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1. RESUM

En l'actualitat els components bioactius susciten molt interés pels seus
efectes beneficiosos per la salut. Un d’aquests components és el B-caroté, un
pigment vermell-taronja abundant en fruites i verdures que destaca per tenir

activitat pro-vitaminica A, pero presenta baixa estabilitat i bioaccessibilitat.

Alguns estudis demostren, que a escala nhanometrica, es pot millorar la
incorporaci6 de components bioactius a matrius alimentaries lipidiques

presentant millors caracteristiques fisicoquimiques i funcionalitat.

L’objectiu d’aquest treball és obtenir nanoemulsions estables de B-caroté
amb una fase aquosa biopolimérica de pectina. S’avaluara l'efecte dels
diferents components sobre les propietats fisicoquimiques (mida de particula,
index de polidispersid, carrega superficial, viscositat, lluminositat i estabilitat
passades 24 hores) A més a més, es pretén determinar la digestibilitat in vitro i
la bioaccessibilitat de les nanoemulsions amb millors caracteristiques

fisicoquimiques.

Tal com ens indiquen els nostres resultats, la pectina és el component
de la nanoemulsié amb major efecte sobre les propietats fisicoquimiques. Un
augment de la concentracid d’aquest polimer provoca carregues superficials
menys negatives, viscositats més elevades, mides de particula majors i en
concentracions d’'un 2% majors estabilitats. Hem vist també, que I'addicié de
surfactant redueix la mida de particula i que les nanoemulsions sén més clares
en concentracions d'un 4% d’oli 0 1% de polimer. També s’ha comprovat que
la presencia de pectina augmenta la bioaccessibilitat contrariament al que

demostren estudis previs.

Com a conclusio, podem dir que no hi ha suficient informacié sobre
nanoemulsions per0 es pot observar que en general les propietats
fisicoquimiques de les nanoemulsions milloren respecte a les de les emulsions

convencionals i per tant, poden millorar la funcionalitat del B-caroté.



1. RESUMEN

En la actualidad los componentes bioactivos suscitan mucho interés por
sus efectos beneficiosos para la salud. Uno de estos componentes es el (-
caroteno, un pigmento rojo-naranja abundante en frutas y verduras que destaca
por tener actividad pro-vitaminica A, pero presenta baja estabilidad y

bioaccessibilidad.

Algunos estudios demuestran que a escala nanométrica, se puede
mejorar la incorporacion de componentes bioactivos en matrices alimentarias

lipidicas presentando mejores caracteristicas fisicoquimicas y funcionalidad.

El objetivo de este trabajo es obtener nanoemulsiones estables de -
caroteno con una fase acuosa biopolimérica de pectina. Se evaluara el efecto
de los diferentes componentes sobre las propiedades fisicoquimicas (tamafio
de particula, indice de polidispersion, carga superficial, viscosidad, luminosidad
y estabilidad pasadas 24 horas) Ademdas, se pretende determinar la
digestibilidad in vitro y la bioaccessibilidad de las nanoemulsiones con mejores

caracteristicas fisicoquimicas.

Tal y como nos indican nuestros resultados, la pectina es el componente
de la nanoemulsion con mayor efecto sobre las propiedades fisicoquimicas. Un
aumento de la concentracion de este polimero provoca cargas superficiales
menos negativas, viscosidades mas elevadas, tamafios de particula mayores y
en concentraciones de un 2% mayores estabilidades. Hemos visto también,
que la adicion de surfactante reduce el tamafio de particula y que las
nanoemulsiones son mas claras en concentraciones de un 4% de aceite 0 1%
de polimero. También se ha comprobado que la presencia de pectina aumenta

la bioaccessibilidad contrariamente a lo que demuestran estudios previos.

Como conclusion, podemos decir que no hay suficiente informacion
sobre nanoemulsiones, pero se puede observar que en general las
propiedades fisicoquimicas mejoran respecto a las de las emulsiones

convencionales y por lo tanto, pueden mejorar la funcionalidad del B-caroteno.



1. ABSTRACT

Actually bioactive components have a great interest for their beneficial
health effects. One of this components is B-carotene, a red-orange pigment
abundant in fruits and vegetables that has pro-vitamin A activity, but his use is
currently limited because of his chemical instability and his low bioavailability.

Some studies show that nanometric scale can improve the incorporation
of bioactive components in a oil matrix, showing better physicochemical

characteristics and functionality.

The aim of this work is to obtain stable nanoemulsions of B-carotene with
a biopolymer pectin aqueous phase. We will study the effect of different
components on the physicochemical properties (particle size, polydispersity
index, surface charge, viscosity, brightness and stability after 24 hours). Also,
we will determine in vitro digestibility and bioavailability of nanoemulsions that

have better physiochemical characteristics.

This study has shown that pectin is the component of nanoemulsions
with greatest effect on physicochemical properties. An Increase of this polymer
concentration causes less negative surface charges, higher viscosities and
more larger particle sizes. Also, nanoemulsions with 2% of pectin are always
stables. In addition, we have seen that surfactant decreases the particle size
and nanoemulsions with 4% of oil or 1% of pectin are more brightness. It has
also been found that the presence of pectin increases bioavailability contrary to

what previous studies have shown us.

In conclusion, we can say that there is enough information about
nanoemulsions, but it can be seen that the physicochemical properties of
nanoemulsions improved versus conventional emulsions and therefore can

improve the functionality of 3-carotene.



2. INTRODUCCIO

2.1. Components bioactius

Els components bioactius sén compostos no nutritius que es troben en
petites quantitats de manera natural en els aliments. La seva importancia
recau en els seus efectes beneficiosos per la salut. Actualment, hi ha molts
estudis centrats en investigar I'efecte protector d’aquests compostos sobre les
malalties cardiovasculars, cancer i altres malalties (Etherton et al, 2002).
Existeixen diversos grups de components bioactius entre els quals, es troben

els carotenoids.

Els carotenoids sén pigments organics liposolubles que podem trobar en
els cloroplasts i cromoplasts de plantes i alguns altres organismes fotosintétics,
incloent alguns bacteris i alguns fongs que confereixen coloracions intenses
(vermell, taronja o groc). En general, no poden ser sintetitzats per 'organisme i

s’han d’aportar a través de la dieta.

