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COMPORTAMIENTO DE INTERFASES Y EMULSIONES SUBMICRONICAS ESTABILIZADAS
POR BIOPOLIMEROS EN SIMULACIONES DE PROCESOS DE DIGESTION
GASTRODUODENAL IN VITRO

Resumen

En afos recientes un gran nimero de trabajos se han enfocado a estudiar la forma de
reducir la elevada absorcion de lipidos, asociada a numerosos problemas de salud, tales
como obesidad y problemas cardiovasculares. Si bien las metodologias para abordar el
tema son variadas, al ser la lipdlisis una reaccién interfacial (la lipasa debe adsorberse a la
interfase para llevar a cabo la digestion de los lipidos), las interfases aceite/agua (tanto la
estructura como el area interfacial) resultan un punto critico a estudiar. Por tal motivo, el
objetivo del presente trabajo consiste en evaluar el impacto que presentan diferentes
estructuras interfaciales en el proceso digestivo con el propdsito de encontrar aquella que
retarde (o inhiba) la accién digestiva llevada a cabo por la lipasa pancredtica. Se
analizaron estructuras interfaciales y emulsiones estabilizadas por: proteinas (B-
lactoglobulina (Blg) y aislado proteico de soja (SPl)) y polisacaridos
(hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC)). Se desarroll6 un modelo de digestion in vitro
constituido por dos etapas: gastrica (1h, pH 2,5) y duodenal (1h, pH 7), que contemplan la
presencia de las principales enzimas y biopolimeros a concentraciones fisioldgicas. El
estudio se realizd en dos niveles: (1) Estudios de digestién de interfases aceite/agua
(tensiometro interfacial de gota) para obtener informacién sobre cémo los fluidos
caracteristicos de la digestion perturban tales peliculas interfaciales, caracterizandolos
mediante los parametros: tensién interfacial y médulo dilatacional interfacial; (2) Estudios
de digestion de emulsiones estabilizadas por los mismos emulsionantes obtenidas
mediante la técnica de ultrasonidos de alta intensidad. Se analizaron los cambios
microestructurales de las gotas de aceite (microscopia dptica y técnicas de dispersion de
luz) y se monitored el porcentaje de acidos grasos liberados (% AGL) por accion de la
lipasa pancreatica.

Se comprobd que tanto las estructuras interfaciales como las emulsiones presentan
diferencias en cuanto a la resistencia a la accién digestiva llevada a cabo por la lipasa.

Estas vienen determinadas por la naturaleza de cada estructura y las caracteristicas



interfaciales de cada una. Las emulsiones estabilizadas por SPI y HPMC mostraron los
menores % AGL en comparacion con las emulsiones de Blg. EIl comportamiento observado
no presentd relacion con el area interfacial expuesta a la lipasa, sino mds bien a la
capacidad que presenta cada emulsionante en dificultar la accion de las sales biliares (SB),
agentes indispensables para la accién de la lipasa. De esta manera, los resultados
permitieron identificar a las SB como un factor clave en la regulacién del proceso.

En términos generales, los resultados contribuyen al mayor entendimiento sobre los
mecanismos involucrados en la digestion de emulsiones y del rol crucial que juegan las
estructuras interfaciales en el control de la lipdlisis.
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BEHAVIOUR OF INTERFACES AND SUBMICRON EMULSIONS STABILIZED BY
BIOPOLYMERS UNDER /N VITRO GASTRODUODENAL DIGESTION

Abstract

In recent years an important number of works have been focused on modulating the lipid
digestion, since the high lipid absorption has been associated with an important number
of health problems, such as obesity and cardiovascular diseases. Although different
methodologies exist to evaluate the lipolysis process that is an interfacial reaction
(pancreatic lipase has to bind to the oil-water (o/w) interface), o/w interfaces (both
structure and interfacial area) suppose a critical issue to study. So, the objective of the
present work is to evaluate the impact of different interfacial structures in the digestion
in order to find the interfacial film that could retard (or inhibit) the pancreatic lipase
activity. Different interfacial structures and proteins (B-lactoglobulin (Blg) and soy protein
isolate (SPI)) and polysaccharides (hydroxypropylmethylcelullose (HPMC)) stabilized
emulsions were analyzed. An in vitro digestion protocol was developed consisting of two
stages: gastric (1h, pH 2.5) and duodenal phase (1h, pH 7.0), in the presence of the main
enzymes and biopolymers at physiological concentrations. The investigation was carried
out at two levels: (1) interfacial digestion of the different interfacial films formed (using a
pendant drop tensiometer) to understand the way the digestive fluids affect the
interfacial films, thus analyzing the evolution of interfacial tension and the dilatational
interfacial modulus; (2) analysis of the behavior of emulsion (formed by using ultrasound
techniques) stabilized by each emulsifier under in vitro gastrointestinal digestion. The
microstructural changes of the oil droplets (optical microscopy and light scattering
techniques) were analyzed and it was also monitored the free fatty acid release (% FFA)
due to the pancreatic lipase activity.

Both the interfacial structures as well as the o/w emulsions showed different resistance
to the lipolysis. These differences depended on the nature of the interfacial structure and
the interfacial properties formed by the emulsifiers. SPI and HPMC stabilized o/w
emulsions presented the lowest % FFA values in comparison to Blg stabilized emulsions.
No correlation did exist with the interfacial available area for the lipase adsorption. It was

the capacity of the different emulsifiers to reduce the bile salts (BS) activity (essential



molecules for the lipase activity) the reason of the existing differences. The results
allowed to identify the BS as the key molecules in the lipolysis modulation.

These results have contributed to a better understanding of the mechanisms affecting the
digestion of the emulsions and the important role of the interfacial structures in the vitro
lipolysis control.

Keywords: protein; polysaccharide; emulsion; digestion
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Introducci n

1. Lipidos y salud

De los tres principales macronutrientes presentes en los alimentos, los de mayor
densidad caldrica son los lipidos, con 9 Kcal/g, siendo esta densidad de 4 kcal/g para
carbohidratos y proteinas. Pero los lipidos juegan un papel importante en la dieta
humana, no solo por proveer energia, sino también por ser fuentes de nutrientes
esenciales y componentes bioactivos (Leray, 2014; McClements y Decker, 2007). La
funcionalidad de estos depende de sus estructuras, propiedades fisicoquimicas y
naturaleza de la matriz del alimento que los soporta. Por consiguiente, en algunas
situaciones resulta una ventaja aumentar la biodisponibilidad de los lipidos por contener
componentes bioactivos, tales como carotenoides o fitoesteroles, mientras que en otras
situaciones resultara beneficioso reducir su biodisponibilidad al tratarse de grasas
saturadas o colesterol que, cuando se presentan en exceso, tienen un impacto negativo
en la salud humana (McClements, Decker y Yeonhwa, 2009; Shefer y Shefer, 2003).

En los ultimos afios, el incremento en el consumo de dietas hipercaldricas en combinacidn
con una vida sedentaria, se ha asociado a numerosos problemas de salud tales como
diabetes, problemas cardiovasculares, sobrepeso, obesidad e hipertensién, entre otros
(Bray, Paeratakul y Popkin, 2004; Golay y Bobbioni, 1997; Hlebowicz y col, 2009; Kim y col,
2015; McClements, 2015). La obesidad es una enfermedad crénica que se caracteriza por
un aumento de peso corporal originado por el incremento de las reservas energéticas en
forma de grasa. Uno de los parametros mas empleados para medir y clasificar el estado
ponderal de una persona es el indice de masa corporal (IMC), que se define como la
relacién entre el peso de un individuo (Kg) y su altura elevada al cuadrado (m?), de modo
que si el IMC es superior a 30 Kg/m?, se considera que una persona padece obesidad.
Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), los problemas de sobrepeso y obesidad
se han mds que duplicado en los ultimos afios, alcanzandose durante el afio 2014 un
incremento récord de estos indices, convirtiendo a la obesidad en el quinto factor
principal de riesgo de defuncidn a nivel mundial, y en una enfermedad que ha alcanzado
niveles de epidemia a lo largo de todo el mundo.

El dltimo “mapa mundial de obesidad” (Figura 1), divulgado por la OMS, que se elaboré a
partir de la determinacién del IMC en mas de 190 paises, determind que, en los tres

paises mas australes del Cono Sur (Argentina, Chile y Uruguay), mas del 60% de la
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poblacién tiene sobrepeso, algo idéntico a lo que ocurre en Venezuela. Hace cinco afios,
cuando fue la ultima medicién de este tipo, Argentina estaba por debajo de esa cifra, lo
cual indica cémo ha empeorado el panorama en estos ultimos afos.

Para el aflo 2020 se prevé que el nimero de muertes debidas a enfermedades crénicas no
contagiosas, que incluyen diabetes tipo ll, enfermedades cardiovasculares, obesidad y
cancer, representaran el 75% de las muertes totales (Micha, Khatibzadeh, Shi, Andrews y

Engell, 2015).

il V7 U

S
\i‘? fi 1'\

DELGADEZ LEVE (17-18,5)

NORMAL (18,5-25)

. SOBREPESO (25-30)

. OBESIDAD (MAS DE 30)

. OBESIDAD MORBIDA (MAS DE 40)

%

Figura 1. Mapa mundial de obesidad determinado en la poblacién mundial adulta a partir del
indice de masa corporal (IMC) seguin la OMS.

Por este motivo, la industria de los alimentos se ha esmerado en la obtencidon de nuevas
formulaciones alimentarias con menor contenido lipidico que el de las formulaciones
tradicionales (alimentos light o bajos en calorias) a modo de cubrir la demanda creciente
por parte de los consumidores mds exigentes (Gao y col, 2014; Ma y Boye, 2013). Con
este fin, se han desarrollado formulaciones donde los lipidos son sustituidos por otros
macronutrientes como las proteinas y los polisacaridos de menor porte calérico, o bien
las grasas utilizadas para la fabricacidn son reemplazadas por grasas de mejor calidad, por
ejemplo el reemplazo de grasas trans por otras insaturadas (Sanz, Falomir y Salvador,

2015; Wu, Degner y McClements, 2013). Sin embargo, dada la elevada contribucién de los
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lipidos a las propiedades organolépticas del alimento (textura cremosa, sabor y aroma
agradable, etc.), la reduccién de su contenido impacta de forma significativa en las
propiedades sensoriales de la formulacion. Algunos alimentos, de hecho, necesitan un
determinado tipo de lipidos para su fabricacion debido, por ejemplo, a que los lipidos de
mayor indice de insaturacién se encuentran en estado liquido a temperatura ambiente o
por el contrario, los saturados estan en estado sélido (Sanz y col, 2015). En consecuencia
la elaboracién de alimentos con bajo contenido lipidico continua siendo una tarea
complicada para la industria alimentaria (Saravacos y col, 2011).

Por esto ultimo, uno de los grandes desafios para la ciencia y tecnologia de alimentos
consiste en la busqueda de estrategias para la creaciéon de alimentos funcionales
innovadores que mantengan la calidad sensorial del producto original, por lo cual son
elegidos por los consumidores, pero disminuyendo el impacto negativo en la salud
humana. Para todo esto se hace necesario un entendimiento preciso sobre la
fisicoquimica que afecta a los alimentos ricos en lipidos y, sobre todo, sobre su

comportamiento en el sistema digestivo, en especial durante la digestion lipidica.
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2. Emulsiones alimentarias

2.1. Definicion de emulsion

A partir de diferentes definiciones de diversos autores puede establecerse un concepto
general segun el cual “una emulsidn es un sistema coloidal consistente en, al menos, un
liguido intimamente disperso en forma de gotas (fase dispersa), en el seno de otro
inmiscible con él (fase continua)” (Angelo, 1989; Khan, Talegaonkar, Igbal, Ahmed y Khar,
2006; Mason, Wilking, Meleson, Chang y Graves, 2006; McClements, 1999, 2015). En la
mayoria de las emulsiones alimentarias los didmetros de las gotas que conforman la fase
dispersa se encuentran entre los 100 nm y 100 um, aunque en los ultimos afios se ha
mostrado un interés creciente en la obtencion de emulsiones con didmetros de gotas
inferiores a los 200 nm (nanoemulsiones), debido a sus novedosas propiedades
fisicoquimicas, como su estabilidad y apariencia (Alzorqi, Ketabchi, Sudheer y Manickam,
2016; Hu, Gerhard, Upadhyaya, Venkitanarayanan y Luo, 2016; Teo y col, 2016). Las
emulsiones se pueden clasificar de acuerdo a la naturaleza de las fases que la conforman
(Figura 2). Asi, un sistema que consiste en gotas de aceite distribuidas en un medio
acuoso continuo se denomina emulsion aceite en agua (O/W), como es el caso de la
leche, las cremas, algunas bebidas, mayonesas y salsas. Por otra parte, si la emulsién
consiste en gotas de agua distribuidas en un medio oleoso continuo recibe el nombre de
emulsién agua en aceite (W/0), como son por ejemplo, la margarina o la manteca
(McClements, 2015). Ademas de las emulsiones O/W y W/O tradicionales, existe otro
grupo de emulsiones algo mas complejas, denominadas emulsiones multiples, como las
emulsiones O/W/O (es decir, aceite-agua-aceite) o bien las W/O/W (agua-aceite-agua).
Esta ultima emulsidn, consiste en gotas de agua dispersas en gotas de aceite mayores,

gue a su vez estan dispersas en un medio acuoso continuo (McClements y Li, 2010).
? ®
D & A
& @& ® @
(c) (d)

Figura 2. Diferentes tipos de emulsiones: (a) O/W, (b) W/O, (c) W/O/W, (d) O/W/O segun la
naturaleza de sus fases. Fase oleosa (), fase acuosa (m), emulsionante (m).

(a) (b)
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A pesar de ser los coloides mas importantes y encontrarse en numerosas aplicaciones, las
emulsiones son sistemas generalmente inestables con respecto a la separacién de las dos
fases fluidas que las forman, y su grado de inestabilidad esta intimamente relacionado
con las caracteristicas interfaciales (Adamson, 1990; Dickinson, 2015). Los requerimientos
para que una emulsion sea estable en el tiempo deseado son que no haya cambios en la
distribucién de tamafios de las gotas o en su estado de agregacion (Karlberg, Thuresson y
Lindman, 2005). Esto puede obtenerse por un control adecuado de los procesos de
desestabilizacion como el cremado, floculacién y coalescencia, que muchas veces se
presentan simultdneamente y pueden retardarse mediante un aumento en la barrera de

energia que hace que las gotas se acerquen e interactien (Tadros y Vincent, 1985).

2.2. Proceso de formacién de emulsiones

El proceso de convertir dos liquidos inmiscibles en una emulsién se denomina
homogeneizacién (McClements, 2015). De acuerdo al proceso involucrado en la
obtencién de una emulsion, la homogeneizacion suele clasificarse en dos categorias: la
homogeneizaci n primaria, que consiste en la creacion de una emulsién a partir de dos
fases liquidas separadas; mientras que el proceso de reducir el tamafio de las gotas de
una emulsion ya existente o pre-emulsiéon se denomina homogeneizaci n secundaria
(Figura 3). La creacidon de un tipo particular de emulsion puede involucrar una

homogeneizacién primaria, secundaria o una combinacion de ambas (McClements, 1999).
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Figura 3. Proceso de homogeneizacion para una emulsion aceite/agua (O/W): Homogeneizacion
primaria (1), Homogeneizacién secundaria (2).
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2.3. Fuerzas involucradas en el proceso de homogeneizacién

El proceso de homogenizacidn, se logra mediante la aplicacién de fuerzas de ruptura, que
pueden ser clasificadas en fuerzas viscosas y fuerzas inerciales. Las primeras generan
esfuerzos de corte normal y tangencial en la superficie de la gota, mientras que las
fuerzas inerciales generan diferencias de presién en el seno de un fluido. En la practica es
atil distinguir tres situaciones que pueden darse durante la homogeneizacion: flujo
laminar, flujo turbulento y flujo cavitacional (Walstra, 1983).

Durante el flujo laminar predominan las fuerzas viscosas, las cuales actuan sobre la
superficie de las gotas y producen su deformacion y ruptura (en gotas mas pequenas). La
extension de la deformacion se caracteriza por un parametro adimensional conocido
como numero de Weber, W', el cual se define como el cociente entre el esfuerzo de
corte producido por las fuerzas viscosas y las fuerzas interfaciales conservativas que
tienden a restablecer la forma esférica de las gotas (Ford, Borwankar, Martin y Holcomb,
1997; McClements, 1999; Seekkuarachchi, Tanaka y Kumazawa, 2006).

El movimiento global del liquido en un flujo turbulento se caracteriza por la presencia de
remolinos de gran tamafio que tienen asociada una energia cinética, la cual puede
transferirse a remolinos de menor tamafio en el seno del liquido sujeto a la agitacién
mecanica. Si las gotas de aceite tienen un tamafio menor que los remolinos seguiran el
movimiento de los mismos sin ruptura. En cambio, si el tamafio de las gotas es mayor que
el de los remolinos, los gradientes fluctuantes de velocidad en la superficie de las gotas
pueden deformarlas lo suficiente como para producir su ruptura (Ford y col, 1997).

La cavitaci n es un fendmeno que ocurre en fluidos sometidos a cambios bruscos de
presién y consiste en la formacidn y colapso de pequenas burbujas de vapor en un liquido
(Hakansson y col, 2010). Un fluido se contrae cuando la presiéon crece y se expande
cuando la presién decrece, pero cuando la presidn en un liquido cae por debajo de una
presion critica (la presion de vapor), se produce una cavidad, la cual crece por expansién y
evaporacion del fluido. Durante una nueva compresion la cavidad colapsa
repentinamente generando una onda de choque que se propaga en el liquido
circundante, causando deformacién y ruptura de las gotas (Walstra, 1983). La efectividad
de la cavitacién, también depende de la frecuencia con la cual se produce la fluctuacién

de la presidn, disminuyendo con la disminucion de la frecuencia (Gopal, 1968).
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2.4. Equipos utilizados para la formacion de emulsiones

Existen diferentes tipos de homogeneizadores para la produccién de emulsiones
alimentarias. La eleccion de un homogeneizador particular dependera del volumen de
emulsiéon que se desea preparar, de la naturaleza de los materiales a emulsificar, del
tamafio de gota deseado y del costo (McClements, 1999).

Es importante tener en cuenta que la mayor parte de la energia suministrada a un liquido
para su emulsificacidn actia en un tiempo muy corto y localmente, disipdndose como
calor, por lo que se vuelve importante el control de la temperatura del sistema durante la
homogeneizacion.

A continuacion se describen algunos de los equipos homogeneizadores mas utilizados en

la obtencidon de emulsiones alimentarias a escala industrial.

2.4.1. Homogeneizadores de alta y baja velocidad

Los homogeneizadores de baja (~3000 r.p.m.) y de alta velocidad (hasta 25000 r.p.m.) son
adecuados para producir emulsiones a partir de las fases liquidas separadas (Figura 4a). El
mecanismo de ruptura es un efecto combinado de fuerzas viscosas bajo un régimen de

flujo laminar y turbulento.

Figura 4. (a) Homogeneizador de alta velocidad. (b) Sistema rotor/estator por el cual circulan los
fluidos para su homogeneizacién.
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Al tener baja densidad de energia, estos homogeneizadores producen emulsiones de
tamafio de gota relativamente grande. Se presentan con un disefio rotor/estator, donde
debido al numero elevado de revoluciones de un rotor interno, los fases liquidas a
homogeneizar se aspiran axialmente y son forzadas a circular por diminutas ranuras a
través del estator (Figura 4b). El movimiento de alta velocidad que se produce a través de

las ranuras produce el esfuerzo de corte responsable de la ruptura de las gotas.

2.4.2. Molino coloidal

Son adecuados para la homogeneizacién de emulsiones de alta viscosidad y tienen un
disefio rotor/estator al igual que los homogeneizadores de alta velocidad (Figura 5). La
intensidad del esfuerzo de corte en este dispositivo se puede regular por la variacion de la
distancia entre el rotor y el estator. Aunque se pueden homogeneizar fases separadas son

mas eficientes para la reduccién del tamafio de gota.

@lamarca

Figura 5. Molino coloidal.

2.4.3. Homogeneizadores de valvula de alta presion

Estos equipos son eficaces para reducir el tamafio de gota de una emulsidn preexistente
(homogeneizacién secundaria). La pre-emulsion es forzada, mediante una bomba, a pasar
a través de una valvula ajustable a presion elevada (entre 10 y 50 MPa). De esta forma las
gotas de gran tamafio se rompen por un efecto combinado de flujo turbulento vy

cavitacion (Figura 6).
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2.4.4. Homogeneizadores de membrana

En estos homogeneizadores (Figura 7), la fase dispersa se hace pasar forzosamente a
través de una membrana porosa de vidrio o ceramica. El pasaje forzado a través de los
pequefiios orificios de la membrana produce el esfuerzo de corte necesario, permitiendo
la obtencion de emulsiones con una distribucién de tamafio uniforme. Segun la
naturaleza de la membrana utilizada (hidrofébica o hidrofilica) se podran preparar

emulsiones O/W o bien emulsiones W/O.
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Figura 7. Homogeneizador de membranas.
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2.4.5. Homogeneizadores ultrasénicos

En los homogeneizadores ultrasdnicos (Figura 8) existe una fuente que convierte el
voltaje suministrado (energia eléctrica) en ondas ultrasénicas (hasta 20 kHz) que se
transmiten al seno del liquido y producen millones de cavidades microscépicas. El colapso
de estas cavidades genera ondas de choque que producen la deformacidn y ruptura de las
gotas. La temperatura dentro de las cavidades es extremadamente alta y la presion es
superior a 500 atmdsferas. Sin embargo, los tiempos de vida media de las cavidades estan
en el orden de los microsegundos, con lo cual la energia liberada por cada cavidad es
minima. La alta densidad de energia de este dispositivo de homogeneizacién se atribuye
al efecto acumulativo del gran numero de cavidades generadas (McClements, 1999).

Mezcla
homogeneizada
Canal ajustable al

Zonasde
flujo del liquido

\ cavitacion

-« Bloque de acero

Mezcla heterogénea AR
p— inoxidable

bombeada _+

Hoja de metal
delgada

Figura 8. Homogeneizador ultrasénico.

2.5. Factores termodindmicos involucrados en la formacién de una emulsién

Las moléculas presentes en el seno de un liquido al estar rodeadas por otras de su misma
especie, estan sometidas entre si a fuerzas de atraccién casi simétricas, que van a llevar a
que la resultante de estas sea nula. En el caso de las moléculas que se encuentran
proximas a la interfase, al estar solo parcialmente rodeadas por moléculas de su misma
especie, experimentan una atraccién neta hacia el liquido, que va a ser mas intensa
cuanto mas proximas estén a la interfase (Figura 9). A la fuerza, tangente a dicha
interfase, necesaria para separar a dos moléculas se la denomina tensién interfacial (y), y
es el efecto responsable de la resistencia que un liquido presenta a la penetracién
superficial (Maron y Prutton, 1975). Esta tiene unidades de trabajo (o energia) dividido

por unidad de superficie (las unidades en el Sistema Internacional son J/m? = N/m).

11
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Figura 9. Origen de la tensién interfacial (y).

El hecho de que las moléculas de aceite sean incapaces de formar puentes de hidrégeno
con las moléculas de agua hace que la mezcla de aceite y agua sea muy desfavorable
desde el punto de vista energético (McClements, 1999). Es asi que las emulsiones son
sistemas termodindmicamente inestables tendiendo hacia la separacién de las fases con
el tiempo.

El origen de la inestabilidad termodindmica se explica estudiando la variacién de la
energia libre que experimentan estos sistemas antes y después de la homogeneizacion
(Hunter, 1989). La variacién de energia libre (Ecuacién 1) queda expresada de la siguiente

forma:

AGformacion =Y - AA =T - ASconfiguracional [Ecuaci n 1]

donde AG es la energia libre requerida para aumentar el drea (A) de contacto entre
ambos liquidos inmiscibles (a temperatura y presién constantes), y es la tensidn
interfacial y AS¢onfiguracional €S la entropia configuracional.

En la mayoria de las emulsiones alimentarias, la entropia configuracional
(AS¢onfiguracional) € mucho menor que la energia libre interfacial, por lo que el término
en el que aparece dicha entropia podria ser despreciado en la Ecuacién 1 (Hunter, 1989).
De esta forma, la energia libre total asociada con la formaciéon de una emulsién podria

expresarse como (Ecuacion 2):

AGformacion =Y - AA [Ecuaci n 2]

12
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es decir, la energia libre que se debe suministrar al sistema para aumentar el area
interfacial (relacionado con el numero y tamafo de gotas de la fase oleosa) es
proporcional a dicha drea, siendo la constante de proporcionalidad la tensién interfacial
(Hiemenz y Rajagopalan, 1997). Por lo tanto, de la Ecuacion 2, resulta claro deducir que
una reduccién de la tensidn interfacial favorecera la formacién de la emulsion desde el

punto de vista energético.

2.6. Estabilidad de las emulsiones

El cambio de energia libre asociado con la formaciéon de una emulsién determina si el
proceso es o no termodinamicamente desfavorable, pero no da ninguna indicacion sobre
la velocidad a la cual las propiedades de la emulsién cambian con el tiempo, ni del (los)
mecanismo(s) responsables de estos cambios. Si la velocidad a la cual se produce el
cambio es lenta y la emulsién no presenta cambios significativos dentro de la escala de
tiempo de interés, se podria decir que el coloide es estable, desde el punto de vista
cinético, a pesar de no serlo desde el punto de vista termodindmico. El hecho de que las
emulsiones permanezcan en un estado cinéticamente estable (o metaestable) puede
atribuirse a la existencia de una energia de activacion (AG*), la cual debe superarse para
alcanzar la separacion total de las fases, que como se indicé antes, seria el estado
termodindmico mas estable, donde el area interfacial es minima (Figura 10) (McClements,
2015).

La estabilidad cinética de las emulsiones se atribuye a la naturaleza dinamica de estos
sistemas. Las gotas de una emulsidn, lejos de permanecer estaticas, estan en continuo
movimiento y colisionan unas con otras debido al movimiento browniano, la gravedad o
fuerzas externas aplicadas. El que las gotas se alejen o se fusionen después de una
colisidon va a depender de la naturaleza de las interacciones coloidales que se produzcan
entre ellas. Por lo tanto, la estabilidad cinética de las emulsiones esta determinada por la

dinamica y las interacciones de las gotas que contienen (McClements, 2015).

13
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Figura 10. Diferencia entre estabilidad termodinamica y estabilidad cinética. Un sistema puede
permanecer en un estado de inestabilidad termodindmica por un determinado tiempo si existe
una barrera energética suficiente (AG*).

2.7. Mecanismos de desestabilizacion de las emulsiones

Desde el momento en que se forma una emulsion comienza el proceso de
desestabilizacion, el cual tiende a disminuir el area interfacial y llegar al estado
termodinamico mas estable, las fases separadas. Existen distintos mecanismos que
contribuyen a la desestabilizacion, consecuencia de la diferencia de densidad entre las
fases continua y dispersa, las interacciones entre las gotas y la estructura y elasticidad del
film interfacial (McClements, 1999). A continuacién, se describen los principales

mecanismos de desestabilizacidn fisica que tienen lugar en las emulsiones alimentarias.

2.7.1. Cremado y Sedimentacion

El cremado y la sedimentacién son fendmenos de separacion gravitacional. En el cremado
se produce el movimiento ascendente de las gotas debido a la menor densidad de la fase
dispersa respecto a la de la fase continua, mientras que en la sedimentacién el
movimiento de las gotas es descendente, también por esa diferencia de densidad.
Mientras la sedimentacidn es caracteristica de emulsiones W/O, el cremado ocurre en

emulsiones O/W, debido a que el aceite presenta menor densidad que el agua. Durante el
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proceso de cremado se forma una fase inferior o suero, empobrecida en gotas y una fase

superior (fase crema), enriquecida en gotas de aceite (Figura 11).

Emulsion inicial

[0%0%0 00

Figura 11. Mecanismos de desestabilizacion de emulsiones: Sedimentacion (1) y Cremado (2).

2.7.2. Floculacién y Coalescencia

La floculacién y la coalescencia son mecanismos de desestabilizacion que se producen
como consecuencia de un fendmeno de agregacion entre las gotas. En el primer caso las
gotas mantienen su integridad individual, mientras que, en la coalescencia, el proceso de
agregacion entre dos gotas culmina con la formacién de una gota de mayor tamafio que
implica la ruptura de la pelicula interfacial (Figura 12). Si la coalescencia se da en mayor
extension puede conducir eventualmente a la formacidn de una capa de aceite libre en la

parte superior de la emulsién (Friberg, 1997).

Emulsién inicial

. SIS

Figura 12. Mecanismos de desestabilizacion de emulsiones: Floculacién (1) y Coalescencia (2). Si el
proceso de coalescencia continua en el tiempo, se forma una capa de aceite libre en la parte
superior (3), que culmina con la separacién total de las fases (4).

2.7.3. Desproporcion de Ostwald
La desproporcion de Ostwald es causada por el transporte difusivo de la fase dispersa
desde las gotas mas pequefias a las mas grandes. El efecto que tiene lugar es el

crecimiento de las gotas mds grandes a expensas de las mds pequeiias. Sin embargo, la
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insolubilidad del aceite en la fase acuosa impide el transporte difusional, por lo que este
mecanismo es mas importante en otros sistemas dispersos, como las espumas, donde el
gas de las burbujas puede difundir a través de la fase acuosa (Friberg, 1997; McClements,

1999).

2.7.4. Inversion de fase

La inversidn de fase es un proceso en el cual se produce un cambio desde una emulsiéon
O/W a una emulsion W/O vy viceversa. Este mecanismo de desestabilizacion es muy
importante en la manufactura de algunos productos alimenticios, tales como la margarina

y la manteca (McClements, 1999).

Estos mecanismos de desestabilizacion no ocurren de manera separada o aislada, de
manera que una emulsion puede desestabilizarse simultdneamente por distintos
mecanismos, dependiendo de la viscosidad de la fase continua, el tipo de agente
emulsificante empleado y su concentracién, la adicién de otros componentes, el pH vy la
aplicacion de distintos tratamientos, como trabajo mecanico, ciclos de temperatura y

congelacion.

2.8. Agentes interfaciales

Como se ha comentado anteriormente, las emulsiones son termodindmicamente
inestables debido a su elevada area interfacial. Para generar una elevada area interfacial
en la emulsién se requiere de la incorporacién de agentes capaces de reducir la tensién
interfacial existente entre la fase acuosa y la fase oleosa. Estos componentes se
denominan agentes interfaciales o tensioactivos (también emulsionantes, para productos
emulsionados) y presentan en su estructura molecular zonas hidréfilas e hidréfobas que
los llevan a situarse en la interfase, de manera que los grupos hidrofilicos quedan
orientados hacia la fase acuosa, mientras que los grupos hidréfobos quedaran orientados
hacia la fase oleosa, contribuyendo de esta forma a reducir la inestabilidad
termodindmica (minimizar la energia libre) del sistema (Figura 13) (Dickinson, 1986;

Friberg, 1997; McClements, 2015).
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Figura 13. (a) Interfase aceite/agua: & (espesor de la interfase). (b) Acumulacion de tensioactivo
en la interfase.

Cuando una molécula de un emulsionante se adsorbe en la interfase, se confina en una
region considerablemente mas pequefia que el volumen que ocuparia en el seno del
liquido, de manera que su movimiento molecular queda restringido, origindndose efectos
entrépicos desfavorables (Figura 13). Cuando la energia de adsorcidon es mayor que la
energia térmica de las moléculas, estas se adsorben fuertemente en la interfase,
presentando una elevada actividad interfacial. Cuando ocurre lo contrario, las moléculas
tienden a localizarse principalmente en el seno del liquido, presentando una baja
actividad interfacial (Prins y van Kalsbeek, 1998).

Los emulsionantes desarrollan ademds otras funciones, muchas de ellas relacionadas
entre si, tales como: aumentar la estabilidad térmica, retencién de la humedad,
estabilidad durante los ciclos de congelacion y descongelacién, etc. En determinadas
formulaciones puede ser necesario el empleo de dos 0 mds emulsionantes para conseguir
el efecto deseado, dependiendo de la cantidad afiadida (Leadbetter, 1990).

Un emulsionante ideal serd aquel que se adsorba rdpidamente en la interfase durante el
proceso de homogeneizacion, reduciendo la tensién interfacial, y evite o retarde los
fendmenos de desestabilizacién durante la homogeneizacion y el almacenamiento
posterior (McClements, 2015).

En la industria alimentaria estan disponibles numerosos agentes emulsionantes que
varian en su estructura y propiedades. Se pueden clasificar en funcidon de diversos

criterios: procedencia, peso molecular, caracter hidréfobo o hidréfilo, carga eléctrica, etc.
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Segun su procedencia se podrian clasificar en dos grandes grupos:

e Emulsionantes de origen natural: fosfolipidos, proteinas, polisacaridos, etc.

e Emulsionantes sintéticos: mono vy diglicéridos, derivados de acidos grasos
con otros polioles, productos de condensacion de éxidos de etileno sobre

los compuestos anteriores, etc.

Sin embargo, con vistas a su aplicacién, es mas importante su clasificacion por la
naturaleza de la molécula:
e Emulsionantes de bajo peso molecular (surfactantes): lipidos, fosfolipidos,

polisorbatos, entre otros.

e Macromoléculas (biopolimeros): proteinas y algunos polisacaridos.

En las peliculas interfaciales de los sistemas alimentarios suelen coexistir tensioactivos de
bajo peso molecular (lipidos, fosfolipidos, etc.) y biopolimeros (proteinas y polisacaridos),
presentando funciones especificas en el procesado y las propiedades del producto final y
su empleo 6ptimo dependerd del conocimiento que se tenga de sus propiedades
fisicoquimicas interfaciales (actividad interfacial, cantidad adsorbida, estructura, espesor,
estabilidad, movilidad lateral, interacciones entre las moléculas adsorbidas, capacidad de

cambiar la conformacidn, propiedades reolégicas interfaciales, etc.).

2.9. Tensioactivos de bajo peso molecular

El término tensioactivo de bajo peso molecular se refiere a todas aquellas moléculas
relativamente pequeiias con actividad interfacial y estructura quimica caracterizada por
una cabeza polar, que presenta gran afinidad por la fase acuosa, y una cola no polar con
afinidad a la fase oleosa (Figura 14a) (Hasenhuettl, 2008; Walstra, 2003). Existe una gran
variedad de tensioactivos disponibles para su utilizacién en la industria alimentaria y las
caracteristicas particulares por las cuales se diferencian la mayoria, se encuentran en la
naturaleza de sus partes. Por ejemplo, pueden distinguirse cabezas hidrofilicas catidnicas,
anidnicas (acidos grasos, sales de estearoil lactilato), zwitteriones (lecitinas), no iénicas
(monoglicéridos, tweens, spans), etc. Las colas no polares consisten normalmente en una
0 mas cadenas hidrocarbonadas (entre 10 y 20 4tomos de carbono por cadena), las cuales

pueden ser saturadas, insaturadas, lineales, no lineales, etc (McClements, 2015).
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El tipo de pelicula interfacial que forma un emulsionante se ve muy influenciada por su
naturaleza y tamafio; es asi que, los tensioactivos de bajo peso molecular, se caracterizan
exclusivamente por la formaciéon de monocapas, es decir capas interfaciales que tienen el

espesor de una molécula (Figura 14b).

Aceite
> conopolar LM
Agua
—>Cabezapolar
a b

Figura 14. (a) Molécula de tensioactivo de bajo peso molecular. (b) Monocapa de tensioactivo de
bajo peso molecular en la interfase O/W.

2.9.1. Cinética de adsorcidn interfacial de un tensioactivo de bajo peso molecular

La cinética de adsorcidon interfacial de un tensioactivo de bajo peso molecular, puede
estudiarse a partir del cambio de la tension interfacial con su concentracién (Figura 15).
Tras la adicién de estas moléculas a un sistema que presenta una region interfacial (por
ejemplo la interfase O/W), la tensidn interfacial disminuye gradualmente a medida que
aumenta su concentracidon. Llegado el momento en que se satura por completo la
interfase, debido a la formacion de una monocapa, la tensidn interfacial del sistema
practicamente no varia y el exceso de tensioactivos, que no encuentra lugar en la
interfase, se podrian autensamblar en el seno de la disolucién formando micelas. Una
micela es una asociacion de moléculas de tensioctivos en solucion que se forma
espontaneamente de manera que las cabezas hidrdéfilas quedan en contacto con el agua y
las colas hidrofébicas quedan recluidas en el interior de una entidad esférica (Hiemenz y
col, 1997). Las micelas se forman a partir de una concentracién de surfactante en la
disolucién, denominada concentracion micelar critica (CMC) cuyo valor se puede
determinar de manera inmediata a partir de las curvas de variaciéon de y con la

concentracion de surfactante como se observa en la siguiente Figura (Figura 15).
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Figura 15. Regiones estructurales en el proceso de adsorcidn de un tensiactivo: determinacién de
la concentracidn micelar critica.

2.10. Propiedades interfaciales de las proteinas y polisacaridos

Las peliculas interfaciales de macromoléculas, como las proteinas y polisacaridos,
presentan algunas diferencias respecto a las monocapas formadas por sustancias de bajo
peso molecular. Cuando una macromolécula alcanza la interfase, sufre un cambio
conformacional mediante el cual, expone preferentemente sus grupos hidrofdbicos a la
fase no polar mientras que los residuos hidrofilicos se disponen preferentemente en
contacto con la fase acuosa (Maldonado-Valderrama, 2006). Este proceso constituye una
diferencia basica entre las macromoléculas con actividad interfacial y los tensioactivos de
bajo peso molecular. Las diferentes orientaciones que pueden presentar las
macromoléculas en la interfase dependerdn de la flexibilidad molecular de la cadena y de
la afinidad de esta por el medio de disolucién (Davies, 1953). Por ejemplo, las proteinas
flexibles, como la B-caseina, cambian la conformacion mas facilmente que las proteinas
globulares, como la B-lactoglobulina, o como las proteinas mayoritarias de los aislados
proteicos de proteinas vegetales como soja (Norde, 2011; Wilde y Clark, 1996). Las
configuraciones de un polimero flexible en el plano bidimensional de la interfase pueden

ser representadas como se muestra en la Figura 16.
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Figura 16. Configuracion de un polimero en la interfase O/W.

Las diferentes disposiciones que un polimero puede adoptar en la interfase son:

e Fila: se refiere a los segmentos del polimero que estan en contacto directo

con la interfase.

e Lazo: hace referencia a los segmentos del polimero que estan suspendidos

en el seno de la fase (acuosa u oleosa), entre las filas.

e Cola: formada por los segmentos terminales. Si el polimero es de origen
proteico, estos segmentos estdn inmersos en la fase acuosa, debido a que
suelen ser grupos aminos y carboxilos terminales, que quedan cargados a

pH neutro.

Ademads, pueden darse reacciones de entrecruzamiento mediante interacciones
electrostaticas, hidrofdbicas o covalentes (puentes disulfuro) entre cadenas de proteinas
gue estan adsorbidas en la interfase (Pugnaloni, Dickinson, Ettelaie, Mackie y Wilde,

2004).

2.10.1. Cinética de adsorcion interfacial de un polimero

Los polimeros en disolucién acuosa, tienden a adoptar una configuracion en la cual los
grupos no polares se congregan en el centro de la molécula y los grupos polares se
disponen en la superficie de manera que la energia del sistema se minimiza reduciendo la
interaccidn entre grupos no-polares y moléculas de agua. Una vez que se han situado en
la interfase los polimeros podrdn adoptar una nueva configuracidn estructural en la cual
los grupos polares interaccionan predominantemente con el agua y los no polares con la
fase no polar.
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El proceso de adsorcidon puede ser analizado a partir de la variacion de la tension
interfacial de la disolucion en el tiempo, al igual que lo observado para tensioactivos de
bajo peso molecular. En el caso de macromoléculas con actividad interfacial la curva que
relaciona la tensidn interfacial con la concentracién de las macromoléculas distingue tres
regiones (Figura 17):

a) Periodo de induccion: durante los primeros instantes se produce un aumento de la
densidad interfacial que no va acompanado de una disminucion de la tension interfacial.
El valor de la tensién comienza a disminuir a partir de un valor minimo que oscila entre un
10-20% del recubrimiento total. El tiempo necesario para alcanzar este recubrimiento se
denomina per odo de inducci n. Debido al mayor tamafo de las proteinas y polisacaridos
con respecto al de los surfactantes de bajo peso molecular, este factor es varios érdenes
de magnitud mayor para los primeros que para los ultimos.

b) Periodo de penetracion: una vez que se ha alcanzado un cierto recubrimiento
interfacial se produce una brusca disminucién de la tensién interfacial que se debe, no
solo a la difusién de las moléculas desde la solucidén a la interfase, sino también a la
reorganizacion estructural que sufren las moléculas adsorbidas (reacomodamiento de
grupos polares hacia la fase acuosa y de los no polares hacia la fase oleosa).

c) Periodo de saturacion de la interfase: una vez que la interfase se encuentra saturada
de polimeros se alcanza un valor de tensidn constante. Sin embargo, experimentalmente
se observa que la tensidn entra en una fase de disminucién muy lenta, debido a diversos
fenédmenos que tienen lugar en la regidon interfacial, como el desplegamiento gradual de
los biopolimeros, agregacion de proteinas, e incluso gelificacidn interfacial (Beverung,

Radke y Blanch, 1999; Freer, Yim, Fuller y Radke, 2004).
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Figura 17. Adsorcion de los polimeros en la interfase O/W: periodo de induccién (a), periodo de
penetracion (b), periodo de saturacion y reordenamiento (c).

