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Resumen

La comunidad cientifica ha corroborado numerosas propiedades benéficas de la fucoxantina, entre
las que destacan sus efectos antioxidantes, antiinflamatorios, anticancerigenos o neuroprotectores,
entre otros. Estas propiedades tienen un alto potencial en la industria cosmética, farmacéutica o
alimenticia, dando lugar a diversas aplicaciones de gran impacto; sin embargo, los métodos de
extracciéon usados actualmente para su obtencién, como la extraccién por maceracion (ME),
extraccién asistida por vortice (VAE) o extraccion por soxhlet (SAE), presentan los inconvenientes
de largos tiempos de procesamiento, la contaminacion por disolventes y la degradacién de los
analitos. Este estudio demuestra que la extraccidn asistida por ondas de choque y ultrasonido
asistido (UAE) junto con el uso de solventes eutécticos profundos naturales (NADES) pueden
utilizarse como métodos alternativos y eficientes, para la obtencidon de fucoxantinas. Nuestros
resultados revelaron que la extraccién de fucoxantinas por ondas de choque (1500 ondas de
choque) produjo un 95.7% mas contenido de estas, en comparacion a lo obtenido usando UAE. Para
proteger la fucoxantina extraida de degradarse, se sintetizaron particulas poliméricas de acido
lactico-co-glicélico (PLGA) con poli (alcohol vinilico) (PVA) en la cuales se encapsuld a las
fucoxantinas (PLGA-PVA-FX). Las particulas poliméricas presentaron un didmetro de alrededor de
115 nm. Las micrografias obtenidas por microscopia electrénica de barrido (SEM) mostraron
nanoparticulas de 100 a 500 nm con formas esféricas. Se demostré por el método de
voltamperometria diferencial de pulsos (DPV) que las nanoparticulas de PLGA-PVA-FX lograron
encapsular a las fucoxantinas al no mostrar la sefial de oxidacidn caracteristica de estas.

Palabras clave: fucoxantina, extraccion asistida por ondas de choque, cavitacién acustica, NADES,
nanoparticulas de PLGA
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Abstract

The scientific community has corroborated numerous beneficial properties of fucoxanthin, such as
its antioxidant, anti-inflammatory, anticancer or neuroprotective effects, among others. These
properties have high potential in the cosmetic, pharmaceutical or food industry, giving rise to
various high-impact applications; however, the extraction methods currently used to obtain it, such
as maceration extraction (ME), vortex assisted extraction (VAE) or soxhlet extraction (SAE), have the
drawbacks of long processing times, contamination by solvents and degradation of the analytes.
This study demonstrates that shock wave and ultrasound assisted extraction (UAE) together with
the use of natural deep eutectic solvents (NADES) can be used as alternative and efficient methods
for obtaining fucoxanthins. Our results revealed that shock wave extraction of fucoxanthins (1500
shock waves) produced 95.7% more fucoxanthin content, compared to that obtained using UAE. To
protect the extracted fucoxanthin from degrading, polymeric lactic-co-glycolic acid (PLGA) particles
were synthesized with polyvinyl alcohol (PVA) in which fucoxanthin was encapsulated (PLGA-PVA-
FX). The polymer particles had a diameter of about 115 nm. Micrographs obtained by scanning
electron microscopy (SEM) showed nanoparticles from 100 to 500 nm with spherical shapes. It was
demonstrated by the differential pulse voltammetry (DPV) method that the PLGA-PVA-FX
nanoparticles were able to encapsulate the fucoxanthins by not showing their characteristic
oxidation signal.

Keywords: fucoxanthin, shock wave-assisted extraction, acoustic cavitation, NADES, PLGA
nanoparticles
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CAPITULO |

PROBLEMATICA Y OBJETIVOS

1.1. Introduccion

Las algas marinas constituyen una fuente importante de compuestos beneficiosos para la salud
humana. Tradicionalmente las algas se han utilizado como alimentos y medicinas debido a su alto
contenido de nutrientes principalmente en paises orientales, como China, Japdn o Indonesia. En
afos anteriores, numerosos estudios han informado que estos organismos podrian ser una posible
fuente de compuestos con potencial bioactivo (Lee et al., 2008). Entre los diferentes tipos de algas,
destaca la familia del sargazo, principalmente las especies Sargassum natans y Sargassum fluitans,
siendo estas Ultimas abundantes en las playas del Caribe.

Estas algas constituyen un recurso natural diverso y abundante, prometiendo numerosas
aplicaciones en diferentes areas como la farmacéutica, cosmética y alimenticia. El sargazo es un
género de macroalga plancténica pluricelular de la clase Phaeophyceae (algas pardas) del orden
fucales, incluidas en el reino protista. Tienen laminas en las que ocurre la mayor parte de la
fotosintesis, estipes parecidos a tallos y rizoides de anclaje parecidas a raices (Cervantes et al.,
2015). Las algas pardas son una buena fuente de aminoacidos, proteinas, vitaminas, minerales y
polisacaridos, ademas contienen pigmentos fundamentales (carotenoides). Los carotenoides son
pigmentos orgdnicos del grupo de los isoprenoides, que se encuentran de forma natural en plantas
y otros organismos fotosintéticos como las algas. De acuerdo con su estructura quimica, se pueden
clasificar en carotenos y xantéfilas. Los carotenos son carotenoides no oxigenados mientras que las
xantofilas son derivados oxigenados (Rao et al., 2007).

Los carotenoides generalmente se dividen en dos grupos principales:
1. Carotenos (a/B-caroteno y licopeno) que se derivan del hidrégeno y el carbono.
2. Xantofilas (fucoxantina, flavoxantina y luteina), que son compuestos oxigenados.

Segun la funcidn, se pueden asignar como xantofilas primarias o secundarias. Las xantofilas
primarias son partes estructurales y funcionales del sistema fotosintético de las células de las algas
y también antenas recolectoras de luz. Mientras que, las xantofilas secundarias son los metabolitos
que producen las células de las algas después de su exposicién a estimulos ambientales particulares
(Galasso et al., 2017).

De acuerdo con varios autores (Satomi et al., 2017), una de las xantofilas mas importantes del alga
sargazo es la fucoxantina. La fucoxantina es un carotenoide caracteristico de color naranja presente
en algas pardas, pertenece a la familia de carotenoides provitaminicos (xantofilas secundarias),
dentro de los cuales destacan las especies Sargassum natans y Sargassum fluitans.




En particular, la fucoxantina tiene una estructura caracteristica, incluye un enlace alénico, un
carbonilo conjugado en la cadena de polieno, un 5,6-monoepoxido y residuos hidroxilados y
carboxilados lo cual le confiere propiedades benéficas para la salud (Lourenco et al., 2020).

OCOCH,

Figura 1-1. Estructura molecular de la fucoxantina (Mikami et al., 2013)

Ademas, la fucoxantina es el pigmento mds abundante dentro del grupo de los carotenoides,
llegando a representar mas del 10% de la produccidn total (Zarekarizi et al., 2018).

En las ultimas décadas, numerosos estudios han informado sobre la amplia gama de efectos
bioldgicos de la fucoxantina, como su capacidad antioxidante, antiinflamatoria, antitumoral,
antiobesidad, neuroprotectora entre otras. Las excelentes propiedades antioxidantes de la
fucoxantina contra el estrés oxidativo se conocen desde hace muchos afios y numerosos estudios
las han confirmado. El enlace alénico y el grupo funcional acetilo presente en su estructura se
consideran responsables de sus propiedades antioxidantes en la eliminacidn de radicales libres.

Se ha demostrado que la fucoxantina tiene la capacidad de atrapar diferentes radicales libres, como
DPPH, ABTS, perdxido de hidrégeno, radical hidroxilo, anién superdxido, oxigeno singlete, y también
el 4cido 12-doxil-estearico y nitrobenceno con acido linoneico. Es importante destacar que la
fucoxantina actla como antioxidante en condiciones andxicas, es decir, en condiciones de escaso
oxigeno disuelto, mientras que otros carotenoides, como el B-caroteno y la luteina, muestran poca
o ninguna actividad en estas condiciones extremas (Chuyen et al., 2017).

En un estudio llevado a cabo por Heo et al. (2010), se analizé el potencial antiinflamatorio que
mostraba la fucoxantina aislada a través de la inhibicidn de la produccion de éxido nitrico (NO), uno
de los factores determinantes de la inflamacidn. Se logré demostrar los efectos inhibitorios de la
fucoxantina sobre las citocinas inflamatorias y los mediadores en macréfagos RAW 264.7
estimulados por lipopolisacaridos. Ademds, se ha demostrado que la fucoxantina inhibe las
expresiones de oOxido nitrico sintasa y ciclooxigenasa 2, y redujo los niveles de éxido nitrico,
prostaglandina E2, factor de necrosis tumoral a, a través de la fosforilacién de proteinas quinasas
activadas por mitégeno. También demostraron que la fucoxantina era capaz de inhibir la
inflamacidon producida por obesidad. La fucoxantina también se considera un carotenoide
anticancerigeno y su actividad se ha demostrado contra una amplia gama de lineas celulares, tanto
en animales como en humanos. Varios estudios han informado que la fucoxantina ejerce diferentes
mecanismos de accidn contra el cancer, como la inhibicidn de la proliferacién celular, la detencidn




del ciclo celular, el aumento de especies reactivas de oxigeno (ROS) intracelulares, la induccién de
apoptosis y los efectos antiangiogénicos (Satomi et al., 2017). Con respecto a las lineas celulares
humanas, la fucoxantina afecta a un gran nimero de lineas celulares como las células de leucemia
humana HL60, las lineas celulares de adenocarcinoma colorrectal humano Caco-2, el carcinoma
colorrectal humano HCT116, la célula de cancer de préstata humano lineas PC-3, cancer de mama
MCF-7, fibroblastos de cordén umbilical masculino humano HUC-Fm, cdncer de vejiga urinaria EJ-1,
neuroblastoma humano GOTO, cancer de higado humano Hep G2, hepatoma SK- Hep-1 y linea
celular de cdncer de pulmdn H1299. Con respecto a los estudios in vivo, se ha demostrado que la
administracién de fucoxantina en diferentes formas podria inhibir muchos tipos de cancer (Kim et
al., 2012). Otro estudio concluyd que la fucoxantina ingerida por ratones en su dieta se acumula en
el corazény en el higado a través de su metabolito fucoxantinol. Los lipidos, que contienen un 9.6%
de fucoxantina, redujeron significativamente el peso del tejido adiposo blanco abdominal, siendo
significativamente menor que el de los ratones que se tenian de referencia. Estos resultados
sugieren que la fucoxantina podria usarse en suplementos dietéticos con potencial antiobesidad,
para tratar o prevenir enfermedades relacionadas con el exceso de peso (Lourenco et al., 2020).

La fucoxantina ha mostrado una disminucidn del dafio celular de las neuronas corticales cuando se
producen condiciones de hipoxia y reperfusion de oxigeno. Ya que durante estos procesos suele
producirse una cantidad excesiva de especies reactivas de oxigeno (ROS) intracelulares, el
mecanismo de accion de la fucoxantina se asocia con una actividad captadora de radicales,
produciendo un efecto antioxidante. Esto es especialmente interesante en la proteccidon de las
neuritas, ya que son componentes muy importantes de las neuronas, necesarios para el desarrollo
neuronal durante el estado embrionario y también en el cerebro humano adulto (Khodosevich et
al., 2010).

Teniendo en cuenta estas propiedades, la molécula de fucoxantina tiene un gran potencial de
aplicaciones en varios sectores industriales como el alimenticio, cosmético y farmacéutico. De
hecho, se espera una expansién del mercado de la fucoxantina que podria alcanzar los 120 millones
de ddlares para el afio 2022. Sin embargo, la produccidn y comercializacidon de este compuesto aun
tiene que enfrentar ciertos desafios como su biodisponibilidad, métodos efectivos de extraccién y
su baja solubilidad en agua (Lourenco et al.,, 2020). Aunque la fucoxantina es un ingrediente
adecuado en aplicaciones medicinales y nutricionales, su estabilidad quimica y biodisponibilidad
pueden reducirse en condiciones reales debido a la estructura lipofilica y rica en electrones, asi
como a la escasa solubilidad en agua y al alto punto de fusién (Hindupur et al., 2017).

En consecuencia, la fucoxantina se degrada durante los procesos de extraccidn, purificacion,
almacenamiento y utilizacién como resultado de los acidos, la luz, el calor, el oxigeno, las enzimas,
los metales, las moléculas prooxidantes y los lipidos insaturados (Zhang et al., 2015). La estabilidad
de la fucoxantina también disminuye en valores de pH bajos y altos; la presencia de acido causa
degradacion y promueve la isomerizacién cis-trans (Kawee et al., 2013). La fucoxantina muestra
una baja movilidad molecular a 25°C, las altas temperaturas pueden inducir la rotura de los dobles
enlaces en la molécula y, en consecuencia, la degradacidn del pigmento. Ademas, la fucoxantina se
degrada oxidativamente durante la exposicion aérea, y su fotodegradacion e isomerizacién se




producen al aumentar la intensidad de la luz (Yip et al., 2014). Por lo tanto, la fucoxantina debe
mantenerse a pH neutro, temperatura ambiente e incluso baja temperatura en condiciones de
oscuridad. Teniendo en cuenta todos los factores que influyen en la obtencién de fucoxantina, es
deseable desarrollar un proceso para obtener el mayor estrato posible, de manera facil y
econdmica, ya que su sintesis quimica es un proceso complejo e ineficiente, y el método de
extraccién de organismos marinos aun no se ha estandarizado. Por otro lado, los avances en
tecnologias verdes ofrecen actualmente un amplio panorama de procedimientos que son bastante
tiles para la extraccion de los compuestos de interés. Algunas de estas tecnologias emergentes
involucran extraccion asistida por microondas, extraccién de fluidos supercriticos o extracciéon
asistida por ultrasonido, entre otras. Todos estos métodos pueden denominarse técnicas de
extraccidén no convencionales.

La extraccidn asistida por ultrasonido es considerada una técnica rentable y eficiente. Esta técnica
utiliza sonidos de alta frecuencia para crear microburbujas dentro del solvente con el fin de
desprender el compuesto buscado del material vegetal. Las particulas sélidas y liquidas vibran y se
aceleran ante la accidn ultrasénica. Como resultado de ello, el soluto pasa rapidamente de la fase
solida al solvente. Esta técnica es la mds econédmica y tiene los requerimientos instrumentales mas
bajos entre las ultimas técnicas de extraccidon desarrolladas. El ultrasonido ademads facilita la
rehidratacion del tejido si se estdn utilizando materiales secos al abrir los poros, lo cual a su vez
incrementa el transporte de masa de los constituyentes solubles por difusién y procesos osméticos
(Azuola et al., 2005).Por otro lado, la litotricia extracorpdrea por ondas de choque (ESWL o SWL), es
decir, el uso no invasivo de ondas de choque para romper concreciones formadas en el interior del
cuerpo revoluciond el tratamiento de la urolitiasis a principios de los afios 80 y motivé una
considerable investigacion.