Hi ha més de 600 carotenoids coneguts, els quals, es divideixen en
xantofil-les o carotens segons si contenen oxigen en la seva estructura quimica
0 no. Les xantofil-les sén les que contenen oxigen i majoritariament no tenen
activitat de provitamina A, a excepcié de la criptoxantina. Els carotens son
hidrocarburs que no contenen oxigen i alguns tenen activitat de provitamina A
(Armstrong i Hearst, 1996).

Dins del grups dels carotens trobem el B-carote, un pigment vermell-
taronja abundant en plantes i fruites com la pastanaga, papaia, carbassa,
mango, albercocs, entre altres. Es un compost organic que conté 8 unitats
d’'isopré i una cadena hidrocarbonada de 40 carbonis (Figura 1), que a
diferencia de la major part de carotenoids, presenta amb els extrems ciclats
(George, 2005).
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Figura 1: Estructura quimica del 3-caroté

El B-carote destaca per ser el carotenoide amb major activitat pro-
vitaminica A ja que la seva molécula es trenca per la meitat i dona dues
molécules de vitamina A. Se li atribueixen efectes saludables tals com la
prevencié de determinats cancers, prevencid6 de malalties coronaries,
cataractes, degeneracio macular senil i altres malalties que estan actualment
en estudi com ara el tractament del SIDA, Alzheimer, Parkinson, artritis

reumatica, esquizofrenia i trastorns de pell (Qian et al., 2012).

Ilgual que la resta de carotenoids, el B-caroté presenta limitacions alhora
d’incorporar-lo als aliments per la seva baixa solubilitat en aigua, inestabilitat
quimica i baixa biodisponibilitat atribuida al dificil alliberament durant la digestio
en el tracte gastrointestinal (Williams i Erdman,1998). Una de les possibles
solucions per millorar la biodisponibilitat és encapsular-lo en petites gotes
lipidiques disperses en medi aqués. D’aquesta manera, les gotes lipidiques
arriben al tracte gastrointestinal on les molécules de triglicérids seran digerides
per l'accié de les lipases pancreatiques convertint-se en monoacilglicerols i
acids grassos lliures alliberant el B-caroté. Aquests productes obtinguts de la
digestio de lipids formaran part de les micel-les mixtes amb les sals biliars i els
fosfolipids facilitant la seva entrada a I'enterocit. Un cop a les cél-lules
intestinals, s’absorbiran i es recobriran de quilomicrons per arribar
posteriorment al sistema limfatic (Qian et al., 2012) com es pot veure en la

Figura 2.
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Figura 2: Passos per I'absorcié del 3-caroté encapsulat en petites gotes
lipidiques.

A banda dels carotenoids, existeixen altres grups de components

bioactius. A continuacié s’exposaran alguns d’ells:

Els compostos fenolics. S6n un conjunt de molécules amb activitat antioxidant,
que inhibeixen I'activitat d’agents mutagens, prevenen I'agregacio plaquetaria i
provoguen la relaxacié muscular. Els podem trobar a fruites i verdures com les
pomes, papaies, albercocs i també en llavors de cafe i soja (Serrano et al.,
2014).

Fitoestrogens. Els fitoestrogens so6n compostos quimics esteroidals presents en
els vegetals. Els més coneguts son les isoflavones i els lignants. Tenen efectes
contra el cancer de mama, la diabetis, la degeneracid cognitiva i 'obesitat. Els
podem reconeixer en aliments com la soja i els seus derivats, els espinacs, les

llavors de lli, l'alfals i el trévol vermell (Thompson et al., 2005).

B-glucans. Es tracta d’una fibra soluble que pot impedir I'absorcié del colesterol
LDL i com a consequéncia ajuda a prevenir malalties cardiovasculars. També
preveu el cancer de colon i la diabetis. Es troben principalment als grans d’ordi i

civada (Thompson et al., 2005).

Monoterpens. SOn substancies quimiques provinents del regne vegetal. La
seva ingesta té efecte profilactic i antitumoral de cancer de fetge, pulmd,
pancrees i mama. Els contenen els olis essencials dels citrics (Serrano et al.,
2014).

Els efectes saludables d’aquests components susciten molt interés a la

industria alimentaria i també en el moén dels aliments funcionals. Cal pero,


http://ca.wikipedia.org/wiki/Compostos_qu%C3%ADmics
http://ca.wikipedia.org/wiki/Esteroide
http://ca.wikipedia.org/wiki/Vegetal

millorar la seva incorporacio en els aliments ja que sén aliments amb una baixa

solubilitat, poc estables, i poc biodisponibles.

2.2. Nanotecnologia

La nanotecnologia €s un camp de la ciencia aplicada dedicat al control i
manipulacio de la matéria a una escala menor que un micrometre, és a dir, en
un rang de 1 a 100 nanometres (Figura 3), essent un nanometre la mil

milionésima part d'un metre (10° metres).
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Figura 3: Escala de mesures nano i micrometriques

Es considera una tecnologia emergent amb un gran potencial per
revolucionar els sistemes de produccié agricola i el processat d’aliments. La
matéria a escala nanometrica té un comportament diferent en comparacié a
'escala macrométrica. La nanotecnologia pot tenir diferents aplicacions en el

camp dels aliments, actualment obertes a investigacio tals com:

o Augment de la seguretat en la fabricacid, processat i transport dels
productes alimentaris a través de sensors nanometrics per a la
detecci6é de patogens i contaminants.

o Desenvolupament de sistemes que integren la deteccio, localitzacio,
I'informe i el control a distancia dels productes alimentaris. D’aquesta



manera poden augmentar I'eficacia i seguretat en el tractament dels
aliments i el transport.

o Reduccié del gust indesitjable d’alguns components bioactius
després d'un procés de transformacidé mitjangant I'encapsulacio
d’aquest per a protegir-los de la seva oxidacio.

o Desenvolupament d'envasos per a aliments amb nanoparticules de
polimer (Dunkan, 2011)

o Sistemes d'encapsulaci6 que augmenten la funcionalitat

d’ingredients bioactius.