2.11. Propiedades reoldgicas de las peliculas interfaciales

Las propiedades reoldgicas describen el comportamiento dinamico de las interfases
fluido-fluido. Asi, dichas propiedades son, en parte, responsables de la estabilidad y la
textura de las emulsiones y espumas alimentarias, y son consecuencia de las
interacciones existentes entre las moléculas que hay en la interfase y entre las moléculas
de la interfase y las de la subfase (Murray, 2002). La reologia interfacial estudia las
propiedades mecanicas y de flujo de las peliculas situadas en una interfase fluida.

Las propiedades reoldgicas que se pueden determinar de una pelicula son, dependiendo
de la deformacion a que se ha sometido, de corte o dilatacionales. Las primeras se
obtienen al someter la pelicula a esfuerzos que originan distorsiones de su forma,
manteniendo su tamafio, en cambio, las propiedades dilatacionales manifiestan la
respuesta de la interfase a compresiones y expansiones que modifican su tamafio, pero

no su forma (Figura 18).
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Figura 18. Ejemplo de deformaciones en la interfase en dos dimensiones.

e Viscosidad superficial de corte

Es la fuerza requerida para desplazar y mover las moléculas de un punto a otro y refleja la
atraccidn neta entre los polimeros de la pelicula interfacial y entre esta ultima y las capas
de liquido adyacentes. Esta viscosidad superficial o resistencia a los esfuerzos de corte de
la superficie de la pelicula suele ser muy alta, refleja la resistencia mecanica de la mismay
es un parametro importante relacionado con la estabilidad de peliculas y emulsiones. La
viscosidad superficial se incrementa con el espesor de la pelicula y varia con el tipo de

emulsionante, el tiempo y el pH (Phillips, Whitehead y Kinsella, 1994).

e Elasticidad y viscosidad dilatacional

Ambas propiedades pueden ser combinadas en un Unico pardametro, el mddulo
viscoeldstico interfacial de la pelicula (E), que vincula la variacion de la tensién interfacial
con los cambios del drea interfacial (E = -dy/d(In A)), tras la aplicacién de un esfuerzo
(Figura 19) (Kim y Kinsella, 1985). Durante la expansion de la pelicula interfacial tras la
aplicacion de un esfuerzo ocurren diversos fendémenos: i) difusién del surfactante desde la
subcapa en la solucién hacia la interfase y ii) reordenamientos de las moléculas
adsorbidas dentro de la interfase (los cuales pueden ser retardados por varios eventos:
presencia de una barrera de adsorcidn, lentos reordenamientos moleculares, formacion
de complejos, transiciones de fase en la interfase y formacidn o destruccion de una
estructura tridimensional (Lucassen-Reynders, 1993)).
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Figura 19. Respuesta de una pelicula interfacial a la aplicacién de un esfuerzo.

Las interacciones que se producen entre los polimeros adsorbidos en la interfase estdn
altamente influenciadas por la carga del polimero. Una proteina forma una pelicula mas
condensada y firme a pH cercano al punto isoeléctrico, donde la carga superficial es baja y
las interacciones entre los polimeros en la interfase son fuertes. Las peliculas compuestas
por mezclas de biopolimeros solubles con diferente carga neta y distintas relaciones entre
residuos hidrofilicos/hidrofébicos son usualmente mas estables. La formacidn de uniones
disulfuros durante la formacidn de la pelicula también aumenta la estabilidad. La fuerza
de las peliculas proteicas tiende a incrementarse con el tiempo, reflejando
reordenamientos y el incremento de las interacciones entre las moléculas componentes

de la pelicula (Kinsella y Phillips, 1989).
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3. Proceso de digestion

Para desarrollar un modelo de digestion in vitro que logre imitar los eventos
fisicoquimicos y fisiolégicos que tienen lugar cuando un alimento recorre el aparato
digestivo, es necesario un entendimiento preciso sobre el proceso que tiene lugar en un
organismo vivo. Segun el Instituto Nacional de Diabetes y Enfermedades Digestivas y
Renales, la digestiéon puede definirse como el proceso mediante el cual el cuerpo
descompone los alimentos y bebidas en sus partes mas pequefias (nutrientes) para que
puedan ser absorbidos y utilizados como fuente de energia para formar y alimentar las
células, permitiendo al individuo crecer y seguir viviendo.

Los alimentos experimentan, después de la ingestion, una serie de cambios complejos a
medida que atraviesan el aparato digestivo desde la boca, pasando por el eséfago, el

estdmago, el intestino delgado y el intestino grueso (Figura 20) (McClements y col, 2010).

Boca
* pH 5-7
* Enzimas :
* Sales
* Biopolimeros
* 5-60 seg. Estémago
*pH1-3
* Enzimas
* Sales
* Biopolimeros
Intestino delgado * 30 min-4 hs.
*pH 6-7,5
* Enzimas
* Sales .
. , Intestino grueso
* Biopolimeros
*1-2 hs * pH 5-7
* Enzimas
* Bacterias
*12-24 hs

Figura 20. Esquema del aparato digestivo y resumen de las principales condiciones fisiolégicas de
los érganos que lo componen.
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3.1. Aspectos generales de la digestion de lipidos

La digestién de los lipidos es un proceso complejo que tiene lugar en la boca y el tracto
gastrointestinal del ser humano. El proceso de hidrdlisis de los triglicéridos (TG) requiere
de la participacién de varias enzimas lipoliticas, denominadas lipasas, y de cofactores,
hormonas y sales biliares, que son necesarios para la actividad especifica de cada una de
ellas (Carey, Small y Bliss, 1983). Las lipasas, cuya denominacién bioquimica es acil-ester-
hidrolasas, son enzimas relativamente especificas en su actividad catalitica y algunas de
ellas se distinguen por su alta estereoespecificidad. Para comprender mejor este
concepto, es necesario considerar que los triglicéridos son moléculas estructuralmente
asimétricas, de modo que cada unidn del glicerol con un &acido graso particular es
diferente de otra, dependiendo de la posicion de la unién del acido graso con el
respectivo grupo hidroxilo del glicerol. De esta forma, cada unién se designa como sn-1,
sn-2 y sn-3 (sn = enumeracién estereoespecifica) (Figura 21.). De esta forma, la
estereoespecificidad de las lipasas se referira a la capacidad de estas enzimas para
distinguir e hidrolizar en forma especifica una o algunas de las uniones éster del acido

graso con el glicerol en las posiciones sn-1, sn-2 o sn-3 (Bracco, 1994).

sn-1

i ~ P L L, S -~ .Rl
ACidO graso sn-l. o2 ,I::"'.- Acido graso ,C anomérico
Rz". - - e S
& sn-2 —> Canomérico sn-2
i. ~ ; > 3
ks Aci r
sn-3 g do graso
Glicerol

Figura 21. Estructura de un triglicérido.

En los humanos adultos, la digestion de los lipidos se inicia en el estdbmago por la
presencia de la lipasa gdastrica. No obstante, es en el intestino delgado donde se realiza la
mayor parte de la digestion de los lipidos, a partir de la actividad de la lipasa pancreatica
(Mun, Decker y McClements, 2007). Esta enzima, hidroliza a los TG en la interfase
formada entre el medio acuoso y los lipidos dispersos en el mismo, llevando a cabo su
actividad en las posiciones sn-1 y sn-3, liberando en primer lugar un acido graso (AG) y un
1,2-diglicerido (1,2-DG) por cada TG hidrolizado (Mu y Hgy, 2004). El 1,2-DG serd
igualmente reconocido por la lipasa, siendo hidrolizado a AG y 2-monoglicerido (2-MG),
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siendo estos los productos finales y mayoritarios de la digestién de los TG (Figura 22)
(Tuohy y col, 2006). Adicionalmente, el acido graso esterificado del 2-MG puede sufrir un
proceso parcial de acilmigracién hacia la posicion sn-1 del glicerol, dando lugar a la
aparicién de cierto nivel de 1-monoglicerido (1-MG), el cual puede ser hidrolizado para

liberar AG y glicerol (Bermudez, Pacheco, Lépez, Abia y Muriana, 2004).

Triglicérido

Rl
O O

RZ
O O

R3
O O

Lipasa

H ]
Acido graso libre
R
—O-C=0

RZ
Monoglicérido
H Acido graso libre
R3
L—0-=0

Figura 22. Esquema general de la hidrélisis de un triglicérido.

3.2. Etapas del proceso de digestion

En esta seccion se describiran los principales eventos que tienen lugar en cada una de las
etapas del proceso de digestion. Se hard hincapié en la digestion de los lipidos y
emulsiones O/W, ya que es el tema objeto del presente trabajo.

En términos generales, las emulsiones experimentan una serie de cambios a lo largo del
aparato digestivo que alteran su susceptibilidad al proceso digestivo y, en consecuencia,
la disponibilidad de los productos de la digestién para su absorcidn. La susceptibilidad de

las emulsiones a tales cambios dependerd de diversos factores, entre los que se

28



Introducci n

encuentran la naturaleza de la fase oleosa, del emulsionante utilizado, del proceso de
digestion in vitro, etc. La siguiente figura (Figura 23) resume, a modo esquematico, los
principales cambios que pueden darse en una emulsién durante su recorrido por el
sistema digestivo. Entre estos cambios podemos encontrarnos: cambios en el tamafio de
las gotas de aceite (ruptura, floculacidon o coalescencia) o bien cambios a nivel interfacial
(adsorcion de tensioactivos bioldgicos y enzimas) (McClements y col, 2009; McClements y
col, 2010).

Adsorcién competitivay Formaciény Ruptura de
desplazamiento interfacial — las gotas de aceite

Adsorciony

actividad enzimatica Liberacion de la

emulsion de lamatriz
alimentaria - oﬁ

—

5 Bt
R

Transporte de los productos de digestion al
epitelio

Epitelio intestinal

Figura 23. Esquema de los cambios fisicoquimicos y bioldgicos que puede experimentar una
emulsion durante su recorrido por el sistema digestivo.

3.2.1. Inicio de la digestion: La boca

La boca es el 6rgano donde tiene lugar la ingestidn de los alimentos, y es donde se lleva a
cabo la formacién del bolo alimenticio, donde el alimento ingerido es humedecido con la
saliva mientras es amasado y fragmentado por medio de la accién llevada a cabo por la
lengua y los dientes (masticacidn), respectivamente. Son numerosos los procesos que

podrian tener lugar en este érgano y originar cambios en la estructura y propiedades de
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los lipidos emulsionados, entre ellos, interaccion con componentes de la saliva (ej.
mucina), interaccién con enzimas (ej. amilasa salival) o bien cambios estructurales
originados por los cambios de pH, temperatura y fuerza iénica (Figura 23)(Sarkar, Goh y
Singh, 2009; Vingerhoeds, Blijdenstein, Zoet y van Aken, 2005).

La saliva, secretada por las glandulas salivales, esta constituida en su mayoria por agua
(99%), que permite la humectacién del alimento para la formacién del bolo. Ademas,
contiene una mezcla de minerales y proteinas, entre ellas enzimas digestivas tales como
la amilasa salival, que contribuye con la degradacidn quimica de polisacdridos como
el almidén. Ademas, contiene mucina, que es una glicoproteina que ayuda a ablandar los
alimentos para favorecer la formacién del bolo, y lisozima, que tiene un efecto
desinfectante sobre posibles bacterias infecciosas y actia también como lubricante,
contribuyendo a la integridad del bolo formado (Amado, Vitorino, Domingues, Lobo y
Duarte, 2005). Se ha reportado que el pH de la saliva se encuentra comprendido entre los
valores 5,5 y 6, aunque tiende a incrementase (hasta valores de 8) por la presencia del
alimento en la cavidad oral. En lo que respecta a la integridad de las emulsiones, varios
serian los procesos que podrian estar involucrados en cambios fisicoquimicos de la
emulsién. Por ejemplo, Silletti, Vingerhoeds, Norde y van Aken (2007), han demostrado
que la presencia de mucina en la saliva induce a la desestabilizacién de emulsiones
lipidicas por floculacidn. Sin embargo, los posibles cambios que puede experimentar una
emulsién en la boca estan directamente relacionados con la composicion y el estado fisico
gue tiene el alimento antes de ingresar al sistema digestivo. En este punto, es importante
considerar la naturaleza de los emulsionantes que rodean las gotas de lipidos y la
sensibilidad de los mismos a la presencia de enzimas y/o polimeros presentes en la saliva
y los efectos asociados a los cambios de pH o fuerza idnica. Ha sido descripta la presencia
de una lipasa (lipasa lingual) secretada por las glandulas linguales ubicadas en la parte
dorsal posterior de la lengua, responsable solo de una limitada participaciéon en la
digestion total de lipidos que tiene lugar en todo el aparato digestivo (Hamosh y Burns,
1977). Se trata de una acil-ester-hidrolasa de alta especificidad, ya que reconoce casi
especificamente la posicion sn-3 de los triglicéridos, siendo mucho menos efectiva para
actuar en la posicion sn-1 y no actuda sobre la posicién sn-2. La actividad de la lipasa
lingual se considera de gran importancia en los recién nacidos, ya que tiene un rol muy

importante en la desestructuracién del gldbulo graso lacteo (Hamosh, 1978).
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Sin embargo, dada la complejidad de factores que pudieran ocasionar cambios en la
integridad de las emulsiones, en numerosos trabajos que utilizan procesos de digestion in
vitro, suelen desestimarse los efectos de la cavidad oral, justificando esto, en muchos
casos, por el bajo tiempo de residencia de los alimentos en la boca, hecho que podria
considerarse valido cuando se trata de alimentos liquidos, haciendo mads simple de esta

manera, la simulacién del proceso digestivo.

3.2.2. Estomago

Una vez que el bolo alimenticio abandona la boca, es transportado por el eséfago hacia el
estdmago. Este ultimo puede ser considerado como una estructura con forma de saco
situado en la parte superior del abdomen, donde el bolo es procesado y almacenado
previo a pasar al intestino delgado por medio del piloro (Barrett, 2006). Durante la
digestion gastrica se continta con el proceso de degradacién del bolo alimenticio por la
accién de los jugos gastricos que contienen una mezcla compleja de enzimas, sales y
sustancias con actividad interfacial, entre otros componentes biolégicos. Por medio de los
movimientos peristdlticos, el bolo alimenticio es sometido a una agitacion mecdnica y
obligado a tomar un contacto intimo con los componentes gdastricos, ademds de tener un
efecto propulsor que va moviendo el contenido gastrico hacia el piloro (Figura 24)
(Schulze, 2006). El tiempo de residencia del bolo en el estémago puede variar entre unos
pocos minutos a unas cuantas horas, aunque, al igual que en todos los procesos que
tienen lugar en los diferentes drganos que conforman el sistema digestivo, dependera de
factores externos (estado de salud del individuo, edad, caracteristicas y composicién del
alimento, etc.). De acuerdo a las dimensiones del canal pildrico, que conecta el estdmago
con el intestino delgado, el tamafio minimo que deben alcanzar las particulas para llegar
el intestino delgado es de 1 o0 2 mm, lo que determinard el periodo de residencia del
alimento en la cavidad estomacal (Barrett, 2006). Segun varios reportes bibliograficos, el
pH del estémago humano se encuentra entre 1 y 3, aunque puede verse modificado por
la presencia del bolo alimenticio (pH del alimento ingerido, su capacidad buffer,
composicion, etc). La elevada acidez del medio estomacal juega un rol importante entre
las que se encuentran la activacién de enzimas, la hidrdlisis de algunos componentes y la
inactivacion de microorganismos presentes en el bolo (Kalantzi y col, 2006). La hidrélisis

de las proteinas llevada a cabo por la pepsina se encuentra entre los eventos
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fisicoquimicos caracteristicos del estédmago. La pepsina es producida por las células
principales de la mucosa gastrica como una proenzima, el pepsindégeno, el cual adquiere
su capacidad enzimatica en condiciones acidas. Actla principalmente sobre los enlaces
peptidicos de naturaleza hidréfoba, preferentemente aromaticos, dejando como
producto principal de la catdlisis a péptidos de tamano variable y algunos aminodcidos.
Sin embargo, son capaces de reducir a péptidos y aminoacidos alrededor del 15% de las
proteinas ingeridas. El duodeno y el intestino delgado poseen una capacidad tan alta de
digerir proteinas que la ausencia total de pepsina no altera la digestidn y absorcién de su
contenido en la dieta.

Los efectos de la pepsina resultan de especial interés cuando el emulsionante utilizado
para estabilizar las gotas de lipidos en una emulsién es de origen proteico. Se ha
reportado en varios trabajos que la conformacién de la proteina es un factor clave para
determinar su susceptibilidad a la accién de pepsina. Por ejemplo, Sarkar, Goh, Singh y
Singh (2009) han concluido que algunas proteinas, como por ejemplo la B-lg, presenta
una gran resistencia a la pepsindlisis cuando se encuentra en estado nativo y, sin
embargo, es facilmente hidrolizada cuando se encuentra adsorbida en la interfase, dada
la mayor exposicién de sus grupos al sitio activo de la enzima, como consecuencia de su
desplegamiento en la interfase.

En humanos adultos, puede considerarse al estdmago como el 6rgano donde se inicia el
proceso de la lipdlisis a partir de la lipasa gastrica. Esta es una proteina globular,
secretada por las células principales de la mucosa gastrica, con un peso molecular de 50
kDa y con un punto isoeléctrico entre 6,6 y 7,9, por lo que se encuentra positivamente
cargada en las condiciones de pH estomacal (Kalantzi y col, 2006; Miled y col, 2005). Sin
embargo, la contribucidn de la etapa gastrica a la digestidon lipidica se considera
minoritaria, habiéndose observado que se pueden alcanzar niveles de hidrdlisis en torno
al 10-30 % de los componentes lipidicos (Liao, Hamosh y Hamosh, 1983).

Respecto a la fuerza idnica, si bien algunos reportes sugieren una concentracion de iones
cercana a 100 mM, la misma se ve muy alterada debido al aporte adicional de iones
provenientes del alimento (Kalantziy col, 2006).

Finalmente, el alimento parcialmente digerido que abandona el estémago para pasar al

intestino delgado se denomina quimo (Bauer, Jakob y Mosenthin, 2005) .
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Figura 24. Representacion de los movimientos peristalticos que empujan el quimo hacia el piloro.

3.2.3. Intestino delgado

El intestino delgado se corresponde con la porcién del aparato digestivo donde tiene
lugar en mayor extensién el proceso de lipdlisis y donde se produce la absorcion de los
productos de la digestidon que servirdn de fuente energética para el crecimiento de las
células. Segun la bibliografia, la digestion de los lipidos se completa en el duodeno
(primera porcion del intestino delgado), representando casi un 80% de la lipdlisis total
que se da en el organismo (Maldonado-Valderrama y col, 2008; Mun y col, 2007).

Una vez que el alimento parcialmente digerido ingresa en el intestino se mezcla con
enzimas, sales biliares, fosfolipidos y bicarbonato de sodio (NaHCOs) provenientes del
pancreas, el higado y la vesicula biliar, respectivamente (Figura 25) (Tso, 2000). La
secrecidon de NaHCOs; en el intestino es la responsable de que se produzca un incremento
en el pH a valores cercanos a la neutralidad (5,8-6,5), donde las enzimas intestinales
presentan una actividad éptima (Bauer y col, 2005). Ademas, con los jugos pancreaticos
se libera una gran cantidad de iones que elevan la fuerza iénica del medio de digestidn. Se
ha reportado que la fuerza idnica en el intestino ronda los 140 mM, aunque la misma
suele verse alterada por la presencia del quimo, que generalmente eleva este valor
promedio debido al aporte adicional de iones (Lindahl, Ungell, Knutson y Lennernas,

1997).
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Figura 25. Principales érganos involucrados en el proceso de digestion.

El jugo pancreatico secretado al intestino delgado aporta los zimdgenos de las proteasas:
tripsina, quimotripsina, carboxipeptidasas y eleastasa, que contindan con la digestién de
las proteinas, iniciada en el estémago por la pepsina. Por medio de la enteropeptidasa
producida por las células del duodeno, el tripsinégeno (una pro-enzima) se convierte en
su forma activa, tripsina, que da lugar a una subsecuente activacién en cascada de las
enzimas digestivas pancredticas (Sastre, Sabater y Aparisi, 2005). La tripsina es una
enzima especifica, ya que liga al péptido en las posiciones del carboxilo de residuos
arginina o lisina en la cadena, ambos aminoacidos con grupos laterales cargados
positivamente. Al presentar un efecto autocatalitico, la tripsina puede generar mas
moléculas de tripsina a partir de tripsindgeno, que a su vez, por hidrdlisis del
quimotripsinégeno (zimégeno de quimotripsina) da origen a moléculas de quimotripsina.
La quimotripsina reconoce y corta especificamente triptéfano, tirosina, fenilalanina,
metionina y leucina en el extremo carbonilo de la unién peptidica (Moughan, 2016). Por
su parte la eleastasa (también activada por tripsina a partir de una proeleastasa)
reconoce alanina, glicina y serina en el extremo carbonilo de la unidn peptidica. Las
carboxipeptidasas son exopeptidasas (secretadas como pro-carboxipeptidasas y activadas
por tripsina), que hidrolizan un enlace peptidico situado en el extremo carboxiterminal de
una proteina o polipéptido, liberando de esta forma el aminodcido situado al final de la

cadena (Koeppen y Stanton, 2009).

34


https://es.wikipedia.org/wiki/Hidr%C3%B3lisis
https://es.wikipedia.org/wiki/Enlace_pept%C3%ADdico
https://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
https://es.wikipedia.org/wiki/Polip%C3%A9ptido
https://es.wikipedia.org/wiki/Amino%C3%A1cido

Introducci n

Como resultado de la protedlisis conjunta (entre el estdmago y el intestino), las proteinas
se convierten en péptidos cortos de diversos tamafios y en aminoacidos libres.
Los péptidos se degradan luego para dar aminoacidos libres por accién de
las peptidasas de la mucosa intestinal (amino-peptidasas), que separan los restos amino-
terminales de los péptidos.

Las sales biliares y los fosfolipidos producidos en el higado, que llegan al intestino via
vesicula biliar, se adsorben, al presentar actividad interfacial, en la superficie de las gotas
de lipidos para facilitar su digestién (Tso, 2000). Las sustancias con actividad interfacial, ya
sean enddégenas (secretadas por el cuerpo) o exdgenas (ingeridas), compiten por su
adsorcién en la interfase, desplazando, en forma total o parcial, al emulsionante original
adsorbido en la gota de lipido, por lo que se produce una alteracién de la composicidn
interfacial y sus propiedades (Bauer y col, 2005; Favé, Coste y Armand, 2004). La digestién
de los lipidos se completa por medio de las lipasas que llegan al intestino desde el
pancreas (lipasas pancredticas), para dar lugar a la liberacién de AG y MG a partir de
moléculas de TG (Figura 22). Los productos generados en la digestion, son transportados
luego en micelas de SB y fosfolipidos para su posterior absorcion por las células del
epitelio (McClements y col, 2010). Para catalizar la reaccién de lipdlisis, la lipasa deber
adsorberse en la interfase O/W para establecer contacto con el sustrato. Para lograr su
Optima actividad, la lipasa debe unirse a la co-lipasa, un cofactor enzimatico secretado
por los jugos pancreaticos que, por medio de la formacidon de un complejo, permite la
llegada de la lipasa a la interfase. Al igual que todas las enzimas duodenales, la colipasa es
secretada como una pro-colipasa que luego es hidrolizada por la tripsina para dar lugar a
la forma activa, un polipéptido de peso molecular aproximado de unos 10 kDa, que
presenta en su estructura regiones hidrofdbicas que facilitan su interaccién con Ia

interfase O/W y regiones hidrofilicas para su interaccion con la lipasa pancreatica.

3.2.4. Intestino grueso

Finalmente, el material que no es absorbido en el intestino delgado pasa al intestino
grueso. Este drgano consiste en un tubo muscular de aproximadamente un metroy
medio de largo formado por el ciego, el colon, el recto y el canal anal. Las principales
funciones fisiolégicas del colon son la absorcién de agua y electrolitos liberados por las

bacterias que lo habitan, la fermentacion de polisacaridos y proteinas, la re-absorcién de
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sales biliares y la formacion, almacenamiento y eliminacion de la materia fecal (Barrett,
2006; Basit, 2005).

Normalmente los lipidos son digeridos en su totalidad por las lipasas del estémago vy el
intestino delgado, de modo que en un individuo sano no deberian encontrarse restos de
materia grasa en el intestino grueso. Sin embargo, si las gotas de aceite de una emulsién
se encontraran rodeadas por una matriz no digerible, podrian no ser digeridos (al menos
totalmente) durante su recorrido por el tracto gastrointestinal, enriqueciendo de esta
manera al colon con lipidos (McClements y col, 2010; Yang, 2008).

Dado que diferentes reportes indican que la presencia de componentes no digeridos en el
colon, podria alterar el funcionamiento normal de su microbiota (generando algunos
problemas de salud en el consumidor), el disefio de alimentos funcionales de baja
digestibilidad requerird de un disefio adecuado, a modo de asegurar que su consumo
resulte en un beneficio para los consumidores y no en un problema para su salud (Jacobs,

Gaudier, van Duynhoven y Vaughan, 2009; Tuohy y col, 2006).

3.3. El rol de las sales biliares en la digestion de los lipidos

Las SB son producidas por los hepatocitos (células del higado), a través de los numerosos
conductos biliares que lo penetran, para luego ser almacenadas en la vesicula biliar,
donde se concentran hasta cinco veces entre comidas.

Cuando el alimento es liberado desde el estémago al duodeno en forma de quimo, la
vesicula biliar libera bilis (compuesta por un 98% de agua, siendo el resto sales biliares,
colesterol y lecitina, entre otros) para completar la digestion de los lipidos.

Las sales biliares juegan un rol muy importante durante el proceso de digestion y
absorcién de los lipidos. Al ser sustancias interfacialmente activas pueden adsorberse en
las interfases O/W y pueden, ademas, formar micelas en solucidn acuosa en combinacién
con otros coloides. Los niveles de concentraciéon normales de SB rondan los 4-6 mM, pero
tras la ingestion de un alimento sus niveles pueden incrementarse hasta 15 mM,
dependiendo del tipo de alimento ingerido y, sobre todo, de su aporte en materia grasa
(Kalantzi y col, 2006; Maldonado-Valderrama, Wilde, Macierzanka y Mackie, 2011).

Sin dudas, las SB promueven el proceso de digestion de los lipidos, debido a su actividad

interfacial, ya que emulsionan las grasas, permitiendo generar una elevada drea
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interfacial para la accién de lipasa pancreatica (Figura 26). De no existir las SB, el proceso

de lipdlisis ocurriria con menos eficiencia (Bauer y col, 2005; McClements y col, 2010).
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Figura 26. Representacion esquematica de la emulsificacion llevada a cabo por las SB sobre las
gotas de aceite. Incremento de la interfase O/W expuesta a la lipasa pancreatica.

Por otra parte, las SB favorecen el proceso de lipdlisis dada su habilidad para solubilizar
los productos lipidicos de la digestién (AG, MG y DG) y transportarlos en forma de micelas
hasta el epitelio intestinal donde finalmente seran absorbidos (Figura 27), liberando la
interfase para la continua actividad de la lipasa pancreatica. En este sentido, de no existir
las SB, los productos de la digestion de lipidos, al presentar actividad interfacial,
permanecerian en la interfase teniendo un efecto inhibitorio sobre la actividad lipolitica,
ya que dificultarian el acceso de la lipasa a la interfase y el contacto entre esta y los TG
gue constituyen las gotas de aceite (Reis, Holmberg, Watzke, Leser y Miller, 2009;
Troncoso, Aguilera y McClements, 2012).

Por otra parte, si la concentracién de SB fuera muy elevada, podria verse disminuida la
habilidad de la lipasa para digerir los lipidos emulsionados, un efecto que podria ser
atribuido a la competencia entre la lipasa pancreatica y las SB por conseguir un lugar en la

interfase (Chu y col, 2009).
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Figura 27. Las SB remueven los productos de la digestidn para transportarlos al epitelio intestinal.

Desde este punto de vista, las interfases O/W se han vuelto objeto de estudio de
numerosos trabajos, ya que una manipulacién adecuada de tal regién podria utilizarse
para modular la absorcién de las SB, o la adsorcién directa de la lipasa pancredtica y en
ultimo término modular la digestion de los lipidos (Helbig, Silletti, Timmerman, Hamer y
Gruppen, 2012; Malaki Nik, Wright y Corredig, 2011; Torcello-Gémez y Foster, 2014; Ye,
Cui, Zhu y Singh, 2013).

3.4. Aspectos generales de la simulacidn del proceso digestivo: La digesti n in vitro

En la bibliografia se pueden encontrar numerosos trabajos asociados a la simulacién del
proceso de digestidn de alimentos. Existe una gran variedad de modelos de digestion,
cuya complejidad viene determinada por diversos factores, entre los que el tipo de
alimento que se someterd al proceso de digestion sera el mas influyente. Aunque las
digestiones in vivo (utilizando animales o incluso humanos) proveen informacién mas real
de la digestidon de un alimento, ya que usan organismos vivos, los resultados que se
obtienen con estas son mds dificiles de interpretar (ya que varian con la edad, sexo y
estado de salud), requieren de mucho tiempo y son muy costosos, ademas de verse
alcanzados por numerosos implicaciones éticas (Kong y Singh, 2008). Por este motivo, es
qgue la utilizacion de modelos de digestion in vitro resulta en una alternativa simple,
barata y reproducible para simular el proceso de digestion de un alimento (Minekus y col,
2014). Dada la complejidad inherente del proceso de digestion in vivo, resulta casi
imposible unificarlo en un Unico modelo in vitro, de modo que cada estudio debera
adaptarse a las condiciones que lo hagan lo mas simple posible de acuerdo al alimento

gue interesa digerir. La Tabla 1 resume trabajos que se han basado en la utilizacién de
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modelos de digestion in vitro para la digestién de diferentes emulsiones O/W. En general,
las principales diferencias que se encuentran en los modelos pueden resumirse en base a

tres criterios:

e Numero de etapas incluidas en el proceso de digestidon: boca, estédmago,

intestino delgado y/o intestino grueso.

e Composicion de los fluidos utilizados en cada una de las etapas: enzimas,

buffers, sales, polimeros, etc.

e Esfuerzos mecdnicos y flujos de fluidos utilizados en cada paso de la
digestidon: magnitud y direccién de las tensiones aplicadas, geometrias y

perfiles de flujo, superficies utilizadas, etc.

Asi, por ejemplo, en el caso de alimentos liquidos, como ya se ha comentado antes, suele
desestimarse la fase oral por el bajo tiempo de residencia de los liquidos en la boca, o
bien, también podria desestimarse el efecto de las proteasas en el caso de un alimento
gue carezca de proteinas. Por ejemplo, en estudios enfocados en la digestién de lipidos
de emulsiones O/W, Mun y col (2007) o Porter, Wasan y Constantinides (2008), solo se
han enfocado en la digestién a nivel duodenal, utilizando lipasa pancreatica o pancreatina
(que contiene lipasa pancredtica) y desestimando el efecto de otras enzimas como las
proteasas.

Ma3s alla de la complejidad en el modelo in vitro utilizado, un modelo adecuado sera aquel
gue represente una alternativa util al modelo in vivo, originando resultados correctos en
cortos periodos de tiempo.

Una diferencia que puede encontrarse en cada uno de los modelos tiene que ver con los
parametros experimentales que se determinan durante la digestién. Estos incluyen:
cambios qu micos (hidrdlisis de proteinas, lipidos y/o polisacaridos), cambios espec ficos
(liberacién y encapsulacion de componentes, procesos de adsorcion competitiva), vy
cambios estructurales (rupturas de macromoléculas, agregacion, coalescencia vy
disrupcion de gotas).

Ademas de la composicidon enzimatica, la concentracion de las enzimas involucradas se

convierte en un factor clave para el disefio de un modelo de digestién in vitro.
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Normalmente, las concentraciones elevadas de enzimas aceleran el proceso degradativo
(o de ruptura) de los componentes del alimento y esto influye de manera directa en el
tiempo de residencia del alimento en las condiciones de digestion. Se sabe que, en las
condiciones fisioldgicas normales, las particulas de mayor tamafio se mueven por el
estdmago a velocidades menores que las mas pequefias, hasta que alcanzan un tamafio lo
suficientemente pequefio (<1 mm) que les permita atravesar el piloro hacia el intestino
delgado. Por lo tanto, los alimentos formados por particulas de gran tamafio requerirdn
un tiempo de residencia mayor.

En términos generales, las variaciones en los procesos de digestidn in vitro utilizados, son,
en parte, responsables de las diferencias encontradas en los resultados.

En muchas ocasiones, los modelos de digestion in vitro, suelen completarse por medio de
la utilizacion de cultivos celulares, que simulan las células humanas, para evaluar la
biodisponibilidad de un compuesto activo, es decir la cantidad real de ese compuesto que
es utilizada por el organismo. En particular, las células Caco-2 son extensamente
utilizadas como modelo predictivo en la absorcion de los componentes de los alimentos y
preparaciones farmacéuticas. Estas células dan lugar a monocapas celulares y presentan
caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas similares a las de los enterocitos (Pignata,
Maggini, Zarrilhi, Rea y Acquaviva, 1994). Por ello constituyen un buen modelo,
especialmente para compuestos susceptibles de absorberse uUnicamente por difusién
pasiva. De hecho, se ha demostrado la existencia de una excelente correlacién entre los
coeficientes de permeabilidad en células Caco-2 y la biodisponibilidad oral en humanos
(Camenisch, Folkers y van de Waterbeemd, 1998; Chiou y Barve, 1998). Mahler, Shuler y
Glahn (2009), han utilizado un modelo de digestion in vitro en combinacidon con un
modelo de cultivo celular con células Caco-2 para demostrar la biodisponibilidad para la
absorcién de hierro, encontrando resultados que guardan muy buena correlacion con los
obtenidos por modelos de digestidn in vivo.

En otras palabras, gracias a la utilizacion de modelos de digestidn in vitro acoplados a
modelos de cultivo celular, no solo es posible comprobar qué cantidad de compuestos
presentes y/o incorporados en diferentes matrices (medicamentos, alimentos) pueden
ser potencialmente absorbidos por el sistema digestivo (bioaccesibilidad), sino tambien
cual de ellos son realmente absorbidos y metabolizados por el organismo, llegando al

plasma sanguineo y produciendo en él el efecto buscado (biodisponibilidad).
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La industria farmacéutica y la industria alimentaria, en su desarrollo de alimentos
funcionales, utilizan los modelos de digestidon in vitro para validar que los principios
activos presentes y/o incorporados en sus matrices cumplan con los claims para lo cual
fueron disefiados.

La comunidad cientifica internacional muestra mucho interés en la mejora de las
propiedades saludables de los alimentos y otros productos, y se esfuerza en ampliar su
conocimiento de los procesos de digestion. Para ello fue constituida en el afio
2011 INFOGEST (COST Action),la red internacional de expertos en nutricidn,
gastroenterologia y tecnologia de alimentos, de la cual nuestro grupo de investigacion
forma parte. A la fecha, INFOGEST lleva celebradas varias reuniones cientificas en
diferentes partes de Europa, reuniendo a grupos de investigacion que se especializan en
diferentes disciplinas de la digestion (especialistas en modelos de digestion in vitro, in
vivo, en modelos de adsorcion de nutrientes o de medicamentos, etc.). Asi, por medio de
INFOGEST surge la posibilidad de una mejora en la divulgacion de los resultados sobre la
digestion de alimentos, la posibilidad en la coparticipacidn entre los grupos participantes,
y sobre todo redne a sus miembros con el fin de crear una comprensién mdas completa del
tema haciéndolo mdas competitivo. Uno de los objetivos generales que se plantea a lo
largo de las diferentes reuniones llevadas a cabo a la fecha, se basa en la unificacion y
estandarizacion de los modelos de digestion que haga mas facil la interpretacién y
comparacion de resultados. A fines del afio 2015 ha sido publicado en la revista Food
Research International el primer trabajo del proyecto INFOGEST, ofreciendo un protocolo
estandarizado de la digestién de alimentos, con el objeto de que sea utilizado como
referencia en trabajos futuros, y haga mas facil la interpretacidon y comparacion de los

resultados (Egger y col, 2015).
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Tabla 1. Resumen de trabajos que han utilizado modelos de digestidn in vitro en emulsiones O/W. En todos los casos: O (aceite), W (solucién de

emulsionante), B-lg (B-lactoglobulina), B-cas (B-caseina), SB (sales biliares), WPI (aislado proteico de suero lacteo), PL (fosfolipido), FSS (fluido salival

simulado), FIS (fluido intestinal simulado), FGS (fluido gastrico simulado).

W: B-lg y Lactoferrina

emulsionante

- Tamario de gota
- Proteina adsorbida

CaCl,

interfacial llevado a cabo
por las SB.

MUESTRA VARIABLE DETERMINACIONES MODELO DE CONCLUSIONES REFERENCIA
EXPERIMENTAL DIGESTION
- [SB] - Microscopia 6ptica La carga del emulsionante
0: Soja - Tipo de - Potencial-Z FIS: pH 7,5 (2h), SB, afecta el desplazamiento | (Sarkar, Horney

Singh, 2010)

- Microscopia 6ptica

El entrecruzamiento

(Sandra, Decker

W: Quitosanoy
Alginato

multicapas

- Estabilidad al cremado
- Lipdlisis

pancredtica, SB.

alginato alrededor de las
gotas de aceite.

O: Girasol - Tipo de - Potencial-Z FIS: pH 7, SB, Lipasa proteico no tiene efecto y McClements,
W: B-lg y Lecitina emulsionante - Tamafio de gota pancreatica significante en el grado de | 2008)
- Lipdlisis lip lisis.
- Microscopia optica FSS: pH 7 (1h) El tipo de fibra dietaria (Beysseriat,
0O: Maiz - Tipo de fibra - Potencial-Z FGS: pH 2 (1h) afecta el grado de Deckery
W: Tween 20 dietaria - Tamafio de gota FIS: pH 7,5 (2h), agregaci n de las gotas de | McClements,
- Estabilidad al cremado lipasa pancreatica, SB | aceite durante la digesti n. | 2006)
- Tipo de - Microscopia éptica El grado de lip lisis se ve
O: Pescado polisacarido - Potencial-Z disminuido por la presencia | (Gudipati,
- Formacién de - Tamafio de gota FIS: pH 7, lipasa de capas de quitosanoy | Sandra,

McClements y
Decker, 2010)

0O: Maiz, Oliva,
Girasol, Canola,
Pescado, etc.
W: WPI

- Tipo de aceite

- Tamafio de gota
- Microscopia

- Lipdlisis

- Potencial-Z

FSS: pH 6,8 (10 min),
mucina, agitacion
FGS: pH 2,5 (2h),
pepsina, agitacion
FIS: pH 7 (2h), lipasa
pancreatica, SB.

El ritmo de la lip lisis
depende del tipo de aceite,
pero no as la extensi n del

proceso.

(zhang, Zhang,
Zhang, Deckery
McClements,
2015b)
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- Resonancia magnética

Las SB producen una r pida

O: Canola nuclear disrupci n de la pel cula
W: Quitosano, - Tipo de - Lipdlisis FIS: pH 7,5, BS, lipasa interfacial. Las multicapas | (Pany Nitin,
Lecitinay SB emulsionante - Fluorescencia pancreatica en la interfase reducen la | 2016)
- Potencial-Z perturbaci n.
0: Acido oleico - Tipo de La presencia de Ca 2+
W: WPI, Caseinato de | emulsionante afecta el grado de lip lisis
sodio, Lecitina y - Lipdlisis. FIS: pH 7,5 (2h), pero no el perfil de (Yey col, 2013)

Tween 20 - Efectode la lipasa pancreatica liberaci n de los cidos
presencia de Ca®* | - Tamafio de gota (con tripsina), SB grasos.
- Tipo de FGS: pH 2 (1h), La emulsi n estabilizada
0: Soja emulsionante - Tamario de gota pepsina, 250 rpm por WPI fue m s estable
W: WPI, SPI - Efecto de la - Potencial-Z FIS: pH 6,5 (2h), 250 que la estabilizada por SPI
presencia de PL - Lipdlisis. rpm, pancreatina, BS, durante la digesti n. Se (Malaki Nik y
- SDS- PAGE PL observ efecto significante | col, 2011)
de la incorporaci n de PL.
FGS: pH 2 (50 min), La pepsin lisis debilita la
pepsina pel cula de f-lg mientras
- Tipo de - Tension interfacial FIS 1: pH 7 (50 min) fortalece la de f3-cas. (Maldonado-
0: Oliva emulsionante " . _ tripsina, Ninguna de las pel culas Valderrama,
- Reologia interfacial i — ) ) ) Holgado-
W: B-lgy B-Cas quimotripsina ‘ interfaciales c'ont‘r{buye en Terri
FIS 2: pH 7 (50 min), una barrera significante al | ' €%,
lipasa, SB proceso de lip lisis. Torcello-Gomez
y Cabrerizo-

Vilchez, 2013)
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4. Impacto de la composicion interfacial en el proceso de lipdlisis
Tradicionalmente, tanto la ciencia de las emulsiones, como la industria, se han
centrado en la seleccién de los componentes a fin de obtener emulsiones con
propiedades fisicoquimicas y sensoriales adecuadas (vida util, textura, sabor, etc.). Sin
embargo, actualmente el interés se centra en manipular la composicion y la estructura
de las emulsiones a fin de controlar la digestién de lipidos (Malaki Nik, Wright y
Corredig, 2010; Maldonado-Valderrama, Miller, Fainerman, Wilde y Morris, 2010;
McClements y col, 2010).
Basicamente, el interés por comprender el comportamiento de las emulsiones durante
la digestidn abarca dos objetivos principales. Por un lado, la necesidad de controlar la
digestidn lipidica para disminuir el consumo/adsorcién de grasas y hacer frente asi, a la
crisis de obesidad existente en el mundo, asi como también disminuir el impacto de las
enfermedades crdnicas asociadas. Sin embargo, la ruta hacia el desarrollo de
productos alimenticios con baja digestibilidad lipidica es complicada y requiere de la
comprensién sobre como se procesan estos en el tracto gastrointestinal.
Contrariamente, si se trata de productos ricos en lipidos bioactivos, se debe asegurar
la bioaccesibilidad de los mismos (por ejemplo acidos grasos ®-3); de igual manera, si
los lipidos se utilizan como carriers de compuestos bioactivos hidréfobos (incluidos en
el nucleo lipidico de la emulsién).
Es asi que el disefio de emulsiones funcionales se convierte en parte de los retos
actuales de la industria alimentaria. Cualquiera sea el objetivo buscado, la
digestibilidad de los lipidos y la liberacién de compuestos lipdfilos bioactivos pueden
ser controladas mediante el recubrimiento de las gotas de lipidos con emulsionantes y
compuestos apropiados que garanticen su proteccion en el estémago, para controlar
su posterior liberacion en el intestino, donde finalmente seran absorbidos.
Diferentes mecanismos podrian estar involucrados en el efecto que tienen la
composicidn y la estructura de la interfase sobre la digestion lipidica de las emulsiones.
Los principales (Pilosof, 2016) mecanismos se representan de forma esquematica en la
Figura 28 y se resumen a continuacioén:

e La floculacidn/coalescencia de las gotas de aceite durante su recorrido por el

tracto gastrointestinal, que disminuye el area interfacial disponible para la
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adsorcién de la lipasa pancreatica, y consecuentemente impacta en el grado de
lipdlisis.

e Factores estéricos que inhiben la adsorcién interfacial de lipasa/colipasa
(grupos polares del emulsionante que sobresalen en la fase acuosa, peliculas
interfaciales de gran espesor, peliculas interfaciales rigidas, etc).

e Resistencia de la pelicula interfacial a la adsorciéon de las SB, indispensables
para la actividad de la lipasa pancredtica.

e Acumulacion interfacial de productos inhibitorios de la lipdlisis (AGL, MG),
debido a la menor disponibilidad de SB (necesarias para su remocion), las
cuales podrian ser “secuestradas” por emulsionantes adsorbidos en la interfase
o los que permanecen en la solucién.

e Acumulaciéon interfacial de productos inhibitorios de la lipdélisis (AGL, MG),
debido a su unién a los emulsionantes adsorbidos que forman la pelicula
interfacial.

e Disminuciéon del calcio disponible, necesario para la actividad de la lipasa
pancreatica, por su unién a los emulsionantes adsorbidos en la interfase o a los

gue permanecen en la solucion.