A mas de cuatro décadas del primer tratamiento clinico, el uso de las ondas de choque con fines
biomédicos se ha extendido a campos como la traumatologia, la ortopedia, la dermatologia e incluso
para la modificacion genética de hongos microscdpicos. Las ondas de choque son pulsos de presion
gue surgen cuando se deposita una gran cantidad de energia en un espacio muy pequefio y en un
tiempo muy corto. Las que se utilizan para aplicaciones biomédicas, se producen y transmiten a
través del agua debido a que sus propiedades acusticas son parecidas a las del tejido blando humano
(Cordova et al., 2018). En este rubro, destacan las investigaciones en la modificacién genética de
hongos microscépicos y en la transfeccion de células, obteniendo proteinas utiles para la produccion
de antibidticos, insulina, vacunas y son esenciales en la fabricacion de cosméticos y alimentos.
Actualmente, la ciencia e ingenieria de materiales nos brinda diferentes tecnologias existentes de
nanoencapsulaciéon que permiten aportar propiedades avanzadas a los ingredientes y principios
activos, como proteccién de compuestos sensibles, liberacion prolongada, liberacion selectiva en
determinadas condiciones, modificaciéon de propiedades fluidodindmicas, enmascaramiento de
aromas y sabores o combinacidon de compuestos incompatibles (Pinzon et al., 2010). Para lograr las
propiedades deseadas, existen diferentes tecnologias de nanoencapsulacion y cada una de ellas
permite emplear determinados tipos de materiales de recubrimiento. La seleccidn de estos
materiales de recubrimiento, junto con la tecnologia de encapsulacién, son aspectos fundamentales
para la proteccién y estabilidad de la fucoxantina (Yip et al., 2014).
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1.2. Justificacion

El alga sargazo contiene carotenoides fundamentales entre los que destacan las fucoxantinas, las
cuales presentan efectos benéficos en la salud, otorgandoles un potencial de aplicacidn en varios
sectores industriales. Sin embargo, su estabilidad quimica y biodisponibilidad limitan una posible
aplicacién de gran impacto, por lo tanto, es importante un método de extraccién eficiente para la
obtencidn de fucoxantinas y con ello sus aplicaciones biomédicas.

1.3. Hipoétesis

La extraccidn de fucoxantinas presentes en las especies Sargassum natans y Sargassum fluitans,
usando métodos no convencionales como ondas de choque y ultrasonido asistido, permitira contar
con alternativas rapidas y efectivas en comparacién a los métodos tradicionales. Adicionalmente la
encapsulacién de éstas, usando PLGA, aumentara su estabilidad quimica.

1.4. Objetivo

1.4.1. Objetivo general

Obtener un material compuesto de fucoxantinas/ PLGA, estable y libre de solventes téxicos.

1.4.2. Objetivos especificos

¢ Obtener una muestra homogénea de las algas Sargassum natans y Sargassum fluitans mediante
procesos de seleccidn, lavado, pulverizado y tamizado.

e Establecer los pardmetros y condiciones de trabajo adecuados que permitan llevar a cabo la
extraccion de las fucoxantinas.

¢ Realizar la extraccion de fucoxantinas usando el método de ultrasonido asistido, el método de
ondas de choque y solventes eutécticos profundos naturales (NADES).

e Evaluar los extractos obtenidos después de la aplicacién de ultrasonido asistido y bafio ultrasénico
utilizando espectroscopia ultravioleta visible (UV-Vis) y métodos electroquimicos.

¢ Realizar la sintesis de nanoparticulas de PLGA-PVA para la encapsulacién de las fucoxantinas y
pruebas de dispersién de luz (DLS) para determinar el tamafio de particula.

e Caracterizar los compositos de fucoxantina-PLGA por dispersion de luz dindmica (DLS),
microscopia electrénica de barrido y pruebas electroquimicas.




CAPITULO Il

FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1. Fucoxantina

Las algas pardas, en particular Sargassum natans y Sargassum fluitans, son fuentes importantes de
metabolitos biolégicamente activos: aminodcidos, fucoxantina y otros carotenoides, clorofilas,
fucoidan, acidos grasos poliinsaturados y polifenoles. Las algas pardas en comparacion con otras
algas contienen niveles mas altos de fucoxantinas, un pigmento color naranja que muestran una
potente actividad antioxidante debido a una estructura Unica que incluye enlaces alénicos y restos
funcionales de carbonilo, hidroxilo y carboxilo (Figura 1-1) con diversas propiedades. La fucoxantina
presenta varias actividades bioldgicas, como efectos antinflamatorios, anticancerigenos,
antiobesidad, neuroprotector y fotoprotector (Figura2-1).

PROPIEDADES DE LA FUCOXANTINA

FOTOPROTECTOR _ NEUROPROTECTOR

ANTIDIABETICO

ANTIOBESIDAD

ANTIINFLAMATORIA

Figura 2-1. Beneficios de la fucoxantina para la salud humana (Lourenco et al., 2020)

2.1.1. Actividades bioldgicas

En las ultimas décadas, numerosos estudios han informado sobre la amplia gama de actividades
bioldgicas de la fucoxantina, como la capacidad antioxidante, antiinflamatorios, antitumorales, anti-
obesidad, neuro protectores, entre otras (Chuyen et al., 2017).




2.1.2. Actividad antioxidante

Las excelentes propiedades antioxidantes de la fucoxantina contra el estrés oxidativo se conocen
desde hace muchos afios y numerosos estudios las han confirmado. El enlace alénico y el grupo
funcional acetilo presente en su estructura se consideran responsables de sus propiedades
antioxidantes (Liu et al., 2011). Se ha demostrado que la fucoxantina tiene la capacidad de atrapar
diferentes radicales libres, como DPPH, ABTS, peréxido de hidrégeno, radical hidroxilo, anién
superodxido y oxigeno singlete, y también el acido 12-doxil-estedrico y nitrobenceno con acido
linoneico (Wang et al.,, 2018). La fucoxantina y su metabolito, el fucoxantinol, han mostrado
actividades antioxidantes atribuidas a la eliminacidn de radicales libres y la inactivacién del oxigeno
singlete in vitro. Ademads, tiene la capacidad de atrapar radicales hidroxilos de fucoxantina y
fucoxantinol significativamente mayor a la que presentd el a-tocoferol, aunque la capacidad de
inactivacién de oxigeno singlete de fucoxantina y fucoxantinol fue menor que la de B-caroteno. Es
importante destacar que, la fucoxantina actia como antioxidante en condiciones andxicas, es decir,
en condiciones de escaso oxigeno disuelto, mientras que otros carotenoides, como el B-carotenoy
la luteina, muestran poca o ninguna actividad en estas condiciones extremas (Neumann et al., 2019).

2.1.3. Actividad anticancerigena

La fucoxantina se considera un carotenoide anticancerigeno y su actividad se ha demostrado contra
una amplia gama de lineas celulares de cancer, tanto en humanos como en animales. Varios estudios
han informado que la fucoxantina ejerce diferentes mecanismos de accidén contra el cancer, como
la inhibicidon de la proliferacion celular, la detencién del ciclo celular, el aumento de especies
reactivas de oxigeno (ROS) intracelulares, la induccion de apoptosis y los efectos antiangiogénicos
(Satomi et al., 2017). Se ha descubierto que la fucoxantina inhibe el crecimiento e induce la
apoptosis en el melanoma B16-F10, el higado embrionario BNL CL.2 y las lineas celulares murinas
de neuroblastoma Neuro2a (Chuyen et al., 2017). Con respecto a las lineas celulares humanas, la
fucoxantina afecta a un gran nimero de lineas celulares como las células de leucemia humana HL-
60, las lineas celulares de adenocarcinoma colorrectal humano Caco-2, DLD-1y HT-29, el carcinoma
colorrectal humano HCT116, la célula de cancer de préstata humano lineas PC-3, DU145 y LNCaP,
cancer de mama MCF-7 y MDA-MB-231, fibroblastos de cordén umbilical masculino humano HUC-
Fm, cdncer de vejiga urinaria EJ-1, neuroblastoma humano GOTO, cancer de higado humano Hep
G2, hepatoma SK- Hep-1y linea celular de cancer de pulmdén H1299.

Con respecto a los estudios in vivo, se ha demostrado que la administracion de fucoxantina en
diferentes formas podria inhibir muchos tipos de céncer. En ratones, la administracién oral de
fucoxantina redujo el crecimiento de carcinogénesis duodenal y hepatica y también el nimero de
focos de criptas aberrantes en colon sometido a 1,2-dimetilhidrazina y en ratones tratados con
azoximetano (Kim et al., 2012). En consecuencia, los estudios in vitro e in vivo que usan fucoxantina
y sus metabolitos demuestran que estos compuestos poseen efectos antiproliferativos significativos
centrados en las células cancerosas. Esto hace que la fucoxantina sea un compuesto prometedor
para controlar y tratar el cancer.




2.1.4. Actividad antiinflamatoria

En un estudio llevado a cabo por Heo et al. (2010), se analizé el potencial antiinflamatorio que
mostraba la fucoxantina aislada de un alga parda, Myagropsis myagroides, a través de la inhibicidn
de la produccidn de éxido nitrico (NO), uno de los factores determinantes de la inflamacion. La
respuesta inflamatoria, reaccién de autodefensa contra varios estimulos patégenos, se caracteriza
por atraer grandes cantidades de leucocitos al drea inflamada, en la que estas células inflamatorias
son activadas por mediadores de inflamacién y generan radicales de aniones superéxido y éxido
nitrico, convirtiéndose en un proceso nocivo autodestructivo. Es por ello por lo que los agentes
antiinflamatorios deben reducir la respuesta inflamatoria al suprimir las producciones de citocinas
y mediadores inflamatorios, incluidos el dxido nitrico y la prostaglandina E2 sintetizados por la
enzima oxido nitrico sintasa y la ciclooxigenasa (Peng et al., 2011). Heo et al. (2010) demostraron
los efectos inhibitorios de la fucoxantina sobre las citocinas inflamatorias y los mediadores en
macrofagos RAW 264,7 estimulados por lipopolisacaridos. Estos autores mostraron que la
fucoxantina inhibid las expresiones de dxido nitrico sintasa y ciclooxigenasa 2, y redujo los niveles
de oxido nitrico, prostaglandina E2, factor de necrosis tumoral a, interleucina-1f e interleucina-6 a
través de la inhibicidon del factor nuclear kB activacion y la fosforilacion de proteinas quinasas
activadas por mitégeno.

En un estudio reciente, Wang y colaboradores (2018) demostraron que tanto la fucoxantina como
su metabolito primario, fucoxantinol, eran capaces de inhibir la produccién de NO, disminuyendo la
inflamacidn producida por obesidad. También concluyeron que hubo una inhibicién significativa de
las expresiones del ARNm de MCP-1, IL-6, inhibidor del activador de plasmindgeno-1 (PAI-1), COX-2
e iNOS en 3 células de adipocitos T3-L1 y co-cultivos de macréfagos Raw 264,7 por parte de ambos
compuestos, por lo que se amplian las posibilidades de conseguir resultados muy favorables e
interesantes si se continla indagando acerca de estos beneficiosos compuestos. Por lo tanto, estos
resultados son promisorios sugiriendo que la fucoxantina podria presentar implicancias
terapéuticas, ya que podria contribuir en resolver las problematicas relacionadas a enfermedades
inflamatorias.

2.1.5. Efecto neuroprotector

Se prevé que, de aqui a 20 afios, las enfermedades neurodegenerativas se colocardan como la
segunda causa de muerte en el mundo, superando, incluso, a las provocadas por el cancer. Esta es
una de las razones por las que muchos cientificos e investigadores le han dado suma importancia a
desarrollar estrategias y terapias neuroprotectoras para combatir esta problematica. La
neuroproteccién puede definirse como los mecanismos y procedimientos utilizados con el fin de
proteger las células neuronales del sistema nervioso central contra posibles dafios, apoptosis,
pérdidas de funcion o degeneracién acelerada. Las sustancias capaces de ejercer dichos efectos
beneficiosos son los agentes neuroprotectores, ya sean de origen natural o sintético. Sin embargo,
y como también ocurre en otros campos, los compuestos sintéticos administrados con tal funcién




suelen estar asociados a efectos secundarios como somnolencia, cansancio, sequedad bucal,
desequilibrio, ansiedad o nerviosismo, entre otros.

Es por ello por lo que la tendencia actual en el ambito cientifico se basa en la busqueda y el estudio
de compuestos naturales con capacidades neuroprotectoras. En este contexto, las algas son una
fuente emergente de compuestos naturales con capacidades bioactivas capaces de generar
neuroproteccién (Pangestuti et al., 2011). Okuzumi y colaboradores (1990) demostraron que la
fucoxantaina extraida y aislada de Hizikia fusiformis, un alga parda ampliamente consumida en
Korea, Japén y China, es capaz de producir una inhibicién en la expresiéon de N-myc, una proteina
proto-oncogen, asi como la proliferacidon de las células GOTO, una linea celular responsable del
neuroblastoma humano. Una cantidad de fucoxantina equivalente a 10-I g/mL es suficiente para
inhibir la tasa de crecimiento de tal linea celular (GOTO) en un 38%, disminuyendo la velocidad de
progresion de dicha enfermedad neurodegenerativa. Sin embargo, aun no se conocen los
mecanismos de accién de esta sustancia con exactitud, por lo que es necesario profundizar en esta
area.

Por otro lado, la fucoxantina obtenida de Wakame (U. pinnatifida) también logré una disminucién
del dafio celular de las neuronas corticales cuando se producen condiciones de hipoxia y reperfusién
de oxigeno. Ya que durante estos procesos suele producirse una cantidad excesiva ROS, el
mecanismo de accion de la fucoxantina se asociaria con una actividad captadora de radicales,
produciendo un efecto antioxidante. Esto es especialmente interesante de cara a la proteccidon de
las neuritas, ya que son componentes muy importantes de las neuronas, necesarios para el
desarrollo neuronal durante el estado embrionario y también en el cerebro humano adulto
(Khodosevich et al., 2010).

Hu et al. (2018) estudiaron la activacion de Nrf2 y sus genes diana. Sus resultados muestran que la
fucoxantina podria proteger el cerebro contra la lesidn I/R. Estos autores mostraron que el estrés
oxidativo se alivia significativamente con el tratamiento con fucoxantina, y la eliminacion de Nrf2
blogued los efectos beneficiosos de la fucoxantina en las neuronas tratadas con OGD/R, lo cual
indica que la fucoxantina podria inducir la activacién de Nrf2/HO-1 vy, por lo tanto, conducir a la
atenuacién del estrés oxidativo de la lesién cerebral I/R. Este estudio, ademas, indicé que el
tratamiento con fucoxantina redujo de manera efectiva (oclusion de la arteria cerebral media) la
lesién I/R cerebral inducida por MCAO vy la apoptosis de las neuronas tratadas con OGD/R, y estos
efectos fueron mediados en parte por la activacidén de Nrf2/HO-1.

En conclusidn, la fucoxantina podria usarse como un suplemento con gran potencial para combatir
la lesién cerebral I/R en el futuro. Zhang et al. (2017) también estudiaron los efectos
neuroprotectores de la fucoxantina con un enfoque diferente. Estos autores examinaron la
neuroproteccién de la fucoxantina y el posible papel de las vias autofagia Nrf2-ARE y Nrf2- en los
efectos neuroprotectores de la fucoxantina, en modelos in vivo e in vitro de lesién cerebral
traumatica (TBI). Los resultados de esta investigacién sugieren que la fucoxantina proporcioné
neuroproteccién después de una lesidon cerebral traumatica, especificamente, mejoré el
rendimiento neuroconductual, alivid el edema cerebral y disminuyd el volumen de la lesidn.




Ademas, el tratamiento con fucoxantina disminuyd la apoptosis inducida por TBl y el estrés oxidativo
a través de la activacién de las vias Nrf2-ARE y Nrf2-autofagia.