Formacid de nanoparticules i nanoemulsions estables amb

components bioactius per la industria alimentaria.

Les nanoemulsions son un tipus d’emulsi6 amb un rang de mida de
particula nanométrica, es a dir, extremadament petites. Aquestes estan
formades per una fase continua, fase dispersa i un agent emulsionant o
tensioactiu. A més, es pot contemplar I's de biopolimers com estabilitzants i
texturitzants (Salvia-Truijillo et al, 2011, 2012).

La utilitzaci6 de nanoemulsions presenta avantatges respecte a I'Us
d’emulsions convencionals. Primerament, les nanoemulsions son sistemes més
estables amb millors caracteristiques fisicoquimiques que permeten I'alliberacié
controlada d’ingredients lipofilics encapsulats en les gotes de la nanoemulsio i
que a més, poden ser incorporats als aliments més facilment (Yue, 2010).
D’altra banda, sén emulsions que presenten major estabilitat, bioaccessibilitat i
millor acceptaciéo sensorial degut a les seves propietats de color i viscositat
(McClements, 2005).

En els dltims anys, s'han produit avencos considerables en el
desenvolupament de metodes i técniques per a la formulacié de
nanoemulsions. Aquestes es poden obtenir mitjancant varies tecniques, pero
en general solen classificar-se en métodes d'alta i baixa energia (Leong et al,
2009).

En els métodes d’alta energia utilitzen dispositius mecanics capagos de

generar forces intenses amb la capacitat de barrejar d’oli amb la fase aquosa i



formar petites gotes de mida nanometrica. Alguns dels equips que poden
produir aquest fenomen sén els homogeneitzadors, valvules d’alta pressio,
microfluiditzadors i els homogeneitzadors d’ultrasons. En ['actualitat, els
meétodes d’alta energia sén els que més s'utilitzen en la formacié de
nanoemulsions per la seva elevada eficacia i rendiment per a produir a escala
industrial. A més, sén capacos de preparar nanoemulsions provinents de

diferents materials i matéries primes.

En canvi, els métodes de baixa energia, fan Us de lI'energia quimica
emmagatzemada en els components per a reduir la seva mida. Com a exemple
d’aquest metode tenim la inversio de fases i 'emulsificacid espontania (Huang
et al, 2010).

Recentment, s’esta aplicant la nanotecnologia en el camp dels aliments
funcionals, ja que s’ha vist que és un dels vehicles més eficients per la millora
de la solubilitat en aigua, l'estabilitat fisicoquimica i la funcionalitat dels
compostos bioactius en els aliments ja que poden ser transportats a través de
les membranes cel-lulars amb molta meés facilitat (Huang et al., 2010). En
aquest sentit, una de les aplicacions de la nanotecnologia és el
desenvolupament de nanoemulsions que millorin la incorporaciéo de compostos
funcionals. A més, cada cop hi ha més demanda d’aliments funcionals en el
mercat (Huang et al., 2010), tan es aixi que actualment s’esta investigant la
solubilitzacié del B-caroté en sucs de fruita mitjangcant nanotecnologia per tal

d’augmentar la vida util del B-carote i fer més funcionals els sucs.



3. PLANTEJAMENT DEL PROBLEMA | HIPOTESI

Els components bioactius son substancies que generen cada cop més
interés a la industria alimentaria per les seves propietats saludables, encara
que presenten dificultats en la seva incorporacio ja que posseeixen baixa
solubilitat en aigua, poca estabilitat i reduida bioaccessibilitat/biodisponibilitat.
S’ha vist que a escala nanomeétrica, es pot millorar la incorporacido de
components bioactius a matrius alimentaries lipidiques presentant millors
caracteristiques fisicoquimiques i funcionalitat. A més a més, es podrien obtenir
matrius alimentaries més estables amb caracteristiques de color i viscositat

més atractives pel consumidor.

Aquest fet, podria significar un aveng¢ important en el desenvolupament

de productes alimentaris funcionals.



4. OBJECTIUS

Objectiu general:

L’'objectiu general d’aquest estudi és obtenir nanoemulsions estables,
constituides per oli de blat de moro enriquit amb 3-caroté en una fase aquosa
biopolimeérica de pectina. Es pretén conéixer I'efecte dels diferents components
de la matriu alimentaria sobre les propietats fisicoquimiques. A més, s’estudiara
la digestibilitat i bioaccessibilitat de les nanoemulsions amb millors

caracteristiques fisicogquimiques.

Objectius especifics

» Avaluar I'efecte del diferents components de les nanoemulsions (pectina,
oli i surfactant) sobre diferents propietats fisicoquimiques com la mida
de particula, potencial zeta, color, viscositat i estabilitat.

» Establir la formulaci6 i les condicions de tractament mitjancant
microfluiditzaci®6 més adequades per l'obtencid6 de nanoemulsions
estables.

» Determinar la digestibilitat i bioaccessibilitat in vitro de les
nanoemulsions d’oli enriquit amb (-carote que presentin millors

propietats fisicoquimiques per la seva incorporaci6 als aliments.



5. METODOLOGIA

5.1. Materials

Les emulsions es formen a partir de quatre components diferents: una
fase lipidica (oli enriquit amb [B-carote), una fase aquosa (aigua milli-Q), un

biopolimer texturitzant (pectina) i un emulsionant o surfactant (Tween 20).

> Aigua milli-Q. Es una aigua altament purificada i desionitzada mitjangant
osmosi inversa que no permet el creixement microbia.

> Pectina. Es un polisacarid que es troba de manera natural a les parets
cel-lulars de les plantes. La seva funcidé principal en la inddstria
alimentaria és gelificar en medi acid pero0 també pot actuar com
espessidor i estabilitzant. De pectines n’hi ha de dos tipus, de baixa i
d’alta metoxilacio. En el nostre estudi s’ha emprat la pectina d’alta
metoxilacio.

» Oli enriquit amb B-carote. L'oli és la matriu alimentaria que incorpora el
component bioactiu. En aquest cas l'oli és de blat de moro refinat de la
marca Koipesol i el B-carote és el component bioactiu.