Resulta evidente que la region interfacial, modulada principalmente por las
caracteristicas de la pelicula de emulsionante, tiene un impacto directo en el proceso
de lipdlisis. Por este motivo, la ingenieria interfacial resulta en una herramienta clave
para su estudio y comprensidn. Sin embargo, a pesar del importante rol que juegan las
interfases durante la digestién de lipidos, existen relativamente pocos estudios que se
enfoquen en la digestién de las estructuras interfaciales propiamente dichas. El grupo
de investigacion en Fisica de Fluidos y Biocoloides, pertenecientes a la Universidad de
Granada (Espafia), es pionero en el desarrollo de un tensiometro interfacial especifico
(denominado OCTOPUS) que permite desarrollar el proceso de digestiéon
gastroduodenal in vitro sobre la pelicula interfacial de emulsionante formada sobre la
interfase O/W o aire/agua (Maldonado-Valderrama y col, 2013; Maldonado-
Valderrama, Torcello-Gémez, del Castillo-Santaella, Holgado-Terriza y Cabrerizo-

Vilchez, 2015). El dispositivo permite medir in situ la evolucidn de la tension interfacial

45



Introducci n

y las propiedades mecanicas de la pelicula después de cada etapa de digestion (la
boca, el estdmago y el intestino delgado). Por ejemplo, por medio de esta tecnologia
Maldonado-Valderrama y col (2013) han estudiado el comportamiento de dos
estructuras interfaciales diferentes (Blg y B-caseina) bajo condiciones de digestién in
vitro. En este caso observaron que si bien las dos peliculas presentaron un
comportamiento diferente durante la etapa gdstrica de la digestion, no se encontraron
diferencias en cuanto al grado de lipdlisis, indicando que las proteinas no supusieron

barrera alguna a la actividad de la lipasa.

—» Colipasa
—» Lipasa

Gota de
aceite

Pelicula Interfacial

Floculacion

oy

Coalescencia

la lipase-

(SB) colipasa

Factores estéricos de la pelicula
interfacial inhiben la adsorcion
de la lipasa/colipasa o las SB

Acumulacién
interfacial de
productos
inhibitorios de la
lipélisis como los
acidos grasos
libres (AGL)

disponibilidad de calcio

por su union a moléculas
de emulsionantes

adsorbidas o en solucion

Figura 28. Factores que impactan en el proceso de lipdlisis e involucran a la pelicula interfacial.
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La mayoria de los trabajos basan sus estudios sobre el comportamiento de las
emulsiones (estabilizadas por uno o mas emulsionante de diferentes origenes) durante
la digestidn in vitro.

Por ejemplo, Singh y Ye (2013) estudiaron los factores que afectan la digestibilidad de
los lipidos presentes en emulsiones estabilizadas por proteinas, donde concluyeron
que como consecuencia de la protedlisis gastrica y duodenal, las proteinas podrian
resultar en una barrera deficiente a la accién de la lipasa pancreatica.

Mds recientemente, Zhang, Zhang, Zhang, Decker y McClements (2015a) compararon
la influencia del tipo de proteina lactea empleada como emulsionante (lactoferrina
(catidnica) y caseinato (anidnico)) en el comportamiento de la emulsién durante su
recorrido por el tracto gastrointestinal. Observaron que la velocidad de lipélisis
dependia del tipo de proteina, pero no asi la extensién del proceso, alcanzandose una
digestion completa para ambos sistemas durante la fase duodenal.

Algunos autores han planteado la posibilidad de que el entrecruzamiento entre
proteinas en la interfase, al aumentar el espesor y la rigidez, podria incrementar la
resistencia de las peliculas interfaciales proteicas a la lipdlisis. Por ejemplo, ha sido
evaluado el entrecruzamiento de moléculas de Blg, o el de moléculas de caseina con
tensioactivos de bajo peso molecular; sin embargo, no se ha evidenciado un efecto
significante en la reduccién del proceso de lipdlisis. Partiendo del mismo propésito,
Sarkar y col (2016), recientemente probaron si las interfases estabilizadas por
particulas de microgel proteicas fundidas por calor (emulsiones pickering), serian
capaces de mejorar la proteccidn de los lipidos a la accidn de la lipasa en comparacién
con los sistemas donde las particulas de microgel no fueron tratadas térmicamente.
Concluyeron que los microgeles se rompen sin importar que hubieran sido o no
tratados térmicamente, resultando en una barrera pobre ante la actividad de la lipasa.
Aunque varios trabajos han mostrado que los polisacaridos presentan actividad
interfacial, esto se ha atribuido, en la mayoria de los casos, a la presencia de proteinas
contaminantes (Dickinson, 2003). Sin embargo, algunos polisacaridos modificados
guimicamente pueden emplearse como emulsionantes, entre ellos, derivados de
celulosa (metilcelulosas, carboximetilcelulosas, hidroxipropilcelulosa e
hidroxipropilmetilcelulosas (HPMC)) o esteres de propilenglicol de acido alginico. Hay

pocos estudios sobre la digestion de emulsiones donde se emplee a un polisacarido
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como emulsionante principal. Entre estos, Torcello-Gémez y Foster (2016) en un
trabajo reciente, observaron que las emulsiones estabilizadas por HPMC presentaron
un menor grado de lipdlisis que las emulsiones estabilizadas por Tween 20.

Algunos trabajos se han enfocado en el estudio de la lipdlisis sobre emulsiones
multicapas, es decir emulsiones con cubiertas nanolaminadas sobre la superficie de las
gotas de aceite, donde biopolimeros con carga opuesta se atraen electrostaticamente
(Marciani y col, 2009; Pinheiro, Coimbra y Vicente, 2016). Se supone que estas
multicapas deberian presentar una mayor resistencia al proceso digestivo que una
emulsién convencional, debido a la mayor resistencia contra la ruptura mecanica,
ademds de formar una pelicula interfacial mas gruesa que, por impedimentos
estéricos, dificulta el acceso de la lipasa a la interfase asi como también retarda la
liberacion de los acidos grasos producios. Sin embargo, los resultados reportados,
revelan que las multicapas de polisacaridos no representan una barrera efectiva a la
accién de la lipasa debido, posiblemente, a que las multicapas se desintegran cuando
las emulsiones se encuentran expuestas a las condiciones gastrointestinales (pH,
fuerza idnica, etc.). Sin embargo, aunque la estructura de la pelicula interfacial no
influya en la digestién de lipidos, los polisacaridos implicados en tales peliculas podrian
modular el area interfacial disponible para el desarrollo de la lipdlisis, asi como
también las interacciones con las SB o el calcio, afectando de esta forma en la
velocidad del proceso o el grado en que este se produce.

El ion Ca®* juega un rol importante en la digestién de lipidos al intervenir en la
activacion de la lipasa pancreatica (Golding y Wooster, 2010; Zangenberg, Mullertz,
Kristensen y Hovgaard, 2001). Alvarez y Stella (1989) estudiaron el rol del Ca** en
emulsiones estabilizadas por lecitina, donde observaron que en ausencia total de este
ion no tiene lugar el proceso de lipdlisis. Por el contrario, concluyeron que, conforme
aumenta su concentracion en el medio de reaccién se reduce el periodo de induccién
de la lipdlisis, sugiriendo que en presencia de Ca®" se ve favorecida la unién de la lipasa
a la interfase O/W. Sin embargo, se ha reportado que, si bien el calcio favorece la
actividad de la lipasa, también interactia con los acidos grasos producidos formando
sales de calcio insolubles, principalmente con los acidos grasos de cadena larga. Estas
sales insolubles luego son dificiles de metabolizar por lo que se veria reducida la

absorcién lipidica. De hecho, se ha observado en dietas con alto contenido en calcio
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una absorcion lipidica marcadamente reducida (Bendsen, Hother, Jensen, Lorenzen y
Astrup, 2008; Gueguen y Pointillart, 2008).

Sin embargo, la capacidad del ion Ca®* para favorecer la actividad de la lipasa
pancredtica se ve influenciada por la naturaleza del emulsionante utilizado. Por
ejemplo, Li, Hu, Duy McClements (2011) utilizaron un modelo de digestidn intestinal in
vitro para evaluar la lipdlisis en emulsiones estabilizadas por Blg, Blg-alginato y Blg-
alginato-quitosano. Estos autores concluyeron que cuando la concentracién de calcio
en el medio de reaccion es baja (5 mM), el grado de lipdlisis obtenido es independiente
del numero de capas de emulsionantes adsorbidas. Sin embargo, a elevadas
concentraciones de calcio (> 20 mM) observaron una marcada reduccién del grado de
lipdlisis en las emulsiones estabalizadas con alginato, sugiriendo que bajo estas
condiciones este emulsionante da lugar a la formacién de un gel de alginato de calcio,
que restringe el acceso de las lipasas a la interfase.

Por lo tanto, modular la disponibilidad de calcio seleccionando los emulsionantes

adecuados, abre otra ruta posible para el control del metabolismo lipidos.

En términos generales, los diversos trabajos han demostrado que, hasta el momento
no existiria una barrera 100 % efectiva a la actividad de la lipasa pancreatica; sin
embargo, todo indicaria que, a partir de una seleccién adecuada de emulsionantes, es
posible regular tanto la velocidad como la extensién a la cual ocurre el proceso. La
obtencidn de sistemas tales que disminuyan la velocidad a la cual ocurre la lipélisis, y
sobre todo el grado en el que se produce, resulta de crucial importancia para el
desarrollo de alimentos funcionales y saludables, ya que impactarian de forma directa
en los niveles de triglicéridos en sangre, asociados a diversos problemas de salud, que
representan un factor de riesgo para la poblacion mundial.

En este sentido, los estudios dejan claro que las interfases, y la pelicula interfacial que
rodea las gotas de aceite en la emulsidn, parecen ser la clave para controlar el proceso.
Una mejor comprension sobre los mecanismos implicados en la modulacidon de la
lipdlisis es necesaria para seleccionar emulsionantes, que permitan la obtencién de
emulsiones con una reducida tasa de digestibilidad. Para cumplir este propésito, los
siguientes aspectos, asociados a la actividad de la lipasa pancredtica, deberian ser
profundamente estudiados: (a) disminucidon en la disponibilidad de calcio necesario
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para la actividad de la lipasa; (b) resistencia de las peliculas interfaciales a la
penetracién/desplazamiento de las SB; (c) disminucion de las disponibilidad de las SB
para la remocion de los AGL; (d) unidn de los AGL a los emulsionantes/estabilizantes
para dificultar su remocion interfacial por las SB o bien dificultar su posterior absorcién
intestinal. Aunque este ultimo no es estrictamente considerado un modulador del
proceso de lipdlisis, la reduccidn en la tasa de absorcidn de los AGL (o su inhibicién)

reduciria el impacto negativo de la digestidn de las emulsiones.
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Objetivos

El objetivo general de la presente tesis consiste en estudiar el impacto de la
composicion/estructura de la pelicula interfacial de emulsiones O/W en la digestion
gastroduodenal, con el propdsito de identificar los factores que permiten retardar/inhibir
la lipdsis. Para ello se estudiardn dos emulsionantes proteicos (B-lactoglobulina (Blg) y
aislado proteico de soja (SPI)) y un polisacarido derivado de la sustitucidon de la celulosa,

la hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC).

Las propiedades funcionales/estructurales de la Blg han sido extensamente estudiadas,
motivo por el cual en muchas ocasiones es elegida como modelo de referencia. Han sido
caracterizadas no solo sus propiedades superficiales/emulsionantes, sino también su
comportamiento durante la digestidon gastroduodenal in vitro, tanto en soluciéon como a
nivel interfacial, por lo que su utilizacién en la presente tesis resultara de gran utilidad.

La utilizacidn de proteinas vegetales en reemplazo de las animales ha cobrado cada vez
mayor importancia, siempre que sea una fuente proteica completa y de alta calidad, que
cumpla los requerimientos de aminodacidos esenciales, y reduzca el riesgo de padecer
ciertas enfermedades. Las proteinas del poroto de soja no solo presentan estas
cualidades, sino que su utilizacién resulta de interés particular debido a sus excelentes
propiedades funcionales, entre ellas la formacidn y estabilizacién de emulsiones.

Las HPMC han recibido gran interés debido a sus propiedades fisicoquimicas y numerosas
aplicaciones tecnoldgicas. Al presentar en su estructura grupos hidrofdbicos que le
confieren actividad interfacial, las HPMC se han convertido en los principales derivados de
la celulosa que presentan una amplia gama de aplicaciones en productos farmacéuticos y
formulaciones alimenticias. Por otra parte, su utilizacién en alimentos resulta de interés,
ya que ha sido indicada su capacidad para regular los niveles de colesterol en sangre, asi

como su resistencia a las enzimas gastricas.

El enfoque del estudio sera el siguiente:
1. Caracterizar la lipdlisis de las emulsiones O/W en relacién a la naturaleza del

emulsionante.

2. Estudiar la evolucion de las emulsiones y de las peliculas interfaciales de cada

emulsionante durante la digestion gastroduodenal in vitro.
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3. Estudiar los siguientes factores que podrian impactar tanto en la velocidad como en el

grado de lipdlisis en relacion al tipo de emulsionante utilizado:

3.1 Impacto del tamafio de gota de aceite/area interfacial disponible para la adsorcion

de la lipasa pancreatica.

3.2 Rol de las sales biliares (SB) en cada uno de los sistemas. Las SB son surfactantes
biolégicos que desarrollan un rol crucial en la actividad de la lipasa pancreatica y en la
eficiencia del proceso de lipdlisis. Por un lado mejoran la emulsificacion de los lipidos,
interfiriendo en la pelicula interfacial de emulsionante adsorbida, con el propdsito de unir
el complejo lipasa/colipasa a la interfase O/W. Por este motivo, se evaluara la resistencia
gue ofrece cada pelicula interfacial de emulsionante a la penetraciéon de las SB en la
interfase O/W.

Otro rol clave asociado a la actividad de las SB consiste en la desorcién y transporte de los
productos de la lipdlisis, inhibitorios de la actividad de la lipasa, a través de la
solubilizacidon en micelas de SB. En este contexto, se estudiard la capacidad que presentan
los emulsionantes para modular la disponibilidad de SB, indispensables para la remocion

de dichos productos inhibitorios del proceso de lipdlisis.
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Materiales y M todos

1. Materiales

1.1. Aislado proteico de soja (SPI)

Se utilizdé un aislado proteico de soja soluble desnaturalizado térmicamente a partir de
harina desgrasada de soja, de Sambra S.A. (Brasil). El contenido de proteina (N x 6,25)
determinado por el método de Kjeldahl fue de 90,5 %.

1.2. B-lactoglobulina (Blg)

BioPure B-lactoglobulina fue provista por Davisco Foods International, Inc. (Le Sueur,

Minnesota, Estados Unidos). Su composicion se resume en la Tabla 2.

Tabla 2. Composicidn de la Blg utilizada.

cantidad proteina (% base seca) 97,8
Cantidad flg /total proteinas (%) 93,6
Grasa (%) 0,3
Cenizas (%) 1,8
Humedad (%) 5,0

1.3. Hidroxipropilmetilcelulosas (HPMC)

Las hidroxipropilmetilcelulosas Methocell E5LV y E4M (grado alimentario) fueron
gentilmente donadas por Colorcon Argentina (representantes de Dow Chemical

Company) y empleadas sin purificacién posterior.

1.4. Polisorbato 20 (Tween 20)

Con fines comparativos en algunas determinaciones se utilizé Tween 20 (Fluka S.A) como
emulsionante de bajo peso molecular. El Tween 20 (monolaureato de sorbitano y éxido
de polietileno) (Figura 29), pertenece al grupo de los ésteres de sorbitano. Estos
tensioactivos se sintetizan a partir de la reaccion de éxidos de olefinas con ésteres grasos
de polialcoholes. Se caracterizan por ser liquidos a temperatura ambiente y por su

capacidad para formar micelas.
H,(OCH,CH,),00CC,,H,5
H(OCH,CH,),0 (OCH,CH,) H

(OCH,CH,),H a+b+c+d=20

Figura 29. Molécula de Tween 20.
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1.5. Aceite vegetal

Se empled aceite de girasol comercial (de uso comun en la industria de alimentos) sin
purificacion posterior como fase oleosa en la preparacion de las emulsiones, asi como
también en los estudios de interfases.

El aceite de girasol contiene triglicéridos, fosfolipidos y &acidos grasos saturados e
insaturados. La longitud de la cadena alquilica varia entre 14 y 22 (Wustneck, Moser y
Muschiolik, 1999).

Se usé aceite de girasol purificado para algunas de las mediciones en interfases. Para ello
se dejo interactuar al aceite comercial de girasol con un compuesto (Florisil 60-100 Mesh,
Aldrich®) atrapante de las sustancias tensioactivas del aceite (fosfolipidos, acidos grasos
libres, monoglicéridos) durante 24 hs. A continuacién se filtré (0,22 mm) la fase superior

(Bahtz y col., 2009).

2. Métodos
2.1. Preparacion de soluciones de emulsionantes

Las soluciones de proteinas se prepararon disolviendo, a temperatura ambiente, el polvo
en agua bidestilada (a la concentracién deseada). Para prevenir el crecimiento
microbiano, se adiciond azida sédica (NaNs) en una concentracion de 0,02% p/p.

En el caso de los polisacdridos, se prepararon las soluciones de HPMC disolviendo a 80-90
°C el polvo en agua bidestilada y luego enfriando hasta temperatura ambiente.

Todas las soluciones se almacenaron a 4°C durante 24 hs para lograr una completa

hidratacion del polimero.

2.2. Obtencion de emulsiones O/W por tratamiento con ultrasonidos de alta intensidad

Se prepararon emulsiones O/W en una relacion 10/90: sobre una solucién de 4,5 ml de
emulsionante (2% p/p) se colocaron 0,5 ml de aceite de girasol a fin de obtener un
volumen final de 5 ml de emulsidn. Esta mezcla se homogeneizé mediante la aplicacion
de ultrasonidos durante 20 min, usando un procesador ultrasénico Vibra Cell Sonics,
modelo VCX 750 (potencia neta maxima: 750 W) (Figura 30) a una frecuencia de 20 kHz y
una amplitud de 20% (amplitud max. 40%). Se empled una sonda de aleacién de titanio
acoplada a un microtip de 3 mm de diametro. Para asegurar la homogeneidad del efecto

de las ondas ultrasénicas sobre la muestra se debe colocar la punta del microtip en la
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interfase existente entre el aceite y el agua. De esta forma, la muestra se sonicé a
temperatura controlada, colocandola en un tubo de vidrio de 10 ml sumergido en un
bafo de glicerina. El bafio se mantuvo a temperatura constante mediante una camisa con
circulacion de agua a 0,5 °C (Polystat, Cole-Parmer). A esta temperatura se disipa
totalmente el calor producido durante el proceso de sonicacién, manteniendo la muestra

por debajo de los 25°C (Camino y Pilosof, 2011).

—
Tols { —> Aislacidén acustica

Generadorultrasénico

Sonda ultrasénica

Muestra a sonicar

Figura 30. Equipo de ultrasonido de alta intensidad utilizado para la obtencién de emulsiones
o/w.

2.3. Caracterizacion de las emulsiones O/W
2.3.1. Dispersidn estatica de luz

Los didmetros promedio y las curvas de distribucion de tamafo de las gotas de aceite de
las diferentes emulsiones se determinaron por dispersidon estatica de luz en un equipo
analizador de particulas Mastersizer 2000 (Figura 31), que cuenta con una unidad de
dispersién Hydro 2000MU provisto con un laser He-Ne (633 nm) (Malvern Instruments,
Worcestershire, Inglaterra). El rango de medicién del equipo se encuentra entre los 0,1
um a 1000 um vy la velocidad de la hélice se mantuvo en 1800 rpm. Se utilizo el indice de
refraccion (IR) de la fase dispersa (1,47) y su pardmetro de absorcién (0,001). A partir de
la distribucion de tamafio de particula se obtuvieron los didametros promedio: [Ds3,] y
[Da43], siendo [Ds;] el diametro promedio de volumen-superficie o diametro de Sauter
([D32] =2 n; d3/3 n d,-z), donde n; es el nimero de particulas de didmetro d; (Huang,

Kakuda y Cui, 2001; Leroux, Langendorff, Schick, Vaishnav y Mazoyer, 2003). Por otra
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parte, el [Dy3] se define como el didametro promedio de volumen equivalente o diametro
de Broucker ([Ds3] =2 n; d?/z n; di3), donde n; es el nUmero de particulas de didmetro d;
(Galazka, Dickinson y Ledward, 1996; Gu, Decker y McClements, 2005; Glizey, Kim y
McClements, 2004; Huang y col., 2001; Leroux y col., 2003). El diametro [D3,] brinda una
medida del didmetro promedio en donde se encuentran la mayoria de las gotas de aceite,
mientras que el diametro [D43] esta relacionado con cambios en el tamafio de gota que
involucran procesos de desestabilizacion.

Se informa también el drea interfacial especifica o area superficial por unidad de masa de
la fase dispersa (AIE), determinada a partir del didmetro [Ds;] (Carrera Sanchez vy
Rodriguez Patino, 2005; Cornec y col., 1998) como se indica en la Ecuacién 3 (Walstra,

1983):
AIE = 6.¢0/D3 » [Ecuaci n 3]

donde ¢ es la fraccidn volumétrica.
Para corroborar la estabilidad de las emulsiones obtenidas se determind la variacion de

los parametros a lo largo del tiempo (durante 24 h).

Unidad de
dispersion

Muestra

Figura 31. Analizador de particulas Mastersizer 2000.

2.3.2. Microscopia dptica

La microestructura de las emulsiones O/W se evalud colocando alicuotas de 0,2 ml de
emulsion (sin dilucién previa) sobre un portaobjetos. El cubreobjetos (22 x 22 mm) se
colocd cuidadosamente y sin deslizamiento para no inducir la coalescencia de las gotas de

aceite. Las emulsiones se observaron con un microscopio 6ptico Olympus Corp. modelo
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BX43 (Tokio, Japdn) equipado con una camara digital (Q-Color 3C, Canada). Se emple¢ el
objetivo de 400X y las muestras se observaron directamente sin agregado de colorantes.
Se adquirieron imagenes digitales en formato TIFF en 1024 x 1024 pixeles de resolucion

mediante el software (Qcapture pro® 6.0, Qlmaging, Canada) también de Olympus Corp.

2.4. Digestion gastroduodenal in vitro de las emulsiones O/W
2.4.1. Fluidos que simulan las condiciones de digestion gastrica y duodenal

Las condiciones de digestion gastrica fueron simuladas a partir de la utilizaciéon de un
fluido (fluido gastrico simulado (FGS)) que representa las condiciones de pH y fuerza
idnica caracteristicas del estémago humano (Kalantzi y col., 2006). El mismo consistié en
una mezcla de sales formadas por: NaCl (100 mM), CaCl, (3mM), NaH,PO4 (5 mM) y KCI
(22 mM), ajustada a pH 2,5 con cantidad suficiente de HCI (1M). En el FGS se diluyen los
componentes caracteristicos del medio gastrico como fosfatidilcolina (PC, P3556 Sigma
Aldrich®) y pepsina (mucosa gastrica porcina, P7000 Sigma Aldrich®) a concentraciones
fisiolégicas (Macierzanka, Sancho, Mills, Rigby y Mackie, 2009).

Por otra parte, las condiciones de digestion duodenal fueron simuladas a partir de la
utilizaciéon del fluido intestinal simulado (FIS), consistente en una mezcla compleja de
iones (39 mM de K;HPO,, 150 mM de NaCl y 30 mM de CaCl,) ajustada a pH 7, segun el
protocolo reportado por Sarkar, Horne y Singh (2010b). En este ultimo, se llevé a cabo la
dilucién de los diferentes componentes fisioldgicos que participan en la digestion
duodenal, entre ellos: sales biliares (Pancreas bovino, B3883 Sigma Aldrich®), tripsina
(Pancreas bovino, T8003 Sigma Aldrich®), a-quimotripsina (Pancreas bovino, C4129 Sigma
Aldrich®) y lipasa pancreatica tipo Il (Pancreas porcino, L0382 Sigma Aldrich®), todos a

concentracion fisioldgica.

2.4.2. Proceso de simulacion de la digestion gastroduodenal in vitro de las emulsiones
o/W

Tras verificar que las emulsiones O/W obtenidas eran estables por un periodo de tiempo
no inferior a 24 horas, se sometieron a un proceso de digestion gastroduodenal in vitro,
consistente en una etapa gastrica (1 hora a pH 2,5) seguida de una etapa duodenal (1
hora a pH 7,0). Este proceso se llevd a cabo a temperatura fisioldgica (37 °C), bajo

agitacion constante en un vaso de vidrio con doble camisa (Figura 32). En primer lugar, se
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colocaron 15 ml de emulsién en el recipiente de reaccidn, donde fueron temostatizados a
37 °C durante 10 min. A continuacion se incorporaron 15 ml FGS en presencia de
concentraciones fisiologicas de PC (proteina (1) : PC (1,2)) y pepsina (182 U/mg de
proteina) (Macierzanka y col., 2009). De ser necesario, la mezcla resultante se ajusté a pH
2,5 utilizando HCI 1M. Finalizada la digestién gastrica (1 h), la mezcla resultante se ajusté
a pH 7 con NaOH 1M. El aumento de pH (de 2,5 a 7) pone fin a la etapa gdstrica de la

digestion, originando la inactivacién de la pepsina (Piper y Fenton, 1965).

e S Agua(379C)

Muestra

Agua(379C) Buzo magnético
— RV
_l\_ L A

-

°
/ ° Agitador magnético 8
° =

Figura 32. Esquema del recipiente utilizado para llevar a cabo el proceso de digestion in vitro.

A continuacidn, la etapa intestinal de la digestion comenzé con la incorporacién a la
mezcla del FIS en presencia de concentraciones fisioldgicas de SB (5 mg/ml), lipasa
pancreatica (200000 U) y las proteasas, tripsina y a-quimotripsina en una proporcion de
34,5 U y 0,44 U de enzima por mg de proteina, respectivamente. La mezcla se mantuvo
por 1 hora en condiciones de digestién duodenal, manteniendo el pH en un valor
constante (pH 7) a partir de la adicién de cantidad necesaria de NaOH (0,5 M) (Jiménez-
Saiz, Ruiz-Henestrosa, Lopez-Fandifio y Molina, 2012; McClements y Li, 2010; Sarkar, Goh,
Singh y Singh, 2009; Sarkar, Horne y Singh, 2010a). Para detener las reacciones y finalizar
con el proceso de digestion in vitro, las enzimas fueron inactivadas empleando

concentraciones adecuadas de inhibidores: inhibidor de tripsina y quimotripsina, para las
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proteasas intestinales (Proteina de soja, T9777 Sigma Aldrich”) y Orlistat (04139 Sigma

AIdrich®) para detener la actividad de la lipasa pancreatica.

2.5 Caracterizacion de las emulsiones O/W durante la digestion gastroduodenal in vitro

A lo largo del proceso de digestiéon in vitro de las emulsiones se realizaron

determinaciones con objeto de evaluar el impacto del proceso digestivo sobre estas.

2.5.1. Cambios en el tamafio de particula

A lo largo del proceso digestivo se analizé la variacion de la distribucion del tamaio de las
gotas de aceite de las emulsiones, los diametros promedios y el drea interfacial especifica,
segln se indicé en el apartado 2.3.1 (analizador de tamafo de particulas (Mastersizer
2000, Malvern Instruments, Inglaterra)) y se estudié también la variacidon del tamafio de
las gotas de aceite por microscopia dptica, como se describié en el apartado 2.3.2. Para
tal fin se procedié a la toma de muestras en el tiempo durante la etapa gastrica de la
digestion (al inicio, tras la incorporacion de pepsina (t; 0 min), y al final (t; 60 min)), asi
como también durante la etapa duodenal (a los 10 minutos de incorporadas las enzimas
duodenales (tg 10 min) y a los 60 minutos finales (tq 60 min), que representaria el final de
la digestion gastroduodenal). Para detener la actividad de la pepsina en las muestras
correspondientes a la fase gastrica (t; 0 min y t; 60 min), se mezclaron 3 ml de la emulsion
parcialmente digerida con la cantidad necesaria de NaHCOs (1 M) para ajustar el valor del
pH de la mezcla a 7. Por otra parte, las muestras (3 ml) tomadas durante la fase intestinal
(tg 10 min y tq 60 min) se mezclaron con inhibidor de tripsina y quimotripsina y con
Orlistat, poniendo fin de esta forma a la actividad de las enzimas duodenales (Singh, Ye y

Horne, 2009).

2.5.2. Caracterizacion del grado de lipdlisis

El grado de lipdlisis se determind a partir del porcentaje de AG liberados (% AGL), durante
la etapa duodenal, por accién de la lipasa pancreatica. Para tal fin se procedié a la
neutralizacién de los AG producidos durante el proceso, utilizando una solucién de NaOH
0,5 M. De esta manera, el volumen de NaOH gastado (Vnaon) para mantener el sistema a
pH constante (pH 7) puede vincularse al % AGL, a partir de la siguiente ecuacién (Ecuacién

4) (Li y McClements, 2010):
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% AGL= ((VNaOH (t) * MNaOH*MWTG)/mTG*Z)*loo [ECUaCi n 4]

donde M es la concentracién molar de la solucion de NaOH utilizada, MW+ es el peso
molecular promedio de un triglicérido (TG) y m;, corresponde a la masa de triglicéridos
presentes al momento de incorporar la lipasa pancreatica. El valor de MW+g se estimé a
partir de la composicion promedio de un TG tipico de aceite de girasol, considerando la
composicion de este en acidos grasos y el peso molecular de cada uno (Chowdhury, Banu,
Khan y Latif, 2007; Rosa y col., 2009). Para la determinacidn de m+g se tuvo en cuenta el %
de TG del aceite utilizado y como la mezcla de digestién contiene 15 ml de emulsiéon O/W
(10/90), el aporte total de aceite sera de 1,5 ml, o bien 1,387 g (considerando que la
densidad del aceite de girasol es 0,925 g/ml). En base a esto, el valor de mg surge de
considerar el % de TG correspondientes a 1,387 g de muestra. Es importante considerar
qgue para el correcto cdlculo de myg habrd que considerar la masa de aceite retirada
durante la fase gastrica, antes de iniciar la fase duodenal, es decir en los muestreos
correspondientes a t;0 min y t; 60 min.

La Ecuacidn 4, utilizada para la estimacion del % AGL, tiene en cuenta el hecho de que una
molécula de TG es capaz de dar origen a 2 moléculas de AG (titulables) y una molécula de
MG, durante el proceso de lipdlisis. Es decir, que por cada equivalente de TG (que dara
lugar a dos equivalentes de AG), se requieren 2 equivalentes de NaOH para su titulacion

(Liy col., 2010; McClements y col., 2010).

2.6. Digestion in vitro de solucién de los emulsionantes

Se llevé a cabo la digestidon gastroduodenal in vitro de solucion de los emulsionantes
proteicos, empleando el protocolo descripto en el apartado 2.4 con algunas
modificaciones. Para tal fin, se mezclaron 5 ml de solucién proteica con 5 ml de solucidn
de pepsina (182 U enzimaticas/mg de proteina) preparada en FGS. La mezcla se mantuvo
a pH 2,5 en agitacion constante y 37 °C durante 1 hora mediante la circulacion de agua
termostatizada. El proceso digestivo continué con la etapa duodenal, a partir del
incremento del pH a 7 (NaOH 1M) y la incorporacion de 5 ml de FIS en presencia de las
proteasas pancreaticas (tripsina y quimotripsina) a concentraciones fisiologicas (34,5 U y
0,44 U enzimaticas/mg de proteina respectivamente). La mezcla se mantuvo por 1 hora a

37 °Cy agitacion controlada.
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2.6.1. Analisis de los digeridos por electrofresis SDS-PAGE

A lo largo de la digestion gastroduodenal in vitro de las soluciones proteicas, se tomaron
alicuotas a diferentes tiempos. Para detener la actividad de la pepsina las alicuotas
correspondientes a la fase gdstrica se ajustaron a pH 7 (NaHCOs 0,5M). Por su parte, la
actividad de las proteasas duodenales fue inhibida utilizando cantidad suficiente de
inhibidor de tripsina y quimotripsina.

Finalmente, los digeridos fueron analizados por electroforesis SDS-PAGE en un equipo
Mini—Protean 1l de Bio—Rad Laboratories (Hercules, Estados Unidos) en condiciones
desnaturalizantes utilizando dodecil sulfato de sodio (10 % p/p) (del Castillo-Santaella,
Sanmartin, Cabrerizo-Vilchez, Arboleya y Maldonado-Valderrama, 2014). Todos los
reactivos utilizados en los ensayos de electroforesis fueron de Bio Rad.

Las alicuotas provenientes de la digestidn in vitro se mezclaron con buffer de muestra en
proporciéon 1:4 (2M Tris-Base, pH 6,8, SDS, Glicerol y Azul de Bromofenol). Las
concentraciones de acrilamida utilizadas fueron 12% y 5% para el gel separador y
concentrador respectivamente. El buffer de corrida consistié en una mezcla de Tris-HCI
(0,025 M), glicina y SDS a pH 8,3. Las electroforesis fueron realizadas a 200 Voltios y
tuvieron una duracidn aproximada de 45 minutos.

El estandar de pesos moleculares (Dual-Color) utilizado consistié en una mezcla de 10
proteinas recombinantes con pesos moleculares en el rango de 10-250 kDa (www.bio-
rad.com).

Luego de terminada la corrida se tifleron los geles con una solucion de azul brillante de
coomassie (0,1 % p/v en una mezcla 8:1:1 agua: metanol: acido acético glacial) y
finalmente destefiidos utilizando una mezcla 1:1 metanol: acido acético glacial (Bollag y

Eldestein, 1991).

2.7. Digestidn in vitro de la pelicula interfacial en la interfase O/W

Con objeto de obtener un mayor entendimiento del impacto que ejerce la estructura
interfacial frente a las condiciones tipicas de la digestidén, se determind el efecto de los
diferentes componentes de la digestidn sobre las peliculas interfaciales (O/W) que forma
cada uno de los sistemas, utilizando equipos de caracterizacidn interfacial.

Todo el material de vidrio utilizado en los equipos de caracterizacion interfacial fue

limpiado cuidadosamente para eliminar residuos de grasa o cualquier sustancia que
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pueda interferir superficialmente. Para ello, en primer lugar el material debe lavarse con
agua y detergente, enjuagarse con abundante agua, a continuacion tratarse unos minutos
con una mezcla compuesta por acido sulfirico concentrado y persulfato de amonio, y

finalmente enjuagarse con agua bidestilada varias veces.

2.7.1. Tensiometro interfacial de gota (OCTOPUS)

Se determind la variacidon de los pardmetros interfaciales de los films localizados en la
interfase O/W cuando son sometidos al proceso de digestion in vitro, comentado en el
apartado 2.4. Tales determinaciones se realizaron utilizando un tensidmetro interfacial
(denominado OCTOPUS), disefiado y ensamblado en la universidad de Granada (Granada,
Espana), empleando el método de la gota pendiente (Figura 33) (Maldonado-Valderrama,
Torcello-Gémez, del Castillo-Santaella, Holgado-Terriza y Cabrerizo-Vilchez, 2015).

Capilares

independientes que
culminan de forma

coaxial
Soluciones para el Jeringa Jeringa
intercambio de la inyectora extractora
subfase

Solum les para

A 6 fercambio

| ; a subfase
Monitor /tT}:<
§ l‘/

Lampara
halégena

Mesa g
<— fh

antivibratoria J Gota pendiente

Cubeta de vidrio

Figura 33. Representacion esquematica del tensiometro interfacial OCTOPUS.

Se pueden distinguir diferentes partes en el tensiémetro interfacial OCTOPUS:

v' El dispositivo de intercambios multiples de la subfase (Figura 34), constituido por
un sistema de micro-inyeccién, formado por dos jeringas del tipo Hamilton unidas a una
serie de capilares: cada jeringa contiene un cabezal rotatorio en la parte superior que
permite su conexidn a un sistema constituido por 8 capilares, 6 de los cuales se conectan

a recipientes que contienen las soluciones de interés, otro que se conecta a un recipiente
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de desecho, mientras que el capilar restante constituye el sistema de doble capilar
necesario para realizar los intercambios de la subfase. Este ultimo consiste en un sistema
formado por dos capilares independientes (uno de cada jeringa) que culminan, de
manera coaxial, donde tiene lugar la formacién de la gota pendiente y los intercambios
de la subfase. Estos intercambios se llevan a cabo de manera que se retira el fluido a
intercambiar por el capilar externo, mientras que el fluido que dard lugar a la nueva

subfase ingresara por el interno, como se explicard en los siguientes apartados.

(a) © (b)

Figura 34. (a) Dispositivo de intercambios multiples de la subfase: 1) Dispositivo de micro-
inyeccidn, 2) Jeringas Hamilton, 3) Cabezal rotatorio, 4) Capilares que constituyen el sistema de
doble capilar, 5) Arreglo coaxial de capilares, 6) Gota pendiente, 7) Recipientes que contienen las
soluciones de interés, 8) Recipientes para la recoleccién de soluciones de descarte. (b) Fotografia
del cabezal rotatorio unido a la jeringa por la parte inferior y a los 8 capilares.

v'Una ldmpara halégena que ilumina la gota de manera uniforme.

v"Una cdmara CCD (Pixelink®) conectada a un microscopio éptico (Edmund Optics®), con
el que se capturan imagenes del perfil de la gota, que se visualizan en un monitor.

v'Una cubeta de vidrio, donde se forma la gota pendiente, por alrededor de la cual
circula agua templada, permitiendo asi regular la temperatura. En este caso, para simular
las condiciones fisioldgicas de la digestidn, la temperatura se mantuvo en 37 °C durante

todo el experimento.
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v'Por medio de un software (DINATEN, disefiado también por miembros de la
Universidad de Granada), se procesan las imagenes de acuerdo a la ecuacion de Laplace,
lo que determina de manera practica y en cortos periodos de tiempo el volumen de la

gota (V), la tension interfacial (y) y el area interfacial (A) a lo largo del experimento.

Ademas de la variacion de y con el tiempo, se puede obtener la respuesta de y al someter
el drea de la interfase a una deformacion, llevada a cabo mediante expansiones vy
contracciones de caracter sinusoidal del volumen de la gota (de amplitud y frecuencia
fijas), lo cual produce la variacién de la concentracion interfacial del agente tensioactivo
adsorbido en la interfase, causante de esa respuesta (Figura 35). En este caso, la amplitud
se mantuvo en un valor inferior al 10 % (referido al volumen inicial de la gota (10 ul)) y en
una frecuencia de oscilacién de 0,1 Hz, para garantizar que los parametros obtenidos tras
la deformacién fueran independientes de la misma. Como respuesta a la variacién de la
tensidn interfacial (Ecuacion 5) causada por la deformacion sinusoidal aplicada en el area
(Ecuacién 6), se obtiene el valor del mdédulo eldstico dilatacional (E) de la pelicula de

emulsionante (Ecuacion 7) que permitird describir el comportamiento reolégico de cada

interfase.
Y = Yo - sen (wh + D) [Ecuaci n 5]
A = Ay -sen (wB) [Ecuaci n 6]
E=dy/(dA/A) = —dn/dInA [Ecuaci n 7]

donde y, y 4, son las amplitudes del esfuerzo y de la deformacidn respectivamente, ® es
el dngulo de fase entre el esfuerzo y la deformacidn, 6 es el tiempo y w la frecuencia de la

oscilacion.