2.2. Compuestos fendlicos y flavonoides presentes en el sargazo

Los compuestos fendlicos poseen una estructura quimica especialmente adecuada para ejercer una
accién antioxidante actuando como captores de radicales libres neutralizando peligrosas especies
reactivas de oxigeno y iones metdlicos quelantes. Ademas, debido a su reactividad, se encuentran
en la mayoria de los casos combinadas con un dcido organico, un azucar o bien, con ellas mismas
para formar un polimero. Los compuestos fendlicos presentan un numeroso grupo ampliamente
distribuido en la naturaleza donde se incluyen las algas pardas. La evaluacidon nutricional ha
demostrado que el sargazo contiene una diversidad de compuestos bioactivos que incluyen
compuestos fendlicos que se clasifican en muchas subclases en funcién de su estructura, como los
flavonoides y los florotaninos (Cotas et al., 2020).

Los flavonoides, uno de los dos grandes grupos de compuestos fendlicos junto con los acidos
fendlicos, son un grupo extenso de compuestos derivados del benzo-y-pirano. Dependiendo del
grado de oxidacidn y de sustitucidon del anillo pirano central pueden subdividirse en flavonas,
flavonoles, isoflavonas y antocianinas. Esta comprobado que los flavonoides son importantes para
el desarrollo y buen funcionamiento de las plantas al protegerlas contra agentes agresores externos,
como la radiacién UV, microorganismos, animales herbivoros y del medio ambiente. Pueden actuar
como sefalizadores quimicos, indicando a los insectos que planta es apropiada para su
alimentacién, oviposicidon o simplemente guiandolos y facilitando asi la polinizacién. Otra de las
propiedades de los flavonoides es su capacidad para contribuir a las propiedades de los alimentos,
como el sabor o la dulzura (Cartaya, O et al., 2001).

Los niveles de estos compuestos en el sargazo pueden ser muy bajos y se desconocen los valores
exactos. Los fenoles y flavonoides son cominmente conocidos como compuestos bioactivos, pero
su contribucion farmacolégica pude ser muy limitada debido a sus bajas concentraciones en el
sargazo (Li, Let al., 2012).
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2.3. Métodos de extraccion

A comienzos del siglo XX, se inicid la extraccion de fucoxantina mediante varios procesos a base de
solventes. La literatura cientifica muestra varias técnicas convencionales de extraccion empleadas
para la obtencidén de este carotenoide a partir de algas pardas. Actualmente, los métodos mas
comunes son los siguientes.

[ Fucoxantina ]

OCOCH,
HO

Wﬁp
HO

Jpumm Viétodos de Extraccion mmmmm—gy

Métodos Métodoes ho
convencionales convencionales
ME, VAE, SAE EAE, MAE, PLE, SFE, UAE

A

Cuantificacion

UV-vis, Métodos
electroquimicos

Figura 2-2. Descripcion general de los métodos de extraccion y cuantificacion de la
fucoxantina (Lourenco et al., 2020).
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2.4. Métodos de extraccion convencionales

2.4.1. Extraccion por maceraciéon (ME)

La mayoria de los métodos desarrollados que se encuentran en la literatura para obtener
fucoxantina se basan en los protocolos de extraccidon por maceracidn (ME), que histéricamente han
servido para procesos de extraccién comunes. La maceracidn es un proceso de extraccion sélido-
liqguido, dénde se evaluan diferentes variables, como la relacidon biomasa-disolvente, porcentaje de
disolvente, tiempo y temperatura de incubacidn (Pinela et al., 2019). La materia prima posee una
serie de compuestos solubles en el liquido de extraccidon que son los que se pretende extraer. El
proceso de maceracidon genera dos productos que pueden ser empleados dependiendo de las
necesidades de uso, el sélido y el propio extracto. La naturaleza de los compuestos extraidos
depende de la materia prima empleada, asi como del liquido de extraccidn (Fernaroli’s et al., 1975).
Existen dos métodos de maceracidn de acuerdo con la temperatura, caliente y frio.

—+— » Soluto
L Solvente

\ J/

Figura 2-3. Modelo sistemdtico de extraccion por maceracion (Abd Aziz et al., 2021)

La maceracion en frio consiste en sumergir el producto a macerar en un recipiente con la cantidad
suficiente de solvente para cubrir totalmente lo que se desea macerar. Esto se lleva a cabo por un
lapso largo, dependiendo de la materia prima que se vaya a macerar (Fernaroli’s et al., 1975). Las
ventajas de la maceracidn en frio consisten en la utilizacion de equipos simples que requieren
minimas cantidades de energia y en la capacidad de extraer la mayoria de las propiedades de lo que
se macera (dependiendo del solvente), practicamente en su totalidad sin alterarla por efectos de
temperatura. Sin embargo, se necesitan periodos de tiempo mucho mds extensos para lograr una
extraccién adecuada.

La maceracion con calor consiste en el contacto entre las fases, el producto a macerar y el solvente;
con la diferencia de la variacidn en la temperatura, en este caso pueden variar las condiciones de la
maceracion. El tiempo que se desea macerar varia mucho de la maceracidn en frio ya que al utilizar
calor se acelera el proceso (Fernaroli’s et al., 1975). La desventaja de la maceracién en calor es que
no logra extraer totalmente pura la esencia del producto, ya que regularmente destruye algunas
propiedades, es decir, muchas veces se trata de compuestos termoldbiles que se ven afectados por
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la temperatura, ademas de que requiere equipos mas sofisticados que permitan el control de
temperatura, sin mencionar el consumo energético que dicho proceso implica. No obstante, los
periodos de tiempo de extraccién se reducen favorablemente.

Se ha observado que la relacién biomasa-disolvente utilizado varia mucho con amplios rangos que
van desde 1:10 hasta 1:500 (Heffernan et al., 2016). La temperatura y el tiempo de extraccion
también son muy variables. Las temperaturas controladas probadas para la ME van desde 4°C hasta
65°C, mientras que los tiempos evaluados han variado desde 15 minutos hasta 96 horas. Ademas,
al extraer fucoxantina, la eleccidn del solvente es muy importante ya que determina la eficiencia del
proceso de extraccién. Los disolventes mas utilizados son metanol (MeOH), acetona (AcO) y etanol
(EtOH). Se han realizado otros estudios utilizando opciones como agua, hexano (Hx), cloroformo
(Ch), diclorometano (DCM), heptano (Hp) o éter dietilico (DE). Segun algunas investigaciones, el
disolvente preferido fue el EtOH (Irvani et al., 2018). La optimizacion del proceso determiné que el
rendimiento era maximo a una temperatura de 30°C durante 36.5 min, pH 5.7, utilizando 62.2%
de AcO, obteniendo 6.5 pg/g de fucoxantina (Shannon et al., 2017).

2.4.2. Extraccion asistida por vortice (VAE)

Un factor esencial en la eficiencia de extraccién es la dispersion uniforme y completa de las
particulas en la solucién. Al aumentar el nimero de particulas y disminuir su tamafio en la solucidn,
la superficie de contacto entre el soluto y el solvente aumenta disminuyendo asi el tiempo de
extraccién. Recientemente, un estudio realizado con varias macroalgas marrones utilizé y validé un
sistema VAE, basado en la extraccion tradicional sélido-liquido, cuya eficiencia se mejora mediante
la agitacion. Los resultados mostraron que el rendimiento dptimo se logré utilizando 25 g de la
muestra con 300 pL de EtOH, manteniendo un pH de 5.8 y agitada durante 15 min (Nunes et al.,
2019).
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Figura 2-4. Representacion esquemdtica de la extraccion asistida por vortice (Jiménez Fino
etal.,, 2020)
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La aplicacién de esta energia externa acelera la extraccién no solo por la dispersién del soluto, sino
gue también favorece la difusién de los analitos. Sin embargo, es importante mencionar que la
aplicacién de una fuente de energia que no se controla, induce a un aumento en la temperatura del
sistema lo cual puede afectar negativamente a la termodindmica de la extraccién e incluso llegar a
degradar los analitos.

2.4.3. Extraccidn asistida por soxhlet (SAE)

En esta técnica se coloca una pequefia cantidad de muestra seca en el portamuestras del Soxhlet,
mientras que el matraz donde se encuentra el disolvente se calienta para extraer los compuestos
de interés. Los vapores del disolvente ascienden por la columna y se condensan en el refrigerante
cayendo gota a gota sobre el cartucho hasta llenarse y alcanzar un nivel de desbordamiento que
posteriormente es aspirado por el sifon y descargado nuevamente en el matraz de destilacion. Esta
disolucidn lleva los compuestos extraidos en el disolvente. Estd operacién se repite hasta que se
completa la extraccién (Shahid et al., 2016).

Este sistema es generalmente utilizado para analisis sanitarios, alimentarios y medioambientales.
La temperatura es un factor clave a la hora de la extraccién, por lo que su aumento esta relacionado
con una mejor extraccion, ya que puede romper las interacciones entre moléculas y facilitar la
extraccién. La SAE con aplicacién de calor ofrece una alternativa ante la ME con menor consumo de
solvente ya que permite la recirculacién. Un estudio reciente mostrd las mejores condiciones para
la SAE, teniendo un tiempo de 12 hrs a 78°C con EtOH, pH 6.5 dando como resultado un rendimiento
de 50 pg/g (Raguraman et al., 2018). La técnica de Soxhlet es una metodologia simple que puede
tener mejores rendimientos de extraccion en comparacién a otras técnicas; sin embargo, tiene
algunas desventajas como el tiempo prolongado para la extraccidn y el desperdicio de grandes
cantidades de disolvente que es dificil de eliminar y puede causar problemas ambientales
adicionales (Yusuf et al., 2016).
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Figura 2-5. Modelo sistemdtico de extraccion de Soxhlet (Shahid et al., 2016)
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2.5. Métodos no convencionales

Los avances en tecnologia son bastante utiles para la extraccidon de compuestos de interés.
Actualmente, los métodos no convencionales reportados son los siguientes.

2.5.1. Extraccion asistida por ultrasonido (UAE)

El ultrasonido esta basado en la propagacion de ondas mecdnicas conformada por un conjunto de
ciclos, definidos como la combinacion de altas y bajas presiones, denominadas compresiones y
rarefacciones, respectivamente (Musielak et al., 2016). Las principales caracteristicas de las ondas
de ultrasonidos son:

e Longitud de onda: distancia que recorre una perturbacion peridédica que se propaga por un
medio en un ciclo.

e Amplitud: presién maxima de una onda.

e Frecuencia (Hz): nimero de ciclos por unidad de tiempo.

e Velocidad (m/s): producto de la frecuencia por la longitud de onda.

e Potencia (W): cociente entre la energia transportada y el tiempo considerado.

e Intensidad (W/cm?): cociente de una unidad de potencia a través de una unidad de area.

Al espectro de ondas implicadas en el ultrasonido se les denomina ondas ultrasénicas, cuyas
frecuencias se encuentran por encima del intervalo audible (>20 kHz) y por debajo de las frecuencias
de microondas (hasta 10 MHz) (Kadam et al. 2015). La cavitacion acustica, es decir, el crecimiento y
colapso de pequenas burbujas, es considerada el fenédmeno principal asociado a la extraccion de
compuestos. Es una consecuencia de los cambios de presion y temperatura en el medio. La
expansion y el colapso de las burbujas genera compresiones y rarefacciones en las moléculas del
solvente (Figura 2-6) (Shirsath et al. 2012).
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Figura 2-6. Principio de cavitacion acustica (Medina et al. 2017)
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En general, se han identificado varios mecanismos involucrados en la UAE. Entre ellos destaca la
fragmentacion, atribuida a las colisiones entre particulas y las ondas ultrasénicas, causando la
reduccion en el tamafio de particula, lo que facilita la transferencia de masa. Otro mecanismo
involucrado es la erosién, que ayuda a mejorar la accesibilidad del disolvente mediante la implosion
de las burbujas sobre la superficie de la matriz vegetal.

Por su parte, los efectos de sonocapilaridad y de sonoporacidn son capaces de mejorar la
penetracidon de liquido a través de los canales producidos por la implosién de las burbujas,
ocasionando alteraciones en la permeabilidad de las membranas celulares. Finalmente, el esfuerzo
de cizallamiento produce el colapso de las burbujas en el fluido debido al fendmeno de oscilacién
(Figura 2-7) (Chemat et al. 2017).

Pared celular Compuestos fendlicos

Disrupcion celular

Liberacion de compuestos
Burbuja

Entrada de solvente

Burbuja . Colapso de burbuja ”

a) Representacion de burbuja y célula vejetal b) Colapso con la pared celular ) Disusion del solvente y liberacion del analito

Figura 2-7. Representacion grdfica del fendmeno de cavitacion, colapso y liberacion del
material vegetal. (Medina et al., 2017)

La irradiacién ultrasdnica puede ser aplicada de dos maneras: por contacto directo con la muestra,
o, indirectamente, a través de las paredes del recipiente que contiene la muestra, como en los
sistemas de bafo ultrasénico. La principal desventaja del bafo de ultrasonido es que generalmente
funciona a una sola frecuencia (20 o 40 kHz). Sin embargo, existen sistemas de extraccion mas
eficientes, como los sistemas de extraccién por ultrasonido acoplado a una sonda (Figura 2-8), en
donde el contacto directo con la muestra, le permite desarrollar una potencia de hasta 100 veces
mas que la proporcionada por el bafio de ultrasonido (Pico et al., 2013).
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Propagacion de ondas
ultrasonicas

Figura 2-8. Representacion de un equipd de ultrasonido acoplado a una sonda (Medina et
al., 2017)

Ciertos beneficios en términos de penetracién del disolvente surgen del uso en UAE como es la
intensificacion de transferencia de masa. La extraccién también puede mejorarse debido al colapso
de las burbujas formadoras de cavitacion, cerca de las paredes celulares (Teli et al., 2012). La tasa
de extraccion y el rendimiento pueden mejorarse mediante la combinacién éptima de las variables
del ultrasonido, como la intensidad y el tiempo de aplicacidon (Rodriguez et al., 2012). Ademas,
disolventes diferentes para la extraccidon podrian dar rendimientos mayores de fucoxantina en los
extractos. Esta técnica se ha empleado para extraer fucoxantina de algas pardas. Los valores
Optimos de la concentracion del disolvente, la temperatura, el pH y el tiempo de aplicacion fueron
EtOH al 80%, 50°C, pH 5.5 y 30 minutos, respectivamente. Estas condiciones permitieron obtener
300 pg/g en peso seco de fucoxantina, que es superior al contenido de fucoxantina obtenido con la
extraccién convencional (Raguraman et al., 2018).

La UAE representa una tecnologia factible para el escalamiento industrial. La ventaja de escalar este
método de extraccidn radica en la reduccion del tiempo de procesamiento y altos rendimientos
obtenidos, ademas de su sostenibilidad para el medio ambiente. Pingret y colaboradores (2012),
llevaron a cabo la extraccién de compuestos fendlicos de la pulpa de manzana por UAE, utilizando
como parametro de escala, la relacién disolvente-soluto (1- 500) en un tanque piloto de extraccidn
de 30 L acoplado a una salida de ultrasonido cuadruple de 25 kHz y 200 W. Los resultados mostraron
un rendimiento de extraccion 15% mas alto que el obtenido por extraccidn convencional. Varios
estudios demuestran la eficacia del proceso de UAE comparado con otros métodos convencionales
o novedosos, no solo en el laboratorio, sino también a escala de planta piloto (Pingret et al. 2012).
Se ha reportado que UAE representa una ventaja frente a los métodos convencionales de
extraccién, al aumentar la recuperacidn de polifenoles (Vazquez et al. 2014; Rodriguez-Pérez et al.
2015; Cai et al. 2016), ademas de permitir la reduccidn en el tiempo del proceso. Lo anterior se
atribuye al hecho de que el uso de ultrasonido favorece la ruptura de la pared celular, con el
consiguiente aumento de la penetracidn del disolvente (Pingret et al. 2012).