» Surfactant o Tween 20. Agent tensioactiu de polisorbat amb una
estabilitat relativa i sense toxicitat que permet que sigui emprat com a
detergent i emulsionant en farmacologia, en investigacié cientifica i
també per la formacié d’emulsions en els aliments. En aquest estudi,
s’ha utilitzat el Tween 20 com a surfactant degut a la seva major afinitat

pels acids grassos de cadena llarga presents en el nostre oli.

5.2. Metodes

5.2.1. Preparacio6 de I’oli enriquit

En aquest treball, s’ha preparat un oli enriquit amb B-caroté al 0,5%.
L’oli utilitzat és un oli de blat de moro refinat. Per elaborar-lo, es pesen 500 mg
de B-caroté en pols i s’afegeix 100 ml d’oli de blat de moro. Posteriorment, es

repeteix dues vegades el seguent procés: sonicacié d’'un minut i agitacié a 50°C



durant 5 minuts a una placa calefactora i agitadora. Per la seva bona

conservacio, I'oli es congela a -18°C.

5.2.2. Preparacio de les nanoemulsions

5.2.2.1. Preparacio de les emulsions convencionals

Es van preparar 18 emulsions que posteriorment es van transformar en
nanoemulsions. Com es pot veure a la Taula 1, les emulsions tenen diferents
concentracions de pectina, d’oli enriquit amb B-caroté, surfactant (Tween 20) i

aigua milli-Q.

Taula 1: Composicié de les 18 nanoemulsions

EMULSIO | PECTINA (%) | OLI (%) | TWEEN 20 (%) | AIGUA (%)
1 0 1 1 92
2 0 1 2,5 96,5
3 0 1 4 95
4 0 4 1 95
5 0 4 2,5 93,5
6 0 4 4 92
7 1 1 1 97
8 1 1 2,5 95,5
9 1 1 4 94
10 1 4 1 94
11 1 4 2,5 92,5
12 1 4 4 91
13 2 1 1 96
14 2 1 2,5 94,5
15 2 1 4 93
16 2 4 1 93
17 2 4 2,5 91,5
18 2 4 4 90

El protocol de preparacio de les emulsions varia segons si hi ha presencia o

abséncia de pectina.



Per preparar una emulsio sense pectina primer es va incorporar l'aigua
milli-Q a temperatura ambient, I'oli i després el surfactant (Tween 20) en les
proporcions corresponents als percentatges de la Taula 1 en un recipient.
Posteriorment, es va passar pel turrax (ULTRA TURRAX, Janke & Kundel,
Staugen, Germany) a 9500 rpm durant 2 minuts.

En canvi, per preparar una emulsié amb pectina primer es va pesar la
quantitat de pectina d’alta metoxil-lacié que es volia utilitzar i paral-lelament, es
va escalfar 350 ml d’aigua milli-Q a 80°C. Després es va introduir la quantitat
establerta en la Taula 1 d’aquesta aigua ja calenta i es passa pel turrax a 9500
rom durant 5 minuts mentre s’afegia lentament la pectina. Es va deixar reposar
la barreja fins que la seva temperatura oscil-lava entre 25-30°C. Posteriorment,
es va incorporar la quantitat d’oli i surfactant (Tween 20) i es mescla en el

tdrrax a 9500 rpm durant 2 minuts.

5.2.2.2. Formaci6 de la nanoemulsié

Per formar una nanoemulsio es
va fer passar una emulsié convencional
5 cops per un equip anomenat
microfluidizer (M110P, Microfluidics,
Massachusetts, USA d’altes pressions
(100-150 MPa)). Aquest dispositiu

primerament, bombeja I'emulsié cap a

una camera d'interacci® on hi ha un

pistd que produeix altes pressions i
lemulsié es sotmet a altes velocitats Figura 4: Microfluidizer
generant forces d'alt cisallament entre les gotetes d’emulsid, que redueixen la
seva mida. Posteriorment, 'emulsioé es dirigeix a una bobina externa en forma
d’espiral que es troba dins d’'un bany d’aigua destil-lada i gel permetent que
'emulsié és refrigeri i que el producte es mantingui a temperatures inferiors de
20 °C.



5.2.3. Caracteritzacio de les emulsions

5.2.3.1. Mida de particula i index de polidispersio

El diametre de particula es va mesurar mitjancant la dispersio de llum
dinamica (DLS) amb l'equip Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd,
Worcestershire, Regne Unit). La dispersi6 de llum dinamica mesura el
moviment de les gotes nanometriques i ho relaciona amb el diametre
hidrodinamic mitjangant I'equacié de Stokes-Einstein. Les condicions de treball
de I'equip van ser de 633 nm de longitud d’ona i una temperatura de 25°C.

L’ emulsio es va incorporar a I'equip mitjangant cubetes de plastic, on s’afegeix
1 ml d’una dissolucié 1:10, és a dir, 100 yL de nanoemulsié i 900 yL d’aigua
milli-Q. Posteriorment, es van tapar les cubetes i va procedir a fer la lectura.

Per determinar la mida de particula es van introduir dues mostres de cada una
de les nanoemulsions i es van fer tres lectures de 60 segons cadascuna.

L’index de polidispersio es calcula automaticament per a cada lectura.

Els resultats de mida de particula es van expressar amb nanometres.

5.2.3.2. Potencial zeta

El potencial zeta es va mesurar
mitjancant la mobilitat electroforetica de les
gotes de la emulsi6. Es va mesurar per

dispersié de la llum mitjangant I'equip laser

Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd,
Figura 6: Cubetes d’electroforesi

UK). Aquest equip determina la carrega Zetasizer Nano ZS

superficial a la interfase de les petites gotes

disperses en I'emulsio i si la carrega es prou alta o baixa per assumir que les
forces de repulsio entre les gotes son predominants en la emulsio (<-30mV 0
>30mV) i per tant, no es produiran fenomens de coalescéncia i es considerara
una emulsié estable. L’emulsié es va incorporar a I'equip mitjangant cubetes
d’electroforesi que contenen 1 eléctrode a cada banda de la cubeta i es va

realitzar la lectura. Cada cubeta contenia aproximadament 1 ml d'una



dissolucié 1:10, és a dir, 100 yL de nanoemulsié i 900 pyL d’aigua milli-Q. Per
determinar el potencial zeta, es van introduir dues mostres de cada una de les

nanoemulsions i es van fer tres lectures.