)
v+ Ay Y

Figura 35. Respuesta de y ante una deformacion del area interfacial.
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2.7.2. Proceso de intercambios de la subfase: digestion interfacial

Para llevar a cabo la simulacién del proceso digestivo sobre cada pelicula interfacial se

prosiguié de acuerdo al siguiente protocolo:

- Etapa 1 (Control): En primer lugar, se formé una gota (10 pl) con solucion de
emulsionante por medio del capilar externo, en el interior de la cubeta de vidrio que
contiene el aceite de girasol previamente purificado (apartado 1.5). De esta manera se
crea la interfase O/W sobre la cual se adsorberan las moléculas de emulsionante,
formando una pelicula interfacial caracteristica que se someterd, a continuacion, al

proceso de digestion in vitro.

Tabla 3. Etapas de la digestion gastroduodenal interfacial y composicién de los fluidos empleados.

Etapas Composicion
1-Control Solucién acuosa de emulsionante al 1% p/p
2-FGS NaCl, CaCl,, NaH,PQy4, KCI, pH 2,5 + Pepsina
3-FIS1 NaCl, CaCl,, NaH,PQy4, pH 7 + Tripsina y Quimotripsina
4-FIS 2 NaCl, CaCly, K;HPQy4, pH 7 + Lipasa pancredtica y SB
5-DES NaCl, CaCly, K;HPOy4, pH 7

En la Tabla 3 se muestran las diferentes soluciones empleadas en cada una de las etapas
del proceso de digestion. Cabe destacar que, a diferencia de la digestiéon de las
emulsiones, se desestimd la utilizacién de PC en la etapa gastrica, debido a que su
elevada actividad interfacial podria enmascarar los efectos de la protedlisis llevada a cabo
por la pepsina. Ademas, la digestion duodenal se realizé en dos fases (Tabla 3), a modo de
analizar por separado los efectos de la protedlisis y la lipdlisis. Cada una de estas
soluciones se colocaron en diferentes eppendorf, los cuales estan conectados
directamente a la jeringa micro-inyectora por medio del sistema de capilares como se

esquematiza en la Figura 36.
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Capilar interno

mulsionante 1% p/p

T Capilar externo

1

Figura 36. Representacion esquematica del dispositivo de intercambio de la subfase.

De esta manera, la solucién de emulsionante necesaria para llevar a cabo la primer etapa
del proceso (Tabla 3) se colocé en el primer eppendorf de la serie (eppendorf 1, Figura

36).

- Etapa 2 (FGS): Una vez que se alcanzé un valor constante de v, lo que indica que la
interfase se ha saturado de moléculas de emulsionante, se procedié a la realizacién del
primer intercambio de la subfase. Por el capilar interno del arreglo coaxial de los capilares
(Figura 36) se incorpord el fluido que simula las condiciones de digestidn gastrica (FGS),
proveniente del segundo eppendorf de la serie (Tabla 3). En simultaneo con la
incorporacion del FGS, se fue retirando por el capilar externo la solucidon de la etapa
anterior (solucidon de emulsionante al 1%) como se esquematiza en la Figura 37. Tanto la
inyeccion como la extraccion de los fluidos de la subfase se realizan simultaneamente y a
igual velocidad, a modo de garantizar que no existan cambios en el volumen de la gota
pendiente y minimizar posibles efectos en las caracteristicas de la interfase. El proceso de
intercambio de la subfase se realizé un total de 16 veces (16 extracciones del fluido por el
capilar externo, junto con 16 inyecciones del fluido nuevo por el capilar interno), mientras
se registra la variacidon de la tensidn interfacial. El hecho de realizar 16 intercambios de la
subfase, es necesario para asegurar que las nuevas condiciones han sido reemplazadas, es
decir que el fluido recientemente incorporado ocupa el total de la subfase y no quedan
trazas del fluido anterior (Figura 37). Finalizado el primer intercambio, tendrd lugar la

digestion gastrica del film interfacial adsorbido (del Castillo-Santaella y col., 2014).
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Figura 37. Esquema general del proceso de intercambio de la subfase: (a) La subfase esta
formada por el fluido 1. (b) La subfase es intercambiada: mientras por el capilar interno ingresa el
fluido 2, se retira el fluido 1 por el capilar externo. (c) La subfase estad formada por el fluido 2. En
el capilar interno esta listo para ingresar el fluido 3, que dara lugar al siguiente intercambio.

- Etapa 3 (FIS 1): A continuacién, se repitid el proceso de intercambio de la subfase,
incorporando en este caso el fluido (FIS 1, segln la Tabla 3) que simula las condiciones de
digestion duodenal (eppendorf 3, Figura 36) por el capilar interno, mientras es retirado el
FGS por el capilar externo (Figura 37). Esta etapa corresponde a la protedlisis duodenal de
la pelicula interfacial (en presencia de las proteasas: tripsina y quimotripsina) y durante la

misma se realizd el seguimiento de la variacion de .

- Etapa 4 (FIS 2): A continuacion, se llevé a cabo el intercambio de la subfase por el FIS 2
(Tabla 3) en presencia de concentraciones fisioldgicas de lipasa pancreatica y SB
(eppendorf 4, Figura 36), con objeto de llevar a cabo la simulacidn del proceso de lipdlisis
duodenal. Como en todas las etapas, se realizé un seguimiento de la variacion de y con el
tiempo. Esta seria la etapa final del proceso digestivo in vitro; sin embargo, con fines de
remover el material adsorbido de manera reversible en la interfase (productos de la
digestion, componentes del medio, etc.) y obtener las caracteristicas del film interfacial

remanente, se procedid a un ultimo intercambio (etapa DES, Tabla 3).

- Etapa 5 (DES): Esta etapa consiste en el intercambio de la subfase por el FIS en ausencia
de enzimas o biopolimeros (eppendorf 5, Figura 36), manteniendo Unicamente las
condiciones de pH y fuerza idnica del medio (del Castillo-Santaella y col., 2014), donde se

registré nuevamente la variacion de y en el tiempo.
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Por otra parte, se determind el médulo dilatacional interfacial de la pelicula adsorbida al
final de cada etapa del proceso de digestién, a modo de realizar la caracterizacion
reoldgica de la pelicula interfacial sometida al proceso de digestién in vitro. Para tal fin, se
realizaron deformaciones sinusoidales de la gota pendiente (10 ciclos de expansidn-

contraccion), como se explicé antes en el apartado 2.7.1.

2.8. Comportamiento interfacial de los emulsionantes en presencia de las sales biliares

Teniendo en cuenta el significante rol de las SB en la digestion de los lipidos (Sarkar, Ye y
Singh, 2016), se evalud el efecto que presenta una solucion de las mismas en
concentracion fisioldgica, sobre los films interfaciales. Para tal fin, se empled otro equipo
de caracterizacion interfacial (tensiometro interfacial PAT-1 (SINTERFACE Technologies,
Berlin, Alemania), a partir del cual se determind la variacidon de la tensién interfacial y la

reologia dilatacional.

2.8.1. Tensiometro interfacial de gota PAT-1

El equipo utilizado (Figura 38), cuenta con un sistema de inyeccién que permite la
formacion de una gota (12 pl), con la solucién del emulsionante, en la punta de un capilar
inmerso en una cubeta de vidrio, la cual contiene el aceite de girasol purificado utilizado
como fase oleosa (apartado 1.5). La cubeta se encuentra dentro de un compartimiento
termostatizado que permite mantener la temperatura en condiciones fisioldgicas (37 °C).
El tensiometro, ademas cuenta con un sistema dptico formado por una fuente de luz,
lentes y una cdmara CCD que permite obtener imagenes de la gota en una computadora.
Para disminuir el efecto de perturbaciones, provenientes del exterior, este tipo de
equipos deben estar apoyados sobre una mesa antivibratoria y contar con una unidad de
proteccion. De manera similar a lo comentado con el OCTOPUS (apartado 2.7.1), el perfil
de la gota es ajustado a la ecuacidon de Young-Laplace (Ecuacién 8), lo que permite
determinar de manera automadtica y en cortos periodos de tiempo la variacién de la

tension interfacial:

| =

RIr

(x - send) = %— C-z [Ecuaci n 8]

Y

X

donde x y z son las coordenadas cartesianas de cualquier punto del perfil de la gota; b es

el radio de curvatura en el punto mas bajo de la gota; ® es el dngulo de la tangente al

78



Materiales y M todos

perfil de la gota y C es la constante de capilaridad (C = g - Ap/y; donde y es la tension
superficial, Ap es la diferencia entre las densidades de los dos fluidos y g es la aceleracién
de la gravedad).

A partir de los valores de v, es posible obtener la cinética de adsorcion interfacial de cada
emulsionante analizando los cambios de presion interfacial () con el tiempo. La presién
interfacial se define como © =y — 7y, donde 7y es la tensidn interfacial de la disolucidn sin

emulsionante, y y es el valor de la tensidn interfacial en presencia del mismo.

Microinyector

)

[ Ch
L
mwee

Gota [~ r~ )
Fuente pendiente ccb
luminosa Pt ————

Termostato

Mesa antivibratoria

Figura 38. Esquema del tensiometro interfacial PAT-1.

De forma similar a lo comentado anteriormente (apartado 2.7.1), se determino la variacion
de los pardmetros viscoelasticos (mddulo dilatacional (E) y la viscosidad interfacial (1)) en
funcién del tiempo. Estos pardmetros se obtuvieron al someter la gota a una serie de
compresiones-expansiones de caracter sinusoidal, controladas automdticamente, a una
frecuencia y amplitud de oscilacidn fija (dentro de la regién viscoelastica lineal). De este
modo, en todas las experiencias se utilizdé un valor de amplitud del 3% del volumen total
de la gota y 0,05 Hz de frecuencia (Kazakov y col., 2008). A lo largo de la medida, la gota
fue sometida a perturbaciones (consistentes en seis ciclos oscilatorios), seguidas por un
tiempo de “relajacién”, en el que se mantiene constante el volumen de la gota.

Los datos obtenidos fueron analizados utilizando la transformacién de Fourier, a partir de

la cual se obtuvieron los pardmetros dilatacionales reolégicos (modulo dilatacional,
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elasticidad dilatacional y viscosidad dilatacional) de la pelicula interfacial, como se
describid en el apartado 2.6.1 (Berthold, Schubert, Brandes, Kroh y Miller, 2007).
El modulo dilatacional es un término complejo que se compone de una parte real y otra

imaginaria (Ecuacion 9).
E = Ed+ i -Ev [Ecuaci n 9]

La parte real del médulo, o componente de almacenamiento, es la elasticidad dilatacional
interfacial, Ed = |E| - cos®. La parte imaginaria del médulo, o componente de pérdida,
representa a la viscosidad dilatacional interfacial y se define como: Ev = |E| - sen®.

A partir de la relacidn entre la componente de pérdida y la de almacenamiento puede
determinarse también la tangente del angulo de pérdida (Ecuacion 10), que es el desfase
existente entre la respuesta de la tensidén interfacial (Ecuacién 5) con respecto a la
deformacién que se ha realizado (Ecuacién 6). Esta magnitud proporciona una idea de
cuan elastico es el comportamiento de la pelicula interfacial, de forma que si su valor es
muy pequefio, se considera que la pelicula es practicamente elastica, y por ello, la
respuesta de la pelicula a la perturbacién a la que se somete serd inmediata. Si por el
contrario se trata de un valor alto, nos indicara que en la pelicula hay pérdida de energia
suministrada, por lo cual no respondera tan rapidamente a esa perturbacién. En estos
casos, se asocia a la pelicula un comportamiento viscoso, en cierto grado, que depende

del valor del dngulo de pérdida.
tan¢$ = Ev/Ed [Ecuaci n 10]

Para un material perfectamente eldstico el esfuerzo y la deformacidon estdn en fase
(dp =0°), y el término de la parte imaginaria del mdédulo es cero. En este caso, la
tangente del angulo de pérdida (tan ¢) es cero. En el caso de un material perfectamente
viscoso, ¢ = 90°, la parte real del mdédulo es ceroy tan ¢ = 1.

Para evaluar el impacto que ejerce la presencia de las SB sobre las peliculas interfaciales,

formadas por los diferentes emulsionantes, se realizaron estudios a diferentes niveles:

- En primer lugar, se analizé la actividad de cada uno de los emulsionantes en la interfase

o/W.
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- Se llevaron a cabo ensayos de adsorcidon competitiva, en los que se evalud la capacidad
que presenta cada emulsionante de adsorberse, en la interfase O/W, en presencia de las

SB a concentraciodn fisioldgica (5 mg/ml).

- Por ultimo, mediante ensayos de adsorcion secuencial se estudio el efecto que presenta
la incorporacion de una solucidn de SB sobre una pelicula interfacial formada
previamente. Para estos ensayos se utilizé un sistema de doble capilar similar al descripto
en el apartado 2.7.2 y esquematizado en la Figura 39. La metodologia consiste en formar
una gota con la disolucién de emulsionante a través del capilar externo y, transcurrido un
tiempo, se intercambia la subfase que se encuentra dentro de esa gota, inyectando la
disolucién de SB (disueltas en FIS a concentracion fisioldgica) por el capilar interno. Como
se observa en la Figura 39, este equipo cuenta con dos jeringas conectadas a un doble
capilar que permite el intercambio de liquido sin alterar la pelicula interfacial. Una de las
jeringas se conecta al capilar interno por el que se introducen pequefios volimenes de la
solucién de SB, mientras que la segunda jeringa se conecta al capilar externo, que es el

qgue mantiene el tamafio de gota constante (Figura 39).

Capilar E l

externo
'CapilareI I
interno

Figura 39. Esquema del sistema de doble capilar con el que se realiza el intercambio de la subfase.

Concluidas las mediciones en cada uno de los tensiédmetros interfaciales se procedié con
el protocolo de limpieza que consta de repetidos lavados de las jeringas (y sus capilares)

con etanol, hexano y finalmente con abundante agua bidestilada.
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2.9. Caracterizacidn de las interacciones entre HPMC y las sales biliares

Basandonos nuevamente en el significante rol que tienen las SB en la digestidn de lipidos,
se realizaron estudios del grado de interaccidn existente entre las soluciones de HPMC y
SB, tanto en solucidn acuosa como en emulsiones O/W estabilizadas por las HPMC. Para

ello se emplearon diferentes técnicas que se describen a continuacién.

2.9.1. Distribucidn de tamafio de particula por dispersion dinamica de luz (DLS)

La técnica de dispersion dindmica de luz (DLS) permite llevar a cabo el estudio de las
interacciones que se producen en solucidn acuosa entre diferentes moléculas. En el
presente trabajo se utilizé un analizador Nano Zetasizer, de Malvern Instruments
(Worcestershire, Reino Unido), a fin de obtener el tamafio de particula de las soluciones
de HPMC, SB y sus mezclas. El equipo (Figura 40) cuenta con un ldser He-Ne (633 nm) y un
correlador digital Modelo ZEN3600. Las mediciones se realizaron a un angulo fijo de 173°,
siendo el rango de medida del equipo entre 0,6 nm y 6 um. Cada una de las muestras
utilizadas fueron diluidas lo suficiente y colocadas dentro de cubetas de poliestireno

descartables.

Figura 40. Equipo de dispersién dindmica de luz Nano Zetasizer (Marlvern Instruments).

El fundamento de este equipo se basa en que la muestra es iluminada con un laser y la

intensidad de la luz dispersada por las particulas que forman la muestra fluctda a una
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velocidad que es dependiente del tamafio de estas. El andlisis de la intensidad de estas
fluctuaciones, permite la obtencién del coeficiente de difusidon translacional (D) de la
particula, a partir del cual, es posible estimar el tamafio. La relacién entre el tamafio de la
particula y el coeficiente de difusién translacional se define por la ecuacién de Stokes-

Einstein (Ecuacidon 11):

d= kT [Ecuaci n 11]

B 3znD
donde, d es el digmetro hidrodinamico (m), D es el coeficiente de difusion traslacional (m?
s1), k es la constante de Boltzmann (1,38 x 102 Nm K?), Tes la temperatura absoluta (K)
y n es la viscosidad del solvente (N's m™).
Por medio de un ajuste exponencial multiple (analisis de Contin) se obtiene la intensidad
relativa de luz dispersada por las particulas de varias clases de tamanos y es, por lo tanto,
conocida como una distribucién de tamafo en intensidad (Stepanek, 1993). Aunque la
distribucién de tamano fundamental generada por el equipo es la distribucion por
intensidad, ésta se puede convertir, mediante la teoria de Mie (1908), a distribucién en
volumen o en nimero con el objetivo de analizar la importancia de los diferentes picos en
relacion a la cantidad de particulas que lo conforman. Las distribuciones de tamafio de
particula expresadas en volumen o numero daran una visibn mas realista de la
importancia de otras poblaciones presentes en la distribucion en intensidad.
Una forma muy simple de describir las diferencias entre las distribuciones de intensidad,
volumen y numero es considerar por ejemplo dos poblaciones de particulas esféricas de 5
y 50 nm de didmetro presentes en igual cantidad. Si se grafica una distribucién en nimero
de estas dos poblaciones de particulas, el gréfico consistira en dos picos (ubicados a 5y
50 nm) obteniendo una relacion 1:1 (Figura 41a). Si en cambio se grafica una distribucion
en volumen (Figura 42b), entonces la relacidon de estos dos picos cambia a 1:1000 (porque
el volumen de una esfera es proporcional al didmetro®). Por dltimo en la distribucién de
intensidad (Figura 42c), la relacién entre los dos picos seria de 1:1000000 (porque la
intensidad de dispersion es proporcional al didmetro® a partir de la aproximacién de
Rayleighs) (Malvern-Instruments).
Luego, se utilizd el método de cumulantes para calcular el tamafio promedio (diametro

hidrodindmico promedio o Z-average). Los resultados que se obtienen mediante este
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analisis son aplicables para citar un Unico valor promedio, con el propdsito de realizar una
comparacion, pero son inadecuados para dar una completa descripcién de los resultados

de la distribucidn en sistemas polidispersos (Malvern Instruments Ltd., 2012).

1 1 1,000 1,000,000

Ndmero (%)
Volumen (%)
Intensidad (%)

1 4 1 I 1 1

5 10 50 100 5 10 50 100 5 10 50 100
Didmetro (nm) Didmetro (nm) Didmetro (nm)
(a) (b) (c)

Figura 41. Distribucién de tamafio en ndmero (a), volumen (b) e intensidad (c) de una muestra
bimodal de particulas de 5 y 50 nm, presentes en igual cantidad.

2.9.2. Determinacion del potencial zeta (Z)

Con el mismo analizador se realizaron mediciones de potencial Z a un dngulo fijo de 173°.
Las determinaciones se realizaron sobre emulsiones estabilizadas por HPMC (obtenidas
seglin el apartado 3.3) y su mezcla con una solucion de SB (disueltas en FIS a
concentracion fisioldgica). Todas las muestras se diluyeron en el buffer correspondiente y

se colocaron en celdas capilares provistas de electrodos de platino a cada lado (Figura

42).

Electrodo

Capilar

Figura 42. Celda para la determinacién del potencial Z.
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Cuando se aplica un campo eléctrico, las particulas cargadas que se encuentran en la
dispersién migran hacia el electrodo con carga opuesta. La velocidad a la que migran las
particulas se conoce como movilidad electroforética y se puede convertir al potencial Z

mediante la aplicacion de la ecuacién de Henry (Ecuaciéon 12):

~2gZ f(ka)
_—3M

Ug [Ecuaci n 11]
donde Z es el potencial zeta, Ug es la movilidad electroforética, € es la constante
dieléctrica del medio, u es la viscosidad y f(ka) es la funcidn de Henry. En medios acuosos
y con baja concentracién de electrolitos se usa una aproximacién de f(ka) igual a 1,0
(aproximacion de Huckel) (Malvern Instruments Ltd., 2013).

El desarrollo de una carga neta en la superficie de una particula afecta a la distribucién de
los iones que se encuentran en la region interfacial circundante. Esto resulta en un
aumento de la concentracién de iones de carga opuesta a la particula que estan cercanos
a la superficie. Asi, se genera una doble capa eléctrica alrededor de cada particula (Figura
43).

La capa de liquido que rodea a la particula tiene dos partes: una regioén interna, conocida
como capa de Stern, donde los iones estan fuertemente ligados, y una regidén externa,
conocida como capa difusa, donde los iones estan ligados mas débilmente.

Cuando una particula se mueve (por ejemplo, debido a la gravedad), lo hace con los iones
gue conforman la capa Stern y la capa difusa, pero los iones que se encuentran por fuera
del limite no se mueven con la particula. Este limite se conoce como plano de
deslizamiento. El potencial que existe en este limite se conoce como potencial zeta
(Figura 43) y su magnitud es un indicador de la estabilidad del sistema coloidal en estudio

(Malvern Instruments Ltd., 2013).
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Figura 43. Esquema de una particula cargada y de la doble capa que la rodea.

2.9.3. Distribucidn de tamaiio de particula por dispersion estatica de luz

Utilizando el analizador de tamafio de particulas Mastersizer 2000 (apartado 2.3.1) se
determind sobre emulsiones estabilizadas por soluciones de las HPMC el efecto que
presentan las SB a concentracion fisiolégica sobre el tamafio de las emulsiones,
obteniendo las correspondientes distribuciones de tamafio en volumen y los didmetros

promedios, D43y D3 ,como se describié previamente.

2.9.4. Determinacion del punto gel (Cloud point)

Durante la primera etapa del proceso de gelificacién se observa la transicion de
soluciones transparentes a turbias que acontece a una temperatura que se denomina
cloud point, indicativo del comienzo de la formacién de clusters mediados por
interacciones hidrofébicas. A modo de evidenciar o no interacciones entre las moléculas
de HPMC y las SB se determind la temperatura de cloud point de cada HPMC y su mezcla
con soluciones de SB a diferentes concentraciones. Para tal fin, en un bano seco a
temperatura constante (70 °C), se calentaron varios tubos conteniendo 2ml de las

diferentes soluciones. Los mismos fueron sellados por medio de esferitas de vidrio para
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evitar asi la evaporacion del liquido. A tiempos sucesivos se retiraron de a un tubo por vez
del bafio y se observaron los cambios visualmente perceptibles en la solucién, como el
cloud point, dado por la aparicion de un punto opaco en la muestra (Pérez, Wargon vy
M.R. Pilosof, 2006).

Las mediciones se informan como el promedio y la desviacion estandar de al menos tres

mediciones.

Anilisis estadistico

Las diferencias estadisticas entre los pardmetros estudiados fueron determinadas por
analisis de varianza (one Way ANOVA) usando el procedimiento de modelo lineal
(Statgraphic 16.0). Se utiliz6 un nivel de alfa 0,05 (p < 0,05) para determinar la
significancia. Los valores estadisticamente diferentes son indicados con diferentes

superindices.
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I.1. Introduccion

Las emulsiones sufren numerosos cambios durante su recorrido por el tracto
gastrointestinal debido a la accién de numerosos factores, entre ellos: cambios de pH, de
fuerza idnica, presencia de enzimas y surfactantes bioldgicos. Estos factores, modifican la
estructura inicial de las emulsiones y, en particular, la estructura de las peliculas
interfaciales, cuyas caracteristicas dependen principalmente del tipo y concentracién de
emulsionante utilizado y del proceso de emulsificacién.

Estos cambios involucran modificaciones de la composicién interfacial, espesor de la
pelicula interfacial, carga superficial de las gotas, entre otros, lo que finalmente conlleva a
fendmenos de floculacién y coalescencia.

La lipdlisis, al ser una reaccion interfacial podria verse particularmente afectada por estos
cambios, ya que al llegar la emulsion al duodeno podrian tener lugar cambios sustanciales
en el drea interfacial (debido a fendmenos de floculacion y/o coalescencia), o bien
modificaciones en la pelicula interfacial que alteren su susceptibilidad a los componentes
presentes en el fluido duodenal (sales biliares, enzimas, etc.).

En este capitulo se pretenden caracterizar en forma comparativa los cambios en la
estabilidad de emulsiones formadas por B-lactoglobulina (Blg), aislado proteico de soja
(SP1) y la hidroxipropilmetilcelula E5LV, durante la digestién gastroduodenal in vitro a fin
de correlacionarlos con la velocidad y extension del proceso de lipdlisis determinada a

partir de la liberacion de acidos grasos.
1.2. Caracterizacion inicial de emulsiones O/W estabilizadas por proteinas y HPMC

Las distribuciones de tamafo de gota de las emulsiones expresadas en porcentaje en
volumen y en numero (Figura 1.1) muestran la capacidad de cada uno de los
emulsionantes empleados para producir pequeiias gotas de aceite durante el proceso de
homogenizacidn. Se observa que las emulsiones proteicas (SPl y [lg) presentaron
menores valores de tamafio de gota para las condiciones de homogenizacién
establecidas, en comparacion con los valores obtenidos para la emulsién estabilizada por
ESLV. Para las primeras, la distribucion de tamafio de gota, expresada en volumen, se
caracterizd por ser monomodal, es decir, presenté un solo pico en la zona inferior a los

0,5 um (Figura I.1 a y b), mientras que la emulsion estabilizada por E5LV (Figura l.1c) dio
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lugar a una distribucion mdas amplia que, en lugar de ser monomodal, se caracterizé por la
presencia de un pico predominante en 1,5 um, acompafado por un hombro a tamafios
menores (0,3 um), lo cual esta en concordancia con los datos reportados por Camino y
Pilosof (2011). Las distribuciones de tamafio de gota expresadas en numero fueron
similares para todas las emulsiones, observdndose una poblacion monomodal con
predominancia de gotas con tamanos inferiores a 0,3 um (Figura 1.1 d-f). Esto indica que
las gotas mayores a 0,3 um contribuyen al volumen total de la fase dispersa, pero no al
area interfacial creada durante el tratamiento con ultrasonidos de alta intensidad.

Estos resultados sugieren que las proteinas serian mas eficientes para producir gotas mas
pequefias durante la emulsificacion, o bien, serian mas eficaces en prevenir la agregacion
de las gotas durante el proceso, en comparacién a E5LV (Malaki Nik, Wright y Corredig,
2011; Sarkar, Horne y Singh, 2010; Singh y Sarkar, 2011).

Es importante destacar que el tamano de gota obtenido se encuentra mayoritariamente
por debajo de 1 um, indicando que se trata de emulsiones submicrénicas, lo cual
contribuye al logro de una mayor estabilidad de las emulsiones en el tiempo, ya que las
gotas de mayor tamafio son las que aceleran los procesos de cremado y floculacion
(McClements, 2015).

La Tabla I.1 muestra los valores de los didmetros promedio, el area interfacial especifica
(AIE) creada y el indice de polidispersidad obtenido para cada emulsién. El AIE o érea
superficial por unidad de masa de la fase dispersa se calcula con el software del
Mastersizer, empleando el valor del diametro promedio Ds,. Durante el proceso de
homogeneizacion, las fases acuosa y oleosa son sometidas a una agitacién mecdnica
intensa, por consiguiente, el drea interfacial resultante es un balance entre los procesos
de ruptura (creacidn de darea interfacial) y coalescencia (reduccidn de area interfacial) de
las gotas (McClements, 2015; Palazolo, 2006; Walstra, 1993). El hecho de que las
condiciones de homogeneizacion fueran las mismas para todas las emulsiones, al igual
que la concentraciéon de emulsionante empleada (2% p/p), nos permite inferir que la
variacion del AIE lograda en cada caso es atribuible en mayor medida a la naturaleza del
emulsionante empleado, que podra favorecer o inhibir, en distinto grado, los procesos
antes mencionados. Los resultados de AIE guardan una relacién inversamente
proporcional con los del D3, de manera que gotas mas pequeias (menor D3 ;) dan lugar a
un mayor area interfacial (mayor AIE) (Tabla I.1). Los mayores valores de AIE se lograron
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utilizando proteinas como emulsionantes dado sus menores valores de D3 ;. En general,
los valores reportados en la Tabla I.1 evidencian las mejores propiedades interfaciales
reportadas para las proteinas en comparacion con las de las moléculas de HPMC (Camino

y col., 2011).
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Figura I.1. Distribucion de tamafio de gota en volumen y nimero para emulsiones O/W (10/90)
estabilizadas por Blg (a,d), SPI (b,e) y E5LV (c,f).

Tabla I.1. Diametros promedio (Ds, y D, 3), area interfacial especifica (AIE), e indice de
polidispersidad (IP) de las emulsiones estabilizadas por los diferentes emulsionantes.

Emulsionante Ds, (um) D3 (um) AIE (m*/g) P
Blg 0,277°+0,001  0,3895°+0,0003  22,15°+0,07  1,75°+0,08
SPI 0,278°+0,001  0,531° + 0,002 17,50° 0,6 2,06°+0,1
E5LV 0,730° + 0,008 1,19°+ 0,007 7,56°+0,01  1,55+0,07
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La estabilidad de estos sistemas coloidales esta gobernada por la presencia de gotas de
aceite de mayor tamafio, aun cuando estan presentes en un pequefio porcentaje con
respecto al nimero total de gotas (McClements, 2015). De esta forma, cuanto mayor sea
el tamafio de las gotas en una emulsidn, estas seran mas propensas a la desestabilizacion
causada por una coalescencia/floculacién inducida por colisién, debido a que las fuerzas
de impacto que se generan y la magnitud de las mismas durante la colisién se
incrementan con el aumento del tamafio de las gotas (McClements, 1999). Es por este
motivo que el analisis de estabilidad se realiza en base a las distribuciones de tamafo de
particula en volumen (Palazolo, 2006), y los valores del D43 (sensibles a la variacion de
volumen) se convierten en una herramienta util para el analisis de los fendmenos de
desestabilizacién.

Si bien ambas proteinas dan lugar a emulsiones con tamafos de gota (Ds,) practicamente
iguales (Tabla I.1), las emulsiones estabilizadas por SPI dieron lugar a un valor de D4 3 algo
mayor. Este hecho es indicativo de que la emulsion de SPI presentaria un mayor grado de
floculacién, con un porcentaje pequefio de gotas mayores que, si bien no impactan en la
distribucién en volumen (Figura I.1), dan lugar a un mayor D43 y, en consecuencia, a un
mayor grado de polidispersidad que se evidencia por la mayor area del pico, en
comparacion con las emulsiones de Blg (Tabla I.1).

A diferencia de lo observado para las emulsiones formadas por proteinas, las estabilizadas
por E5LV dieron lugar a gotas de aceite de mayor D3, que da lugar a una menor area
interfacial entre el aceite y el agua, ademas de presentar mayores valores de Dgj3,
indicativo de cierto grado de floculacién de las gotas de aceite (Tabla I.1).

La uniformidad del tamafio de las gotas de aceite de estas emulsiones puede
corroborarse también por medio de micrografias obtenidas por microscopia dptica para
las emulsiones recién preparadas (Figura I.2). En este tipo de microscopia, las gotas que
se observan con mayor facilidad son aquellas de mayor tamafio; sin embargo, debe
tenerse en cuenta que no suelen ser las mayoritarias en nimero y, por lo tanto,las
micrografias nos brindan una informaciéon parcial de la microestructura real de las
emulsiones. Por este motivo, la microscopia dptica se convierte en una herramienta util
para ver si las gotas estan o no floculadas y las caracteristicas de los fléculos formados

(Palazolo, 2006). En lo que respecta a las emulsiones del presente trabajo, puede
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deducirse de esas imagenes (Figura 1.2) que en ninguno de los casos se observo formacion

de fléculos entre las gotas de aceite.

iniciales estabilizadas por: Blg (a), SPI (b) y E5LV (c).

En el presente trabajo la microscopia éptica resultara de utilidad a modo comparativo,

para evaluar el efecto que los diferentes fluidos digestivos tienen sobre cada una de las
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emulsiones, en lo que respecta al incremento (o no) en el tamafio de las gotas de aceite
durante la digestion in vitro.

Con respecto a la estabilidad de estas emulsiones, se hizo un seguimiento de la evolucién
del tamafio de las gotas de aceite con el tiempo (24 h). La finalidad de esta determinacién
fue la de conseguir un producto que desde el inicio fuera estable, para evitar posibles
errores de interpretacion en los resultados que se obtengan al momento de someter
estas emulsiones al proceso de la digestion in vitro. Asi, los cambios que se produzcan en
este proceso puedan ser debidos a la digestién en si mismo y no como consecuencia de la
inestabilidad inherente de los sistemas de partida. Se comprobd de esta manera que las
emulsiones preparadas resultaron estables, ya que no se evidenciaron cambios
significativos en el valor del diametro promedio, D3, (Figura 1.3), ni en la evolucién de las

distribuciones del tamafio de gota con el tiempo (no mostradas).
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Figura 1.3. Variacion del didmetro de gota promedio (D;) a lo largo del tiempo para las
emulsiones estabilizadas por SPI (e) y E5LV (O). La emulsién estabilizada por Blg arrojé resultados
muy similares a la estabilizada por SPI.

I.3. Comportamiento de las emulsiones O/W estabilizadas por proteinas y HPMC

durante el proceso de digestion gastroduodenal in vitro

Las emulsiones analizadas en la seccién anterior se sometieron al proceso de digestion

gastroduodenal in vitro detallado anteriormente consistente en una etapa gdstrica (1h,
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pH 2,5), seguida de una etapa duodenal (1h, pH 7,0), en presencia de enzimas y
biomoléculas en concentraciones fisioldgicas. A lo largo del mismo se fue evaluando el
cambio del tamafio de las gotas de aceite (técnicas de dispersion de luz y microscopia

Optica), asi como también, el grado de lipdlisis durante la etapa duodenal.

1.3.1. Evolucion del tamaiio de las gotas de aceite durante la digestion gastroduodenal

in vitro

Previo a desarrollar el proceso de digestidon gastroduodenal in vitro, cada una de las
emulsiones se mezcld con el FGS en ausencia de biomoléculas (pepsina y PC) durante 1h,
a 37 °C, a fin de analizar el posible efecto del cambio de pH y de la fuerza idnica en el
tamanfio de las gotas de aceite. Al analizar la distribucién de tamafo de gota en volumen
(Figura 1.4) se observd que las emulsiones experimentaron un pequeifo cambio en
presencia del FGS, que se mantuvo constante en el tiempo de ensayo (1h). Estos
resultados son indicativos de que el cambio de pH y fuerza iénica da lugar a un cierto
grado de floculacién, evidenciado por la aparicion de una sefial a mayor tamafio en la
distribucién en volumen. El mayor cambio tuvo lugar con las emulsiones estabilizadas por
proteinas, las cuales dieron lugar a la aparicién de un pico con un tamaino aproximado de
5 um para Blg (Figura 1.4a) y 50 um para las emulsiones estabilizadas por SPI (Figura 1.4b),
en comparacién con las estabilizadas por E5LV que resultaron mas estables en presencia
del FGS (Figura 1.4.c). Este resultado podria deberse a que al tratarse de un polisacarido
no iénico (Camino y col., 2011), los cambios en las condiciones del medio no repercuten
en cambios en la distribuciéon de tamafio de las gotas de aceite, a diferencia de las
proteinas, que presentan en su estructura gran cantidad de grupos ionizables (Sarkar, Ye y
Singh, 2016). Si bien este cambio es mayor para las emulsiones proteicas, para todos los
casos, no se evidenciaron cambios significativos a lo largo del tiempo de ensayo.
Resultados similares también han sido reportados por Malaki Nik y col. (2011) después de
evaluar el efecto del fluido gastrico sobre la estabilidad de emulsiones formadas con
aislado proteico de suero lacteo y de soja, concluyendo que la ausencia de biopolimeros y
surfactantes biolégicos en el fluido géstrico no conllevdé a un cambio importante en el

tamafio de las gotas de aceite.
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Figura 1.4. Distribucién de tamafio de gota para las emulsiones estabilizadas por Blg (a), SPI (b) y
E5LV (c). Emulsiones iniciales (m) y mezcladas con el FGS durante 1 ha 37 °C (A). Se indica con

flecha las nuevas poblaciones resultantes de mezclar las emulsiones con el FGS.
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Sin embargo, se evidenciaron cambios importantes cuando las emulsiones se mezclaron
con el FGS en presencia de pepsina y PC, en concentraciones fisiolégicas (Figura 1.5). Los
cambios mas evidentes tuvieron lugar nuevamente con las emulsiones proteicas (Figura
.5 a y b), que al instante inmediato de iniciada la digestion (tg) mostraron una
distribucién bimodal, caracterizada por la aparicion, en la distribucién en volumen, de una
segunda poblacién (adicional a la de la emulsién original) con un tamafio comprendido
entre 2 y 100 um. Resultados similares a estos fueron observados también por Singh y
col. (2011) al trabajar con emulsiones estabilizadas por Blg. Estos autores demostraron
que aunque las moléculas de Blg son resistentes a la acciéon de pepsina cuando se
encuentran en solucién acuosa, estas son facilmente hidrolizadas cuando se despliegan
en la interfase O/W, al exponer grupos funcionales de la cadena polipeptidica a la
proteasa (Mackie y Macierzanka, 2010; Singh y col., 2011). En la Figura 1.6 se muestra
como evoluciona el didmetro promedio de las gotas de aceite (D3,) a lo largo del proceso
de digestién in vitro. Se observa que, a pesar de que ambas proteinas dan lugar a
emulsiones con similar tamafio de gota inicial, la emulsidn estabilizada por Blg
experimentd un mayor grado de floculacién/coalescencia durante la etapa gastrica de la
digestion, lo que dio lugar a un incremento del D3, al final de la etapa gastrica (tgeo),
alcanzando un valor dos veces superior que el de la emulsion estabilizada por SPI (Tabla
I.2). El seguimiento de la evolucidén del tamafio de las gotas de aceite durante la fase
gastrica de la digestion resulta de especial interés, ya que se ha demostrado la existencia
de una relacién directa entre la estabilidad de las emulsiones y la tasa de vaciamiento
gastrico, es decir, el tiempo de residencia de un alimento en el estdmago. A su vez,
también se sabe que cuanto mayor es el tiempo en que un alimento permanece en el
estdmago, mayor es la sensacién de saciedad que produce (Marciani y col., 2009). Segun
Golding y Wooster (2010) las emulsiones de menor tamafio de gota, al presentar mayor
tiempo de residencia en el estdmago, producen mayor sensacion de saciedad que las
emulsiones con tamafo de gota mayor (que permanecerdn en el estdmago por cortos
periodos de tiempo). Por lo tanto, esa mayor sensacién de saciedad podria hacer que se
prolongue el tiempo entre comidas. De esta manera, podria pensarse que una emulsién
estable a las condiciones de digestion gastrica estaria contribuyendo a disminuir el

impacto negativo de las emulsiones (o de las grasas) sobre la salud de los consumidores.
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Tabla I.2. Didmetros promedio (D3, y D4 3) y area interfacial especifica (AIE) obtenidos para las
emulsiones iniciales (to), al final de la etapa gastrica (tg0), a los 10 min de iniciada la etapa
duodenal (tg10) y al final de esta Ultima (tys0).

to tge0 taio taso
Ds,(pm)  0,277+0,001 14,6 +0,1 0,57+0,02 0,46 +0,03
Blg Das (um)  0,3895 +0,0003 18,3 +3,0 6,7+0,9 34,6+04
AIE (m%/g)  22,15%0,07 0,41 + 0,04 102+0,6  12,9+0,9
Ds,(pm)  0,278+0,001 7,4+0,1 0,61+0,08 0,43+0,08
spy Deslpm)  0531:0,002 12,9+2,9 11,7+41  9,7+0,8
AIE (m%/g) 17,5+ 0.6 0,581+0,008 9,97+1,30 14,2+26
D32 (um) 0,73 + 0,08 1,01 +0,05 09+0,1 0,53+0,01
gspy Dz (km) 1,19 +0,07 7,2+0,9 133+2,4  6,1+0,3
AIE (m%/g) 7,56 0,01 54+0,6 7,07+1,46 11,3+0,1

Se observa en la Figura I.5 que, al final de la fase gastrica de la digestion (tgeo), las
distribuciones de tamafio de gota correspondientes a las emulsiones proteicas fueron
monomodales, caracterizdndose por la presencia de un pico en 15 um para las
emulsiones de Blg (Figura I.5a) y 10 um para la estabilizada por SPI (Figura 1.5b). En esta
instancia del proceso de digestion, la emulsion estabilizada por SPI exhibidé un D43 que
practicamente duplica el valor del correspondiente D3, (Tabla I.2), lo que indicaria que las
gotas de aceite presentan un alto grado de floculacién. A partir de las micrografias (Figura
I.7), puede corroborarse que todos los sistemas estudiados dieron lugar a la aparicién de
gotas floculadas, en especial en las emulsiones estabilizadas por Blg (Figura 1.7a), que
mostraron alto grado de floculacidn incluso al inicio del proceso , hechos que guardan
relaciéon con los altos valores de D43 mostrados en la Tabla 1.2 (Kenmogne-Domguia,
Meynier, Viau, Llamas y Genot, 2012; Li, Ye, Lee y Singh, 2012; Malaki Nik y col., 2011;
Sandra, Decker y McClements, 2008).
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Figura 1.5. Variacion de la distribucidn de tamafio de gota de aceite para emulsiones estabilizadas
por Blg (a), SPI (b) y E5LV (c) a lo largo del proceso de digestion gastroduodenal in vitro: Emulsion
inicial (m), tgo (@), teeo (A) Y tago (A).