17



2.5.2. Ondas de choque

Durante los ultimos 30 afios, las aplicaciones biomédicas de las ondas de choque se han desarrollado
enormemente y se han establecido en la medicina para tratamientos seguros y eficaces de varias
enfermedades. Actualmente las ondas de choque sorprenden por su capacidad para transfectar
células humanas, asi como para transformar genéticamente hongos filamentosos y bacterias. Las
implicaciones clinicas y biotecnoldgicas de estos hallazgos son enormes. Ejemplo de ello es la
litotricia extracorpdrea por ondas de choque (SWL) la cual revolucioné la urologia y pasara a la
historia de la medicina como uno de los avances tecnoldgicos mas destacados (Loske, A. M. 2017).

Tras demostrar la viabilidad de la pulverizacidn de cdlculos urinarios mediante ondas de choque sin
necesidad de cirugia, el siguiente paso obvio fue explorar su uso para el tratamiento de calculos en
otras partes del cuerpo. Al tratar de aumentar la eficiencia del equipo y reducir el dafio a los tejidos
afectados, aparecieron muchas otras aplicaciones, nunca pensadas. Varios grupos de investigacién
se centraron en la interaccién entre las ondas de choque y los tejidos vivos, y empezaron a publicar
los resultados de estudios multidisciplinares. En muchos paises, el uso de las ondas de choque para
tratar dolencias relacionadas con la ortopedia pronto superé el nimero de pacientes tratados con
SWL. Hoy en dia, las aplicaciones biomédicas de las ondas de choque incluyen una variedad tan
grande que seria un proyecto enorme describir a fondo el desarrollo histérico de cada una de ellas
(Loske, A. M. 2017).

Las ondas de choque son perturbaciones abruptas y no lineales que consisten en un pulso de presion
positiva de uno a tres microsegundos, seguido de una presién negativa con una duracion de varios
microsegundos. Se caracterizan tipicamente por su pico de presidn positiva (p+), su amplitud de
presidn negativa (p-) y la anchura total a la mitad del maximo del pico de presién positiva (trwnmpt).
El subindice "FWHM" significa "full width at half maximum". Este valor se define como el tiempo
que transcurre desde el instante en que la presién supera por primera vez el 50% de p+ hasta el
instante en que la presidn vuelve a descender hasta este valor. El tiempo de ascenso del pulso
positivo, definido como el tiempo necesario para que la presidn suba del 10% al 90% de su valor
maximo, p+, varia entre 1y 500 ns (Figura 2-9). Los valores de p+, p-, trwnmpt Y tr dependen de varios
factores, como el principio de generacién de la onda de choque, el mecanismo de enfoque y la
energia (Loske, A. M. 2017).
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Figura 2-9. Esquema de la formacion de una onda de choque que muestra el pico de
presion positiva (p +), el pico de presion negativa (p-), el tiempo de subida (tr) y la
duracion del pulso de compresion (trwnumvpt) (Loske, A. M. 2017)

La cavitacidn acustica, es decir, el crecimiento y el colapso de las microburbujas contenidas en los
fluidos, y la tensidn de cizallamiento generada debido al gradiente de presidn espacial provoca que
las microburbujas preexistentes en el fluido experimentan un colapso forzado producido por laonda
de choque entrante. A medida que la onda de choque pasa, cada burbuja aumenta su volumen
cientos de veces hasta que se produce un segundo colapso extremadamente violento cientos de
microsegundos después. Debido a las diferencias de presidn, el colapso de la burbuja es asimétrico.
Cuando una microburbuja colapsa cerca de una superficie sdlida, la burbuja involuciona desde el
extremo distal y un microjet se mueve hacia el objeto. La colisidon entre el microjet y la pared opuesta
de la burbuja que se mueve hacia dentro genera una onda de choque secundaria de alta presidn
(hasta 300 MPa). La cavitacion acustica es tan violenta que puede producir radicales libres de
oxigeno y una tensidn de cizallamiento adicional.

2.5.3. Ondas de choque en aplicaciones biomédicas

Las ondas de choque desempefian un papel importante en varios campos, como la acustica, la
quimica fisica, la aerodindmica y la dindmica de gases, las ciencias de los materiales, las ciencias
espaciales, las geociencias, las ciencias de la vida y la medicina. Aunque la presidn, es decir, la fuerza
aplicada perpendicularmente a una superficie por unidad de area se reporta con valores positivos,
dependiendo del nivel de referencia, a veces también se expresa con valores negativos. En los
informes que tratan de las aplicaciones biomédicas de las ondas de choque, la presién suele
considerarse negativa si su valor es inferior a la presidn anterior a la llegada de la onda de choque,
es decir, se considera negativa la depresidon de presidn que aparece después del impulso de presién
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positivo principal. Si la presién negativa maxima supera las fuerzas de cohesion del fluido o la
adhesién a las motas en el fluido, aparecen burbujas. Este fendmeno se denomina cavitacién
acustica. En las aplicaciones biomédicas, la cavitacidn suele formarse a partir de pequefios nucleos
de cavitacidon o microburbujas. Las ondas de choque, usadas para aplicaciones clinicas son pulsos
generados en el agua que alcanzan presiones de hasta 1500 veces la presidon atmosférica en un lapso
muy pequefio. Para producir ondas de choque, generalmente se utilizan sistemas electrohidraulicos,
piezoeléctricos o electromagnéticos (Dreyer et al., 2000).

Los equipos electrohidraulicos funcionan mediante una descarga eléctrica producida entre dos
electrodos colocados en un primer foco de un reflector metalico con forma de elipsoide de
revolucion. Cada descarga genera una burbuja de plasma que se expande subitamente, produciendo
una onda de choque que se concentra en el segundo foco del reflector. Los generadores
electromagnéticos se basan en la magnetizacion y repulsion de una membrana metalica; ambas
funciones causadas por el campo magnético producido por una bobina cilindrica. Al hacer pasar un
pulso de corriente eléctrica por la bobina, ésta se convierte en un electroiman que magnetiza y
rechaza la membrana en su entorno. Asi se produce un pulso de presién que se propaga hasta ser
concentrado por un reflector o una lente, transformdndose en una onda de choque cerca del foco
(Dreyer et al., 2000).

2.5.4. Generadores piezoeléctricos

En 1880, los hermanos Pierre y Jacques Curie demostraron que la aplicaciéon de una tensién
mecanica a ciertos materiales produce electricidad, fendmeno conocido como efecto piezoeléctrico.
Las piezoceramicas mas comunes son el titanato de bario y el titanato de zirconato de plomo. Una
ventaja importante de estos materiales es su larga vida util. Los elementos cerdmicos piezoeléctricos
policristalinos cambian repentinamente su tamafio unos pocos micrometros cuando se les aplica un
impulso eléctrico. Cuando estos elementos estan en contacto con un fluido, su rdpida expansion
produce un pulso de presion, seguido de una fase de tensién. Dependiendo del disefio de la fuente
de ondas de choque, se disponen entre decenas y miles de estos elementos en una superficie. El
perfil de la onda de presién generada depende de varios factores, como el material aislante en la
parte delantera del transductor, el material de soporte en su parte trasera, la forma de los
elementos piezoeléctricos y el impulso de excitacion eléctrica (Dreyer et al., 2000).

El mismo tipo de onda también puede generarse con cientos de cristales piezoeléctricos montados
sobre la superficie de un cascardn esférico de aluminio, los cuales deben ser aislados del agua por
un polimero. Al recibir un pulso de alto voltaje, estos cristales aumentan sibitamente su longitud,
produciendo pulsos de presidn en el agua; asi, la contribucién de cada cristal se propaga hacia el
centro del cascardn esférico, superponiéndose con la de los demds, generando una onda de choque
(Figura 2-10).
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Figura 2-10. Esquema de un generador experimental de ondas de choque piezoeléctrico
(Loske, A. M. 2017)

Cada elemento piezocerdmico se expande unos pocos micrdmetros, generando un pulso de presion
gue se propaga hacia el centro del arreglo (F). La superposicidon de todos los impulsos de presiény
los efectos no lineales producen una onda de choque en las proximidades de F. Si se utiliza una
disposicion esférica, el sistema se autoenfoca y no requiere reflectores. Para controlar la velocidad
de descarga de las ondas de choque se utiliza un conmutador de chispa o un tiristor de alto voltaje
accionado por un generador de pulsos. Al igual que los sistemas electrohidraulicos, el circuito
eléctrico de las fuentes de ondas de choque piezoeléctricas consta principalmente de una unidad
de carga de condensadores y un sistema de control de la descarga. Las fuentes piezoeléctricas
dependen de la propagacion acustica no lineal para generar ondas de choque en las proximidades
del punto focal. Las principales ventajas de las fuentes de ondas de choque piezoeléctricas son su
larga vida util (mas de un millén de ondas de choque) y la menor necesidad de analgesia debido a la
excelente capacidad de enfoque del transductor. Una ventaja adicional de las fuentes de ondas de
choque piezoeléctricas es la posibilidad de modificar la onda de presién alterando la excitacién de
los elementos piezoceramicos. A diferencia de las mediciones con fuentes de ondas de choque
electrohidraulicas, no es necesario promediar los registros de presién (Dreyer et al., 2000).

2.5.5. Ondas de choque tandem

Se ha demostrado que el colapso de las burbujas y la emisién de microjet pueden aumentar
significativamente si una segunda onda de choque llega poco antes de que las burbujas generadas
por la onda de choque anterior comiencen a colapsar (Bailey et al., 1997). El retardo 6ptimo entre
las dos ondas de choque (llamadas ondas de choque en tandem) depende de varios factores, como
las propiedades del fluido y el perfil de presidn. Los analisis numéricos han revelado que la segunda
onda de choque puede tener una amplitud menor que la primera (generadora de burbujas) y seguir
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siendo eficaz (Bailey et al., 1997; Canseco et al., 2011). En general, las ondas de choque en tandem
se definen como dos ondas de choque consecutivas, generadas dentro de un lapso de
aproximadamente 10-900 microsegundos. Se han utilizado términos como ondas de choque en
tdndem y de doble pulso de forma intercalada; sin embargo, las ondas de choque de doble pulso
pueden generarse con lapsos demasiado largos para ser considerados como pulsos en tdndem. Las
ondas de choque en tdndem pueden ser Utiles no solo para mejorar la SWL, sino también para
potenciar el efecto bactericida de las ondas de choque (Alvarez et al., 2008), y para aumentar la
eficacia de la transformacion genética la transfeccién celular y el tratamiento del cancer. Una de las
ventajas de usar ondas de choque tandem es el hecho de que con este perfil de presidn es posible
aumentar la energia de colapso de las burbujas para un rango de retardos mucho mayor (Loske, A.
M. 2017).

Se han desarrollado sistemas mas eficientes y descubierto aplicaciones novedosas de ondas de
choque, entre las cuales destacan la introduccién de material genético en hongos microscépicos
(transformacion genética) y la incorporaciéon de material genético al interior de células humanas
(transfeccién) (Alvarez et al., 2008). De manera analoga a lo que sucede con los microorganismos
mencionados, las ondas de choque son capaces de abrir poros en membranas celulares. La
importancia de la transformacidn genética de hongos y bacterias usando ondas de choque radica
en la posibilidad de producir antibiéticos, insulina, vacunas y dacido citrico. El material genético
insertado puede provenir de bacterias, plantas o incluso mamiferos (Lukes et al., 2014).

2.6. Solventes no convencionales

2.6.1. Solventes eutécticos profundos (DES)

Los solventes eutécticos profundos (DES, por sus siglas en inglés) fueron introducidos por Abbott y
colaboradores en 2004 como alternativa a los liquidos idnicos. Estos autores demostraron que
combinaciones de urea con sales de amonio cuaternarias sustituidas, tales como cloruro de colina,
producian mezclas eutécticas liquidas a temperatura ambiente con propiedades interesantes como
solventes. Un sistema eutéctico, del griego "eu" (eu = facil) y "TA&ic" (teksis = fusidn), hace referencia
a la mezcla de compuestos cuyo punto de fusién y solidificacion es menor que el de los compuestos
por separado. Las principales ventajas frente a los liquidos idnicos se deben principalmente a su facil
preparacion, bajo costo y biodegradabilidad. Asimismo, comparten las caracteristicas atractivas de
los liquidos idnicos ya que poseen baja volatilidad y es posible ajustar sus propiedades fisicoquimicas
siendo también llamados “solventes de disefio”. Las aplicaciones de los DES se han centrado
principalmente en reacciones orgdnicas, electroquimica, reacciones enzimaticas y mas
recientemente para procesos de extraccion de metabolitos a partir de diferentes matrices (Dai et
al., 2013).

2.6.2. Solventes eutécticos profundos naturales (NADES)

En 2011 los investigadores Choi y colaboradores propusieron el término “Solventes Eutécticos
Profundos Naturales” (NADES, por sus siglas en inglés), con el fin de diferenciar de los DES a aquellas
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mezclas eutécticas constituidas Unicamente por compuestos presentes en el metabolismo celular
de todos los organismos vivos. Entre los principales componentes de estos solventes verdes se
encuentran azucares, alcoholes, aminodcidos, acidos organicos y derivados de colina. En este
sentido, los NADES se alinean con los principios de la Quimica Verde, por su naturaleza, bajo costo,
facil preparacién y biodegradabilidad. Cabe destacar que los componentes de los NADES se
encuentran en elevadas concentraciones en la dieta humana (Dai et al., 2013).

Se sabe que la fucoxantina, que es un carotenoide, es altamente hidrofébica, esto debido a su
caracter no polar o poco polar, entonces, para realizar una extraccién satisfactoria deberd hacerse
uso de un solvente que sea capaz de disolver este tipo de compuestos. Los NADES se conforman
gracias a interacciones intermoleculares del tipo enlaces de hidrégeno, pues se componen de un
dador y un aceptor, esta caracteristica les permite también formar estas interacciones con el soluto
en cuestiéon, permitiendo que existan un gran nimero de interacciones y por lo tanto se lleve a cabo
la disolucidn (Paiva et al., 2014). La fucoxantina en su estructura posee varios atomos de oxigeno.
Es un excelente aceptor de enlaces de hidrégeno, encontrando sitios de interaccién entre los NADES
y las fucoxantinas que serviran para la disolucion de estas. En este sentido, se ha reportado que las
mezclas como la de cloruro de colina y acido lactico son muy eficientes para moléculas con caracter
poco polar, como es el caso de las fucoxantinas (Wei et al., 2015). Estos disolventes suelen
caracterizarse por una alta viscosidad, la cual puede verse considerablemente reducida con la
adicion de una cantidad conocida de agua (Dai et al., 2013; Paiva et al., 2014). Generalmente se
recomienda un maximo del 25%, para no afectar las propiedades de los NADES (Wei et al., 2015; Dai
et al., 2016; Alcalde et al., 2019).

2.7. Cuantificacion de las fucoxantinas

La fucoxantina ofrece distintas alternativas para su cuantificacién ya que puede realizarse mediante
técnicas analiticas (basadas en su deteccidn de masa molecular), métodos espectrofotométricos
(basados en su caracteristica de color), o una combinaciéon de ambos sistemas. Los instrumentos
mas comunmente utilizados para su identificacidn y cuantificacién son:

e Cromatografia liquida-espectrometria de masas (LC-MS) usando la relacién masa-carga
(m/z).

e Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) acoplada a detectores de matriz de diodos
ultravioleta (UV), que detecta el pico de absorbancia maximo a 446 nm.

e Resonancia magnética nuclear (RMN), que determina su estructura.

e Lectores espectrofotométricos que proporcionan datos basados en absorbancia.