Els resultats es van expressar amb milivolts (mV).

5.2.3.3. Viscositat

La viscositat es va determinar a partir
de l'equip SV-10 Vibro-Viscosimeter (A&D
Company, Tokio, Japan) que produeix una
vibraci6 de 30 Hz i manté una amplitud

constant. Per fer-ho es van incorporar 10 ml

d'emulsi6 a una cubeta especifica per

determinar viscositats i es va procedir a la

lectura. Es van fer 3 lectures de cada Figura 7: Viscosimetre SV-10

emulsié anotant la viscositat i la temperatura.

Els resultats es van expresar en miliPascals-segon (mPa-S)

5.2.3.4. Color

Per determinar el color de les emulsions es va utilitzar el colorimetre
Minolta CR-400 (KonicaMinoltaSensing, Inc, Osaka, Japd) i funciona a
temperatura ambient. Per cada emulsio es fan tres lectures de color diferents.
Els resultats de la lectura s’expressen mitjangant tres coordenades (L*, a*, b*),

les quals representen (Figura 8) :

» Eix perpendicular al pla (L*): estableixen la lluminositat (clar-fosc).
» Eix abscisses (a*): determinen la posicié entre verd i magenta. Els
valors negatius indiquen color verdds, mentre que els positius indiquen

magenta.



» Eix ordenades (b*): determinen la posicid entre groc i blau. Aquells
valors que siguin negatius indicaran colors blavosos, i els positius

indicaran groguencs.

: c L ;
( (P blanco ) L

b+ amarillo

8- verde
azulado

ax.magenta

Figura 8: Diagrama Colorimétric de Hunter

5.2.3.5. Estabilitat

Per mesurar I'estabilitat es van ficar 5 ml de nanoemulsio en tres tubs de
vidre i es van deixar en refrigeracié durant 24 hores. Posteriorment, es
comprova visualment si hi ha separacié de fases. Si no hi ha separacié de
fases es considera estable.

Els resultats s’han expressat amb la paraula “positiu” en el cas de que

siguin estables i amb la paraula “negatiu” si no sén estables.

5.2.4. Digestio in vitro de l'intesti prim



La digestio in vitro de les nanoemulsions es va dur a terme mitjancant un
dispositiu regulador de pH, simulant la digestié de l'intesti prim (Metrohm USA,
Riverview, FL). Es van realitzar 2 digestions in vitro per cada nanoemulsié. Per
efectuar les digestions, primerament es van incorporar 30 ml de nanoemulsio
en un bany maria a 37 °C. Després, es van afegir 4 ml de la dissolucié de bilis
bovina (47mg/ml) i 2 ml de clorur de calci (110 mg/ml) a la nanoemulsié i es va
ajustar el pH a 7. Seguidament, es van addicionar 2,5 ml de lipasa pancreatica
i es va registra el volumen de NaOH mL necessari per neutralitzar els acids
grassos lliures (FFA) alliberats durant la digestio lipidica per mantener un pH
constant de 7 durant 2 hores. Per calcular el percentatge d’acids grassos
lliures que s’alliberen durant les dos hores que dura el procés de digestio es va

utilitzar la segiient equacio:

VNaOH x C NaOH x M oli

FFA(%)= 100 x

2Zxmoli

On:

Vnaon: €s el volum de NaOH que s’ha gastat per neutralitzar els acids grassos
lliures que s’han alliberat durant la digestio.

CnaoH: €s la molaritat del NaOH (0,25 M)

Moii: €s el pes molecular de I'oli (800 g/mol)

Moii: €s el pes total de l'oli inicial que hi ha en la barreja (g).

5.2.5. Determinacié de la bioaccessibilitat del B-carote

Per a la determinacié del contingut de [3-caroté de les mostres, es van
afegir 5mL de la mostra a 5mL de cloroform. Totes les mostres es van barrejar
en un agitador mecanic vortex durant 3 min a una velocitat aproximada de 2000
rom i posteriorment es van centrifugar durant 20 min a 1750 rpm i 25 °C. Es
van obtenir 2 fases diferents: la fase inferior composta per cloroform i 3-carote,
i la superior, blanca i d'aspecte escumoés que contenia I'oli i restes de 3-carote
encapsulat. Es va extreure el sobrenedant escumés de cada mostra i se li van
tornar a afegir 5mL de cloroform, repetint el procediment de la centrifugacié. A
la segona centrifugacié es treu el sobrenedant i la fase inferior es barreja amb

la fase inferior de la primera centrifugacid. Després s'agita lleugerament i es



mesura l'absorbancia a 450nm utilitzant un espectofotometre (Ultrospec 3000
pro GE Healt Sciences, USA). La bioaccesibilitat del 3-caroté es va determinar
a partir de I'absorbancia de la nanoemulsio digerida i de la fraccié micel-lar a

partir de la férmula seguent:

C Micelle

Bioaccessibilitat = 100 x
C Imicial

On:
Chuwicelle: €S la concentracié de B-caroté en la fraccio micel-lar .

Ciniciai: €s la concentracio de B-caroté en la nanoemulsio inicial.

La concentracié de [(-caroté en totes les fases de la digestié (inicial,

digerida i micel.lar) es va determinar a partir de corbes patro.

5.2.6. Analisis estadistic ANOVA

Els resultats obtinguts van ser analitzats amb el programa estadistic
Statgraphics Centurion per a Windows (Statistical Graphics Co., Rockville, Md).
Es van realitzar l'analisi de varianca (ANOVA) per comparar les dades
obtingudes amb un nivell de significacié del 95%. Al mateix temps, es van dur a
terme proves de rang multiple per identificar diferencies estadisticament
significatives entre les mitjanes obtingudes seguint el criteri de la minima

diferencia (Least Significant Difference-LSD)



6. RESULTATS I DISCUSSIO

En aquest treball s’ha estudiat I'efecte dels diferents components de les
nanoemulsions descrites en la Taula 1 (seccié de Materials i Métodes) sobre la
mida, polidispersio i distribucié de particula; potencial zeta, viscositat i color. A
meés s’ha avaluat I'estabilitat d‘aquestes nanoemulsions passades les 24 hores.
També es mostren els resultats de la digestibilitat i bioaccessibilitat de les

nanoemulsions que han presentat millors caracteristiques fisico-quimiques.