Segun Gallier, Tate y Singh (2013), la distribucion de tamano de particula tiende a
correrse hacia la zona de tamafios mayores como resultado de la floculacidn/coalescencia
gue experimentan las gotas de aceite mas pequefas durante la digestidon gastrica. Estos
autores trabajaron con emulsiones de aceite de nuez, utilizando un aislado proteico del
mismo fruto como emulsionante, y observaron que, luego de 30 minutos bajo
condiciones de digestion gastrica, las distribuciones de tamafio de gota pasaron a ser
monomodales, como consecuencia de la desaparicién de las gotas mas pequeiias.

En base a los resultados encontrados en el presente trabajo, podria pensarse que la
protedlisis interfacial (hidrolisis parcial o total de la proteina adsorbida en la interfase
0O/W), llevada a cabo por la pepsina, seria responsable, en parte, de la formacion de los
fléoculos entre las gotas de aceite. Posiblemente, una pérdida gradual de la carga
superficial de la gota de aceite, sumado a una reduccién del espesor de la pelicula
interfacial, darian lugar a una menor repulsién electrostatica entre las gotas, favoreciendo
su acercamiento, su interaccion y la formacién de agregados (Li y col., 2012; Malaki Nik y

col., 2011; Sarkar, Goh, Singh y Singh, 2009; Singh y col., 2011; Tikekar, Pan y Nitin, 2013).
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De hecho, Gallier y col. (2013) sugieren que, a raiz de la protedlisis, la consecuente
generacién de péptidos pequefios es insuficiente para mantener la cobertura total de la
interfase O/W, lo cual podria explicar la coalescencia que observaron en las emulsiones
mediante microscopia confocal de barrido. A partir de las imdagenes obtenidas
concluyeron que, tras haber sido expuestas a un proceso de simulacién de la digestion
gastrica, la superficie de las gotas de aceite queda cubierta solamente por proteinas y
péptidos que han resistido la protedlisis enzimatica.

Contrariamente al comportamiento observado hasta ahora para las emulsiones proteicas,
las emulsiones estabilizadas por E5LV presentaron un pequeiio cambio en la distribucidn
de tamafio de particula al inicio de la etapa gastrica (tg), cambio que se mantuvo
practicamente inalterable durante el resto de la etapa (Figura 1.5c). Las moléculas de
HPMC, a diferencia de las proteinas, no son sensibles a la actividad de la pepsina (Fathi,
Martin y McClements, 2014; Mudgil y Barak, 2013). Ademas, al ser la E5LV una molécula
neutra que no presenta grupos ionizables (Camino y col., 2011), tampoco presenta
sensibilidad a los cambios de pH o de fuerza idnica, como se corrobord previamente
(Figura l.4c). Por lo tanto, se podrian relacionar los pequefios cambios obtenidos durante
la etapa gastrica (Figura 1.6) a la presencia de fosfatidilcolina, surfactante biolégico con
elevada actividad interfacial (Knoth, Scherze y Muschiolik, 2005). La microestructura
obtenida para estas emulsiones (Figura I.7c) evidencia un pequefio grado de floculacién
de las gotas, que explicaria el pequeno incremento observado en el diametro promedio
obtenido al final de la etapa gastrica (Tabla I.2), que pasé de 0,73 a 1 um (acompafado de
la consecuente disminucion del AIE). Ademas, se observd un cambio mas evidente en lo
que respecta al valor de D43 (incremento de aproximadamente 7 veces con respecto al de
la emulsién original) lo que corrobora la existencia de un cierto grado de floculacién de
las gotas, aunque muy inferior al encontrado para las emulsiones proteicas.

En términos generales, los resultados demuestran que las emulsiones de E5LV serian mas
resistentes que las emulsiones proteicas a las condiciones de digestidn gastrica. El menor
grado de desestabilizacidon encontrado para las emulsiones de E5LV en tales condiciones
presenta especial interés, ya que, como se indicd antes, una emulsidn mas resistente a las
condiciones gdstricas podria dar lugar a un vaciamiento gdstrico mas lento. Es decir, el
alimento (en este caso la emulsion) tendria mayor tiempo de residencia en la cavidad

estomacal, ejerciendo un impacto directo en la regulacion hormonal de la digestién y, en
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consecuencia, en la sensacién de saciedad, lo cual podria retardar el tiempo entre
comidas (Malaki Nik, Wright y Corredig, 2010; Marciani y col., 2009; Marciani y col.,
2007). En definitiva, podria lograrse una reduccion en el consumo de grasas emulsionadas

y, con ello, un beneficio en la salud de los consumidores.
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Figura 1.6. Cambio del didmetro promedio (D3 ) durante el proceso de digestion gastroduodenal
in vitro para emulsiones estabilizadas por Blg (o), SPI (o) y ESLV (A).

Finalizada la etapa gastrica de la digestion in vitro, cada uno de los sistemas se sometid a
las condiciones de digestiéon duodenal. Durante esta etapa, se evidenciaron los cambios
mds importantes en el tamafio de las gotas de aceite, independientemente del
emulsionante utilizado (Figuras 1.5 y 1.6), resultado que ha sido reportado también en
numerosos articulos cientificos. Estos importantes cambios se pueden atribuir al cambio
de las condiciones del medio de reaccién: pH, fuerza idnica y presencia de componentes
biolégicos con actividad interfacial (sales biliares, enzimas, etc.) que alteran las
caracteristicas de cada interfase (Gallier y col., 2013; Malaki Nik y col., 2010; Sarkar y col.,
2009; Singh y col., 2011). La Figura 1.5 muestra que las distribuciones de tamafio de gota,
luego de una hora en condiciones de digestiéon duodenal (tgeo), pasan a ser multimodales
para los tres sistemas analizados, con la predominancia de picos en la zona de menor
tamafio (0,1-0,7 um). Esto ultimo podria ser consecuencia de la formacidn de micelas de

SB que contienen productos de la digestion lipidica, como los acidos grasos y los
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monoglicéridos (Gallier y col., 2013), que son removidos de la interfase para mantener la
actividad de la lipasa pancreatica. En la literatura se ha reportado que, en condiciones de
digestion in vivo, el tamano de las micelas de SB se corresponde solo a unos pocos
nandémetros (Armand y col., 1999), pero en condiciones de digestion in vitro, estas
micelas pueden unirse a causa de su acumulacién en el medio de reaccidn, generando
vesiculas de mayor tamanfo (Gallier y Singh, 2012).

Se observd, ademads, que independientemente de la naturaleza del emulsionante, las
emulsiones mostraron valores similares de diametro de gota promedio (0,43 - 0,53 um) al
final de la etapa duodenal, asi como también de AIE (Tabla I.2).

Pero en la distribucién de tamafio de particula en volumen, ademdas de observar
poblaciones presentes en la zona de didmetros menores a 1 um, en todos los casos se
observaron poblaciones en la zona de tamafios mayores (10 - 100 um), lo que resulta
indicativo de un cierto grado de desestabilizacién de las emulsiones durante esta fase del
proceso. Se ha comprobado en otros trabajos que la hidrdlisis de los emulsionantes o su
desplazamiento de la interfase por surfactantes bioldgicos (como las SB) promueve la
interaccidn entre las gotas, que da lugar a la floculacion y/o coalescencia (Gallier y col.,
2013; Hur, Decker y McClements, 2009; Sandra y col.,, 2008). Por ejemplo, se ha
reportado que las SB pueden ingresar en la interfase O/W produciendo la ruptura de la
pelicula interfacial, generando asi carga negativa en la superficie de la gota (Maldonado-
Valderrama, Wilde, Macierzanka y Mackie, 2011; Maldonado-Valderrama y col., 2008;
Torcello-Gémez y col., 2011). Si bien es de esperar que la carga negativa superficial
aumente la repulsidon entre las gotas de aceite, la elevada fuerza idnica del medio de

+

reaccidon y la gran cantidad de cationes presentes (Ca**, Na', K') tendria un efecto
neutralizante de dicha repulsion (McClements, 2015). De esta manera se favorece el
acercamiento de las gotas y su interaccidn, lo que daria lugar a la formacién de fléculos,
gue podria favorecer finalmente el fendmeno de coalescencia (McClements, 2015;
Torcello-Gémez y col., 2011). Una contribucién adicional al incremento observado en el
tamarfio de las gotas de aceite es consecuencia del cambio de pH desde 2,5 (condiciones
gastricas) a 7,0 (condiciones duodenales), que induce a cambios en la carga de la pelicula
interfacial que rodea las gotas de aceite, sobre todo las de origen proteico, que al

atravesar el punto isoeléctrico disminuyen su repulsidén electrostatica, dando lugar a un

aumento en el grado de interacciéon (Singh y Ye, 2013). Por medio de las imdagenes
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obtenidas por microscopia dptica (Figura 1.7) puede corroborarse la existencia de fléculos
y un cierto grado de coalescencia, sin embargo, debido a la dilucién experimentada al
pasar de las condiciones del medio gastrico a las del duodenal, se ve disminuido el
numero de gotas por unidad de volumen, por lo que la concentracion de las gotas de

aceite que se ven en la imagen es inferior respecto a la de la etapa gastrica.
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Figura I.7. Imagenes de microscopia éptica (objetivo: 400 X) antes y durante el proceso de
digestion gastroduodenal in vitro de emulsiones estabilizadas por Blg (a), SPI (b) y E5LV (c).

Una vez finalizada la fase duodenal de la digestidon, la mezcla de reaccién resultante se
centrifugd a 4000 rpm, a 20 °C por 30 minutos (Soler-Rivas y col., 2010), con objeto de

separar el digerido en tres fases: una fase superior (oleosa), un precipitado (compuesto
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principalmente por enzimas y otras proteinas), y una fase acuosa intermedia (mayoritaria)
denominada fase micelar, sobre la cual se determind el tamafio de particula. La
importancia de llevar a cabo esta separacién de fases radica en el interés de conocer
como se distribuyen los compuestos resultantes del proceso digestivo (Fatouros,
Bergenstahl y Mullertz, 2007). La fase micelar comprende las estructuras micelares de SB,
que contienen los productos de la digestidn lipidica, motivo por el cual, su andlisis resulta
de utilidad para evaluar la potencial biaccesibilidad de los productos de la hidrdlisis, sobre
todo cuando se trata de lipidos bioactivos o acidos grasos esenciales, ya que aquellos
productos que se encuentren en dicha fase, seran potencialmente mds bioaccesibles que
aquellos que se encuentren en la fase oleosa o en el precipitado (Moran Valero, 2015). A
modo de ejemplo, en la Figura 1.8 se representa la distribucion tamafio de particula
(expresada en volumen) correspondiente a la fase micelar procedente de la digestién de
la emulsidn de SPI. Se observa, que el diametro promedio de la poblacién mayoritaria se
encuentra en 0,2 um, en concordancia con los resultados representados en la Figura .5,
corroborando que las micelas de SB se aglomerarian en el medio de reaccién formando
grandes vesiculas (Gallier y col., 2012). Determinaciones equivalentes sobre las
emulsiones de PBlg y E5LV digeridas arrojaron resultados similares (resultados no
mostrados), lo que indica que el tamafio de las micelas de SB no se veria influenciado por
la naturaleza del emulsionante.

14 T L | T rorTTTTT T L |
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Figura 1.8. Distribucién del tamafio de particula correspondiente a la fase micelar de la emulsién
estabilizada por SPI.
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1.3.2. Cinética de la lipdlisis: Liberacidn de acidos grasos en el tiempo

La influencia de la naturaleza del emulsificante en la digestibilidad de las gotas de aceite
de la emulsidon fue determinada por medio de la neutralizacién de los acidos grasos
producidos a partir de la accién de la lipasa pancreatica durante la fase duodenal del
proceso de digestion in vitro (Abrahamse y col., 2012; Li y McClements, 2010).

En la Figura 1.9 se muestra la cinética de liberacién de los acidos grasos durante la etapa
duodenal (1h), para cada una de las emulsiones. Para todos los casos se observd un
rapido incremento durante los primeros 10 minutos en el pocentaje de acidos grasos
liberados (% AGL), previo a alcanzar un valor de pseudoequilibrio a tiempos mayores. En
trabajos previos se ha comprobado que al trabajar con suficiente concentracidn de lipasa
pancreatica, su adsorcién a la interfase O/W es casi inmediata a su incorporacién al
medio de reaccion. A raiz de esto, el proceso de lipélisis (que da lugar a la liberacion de
AG) comienza de manera inmediata una vez que se ha incorporado la lipasa pancredtica,
sin evidenciarse la existencia de un periodo de induccion (McClements y Li, 2010; Mun,
Decker y McClements, 2007).

La disminucidon en la velocidad de lipdlisis en el tiempo puede asociarse con la
acumulacién de los productos de reaccion (AG, MG) en la superficie de las gotas de
aceite, que actuan como inhibidores de la lipasa, reduciendo su actividad (Gallier y col.,
2013; Troncoso, Aguilera y McClements, 2012). Debido a que estos productos presentan
actividad interfacial, en condiciones in vitro podrian acumularse en la interfase,
dificultando el acceso de la lipasa, hecho que durante la digestion in vivo seria resuelto
por la presencia de las SB, quienes, en forma de micelas, realizan la continua remocién de
los AG de la interfase garantizando el acceso de la lipasa pancreatica y su déptima

actividad (Reis, Holmberg, Watzke, Leser y Miller, 2009; Troncoso y col., 2012).
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Figura 1.9. Liberacion de los acidos grasos (% AGL) en el tiempo durante la fase duodenal de la
digestidn in vitro de las emulsiones estabilizadas por: Blg (a), SPI (b) y ESLV (c).
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Las curvas experimentales que describen la lipdlisis (Figura 1.9) fueron ajustadas de

acuerdo con el siguiente modelo empirico (Pilosof, Boquet y Bartholomai, 1985):

% AGL (t) = [(% AGL)max*t] / (B + 1) [Ecuaci nl.1]

donde % AGL(t) y (% AGL)nax e refiere al % AGL liberados al tiempo t y al valor donde se
alcanza el pseudoequilibrio, respectivamente y B es el tiempo (min.) necesario para
alcanzar la mitad del (% AGL)max, €s decir (% AGL)max/2.

En la Tabla 1.3 se resumen los valores obtenidos del ajuste. Se puede observar que el valor
maximo de liberacién de Aacidos grasos ((% AGL)max) obtenido para las emulsiones
estabilizadas por SPI (42,5 + 0,3) fue ligeramente inferior al obtenido para las
estabilizadas por E5LV (44,3 + 0,6), mientras que las emulsiones estabilizadas por Blg

arrojaron un valor aproximadamente 50% mayor (65,1 + 0,5).

Tabla I.3. Pardmetros cinéticos que describen la liberacion de AG para cada emulsién, obtenidos
segun el modelo desarrollado por Pilosof y col. (1985).

Emulsionante R? (% AGL)max B (min) Ko"® (1/min) K*¢- 10%(1/min)

Blg 0,9890 65,14°+0,55 2,55+0,09 25,6°+1,1 6,03+ 0,22

SPI 0,9922 42,53°+0,36 1,97+0,08 21,58"+1,05 11,9°+0,6
E5SLV 0,9742 44,36°+0,68 2,76+0,19 16,4°+ 1,4 8,3°+0,6
AGL

De acuerdo con Pilosof y col. (1985), es posible estimar la velocidad inicial (Ko" ) vy la

AGL

velocidad global (K™") del proceso de lipdlisis a partir de los valores de (% AGL)nax Y B:

KOAGL = (% AGL)max / B [Ecuaci n1.2]

KAGL = ((% AGL)max * B)'l [Ecuaci n 1.3]

En base a los resultados obtenidos al aplicar las ecuaciones 1.2 y 1.3 (Tabla 1.3), se puede
concluir que la emulsién estabilizada por SPI mostré la mayor velocidad global de lipdlisis
(KA°Y), seguida por la emulsién estabilizada por E5LV y finalmente por la de Blg que arrojo
un valor que equivale a la mitad que el obtenido para SPI.

Sin embargo, a partir del andlisis de la velocidad inicial del proceso (Ko ) se observa que

los valores aumentan de acuerdo al siguiente orden: Blg > SPI > E5LV (Tabla 1.3). Por lo

111



Cap tulo |

tanto, la emulsion de Blg, que es hidrolizada inicialmente a mayor velocidad (mayor
Ko™°h), es la que produce también la mayor liberacién de acidos grasos durante el proceso
de lipdlisis (mayor (% AGL)max). A una conclusién similar llegaron Li, Hu y McClements
(2011), al encontrar una correlacion directa entre la velocidad inicial de lipdlisis y la
extension del proceso cuando trabajaron con emulsiones de aceite de maiz estabilizadas
por Blg. Sin embargo, en el presente trabajo no se encontré correlacion directa entre los
valores de Ko*®" v (% AGL)max para las emulsiones estabilizadas por SPI y ESLV ya que, si
bien exhibieron valores similares de (% AGL)ny.x, dieron lugar a valores muy diferentes de
Ko*®" (Tabla 1.3).

En base a estos resultados, se puede concluir que, ademas de la velocidad a la cual se
produce la lipdlisis, ya sea velocidad inicial o velocidad global del proceso, existen otros
factores adicionales que determinan la extensién del mismo. Por consiguiente, a

continuacion se analizara el impacto que ejerce el tamafio de las gotas de aceite en el

grado de lipdlisis.

1.4. Analisis de la relacién existente entre el tamaiio de particula/area interfacial con el

grado de lipdlisis

Como se comentd anteriormente, la lipdlisis es una reaccién interfacial en la cual la lipasa
pancreatica debe adsorberse en la interfase O/W para llevar a cabo la conversion de los
TG en AGL y MG (Jédar-Reyes, Torcello-Gémez, Wulff-Pérez, Galvez-Ruiz y Martin-
Rodriguez, 2010; McClements y col., 2010). Por lo tanto, es de esperar que el tamafio de
las gotas de aceite que llegan al intestino delgado impacte en el proceso de lipdlisis. En
base a esto podria pensarse que las gotas de aceite mas pequeiias, al presentar mayor
AlE, generarian una mayor cantidad de sitios disponibles para la adsorcién de la lipasa
dando lugar, por lo tanto, a una mayor extensién del proceso de lipdlisis (Armand y col.,
1992; Bauer, Jakob y Mosenthin, 2005; Helbig, Silletti, Timmerman, Hamer y Gruppen,
2012; Liy col., 2011; Singh y col., 2013).

Sin embargo, la disponibilidad de la lipasa para su adsorcién en la interfase O/W se vera
influenciada por el grado de floculacidon de las gotas de aceite, debido a que cuanto
mayor es el grado de floculacidén de las gotas, menor es el drea interfacial disponible para
su adsorcion. Por lo tanto, el uso del diametro de gota promedio (D3,) no siempre es

representativo de la disponibilidad interfacial para la adsorcién de las moléculas. Por
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ejemplo, si bien con ambas emulsiones proteicas se obtuvieron valores de D3, iniciales
similares (Tabla I.1), los valores de AEIl fueron mayores para las emulsiones estabilizadas
por Blg que para las estabilizadas por SPI, debido a que estas ultimas presentaron un
mayor grado de floculacién (mayor D43). Por tal motivo, para analizar el impacto del
tamafio de gota en los fendmenos que involucran la regién interfacial es conveniente
hacerlo utilizando los valores de AIE, ya que son mds representativos que los valores de
diametro promedio.

Se analizd entonces la correlacion existente entre los valores de AIE inicial de cada
emulsion (Tabla I.1) y los valores de las constantes que describen la velocidad de lipdlisis,
tanto la velocidad inicial o como la velocidad global del proceso (Tabla I.3). A partir de
este analisis se encontrd una relacién lineal entre los valores iniciales de AIE de cada
emulsion y los de la velocidad inicial del proceso de lipdlisis, Ko*°" (Figura 1.10). Los
resultados ponen en relevancia que, independientemente del emulsionante utilizado, el

area interfacial de las emulsiones impacta en la velocidad inicial de la lipdlisis.
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Figura 1.10. Correlacion entre la velocidad inicial del proceso de lipdlisis (Ko*") y el area interfacial
especifica (AEl) obtenida para las emulsiones iniciales.
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En base al mismo criterio, también es logico suponer la existencia de una relacién directa
entre el valor de AIE disponible para la adsorcion de la lipasa y la extension del proceso de
lipdlisis, de manera que las emulsiones que presentan un mayor area interfacial (mayor
AIE) originan, en consecuencia, mayor nimero de AGL durante la lipdlisis (mayor (%
AGL)max). Sin embargo, no se encontré correlacion alguna entre ambos valores, ya sea con
el AIE inicial de cada emulsién, o bien con el valor de AIE al momento previo a incorporar
la lipasa pancreatica, es decir, al final de la etapa gastrica (tgso, Tabla 1.2). Por ejemplo, en
el primero de los casos (AEl inicial), a pesar de que las emulsiones estabilizadas por SPI
presentaron un AIE mucho mayor (mas del 50%) a la obtenida con E5LV, ambas
experimentaron un grado de lipdlisis de similar extension. Por otra parte, considerando
los valores alcanzados al final de la etapa gastrica (tg o), @ pesar de que las emulsiones
estabilizadas por proteinas mostraron similar AIE, no presentaron similitud en los valores
de (% AGL)max. Es por ello que la falta de una correlaciéon entre ambos valores pone en

evidencia la existencia de otros factores que determinan la extension del proceso.
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1.5. Conclusiones

Se puede concluir que la naturaleza del emulsionante que forma la pelicula interfacial
alrededor de las gotas de aceite tiene un impacto directo sobre el comportamiento de las
emulsiones frente a los componentes caracteristicos de la digestiéon. Es asi que se
comprobé que, durante la simulacidn gastrica de la digestidn, las emulsiones estabilizadas
por proteinas fueron mds sensibles a los procesos de desestabilizacidon, en comparacion
con las estabilizadas por HPMC.

Sin embargo para todos los casos, los cambios mas importantes en el tamafio de las gotas
de aceite tuvieron lugar durante la fase duodenal de la digestion. Durante esta ultima se
evidencid la formacién de gotas de gran tamafo como consecuencia de fendmenos de
floculacién/coalescencia, ademas de la presencia, en la distribucion de tamafio en
volumen, de micelas de sales biliares que contienen productos derivados de la hidrélisis
de los triglicéridos.

En cuanto al grado de lipdlisis, las emulsiones estabilizadas por SPl mostraron una
liberaciéon de AG muy inferior a la obtenida para las estabilizadas por Blg y similar al
observado para las emulsiones de E5LV, a pesar de que estas Ultimas son resistentes a la
accién de pepsina en condiciones de digestidn gastrica. Se encontré ademas que el grado
de lipélisis no guarda relacién con el area interfacial potencialmente disponible.

Sin dudas, al ser la lipdlisis un proceso interfacial, la estructura de cada interfase
(determinada en parte por la naturaleza de cada emulsionante) se convierte en un factor
clave a considerar en la busqueda de respuestas que puedan explicar las diferencias
encontradas en el grado de lipdlisis. Es por este motivo que la ingenieria interfacial se ha
convertido en una herramienta clave de estudio, y el nUmero de trabajos que utilizan
tecnologia interfacial se han ido incrementando en los ultimos afios.

En las siguientes secciones se estudiard de forma mas detallada, el impacto de la
composicion de cada interfase en el proceso de digestion interfacial gastroduodenal in
vitro. Para tal fin se utilizaran diferentes técnicas para el estudio del comportamiento de

las peliculas interfaciales durante la digestion.
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I1.1. Introduccion

Al ser la lipdlisis una reaccidn que tiene lugar a nivel interfacial (Reis, Holmberg, Watzke,
Leser y Miller, 2009), resulta de crucial importancia entender cémo impacta la
composicion de la pelicula interfacial en esta reaccién.

Si bien existen numerosos trabajos enfocados en estudiar la digestibilidad de
emulsionantes como las proteinas y, en menor medida los polisacaridos, en su mayoria,
los trabajos se enfocan en estudios de la digestion in vitro de soluciones de estos
emulsionantes y de las emulsiones estabilizadas por los mismos (Guo, Ye, Lad, Dalgleish y
Singh, 2014; Kim y col., 2007; Macierzanka, Sancho, Mills, Rigby y Mackie, 2009; Malaki
Nik, Wright y Corredig, 2010b; Mandalari y col., 2014). Los estudios dedicados a la
digestién interfacial (ya sean sobre interfases aceite/agua o aire/agua) son escasos
debido, en su mayoria, a limitaciones en las técnicas de estudio. La mayor parte de estas
limitaciones se encuentran al momento de evaluar el efecto conjunto de la digestién
gastroduodenal, es decir, evaluar el efecto de la fase duodenal una vez que la pelicula
interfacial ha sido sometida a la fase gdstrica de la digestion. Las técnicas interfaciales
mas tradicionales permiten caracterizar las propiedades mecdnicas de la pelicula
interfacial formada (cinética de adsorcidn del emulsionante y sus caracteristicas
reolégicas). Sin embargo, existen otras técnicas mas modernas que también permiten
evaluar el efecto que presenta la inyeccion de una solucién determinada sobre una
pelicula interfacial formada previamente. Esto se consigue a partir del intercambio de la
subfase, es decir, retirando la subfase original y reemplazandola por la nueva solucidn,
cuyo efecto se desea analizar (Chu y col.,, 2009; Mackie, Gunning, Ridout, Wilde vy
Rodriguez Patino, 2001; Maldonado-Valderrama, Miller, Fainerman, Wilde y Morris,
2010). Sin embargo, soélo es posible evaluar el efecto que presenta la incorporaciéon de un
solo fluido, por ejemplo FGS o FIS, por lo que sélo seria posible simular la etapa/fase
gastrica o duodenal de la digestion de la pelicula interfacial, encontrandose limitaciones
en el andlisis, si lo que se desea es hacer la digestidn gastroduodenal in vitro de forma
secuencial.

Para subsanar estas limitaciones, investigadores pertenecientes al grupo de Fisica de
Fluidos y Biocoloides (Facultad de Ciencias, Universidad de Granada, Granada, Espaia),

han desarrollado un nuevo tensiometro interfacial (OCTOPUS) que permite, por medio de
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intercambios de la subfase, analizar de forma secuencial el efecto de los diferentes fluidos
caracteristicos de la digestion sobre las peliculas interfaciales previamente formadas en
interfases aceite/agua o aire/agua (Maldonado-Valderrama, Torcello-Gémez, del Castillo-
Santaella, Holgado-Terriza y Cabrerizo-Vilchez, 2015). Se utilizé por lo tanto, el
tensiometro interfacial OCTOPUS, a fin de estudiar en forma comparativa el
comportamiento de las peliculas interfaciales formadas por cada emulsionante (Blg, SPl'y
E5LV), durante la digestion gastroduodenal interfacial in vitro. Para ello, en primer lugar
se evalud el efecto de las proteasas digestivas sobre los emulsionantes proteicos. A
continuacion se determind la variacion de los parametros interfaciales a lo largo del
proceso de digestion gastroduodenal in vitro, para obtener asi mayor informacion del
impacto de la presencia de los distintos fluidos digestivos sobre las peliculas interfaciales
formadas con cada emulsionante. El proceso se realizé en 5 etapas de acuerdo con
trabajos previos reportados en la literatura (Maldonado-Valderrama, Gunning, Wilde y
Morris, 2010; Maldonado-Valderrama, Holgado-Terriza, Torcello-Gomez y Cabrerizo-

Vilchez, 2013; Maldonado-Valderrama, Wilde, Mulholland y Morris, 2012).

11.2. Digestion de los emulsionantes proteicos en solucién

Sobre soluciones de los emulsionantes proteicos (2% p/p), se aplicd el protocolo de
digestion gastroduodenal in vitro con objeto de evaluar la actividad de las proteasas
(gastrica y duodenales) sobre cada una de las proteinas. Los digeridos, a continuacion
fueron analizados mediante electroforesis en gel (SDS-PAGE).

La Figura 1.1, muestra el perfil electroforético obtenido para la solucién de lg sometida
al proceso de digestion in vitro. La primera de las calles (Calle 0, Figura Il.1a) corresponde
al resultado de mezclar la solucién proteica con el FGS, en ausencia de pepsina, en la cual
puede distinguirse una banda principal a 18 kDa asociada a la forma monomeérica de la Blg
(Martinez, Carrera Sanchez, Rodriguez Patino y Pilosof, 2009). A su vez, se observa una
banda de mucha menor intensidad en la zona de 14 kDa la cual puede asociarse con la
presencia de o-lactoalbiumina contaminante (Brew, Castellino, Vanaman y Hill, 1970;
Madureira, Pereira, Gomes, Pintado y Xavier Malcata, 2007). Durante el proceso de
pepsindlisis, en presencia de concentraciones fisioldgicas de pepsina (Calles 2-9, Figura
Il.1a), se observo que la banda correspondiente a la Blg permanecid inalterable en todo el

periodo de tiempo estudiado (60 min), indicativo de que la proteina es resistente a la
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actividad de la pepsina en concordancia con los resultados reportados por otros autores
(del Castillo-Santaella, Sanmartin, Cabrerizo-Vilchez, Arboleya y Maldonado-Valderrama,
2014; Macierzanka y col., 2009; Malaki Nik, Wright y Corredig, 2010a). En la zona de 35-
40 kDa, puede distinguirse una pequefia banda que se mantiene durante toda la fase
gastrica de la digestion, la cual puede ser atribuida a la pepsina (Macierzanka y col., 2009;
Mandalari y col., 2014). Contrariamente a lo observado para Blg, la banda
correspondiente a la a-lactoalbumina, desaparece luego de unos pocos minutos bajo
condiciones de digestidon gastrica, lo que indica que esta proteina es susceptible a la
hidrélisis llevada a cabo por pepsina (Guo y col., 2014; Kim y col., 2007). Sin embargo, al
analizar la fase duodenal de la digestidn (Figura Il.1b), se observa que la banda de Blg
permanece durante todo el tiempo de digestion aunque con menor intensidad a la vez
que aparecen bandas difusas en la zona de bajo peso molecular. Este resultado indicaria
que las soluciones de Blg, presentan mayor sensibilidad a las proteasas duodenales que a
la pepsina como han indicado otros autores (del Castillo-Santaella y col.,, 2014;
Macierzanka y col., 2012). Ademds, se observan bandas entre 25-30 kDa que permanecen

durante toda la fase duodenal, las cuales pueden ser atribuidas a tripsina y quimotripsina.
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Figura II.1. Perfil electroforético para una solucién de Blg 2% p/p durante la digestidn
gastroduodenal in vitro: (a) Etapa gastrica y (b) Etapa duodenal. PM: Patréon de pesos moleculares;
Linea 0: Solucidn de Blg con FGS; Lineas 1-8: solucidn de Blg con FGS en presencia de pepsina
incubada por 0,5; 1; 2; 5; 10; 20; 40 y 60 minutos respectivamente. Lineas: 9-17: solucién de Blg
con FIS en presencia de tripsina y quimotripsina incubada por 0; 0,5; 1; 2; 5; 10; 20 y 60 minutos
respectivamente.

El perfil electroforético obtenido para la soluciéon de SPI sometida al proceso de digestion
gastroduodenal se muestra en la Figura I.2. En la calle O (Figura 1l.2a) se observa el
resultado correspondiente de mezclar la soluciéon de SPI con el FGS, en la cual pueden
distinguirse diferentes bandas asociadas con las subunidades constitutivas de esta
proteina. El perfil electroforético obtenido presenta similitud con el reportado por Malaki
Nik, Wright y Corredig (2011), a partir del cual es posible identificar las diferentes
unidades correspondientes a la B-conglicinina (o, a” y B) y a la glicinina (subunidad acida
(A) y subunidad basica (B)) (Petruccelli y Afidn, 1995; Pizones Ruiz-Henestrosa, Martinez,
Patino y Pilosof, 2012). Respecto a los resultados de la pepsindlisis de la solucién de SPI
(Calles 1-8, Figura 11.2a), puede deducirse que esta proteina presenta mayor sensibilidad a
la actividad de la proteasa que la Blg al mostrar una importante reduccién en la
intensidad de las bandas caracteristicas en el tiempo de digestiéon, a la vez que se
identifica la aparicidn de nuevas bandas en la zona de menor peso molecular, que pueden

ser asociadas a la formacidon de pequefios péptidos. De hecho, las bandas
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correspondientes a las subunidades a, o', A y B, desaparecen hacia el final de la etapa

gastrica (calles 7-8, Figura Il.2a).
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Figura I1.2. Perfil electroforético para una solucion de SPI 2% p/p durante la digestién
gastroduodenal in vitro: (a) Etapa gastrica y (b) Etapa duodenal. PM: Patréon de pesos moleculares;
Linea 0: Solucidon de SPI con FGS; Lineas 1-8: solucién de SPI con FGS en presencia de pepsina
incubada por 0,5; 1; 2; 5; 10; 20; 40 y 60 minutos respectivamente. Lineas: 9-17: solucion de SPI
con FIS en presencia de tripsina y quimotripsina incubada por 0; 0,5; 1; 2; 5; 10; 20 y 60 minutos
respectivamente.

En la fase duodenal (Figura 11.2b) se observa que la banda de 47 kDa reduce su intensidad
a lo largo del tiempo de digestién, a la vez que algunas bandas difusas aparecen en la
zona de menor peso molecular, indicando la actividad de la proteasas duodenales sobre
los productos provenientes de la pepsindlisis previa, aunque de todas maneras, los

cambios no fueron tan evidentes como en la fase gastrica.
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11.3. Digestion interfacial de la pelicula formada por cada emulsionante

La digestion interfacial se evalué a partir de la evoluciéon de la tension interfacial (y) a lo
largo del tiempo, a medida que la pelicula interfacial es sometida a las distintas etapas del
proceso de digestion in vitro (Figuras 11.3-11.5). Por otra parte, también se determind la
variacion del mdédulo dilatacional interfacial (Figura 11.6) a lo largo de dichas etapas. En la
Tabla 1.1 se presentan los valores de y en el pseudoequilibrio (al alcanzar valores de y
practicamente constantes) y del mddulo dilatacional interfacial obtenido al final de cada

etapa de la digestidn.

11.3.1. Etapa control: Formaci n de la pel cula interfacial con el emulsionante

La primera etapa del proceso (etapa control) consiste en la formacion de una gota
pendiente con soluciéon de emulsionante (1 %) en la cubeta de vidrio que contiene el
aceite de girasol purificado, utilizado como fase oleosa. De esta manera se crea la
interfase O/W que permitirad la formacion de la pelicula interfacial de emulsionante, que
en las etapas sucesivas se sometera al proceso de digestidon gastroduodenal in vitro.

En el caso de las proteinas (Figura I.3 (Blg) y Figura 1.4 (SPI)) se observé una continua
disminucion de los valores de vy, indicativo de que con el tiempo aumenta la cantidad de
proteinas que se adsorben en la interfase O/W creada (Damodaran y Kinsella, 1990;
Murray, 2011; Rodriguez Nifio, Sdnchez, Pizones Ruiz-Henestrosa y Rodriguez Patino,
2005). Este comportamiento corrobora la actividad interfacial reportada en la literatura
para estos emulsionantes (Malaki Nik y col., 2011; Maldonado-Valderrama y col., 2008;
Palazolo, Mitidieri y Wagner, 2003). En ambos casos se observd un comportamiento
similar, distinguiéndose dos regiones: una primera en la que se produce un descenso
rapido de v, seguida de otra region donde el valor de y disminuye de una forma mucho
mas lenta (del Castillo-Santaella y col., 2014). Como ya indicd MacRitchie (1989), el
proceso de adsorcion interfacial de macromoléculas complejas como las proteinas tiene
lugar en diferentes etapas: En primer lugar, se produce la difusion de las moléculas
proteicas desde el seno de la subfase hacia la interfase; a continuacién ocurre la
penetracién del emulsionante en la interfase, responsable de la gran disminucidn inicial
de y. Como ultima etapa, se produce el reordenamiento de estas macromoléculas
adsorbidas en la interfase, mediante el cual estas exponen los grupos polares a la fase

acuosa y los no polares a la fase oleosa, responsables de la menor tasa de disminucién de
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v registrada a tiempos mayores. El comportamiento obtenido en ambos casos es
caracteristico de este tipo de moléculas (del Castillo-Santaella y col., 2014; Maldonado-
Valderrama y col., 2013) presentando una cinética de adsorcion interfacial muy diferente
a la reportada para moléculas mds simples y pequefias como las sales biliares o los
polisorbatos (Tween 20 o Tween 80), con los que se alcanzan valores constantes de y en
cortos periodos de tiempo (Kerwin, 2008; Rodriguez Nifio y Rodriguez Patino, 1998;
Torcello-Gomez, Maldonado-Valderrama, Jodar-Reyes, Cabrerizo-Vilchez y Martin-
Rodriguez, 2014). A tiempos mayores (4500 s), a medida que la interfase se va saturando
con las moléculas de emulsionante adsorbidas, la variacidon de y comienza a ser mucho
menor. En esta instancia se puede hablar de la existencia de una barrera energética para
la adsorcion de la proteina, de forma que la capacidad de estas para crear un espacio en
la pelicula, penetrar en ellay, posteriormente, reordenarse, se convierte en el mecanismo
controlante del proceso de adsorcién (McClements, 2015; Pizones Ruiz-Henestrosa,

2008).

I ! I ! I ! I ! I ! I ! I ! I ! I ! I
1 Intercambio por 1
22 - FIS 1 .

20 -_ CONTROL / Intercambio por _.
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DES j

v (mN/m)
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Figura I1.3. Variacién de la tensién interfacial (y) en el tiempo a 37 °C durante el proceso de
digestion gastroduodenal in vitro de la pelicula formada por Blg en la interfase O/W.
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Si bien el comportamiento de ambas proteinas es similar, los valores de y alcanzados por
la pelicula de SPI fueron menores a los obtenidos por la pelicula de Blg hacia el final de la
etapa (Tabla II.1), lo que refleja una mayor actividad interfacial de las proteinas de soja.
Esta diferencia podria ser consecuencia de diferencias en la funcionalidad de las
moléculas, por ejemplo en su hidrofobicidad (Martin, Grolle, Bos, Stuart y van Vliet,
2002), o bien puede asociarse también con diferencias en la flexibilidad molecular ya que
cuanto mas flexible es una proteina, menor es el valor de y que puede alcanzar durante
su adsorcién interfacial (Benjamins, Lyklema y Lucassen-Reynders, 2006). Ademas, es
importante recordar que el aislado proteico de soja utilizado en el presente trabajo se
encuentra desnaturalizado térmicamente y, como ya se ha reportado antes, las
modificaciones estructurales de las proteinas de soja (como por ejemplo su
desnaturalizacién) aumentan su flexibilidad molecular mejorando, por lo tanto, sus
propiedades interfaciales (Martinez, Carrera Sanchez, Pizones Ruiz-Henestrosa, Rodriguez
Patino y Pilosof, 2007).

A diferencia de lo visto con las proteinas, la adsorcion interfacial obtenida para E5LV
(Figura 11.5) fue mucho mas rapida, caracterizandose por alcanzar un valor de y contante a
los pocos minutos de iniciada la adsorcién. Este comportamiento ya ha sido descripto
antes por Camino, Pérez, Sanchez, Rodriguez Patino y Pilosof (2009) y la diferencia con
respecto al comportamiento observado para las proteinas puede atribuirse a su menor
complejidad estructural, menor peso molecular y su excelente actividad interfacial, que
permite que las moléculas de HPMC alcancen la interfase en cortos periodos de tiempo
(Beverung, Radke y Blanch, 1999; Camino, Sanchez, Rodriguez Patino y Pilosof, 2011;
Dickinson, 2003; Torcello-Gémez y col., 2011).

Ha sido reportado en numerosos articulos, que la complejidad estructural de las proteinas
se debe a la naturaleza de los aminodcidos que las conforman. Al tratarse de sustancias
anfifilicas, en solucién adoptan estructuras tridimensionales complejas, de modo que los
grupos hidrofdbicos quedan recluidos al interior de la macromolécula, mientras que los
grupos mas hidrofilicos, por su naturaleza quedan en contacto con la fase acuosa
circundante (Stoker, 2015). Pero en la interfase que se genera entre dos liquidos
inmiscibles (en este caso entre el aceite de girasol y el agua), las proteinas se adsorben y
cambian su conformacién, dependiendo de su peso molecular, la flexibilidad de la

molécula, el grado de hidrofobicidad, la carga, etc. (Miller y col., 2013; Mitropoulos,
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Mutze y Fischer, 2014). Lo cierto es que, debido a los numerosos cambios
conformacionales que experimentan las proteinas en la interfase, normalmente
requieren de mayor tiempo para alcanzar las condiciones de pseudoequilibrio, (Bos y van
Vliet, 2001; del Castillo-Santaella y col., 2014).

Respecto a los valores de E obtenidos al final de esta etapa (Figura 11.6), se observa que
las proteinas forman peliculas interfaciales mds eldsticas (mayores valores de E) que las
formadas por las moléculas de E5LV, lo cual refleja el mayor grado de interaccién entre

las moléculas de proteina adsorbidas en la interfase (Murray, 2011).

11.3.2. Etapa FGS: Digesti n g strica de la pel cula interfacial

Luego de 60 minutos de iniciada la etapa control se procedié a realizar el primer
intercambio de la subfase. El mismo consistié en la incorporacion del FGS en presencia de
concentracion fisioldgica de pepsina a modo de llevar a cabo la etapa gdstrica de la
digestion in vitro sobre la pelicula interfacial.