(Xia, S. et al., 2013)
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2.7.1. Prueba por espectroscopia ultravioleta visible (UV-vis)

La mayoria de los protocolos desarrollados para la cuantificaciéon de fucoxantina ya sea usando un
equipo HPLC o UPLC, suelen establecer absorbancias en torno a 450 nm. Sin embargo, la presencia
de dobles enlaces conjugados en la estructura de la fucoxantina (Figura 1-1) la vuelve inestable en
algunas condiciones. La fucoxantina puede isomerizarse en cis-fucoxantina, cuya oxidacién puede
producir compuestos de carbonilo de cadena corta. Para detectar y proporcionar una cuantificacion
precisa de la fucoxantina se usa la técnica espectrofotométrica Ultravioleta Visible (UV-Vis), ya que
la fucoxantina absorbe principalmente en el rango de 450 a 540 nm en la parte azul-verde a amarillo-
verde del espectro visible, alcanzando un maximo de alrededor de 510-525 nm, segun diversas
estimaciones. Es util realizar lecturas de espectros amplios (de 300 a 800 nm) o establecer las
longitudes de onda especificas asociadas con estos subproductos (300, 350 y 400 nm) (Zhu et al.,
2016). Los métodos espectrofotométricos son mdas econdmicos, ya que reducen los tiempos
experimentales y no utilizan un volumen grande de solventes organicos, por lo que también pueden
ser consideradas como técnicas mas ecoldgicas, siendo una opcidon mds rapida y sencilla (Rajauria
et al., 2013).

2.7.2. Cuantificacion de las fucoxantinas por voltamperometria diferencial de pulsos (DPV)

El termino voltamperometria describe a una clase de técnicas electro analiticas, y que es utilizada
para la medicién de corriente-potencial obtenida en un determinado electrodo. La
voltamperometria se basa en la medida de la corriente electrdnica que surge en una celda de tres
electrodos: electrodo de trabajo, electrodo de referencia y el contraelectrodo. Esta relacidn podria
explicarse cuando el potencial (E) se aplica al electrodo de trabajo y la corriente resultante fluye a
través de la celda electroquimica, la cual es registrada. El potencial aplicado al electrodo de trabajo
sirve como fuerza para la reaccidn de transferencia electrénica; controla el pardmetro que hace que
las especies quimicas presentes en la solucién sean electrolizadas (reducidas u oxidadas) en la
superficie del electrodo (Sys et al., 2017).

Por lo tanto, un enfoque voltamperométrico en la cuantificacidn de la fucoxantina se propone como
una alternativa interesante debido a que el muestreo es mas fdcil, el analisis requiere menos tiempo
y los costos operativos son bajos. Como antioxidante la fucoxantina se considera un compuesto
electroactivo que pueden oxidarse anédicamente en los electrodos que incorporaban carbdn vitreo
como electrodo de trabajo, Ag/AgCl (saturado con KCl) como electrodo de referencia y platino como
contraelectrodo en disolventes organicos puros o en sus mezclas acuosas. Es posible realizar la
determinacidn voltamperométrica de fucoxantinas en solucidn acuosa después de su extraccidn en
la superficie del electrodo de trabajo (Sys et al., 2017). En comparacion con los métodos de
cuantificacion mencionados anteriormente, aun no se han estudiado los métodos electroquimicos
en la cuantificacién de la fucoxantina.

2.8. Estabilidad de las fucoxantinas

Una vez extraida la fucoxantina, es fundamental almacenarla en condiciones estables, prestando
especial atencidn a su exposicion a la luz, pH o temperaturas extremas. Los métodos mas estudiados
para confirmar la estabilidad quimica de la molécula son la nanoencapsulacién (Prieto et al., 2012).
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2.8.1. Nanoencapsulacion

Nano, deriva de la palabra griega “nano” (nano=extremadamente pequefio). En general, las
nanoparticulas se definen como particulas coloidales sélidas, de acuerdo con el proceso de
formacién empleado pueden obtenerse nanoesferas y las nanocapsulas, esto en funcién de su
morfologia. (Mora et al., 2010; Rao et al., 2011). Las nanoesferas tienen estructuras homogéneas,
matriciales en la que los medicamentos se dispersan de manera uniformemente. Las nanocapsulas,
son las que muestran una estructura nucleo-cdpsula. La formulacién de nanoparticulas implica
ciertos desafios porque es importante tener una distribucién de tamafio homogéneo, la morfologia,
el objetivo terapéutico de la administracion del farmaco, la biocompatibilidad del polimero y la
compatibilidad de las propiedades fisicoquimicas del agente bioactivo (Li et al., 2010). Las
nanoparticulas son sistemas poliméricos submicrénicos (< 1um) (Saez et al., 2004).

Las nanoesferas son particulas sdlidas. Las moléculas pueden ser adsorbidas en la superficie de la
esfera o pueden estar encapsuladas dentro de la particula. En general, son esféricas, pero el término
"nanoesfera" no hace referencia necesariamente a una morfologia totalmente esférica. Las
nanocdpsulas son sistemas vesiculares, actuando como una especie de depdsito, en el que las
sustancias atrapadas se limitan a una cavidad que consta de un nucleo liquido (aceite o agua)
rodeado por una cascara de material soélido (Rao et al., 2011). Entre los principales métodos de
preparacion podemos citar: nanoprecipitacion, emulsién de difusion, doble emulsiéon, emulsién-
coacervacion, revestimiento de polimero y la capa por capa. Las nanoparticulas poliméricas se han
estudiado ampliamente como vehiculos de farmacos en el campo farmacéutico y diferentes equipos
de investigacidon han publicado andlisis sobre los mecanismos de formacidn de nanoparticulas, la
clasificacion de los sistemas nanoparticulados y las técnicas para la preparacién de nanocdpsulas
(Mora et al., 2010).

2.8.2. Nanoencapsulado de las fucoxantinas

La encapsulacién es un proceso que proporciona una barrera fisica para evitar la alteracién del
ingrediente central. Esta técnica estabiliza y protege las moléculas que se degradan facilmente, por
lo que la encapsulacién permite el fortalecimiento de diferentes matrices con compuestos que de
otra manera habrian perdido sus bioactividades. Se ha evaluado la estabilidad y biodisponibilidad
de la fucoxantina cuando se encapsula utilizando diferentes enfoques y materiales. La variabilidad
de los materiales de las paredes que se han utilizado para desarrollar capsulas es enorme. Como
materiales de encapsulacién se emplean comunmente diferentes proteinas (suero, zeina, caseinay
gelatina), oligosacaridos (maltodextrinas, ciclodextrina), polisacaridos (quitosano, alginatos) o
glicolipidos, aplicados tanto individualmente como combinados (Sun et al., 2018).
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2.8.3. Nanoparticulas de PLGA-PVA

Las nanoparticulas son vehiculos que se han venido empleando para el transporte y la liberacion
controlada de farmacos (Kumari et al. 2013). Entre los diferentes polimeros que se pueden emplear
en su fabricacién esta el copolimero de acido lactico-co-glicélico (PLGA) (Figura2-11).
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Poli(D,L-4cido lactico-co-glicélico)

Figura 2-11. Estructura molecular del poli(D,L-dcido ldctico-co-glicdlico) (Ansary et al.,
2014)

Este es un material biodegradable, que se puede sintetizar variando la relacién entre sus
mondmerosy produciéndose con diferentes masas molares. Su biodegradacién y caracter hidréfobo
puede cambiar de acuerdo con la relacién entre sus mondmeros. Las nanoparticulas de (PLGA) son
polimeros de alto peso molecular con buena biocompatibilidad y biodegradabilidad. Estos han sido
aprobados por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de EE. UU. para la administracién
de farmacos en el tratamiento de diversas enfermedades. El PLGA se ha utilizado como polimero
biocompatible, biodegradable y de administracién segura.
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Figura 2-12. Representacion esquemdtica de estabilizadores estéricos en la formacion de
nanoparticulas de PLGA y estiramiento de las cadenas de PVA (Ansary et al., 2014)

26



Normalmente las nanoparticulas de PLGA cargadas con farmacos hidrofébicos se han obtenido
mediante el método de emulsidn simple (Sharma et al., 2016). Este método se caracteriza por
utilizar un polimero biodegradable, un farmaco hidréfobo, un disolvente organico volatil, agua y un
surfactante. En particular, varios surfactantes no idnicos como el poli (alcohol vinilico) (PVA) (Heo
et al., 2010) se ha utilizado como estabilizador estérico y electrostatico. Es importante destacar que
el PVA se ha administrado por via oral e intravenosa en nanosuspenciones farmacéuticas (Wu et al.,
2011). Ademas, el PVA se ha utilizado durante la preparacion de nanoesferas de PLGA cargadas de
farmacos y dirigidas a la via oral (Wang et al., 2014).

Se ha demostrado que el paso de la fucoxantina a través del tracto gastrointestinal desencadena su
transformacién en fucoxantinol. La fucoxantina contenida en las nanoparticulas también se
transforma en fucoxantinol, mostrando los mejores resultados a 100 y 130 nm de diametro de
particula. Ambos componentes de las nanocdpsulas interactuaron con la fucoxantina por contactos
hidréfobos, lo que logra estabilizar la molécula y sus bioactividades (Li et al., 2018).

Por tanto, la encapsulacion permite el aislamiento de los ingredientes objetivo, proporcionando
estabilidad quimica, que en ultima instancia preservara sus bioactividades, y también permite Ia
determinacidon de una dosis exacta. La incorporaciéon de concentraciones exactas en una matriz
puede representar un formato de administracién cémodo para los consumidores, lo que permitird
maximizar los beneficios para la salud asociados con la fucoxantina, que en su mayoria dependen
de la dosis. Por tanto, la encapsulaciéon de fucoxantina es un método preciso para especificar su
cantidad final, lo que facilita la posible adherencia de los tratamientos basados en fucoxantina
(Tafuku et al., 2012).

2.8.4. Homogeneizacidn ultrasdnica

La homogeneizacidn ultrasénica es un proceso mecanico para reducir las particulas en un liquido de
modo que se vuelvan regularmente pequefias y se distribuyan uniformemente. Cuando se utilizan
homogeneizadores ultrasénicos para aplicaciones como mezclar, dispersar y emulsionar, el objetivo
es reducir pequefias particulas o gotitas en un liquido para mejorar la uniformidad y estabilidad de
la mezcla. Estas particulas (fase de dispersidon) pueden ser tanto sélidas como liquidas. Una
reduccion en el didmetro medio de las particulas aumenta el nimero de particulas individuales. Esto
conduce a una reduccién de la distancia media de las particulas y aumenta el area de la superficie
de las particulas. Si existe una diferencia en la gravedad especifica entre las particulas y el liquido,
la homogeneidad de la mezcla puede influir en la estabilidad de la dispersién. Si el tamafio de
particula es similar para la mayoria de las particulas, la tendencia a aglomerarse durante su
sedimentacion o su ascenso a la superficie se reduce, ya que las particulas similares tienen una
velocidad similar de flotacién o sedimentacién (Mora et al., 2010).

En comparacion con los métodos de homogeneizacién convencionales, los métodos de
homogenizacién ultrasdnicos destacan por que producen pequefias particulas, pueden manejar
concentraciones de sdlidos elevadas y logran preparar suspensiones estables, dispersiones y
emulsiones. Los homogeneizadores ultrasénicos son facilmente controlables con precision, ya que
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los parametros importantes del proceso (amplitud, potencia, tiempo, temperatura y presién)
pueden ser influenciados y ajustados. Los homogeneizadores ultrasénicos son eficaces,
energéticamente eficientes, faciles de usar y seguros (Sun et al., 2018).

2.8.5. Potencial Z

Es una medida de la estabilidad de una particula e indica el potencial requerido para penetrar la
capa de iones circundante en la particula para desestabilizarla (Yoval et al.). La medicion del
potencial zeta es una técnica que proporciona informacién sore la distribucién de carga superficial
en la interfase soélido/agua (Mantilla et al., 2008).

Cuando una superficie sdlida esta en contacto con una solucién acuosa, la formacidn de una carga
interfacial causa el rearreglo de los iones libres locales en la solucién para producir una region muy
delgada de densidad de carga neta diferente de cero que estd cercana a la interfase. El arreglo de
cargas en la interfase sdlido-liquido y el balance de los iones de carga contraria a la superficie sélida
es lo que se refiere a la doble capa eléctrica. Segin el modelo de la doble capa eléctrica, se pueden
asumir la existencia de dos capas en la vecindad de la interfase sélido/solucion; una capa en la cual
se presenta un decaimiento lineal del potencial eléctrico y que permanece fija aun cuando las
particulas se muevan, y una capa difusa con decaimiento exponencial. Esto implica la existencia de
un plano de referencia entre la capa fija y la capa difusa y justo el potencial se denomina potencial
Z, o potencial electrodindmico (Mantilla et al., 2008). Esta concentracion define el punto de carga
cero o punto isoeléctrico y en él no hay doble capa eléctrica (Moreno et al., 1987). El potencial
superficial puede ser utilizado para la evaluacidn y conocimiento de los procesos de separacion por
flotacién espumante (Mantilla et al., 2008). Ademas, en el area de investigacion de materiales, sobre
todo en el estudio de nanoestructuras, resulta util determinar el valor del potencial Z para conocer
la estabilidad del sistema (Yoval et al.).

2.8.6. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

La microscopia electrénica de barrido (SEM) por sus siglas en inglés (scanning electron microscopy),
es una técnica que permite caracterizar una gran variedad de materiales, como nanoestructurados,
aleaciones metdlicas, polimeros, minerales, fibras, peliculas delgadas, biomateriales y en algunos
casos muestras con alto contenido en humedad (Abdullaha et al., 2014). Los materiales restrictivos
para realizar analisis son aquellos con propiedades magnéticas, a menos, que se fijen
apropiadamente en alguna matriz de contencidén (Zorko et al., 2014).

Es una herramienta que permite la observacién y caracterizacion de todo tipo de materiales sélidos
con un excelente detalle. La SEM se ha utilizado en estudios con enfoques muy variados en la
biologia, la salud, el medio ambiente, entre otras. En biologia, la SEM se ha enfocado en estudios
morfoanatomicos y de caracterizacién en las areas de botanica, fitopatologia, ecofisiologia,
palinologia, fitorremediacién, zoologia, entomologia, suelos, paleontologia, entre otras. La
microscopia electrénica se fundamenta en la emisién de un barrido de haz de electrones sobre la
muestra, los cuales interaccionan con la misma produciendo diferentes tipos de sefiales que son
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recogidas por detectores (Suga et al., 2014). Finalmente, la informacion obtenida en los detectores
es transformada para dar lugar a una imagen de alta definicién, con una resolucién de 0,4 a 20
nanémetros. Como conclusidon, obtenemos una imagen de alta resolucién de la topografia de la
superficie de nuestra muestra (Abdullaha et al., 2014). Los equipos de SEM cuentan con un
filamento que genera un haz de electrones que impactan con la muestra. Estos electrones
interaccionan con la muestra que se estd estudiando y devuelven distintas sefiales que son
interpretadas por distintos detectores. Con esta informacién se obtiene informacidn superficial de:

e Formay topografia
e Textura
e Composicion

(Suga et al., 2014).