6.1. Mida, polidispersio i distribucid de particula

Es va avaluar la mida de particula i I'index de polidispersié de les
nanoemulsions. Com es pot observar en la Figura 9, la mida de particula de les
nanoemulsions és de l'ordre dels nandmetres, essent la minima 116 nm i la
maxima 244 nm, fet que corrobora la correcta microfluiditzacié de les
nanoemulsions. Estudis similars com els de Burapapadh et al. (2010),
presenten nanoemulsions amb dimensions entre 200-400 nm, per tant, hem
aconseguit crear nanoparticules més petites. A la Figura 9, s’observa que les
nanoemulsions que presenten mides de particula més petites son les

nanoemulsions sense pectina.
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Figura 9: Efecte del Tween 20 (1, 2,51 4%) i de la pectina (0, 1 i 2%) sobre la mida
de particula en nanoemulsions de a) 1% d’oli i b) 4% d’oli.

Com s’ha dit anteriorment, la pectina juga un paper important en la mida
de les particules de les nanoemulsions (p< 0,05). Es veu que a mesura que
s’afegeix major quantitat de pectina, les dimensions de les particules
augmenten. Aquesta tendencia pot ser deguda a que el biopolimer es incapac
d’estabilitzar les gotes recent formades, permeten que les nanoparticules d’oli
interaccionin entre elles i es produeixin fenomens de coalescéncia (Dickinson,
2003). Pot justificar-se a més, pel fet de que al augmentar la pectina
s’augmenta la viscositat i aixo fa que es produeixi un increment de la mida de
particula (Walstra, 1993).

També s’ha comprovat que el Tween 20 influeix sobre la mida de
particula, encara que menys que la pectina (p< 0,05). La mida de particula
tendeix a reduir-se quan la SOR (relacié de tensioactiu respecte d’oli) és
elevada, és a dir, a majors concentracions de Tween 20. Aquest fet, permet
solubilitzar millor I'oli en aigua i permet que es redueixi la mida de les gotes
doli de la nanoemulsi6 (Ostertag, 2012). D’altra banda, a baixes
concentracions de Tween 20 la SOR és baixa i les particules s6n més grans.
Considerem que aix0 passa perquée hi ha menys tensioactiu i no es solubilitza

tant I'oli en aigua.



Un altre parametre que s’ha valorat en aquest apartat és I'index de
polidispersié (Taula 2). Aquest index ens dona una idea de si les mides de
particula sén semblants entre elles. Si els valors son propers a 0 les mides de
particula s6n semblants, en canvi, si son propers a 1 ens indica que s6n molt
variables. La mitja aritmética de I'index de polidispersié de les nanoemulsions

estudiades és de 0,228, sent el maxim un 0,259 i el minim un 0,185.

Com s’observa en la Taula 2, els index de polidispersié sén propers a 0,
i per tant, les mides de les nostres nanoemulsions sén poc polidisperses.
Podem afirmar que les particules del nostre estudi tenen dimensions
nanometriques petites i semblants entre elles. A més, no s’ha trobat una
influencia significativament estadistica de cap component sobre aquest

parametre.

Taula 2: index de polidispersio de les nanoemulsions amb diferent contingut de
Tween 20 (1, 2,51 4%), pectina (0, 1 i 2%) i oli (1 i 4%)

%PECTINA % OLI % TWEEN IPD
0 1 1 0,237 + 0,049
0 1 2,5 0,207 + 0,012
0 1 4 0,285 + 0,080
0 4 1 0,21+ 0,033
0 4 2,5 0,204 + 0,007
0 4 4 0,184 £ 0,012
1 1 1 0,198 + 0,013
1 1 2,5 0,247 £ 0,047
1 1 4 0,222 £ 0,015
1 4 1 0,227 + 0,010
1 4 2,5 0,235 + 0,020
1 4 4 0,202 + 0,015
2 1 1 0,249 £ 0,015
2 1 2,5 0,237 £ 0,007
2 1 4 0,259 + 0,034
2 4 1 0,237 £ 0,028
2 4 2,5 0,237 + 0,013
2 4 4 0,217 £ 0,010




6.2. Potencial zeta

El potencial zeta és un parametre que ens permet coneixer la carrega
superficial de les nanoparticules. Si aquesta carrega es superior a +30 mV o
inferior a -30 mV, ens indica que les particules es repel-leixen entre elles i s6n
estables. Com es pot veure a la Figura 11, tots els valors de les nanoemulsions
sOn negatius ja que tan la pectina, polisacarid anionic, com el surfactant
(Tween 20) aporten grups carregats negativament a linterfase de les gotes
doli. S’observa a meés, que els valors més negatius pertanyen a les
nanoemulsions que no contenen pectina i per contra, els valors més proxims a

0 mV son els inclouen pectina en la seva composicio.
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Figura 10: Efecte del Tween (1, 2,5 i 4%) i de la pectina (0, 1 i 2%) sobre el Potencial

zeta en nanoemulsions de a) 1% d’oli i b)d 4% d'oli.

Com es pot veure en les dues grafiques de la Figura 10, la pectina és un
component que té efecte directe sobre el potencial zeta (p<0,05). En aquest
cas, en afegir pectina el potencial zeta cada cop es fa menys negatiu. Aquesta
tendéncia coincideix amb la obtinguda en altres estudis com el de Burapapadh
et al. (2010). Aquest comportament s’atribueix a que la pectina s’uneix
fortament a les gotes d'oli i que els seus grups carboxils lliures disminueixen
(Burapapadh et al. 2010).

Com s’ha dit anteriorment, potencials superiors a +30 mV o inferiors a
-30 mV indiqguen nanoemulsions estables. Cal dir pero, que encara que en el
nostre estudi els potencials tinguin valors propers a zero en preséncia de
pectina, aquest polimer genera forces de repulsio electrostatiques entre les
gotetes d'oli i permet a les nanoemulsions ser més estables (Funami et al.,
2007).