Sin embargo, antes de proceder al intercambio de la subfase, se verific6 que cada
emulsionante se adsorbiera en la interfase O/W de forma irreversible (resultados no
mostrados). Para ello se formd una gota con la soluciéon acuosa del emulsionante dentro
de la fase oleosa y luego de 90 minutos se realizo el intercambio de la subfase con agua
bidestilada (mismo medio con el que se prepard la solucidon de emulsionante) a modo de
no inducir cambios en el pH o en las condiciones idnicas del medio. De esta forma se pudo
corroborar la irreversibilidad en la adsorcion de las moléculas de emulsionante, ya que no
se observaron cambios en los valores de y ni en los de E. De esta manera, puede
descartarse que los cambios que tengan lugar luego de los sucesivos intercambios de la
subfase sean consecuencia de las perturbaciones producidas en cada pelicula por el
proceso de intercambio en si mismo. Beverung y col. (1999) han mostrado que la
irreversibilidad con la que se adsorben algunas macromoléculas en la interfase O/W es
atribuible a la presencia de grupos hidréfobos (por ejemplo, aminoacidos hidréfobos)
que, al presentar una gran afinidad por la fase oleosa, incrementan la estabilidad de la
conformacion desplegada de las macromoléculas.

Volviendo a la simulacidon de la etapa gastrica, los cambios mas importantes de y se
observaron para las peliculas interfaciales formadas por proteinas (Figura 11.3 (Blg) y

Figura 11.4 (SPI)), donde la tensién interfacial, alcanzé un valor de 14,5 y 11,4 mN/m, al

128



Cap tulo Il

final de la etapa, para las peliculas formadas por Blg y SPI, respectivamente (Tabla I1.1).
Tales cambios pueden estar asociados a la actividad de la pepsina sobre las proteinas
adsorbidas en la interfase O/W (Maldonado-Valderrama y col., 2013; Maldonado-
Valderrama y col.,, 2012). Macierzanka y col. (2009) han investigado el efecto que
presenta el FGS (en presencia de pepsina) sobre peliculas formadas en interfases O/W,
utilizando aceite de oliva como fase oleosa. En este caso, las peliculas interfaciales de
origen proteico (Blg y B-caseina) también experimentaron un aumento en los valores de y
al exponerlas a las condiciones de digestion gastrica. Esto se atribuyd a la degradacion de
la proteina adsorbida, que da como resultado una disminucién de la cobertura interfacial,
es decir, un incremento en la superficie expuesta entre el aceite y el agua. Resultados
similares observaron del Castillo-Santaella y col. (2014), concluyendo que al adsorberse
las moléculas de Blg en la interfase, estas exponen sitios activos para que la pepsina lleve
a cabo la protedlisis. Ademas, corroboraron que los pulsos eléctricos modifican la
estructura y la conformacion de la proteina, aumentando su hidrofobicidad superficial, en
consecuencia su grado de desplegamiento y por ende la susceptibilidad a la pepsina.
Estos resultados demuestran que, si bien las moléculas de Blg son estables en presencia
de pepsina cuando se encuentran en solucidn (Figura 1l.1), la desnaturalizacién interfacial
que tiene lugar cuando la proteina se adsorbe en la interfase aumenta su susceptibilidad
a la protedlisis, fendmeno que también fue evidenciado por otros autores (del Castillo-
Santaella y col., 2014; Malaki Nik y col., 2010b; Singh y Ye, 2013), quienes indicaron que el
despliegue interfacial de la proteina origina la exposicion de grupos sensibles a la
actividad de la pepsina que, de lo contrario (cuando la proteina se encuentra en solucion)
se encontrarian recluidos en el interior de la estructura globular.

Por el contrario, los efectos fueron menos evidentes para la pelicula formada por E5LV
(Figura I1.5), donde se observé una disminucidn instantanea en el valor de vy al inicio de la
etapa que se mantuvo constante hasta el final de la misma. Este resultado concuerda con
el hecho de que las moléculas de HPMC no son hidrolizadas por la pepsina (Fathi, Martin
y McClements, 2014; Mudgil y Barak, 2013), y ademds guarda relacién con el
comportamiento de las emulsiones estabilizadas por E5LV, que presentaron un cierto
grado de desestabilizacién al inicio de la fase gastrica de la digestidn in vitro, aunque la
distribucién de tamafo de gota se mantuvo constante durante el tiempo restante
(apartado 1.3.1).
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Figura I1.4. Variacion de la tensién interfacial (y) en el tiempo a 37 °C durante el proceso de
digestidn gastroduodenal in vitro de la pelicula formada por SPI en la interfase O/W.

Con respecto al comportamiento reolégico interfacial de estas peliculas al finalizar esta
etapa, practicamente no se observd cambio en los valores de E (respecto a la etapa
control) para la pelicula interfacial de SPI, lo que sugiere que la hidrélisis llevada a cabo
por pepsina no afectaria a la elasticidad de esta pelicula. Sin embargo, se observd un
aumento de E para la pelicula formada por Blg (Figura 1.6). No obstante, Maldonado-
Valderrama y col. (2013) reportaron que las peliculas de Blg formadas en interfases O/W
(usando aceite de oliva como fase oleosa) experimentaron una pequeia disminucion en
los valores de E cuando se sometieron a las condiciones de digestién gastrica,
posiblemente debido a la ruptura de las uniones entre las moléculas, originados por la
pepsina. Esta diferencia puede deberse, en parte, a diferencias en las condiciones del

medio de reaccidn, ya que ellos emplearon solo una solucidén de NaCl para simular las
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condiciones de digestidon gdstrica, mientras que en este trabajo se ha empleado un FGS
cuya composicion es mucho mas compleja (apartado 2.4.1, materiales y métodos). Como
se ha reportado previamente, cambios en la composicidén de sales o en la fuerza idnica del
medio acuoso, afectan el cardcter elastico de las peliculas interfaciales (Maldonado-
Valderrama, Miller, y col., 2010; Singh y col., 2013). Es posible, que en el presente trabajo
el efecto de las sales y la fuerza idnica haya podido enmascarar la hidrélisis interfacial de
la pelicula de Blg y, en consecuencia, el apantallamiento de las cargas podria favorecer la
interaccidon entre las moléculas, lo que daria lugar a los incrementos en E observados
(Figura 11.6). En un trabajo previo Roth, Murray y Dickinson (2000) han demostrado que el
apantallamiento de las cargas superficiales promueve el incremento en la cohesividad de
las peliculas interfaciales, obstaculizando la penetracion de los surfactantes de bajo peso
molecular en la interfase. Por el mismo motivo, al disminuir la repulsion electrostatica
entre moléculas, el apantallamiento de cargas podria favorecer el acercamiento y la
posterior interaccidon de las gotas de aceite en las emulsiones estabilizadas por Blg,
conduciendo a un incremento en el didmetro promedio de las gotas de aceite a lo largo
de la etapa gastrica (Tabla 1.2) (Kim, Decker y McClements, 2002; Tcholakova, Denkov,
Sidzhakova y Campbell, 2006; Wooster y Augustin, 2007). Sin embargo, Maldonado-
Valderrama y col. (2013) también han observado que, aunque las peliculas interfaciales
formadas por B-caseina experimentan aumentos en los valores de vy tras la pepsindlisis, a
diferencia la pelicula de Blg, también reportaron incrementos en los valores de E, los
cuales fueron atribuidos al mayor grado de interaccidén entre los péptidos resultantes de
dicha protedlisis.

Para la pelicula formada por E5LV, los valores de E permanecen casi sin cambios respecto
a la etapa control, lo que sugiere que el grado de interaccidn entre las moléculas de
HPMC adsorbidas en la interfase no se veria afectado por las condiciones de digestidn
gastrica. La HPMC, ademas de ser resistente a la accion de la pepsina (Jin, Xia, Jiang, Zhao
y He, 2009; Mudgil y col., 2013), es un polisacarido no iénico cuyas soluciones presentan
igual carga (y magnitud) a pH cercano a la neutralidad (pH 6,0) que a pH acido (pH 3,0)
(Camino y Pilosof, 2011), lo que sugiere que el grado de interaccién tampoco deberia
verse afectado por los cambios de pH de 7,0 (etapa control) a 2,5 (etapa gastrica). Estos

resultados guardan relacion con el comportamiento observado para las emulsiones
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estabilizadas por E5LV, que en presencia del FGS no registraron cambios en la distribucidn

de tamanfio de gota de aceite (Figura 1.4).

11.3.3. Etapa FIS 1 de digestion duodenal de la pelicula interfacial: Prote lisis duodenal

En el caso de las peliculas proteicas, se llevé a cabo a continuacién, el intercambio de la
subfase resultante de la etapa anterior por el FIS en presencia de las proteasas
duodenales (tripsina y quimotripsina) en concentraciones fisiolégicas. Este proceso se
realizd solo con las peliculas de origen proteico (y no con las de HPMC) con el objetivo de
simplificar el método y acortar el tiempo de duracién de la medicién, al menos para la
pelicula de E5LV, dada su conocida resistencia a la accion hidrolitica de las proteasas
duodenales quienes, por su naturaleza, solo actuan sobre las proteinas (lkeda y Kusano,
1983).

Tras la incorporacion del FIS 1, la tensidn interfacial experimentd un pequefio incremento
en ambas peliculas interfaciales (Figura I.3 (Blg) y Figura I.4 (SPI)), alcanzando un valor
final de 15,5 mN/m en ambos casos (Tabla Il.1). Esto sugiere que la hidrdlisis de la pelicula
interfacial que llevan a cabo las proteasas duodenales (tripsina y quimotripsina), conlleva
a una disminucién de la cobertura interfacial, aumentando asi el drea expuesta entre el
aceite y el agua, algo similar a lo observado en la etapa anterior, en presencia de la
pepsina. del Castillo-Santaella y col. (2014) han atribuido los aumentos de y que
observaron tras la protedlisis de la pelicula interfacial, llevada a cabo por proteasas
duodenales a la disminucidn del espesor de la pelicula ya que al ser solubles, los péptidos
mas pequenos producidos en la protedlisis, podrian ser desorbidos de la interfase y pasar
asi al seno de la solucion. Por otra parte Shimizu, Saito y Yamauchi (1985) sugirieron que
las peliculas interfaciales formadas por Blg aumentan su flexibilidad molecular al pasar de
pH 3 a pH 7, lo que podria dar lugar a la mayor exposicidon de grupos funcionales a las
proteasas duodenales, aumentando de esta forma su susceptibilidad a la protedlisis.
Respecto a los valores de E (Figura 11.6), en ambos casos se observé un descenso en el
mismo, indicando que la pelicula interfacial resultante es menos compacta. Esta
reduccion, aunque poco significativa, también es indicativo de la degradaciéon de la
pelicula interfacial llevada a cabo por las enzimas duodenales, que da lugar a la formacion
de péptidos de menor peso molecular, alguno de los cuales podrian desorberse de la

interfase, como se ha comentado antes.
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Tabla Il.1. Tensidn interfacial (y) y médulo dilatacional interfacial (E) obtenidos al final de cada
una de las etapas (mN/m).

Etapas Blg SPI E5LV

Y E Y E Y E
Control 12,6°+0,3 24,6°+25 9,5°+04 24,3°+2,7 11,28°+0,7 7,1°+0,1
FGS 145¢1,1  30,3°+1,7 11,4°+0,8 23,6°+12 10,05+0,6 6,9+0,5

FIS1 15,5°+0,3 25,6°+2,3 157°+0,2 20,3°+2,5
FIS 2 7,5°+0,1 56°+1,2 2,6°+0,1 4,99+0,9 355°+02 16°%0,7
DES 12,8°+0,2 823°+12 56°+02 96°+29 7,3°+03 4,6°%0,2

11.3.4. Etapa FIS 2 de digestion duodenal de la pelicula interfacial: Lip lisis duodenal

En esta etapa se llevod a cabo el proceso de lipdlisis duodenal, utilizando concentraciones
fisiolégicas de lipasa pancredtica y sales biliares (SB). Al igual que lo observado
previamente durante la digestion in vitro de las emulsiones (Capitulo ), los cambios mas
importantes se han observado en las condiciones de lipdlisis duodenal en concordancia
con lo observado por otros autores (Lesmes y McClements, 2012; Malaki Nik y col., 2011;
Sarkar, Goh, Singh y Singh, 2009; Singh y col.,, 2013). La magnitud de los cambios
observados en los pardmetros interfaciales se puede asociar a numerosos fenémenos que
tienen lugar durante esta etapa de la digestidn, entre los que se encuentran: la adsorcion
de las SB a la interfase; su interaccién con la pelicula interfacial parcialmente digerida,
adsorcién y actividad enzimatica (lipasa pancreatica), cambio de las cargas superficiales,
acumulacién de los productos de la reaccidén, etc. que, en definitiva, dan como resultado
una interfase de caracteristicas mucho mas complejas.

En concordancia con del Castillo-Santaella y col. (2014), se observdé una importante
disminucion en los valores de vybajo las condiciones de lipdlisis duodenal,
independientemente de la naturaleza de la pelicula interfacial (Tabla II.1). Maldonado-
Valderrama y col. (2013) y Torcello-Gomez y col. (2014) indicaron que la disminucién en
los valores de y que tiene lugar durante la lipdlisis interfacial puede dividirse en dos
regiones: una importante disminucidn al principio, es decir ni bien se inicia esta etapa,
seguida por una disminucién mucho mas gradual de y, que se mantiene hasta el final del
proceso, alcanzando un valor de pseudoequilibro. La gran disminucidn inicial, que tiene
lugar en cuestién de segundos, puede asociarse a la rapida penetracién de las SB,
surfactantes bioldgicos caracterizados por su gran actividad interfacial, que por su
pequeiio tamafio serian capaces de penetrar las peliculas interfaciales, cubrir la interfase
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O/W y en consecuencia, originar los descensos de y observados (Golding y col., 2011;
Mackie y col., 2001; Malaki Nik y col., 2011; Maldonado-Valderrama, Wilde, Macierzanka
y Mackie, 2011; Maldonado-Valderrama y col., 2008; Sarkar y col., 2009). Por otra parte,
de disminucidn mas lenta de y observada a tiempos mayores estaria asociada con el
proceso de lipdlisis, que da lugar formacién de AGL (producto de la digestion de lipidos)
que por su naturaleza anfifilica, contribuyen a esa disminucién de vy, pero de una forma
mas gradual (Reis y col., 2009; Sarkar, Horne y Singh, 2010). Finalmente, a tiempos
mayores la saturacién interfacial causada por la acumulacién de moléculas (SB y AGL)
tiene un efecto inhibitorio en la actividad de la lipasa pancreatica (por impedimentos
estéricos), y como consecuencia y permanece casi sin cambios hacia el final de la etapa.
Esta conclusién guarda relacidon con los resultados observados durante la fase duodenal
de la digestidon in vitro de las emulsiones, mas precisamente con las curvas de lipdlisis
(Figura 1.9), donde se observé que luego de 10 minutos, el incremento en el nimero de
AGL (% AGL) disminuyd considerablemente como consecuencia de su acumulacion en la
interfase, resultados que también fueron observados por otros autores (Espinal-Ruiz,
Parada-Alfonso, Restrepo-Sanchez, Narvdez-Cuenca y McClements, 2014; McClements y
Li, 2010; Mun, Decker y McClements, 2007).

Por otra parte, puede observarse en la Figura 1.6 la gran reduccién en los valores de E,
indicativo de que la estructura interfacial resultante es menos compacta. Posiblemente, a
consecuencia de la hidrdlisis de la pelicula interfacial, la penetracion de las SB v, la
acumulacién de los productos resultantes de la lipdlisis se produce una disrupcién de
cada pelicula interfacial que afecta el grado de interacciéon entre las moléculas
adsorbidas.

Este gran descenso de los valores de E guarda relacidon con los altos grados de
desestabilizacidon observados para todas las emulsiones bajo las condiciones que simulan
a la etapa duodenal de la digestién in vitro (Figura 1.5), ya que cuanto menos elastica es la
pelicula interfacial que forma un emulsionante, menor es la estabilidad de la emulsién
resultante (Maldonado-Valderrama vy col., 2013; Tadros, 2013). Sin embargo, a pesar del
cambio observado, si se compara el resultado obtenido para las peliculas proteicas resulta
que, el sistema formado por Blg experimentd el mayor descenso del valor de E en
comparacion con los resultados de SPI, con respecto al valor obtenido al final de la etapa
anterior (Etapa FIS 1). Este resultado, guarda relacion con el mayor grado de
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desestabilizacidon observado para las emulsiones estabilizadas por Blg, en comparacion

con las estabilizadas por SPI, cuando fueron sometidas a la fase duodenal de la digestion

in vitro (Figura 1.5). Estos resultados podrian indicar que la pelicula de Blg seria mas

afectada por la penetracidn de SB, quienes dificultan la interaccidon entre las moléculas de

emulsionante adsorbidas, o bien, por el mismo motivo, por el mayor nimero de AGL

generados, lo que concuerda con el % AGL observado durante la fase duodenal de la

digestién in vitro de las emulsiones, donde la emulsién estabilizada por Blg presenté

mayor % AGL que la emulsidn de SPI (Figura 1.9).
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Figura II.5. Variacién de la tensién interfacial (y) en el tiempo a 37 °C durante el proceso de
digestidn gastroduodenal in vitro de la pelicula formada por E5LV en la interfase O/W.

tiempo (s)

18000

En términos generales, los resultados obtenidos en esta etapa demuestran la formacion

de una interfase mas fluida, de composicidon heterogénea que debido a los numerosos

procesos que tienen lugar, resulta de caracteristicas muy complejas.
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11.3.5. Etapa DES: Desorci n interfacial

La ultima etapa (desorcidn (DES)) consiste en el intercambio de la subfase por el FIS solo,
en ausencia de biomoléculas, con objeto de realizar la remocién de cualquier material
adsorbido de manera reversible en la interfase: ya sean SB, enzimas, productos de
reaccion (AGL, MG), etc., sin producir cambios de pH o de fuerza idnica que conlleven a
una errénea interpretacion de los resultados y poder obtener, de esta manera, las
caracteristicas del film interfacial remanentes tras pasar por todo el proceso de digestiéon
gastroduodenal in vitro (Maldonado-Valderrama y col.,, 2013; Torcello-Gomez y col.,
2014).

Se observd un incremento en los valores de v, en todos los casos, lo que en principio
indicaria que ha tenido lugar la remocidon de productos (en diferente grado) de cada
interfase, generando como resultado una interfase O/W mas desprotegida de moléculas
interfacialmente activas, lo que se traduce en un aumento de tension interfacial (del
Castillo-Santaella y col., 2014) (Figuras 11.3- 11.5).

En la Tabla I.1 se observan los valores finales que alcanzaron los pardmetros interfaciales
(yy E), indicando que, luego del proceso de desorcidon, permanecen (en todos los casos)
trazas de material adsorbido en la interfase, ya que si hubieran sido removidos en su
totalidad, los valores de estos parametros deberian coincidir con los de la interfase O/W
pura, en ausencia de emulsionante (Bellesi, Pizones Ruiz-Henestrosa y Pilosof, 2014).
Previamente, algunos autores han estudiado el grado de irreversibilidad con el que se
adsorben diferentes componentes involucrados en el proceso de lipdlisis. Maldonado-
Valderrama y col. (2013) han demostrado, en experimentos similares de adsorcion
secuencial, la reversibilidad en la adsorcién de moléculas de SB en interfases formadas
por aceite de oliva y agua. Tras permitir la adsorcion de las SB, en la subsiguiente etapa de
desorcién, corroboraron una remocidon completa, al observar que los valores de y
alcanzaron un valor igual al correspondiente a la interfase O/W pura. Por otra parte,
Torcello-Gémez y col. (2011) concluyeron también que, a diferencia de las SB, la lipasa
pancreatica se adsorbe de manera irreversible, de modo que no se generan cambios de y
cuando se lleva a cabo la etapa de desorcién. Por el mismo motivo concluyeron que, en
ausencia de SB, no tendria lugar la formacion de productos de lipdlisis, ya que de lo

contrario serian retirados de la interfase en diferente grado, pudiendo originar algln
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aumento en y durante la desorcidn. Sin embargo, se han reportado cambios durante la
desorcion de una mezcla de ambos componentes (lipasa pancredtica en presencia de SB)
donde los valores de y aumentaron hasta alcanzar valores finales intermedios entre los
correspondientes a una solucion de SB y de lipasa, como consecuencia de la presencia de
productos de la lipdlisis que quedan adsorbidos en la interfase de forma irreversible
(Maldonado-Valderrama y col., 2013). De esta manera, se deduce de estos resultados el
rol fundamental de la presencia de las SB en la actividad de la lipasa pancredtica en
concordancia con Ye, Cui y Singh (2010) quienes reportaron que la lipdlisis que tiene lugar

sobre glébulos de grasa lactea se incrementd significativamente en presencia de SB.
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Figura I1.6. Variacién del médulo dilatacional interfacial (E) durante el proceso de digestion
gastroduodenal in vitro a 37 °C de la pelicula formada por: Blg (m), SPI (e), y ESLV (A) en la
interfase O/W.

Por lo tanto, se podria emplear el grado en el que aumenta el valor de y, después de
realizar la desorcidn, como un indicativo de la resistencia que ofrece cada pelicula
interfacial a la remocién de los materiales adsorbidos que a su vez son inhibitorios del
proceso de lipdlisis. Teniendo en cuenta esto, aquellas peliculas interfaciales que
experimentan los mayores aumentos de vy indicarian la mayor facilidad para llevar a cabo

la remocién de estos materiales, mientras que por el contrario, aquellos casos que dan
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lugar a menores aumentos de y podrian asociarse a la mayor dificultad para la eliminacién
de estos materiales durante la desorcién. Teniendo en cuenta este criterio, se analizé la
variacion que experimento la tensidn interfacial durante esta etapa. Es asi que se observo
que la pelicula formada por Blg es la que experimentd un mayor aumento de v (Yfinal =
12,8 mN/m), seguida por la pelicula de E5LV (yfina = 7,3 mN/m) y finalmente por la de SPI
(Yfinal = 5,6 mMN/m), lo cual podria indicar que los productos inhibitorios de la lipdlisis
serian eliminados en mayor medida de las peliculas formadas por Blg, seguido de las
peliculas de E5LV y finalmente en las formadas por SPI. Este resultado guarda relacién con
los resultados obtenidos durante el anadlisis del grado de lipdlisis ((% AGL)max), discutidos
en el capitulo | (Figura 1.9), donde las emulsiones estabilizadas por Blg fueron las que
experimentaron el mayor % AGL durante la etapa duodenal, seguida por las estabilizadas

por E5LV y finalmente por las emulsiones formadas por SPI.

En base a estos resultados, podria pensarse que el logro de una lipdlisis reducida estaria
relacionado con la menor remocidn de los productos de la digestion adsorbidos en la
interfase.

Respecto a los valores de E (Figura 11.6) obtenidos en dicha etapa, se observd un
incremento en relacién a la etapa de lipdlisis (Etapa FIS 2), pero los valores se
mantuvieron bajos en todos los casos, lo cual es indicativo de que ninguna de las peliculas
recupera su integridad tras el proceso de digestién gastroduodenal.

A partir del analisis de peliculas interfaciales de PBlg sometidas a pulsos eléctricos, del
Castillo-Santaella y col. (2014) comprobaron la persistencia de los valores bajos de E tras
el proceso desorcién, lo que indicaria la permanencia de productos resultantes de Ila
lipdlisis, como los AGL, que no han sido removidos y, en consecuencia, dificultan la

formacién de una pelicula elastica.
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11.4. Conclusiones

A partir de la utilizacién del tensidmetro interfacial OCTOPUS, se pudo determinar el
efecto de la digestion gastroduodenal sobre peliculas interfaciales formadas con distintos
tipos de emulsionantes en la interfase O/W. Los resultados discutidos en el presente
capitulo indican que las caracteristicas de la estructura interfacial impactan en el proceso
de digestidn interfacial, tanto en la etapa gastrica como en la duodenal.

Durante la fase gdastrica se comprobd una mayor resistencia de la pelicula formada por
E5LV en comparacioén con las de origen proteico, en las cuales, a causa de la protedlisis, se
produjo una reduccién de la cobertura interfacial. Estos hechos guardan relacién con la
mayor estabilidad de las emulsiones formadas por E5LV bajo las condiciones de digestion
gastrica, en comparacién con las estabilizas por proteinas. Por otra parte, se corrobora el
hecho de que el cambio conformacional que tiene lugar cuando la Blg se adsorbe en la
interfase, incrementa su susceptibilidad a la actividad de la pepsina. Este hecho indica
gue el control conformacional de las macromoléculas podria utilizarse para manipular su
resistencia a las enzimas digestivas.

Sin embargo, los cambios mas importantes se registraron durante la lipdlisis duodenal, en
concordancia con el comportamiento de las emulsiones durante la digestién, que da
como resultado la formacidn de interfases complejas compuestas por componentes del
medio de reaccidn, restos de cada pelicula interfacial de emulsionante y productos de la
digestion de lipidos. Finalmente, la etapa de desorcidon permitié identificar las peliculas
interfaciales que dificultarian al proceso de remocién interfacial de los componentes
adsorbidos en la interfase de forma reversible, que son, a su vez, inhibidores del proceso
de lipdlisis. Es asi que se comprobd que la pelicula de SPI representa el mayor
impedimento, seguida por E5LV y finalmente por la pelicula formada por Blg, hecho que
guarda relacién con el grado de lipdlisis alcanzado durante la digestion in vitro de cada
emulsion.

Por lo tanto, los resultados obtenidos sugieren que una lipdlisis reducida estaria asociada
a la mayor dificultad en la eliminacién interfacial de los productos inhibitorios del proceso
(como los AGL) mediado por las SB quienes remueven estos materiales en forma de

micelas.
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Es decir que las SB podrian no estar disponibles en igual grado en las diferentes
emulsiones para llevar a cabo el proceso de remocidn en forma dptima. Esto sugiere que
cada emulsionante adsorbido en la interfase O/W podria tener una capacidad de
interaccion diferente con las SB adsorbidas en la pelicula interfacial, facilitando o
retardando la capacidad de estas para ingresar a la interfase y remover los productos

generados durante la lipdlisis.
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lll.1. Introduccion

Si bien la digestion de lipidos comienza en el estémago (10-30 %), se desarrolla en mayor
extension (70-80 %) en el duodeno, primera seccidn del intestino delgado (Maldonado-
Valderrama, Wilde, Macierzanka y Mackie, 2011; Sarkar, Ye y Singh, 2016). Cuando el
alimento parcialmente digerido abandona el estémago para ingresar al duodeno, se
mezcla con sales y secreciones pancredaticas formando una emulsidn estabilizada por
surfactantes biolégicos, entre ellos principalmente las sales biliares (SB) (Bauer, Jakob y
Mosenthin, 2005; McClements y Li, 2010). Estas ultimas, sintetizadas en el higado y
almacenadas en la vesicula biliar, se liberan al duodeno para desarrollar un rol crucial
durante la digestion lipidica.

Segun Golding y Wooster (2010) el proceso de lipdlisis involucra un conjunto de eventos
que tienen lugar a nivel interfacial, que esencialmente implica tres etapas claves: (1)
Unidn del complejo entre las SB y la lipasa/colipasa a la interfase O/W, (2) Hidrdlisis de los
lipidos emulsionados con produccion de monoglicéridos y AG, (3) Solubilizacion de los
productos de la lipdlisis en micelas de SB para su transporte hacia el epitelio intestinal,
guedando la interfase libre para la continua actividad de la lipasa (Reis, Holmberg,
Watzke, Leser y Miller, 2009).

Considerando el rol de las interfases en el proceso de lipdlisis, numerosos trabajos
cientificos se han basado en la hipétesis de que las caracteristicas estéricas, mecdnicas y
eléctricas de la pelicula interfacial podrian resultar en una barrera a la actividad de la
lipasa pancredtica y por lo tanto reducir la velocidad y extension de la lipdlisis.
Desafortunadamente, los resultados han demostrado que no es posible conseguir una
inhibicidn significativa de la actividad lipolitica controlando estas caracteristicas de la
pelicula interfacial (Pilosof, 2016).

Se ha sugerido que existe un impacto indirecto de los emulsionantes que forman la
pelicula interfacial sobre la lipélisis debido a la capacidad de estos para interactuar con las
SB, que cumplen un rol crucial para el desarrollo de la lipdlisis. Estudios previos han
demostrado que la susceptibilidad de las peliculas interfaciales al desplazamiento-
perturbacion que llevan a cabo las SB depende de las caracteristicas moleculares de cada
emulsionante (Maldonado-Valderrama y col., 2008; Sarkar, Horne y Singh, 2010),
indicando la posibilidad de modular la actividad de la lipasa pancredtica a partir de la

seleccion adecuada de emulsionantes.
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Como se indicd previamente, el primer paso clave en la digestion de los lipidos requiere
de la adsorcién interfacial de las SB que, debido a su estructura anfifilica se adsorben
rapidamente en la interfase aceite/agua, produciendo la emulsificacion de la materia
grasa que llega al duodeno. De esta manera, las SB estabilizan pequefias gotas de aceite,
con el propédsito de mantener un area interfacial (O/W) elevada para la adsorcion
posterior del complejo lipasa/colipasa. Previamente, otros trabajos han demostrado que
la adsorcién interfacial de la lipasa se ve favorecida en presencia de concentraciones
fisiolégicas de SB (Torcello-Gémez, Maldonado-Valderrama, de Vicente, y col., 2011). Por
ejemplo, Ye, Cuiy Singh (2010) demostraron que tanto la extensién como la velocidad de
lipdlisis se incrementa de forma significativa cuando las SB se encuentran presentes en el
medio de reaccion.

Es decir, que las SB ingresarian a la interfase interfiriendo sobre los emulsionantes
adsorbidos, facilitando la adsorcién del complejo lipasa/colipasa, motivo por el cual la
resistencia que podria ofrecer una pelicula interfacial al desplazamiento/penetracién que
llevan a cabo las SB, abre un conjunto de hipdtesis que constituyen una nueva area de
investigacion para el diseno de estrategias que permitan un control del proceso de
lipdlisis (Maldonado-Valderrama y col., 2008; Pilosof, 2016).

En el presente capitulo se estudiara la capacidad de las SB para adsorberse/penetrar en
las peliculas interfaciales formadas por Blg, SPI y E5LV, a fin de determinar si esta etapa
del proceso de lipdlisis puede explicar las diferencias observadas en la velocidad vy
extension de la digestion de lipidos (Capitulo 1). Estos estudios se realizaran empleando
un tensiometro interfacial PAT-1 (SINTERFACE Technologies, Berlin, Alemania) y los
emulsionantes sin digerir, es decir, en ausencia de proteasas. Ademas, los resultados se
compararan con el comportamiento de una pelicula interfacial formada por un

tensioactivo de bajo peso molecular.

111.2. Comportamiento interfacial de las sales biliares

111.2.1. Cinética de adsorcidn interfacial

En la Figura lll.1 se muestra la cinética de adsorcién (variacidon de m con el tiempo) de las
SB en la interfase O/W bajo condiciones de digestion duodenal, es decir preparando las

soluciones de SB en FIS y realizando las determinaciones a 37 °C. El rango de
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concentraciéon estudiado fue de 0 a 25 mg/ml ya que representa el rango de
concentraciones fisioldgicas segin lo reportado en la literatura (Lesmes, Baudot vy

McClements, 2010; Ruiz-Rodriguez, Meshulam y Lesmes, 2014; Sarkar y col., 2010).
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Figura Ill.1. Variacion de la presion interfacial (1) con el tiempo a 37 °C durante la adsorcion de las
SB a distintas concentraciones: 5 (m), 15 (®) y 25 (A ) mg/ml.

Se observa que el incremento de m durante la etapa inicial de adsorcion de las SB es
independiente de su concentracién en el seno de la fase acuosa, lo cual esta de acuerdo
con datos previos de la literatura (Maldonado-Valderrama y col., 2008). En todos los casos
la velocidad de adsorcién interfacial es muy rapida, alcanzandose un valor de T maximo
(~19 mN/m) en un tiempo inferior a los cuatro minutos. Este comportamiento corrobora
los resultados reportados por Tejera Garcia (2008), quien indicd que los aumentos de &
son practicamente nulos tras la adsorcion inicial de las SB. Puede comprobarse también
que el valor de m en el “equilibrio” (valor de © a tiempos elevados, momento en que se
supone que las SB estan organizadas en la interfase) es independientemente de la
concentracion de SB, lo que indicaria que la interfase se encuentra saturada de SB a todas

las concentraciones estudiadas.

I11.2.2. Propiedades dilatacionales interfaciales de la pelicula interfacial
Con respecto a las propiedades dilatacionales interfaciales, se muestra en la Figura lll.2 la

variacion del médulo dilatacional (E) con el tiempo de adsorcién en funcidon de la
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concentracion de SB. Estos datos se obtuvieron al aplicar deformaciones sinusoidales a la
gota pendiente. Los bajos valores de E que se obtuvieron para las concentraciones
analizadas (1-2 mN/m), serian indicativos del bajo grado de interaccion existente entre las
moléculas de SB adsorbidas en la interfase (Mackie, Gunning, Ridout, Wilde y Rodriguez
Patino, 2001). Estos valores coinciden con datos reportados en la bibliografia
(Maldonado-Valderrama y col., 2011) e indicarian que practicamente no hay respuesta de
tales peliculas interfaciales a las pequefias deformaciones sinusoidales aplicadas.

Wilde y Chu (2011) indicaron que la baja elasticidad de las peliculas interfaciales formadas
por las SB, puede asociarse a su morfologia atipica, que determina que las sales presenten
una baja densidad de empaquetamiento interfacial (interfase O/W), dando lugar a la
formacién de una pelicula de mayor fluidez, o por lo menos con menor cardcter eldstico.
Debido a la elevada velocidad de adsorcion de las mismas en la interfase, se alcanza un
valor de E constante en los primeros minutos, manteniéndose asi a lo largo del tiempo de

medicidn, situacion similar a la observada al analizar la variacidon de 7.

310 T T T T T T T T T T T
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Figura I11.2. Variacién del médulo dilatacional interfacial (E) con el tiempo a 37 °C durante la
adsorcion de las SB a distintas concentraciones: 5 (m), 15 (@) y 25 (A ) mg/ml.

En términos generales, el comportamiento de las SB es caracteristico de los

emulsionantes de bajo peso molecular que, a diferencia de las macromoléculas, solo
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requieren de pocos minutos para adsorberse en la interfase (Bos y van Vliet, 2001; Wilde,
Mackie, Husband, Gunning y Morris, 2004).

Los resultados encontrados, indican que la interfase se encuentra saturada de moléculas
de SB a la menor concentracion analizada (5 mg/ml), de modo que se eligid esta

concentracion para realizar los estudios que se mostraran a continuacion.

111.3. Comportamiento interfacial de las proteinas y la HPMC

111.3.1. Cinética de adsorcidn interfacial de las proteinas

En la Figura 111.3 se muestra la evoluciéon de 1 con el tiempo durante la adsorcién de Blg y
SPl en la interfase O/W, partiendo de soluciones acuosas a una concentracion de 1% p/p.

En ambos casos se observa un incremento de m durante la etapa inicial de adsorcion que
se puede asociar con un aumento de la concentraciéon de proteinas en la interfase. Se
puede observar, ademas, que el cambio de 1 con el tiempo, relacionado con la difusidn,
penetracion y reordenamiento de las proteinas, fue menor para lg en comparacién con

SPI.
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Figura I11.3. Variacidn de la presién interfacial (nt) con el tiempo a 37 °C para la adsorcidn de: SPI
(o) y Blg (m). La concentracidn de proteina en la solucién es 1% p/p.
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Al comparar estos resultados con los obtenidos para las SB (Figura 1ll.1) se observa que
ambos sistemas presentan un comportamiento muy diferente. Mientras las SB alcanzaron
un valor de 1 de equilibrio en menos de cuatro minutos, las proteinas requirieron de un
tiempo mayor para lograr saturar la interfase (aproximadamente 4500 segundos). Este
comportamiento concuerda con reportes previos que indican que el coeficiente de
difusién interfacial que presentan las macromoléculas complejas es inferior al reportado
para las SB (tres veces o mds, dependiendo del tipo de macromolécula)(Kratohvil, Hsu,
Jacobs, Aminabhavi y Mukunoki, 1983; Tejera Garcia, 2008). Dicha diferencia puede
atribuirse a las diferencias en el tamano, forma y complejidad entre ambos tipos de
moléculas. Por un lado, las SB son mucho mas pequefias y presentan mayor actividad
interfacial que las proteinas que, al presentar mayor peso molecular y tamafio, necesitan
mas tiempo, no solo para difundir desde el seno de la soluciéon hacia la interfase, sino
también para adsorberse y finalmente reordenarse (Abrahamse y col., 2012; Maldonado-
Valderrama y col., 2008; Torcello-Gémez, Maldonado-Valderrama, de Vicente, y col.,

2011).

111.3.2. Propiedades dilatacionales interfaciales de las proteinas

En cuanto al comportamiento reoldgico, la Figura Ill.4 muestra un incremento en los
valores de E en funcién del tiempo, el cual puede atribuirse a la adsorcidn de la proteina
en la interfase (Damodaran y Song, 1988; Graham y Phillips, 1979). Estos resultados son
consecuentes con la existencia de una mayor concentracion de proteina en la interfase
conforme aumenta el tiempo y por ende, un mayor grado de interaccidn entre las
moléculas que forman la pelicula interfacial, que se refleja por el incremento del mdédulo
dilatacional interfacial (Martin, Bos y van Vliet, 2002; Rodriguez Patino, Molina Ortiz,
Carrera Sanchez, Rodriguez Nifio y Afidn, 2003).

Teniendo en cuenta el valor final de E, podria decirse que ambos sistemas se caracterizan
por presentar un comportamiento elastico, caracteristico de la mayoria de las
macromoléculas interfacialmente activas (Bos y col., 2001; Malcolm, Dexter y Middelberg,
2006), a diferencia de las SB que, como se vio en la Figura lll.2, dieron lugar a la formacién

de pelicula mas fluida.
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Figura l1l.4. Variacion del mddulo dilatacional interfacial (E) con el tiempo a 37 °C para peliculas
de: SPI () y Blg (m). La concentracién de proteina en la solucion es 1% p/p.

Se observa también que los valores finales de E son similares para ambas proteinas,

alcanzandose en ambos casos un valor de “equilibrio” de aproximadamente 14 mN/m.

111.3.3. Cinética de adsorcion interfacial de la HPMC

Las propiedades de las peliculas interfaciales formadas por E5LV fueron determinadas a
37 °C empleando una solucién a una concentracion de 0,5% p/p, ya que representa un
valor suficiente para conseguir la saturacién interfacial (Camino, Pérez, Sanchez,
Rodriguez Patino y Pilosof, 2009; Pérez, Carrera-Sanchez, Rodriguez-Patino y Pilosof,
2007).

La Figura IIl.5 muestra la cinética de adsorcidn interfacial, en la cual se observé que los
valores de m se incrementaron de inmediato alcanzando un valor maximo en pocos
minutos (valor de pseudo-equilibrio), el cual permanecié constante en el tiempo. Estos
resultados reflejan la alta actividad interfacial de esta molécula, la cual ya ha sido
reportada previamente (Mezdour, Lepine, Erazo-Majewicz, Ducept y Michon, 2008; Pérez
y col., 2007; Perez, Sanchez, Rodriguez Patino y Pilosof, 2006) y se correlacionan con los
obtenidos utilizando el tensiometro interfacial OCTOPUS (Figura 11.3), donde se corroboré
gue la tensidn interfacial disminuia practicamente de forma instantdnea para alcanzar un

valor constante que se mantuvo sin cambios durante el resto del ensayo.
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Figura llI.5. Variacion de la presién interfacial (7t) con el tiempo a 37 °C para la adsorcidn de E5LV.
La concentracion de E5LV en la solucién es 0,5% p/p.

111.3.4. Propiedades dilatacionales interfaciales de la HPMC

En cuanto a los resultados de reologia dilatacional interfacial se puede observar, en la
Figura 111.6 la evolucién de E con el tiempo de adsorcién del polisacarido.

Se observd un incremento continuo del valor de E, lo que refleja que con el tiempo
aumentan de forma lenta y gradual las asociaciones entre las moléculas de polisacarido
adsorbidas (Camino, Sdnchez, Rodriguez Patino y Pilosof, 2011; Pérez, Sanchez, Pilosof y
Rodriguez Patino, 2008). Los elevados valores de E obtenidos reflejan el caracter elastico
de la pelicula interfacial formada por esta molécula, lo cual puede ser atribuido al alto
grado de sustitucién en grupos metilos, lo que aumenta su hidrofobicidad y de esta forma
promueven su asociacién/gelificacion interfacial (Pérez y col., 2008; Rodriguez Patino y

Pilosof, 2011; Torcello-Gémez y Foster, 2014).
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Figura lll.6. Variacion del modulo dilatacional interfacial (E) con el tiempo a 37 °C para la
adsorcion de E5LV. La concentracion de E5LV en la solucion es 0,5% p/p.

I11.4. Efecto de las sales biliares en las peliculas interfaciales formadas por proteinas y

HPMC

111.4.1. Adsorcion competitiva entre las moléculas de emulsionante y las sales biliares

En este apartado se estudiara en primer lugar la adsorcién competitiva entre las SB y cada
uno de los emulsionantes, es decir, se evaluara la competencia entre los componentes
(sistemas mixtos) durante su co-adsorcion en la interfase O/W. Por lo tanto, se analizara
el efecto que ejerce la adicion de SB en la disolucién de emulsionante sobre las
propiedades dinamicas interfaciales.

Los sistemas mixtos evaluados, se prepararon de manera que en la solucién, se
mantuvieran las concentraciones finales de cada componente igual que las empleadas
para cada componente individual (la concentracién final de solucién proteica fue de 1%
p/p, la de E5LV fue 0,5% p/p, mientras que la de SB fue de 5 mg/ml) para relacionarlos

con el comportamiento de los sistemas individuales discutidos en la seccién anterior.
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111.4.1.1. Adsorciéon competitiva entre las proteinas y las sales biliares

En el caso del sistema mixto formado por Blg y SB se puede observar que los valores de &
(Figura 111.7a) son similares a los obtenidos para la solucién de SB solas, lo que en principio
indicaria que la actividad interfacial estd dominada por las SB. Sin embargo, se alcanzaron
valores de 7 en el equilibrio muy similares entre si en todos los sistemas, por lo cual seria
apresurado concluir que las SB dominan el proceso de adsorcién interfacial frente a las
moléculas de Blg.