Las imagenes de un microscopio electrénico se obtienen mediante la deteccién, procesamiento y
visualizacidn de las sefiales resultantes de las interacciones entre un haz de electrones de alta
energia con la materia. Al incidir el haz de electrones sobre la muestra, interacttia con ella y se
producen diversos efectos que seran captados y visualizados en funcién del equipo utilizado.
Cuando el haz incide sobre la muestra, se producen muchas interacciones entre los electrones de
este haz y los &tomos de la muestra. Por otra parte, la energia que pierden los electrones al incidir
sobre la muestra puede hacer que otros electrones salgan despedidos (electrones secundarios), y
producir rayos X, electrones Auger, etc. El mas comun de estos es el que detecta electrones
secundarios, y es con el que se hacen la mayoria de las imagenes de microscopios de barrido (Echlin,
P., 2011)
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Figura 2-13. Diagrama representativo de un microscopio FE-SEM (Echlin, P., 2011)
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2.8.7. Liberacion del activo

La liberacion controlada estd definida como el método mediante el cual uno o mds agentes activos
estaran disponibles en un sitio y/o tiempo determinado a una velocidad especifica. Las sustancias
poliméricas son la base de la formacion de sistemas que controlan la liberacidn (Ramos et al., 2000).
Una de las limitaciones que presenta la forma de liberacidon controlada se encuentra en su
permanencia en el lugar de absorcién o de accidn durante un tiempo suficiente, es decir, poder
localizarlas en un lugar concreto del organismo (Rodriguez et al., 2000).

Cuando se maneja un sistema de liberacién controlada, el agente bioactivo es incorporado a un
soporte que generalmente es un material polimérico o una combinacidn de varios (Ramos et al.,
2000). En el caso de nanoparticulas poliméricas, en las que el fdirmaco se encuentra uniformemente
distribuido, su liberacién se produce por difusién a través de la matriz degradable o de la
degradacion de la matriz. Si la difusidn del farmaco es mas rdpida que la degradacién de la matriz,
entonces el mecanismo de liberacidn es en gran parte controlado por un proceso de difusién. La
liberacion rapida se atribuye principalmente al débil enlazamiento o a la adsorcidn de los farmacos
a la superficie, relativamente grande, de las nanoparticulas (Oropesa et al., 2012).
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CAPITULO Il

METODOLOGIA

En este capitulo se presenta la descripcidn de la fase experimental para la extraccion y proteccion
de fucoxantinas presentes en algas Sargassum natans y Sargassum fluitans.

3.1. Materiales y reactivos

3.1.1. Material biolégico

En todos los experimentos reportados se utilizaron muestras de Sargassum natans y Sargassum
fluitans, recolectadas en el periodo de julio a agosto del 2021 en Puerto Morelos, Quinta Roo,
Meéxico.

3.1.2. Reactivos

Reactivo de fenol de Folin & Ciocalteu (2M), cloruro de colina (ACS, 298%), betaina (ACS, 298%),
acido lactico (reactivo ACS, 298%), acido citrico (anhidro ACS, 299.5%), acido tartarico (reactivo ACS,
>99.5%), alcohol etilico (reactivo >96%), monohidrato de acido gdlico (reactivo ACS, >98%),
carbonato de sodio (Na,COs, anhidro, 299.5%), cloruro de aluminio (AICls, anhidro, 98%), hidréxido
de sodio (NaOH, 297%, granulos), quercetina (295%), acido ascérbico (299%) 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH), fosfato dipotasico (K;HPO4, reactivo ACS, >298%), fosfato momopotasico
(KH,PO4, reactivo ACS, 298%), acido poli(lactico-co-glicdlico) (PLGA, 50:50, mol wt 30000-60000),
poli(vinil alcohol) (PVA, My 13000-23000, 87-89% hidrolizado), fueron suministrados por Sigma
Aldrich (Toluca, México). Todos los reactivos informados eran de grado analitico y se usaron tal
como se recibieron a menos que se especifique lo contrario.

3.2. Obtencion de las muestras

Se trabajd con las especies de algas pardas Sargassum natans y Sargassum fluitans originarias de las
playas del Caribe Mexicano, las cuales se recolectaron en el mes de agosto del 2021. Las algas fueron
trasladadas al Laboratorio de Biomateriales del Centro de Fisica Aplicada y Tecnologia Avanzada
(CFATA), donde se sometieron a un proceso de limpieza para retirar impurezas tales como arena,
fauna marina y contaminantes en general. Posteriormente se dejaron secar por 24 horas en un
horno a 40°C. Completado el tiempo de secado se procedid a pulverizarlas utilizando un pulverizador
de alimentos y un tamiz. Se emplearon tres periodos de 10 segundos, para evitar una elevacién de
temperatura y obtener una muestra homogénea. Finalmente, la muestra se almacend en un frasco
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de vidrio dmbar a una temperatura controlada de -4°C en condiciones de escasa luz para su uso
posterior.

3.3. Técnicas de extraccion

En la Tabla 3-1 se resumen las técnicas de extraccidn para la obtencién de las fucoxantinas. En cada
evaluacidn las muestras se realizaron por duplicado para garantizar la eficiencia de la técnica. La
fase general de experimentacién fue de 5 meses, iniciando en agosto del 2021 y culminando en
diciembre del 2021.

Técnica de Extraccion Caddigo de identificacion Periodo de Evaluacién
Ondas de choque Och Agosto-Septiembre
Bafio Ultrasonico UAE-B Septiembre-Octubre

Ultrasonido Asistido UAE-S Octubre-Noviembre

Tabla 3-1. Técnicas de extraccion utilizadas

3.4. Extraccion por ondas de choque (Och)

La extraccidn con ondas de choque se realizdé con un generador experimental de ondas de choque
piezolith 2501 (Richard wolf gmbH, knittlingen, Alemania). La fuente de ondas de choque consta de
3000 elementos piezoeléctricos montados en un soporte de aluminio con forma de cascarén
céncavo semiesférico (radio de 345 mm) y aislados por un polimero flexible (Figura 2-10). El circuito
eléctrico consiste en una unidad de carga de condensadores y un sistema de control de carga-
descarga. Se utilizd un tiristor accionado por un generador de impulsos para controlar la frecuencia
de descarga. Encima de la fuente de ondas de choque se monté un tanque de agua (675 mm x 675
mm de base, 450 mm de altura) y un posicionador xyz. El nivel de agua se mantuvo a 40 mm por
encima de (F) (Figura 2-10) y la temperatura a 30°C, respectivamente. La velocidad de descarga se
fij6 en 0.5 Hz.

Todas las extracciones se realizaron con agua desionizada, debido a la alta viscosidad que presentan
los NADES. Se transfirieron 4 mL de la suspensidn de agua desionizada con alga pulverizada a pipetas
de transferencia de polietileno estériles (Thermo fisher scientific, Waltham, MA, EE. UU.) con forma
similar a un puro (41 mm de longitud x 13 mm de diametro) (Figura 3-1) que se cortaron
aproximadamente dos centimetros por encima de la base y se sellaron térmicamente antes de la
extraccién con ondas de choque. Las pipetas se colocaron de forma que el centro de la suspension
coincidiera con F, utilizando dos punteros laser montados horizontalmente en el plano focal
perpendicular al tanque de agua (Figura 2-10). Cada experimento se repitié dos veces para cuatro
valores de voltaje de descarga (3, 4, 5y 6 kV). La amplitud del pulso de presidn positiva (p+) en F se
midié con un hidréfono de aguja de difluoruro de polivinilideno (Imotec gmbH, wiirselen, Alemania).
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La tabla 3-2 muestra en su segunda columna los valores de los voltajes utilizados, todos ellos con
una incertidumbre de + 0.125 kV. La siguiente columna muestra los valores del pico de presion
obtenidos con el medidor digital del osciloscopio, donde también se indica la incertidumbre
sistematica de la presidén en unidades absolutas (P+ [MPa], dP [MPa]), habiendo usado para ello el
factor de conversién del transductor (14.8605 mV/MPa). Finalmente, la Gltima columna de la tabla
contiene los tiempos FWHM de los oscilogramas analizados.

Numero de ondas de Voltaje (kV) P+ (Mpa) FWHM (ns)
choque aplicadas
1000 3.0+£0.125 21.74 £ 0.27 404 +0.2
1500 4.0%0.125 42.02 +£1.06 230+0.2
1500 5.0+0.125 66.48 + 1.49 192+0.2
1500 6.0 £0.125 82.77+1.21 196 £+ 0.2

Tabla 3-2. Pardmetros para la extraccion asistida por ondas de choque

3.5. Preparacion de NADES

Con el propdsito de realizar una extraccidn satisfactoria se emplearon solventes capaces de disolver
compuestos altamente hidrofébicos, como es el caso de la fucoxantina. Basandonos en los datos
reportados en la literatura (Aroso et al., 2017), se propusieron los NADES mostrados (Tabla 3-3).

33



Cédigo NADES Componentes Relacién Molar Apariencia

ChCI-AL Cloruro de Colina: 1:2 Liquido viscoso
Acido lactico transparente
ChCI-AC Cloruro de Colina: 2:1:1 Liquido viscoso
Acido citrico: H,0 transparente
ChCI-AT Cloruro de Colina: 2:1:1 Liquido viscoso color
Acido tartarico: H,0 ambar
B-AL Betaina: Acido lactico 1:1 Liquido viscoso
transparente
B-AC Betaina: Acido citrico: 1:1:1 Liquido viscoso
H,O transparente
B-AT Betaina: Acido 1:1:1 Liquido viscoso
tartarico: H,0 transparente

Tabla 3-3. Disolventes eutécticos profundos naturales (NADES) utilizados para las
extracciones

Para la preparacion de los solventes se empled el método de calentamiento (Dai et al., 2013),
usando como aceptores de enlace de hidrégeno al cloruro de colina y la betaina, los cuales tienen
una estructura bastante similar y como ha sido reportado numerosas veces en la literatura (Aroso
et al., 2017; Cicci et al., 2017; Troter et al., 2017 Alcalde et al., 2019), por su ion cloruro, resultan
una buena alternativa para esta aplicacion.

Para el caso del donador de hidrégeno, se eligieron tres acidos carboxilicos (acido lactico, acido
citrico y acido tartarico). Esto debido a los protones de hidrégeno (grupos hidroxilo) que poseen en
su estructura y que facilmente pueden enlazarse, por medio de enlaces de hidrégeno, al ion cloruro
del aceptor, ademas, se eligen especificamente estas combinaciones debido a que en la literatura
se han reportado extracciones satisfactorias de algunos compuestos fendlicos y carotenoides a
partir de diversas plantas haciendo uso de estas mezclas eutécticas (Wei et al., 2015; Dai et al., 2016;
Cicci et al., 2017; Ptotka et al., 2017; Koutsoukos et al., 2019). En el anexo Al-1 se presenta esta
metodologia de manera completa.
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Figura 3-2. Estructura quimica de los distintos compuestos a utilizar para la preparacion de
los NADES

3.6. Extraccion por bafio ultrasénico (UAE-B)

Las muestras pulverizadas de alga se mezclaron en una proporcién de 200 mg por cada mL de
NADES, manteniendo una agitacidon constante por 2 horas. Posteriormente las muestras se dejaron
en refrigeracion por 1 hora. Una vez completado el tiempo de refrigeracion, las muestras se
sonicaron durante 45 minutos usando un bafio ultrasénico UAE-B branson MT-3510 (Branson
ultrasonics corporation, Danbury, CT, USA). Una vez terminando el proceso de sonicacién las
muestras fueron puestas nuevamente en refrigeracion por 1 hora. Completado el segundo tiempo
de refrigeracion, las muestras se centrifugaron a 10000 rpm durante 10 minutos a 20°C. La
suspension resultante se filtré con un papel de acetato de celulosa wattman de 8 um. Los extractos
obtenidos se diluyeron con EtOH al 96% en una relacién 1:4 (v/v). Las muestras resultantes se
almacenaron en frascos de vidrio dmbar a -4°C para su analisis posterior, etiquetdandolos con el
nombre del NADES utilizado.

3.7. Extraccion por ultrasonido asistido (UAE-S)

Las muestras pulverizadas de alga se mezclaron manteniendo la misma proporcién que el apartado
3.6 con agitacién constante por 2 horas. Posteriormente las muestras se dejaron en refrigeracion
por 1 hora. Completado el tiempo de refrigeracién, se aplicé el proceso de sonicacidn por sonopunta
(UAE-S) empleando un equipo Hielscher UP200Ht (Hielscher Ultrasonics GmbH, Teltow, Alemania)
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durante 2 minutos con una amplitud del 25%, dejando nuevamente las muestras 1 hora en
refrigeracién. Las muestras se centrifugaron nuevamente a 10000 rpm durante 10 minutos a 20°C.
La suspension resultante fue filtrada con papel de acetato de celulosa Wattman de 8 um.

Los extractos se diluyeron con EtOH al 96% manteniendo la misma relaciéon del apartado 3.6,
nuevamente las muestras se almacenaron en frascos de vidrio ambar a -4°C para su analisis
posterior, etiquetandolos con el nombre del NADES utilizado.

3.8. Analisis cuantitativo de la fucoxantina por espectrometria ultravioleta UV-vis

Para la cuantificacién de la fucoxantina se empled la técnica de espectrofotometria ultravioleta UV-
vis. Se utilizé un equipo UV-Vis Shimadzu UV 1600 (Shimadzu, Kyoto, Japdn), midiendo la sefial de
los extractos en un rango de 300 a 800 nm. Para la cantidad de fucoxantina obtenida se cuantificd
utilizando la ecuacién (1).

fucoxantina(mg g=1) = Ay79 — 1.239(Ag31 + Asgy — 0.3 x Aggy) — 0.0275 * Ages /141 (1)
(Raguraman et al., 2018).

donde, A = Absorbancia a las longitudes de onda (470, 631, 581 y 664 nm)

3.9. Determinacion de la capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante de las fucoxantinas se evalué de acuerdo con el método quimico para la
neutralizaciéon del radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH) el cual es un radical estable que
presenta una intensa coloracidn violeta y absorbe a una longitud de onda de 517 nm, descrito por
Von Gadow y colaboradores (1997). El fundamento del método consiste en que este radical tiene
un electrén desapareado haciendo que la muestra presente una coloracién azul-violeta,
decolorandose hacia amarillo palido por reaccién de una sustancia antioxidante. La diferencia de
absorbancias permite obtener el porcentaje de captacion de radicales libres (Castafieda et al., 2008).

Se realizé una curva de calibracién de acido ascérbico en un rango de concentracién de 20 uM/L
hasta 200 uM/L usando agua destilada como solvente, para obtener la ecuacion de correlacion con
la cual se determind su correspondiente equivalencia en acido ascérbico, segun el porcentaje de
actividad antioxidante obtenido. En el anexo Al-2 se presentan las metodologias de manera
completa.

El ensayo de eliminacion de radicales libres DPPH se realizd mezclando 75 pL de muestra con 1450
uL de solucion DPPH 50 uM en un frasco de vidrio ambar. Las soluciones reactivas se dejaron en
condiciones de oscuridad y a temperatura ambiente por 30 minutos. A continuacion, se midié la
absorbancia a 517 nm utilizando un espectrofotémetro UV-Vis Shimadzu UV 1600 (Shimadzu, Kyoto,
Japdn). La actividad de eliminacidn de radicales se expresé utilizando dcido ascdrbico como estandar
en equivalentes por gramo de alga seca de extracto (uM AA/g alga).
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3.10. Determinacion de fenoles totales (TPC)

El contenido fendlico total (TPC) se determind mediante un andlisis espectrofotométrico
controlando la absorbancia a 765 nm segun la norma ISO 14502-1-2005E y utilizando el reactivo de
Folin-Ciocalteu (Kerio, et al., 2013). La curva de calibracién se prepard mediante el proceso descrito
en el anexo del A1-3.

Para el andlisis, se requirié una dilucién 1:100 del extracto. A continuacién, se mezclé 1 mL de la
solucion diluida con 5 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu al 10% (v/v) y 4 mL de solucion de Na,COs
al 7,5% (m/v) durante 1 hora antes del andlisis espectrométrico. Los resultados se expresaron
utilizando el acido gélico como estandar en microgramos equivalentes por gramo de alga saca (ug
GA/gr alga).