6.3. Viscositat

En el nostre treball es va avaluar la viscositat de totes les nanoemulsions
i es va comprovar que les que presenten viscositats més baixes no tenen
pectina, mentre que les que presenten viscositats més elevades sén les que

tenen un 2% d’aquest component.

a)

—0—1% Tween —8—2,5% Tween 4% Tween
250 -+
200 -

150 -

100 -

Viscositat (mPa-S)

50 -

% Pectina

b)

—=1% Tween =—#=2 5% Tween 4% Tween
250 -
200

150 -

100 -

Viscositat (mPa-S)

50 -

T
1t

% Pectina

Figura 11: Efecte del tween (1, 2,5 4%) i la pectina (0, 1 i 2%) sobre la viscositat en

naoemulsions d'un a) 1% d’oli i b) 4% d'oli.



Com s’observa en la Figura 12, les viscositats més elevades s’obtenen a
mesura que s’augmenta la quantitat de pectina (p < 0,05). L'increment més
notable es produeix quan les concentracions de polimer sén d'un 2%, on la
viscositat arriba a multiplicar-se per 10. Aquests resultats son similars als
obtinguts en l'estudi de Salvia-Trujillo et al. (2013) on es va observar un
increment remarcable de la viscositat al augmentar d’'un 1 a un 2% la quantitat
alginat sodic, polisacarid similar a la pectina. EI motiu pel qual augmenta la
viscositat recau en les propietats espessidores i gelificants de la pectina que
tornen I'emulsi® més viscosa a mesura que s’augmenta aquest component
(BeMiller i Whistler, 1996).

6.4. Color

L’aparenca optica de les nanoemulsions és un parametre a tenir en
compte alhora de crear nous productes ja que faciliten la seva posterior
comercialitzacio. En aquest cas, s’ha avaluat la coordenada L* en I'espai de
color CIE L*, a* i b* que ens dbéna una idea de la lluminositat de cada

nanoemulsio.

S’ha vist en altres estudis que la lluminositat de les nanoemulsions
tendeix a augmentar a mesura que augmenta la mida de particula (Salvia
Trujillo et al., 2013). En canvi, com es pot veure en les grafiqgues de la Figura
12, els valors de lluminositat son menors en concentracions d’'un 1% de
pectina. També s’han obtingut valors baixos de lluminositat en concentracions
d’'un 1% d’oli.
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Figura 12: Efecte de la pectina (0,1 i 2%) sobre la lluminositat en nanoemulsions
d’un a) 1% d’oli i b) 4% d’oli

Tal i com es pot veure, els factors que influeixen en la lluminositat de les
nanoemulsions son l'oli (p<0,05) i la pectina (p<0,05). Les nanoemulsions que
presenten un 4% d’oli sébn més clares que les que contenen un 1% perque la
mida de les seves particules és més gran. S’ha vist que les particules amb

dimensions grans dispersen la llum amb més intensitat, per la qual cosa,



provoguen un augment en la lluminositat (Salvia Trujillo et al, 2013;
McClements, 2011).

A més, es pot observar que les nanoemulsions d’'un 1% de pectina sén
lleugerament menys lluminoses que les 0 i 2% de pectina (p < 0,05). Si ens
basem en els estudis que hi ha publicats, podem dir que aguest comportament
és estrany ja que les nanoemulsions d’un 1% de pectina haurien de ser més
lluminoses, que les de 0% pectina ja que la seva mida de particula és més
gran. No obstant, els nostres resultats son dificils de comparar ja que no
existeixen estudis publicats que hagin estudiat les caracteristiques de coloracio

de nanoemulsions de B-carote per poder comparar amb els nostres resultats.

6.5. Estabilitat

Com s’identifica en la Taula 3, les nanoemulsions amb un 2% de pectina sén
les que es mantenen estables en tots els casos passades 24h, mentre que les
nanoemulsions amb altres concentracions de pectina (0 i 1%) no sempre ho

7

son.

Taula 3: Estabilitat a les 24 hores de les nanoemulsions amb diferent contingut de
Tween 20 (1, 2,51 4%), pectina (0, 1 i 2%) i oli (1 i 4%)

%PECTINA | % OLI % TWEEN % AIGUA ESTABILITAT
0 1 1 92 positiu
0 1 2,5 96,5 positiu
0 1 4 95 negatiu
0 4 1 95 negatiu
0 4 2,5 93,5 positiu
0 4 4 92 positiu
1 1 1 97 negatiu
1 1 2,5 95,5 positiu
1 1 4 94 negatiu
1 4 1 94 positiu
1 4 2,5 92,5 negatiu
1 4 4 91 negatiu




2 1 1 96 positiu
2 1 2,5 94,5 positiu
2 1 4 93 positiu
2 4 1 93 positiu
2 4 2,5 91,5 positiu
2 4 4 90 positiu

Podem doncs, dir que la quantitat de pectina és el factor principal que
afecta I'estabilitat d’aquestes nanoemulsions. Aquests resultats sén molt
semblants als obtinguts per Burapapadh (2010) en els que nanoemulsions d’ un
2% de pectina es mantenen estables durant 7 dies, mentre que amb
concentracions baixes de pectina les nanoemulsions es separen en dues fases
abans de les 48 hores. La justificacio la trobem en que a concentracions
elevades de pectina, aquesta és suficient per mantenir la repulsié

electrostatica entre les gotetes d'oli (Funami et al., 2007).

A més, en l'estudi de Salvia Trujillo (2013) es suggereix que les
nanoemulsié formulades amb un 2% del biopolimer alginat de sodi, presenten
una estabilitat superior a la resta de nanoemulsions amb menys alginat
probablement associada a un augment de la viscositat deguda a la alta
concentracio d’aquest. Per millorar I'estabilitat de les nanoemulsions amb baixa
concentracié de biopolimer es podria provar de canviar el surfactant actual
(Tween 20) per B-lactoglobulina, alguns estudis suggereixen que aquest

surfactant té un procés més lent de separacié de fases , (Cheng Qian, 2012)

6.6. Digestio i bioaccessibilitat

La digestio in vitro i la determinacio de la bioaccessibilitat es van dur a
terme en les 2 nanoemulsions que van presentar les millors caracteristiques

fisicoquimiques.