Sin embargo, al analizar los valores de E correspondientes a las peliculas interfaciales
formadas por cada uno de los componentes (Figura 1ll.7b) se observé que los valores de E
para el sistema mixto fueron muy parecidos a los obtenidos para las SB solas, lo que
indicaria que la proteina no contribuye a las propiedades reolégicas de la interfase
formada. Por lo tanto, se podria decir que la interfase estd ocupada preferentemente por
las SB, dominando tanto la presién interfacial como las propiedades reoldgicas del
sistema mixto. Estos resultados concuerdan con lo publicado previamente por
Maldonado-Valderrama y col. (2008), quienes indicaron que no existe sinergismo, en

cuanto a las propiedades interfaciales, en una mezcla formada por lgy SB.
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Figura llIl.7. Variacion de la presién interfacial (a) y del médulo dilatacional interfacial (b) con el
tiempo a 37 °C para: Blg 1% p/p (1), SB 5 mg/ml (O) y sistema mixto (m).

En el caso del sistema mixto formado por SPI y las SB se puede observar, a diferencia de
lo encontrado para Blg, que el valor de m alcanzado es mayor que el correspondiente a los
componentes individuales (Figura 111.8a). Este fendmeno reflejaria la coexistencia de
ambos componentes en la interfase O/W, lo que permite una mayor cobertura de la
interfase y da origen a mayores valores de m.

En lo que respecta a las propiedades dilatacionales interfaciales (Figura 111.8b) se observd
en este caso que los valores de E son algo mayores que los correspondientes a las SB, lo
cual reflejaria un mayor grado de coexistencia en la interfase entre ambos componentes.
Este hecho esta en concordancia con el comportamiento observado al analizar la
variacién de m con el tiempo (Figura 111.8a). La reduccién en el valor de E con respecto a
los valores obtenidos para SPI, indicaria que las SB, al coexistir con las moléculas de SPI en
la interfase, interrumpirian las interacciones entre estas proteinas ocasionando, por
consiguiente, la disminucidn de la elasticidad interfacial. Sin embargo, podria decirse que
esta interrupcion es parcial, ya que de lo contrario (si las SB interrumpieran totalmente
las interacciones moleculares entre las proteinas), los valores de E deberian ser similares
a los de las SB solas.

Tejera Garcia (2008) analizd el comportamiento interfacial de un sistema mixto formado
por concentraciones fisioldgicas de SB y lipasa pancreatica, a partir del cual demostrd
gue, al presentar mayor velocidad de difusion interfacial, las SB dominan en el proceso de
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adsorcién a tiempos cortos, teniendo lugar solo a continuacion la adsorcion de la enzima,

con menos espacio disponible en una interfase dominada por las SB.
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Figura l11.8. Variacién de la presién interfacial (a) y del médulo dilatacional interfacial (b)
con el tiempo a 37 °C para: SP1 1% p/p (), SB 5 mg/ml (O) y sistema mixto (m).

111.4.1.2. Adsorcion competitiva entre la HPMC y las sales biliares

El analisis de la variacion de © en el tiempo (Figura 111.9a) indica que las SB dominan la
actividad interfacial del sistema mixto dado que los valores de w obtenidos en todo el
ensayo coinciden con el de las SB solas.

Lo mismo se observa al analizar los valores de E (Figura 111.9B), los cuales resultaron muy

parecidos a los obtenidos para las SB solas, independientemente de que el polisacarido da
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lugar a peliculas de caracter eldstico muy elevado. Este comportamiento indicaria que las
moléculas de E5LV no contribuyen a las propiedades reoldgicas de la interfase formada,
algo similar a lo encontrado para el sistema mixto formado por Blg y SB.

Estos resultados, en definitiva indican que, en el sistema mixto formado por el
polisacarido y las SB, la interfase seria ocupada por estas Ultimas, quienes dominan en el

proceso dbe co-adsorcion.
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Figura 111.9. Variacidon de la presién interfacial (a) y del médulo dilatacional interfacial (b) con el
tiempo a 37 °C para: E5LV 0,5% p/p (1), SB 5 mg/ml (O) y sistema mixto (m).
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111.4.2. Estudios de adsorcion secuencial

Los ensayos para evaluar el grado de resistencia que podria presentar la pelicula de
emulsionante al desplazamiento interfacial que pueden llevar a cabo las SB (en la fase
duodenal de la digestidn) se realizaron mediante una adsorcidn secuencial, empleando el
sistema del doble capilar del tensidmetro interfacial.

Para esto se formd previamente una pelicula de emulsionante (solucidon de emulsionante)
y posteriormente, a los 8000 segundos, se inyectd la solucién de SB (5 mg/ml). A este
tiempo de adsorcion suficientemente largo, todos los emulsionantes estudiados alcanzan
un valor de pseudo-equilibrio para w (Figuras IIl.3 y 1I.5), indicando la saturacién de la
interfase, y ademas forman una pelicula eldstica lo suficientemente estable (Figuras lll.4 y
[11.6). La importancia de los resultados que se obtengan de este estudio radica en que se
podria obtener informacién de la accién de las SB sobre las peliculas interfaciales bajo
condiciones semejantes a las condiciones del duodeno (soluciones preparadas en FIS)
simulando de esta manera el proceso interfacial que tiene lugar cuando una emulsién
pasa al duodeno y toma contacto con una solucién fisioldgica de SB, que iniciaran el

proceso de digestion de lipidos (Bauer y col., 2005).

111.4.2.1. Efecto de las sales biliares en la presidn interfacial

Antes de realizar estas medidas se verificd la irreversibilidad de la adsorcién de las
proteinas y la E5LV en la interfase O/W (resultados no mostrados). Para tal fin, se
procedié a la formacidén de la pelicula interfacial y a continuacién, se llevd a cabo el
intercambio de la subfase con FIS (mismo medio donde fue preparada la solucién proteica
para no originar cambios de pH o de las condiciones idnicas del medio). Se corroboré
dicha irreversibilidad por la ausencia de cambios en los valores de wy E de cada pelicula
interfacial. Estos resultados permiten descartar entonces que los posibles cambios que se
observen tras el intercambio de la subfase por la solucién de SB, sean consecuencia del
proceso de intercambio en si mismo.

Se puede observar, en la Figura l11.10, que tras la inyeccion de las SB se produce un rapido
aumento de 7 en todos los sistemas hasta valores similares, o incluso algo mayores, que
los correspondientes a las SB solas (~19,5 mN/m), lo cual indica que las SB han penetrado

en las peliculas interfaciales que forman todos los emulsionantes. Para el caso de la
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pelicula interfacial formada por SPI, los valores de w alcanzados tras realizar la inyeccién
de las SB fueron mayores que los obtenidos para las SB solas, lo que estaria sugiriendo
que estas proteinas no serian desplazadas totalmente de la interfase. En el caso
hipotético de que las moléculas de SB hubieran desplazado totalmente a las moléculas de
proteina adsorbidas en la interfase, y esta quedara ocupada Unicamente por las SB, seria
de esperar que los valores de m coincidieran con los de las SB solas, ya que en este caso el
emulsionante hubiese pasado a la soluciéon. Por lo tanto, cuanto mas alejados se
encuentren los valores de © del valor para las SB, mayores son los indicios de la presencia
de emulsionante en la interfase. Chu y col. (2010), trabajando con interfases aire-agua
estabilizadas por digalactocildiacilglicerol y dipalmitoilfosfatidilcolina, también
encontraron que la adsorcién de las SB en la interfase resulté en un incremento neto de
los valores de m por encima del valor de las SB, sugiriendo que estos lipidos no serian

desplazados en su totalidad de la monocapa interfacial.
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Figura 111.10. Variacion de la presion interfacial () con el tiempo tras la adicién secuencial de una
solucion de SB a 37 °C sobre: (a) peliculas proteicas (1% p/p) de Blg (o) y SPI (e), (b) pelicula de
E5LV (V) 0,5% p/p. Se muestra como referencia el resultado de las SB a 5mg/ml (O).

Para el caso de las peliculas interfaciales formadas por Blg y E5LV, a diferencia de lo
observado con SPI, al final de la medida, se obtuvieron valores de m mas bien similares a
los de SB. Estos resultados indicarian que las SB dominan las caracteristicas de la interfase
formada, algo que ya habian comprobado otros autores al trabajar con peliculas
interfaciales formadas por proteinas (Lesmes y col., 2010; Maldonado-Valderrama y col.,
2008), lipidos (Chu y col., 2010; Gallier y col., 2014) e incluso otros polisacaridos (Torcello-
Goémez y col., 2014; Torcello-Gémez, Maldonado-Valderrama, de Vicente, y col., 2011).

Por lo tanto, en base al analisis de la variacién de la presion interfacial, los resultados
indicarian una mayor resistencia de las proteinas soja al desplazamiento interfacial de las
SB en comparacion con la interfase formada por las moléculas de Blg y E5LV en iguales

condiciones.
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Figura lll.11. Aumento de & tras la introduccion de las SB a 37 °C para: Blg (o), SPI (e) y
ESLV (V).

El grado en que aumentan los valores de 7 tras la inyeccion de las SB puede ser utilizado
para establecer un orden tentativo del impacto que presentan las SB en cada una de las
peliculas interfaciales. A tal fin se calculd el aumento de w por encima del valor que tenia
la pelicula en el momento de la inyeccidon de las SB (a los 8000 s) (Figura Ill.11). Para

modelar las curvas se empled la siguiente expresién empirica (Ecuacion I11.1):
T—Tm,= An, -t/ (B+t) [Ecuaci nlIl.1]

Donde Am, representa la variacion de w alcanzada por el sistema tras la inyeccién de las
SB al finalizar la medicién (18000 s), m, es la presion interfacial inicial en el momento de la
inyeccién de las SB (8000 s) y B (tiempo medio) que representa el tiempo necesario para
alcanzar la mitad del valor de Am, (AT, /2). La aplicacién de la Ecuacion 1l1.1 a los datos
experimentales arrojé valores del coeficiente de regresién lineal, R%, entre 0,96 y 0,99.
Ademas, se puede describir la cinética de adsorcion interfacial de las SB sobre cada
sistema, calculando una constante de velocidad (Ecuacion 111.2), segin el modelo de

Pilosof, Boquet y Bartholomai (1985):

1
K = [Ecuaci n 111.2]
Amto'B
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A partir de los resultados obtenidos tras aplicar las ecuaciones antes mencionadas (Tabla
[1l.1), se puede inferir que los sistemas que sufran los mayores aumentos de presion
interfacial serian aquellos donde el emulsionante es menos desplazado por las SB y por lo
tanto puede contribuir a la obtencidn de un valor de & por encima del obtenido para las

SB.

Tabla lll.1. Pardmetros que describen la adsorcidn de SB en las peliculas interfaciales.

Emulsionante Am,(mN/m) B (s) K (m/s-mN)
SPI 4,73 + 0,04 356,3 + 15 0,59-10°°
Blg 1,86 + 0,02 316+ 25 1,7-10°
E5SLV 1,367 + 0,008 61,4+6,3 1,2-10°

Se podria establecer entonces que la pelicula proteica formada por SPI seria la menos
desplazada por las SB, ya que es aquella en la que se produce un mayor incremento en los
valores de 7 tras su inyeccion (Tabla Ill.1). Por otra parte, en las peliculas interfaciales de
Blg y E5LV, se produce el menor incremento de w, alcanzandose en ambos sistemas un
valor muy similar al de las SB solas (Figura 11.10). Esto indicaria que estas peliculas serian
bastante penetradas por las SB y las moléculas de emulsionante podrian estar siendo
desplazadas de la interfase, por lo menos en mayor medida que SPI. Los valores de la
constante de velocidad (K) para la adsorcién de las SB indican que la velocidad de
adsorcidon es mucho mayor en el caso de E5LV, seguido por Blg y finalmente para la
pelicula interfacial formada por moléculas de SPI. Esto esta vinculado al Am,,, ya que
cuanto mayor es este, menor es la velocidad con que aumenta la presién interfacial

(Ecuacion l1.2).

111.4.2.2. Efecto de las sales biliares en las propiedades dilatacionales interfaciales

En la Figura 1ll.12, se observan los valores de E de las peliculas interfaciales antes y
después de la inyeccion de la solucidn de SB. Como se indicd anteriormente, los tres
emulsionantes estudiados se caracterizaron por la formacién de una pelicula interfacial
eldstica, en especial las moléculas de E5LV (Figura II1.6), sin embargo, tras la inyeccién de
las SB (a los 8000 s) se observd que los valores de E disminuyeron rapidamente en distinta

intensidad. Esta disminucién indica que las peliculas interfaciales, serian bastante
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perturbadas tras la adsorcién de las SB, que se estarian adsorbiendo dentro de
imperfecciones de cada pelicula, evitando, en cierto grado, las interacciones entre las
moléculas de emulsionante adsorbidas.

A partir del analisis de la Figura 111.12 se deduce que la pelicula interfacial formada por
E5LV seria la mas perturbada por la incorporacién de las SB, dado que alcanzd valores de
E practicamente iguales a los de las SB solas (mostradas como referencia), en
concordancia con los efectos observados al analizar la variacion que experimentd la

presioén interfacial.
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Figura I11.12. Variacion del mdédulo dilatacional (E) con el tiempo tras la adicién secuencial
de una solucién de SB a 37 °C sobre peliculas proteicas (1% p/p) de Blg (o) y SPI (e), y sobre
pelicula de E5LV (V) 0,5% p/p. Se muestra como referencia el resultado de las SB a 5mg/ml (O).

Contrariamente al comportamiento observado para E5LV, para los emulsionantes
proteicos los valores de E alcanzados tras la introduccidn de las SB fueron superiores a los
obtenidos para las SB, lo que indicaria que no ha tenido lugar un desplazamiento total de
los emulsionantes proteicos.

Para analizar este fendmeno se procedid a cuantificar la variacion experimentada por los
valores de E tras la incorporacion de las SB en cada uno de los casos. En la Tabla 111.2 se

muestra, en la primer columna, la variacién experimentada por E entre el instante en que

164



Cap tulo 1l

se introdujeron las SB al medio (Eggg) Y €l instante en que se obtuvo el primer valor de E
tras dicha adicion (Egggo), €s decir, se estaria analizando la perturbacion inicial que sufre el
sistema por la incorporacién de la solucién de SB. En la siguiente columna se representa
la variacién que experimentd el valor de E entre el momento de adicidn de las SB (Egooo) Y
el valor final obtenido (Efinal), lo cual indicaria el efecto que produce la adicion de las SB a
tiempos mayores (18000 s). De aqui se puede deducir que las peliculas proteicas,
experimentan una caida inicial muy similar en el valor de E tras la incorporacion de las SB,
siendo un poco mas perturbada la pelicula formada por Blg (caida del 55 %), en
comparacion con la formada por SPI, donde la pérdida de elasticidad fue del 50 %. Estos
datos indican en ambos casos que la presencia de las SB impide la asociacién de las
proteinas en la interfase para mantener la elasticidad inicial caracteristica. Sin embargo,
la pelicula interfacial de E5LV resulta mucho mads perturbada por las SB, dado que se
produce una pérdida de elasticidad del 90 % (Tabla Il1.2).

Un fendmeno llamativo es que, tras la adsorcién de las SB, en el caso de las peliculas
formadas por SPI, el valor de E experimentd un ligero ascenso con el transcurso del
tiempo (Figura 111.13), hecho que podria estar relacionado con cambios conformacionales
en la pelicula interfacial que involucran el grado de interaccién entre las moléculas
proteicas adsorbidas en la interfase. Este fendmeno nos permite confirmar que las
proteinas de soja adsorbidas en la interfase no han sido desplazadas (al menos
totalmente), ya que de lo contrario seria esperable que E alcanzara los valores
correspondientes a los de las SB, menor a 2 mN/m y se mantuviera en el tiempo. La
recuperacién de la elasticidad interfacial solo se observé para la pelicula formada por las
proteinas de soja. Como se observa en la Tabla 1ll.2, para la pelicula de SPI, el valor de E
solo se redujo en un 34 % al final de la experiencia, respecto al valor que tenia antes de la
incorporacion de las SB. Esta recuperacion podria explicarse considerando el hecho de
que las SB ingresarian a la interfase a partir de huecos o imperfecciones de la pelicula
interfacial, aumentando asi el grado de compactacion de las moléculas de proteina
adsorbidas, generando por lo tanto un incremento en la rigidez de la pelicula (Woodward,

Gunning, Maldonado-Valderrama, Wilde y Morris, 2010).
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Tabla lll.2. Variacidn de E a partir de la adsorcidn de las SB en las diferentes peliculas interfaciales.

Emulsionantes  AE/E: (Egooo — E9g00)/Es000 AE/E: (Egooo — EFinat)/Esooo

SPI 0,50+0,01 0,34 +0,02
Blg 0,55+0,01 0,60+0,01
ESLV 0,905 £ 0,004 0,901 £ 0,002

Contrariamente al comportamiento observado para la pelicula de SPI, en el caso de Blg y
E5LV las SB producen una perturbacién irreversible sobre el grado de interaccién entre las
moléculas adsorbidas que impide la recuperacién de la elasticidad al final de la

determinacién (Tabla IIl.2).
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Figura I11.13. Variacidon del mdédulo dilatacional interfacial (E) con el tiempo luego de la adicién de
una solucién de SB a 37 °C sobre peliculas proteicas (1% p/p) de Blg (o) y SPI (e), y sobre pelicula
de E5LV (V) 0,5% p/p. Se muestra como referencia el resultado de SB a 5mg/ml (O).

El impacto de la adsorcion de SB en peliculas interfaciales de Blg (sobre interfases
aceite/agua y aire/agua) ha sido estudiado primeramente por Maldonado-Valderrama y
col. (2008). Segun estos autores, la adicion de SB produce un decrecimiento severo de E
en ambos tipos de interfases, sugiriendo que las SB penetran, debilitan y finalmente
rompen la pelicula interfacial desplazando a la Blg de la interfase. Ademads, a partir de
estudios de microscopia de fuerza atédmica, indicaron que dicho desplazamiento ocurre

por el mecanismo orogénico, por medio del cual las SB podrian desplazar, casi por
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completo, a la Blg bajo condiciones de digestién duodenal, quedando la interfase
dominada por las SB.

El mecanismo orogénico fue propuesto originalmente por Mackie, Gunning, Wilde vy
Morris (1999) y ha sido utilizado para explicar el impacto que tienen los surfactantes
convencionales (como los polisorbatos) sobre peliculas interfaciales formadas por
proteinas (Blg, Pcaseina y a-lactoalbumina), con el fin de estudiar la estabilidad de
coloides alimentarios (Mackie y col., 2001; Woodward, Gunning, Mackie, Wilde y Morris,
2009). Segun este mecanismo, las proteinas podrian ser parcialmente desplazadas de la
interfase por un surfactante de bajo peso molecular (por ejemplo: un fosfolipido) en un
proceso complejo que puede resumirse en tres etapas:

1" Etapa: conocida como fase de compresidn, en la que el surfactante de bajo peso
molecular ocuparia los pequefios huecos existentes en un film interfacial formado por la
macromolécula. Este fendmeno da lugar a la cobertura adicional de la regién interfacial
(que no puede cubrir la proteina) que como consecuencia daria lugar a aumentos de la
presion interfacial, como se ha podido observar también en este trabajo (Figura I11.11).

24 Etapa: Los dominios ocupados por los surfactantes de bajo peso molecular contindan
aumentando a medida que la proteina es obligada a moverse y comprimirse en la
interfase. A esta etapa se la conoce como fase de colapso.

3" Etapa: Cuando la presidn interfacial es lo suficientemente alta, el film proteico se
podria romper y la proteina podria ser desplazada de la interfase, ya sea en forma total o
parcial, formando pequefios agregados en el medio, quedando el sistema dominado por
el surfactante de bajo peso molecular.

Por lo tanto, de acuerdo con este modelo, las SB (surfactantes biolégicos de bajo peso
molecular) podrian adsorberse en los pequeiios huecos que se originan a partir de
“imperfecciones” presentes en el film proteico originando los aumentos de m observados
(Figura 111.11). La pelicula proteica interfacial se podria comprimir por el crecimiento de
los “pools” de SB generados hasta que finalmente se podria producir la ruptura de la
misma, con el posible desplazamiento total, quedando el sistema dominado por las SB
(Maldonado-Valderrama y col., 2008).

No obstante, nuestros resultados no indican que las proteinas sean desplazadas (o por lo
menos no totalmente) de la interfase sino mas bien sugieren que las SB que penetran en

la interfase interfieren en la estructuracidn de las peliculas en diferente grado, seguin su
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naturaleza. Este comportamiento se deberia a que en nuestras experiencias las SB se
inyectan a interfases donde las proteinas se encuentran muy empaquetadas (T > 17
mN/m), mientras que los estudios mencionados anteriormente mostraron resultados
correspondientes a interfases poco cubiertas (t = 10 mN/m).

Anteriormente, Chu y col. (2009) demostraron que la habilidad que presentan las
moléculas de digalactosildiacilglicerol para inhibir la adsorcion de las SB en interfases
O/W (atribuida a su elevada densidad de empaquetamiento en la regidn interfacial)
retarda la adsorcidn de la lipasa pancreatica y, en consecuencia, la velocidad a la cual se
desarrolla el proceso de lipdlisis. En el subsiguiente trabajo (Chu y col.,, 2010)
demostraron que las SB se adsorbieron en la interfase (en este caso sobre la interfase
aire-agua) causando un incremento neto de w, por encima del valor reportado para las SB
solas. Basados en observaciones microscopicas (microscopia de fuerza atémica) de la
morfologia de la pelicula interfacial, postularon que la adsorcién de las SB en la interfase
ocasiona la separacién de las moléculas de tensioactivo, interfiriendo en el grado de
empaquetamiento existente entre las moléculas. Sin embargo, no evidenciaron que
tuviera lugar un desplazamiento total de las moléculas adsorbidas.

Por otra parte Torcello-Gémez, Maldonado-Valderrama, Martin-Rodriguez y McClements
(2011) indicaron que el menor grado de lipdlisis encontrado para las emulsiones
estabilizadas por un tensiactivo no iénico (Plurénico F68), en comparacidon con las
estabilizadas con lecitina, podria estar asociado a que las primeras presentaron mayor
resistencia al desplazamiento interfacial de las SB. De todas maneras no indicaron, en
ninguno de los casos analizados, la existencia de un desplazamiento total.

En definitiva, los resultados obtenidos en las experiencias de adsorcidn secuencial,
parecen indicar que las proteinas de soja serian mas resistentes al desplazamiento
interfacial que llevan a cabo las SB. Este comportamiento concuerda con el hecho de que
estas proteinas compitieron con las SB por un lugar en la interfase en las experiencias de

adsorcion competitiva (co-adsorcion) realizadas.

En cuanto a la pelicula de E5LV, los resultados obtenidos indicarian que estas peliculas
son penetradas y desestructuradas por las SB. Sin embargo, no hay evidencia de su
desplazamiento total de la interfase. Para dilucidar esto se realizé la determinacién del

potencial Z de las emulsiones de E5LV, en ausencia y presencia de SB. A partir del
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potencial Z es posible evaluar cualitativamente el impacto que presentan las SB sobre la
carga superficial de las gotas de aceite debido a que los cambios de dicho pardmetro
reflejan las alteraciones que se pueden producir en la composicién interfacial (Gu, Decker
y McClements, 2007; Hur, Decker y McClements, 2009; Sarkar, Murray, y col., 2016).
Como era de esperar, al tratarse de un polisacarido no idnico (Camino y col., 2011), el
valor determinado sobre las emulsiones (10/90) fue practicamente nulo (-1,23 % 0,07
mV). Sin embargo, cuando las emulsiones se mezclaron con las SB (5 mg/ml), el potencial
Z disminuyd significativamente (-7,13 £ 0,8 mV), indicativo de que las SB han penetrado
en la interfase formada por este HPMC, en concordancia con los resultados determinados
a nivel interfacial. Sin embargo, el valor alcanzado se encuentra muy por encima a los
obtenidos para una solucién de SB solas (- 45.30 + 2.97 mV) o incluso a los de una
emulsion estabilizada por una solucion de SB preparada en FIS, que presenta un potencial
Z cercano a —40 mV (Sarkar, Ye, y col., 2016).

Los resultados mostrados en este trabajo se correlacionan con los reportados por Sarkar,
Ye, y col. (2016), quienes concluyeron que las SB se adsorben en interfases O/W cubiertas
por caseinato de sodio, originando cambios en la carga superficial (potencial Z) de las
emulsiones estabilizadas por esta proteina. En dicho trabajo tampoco evidenciaron un
desplazamiento total de las proteinas ya que, si bien el potencial Z cambia y se acerca al
de una emulsion estabilizada por SB, se encuentra muy lejos de su valor final.

Estos resultados sugieren que, aunque las SB penetran las peliculas interfaciales formadas
por E5LV originando la pérdida total de su cardcter eldstico, no existiria un
desplazamiento total del polisacarido, sino que mas bien podria pensarse que las SB
guedan atrapadas en el interior de la estructura del HPMC, motivo por el cual no se
produce el impacto esperado, respecto al cambio de la carga superficial de las gotas de

aceite de sus emulsiones.

I11.5. Efecto de las sales biliares sobre la pelicula interfacial formada por un tensioactivo

de bajo peso molecular

111.5.1. Comportamiento interfacial de un tensioactivo de bajo peso molecular

Ya que el objetivo buscado en este capitulo consiste en la formacidon de peliculas

interfaciales que consigan una inhibicidon (o una reduccién al menos) del desplazamiento
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interfacial ejercido por las SB, en este apartado se estudiara el comportamiento de una
pelicula interfacial formada por un tensioactivo de bajo peso molecular Tween 20,
tensioactivo ampliamente utilizado en la industria de los alimentos (Ayorinde, Gelain,
Johnson y Wan, 2000). El incentivo para realizar esta determinacién, se basa en que este
tipo de tensioactivos presenta una estructura mucho mas simple que las proteinas o los
polisacaridos, mas bien es similar a la de las SB, por lo cual podria pensarse que ambas
moléculas sean compatibles entre si dando lugar, tal vez, a un mayor grado de
coexistencia a nivel interfacial que pudiera impactar en la actividad de las SB.

Para la correcta interpretacion de los resultados es importante que la concentracién a
utilizar de estos tensioactivos se encuentre por encima de su concentracién micelar critica
(CMC). Dicha concentracion es un parametro de gran utilidad que representa la
concentracion a la cual la interfase se encuentra saturada de moléculas del tensioactivo
(Patist, Bhagwat, Penfield, Aikens y Shah, 2000; Rodriguez Nifio y Rodriguez Patino, 1998).
Debido a que la CMC del Tween 20 se encuentra comprendida entre 0,015 mM y 0,02
mM (Hsu y Nacu, 2003) la concentracién escogida para realizar las determinaciones fue

de 0,1 mM, valor por encima de la CMC reportada.

111.5.1.1. Cinética de adsorcion interfacial

Como se muestra en la Figura 111.14, en forma analoga a lo observado con las SB, el Tween
20 presentd una actividad interfacial elevada debido a que mw aumenta casi de inmediato,
alcanzando un valor maximo a los pocos minutos, valor que se mantuvo constante en el
tiempo, indicando que, a esta concentracién, la interfase se encuentra saturada con las
moléculas de Tween 20 en concordancia con reportes previos (Dickinson, van Vliet,
Benjamins y Lucassen Reynders, 2003; Ma R. Rodriguez Nifio y col., 1998). La forma de la
curva es caracteristica de componentes de bajo peso molecular, que debido a su pequefio
tamafo difunden rdpidamente hacia la interfase para alcanzar un valor de pseudo-
equilibrio. Rodriguez Nifio, Wilde, Clark y Rodriguez Patino (1998) indicaron previamente
gue las moléculas de Tween 20 presentan una cinética de adsorcidn interfacial muy
superior a la reportada para proteinas lacteas. A partir de la determinacién de las
constantes de velocidad de adsorcion ademads concluyeron que, en sistemas mixtos

(Tween 20-proteina), la presencia del Tween 20, en concentraciones elevadas, domina en
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el proceso de adsorcidn interfacial, mientras que por el contrario, a concentraciones bajas

de Tween 20 la cinética interfacial es lenta, debido a que es dominada por la proteina.

24 T T T T T T T T
21t P Y Y X X XX XX IXIXXX =
18 1 l

E 151 8 1
prd ]
£ 121
2

0 2000 4000 6000 8000 10000 12000
tiempo (s)

Figura 111.14. Variacion de la presién interfacial () con el tiempo a 37 °C para la adsorcidn de
Tween 20 a una concentracion de 0,1 mM (e).

111.5.1.2. Propiedades dilatacionales interfaciales de la pelicula interfacial

El aumento que se observa en los valores del médulo dilatacional (E) (Figura 111.15) con el
tiempo estdn asociados con la adsorcidon de estos agentes tensioactivos en la interfase
O/W. Este comportamiento es similar al observado para la adsorciéon del Tween 20 en
otros trabajos (Alvarez Gdmez y Rodriguez Patino, 2006; Benjamins, 2000; Murray, 2002;
M. Rosario Rodriguez Nifio y col., 1998). Se obtuvieron valores de E mas bajos que los
correspondientes a las peliculas formadas por proteinas (Figura Ill.4) o por E5LV (Figura
[11.6), lo cual es debido a que las interacciones entre los tensioactivos de bajo peso
molecular son mas débiles que las que se producen entre las macromoléculas (Dickinson,
1992; Halling, 1981), indicando esto la formacién de una pelicula interfacial con un alto

grado de movilidad.
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Figura I11.15. Variacidon del mdédulo dilatacional interfacial (E) con el tiempo a 37 °C para la pelicula
interfacial formada por Tween 20 a una concentracién de 0,1 mM (m).

111.5.2. Adsorcion competitiva entre el Tween 20y las sales biliares

A partir de ensayos de adsorcidn competitiva o co-adsorcién, en una experiencia similar a
la descripta para las macromoleculas, se evalud la capacidad de las moléculas de Tween
20 (0,1 mM) para adsorberse en la interfase O/W en presencia de concentracion
fisioldgica de SB (5 mg/ml).

A partir de los resultados que describen la variacion de m con el tiempo se puede ver, para
el sistema mixto formado por el Tween 20 y las SB (Figura lll.16a), que la actividad
interfacial fue similar a la obtenida por cada uno de los componentes por separado (que
a su vez fueron similares entre si). Por lo tanto, en este caso no es posible establecer cudl
de los sistemas gobierna en el proceso de adsorcién hacia la interfase, a diferencia de lo
observado antes con las proteinas.

Sin embargo, al observar la variacidén de E con el tiempo (Figura 1l11.16b) se observa que el
valor resultante se corresponde con el de las SB solas, indicando que las propiedades
viscoeldasticas de este sistema mixto vienen gobernadas por las SB.

Este resultado indicaria que, a pesar de que tanto el Tween 20 como las SB son

tensioactivos de bajo peso molecular con una actividad interfacial similar, las SB dominan
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en el proceso de adsorcién competitiva, y por lo tanto determinan las caracteristicas de la

interfase resultante.
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Figura I11.16. Variacion de la presién interfacial (a) y del médulo dilatacional (b) con el tiempo a 37
°C para: Tween 20 0,1 mM (o); SB 5 mg/ml (O); y sistema mixto (m).

111.5.3. Estudios de adsorcién secuencial de las sales biliares en la pelicula interfacial de

Tween 20

Utilizando el sistema de doble capilar del tensiometro interfacial, luego de 8000 segundos

de adsorcidn del Tween 20 se inyectaron las SB en concentracion fisioldgica (5 mg/ml).
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Los resultados obtenidos demuestran que la presidn interfacial practicamente no sufrié
cambios por la presencia de SB (Figura 111.17), comportamiento que era de esperar ya que,
como se comentd en el apartado anterior, la actividad interfacial de las SB es muy similar
a la de las moléculas de Tween 20. Por este motivo es que, a partir de estos resultados,
no es posible concluir si ha tenido lugar un desplazamiento total de las moléculas de

Tween 20 o si ambos componentes coexisten la interfase O/W.
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Figura lll.17. Variacidon de la presién interfacial (nt) con el tiempo a 37 °C tras la adicién de una
solucién de SB sobre peliculas interfaciales de Tween 20 0,1 mM (m). Como referencia se muestra
el resultado de SB solas a 5mg/ml (O).

Sin embargo, a partir del andlisis de la variacion del médulo dilatacional con el tiempo se
concluye que la pelicula interfacial de Tween 20 resulté severamente perturbada por la
presencia de las SB, evidenciado por la caida en los valores de E (Figura 111.18), alcanzando
los valores correspondientes a los de las SB solas (mostrado como referencia). Este hecho
indicaria que las moléculas de SB podrian penetrar en la interfase y desplazar casi
totalmente a las moléculas adsorbidas de Tween 20, resultando estas ultimas en una

barrera débil a su actividad.
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Figura 111.18. Variacion del médulo dilatacional interfacial (E) con el tiempo a 37 °C tras la adicidon

secuencial de una solucion de SB sobre peliculas de interfaciales de Tween 20 0,1 mM (m). Como
referencia se muestra el resultado de SB a 5mg/ml (O).

En general, se puede concluir que las moléculas de Tween 20, a pesar de presentar
actividad interfacial similar a la de las SB, no son capaces de competir con estas en las
experiencias de co-adsorcidn realizadas, ni de resistir su adsorcidn interfacial, a diferencia
de las proteinas.

Sin embargo, Vinarov y col. (2012) han reportado que, a partir de una relaciéon de
concentraciones adecuadas entre las SB y los polisorbatos (en este caso utilizaron Tween
80), podria regularse la adsorcion interfacial de las SB, lo que impactaria en el proceso de
lipdlisis. De esta forma, estos autores determinaron el grado de lipdlisis sobre emulsiones
preparadas con una mezcla de Tween 80 y SB en diferente relacién, determinando que
cuando la relacion SB:Tween 80 es alta (concentraciones mayores de SB), las SB
dominarian el proceso de adsorcidn interfacial, generando como resultado un mayor
grado de lipdlisis. Por el contrario, el grado de lipdlisis disminuye a medida que esta
relacion es menor, es decir, a menor concentracion de SB, corroborando el rol

fundamental de estas en el proceso de lipdlisis.
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111.6. Conclusiones

En términos generales, se comprobd que la actividad interfacial del material adsorbido en
las gotas de la emulsién influye en el mecanismo de desplazamiento por las sales biliares
(Sarkar y col., 2010). Los resultados obtenidos sugieren que las SB no producen un
desplazamiento total de las proteinas adsorbidas en la pelicula interfacial aceite/agua
cuando su concentracion interfacial es elevada, es decir, en condiciones de saturacion o
1> 17 mN/m , pero su adsorcién en los huecos o imperfecciones presentes en la pelicula
afecta a las interacciones entre las moléculas de proteina causando su debilitamiento, lo
cual se manifiesta como una disminucion en el valor del médulo dilatacional (E).

Se comprobd que las peliculas interfaciales de origen proteico resultaron ser mas
resistentes a la adsorcion interfacial de las SB, en comparacién con las formadas por
Tween 20.

Se demostré ademas que la interfase formada por la proteina de soja es la que resultd
menos desestructurada por las SB, lo cual esta de acuerdo con que esta proteina es la que
pudo competir con las SB por un sitio en la interfase en las experiencias de co-adsorcién
realizadas, demostrando que ambas moléculas pueden coexistir en la interfase O/W.
Considerando el rol de las SB en la digestidén de lipidos, el hecho de que las proteinas de
soja demostraran mayor resistencia a su actividad podria dificultar la adsorcién posterior
de la lipasa pancreatica, lo que podria explicar el menor grado de lipdlisis observado para
las emulsiones estabilizadas por SPI (Figura 1.9). Ademas, dada la compatibilidad/afinidad
interfacial de las SB y las proteinas de soja, esta pelicula podria constituir una barrera que
dificulta la remocion interfacial de los productos de lipdlisis en forma de micelas de SB,
aumentando por consiguiente la presencia de AGL en la regidn interfacial lo que produce
un efecto inhibitorio en la actividad de la lipasa. Este resultado concuerda con los
resultados obtenidos en el Capitulo Il, donde se observd que durante la etapa de
desorcion (remocion interfacial de los productos adsorbidos de forma reversible) la
pelicula de SPI ofrecié la mayor resistencia al proceso (menores aumentos de 7).

Por el contrario, el que la pelicula formada por Blg fuera mas susceptible a la penetracion
de las SB, podria facilitar la adsorcion de la lipasa pancredtica y la remocion de los
productos de la digestion. Esto permitiria la obtencidn de un mayor grado de lipdlisis de

sus emulsiones como se observo previamente (Figura 1.9).
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Con respecto a la pelicula de E5LV, los estudios de co-adsorcion y de adsorcion secuencial
indican, en primera instancia, que estas peliculas serian penetradas por las SB y
desestructuradas totalmente, lo cual podria indicar que la HPMC es desplazada de la
interfase por las SB. Sin embargo, a partir del analisis del potencial Z de las emulsiones, se
concluye que este polisacdrido no seria desplazado de la interfase. Mas audn, los
resultados indican que las SB adsorbidas estarian “secuestradas” por la HPMC, por lo que

no contribuyen a la carga superficial de las gotas de aceite.
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VI.1. Introduccion

Las HPMC varian en el grado de sustitucion de los grupos metilo e hidroxipropilo, por lo
que presentan variedad en su peso molecular, en la viscosidad de sus soluciones (Changy
Gray, 1978; Daniels y Barta, 1994 ), gelificacién y actividad interfacial (Pérez, Sanchez,
Pilosof y Rodriguez Patino, 2008). Si bien diversos articulos han descripto la capacidad de
las HPMC para reducir los niveles de colesterol en sangre (Kim y col., 2011; Maki y col.,
2009; Maki y col., 2000; Reppas, Swidan, Tobey, Turowski y Dressman, 2009; Yokoyama y
col.,, 2011), los trabajos mads recientes se han centrado en la utilizacién de estas
macromoléculas como vehiculos para el trasporte de sustancias bioactivas con el fin de
controlar su liberaciéon en el tracto gastrointestinal (Fathi, Martin y McClements, 2014;
Mun, Kim, Shin y McClements, 2015). Debido a estas propiedades interesantes, y a la
necesidad de reducir los efectos asociados al consumo elevado de grasas que afectan a la
poblacién mundial, el uso de HPMC en los alimentos se convierte en un objeto
interesante de estudio.

Como se ha demostrado en el presente trabajo, las emulsiones estabilizadas por
hidroxipropilmetilcelulosa resultan de interés particular ya que experimentaron un bajo
grado de lipdlisis durante la fase duodenal de la digestidn in vitro (Figura 1.9). Si bien las
emulsiones de SPI también presentaron resistencia al proceso de lipdlisis, en el caso de
las emulsiones estabilizadas por HPMC el interés no solo radica en el bajo grado de
lipdlisis alcanzado, sino también en su resistencia a las enzimas gastricas, lo que se ha
asociado a su vez con retardos en la velocidad de vaciado gastrico y con aumentos en la
sensacion de saciedad (Hlebowicz y col., 2009; Moreno Esteban, Gargallo Ferndndez y
Lépez de la Torre, 1997; Naslund, Gutniak, Skogar, Rossner y Hellstrom, 1998).

Por este motivo, en el presente capitulo se estudiara si la hidrofobicidad y peso molecular
(viscosidad) de estas celulosas afectan la extensién y velocidad del proceso de lipdlisis.
Para ello se comparara el grado de lipdlisis de emulsiones estabilizadas por dos tipos de
HPMC: ES5LV (utilizada en los capitulos anteriores) y E4M, que se diferencian
principalmente en su hidrofobicidad y peso molecular (Tabla IV.1). E4M presenta menor
hidrofobicidad que E5LV (menor % de metilos y relacion metilos/hidroxipropilos) pero

mucha mayor viscosidad.
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Una vez determinado el grado de lipdlisis de las emulsiones obtenidas con cada HPMC, se
estudiardn sus interacciones con las SB ya sea en la interfase o en solucién, debido a que

esta interaccidén puede modular el proceso de lipdlisis.

Tabla IV.1. Caracteristicas fisicoquimicas de las HPMC utilizadas

Caracteristicas/HPMC E4AM E5LV
% metilos 28,0 29,5
% hidroxipropilos 10,2 9,7
Relacion metilos/ hidroxipropilos 2,3 3,0
Sustitucidon en metilos (DS) 1,90 1,9
Sustitucion en hidroxipropilos (MS) 0,23 0,23
Sustitucion total (DS + MS) 2,13 2,13
Viscosidad (cp), solucion2% p/p, 25°C 4965 5,4
Peso molecular (Da) 90000 2000

IV.2. Cinética de lipdlisis: Liberacion de acidos grasos en el tiempo

En primer lugar, las emulsiones O/W (10/90) obtenidas con cada uno de los polisacaridos
a una concentracién del 2% p/p se sometieron al proceso de digestién gastroduodenal in
vitro descripto anteriormente, consistente en una etapa gastrica (1h, pH 2,5) seguida de
una etapa duodenal (1h, pH 7,0), en presencia de las enzimas y biomoléculas en
concentraciones fisiolégicas (37 °C). La cinética de lipdlisis se determind a partir de la
neutralizacion de los acidos grasos liberados (AGL) por la accion de la lipasa pancreadtica
durante la fase duodenal de la digestién in vitro.

En la Figura IV.1 se observa que las emulsiones estabilizadas por E4M fueron mas
susceptibles al proceso de lipdlisis que las estabilizadas por E5LV, presentando una mayor
extension del proceso luego de 60 min (mayores valores de % AGL).