3.11. Determinacion de flavonoides totales (TFC)

El contenido total de flavonoides (TFC) se determind utilizando una reaccion de complejacion con
cloruro de aluminio en presencia de NaNOs; como medio alcalino, lo que produjo una solucidn de
color rojo anaranjado que podia estudiarse espectroscépicamente a 510 nm.

La curva de calibracion se realizd con una solucién de quercetina a una concentracién de 10 mg/mL
para la determinacion de flavonoides totales en las muestras. El procedimiento se describe en el
anexo del A1-4.

Se utilizaron 125 pL de la disolucidn de quercetina, posteriormente se afiadieron 75 pL de NaNOs al
5% (m/v), dejando en reposo la mezcla por 6 minutos. Adicionalmente se afiadieron 150 puL AICl; al
5% (m/v) y se mantuvo la mezcla en reposo 5 minutos mas. La muestra se neutralizé con 750 uL una
solucidon de NaOH 1 M dejando la mezcla resultante en reposo durante 15 minutos a temperatura
ambiente. Los resultados del analisis se expresaron en microgramos equivalente por gramo de alga
seca (ug QE/gr alga).

3.12. Contenido antioxidante electroquimico

Se selecciond la voltamperometria diferencial de impulsos (DPV), un método rapido, novedoso y
fiable para determinar las fucoxantinas predominantes en una muestra sobre un electrodo de
carbono vitreo, para caracterizar el poder antioxidante mediante una oxidacidn electroquimica
realizada a pH 7. La DPV se llevé a cabo empleando un sistema convencional de celdas de tres
electrodos que incorporaban carbdn vitreo como electrodo de trabajo, Ag/AgCl (saturado con KCl)
como electrodo de referencia y platino como contraelectrodo. Se preparé una solucién buffer de
fosfato de potasio (solucion madre de K;HPO4/KH,PO4 0.1 M). Para la técnica se utilizaron 4 mL de
la solucidn buffer, se afiadid 1 mL de los extractos, etiquetando los frascos con el cédigo del método
de extraccion empleado. Las mediciones se realizaron usando un Bio-Logic VP-50 potentiostat (Bio-
Logic Science Instruments, Seyssinet-Pariset, France) y EC-Lab como software de adquisicién con
una velocidad de barrido de 5 mV/s y una amplitud de pulso de 70 mV.
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3.13. Sintesis de nanoparticulas poliméricas sélidas de PLGA-PVA

La sintesis de nanoparticulas se realizé6 empleando el método de emulsion y evaporacién. La fase
organica estaba compuesta por 4 mL de acetato de etilo grado analitico como solvente, 50 mg de
PLGA y 5 mg de extracto. El surfactante consisti6 en 600 mg de PVA (masa molar 13-23 kDa)
mezclado con 20 mL de agua destilada. La fase organica y el surfactante se dejaron en dilucién por
2 horas a temperatura ambiente y agitacion constante, posteriormente fue afadida lentamente la
fase organica al surfactante por medio de una pipeta de goteo de 2 mL. La mezcla resultante se
mantuvo en agitacidon constante a temperatura ambiente por 30 minutos. La emulsion se formé
aplicando ultrasonido asistido por sonopunta (UAE-S) empleando un equipo Hielscher UP200Ht
(Hielscher Ultrasonics GmbH, Teltow, Alemania) durante lapsos de 30 segundos de sonicacidn con
2 minutos de reposo a una amplitud del 80% hasta completar 4 minutos. Posteriormente se evaporo
el solvente en un rotavapor por 30 minutos a 40°C para evita degradacidon del polimero. La muestra
se lavé con agua destilada y se centrifugo a 10000 rpm por 10 minutos. El sobrenadante fue retirado,
se le aplico un segundo lavado y sometié a centrifugacion a 12000 rpm durante 10 minutos.
Finalmente, la muestra se guardd en un frasco de vidrio manteniéndola en refrigeracién.

3.14. Determinacion del tamaiio de particula

La distribucion de tamafo de particula fue determinada por dispersion de luz dindmica (DLS)
empleando un equipo Malvern Zetasizer ZS a 25°C y una dilucidon de nanoparticulas de 1:10. Los
datos fueron analizados empleando andlisis de varianza en una via y la comparacion entre medias
fue evaluada por medio de la prueba de diferencia media significativa (DLS) con un nivel de
significancia de 0.05.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUCION

4.1. Cantidad de fucoxantinas extraidas

4.1.1. Cantidad de fucoxantinas extraidas por las técnicas de UAE-B y UAE-S

Para evaluar la concentracidn de fucoxantinas extraidas mediante las técnicas de bafio ultrasénico
(UAE-B) y ultrasonido asistido (UAE-S) se cuantificaron seis familias de NADES (Tabla 3-3). En la
Figura 4-1 se muestra la concentracién de fucoxantinas obtenidas, expresadas en pg/g de alga seca.
Para su cuantificacidon se empled la técnica de espectroscopia UV-vis y la ecuacion (1).

Mediante el uso de la técnica de UAE-S se lograron los mayores rendimientos. La mdxima
concentracién de fucoxantinas se obtuvo mediante el uso del NADES de betaina-4cido citrico con
un mol de agua (B-AC), (a partir de este punto del texto nos referiremos a los NADES empleando el
codigo distintivo de la Tabla 3-3) con una concentracién de 14.40 pg/g. Los NADES compuestos por
la etapa betaina-acido carboxilico presentaron un mejor desempefio en la obtencién de las
fucoxantinas (nos referiremos a la fucoxantina extraida con el cédigo distintivo FX) en comparacion
con los NADES compuestos de cloruro de colina-acido carboxilico. Esto se debe a que los
compuestos ricos en grupos hidroxilo como las fucoxantinas son buenos donantes de hidrégeno y
forman preferentemente enlaces con aceptores de hidrégeno como la betaina. Esta afirmacién se
logra observar comparando las dos técnicas de extraccién (Figura 4-1).
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Figura 4-1. Cantidad de fucoxantina extraida por las técnicas de UAE-B y UAE-S con NADES
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Para el caso del uso de acido lactico se observé que el mejor rendimiento fue usando betaina (B-AL)
con un valor de 13.42 pg/g. De igual manera se aprecia una mayor concentracion para el acido
tartarico con betaina adicionando un mol de agua (B-AT), obteniendo 13.23 pg/g de FX. Nuestros
resultados muestran un 56% de mayor rendimiento en comparacion con los 6.5 pg/g reportados
por Shannon y colaboradores (2017). De acuerdo con los resultados anteriores, los rendimientos de
extracciéon aumentaron significativamente con el contenido de agua afiadido (maximo un 15% de
agua), debido a la disminucién de la viscosidad de los NADES y por ende mayor formacién de enlaces
puente de hidrogeno con las FX, potenciando asi la transferencia de masa entre el soluto y el
solvente en cuestion. A pesar de que el cloruro de colina presenta esta misma propiedad, se obtuvo
una menor recuperacion, es posible que sea menos selectivo obteniendo no solo fucoxantinas, si no
también otros carotenoides como el B-caroteno y luteina.

4.1.2. Fucoxantinas extraidas por ondas de choque

450 1 | m25°C
400 ~ 50°C
350 | :[ :[

300

250

200

150 +

Fucoxantina (pug/g)

100 +

50 ~

Och-M Och-T

Muestra

Figura 4-2. Cantidad de fucoxantina extraida por ondas de choque

En la Figura 4-2 se muestra que los rendimientos de FX obtenidos usando como método de
extraccién ondas de choque (Och-M y Och-T), son mejores cuando la temperatura de extraccién es
de 50°C, consiguiendo 350 pg de FX por gramo de sargazo seco (Och-M), siendo un 14.3% mayor a
los 300 pg/g obtenidos con la extraccién convencional de Raguraman y colaboradores (2018) y un
13.7% mayor a la extraccidn por Och-T, dicha diferencia puede atribuirse a que algunas burbujas ya
habia colapsado al inducir la segunda onda de choque. Los mejores rendimientos se lograron al
exponer las muestras a 1500 ondas de choque. Este resultado puede indicar que a medida que se
incrementa el nimero de ondas de choque se extraen una mayor cantidad de compuestos debido
al efecto de la cavitacidon acustica y la tensién de cizallamiento generados por el gradiente espacial
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de cada onda de choque, siendo los responsables de la extraccidén de fucoxantinas; sin embargo,
existe un limite por encima del cual los compuestos se pueden degradar principalmente por el
aumento de la tensién mecanica que rompe los enlaces quimicos.

La cavitacion acustica depende de varios factores, como la presencia de microburbujas en el fluido,
el tiempo de subida y las amplitudes maximas positivas y negativas del impulso de presion, ademas
el ancho del pulso de presiéon (FWHM) también influye en la transferencia de energia. La presencia
de otros carotenoides como el B-caroteno y luteina (impurezas en la suspension) en el interior del
vial de prueba pueden actuar como lugares de nucleacién de nuevas burbujas, es decir, pueden
aparecer burbujas en las interfaces fluido-particula debido a la fuerza de traccidn de cada onda de
choque. Ademas, si hay una interfaz fluido-aire dentro del vial de prueba, cada onda de choque
sufre una reflexién como onda de rarefaccidon debido a la gran diferencia entre las impedancias
acusticas de los medios, lo que provoca una cavitacién y una deformacién adicionales. Potenciar la
cavitacién mediante el uso de ondas de choque en tandem en lugar de ondas de choque de un solo
pulso ayudo a confirmar nuestra hipdtesis de que la cavitacion es uno de los principales mecanismos
responsables de la extraccion anteriormente mencionada. El rendimiento por Och fue un 95.7%
mayor a la técnica de UAE-S con NADES. Estos resultados indican la eficiencia de extraccién con
ondas de choque en términos de rendimiento y menor tiempo de operacion.

4.2. Determinacion de la capacidad antioxidante. Método DPPH

La capacidad antioxidante total es un parametro Unico que cuantifica la capacidad de una muestra
bioldgica compleja para eliminar los radicales libres.
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Figura 4-3. Capacidad antioxidante de los extractos obtenidos con NADES
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En la Figura 4-3 se muestran los resultados obtenidos de las mediciones de capacidad antioxidante
de las diferentes muestras expresadas en eq mM AA/gr alga. Se observa que las FX muestran una
capacidad antioxidante dependiente del NADES. La extraccion realizada con NADES muestra que la
capacidad antioxidante mads alta se obtiene utilizando los compuestos de cloruro de colina-acido
carboxilico, la diferencia puede estar relacionada con el poder extractante de los NADES y su
relacion con los compuestos presentes en la muestra responsables de la inhibicién del radical, asi
como el método y las condiciones de extraccién que desempefian un papel fundamental en la
capacidad antioxidante de los extractos.

La fucoxantina desempena un papel fundamental como captador de radicales libres a través de la
transferencia del electrén excitado a sus enlaces conjugados para producir un radical libre mas
estable. Ademas, actia como un amortiguador de oxigeno singlete y antioxidante eficaz que otros
carotenoides como el B-caroteno y la luteina.

8 H AA-25°C
7 AA-50°C
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D

Och-M Och-T

Muestra

Figura 4-4. Capacidad antioxidante de los extractos obtenidos con ondas de choque

Se mostrd que los extractos de Och-M y Och-T presentan una mayor capacidad antioxidante al tener
valores superiores en un 70% aproximadamente a los obtenidos por UAE-B y UAE-S. Se realizd una
caracterizacién electroquimica porque se ha reportado que la fluorescencia de los extractos de
fucoxantina podria dar resultados engafiosos (Harasym, J. et al., 2014). Con respecto a la cantidad
relativa de contenido de fucoxantina, nuestros resultados son consistentes con los métodos de
extraccién presentados, porque a mayor cantidad de fucoxantinas, se espera una mayor capacidad
antioxidante.
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4.3. Determinacion de fenoles y flavonoides totales (TPC y TFC)

4.3.1. Determinacién de compuestos fendlicos totales (TPC)

La concentracién de compuestos fendlicos en las muestras en las que se usaron NADES como medios
de extraccion fueron expresadas en eq pg de acido galico por gramo de alga seca. Los mayores
rendimientos se lograron con los NADES a base de betaina-acido carboxilico en comparacién con
aquellos que tienen cloruro de colina en su composicion. Esto debido a aniones como el Cl en el
cloruro de colina pueden estar rodeados por los carboxilos del acido que impiden la interaccion de
los fenoles, por el contrario, la betaina limita mas este efecto debido a sus aniones de menor
tamarnio, por lo tanto, interactian mas fuertemente con los compuestos disueltos, aumentando su
solubilidad y rendimiento como puede observarse en los casos donde se empled la técnica de UAE-
B (Figura 4-5). Demostrando que el disolvente utilizado en el proceso de extraccion juega un rol
importante en la concentracién de los extractos, considerando la polaridad tanto del disolvente
como la de los compuestos fendlicos (Ricco et al., 2010).

B ChCl TPC
M Betaina
ChCl

H Betaina

Concentracion (eq pug GA/g alga)

UAE-B  UAE-S UAE-B UAE-S UAE-B  UAE-S

Ac. Lactico Ac. Citrico Ac.Tartérico

Figura 4-5. Concentracion de compuestos fendlicos totales obtenidos con NADES
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4.3.2. Determinacion de compuestos flavonoides totales (TFC)

Nuevamente los valores se expresaron en eq ug de quercetina por gramo de alga seca.
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Figura 4-6. Concentracidon de compuestos flavonoides totales obtenidos con NADES

Se observa un mayor rendimiento con los NADES a base de cloruro de colina-acido carboxilico por
UAE-B en un 52% en comparacién a los NADES a base de betaina-acido carboxilico, demostrando
que la betaina presenta mayor selectividad para la extraccidn de fucoxantinas. Conforme a lo
esperado se demuestra una mayor cantidad del TPC que el TFC, ya que los flavonoides se consideran
compuestos fendlicos. La diferencia significativa entre todos los extractos, en la determinacién de
fenoles y flavonoides totales, se podria deber a la capacidad de los disolventes para extraer los
compuestos desde el material vegetal, a la temperatura o al tiempo de extraccion (Sreejith et al.,
2012). Por consiguiente, al utilizar un disolvente de alta polaridad puede ocurrir que se rompa la
membrana celular y mejore la extraccién. Los valores obtenidos de TPC y TFC demuestran lo
establecido por Liy colaboradores (2012) sobre las concentraciones de estos compuestos bioactivos
siendo muy bajas en el sargazo y desconociendo los valores exactos.
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4.3.3. Determinacion de fenoles y flavonoides totales (TPC y TFC) por las técnicas de ondas de
choque
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Figura 4-7. Concentracidon de compuestos fendlicos y flavonoides totales obtenidos con
ondas de choque

Se aprecia claramente una mayor contribucidn del TPC por parte de las Och-M superior en un 172%
al rendimiento obtenido por UAE-B con NADES y un 76.7% superior a las Och-T, demostrando que
los mecanismos de extraccién no son los mismos. Esto sugiere que la exposicién a ondas de choque
es una técnica prometedora para la extraccién de compuestos fendlicos ya que el tiempo de
extraccién requerido es significativamente menor (aproximadamente 5 minutos en comparacion
con los 45 minutos de UAE-B). Para otros contenidos fendlicos requieren tiempos mas prolongados.
Por otra parte, las altas concentraciones de fenoles y flavonoides pueden deberse a que el
crecimiento de las de algas pardas Sargassum natans y Sargassum fluitans ocurre en dareas
altamente expuestas a la radiacién UV, lo que puede inducir o incrementar la biosintesis de fenoles
(Martinez et al., 2003).