Una de les seleccionades va estar la d’'un 4% de Tween 20, 4% d’oli i
sense pectina. Aquesta nanoemulsio es va elegir perqué posseeix mides de
particula més petites i per tant, es podria digerir més rapidament; presenta una
de les carregues superficials més negatives i és estable passades les 24 hores.
A més, el seu contingut d’oli fa que la seva coloracié sigui més intensa i
atractiva. També es va observar que les nanoemulsions que presenten major
estabilitat contenen un 2% de pectina. Per tant, es va creure convenient fer una
digestié amb aquest contingut de polimer. De les nanoemulsions amb un 2% de
polimer estudiades, la nanoemulsié amb la mida de particula més petita i una
carrega superficial més negativa va ser la que conté un 2% pectina, 4% Tween
20i 4% d'oli.

La digestié es va valorar a través del percentatge d’acids grassos lliures
(% FFA) que indica la quantitat d’acids grassos dels triglicérids que s’han

alliberat durant la digestio.

La digestié in vitro i la determinacié de la bioaccessibilitat s’ha dut a
terme en les 2 nanoemulsions que han presentat les millors caracteristiques

fisico-quimiques.
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Figura 13: Percentatges d’acids grassos lliures (FFA) i de bioaccessibilitat de les 2
nanoemulsions.



Com es pot veure a la Figura 13, a la nanoemulsié sense pectina
s’aconsegueixen alliberar un 80,4% dels acids grassos mentre que a la
nanoemulsi6 amb un 2% de pectina s’alliberen menys quantitat (74,84%).
Alguns investigadors han observat que la quantitat d'acids grassos lliures
augmenta a mesura que la mida de gota disminueix, fet que s’atribueix a un
augment de l'area superficial d'oli que permet que els enzims digestius actuin
millor (Reis et al., 2009). Aquest fet justificaria els nostres resultats ja que la
nanoemulsié sense pectina té una mida de particula menor a la formulada amb
el biopolimer. A més s’ha vist que I'addici6 de fibra dietética com ara la pectina,
actua captant els lipids impedint d’aquesta manera que siguin digerits (Mataix,
2009).

Pel que fa a la bioaccessibilitat la nanoemulsié sense pectina presenta
una bioaccessibilitat més baixa vers la nanoemulsié amb pectina (8,14% i
17,86% respectivament). Es conegut que 'addicié de fibra dietética com ara la
pectina, pot minimitzar I'absorcio dels carotenoids (Riedl et. al 1999). Podem dir
doncs que els nostres resultats no concorden amb l'estudi de Riedl (1999) ja
gue la bioaccessibilitat més alta pertany a la nanoemulsié que conté un 2% de

pectina.

Alguns estudis suggereixen que la bioaccessibilitat es pot veure
afectada per l'oli de la nanoemulsié. Els lipids son necessaris per fer que
I'absorcié dels carotenoids sigui més eficient, i per tant la seva preséncia pot
afectar a la seva bioaccessibilitat de diverses formes. Primerament, els lipids
estimulen la secreci6 de lipases pancreatiques i sals biliars (Mu et al. 2004). A
més, es poden generar productes hidrolitzats a partir dels lipids que poden
modificar les caracteristiques de les micel-les (Borne et al. 2003) i per tant,
afectar la bioaccessibilitat. Seria convenient pero, simular digestions in vitro i
calcular la bioaccessibilitat de totes les nanoemulsions de la Taula 1 per poder
discutir millor l'efecte dels diferents components de la nanoemulsié en

'augment de la bioaccessibilitat.

Cal dir a més, que en estudis anteriors (Salvia Truijillo et al, 2013), s’ha
pogut comprovar que en les gotes d'oli amb mida nanométrica augmenta la

seva superficie, fet que permet tenir major contacte amb la mucosa i major



bioaccessibilitat. Si aix0 és confirma, podriem corroborar que la nanotecnologia

millora la funcionalitat del B-carote.



CONCLUSIONS

La mida de particula de les nanoemulsions pertany en tots els casos a
'ordre dels nanometres i s’'obtenen nanoemulsions homogénies tal com
ens indica els index de polidispersié. Aquest fet ens corrobora una correcta
i efectiva microfluiditzaci6. A mesura que augmenta la concentracié de
pectina incorporada a la nanoemulsio, la mida de les particules augmenta
significativament. Contrariament, un augment en la concentracio de

surfactant redueix la mida de particula.

El valor de les carregues superficials de les nanoemulsions és menys

negatiu (<0 mV) a mesura que s’augmenta la concentracio de pectina.

La viscositat es veu estrictament relacionada amb les propietats
espessidores i gelificants de la pectina. S’ha vist que les nanoemulsions
sdn més viscoses amb l'addicié d’aquest polimer, més notoriament en

concentracions d’'un 2%.

La lluminositat es veu influida per la quantitat d’oli i de pectina addicionada
a la nanoemulsié. Les nanoemulsions amb més oli tenen una aparenca

més clara i les que contenen un 1% de pectina menys clara vers la resta.

Les nanomulsions més estables son les que contenen un 2% de pectina en

la seva composicio.

Les nanoemulsions que han presentat mides de particula més petites i per
tant, es podria digerir més rapidament; carregues superficials més
negatives i estabilitat superior a 24 hores son les compostes per: 2%
pectina, 4% Tween 20 i 4% d’oli i 0% pectina, 4% Tween 20 i 4% d’oli.

La nanoemulsié amb pectina te una menor digestibilitat possiblement degut
a que la mida de particula és més alta i hi ha menys superficie de contacte
per part dels enzims digestius. En canvi, la bioaccesibilitat de la
nanoemulsié amb pectina és més elevada contrariament al que demostren

estudis previs.



Encara que falta investigar sobre el tema, les nanoemulsions sembla que
poden millorar la incorporaci6 de compostos bioactius en matrius

alimentaries i la seva funcionalitat.
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