Las curvas de lipdlisis obtenidas para cada polisacarido se ajustaron de acuerdo al modelo
empirico desarrollado por Pilosof, Boquet y Bartholomai (1985) (Ecuacién 1.1) a fin de

AGL
)

determinar los parametros cinéticos del proceso: velocidad inicial (Ko y velocidad

AGL

global de lipdlisis (K™”") (Ecuaciones 1.2 y 1.3). Los resultados obtenidos (Tabla IV.2) indican

que ambas emulsiones son digeridas a igual velocidad inicial (K,"°"), independientemente
de las caracteristicas del polisacarido. Sin embargo, la constante de velocidad global (KA

indica que las emulsiones de E4M se digieren mas lentamente que las formadas por E5LV.
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Figura IV.1. Liberacién de 4cidos grasos en el tiempo durante la fase duodenal de la digestién in
vitro de emulsiones (10/90) de HPMC al 2% p/p: ESLV (m) y E4AM (e).

Como ha sido indicado previamente por McClements (2014), la viscosidad del medio
continuo juega un rol importante en el desarrollo de la lipélisis, ya que regula la adsorcién
de los componentes fisioldgicos desde el seno de la solucion hacia la interfase (enzimas,
SB, etc.), asi como también durante la desorcidén (desde la interfase hacia la soluciéon) de
los productos resultantes de la digestidn lipidica, tales como los acidos grasos. Debido al
mayor peso molecular de E4M, este polisacarido da lugar a soluciones acuosas de mayor
viscosidad que E5LV (Tabla IV.1), este podria ser el motivo por el cual el proceso se
desarrolla mas lentamente en emulsiones estabilizadas por E4M. Sin embargo, la mayor
viscosidad de las soluciones de E4AM no repercutié en la extensién del proceso, ya que en

las emulsiones de E4M se observé mayor grado de lipdlisis (Tabla IV.2).

Tabla IV.2. Parametros cinéticos que describen la liberaciéon de AG para cada emulsion, obtenidos
segln el modelo empirico desarrollado por Pilosof y col. (1985).

HPMC (% AGL) max Ko" (1/min)  K*®(*10%) (1/min) R?
E4AM 51,3%+0,6 16,3°+0,9 1,9°+0,4 0,9892
E5LV 44,4* +0,7 16,4°+1,4 8,3°+0,6 0,9742
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Como se ha indicado a lo largo del trabajo, la lipdlisis es un proceso complejo que no solo
involucra las caracteristicas del medio de reaccién (la subfase), sino que al ser un proceso
interfacial, depende en gran medida de las caracteristicas de la interfase (J6dar-Reyes,
Torcello-Gémez, Wulff-Pérez, Galvez-Ruiz y Martin-Rodriguez, 2010; McClements, 2010).
Es por ese motivo que tanto la extension como la velocidad con la cual ocurre el proceso
en cada uno de los casos podrian estar relacionados con el tamafio de las gotas de aceite
(que determinan el tamafio de la interfase), con la estructura molecular de cada HPMC, o
bien con el rol que juegan estos polisacaridos en la actividad de las SB, indispensables
para la actividad de la lipasa pancreatica (Torcello-Gémez, Maldonado-Valderrama,
Martin-Rodriguez y McClements, 2011; Ye, Cui y Singh, 2010).

Por todo lo planteado, en los préximos apartados se evaluard el impacto del agregado de
SB en el tamafio de las gotas de aceite, y las caracteristicas de cada interfase, con el
objetivo de encontrar una explicacidn a las diferencias observadas en el grado y velocidad

de lipdlisis de las emulsiones estabilizadas por cada polisacarido.

IV.3. Impacto de la presencia de sales biliares sobre emulsiones O/W estabilizadas por

HPMC

Las distribuciones de tamafio de gota de aceite de las emulsiones O/W iniciales (recién
preparadas), expresadas en volumen (Figura 1V.2), muestran que las estabilizadas por
ESLV (Figura IV.2a) presentaron una distribucion caracterizada por una poblacidon
mayoritaria con un tamafo de 1,5 um acompafada por un hombro a tamafios menores
(0,3 um), como se indicd previamente (Figura I.1). Por otra parte, las emulsiones
estabilizadas por E4M (Figura 1V.2b) presentaron una distribucion bimodal con tamano de
gotas comprendidos entre 0,12 y 5,8 um, pero con una poblacién mayoritaria en 1,4 um.
Los resultados obtenidos concuerdan con los reportados previamente por Camino vy
Pilosof (2011), que trabajaron con estos polisacaridos a pH 6. Adicionalmente, los valores
de los didmetros promedios de las gotas de aceite (D;3) correspondiente a cada
emulsionante (Tabla I1V.3) también muestran que las emulsiones de E4M presentan gotas
de mayor tamafio que las de E5LV. Este comportamiento concuerda con lo reportado por
Loning, Horst y Hoffmann (2002), quienes sostienen que cuanto mayor es la viscosidad de

la fase continua resulta mas dificil de inducir el fendmeno de cavitacién necesario para
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romper la fase oleosa en pequefias gotas, lo que llevaria a obtener didmetros promedios

mayores y distribuciones de tamafio mas polidispersas.
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Figura IV.2. Distribucidn de tamafio de gota en volumen para emulsiones O/W de HPMC (E5LV (a)
y E4M (b)) iniciales (m) y luego de mezclarse con SB (en el momento de la mezcla (to min, O) y una
hora después (tso min, A)) bajo condiciones de digestién duodenal a 37 °C.

Antes de analizar qué sucede al mezclar las emulsiones con una solucién de SB en

concentracion fisiolégica, se corroboré que la mezcla de las emulsiones con el FIS (en

ausencia de SB) no presentd un efecto significativo sobre el tamafio y la estabilidad de

cada emulsién (resultados no mostrados). Este comportamiento era de esperar, ya que en

ambos casos se trata de polisacaridos no idnicos, por lo que se supone que estos

presentan estabilidad a los cambios de pH y fuerza idnica (Camino y col., 2011).
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Para analizar el impacto de las SB sobre las emulsiones obtenidas con cada polisacarido,
se trabajo con una concentracidon de SB de 5 mg/ml, ya que como se ha indicado, este
valor se encuentra comprendido en el rango de concentraciones fisioldgicas (Sarkar,
Horne y Singh, 2010). Los resultados obtenidos al mezclar las SB con las emulsiones de
HPMC (distribucion de tamafio de gota (Figura IV.2) y los pardmetros obtenidos de tal
distribucién (Tabla 1V.3)) revelan que no tiene lugar un cambio importante, ya sea al
momento de realizar la mezcla (to min) o una hora después del mezclado (tgop min). Esto
estaria indicando que ambos sistemas son estables bajo las condiciones de digestiéon
duodenal en presencia de SB. Se han observado resultados similares con emulsiones
estabilizadas por caseinato de sodio (Sarkar, Ye y Singh, 2016) y otras proteinas lacteas,
como aislado proteico de suero lacteo o Blg (Mun, Decker y McClements, 2007; Sarkar y
col., 2010), donde se ha corroborado que las SB no inducen a la floculacién o coalescencia

de las gotas de aceite de esas emulsiones.

Tabla IV.3. Didmetros promedio (D3, y D,3) y drea interfacial especifica (AIE) obtenidos para las
emulsiones iniciales (E5LV y E4M) y luego de mezclarlas con SB: al momento de la mezcla (t, min)
y una hora después (tg; min) bajo condiciones de digestién duodenal a 37 °C.

Emulsion Ds,, (um, Dasum, | AIE (m%/g)

original 0, 05°+0,04 |1,0 3°t0,012| , 2°°+0,94

E5LV 8 to min 0, 01°+0,039 | 1,10 °+0,017|7,49°°+0,37
tomin |0, 01°+0,054 |1,10 °+0,025| 7,5°°+0,5

original 0,771%+0,01 [1,3 5°+0,04 |[7,03%+0, 2

E4M 8 tomin  |0,735%°+0,00 | 1,25°+0,05 | ,31°t0,12
tomin |0, 4°+0,071|1,221°+0,02 | , 1°+0,91

Ya se ha comentado antes (Figura 1.10) que, con independencia del emulsionante
utilizado, cuanto mayor es el drea interfacial inicial de las emulsiones, mayor es la
velocidad inicial con la cual se desarrollaba el proceso de lipdlisis. Al analizar las areas
interfaciales iniciales de las emulsiones obtenidas con cada HPMC (Tabla 1V.3), ya sea
antes o después de la adicion de SB, se observa que existen pequenas diferencias entre
estos valores, lo cual estd en concordancia con los valores similares de KOAGL que
exhibieron ambos sistemas (Tabla IV.2).

Los resultados encontrados hasta ahora muestran que no es posible explicar la diferencia

existente entre ambos emulsionantes en el grado de lipdlisis, teniendo en cuenta
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Unicamente el impacto de la solucién de las SB sobre el tamafo de las gotas de aceite de
las emulsiones. Por tal motivo, en el siguiente apartado se comparara el impacto de la
presencia de SB sobre las peliculas interfaciales formadas con cada HPMC, realizando
experimentos analogos a los desarrollados en el Capitulo Ill. 3 (adsorcién secuencial de SB

utilizando el tensiometro interfacial SINTERFACE PAT-1).

IV.4. Impacto de la presencia de sales biliares sobre peliculas interfaciales de HPMC

IV.4.1. Comportamiento interfacial de las HPMC

Las propiedades de las peliculas interfaciales formadas con cada HPMC fueron
determinadas a 37 °C empleando soluciones de cada emulsionante a una concentracién
de 0,5% p/p, ya que representa un valor suficiente para conseguir la saturacién interfacial
(Camino, Pérez, Sanchez, Rodriguez Patino y Pilosof, 2009). La Figura IV.3 muestra que la
adsorcion interfacial de ambas HPMC, determinada a partir de la evolucién de la presion
interfacial (n) a lo largo del tiempo de adsorcién, fue muy similar. En ambos casos se
observé que los valores de © se incrementaron de inmediato alcanzando un valor maximo
en pocos minutos (valor de pseudo-equilibrio), el cual permanecié constante en el

tiempo.

161 feRciaticssaseai ]

T (mMN/m)
o

T T T T T T T
0 3000 6000 9000 12000
tiempo (s)
Figura IV.3. Variacion de la presidn interfacial (t) con el tiempo a 37 °C para la adsorcién de: E5LV
(o) y E4AM (e) ambos al 0,5% p/p.
El analisis de los pardmetros dilatacionales resulta de fundamental importancia, ya que

dan informacién sobre las interacciones moleculares que tienen lugar entre las moléculas
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adsorbidas en la interfase, y por lo tanto dependen de la estructura y composicion de las
moléculas de emulsionante que forman la pelicula interfacial.

Se puede observar, en la Figura IV.4, la evolucién de E y la viscosidad interfacial (n) con el
tiempo de adsorcidn para cada sistema. Los menores valores de E obtenidos para E4M en
comparacion con E5LV, reflejan el menor caracter eldstico de la pelicula interfacial
formada por E4M, lo cual puede ser atribuido al menor grado de sustitucion en grupos
metilos, lo que disminuye su hidrofobicidad y por ende su asociacion interfacial (Pérez y

col., 2008; Rodriguez Patino y Pilosof, 2011; Torcello-Gémez y Foster, 2014).
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Figura IV.4. Variacion del médulo dilatacional interfacial (a) y la viscosidad dilatacional interfacial
(b) con el tiempo a 37 °C para la adsorcion de: E5LV (0) y E4M (@) ambos al 0,5% p/p.
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En cuanto a la viscosidad interfacial () de las peliculas (Figura 1V.4b), E4AM presento
también valores mas bajos que E5LV en todo el rango de tiempo estudiado, lo cual es
indicativo de la formacion de una pelicula interfacial mas flexible (Berthold, Schubert,
Brandes, Kroh y Miller, 2007). Sin embargo, los resultados indican que, ambas HPMC

formaron peliculas viscoleasticas que implican la asociacién de los grupos hidrofdbicos.

IV.4.2. Estudios de adsorcion secuencial de las sales biliares sobre peliculas interfaciales

de HPMC

A continuacién, se evalué en una experiencia de adsorcidn secuencial el efecto que
presenta la incorporacion de una solucién de SB en concentracion fisioldgica (5 mg/ml)
sobre la pelicula interfacial formada con cada polisacarido. Para tal fin se utilizo el sistema
de doble capilar del tensidmetro interfacial. Nuevamente, el tiempo elegido para realizar
el intercambio de la subfase fue de 8000 segundos, ya que representa un tiempo lo
suficientemente largo como para garantizar la saturacién interfacial por las HPMC.

Antes de evaluar el impacto que representa la incorporacion de las SB en cada pelicula
interfacial se determind el efecto que tiene la incorporacién de FIS, en ausencia de SB
(resultados no mostrados). Se corroboro de esta forma la irreversibilidad en el proceso de
adsorcién de las moléculas de polisacarido, al observar que no se produjeron cambios en
los parametros interfaciales tras la incorporacién del fluido.

Como fue indicado al estudiar el comportamiento interfacial de las SB (Capitulo IlIl), estas
se caracterizan por alcanzar un valor de m constante casi de forma instantanea (n ~20
mN/m), formando una pelicula interfacial muy poco elastica, con valores muy bajos de E
(E~2 mN/m).

Respecto a los resultados de la adsorciéon secuencial de las SB (Figura IV.5) ambas
peliculas se comportan en forma similar y serian penetradas por las SB, ya que en ambos
casos se produjo un aumento de m de forma instantdanea que alcanzé, al final de la
medida, los valores correspondientes a las SB solas (7 ~20 mN/m).

En la Figura IV.6a se observan los valores del mdédulo dilatacional interfacial (E) de las
peliculas formadas por ambas HPMC antes y después de la inyeccion de la solucién de SB.
A pesar de que ambos sistemas se caracterizaron por la formaciéon de una pelicula con

elevados valores de E (Figura IV.4a), se observé un comportamiento similar luego de la
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inyeccion de las SB (a los 8000 s) donde los pardmetros disminuyeron rapidamente
alcanzando valores muy bajos, similares a los obtenidos por la disolucién de SB solas
(mostrados como referencia en la Figura 1V.6), lo que indicaria que las peliculas
interfaciales serian bastante perturbadas tras la adsorcién de las SB, dando como

resultado la formacion de una interfase de caracter eldstico muy pobre.
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Figura IV.5. Variacion de la presion interfacial (7) con el tiempo a 37 °C tras la adicidn secuencial
de una solucién de SB sobre peliculas interfaciales de HPMC: E5LV () y E4M (e), a 0,5% p/p.
Como referencia se muestra el resultado de SB a 5 mg/ml (O).

Con respecto a los datos de viscosidad interfacial (Figura 1V.6b), se puede concluir que la
incorporacion de SB da lugar a la formacion de un film interfacial mds flexible (menores
valores de n) en ambas HPMC, alcanzando un valor final de 1 muy similar al de las SB

solas (n = 1,5 s x mN/m), mostrados en esta figura a modo de referencia.
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Figura IV.6. Variacion del médulo dilatacional (a) y la viscosidad dilatacional interfacial (b) en el
tiempo a 37 °C tras la adicidn de una solucion de SB sobre peliculas interfaciales de HPMC: E5LV
(o) y E4M (@) a 0,5% p/p. Como referencia se muestra el resultado de SB 5 mg/ml (O).

A partir de los resultados de la adsorcidn secuencial de las SB se puede concluir que estas
moléculas penetran en ambas peliculas interfaciales causando un importante desarreglo
molecular, al dificultar las interacciones hidrofdbicas que permiten la estructuracion de la
interfase, motivo por el cual se produce una importante pérdida de la elasticidad
interfacial (Beysseriat, Decker y McClements, 2006; Chu y col., 2009; Lesmes, Baudot y
McClements, 2010; Li y McClements, 2011). Sin embargo, ambas HPMC exhibieron un

comportamiento similar en respuesta a la adsorcién de las SB, por lo cual no es posible
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explicar las diferencias encontradas en el grado de lipdlisis, en base a su resistencia a la

penetracién interfacial de las SB.
IV.5. Impacto de la adsorcion de las sales biliares en la carga superficial de emulsiones
de HPMC

A partir de la determinacién del potencial Z se evalud el impacto de las SB sobre la carga
superficial de las gotas de aceite de las emulsiones (10/90) preparadas con ambas HPMC
a una concentracién del 2% p/p (Tabla 1V.4).

Al tratarse de polisacdridos no idnicos, el valor determinado para las emulsiones iniciales
fue prdacticamente nulo (~- 1 mV). Sin embargo, cuando se mezclaron con las SB (5
mg/ml) ambas emulsiones mostraron un comportamiento muy similar, arrojando valores
de potencial Z mas negativos que el de las emulsiones iniciales, lo que indica que las SB
han penetrado en la interfase formada por cada HPMC, en concordancia con los
resultados determinados al analizar los pardmetros interfaciales. Sin embargo, los valores
obtenidos se encuentran por encima al de las SB, hecho que refleja que las HPMC
permanecen adsorbidas en la interfase O/W. Este comportamiento guarda relacion con
los resultados obtenidos al analizar el impacto de las SB sobre el tamano de las
emulsiones donde se observé que el tamafio de las gotas de aceite no cambid en
presencia de SB (Figura 1V.2).

Tabla IV.4. Potencial Z de las emulsiones iniciales (E5LV y E4AM) y luego de mezclarlas con SB bajo

condiciones de digestion duodenal. El potencial Z reportado para una emulsién estabilizada por
SB (5 mg/ml) es < — 40 mV (Sarkar y col., 2016).

HPMC Potencial Z (mV) Sin SB Potencial Z (mV) Con SB
ES5LV -1,23 £ 0,07 -7,13£0,
E4M -0,54 £0,24 -4,01 £0,

Los resultados obtenidos indican que las SB desestructuran ambas peliculas interfaciales,
pero no evidencian un desplazamiento total de los polisacdridos, ya que no se produce un
cambio esperado respecto a la carga superficial de las gotas de aceite (Tabla IV.4) o en el
tamafio de sus emulsiones (Figura IV.2). Sin embargo, el comportamiento obtenido para

ambos HPMC es muy similar, independientemente de sus diferencias fisicoquimicas.
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Por lo tanto, ni las diferencias en las caracteristicas de las emulsiones, ni la respuesta de
cada pelicula interfacial a la actividad de las SB ha sido suficiente para explicar las
diferencias observadas en el grado de lipdlisis de las emulsiones de cada HPMC (Figura
IV.1). Por consiguiente, se estudiaran en las préximas secciones, las interacciones que
establecen ambas HPMC y las SB en solucidn acuosa, a fin de entender si el grado de

interaccidn entre estas influye en la velocidad y extensidon del proceso de lipdlisis.
IV.6. Interacciones entre las HPMC y las sales biliares en solucidn acuosa

Debido a su naturaleza anfifilica, las SB pueden autoensamblarse en solucién acuosa
formando micelas que se mantienen estables, principalmente por interacciones
hidrofdbicas, aunque también contribuyen a su integridad los puentes de hidrégeno en
los que participan los grupos hidroxilos y grupos acidos de la molécula (Madenci y
Egelhaaf, 2010; Maldonado-Valderrama, Wilde, Macierzanka y Mackie, 2011). Debido a su
estructura molecular peculiar, la formaciéon de micelas de SB es un proceso dinamico y
versatil en cuanto a la variedad de formas que puede adquirir, lo que se vuelve de crucial
importancia para el transporte y la distribucidn de los diferentes nutrientes en el intestino
delgado (Verde y Frenkel, 2010; Warren, Chalmers, Hutchison, FDang y Pouton, 2006).

Por otra parte, la capacidad de las SB para interactuar con otros componentes en solucién
podria alterar su capacidad de autoensamblaje, afectando el grado de interaccién vy el
tamafio de la micela resultante. Por este motivo, en este apartado se evaluara el impacto
que presenta la presencia de cada HPMC sobre la capacidad de asociacién de las

moléculas de SB, bajo condiciones de digestidon duodenal.

IV.6.1. Andlisis del grado de interaccion entre las HPMC y las sales biliares por

dispersion dinamica de luz

En la Figura IV.7 se observa la distribucién de tamafio de las micelas de SB, expresada en
volumen, obtenida con el analizador de tamafio de particula Zetasizer Nano-ZS. Esta
determinacion se realizé sobre una solucién de SB a una concentracién final comprendida
en el rango de las concentraciones fisioldgicas (5 mg/ml), la cual previamente se diluyo
1/100 utilizando el FIS. Se puede observar que, en las condiciones de estudio, las SB
forman dos poblaciones de micelas: una con un tamafio promedio de 460 nm y otra

menos importante de 106 nm.
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Figura IV.7. Distribucién de tamafio de particula expresada en volumen para una solucion de SB
(5 mg/ml).

Por otra parte también se estudié la distribucion del tamafio de particula, expresada en
volumen, de las soluciones de ambas HPMC a una concentracion de 0,5% p/p. Se observd
que la solucidn de E5LV se caracterizd por una distribucidn monomodal, con una
poblacién de 7,5 nm de didmetro (Figura 1V.8a), mientras que la solucién de E4M
presentd una distribucién bimodal con un pico principal a 18,2 nm, acompafiado por un
hombro a 10 nm (Figura IV.8b). Sin embargo, del ancho de la base de la distribucién de
ambas HPMC puede concluirse que se trata de soluciones polidispersas, en concordancia
con reportes previos (Camino, Pérez y Pilosof, 2009). Este comportamiento indica la
existencia de asociaciones o clusters (denominaciéon en inglés) entre las moléculas de
HPMC, aun cuando las muestras fueran agitadas con el fin de destruir los posibles
agregados antes de la medicién. El autoensamblaje de las HPMC se debe al alto grado de
sustitucion con grupos metilos (Tabla IV.1) lo cual permite la existencia de fuertes
interacciones hidrofébicas (Kato, Yokoyama y Takahashi, 1978). Este comportamiento fue
evidenciado también por Camino, Pérez y Pilosof (2009), quienes ademas han indicado
gue el tamafio de los clusters de HPMC se incrementa con la concentracion del

polisacarido.
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Figura IV.8. Distribucién de tamafio de particula expresada en volumen para una solucién de E5LV

(a) y E4M (b). Ambos a una concentracion de 0,5% p/p.

Se observa ademads que, a igual concentracion de polisacarido, las moléculas de E5LV

forman clusters de menor tamaio que las de E4M. Este comportamiento puede atribuirse
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al mayor peso molecular de E4M (Tabla IV.1) y a la mayor tendencia a la asociacion al
aumentar el peso molecular (Funamiy col., 2007).

La distribucién de tamafo, expresada en volumen, para el sistema mixto formado por las
SB y cada HPMC (Figura IV.9), muestra en ambos casos la desaparicion del pico
correspondiente a los agregados micelares de SB observados en la Figura IV.7. Este
comportamiento podria ser indicativo de que las SB se han unido a los polisacaridos,
rompiéndose la estructura micelar caracteristica.

Para el caso de E5LV (Figura 1V.9a) al comparar la distribucién de tamafio de este sistema
mixto con la distribucidon obtenida por el polisacarido solo (Figura IV.8a), resulta que el
pico correspondiente al polisacarido se mantiene casi sin cambios, lo que indicaria que si
bien E5LV interfiere en el grado de interaccion entre las SB, estas ultimas no afectan el
grado de interaccién ante las moléculas de polisacarido, ya que mantiene el tamaiio del

cluster caracteristico.
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Figura IV.9. Distribucién de tamafio de particula expresada en volumen para soluciones de HPMC
(0,5% p/p) mezcladas con solucién de SB (5 mg/ml): E5LV (a) y E4M (b).

Por el contrario, para el sistema mixto formado por E4AM y SB (Figura 1V.9b) se observd,
no solo que el agregado micelar de SB habia desaparecido, sino que también se evidencié
la casi “disolucién” del cluster de mayor tamafio (18,2 nm) de E4M.

Como se indicd anteriormente, al tratarse de polisacaridos no idnicos (Camino y col.,
2011), es decir, que su carga neta es “cero”, se favorece la formacion de clusters de gran
tamanfio, ya que la repulsidn electrostatica entre las moléculas es practicamente nula. Sin
embargo, cuando las SB interaccionan con los grupos hidrofébicos de las moléculas de
HPMC le aportan una carga negativa que hace que aumente el grado de repulsion
electrostatica entre estas moléculas, disminuyendo asi su tendencia a la formacién de
grandes agregados. Este comportamiento parece ser mas evidente para el caso de E4M,
donde se observé la desaparicidn del cluster de 18,2 nm.

La diferencia en el comportamiento de ambas HPMC podria explicarse teniendo en
cuenta las caracteristicas fisicoquimicas de cada una, ya que segun Torcello-Gomez y col.
(2015) los ésteres de celulosa parecen ser mas sensibles a la penetracion de las SB cuanto
mayor es el grado de sustitucion de grupos hidroxipropilos en la molécula. De hecho,

E5LV presenta una mayor relacidon entre grupos metilos/hidroxipropilos que E4M (Tabla
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IV.1), lo que podria explicar la mayor resistencia de los clusters de E5LV frente a la
disolucidon llevada a cabo por las SB. Por otra parte, y en concordancia con nuestros
resultados, Torcello-Gomez y col. (2015) indicaron también que los geles formados por
HPMC con menor cantidad de grupos metilos, son mas debilitados por la presencia de SB,
quienes interrumpen el grado de asociacidon entre las moléculas de HPMC, debilitando los
parametros eldsticos que caracterizan al gel que forman.

Por lo tanto, puede concluirse que se establecen interacciones entre las HPMC y las SB en
solucién acuosa pero estas dependen del tipo de sustituyente y el patrén de sustituciéon

de la celulosa.

IV.6.2. Andlisis del grado de interaccion entre las HPMC y las sales biliares por
determinacién del cloud point

Existen diferentes interpretaciones en la literatura acerca del mecanismo de gelificacion
de soluciones acuosas de metilcelulosas y HPMC sometidas a calentamiento. La mayoria
de los trabajos coinciden en que la gelificacién de estas moléculas involucra dos etapas:
La etapa I, llamada régimen pre-gel, incluye a las interacciones hidrofébicas que se
producen entre las moléculas de polisacdrido, con la consecuente formacién de
asociaciones o clusters (Kato y col., 1978). La etapa Il, o régimen gel, corresponde a la
gelificacion propiamente dicha que ocurre a altas temperaturas dando lugar a formacién
de una estructura tridimensional y estd cominmente asociada con la separacion de fases
(Funami y col., 2007; Kobayashi, Huang y Lodge, 1999; Yuguchi, Urakawa, Kitamura, Ohno
y Kajiwara, 1995).

El comportamiento que presentan las moléculas de HPMC en solucién frente a los
aumentos de temperatura se representa, de forma esquematica, en la Figura IV.10
(Pérez, 2005). A bajas temperaturas el polimero en solucion presenta moléculas de agua
gue se disponen rodeando a los grupos hidrofébicos constituyendo estructuras, llamadas
“tipo jaula”, que provocan el aumento en la solubilidad del polimero. Cuando la
temperatura aumenta, las moléculas del polimero absorben energia translacional y las
estructuras “tipo jaula” se distorsionan, eliminando el agua de hidratacion. Esta
desorganizacion favorece la exposicién de regiones hidrofdbicas, induciendo la formacién

de agregados o clusters lo suficientemente grandes como para producir una turbidez
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visible en la solucién (Sarkar y Walker, 1995), dando lugar de esta forma a la etapa | del

proceso de gelificacion.

~ 95 °C > 55 °C >75°C T-°C

Figura IV.10. Representacion esquematica de la asociacion entre cadenas de HPMC en solucion
durante la gelificacion por calor.

Por lo tanto, durante la primera etapa del proceso de gelificacién, siempre y cuando la
concentraciéon de polimero lo permita, se puede observar la transicion de soluciones
transparentes a turbias a medida que las soluciones son calentadas. La temperatura a la
cual acontece este cambio se denomina temperatura de cloud point, y es un indicativo
del comienzo de las asociaciones mediadas por interacciones hidrofdbicas que daran
lugar a la formacién posterior del gel (Kobayashi y col., 1999).

En la Figura IV.11 se muestra el valor de temperatura en que se alcanza el cloud point
determinado experimentalmente para cada una de las soluciones de HPMC (1% p/p) en
presencia y ausencia de SB (1% p/p). En ausencia de SB, se observd que la temperatura de
cloud point fue menor para E4AM que para E5LV, lo que indica que E4M exhibe una mayor
tendencia a la agregacion que E5LV, lo cual estd en concordancia con lo indicado por
Sarkar (1979), quien reportd que los derivados de celulosas de mayor peso molecular
exhiben un menor cloud point, debido a su mayor tendencia para asociarse por medio de
la formacién de clusters.

Previamente, Sarkar (1979) indicd que las propiedades de gelificaciéon de derivados de
celulosa pueden ser alteradas a partir de la utilizacién de diferentes aditivos (electrolitos,
azucares, propilenglicol), que aceleran o retardan el proceso, permitiendo que se

desarrolle a diferentes temperaturas, segun sean los requerimientos.
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Figura IV.11. Cloud point determinado para cada HPMC y sus mezclas con SB.

En este caso, cuando las soluciones de cada HPMC fueron calentadas en presencia de SB
se observé una disminucidn en los valores de temperatura de cloud point (Figura 1V.11).
El cambio en la temperatura de cloud point respecto a la observada en ausencia de SB
indicaria, en principio, que las SB interfieren en las interacciones hidrofébicas que
determinan el grado de asociacidén entre las moléculas de cada HPMC, responsables de
enturbiar las soluciones y permitir entonces la identificaciéon del cloud point. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos al analizar el tamafno de particula de las HPMC
en presencia de SB (Figura IV.9).

Como se indicé antes, la adsorcidn de las SB imparte carga negativa a las moléculas de
HPMC, lo que aumentaria la repulsidn electrostatica entre sus cadenas. Este aumento de
repulsion podria facilitar el desarreglo molecular que se promueve durante el
calentamiento (desintegracion de la estructura “tipo jaula”) antes de que se produzca la
visualizacion de turbidez, es decir, que podria determinar la menor temperatura de cloud
point. Al comparar las HPMC entre si, se observd que el cambio en esta temperatura en
presencia de las SB fue mucho mas evidente para E4M (14 °C) que para E5LV (3 °C), lo que

indicaria nuevamente que este HPMC seria mads susceptible a las SB.
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En los ultimos afios se han reportado un importante nimero de trabajos que se enfocan
en estudiar la interaccidn existente entre las SB y diferentes componentes (Pilosof, 2016).
Si bien las metodologias utilizadas son variadas, en todos los casos el objetivo principal se
centra en estudiar como la disponibilidad de SB podria impactar en la actividad de la
lipasa pancreatica. Respecto a estudios que involucran la interaccidn entre polisacaridos y
SB, Torcello-Gomez y col. (2015) estudiaron la unién de SB a ésteres de celulosa utilizando
calorimetria diferencial de barrido, concluyendo que las interacciones hidrofébicas que se
producen entre las SB y las moléculas de celulosa produjeron una desestructuracion del
polisacarido, de modo tal que aumentan su resistencia térmica. Por otra parte, Roy,
Kundu, Banik, Kuchlyan y Sarkar (2015) han demostrado que las SB no solo interaccionan
con macromoléculas, sino que también interfieren en el autoensamblaje de surfactantes
de bajo peso molecular (plurdnicos P123). Mas recientemente, a partir de estudios de
resonancia magnética nuclear, Gunness, Flanagan, Mata, Gilbert y Gidley (2016) han
concluido que las fibras dietarias solubles pueden interaccionar con las SB, ya sea
formando un complejo dindmico con las micelas de SB, o bien atrapandolas en el interior
de su estructura, reduciendo asi la movilidad de la micela, lo que disminuye la intensidad
de la sefial detectada.

En términos generales, a pesar de las diferencias en las formas de abordar los estudios,
los resultados reportados hasta el momento indicarian que, en solucién acuosa, las SB se
unen (o mas bien serian secuestradas) a las moléculas de HPMC, teniendo un rol
fundamental el grado de hidrofobicidad de esta ultima. En particular, en este trabajo se
encontrd que un aumento de la hidrofobicidad de la HPMC aumentaria el efecto barrera a

las SB, motivando por lo tanto una disminucion del grado de lipdlisis.
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IV.7. Conclusiones

Las emulsiones de HPMC estudiadas presentaron diferencias en cuanto a la extensién del
proceso de lipdlisis. No fue posible atribuir estas diferencias a las caracteristicas
fisicoquimicas de estas HPMC (peso molecular, viscosidad, etc.), ni al area interfacial
(O/W) disponible para la adsorcion de las enzimas involucradas en el proceso, ni tampoco
a las caracteristicas de cada interfase. Los resultados encontrados mas bien indican que la
diferente susceptibilidad al proceso de lipdlisis dependeria de eventos moleculares que
involucran la adsorcién interfacial de las SB. Aunque ambas HPMC mostraron capacidades
similares para “secuestrar” a las SB en solucidn acuosa, surgen algunas particularidades al
considerar la relacién de grupos metilos/hidroxipropilos que sustituyen ambas moléculas.
Segun Torcello-Gémez y col. (2014), aunque tanto los grupos metilo, como los
hidroxipropilos podrian ligar SB, las celulosas mas hidrofilicas presentan una mayor
sensibilidad a la presencia de las SB en la interfase O/W. Este comportamiento es
concordante con los presentes resultados, donde se vio que los agregados de E4M, la
HPMC madas hidrofilica (dado que presenta la menor relacién de sustituyente
metilos/hidroxipropilos) fueron mas afectados por la presencia de SB, en comparacion
con los agregados formados por moléculas de E5LV mas hidrofdbica (Tabla IV.1).

En base a estos resultados se podria pensar que la diferencia observada en el grado de
lipdlisis estaria asociada a la mayor desestructuracion que producen las SB sobre la
pelicula de E4M. En la Figura IV.12 se propone un modelo para explicar con mayor
claridad estas conclusiones.

El modelo planteado muestra, en primer término, que la interfase O/W se encuentra
estabilizada principalmente por interacciones hidrofdbicas establecidas entre las
moléculas adsorbidas de HPMC, independientemente del tipo de HPMC involucrada. En
estas condiciones la carga neta de la interfase y, por lo tanto, de las gotas de aceite de la
emulsién es cercana a cero. Durante la adsorcién de las SB se produce una gran
interrupcion de estas interacciones en ambos casos, lo que determinaria que las peliculas
pierdan su cardcter elastico y las gotas de aceite adquieran carga superficial negativa. Si
bien la perturbacién es muy importante en ambos sistemas, al ser la pelicula de E4M la
que presenta mayor caracter hidrofilico es donde se produciria el mayor desarreglo

molecular. Como consecuencia de esta mayor perturbacion, las cadenas de E4M se
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separan mas entre si aumentando los sitios disponibles para la adsorcién de la lipasa
pancredtica en comparacion con E5LV, mas hidrofébica. La mayor separacién de las
cadenas de E4M adsorbidas y, en consecuencia la mayor adsorcion de la lipasa
pancredtica (en asociacion con la colipasa), daria lugar al mayor grado de lipdlisis

obtenido con las emulsiones de E4M.
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Figura IV.12. Representacion esquematica del modelo propuesto: Las SB producen mayor desarreglo en E4M aumentando los sitios disponibles para la
adsorcion de la lipasa en mayor medida que en E5LV, lo que resulta en un mayor grado de lipdlisis.
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Conclusiones generales

1. Conclusiones generales

Los resultados de la presente tesis demostraron que tanto la velocidad como el grado de
lipdlisis de las emulsiones obtenidos durante la digestién gastroduodenal in vitro,
dependen del tipo de emulsionante adsorbido, siendo las emulsiones estabilizadas por
Blg las que mostraron mucho mayor grado de lipdlisis, seguidas por las de E5LV y
finalmente por las de SPI, que dieron lugar a un grado de lipdlisis similar al de HPMC
(Capitulo 1).

Ademas, se comprobé que la velocidad inicial a la cual se desarrolla la lipdlisis estd
relacionada con el area interfacial inicial de las emulsiones, pero no asi la extension del
proceso que dependeria de otros factores que no involucran al area interfacial ni a las
propiedades reoldgicas de las peliculas.

Los factores investigados, moduladores del proceso de lipdlisis, tienen que ver con el rol
de las SB ya sea en: (a) La etapa de adsorcidén interfacial de estas moléculas para facilitar
la adsorcién del complejo lipasa/colipasa, o bien, (b) La etapa de desorcidn y transporte
en forma de micelas de los productos de la lipdlisis, inhibitorios de la actividad de la lipasa
pancreatica. Estas micelas de SB a continuacion liberan los componentes solubilizados en
los enterocitos para luego transitar por el remanente del intestino delgado y grueso
donde son reabsorbidas. Por lo tanto, si este mecanismo falla o es lento funcionara como
una autorregulacién de la lipdlisis.

Con respecto a la etapa (a), los estudios de co-adsorcidén o adsorcién secuencial de las SB
en cada pelicula interfacial indicaron que en las condiciones de estudio, donde todos los
emulsionantes son capaces de saturar la interfase O/W, las SB si bien penetran vy
desorganizan las peliculas no producen una desorcion (al menos total) de los
emulsionantes. Entre las proteinas estudiadas, las de soja fueron menos desplazadas por
las SB, y a su vez presentaron mayor compatibilidad interfacial con las mismas (Capitulo
[11). La HPMC también presenté un alto grado de interaccidn con las SB, dado que si bien
las peliculas fueron penetradas y desorganizadas estructuralmente, la celulosa
permanece en la interfase, siendo capaz de apantallar la carga aportada por las SB
(Capitulos lll y IV). Ademas, en el Capitulo IV se observd que la lipdlisis fue favorecida al

disminuir la hidrofobicidad de la HPMC (menor relacion metilos/hidroxipropilos).
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Con respecto a la etapa (b), los estudios de digestién interfacial aportan informacion
relevante con respecto a las diferentes habilidades de los emulsionantes para impedir la
desorcion de los productos de la lipdlisis. Se observd que las peliculas de SPI y HPMC
representan un mayor impedimento que la pelicula de Blg (Capitulo Il). Esto sugiere que
tanto SPI como HPMC, podrian estar interaccionando en la interfase con las SB, de forma
tal de disminuir su disponibilidad para desorber y transportar los productos de lipdlisis,
promoviendo la acumulacion interfacial de los mismos y por ende la disminucién o
retardo del proceso de lipdlisis.

Muy recientemente Sarkar, Ye y Singh (2016) demostraron el rol que juegan las SB en el
proceso de desorcidn de los productos inhibitorios de la lipasa, al observar que tras la
incorporacion de SB a diferentes emulsiones, se incrementa en gran medida tanto la
velocidad como la extension de la lipdlisis, en comparacidn con sistemas emulsionados
por las SB. En otras palabras, cuando las SB se encuentran en el medio acuoso “libres”
estan disponibles para la remocién de los acidos grasos generados, lo que favorece la
actividad de la lipasa.

En la literatura existen algunos antecedentes que apoyan las interpretaciones obtenidas
en la presente tesis. Por ejemplo, Anderson, Johnstone y Cook-Newell (1995) ya habian
demostrado la capacidad de las proteinas de soja para reducir los niveles de colesterol en
sangre tanto en humanos como en animales de laboratorios, indicandose que el
mecanismo de accion de estas proteinas incluiria la disminucién de la adsorcidn intestinal
de las SB (Potter, 1998). Mas tarde, Kahlon y Woodruff (2002), corroboraron que bajo
condiciones de digestidn duodenal in vitro, las proteinas de soja serian capaces de ligar
acidos biliares, lo que determinaria su potencial para disminuir los niveles de colesterol.
Experimentos in vivo, ex vivo e in vitro sugieren que las SB también se unen a la fibra
soluble (polisacaridos no digeribles) previniendo su readsorcion (Gunness y Gidley, 2010)
e induciendo la sintesis de SB a partir del colesterol en sangre a fin de restaurar la
fraccién perdida. Este es uno de los mecanismos mas aceptados para explicar la reduccion
del colesterol en sangre.

Chiappisi y Gradzielski (2015) indicaron que, en dietas suplementadas con quitosano, los
niveles de colesterol bajos podrian estar asociados a la capacidad de este polisacarido

para interaccionar con las SB.
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Gunness, Flanagan, Mata, Gilbert y Gidley (2016) también mostraron que algunas fibras
dietarias, como los glucanos o arabinoxilanos, interaccionan con las SB formando grandes
agregados que reducen su disponibilidad. En particular Torcello-Gémez y Foster (2016),
indicaron que la HPMC interacciona con las SB al evidenciar cambios en los termogramas
de los polisacaridos obtenidos por calorimetria diferencial de barrido.

En concordancia con estos estudios, realizados en solucién, en la presente tesis se ha
comprobado que efectivamente estas interacciones ocurririan también a nivel interfacial,
constituyendo un mecanismo clave en la regulacidon de la lipdlisis y asimilacion de los
lipidos. Algunos emulsionantes, como SPI y HPMC, serian capaces de impactar sobre la
disponibilidad de las SB y por lo tanto presentan especial interés para el desarrollo de
emulsiones donde se busca una inhibicion o retardo de la lipdlisis.

A pesar de no encontrase una inhibicidn total de la lipdlisis, la reduccién de su extension,
resulta de crucial importancia. Actualmente se considera que la velocidad a la cual los
acidos grasos son absorbidos (niveles postprandiales de triglicéridos) resulta de
importancia para la salud ya que altos niveles estan asociados con la activacién de
reacciones inflamatorias reconocidas como factores de riesgo de enfermedades

cardiovasculares y diabetes (Singh y Ye, 2013).

Por ultimo, se requieren estudios in vivo para apoyar las conclusiones obtenidas a partir
de modelos de digestion in vitro, por medio de los cuales no es posible simular la
complejidad real de los procesos fisiolégicos que se producen en el tracto digestivo

humano.
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