Ademas, el aumento de los compuestos fendlicos se ha asociado con el aumento en la capacidad de
fenilalanina amonio liasa, una enzima clave en el metabolismo de compuestos fendlicos tales como:
acidos fendlicos, feniletanoides o flavonoides, los cuales son considerados los principales
constituyentes de la capacidad antioxidante en vegetales (Lopez et al., 2012). En cuanto a la
cantidad relativa de contenido fendlico, parece que nuestros resultados son coherentes con el
contenido de flavonoides y fenoles de los métodos de extraccidn presentados ya que a mayor TFC
y TPC, se espera una mayor capacidad antioxidante.
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4.4. Medicidon electroquimica de las fucoxantinas

Para comprobar los resultados obtenidos por espectroscopia UV-Vis, se desarrolldé un método
electroquimico para la cuantificacion de las FX. Las Figuras 4-9 a 4-10 muestran la respuesta
electroquimica de la técnica DPV de las muestras con NADES a pH 7, donde se observan seis sefiales
de oxidacién correspondientes a los extractos compuestos de cloruro de colina-acido carboxilico y
seis sefiales de oxidacién para los extractos compuestos de betaina-acido carboxilico, todas las
sefales se midieron bajo la misma curva de calibracién para determinar la concentracién de FX
(Figura 4-8). En ambos casos se midié el area bajo la curva desde -0.4 hasta 0.4 Volts y las corrientes
de los diferentes picos observados.

Curva de calibracion de fucoxantina
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Figura 4-8. Curva de calibracion empleada en la cuantificacion electroquimica

Las pruebas demostraron que los extractos obtenidos con NADES presentaron una mayor
concentracidn de fucoxantinas mediante el uso de la técnica de UAE-S. El mayor rendimiento fue
para la muestra obtenida con B-AC, mostrando un maximo de oxidacién en 3.6 YA equivalente a
19.130 pg/g (Figura 4-10). Se pueden observar una linealidad de concentracién de FX asociada a los
picos de oxidacion. Los resultados mostraron que la fucoxantina se oxida a un potencial de -0.1
Volts.
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Figura 4-9. DPV de ChCl-dcido carboxilico

En la Figura 4-9 se aprecia un punto maximo de 3.47 pA para la muestra con ChCI-AC equivalente a
una concentracién de 13.317 ug por gramo de alga seca. Para la muestra con ChCI-AL se obtuvo un
punto maximo a 3.39 YA equivalente a una concentracion de FX igual a 10.567 ug/g. El mayor
rendimiento para la muestra de ChCI-AT, con un pico de 3.44 pA, equivalente a 12.617 ug/g. Los
rendimientos fueron un 52% (ChCI-AC), 38.48% (ChCI-AL) y 48.5% (ChCI-AT), respectivamente mayor
al reportado por los autores Shannon y colaboradores (2017).

45 —+ e Solucién buffer
T o UAE-B-B-AC
4 4+ e UAE-B-B-AT
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Figura 4-10. DPV de betaina-dcido carboxilico
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La muestra con B-AL obtuvo un punto maximo a 3.43 YA equivalente a una concentracion de FX
igual a 12.59 pg/g. El mayor rendimiento se observa en 3.5 pA para el extracto con B-AT, equivalente
a14.658 pg/g. Los rendimientos fueron un 66% (B-AC), 48% (B-AL) y 55.65% (B-AT), respectivamente
mayor al reportado por los autores Shannon y colaboradores (2017). En ambos casos, la corriente
de los picos de oxidacidn aumenta proporcionalmente a la concentracidn de fucoxantinas. De igual
manera para los extractos obtenidos con Och-M y Och-T se aprecia la misma tendencia para las
sefiales de oxidacion a pH 7 (Figura 4-11). Esto demuestra que la técnica de DPV puede utilizarse
para detectar y cuantificar las fucoxantinas.

La extracciéon con Och-T a 25°C muestra el mayor rendimiento de FX a 5.5 pA equivalente una
concentracién de aproximadamente 387.472 pg/g siendo un 22.57% mayor a lo reportado por
Raguraman y colaboradores (2018). Esto debido a que la cavitacidon es uno de los principales
mecanismos responsables de la extraccién de fucoxantinas, lo cual se demuestra con una mayor
sefial de oxidacidn.

@ Solucién buffer

e Och-T-25°C

e Och-T-50°C

| delta/pA

0.2 0.4

0
E Step/V

Figura 4-11. DPV de los extractos obtenidos con ondas de choque

Las respuestas cualitativas de todos los métodos de extraccidn evaluados coinciden, ya que en todos
los casos detectamos la misma sefial a un potencial de oxidacién muy similar. En cuanto al estudio
cuantitativo, se observa que la extraccidn de todas las técnicas se produjo en el siguiente orden Och-
M > Och-T > UAE-S > UAE-B, lo cual concuerda con la tendencia obtenida por espectroscopia (Tabla
4-1y 4-2).
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Cédigo NADES Método de extraccion Cuantificacién por Cuantificacién por

UV-Vis DPV
ChCI-AL UAE-B 5.30 ug/g 6.05 pg/g
UAE-S 9.10 ug/g 10.50 pg/g

ChCI-AC UAE-B 7.60 ug/g 8.40 ug/g
UAE-S 12.40 pg/g 13.30 pg/g

ChCI-AT UAE-B 8.80 ug/g 9.20 ug/g
UAE-S 12.20 pg/g 12.60 pg/g

B-AL UAE-B 9.20 pg/g 10.95 ng/g
UAE-S 12.50 ug/g 12.60 pg/g

B-AC UAE-B 8.50 ug/g 9.10 ug/eg
UAE-S 14.40 pg/g 19.10 pg/g

B-AT UAE-B 10.30 pg/g 11.70 pg/g
UAE-S 13.30 ug/g 14.65 pg/g

Tabla 4-1. Comparacion de las cuantificaciones electroquimicas con espectroscdopicas de
los extractos obtenidos con NADES

En las Tablas 4-1 y 4-2 se aprecia una mayor concentracion de los extractos cuantificados por DPV,
lo que demuestra una mayor sensibilidad por parte de la técnica electroquimica.

Cdédigo ondas de Temperatura de Cuantificacién por Cuantificacién por
choque extraccion UV-Vis DPV
Och-M 25°C 339.45 pg/g 347.80 pg/g

50°C 370.50 pg/g 387.50 pg/g
Och-T 25°C 300.50 pg/g 304.30 pg/g
50°C 358.40 pg/g 367.80 ug/g

Tabla 4-2. Comparacion de las cuantificaciones electroquimicas con espectroscopicas de
los extractos obtenidos con ondas de choque
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La comparacién de los resultados electroquimicos con los datos obtenidos por métodos
espectrofotométricos muestra que las técnicas electroquimicas son mas sensibles, lo que indica que
el analisis electroquimico es una opcién valiosa, facil y fiable en la deteccion y cuantificacién de
fitoquimicos en comparacién a la espectroscopia convencional.

4.5. Caracterizacion por DLS de las nanoesferas poliméricas de PLGA-PVA-FX

Se sintetizaron nanoparticulas de PLGA-PVA-FX variando la relacién masa-volumen del surfactante
(%m/v) con el objetivo de mejorar la biodisponibilidad de la fucoxantina. Se midieron parametros
tales como el tamafio de particula por dispersién de luz dindmica (DLS) como se aprecia en las Tablas
4-3,4-4y 4-5,

Nombre Temperatura Transmitancia indice de Diametro
(°C) polidispersidad hidrodindmico
PLGA-PVA-FX 20 76.7% 15.6% 174.27 nm
(Nps1)
% m/v 1% Desviacion 29.22 nm
estandar

Tabla 4-3. Tamafo de las nanoparticulas de PLGA-PVA-FX con 1% de surfactante

Las nanoparticulas (Nps) de PLGA-PVA preparadas con la técnica de emulsién-evaporaciéon a 1% en
relacion masa-volumen de surfactante mostraron un tamafio significativamente mayor en
comparaciéon con las Nps preparadas a 5% y 5% con 40 mL de agua. La muestra Nps1l mostro ser
monodispersa (Figura 4-12).
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Figura 4-12. Distribucion y tamafio de particula de la muestra Nps1

La formacién de Nps con tamafio mayor a 170 nm podria deberse a una concentracidon de
surfactante (PVA) menor, debido a que en las tres muestras se mantuvieron a la misma
concentracién de PLGA (50 mg), asi como a las mismas condiciones de tiempo de agitacion. El
tamafio de las Nps desempefia un papel crucial en la absorcion celular. La formacién de Nps de
PLGA-PVA con tamafio inferior a 200 nm facilita la absorcidn celular a través de la endocitosis
(Sharma et al., 2015).

Nombre Temperatura Transmitancia indice de Diametro
(°C) polidispersidad hidrodinamico
PLGA-PVA-FX 20 65.4% 23.0% 160.5 nm
(Nps2)
% m/v 5% Desviacion 57.48 nm
estandar

Tabla 4-4. Tamafio de las nanoparticulas de PLGA-PVA-FX con 5% de surfactante

Las Nps a 5% mostraron que a una concentracidon mayor de PVA (600 mg) es mejor para la
produccién de Nps con un tamafio relativamente menor de aproximadamente 160.5 nm (Tabla 4-
4). La muestra Nps2 mostrd ser monodispersa con una concentracion mayor de surfactante, pero el
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indice de polidispersidad (PDI) de la muestra Nps2 también se incrementd. Patel y colaboradores
(2016) informaron que se obtuvo una disminucién del PDI con el aumento de la solucién acuosa.
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Figura 4-13. Distribucion y tamafo de particula de la muestra Nps2

Se comprobd que el tiempo de agitacion no tuvo influencia significativa en el tamario y el PDI de las
Nps, por lo que se dejo las mismas 2 horas para la muestra Nps3. El porcentaje de la amplitud en el
proceso de sonicacidn mostro que el tamafo de particula es afectado, asi como el PDI. Los
resultados reportados por Lancheros y colaboradores (2014) a amplitudes entre 20 y 60% no
muestran diferencia significativa, pero si a 80% que es el valor de amplitud con el cual se llevé a
cabo la experimentacién.

Nombre Temperatura Transmitancia indice de Diametro
(°C) polidispersidad hidrodinamico
PLGA-PVA-FX 20 74.8% 8.4% 114.92 nm
(Nps3)
% m/v 5% 40 mL de agua Desviacion 23.08 nm
estandar

Tabla 4-5. Tamano de las nanoparticulas de PLGA-PVA-FX con 5% de surfactante y 40 mL
de agua
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Al aumentar tanto la concentracién de PVA como el volumen a las mismas condiciones de agitacién
y sonicacion que la muestra Nps2, el tamafio de particula de la muestra Nps3 disminuyd hasta
114.92 nm aproximadamente, asi como el PDI que también fue dependiente de la concentracion
del PVA y no fue influenciado por la concentracién del PLGA. El uso de una mayor proporcién de
fase acuosa durante la preparacién de las Nps poliméricas da lugar a una mayor dilucién de la
solucién de polimero organico.
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Figura 4-14. Distribucion y tamafo de particula de la muestra Nps3

La muestra Nps3 también mostré ser monodispersa al igual que las dos muestras anteriores, por lo
que los factores que influyen en el tamafio fueron la concentracién de PVA, el volumen de agua, la
amplitud de sonicacion, el nimero de rpm durante la centrifugacidn y la interaccién del sistema
PLGA-PVA-FX. Las Nps presentan una forma esférica y de tamafio uniforme. Las Nps cargadas
negativamente pueden evitar las interacciones inespecificas de la membrana celular debido a las
fuerzas electrostdticas, lo cual es bueno para la administracién de farmacos. Estos resultados
indicaron el éxito de la sintesis del copolimero PLGA-PVA, en este estudio la superficie de PLGA se
cubrié con PVA y el tamafio de las particulas PLGA-PVA-FX se redujo al nivel nanométrico.
Obteniendo formas esféricas y un tamafio uniforme con un didmetro promedio de unos 115 nm, lo
gue sugiere que estas particulas podrian emplearse en administracién de farmacos.
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4.6. Caracterizacion por microscopia electronica de barrido de las nanoesferas poliméricas de

PLGA-PVA-FX

La morfologia de las nanoparticulas se observé con un microscopio electrénico de barrido por
emisiéon de campo Hitachi S-4300 (Nova NanoSEM 450, FEI, OR, U.S.A.).

PLGA1 1.0kV-D 3.1mm x20.0k SE+BSE(U)

Figura 4-15. Muestra Nps1: Nanoparticulas de PLGA-PVA-FX con

1% de surfactante (PVA)

El andlisis morfoldgico de la muestra Npsl confirmé la forma esférica de las nanoparticulas con un
tamafio promedio de 200 nm, producidas por el método de emulsidén-evaporacion (Figura 4-15). Se
aprecia que con una concentracién menor de PVA la muestra Nps1 tendio a aglomerarse. El voltaje
se redujo a 1 kV para apreciar la fusién de las particulas. Al igual que los resultados obtenidos por la
técnica de DLS descrito anteriormente, las observaciones de SEM confirman que el tamafo de
particula disminuyd con el aumento del contenido de surfactante PVA de 5.88% para la muestra
Nps2 y 32.94% para la muestra Nps3 (Figuras 4-16 y 4-17).
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Cuando la concentracién de PVA fue menor, el contenido de PLGA condujo al aumento de la
viscosidad de la fase organica, promoviendo asi la formacién de gotas de mayor tamaiio. El tiempo
de sonicacion, asi como el cuidado de no elevar mas de 40°C la temperatura de las muestras de Nps
condujo a un tamafio menor y una distribucién mas estrecha. Las mediciones en SEM confirmaron
el control del tamafio de las particulas.

Figura 4-16. Muestra Nps2: Nanoparticulas PLGA-PVA-FX con

5% de surfactante (PVA)

Ademas, el aumento de la viscosidad podria dificultar la rdpida dispersidn de la soluciéon de PLGA en
la fase acuosa, dando lugar a nanoparticulas de mayor tamafio tras la evaporacién del disolvente
orgdnico (Song et al., 2008).

La Figura 4-17 también muestra que la morfologia cambid y por el contrario a las otras dos muestras
las particulas mas grandes rara vez se aglomeraron durante la observacion por SEM. Esto podria
deberse a que las particulas mds pequefias tenian una cubierta de PLGA relativamente mas fina, por
lo que podrian ser facilmente fundidas por la corriente de electrones durante la obtencién de
imagenes por SEM.
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Figura 4-17. Muestra Nps3: Nanoparticulas PLGA-PVA-FX con

5% de surfactante (PVA) 40 mL agua

Ademas, la relacidén masa-volumen en la sintesis de las Nps desempefio un papel clave para
controlar la distribucién del tamafio de las emulsiones. Se observa que el aumento de volumen de
solucidn acuosa condujo a una disminucidn del tamafio de las particulas y una distribucién mas
amplia (Figura 4-17).

Una posible razén podria ser que el aumento de volumen total incrementd el esfuerzo de
cizallamiento de la energia suministrada en el proceso de sonicaciéon, disminuyendo asi el tamafo
de las particulas. Por otra parte, al mantener el volumen en 20 mL condujo a un mayor tamafio de
particula. Debido a que el tamafio de particula y la morfologia de las Nps son parametros criticos
que afectan en la liberaciéon de farmaco.

4.7. Caracterizacion electroquimica de las nanoesferas poliméricas de PLGA-PVA-FX

La encapsulacidn de las muestras de FX en nanoparticulas de PLGA-PVA podria mejorar en gran
medida la estabilidad de la fucoxantina y evitar la degradacion de esta en el sistema de fluidos
corporales, tal como se demuestra empleando nuevamente la técnica electroquimica de
voltamperometria diferencial de pulsos (DPV) donde aparentemente el sistema PLGA-PVA-FX
comparado con el extracto Och-M-50°C no muestra la sefial oxidativa medida de la fucoxantina
(Figura 4-18).
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Figura 4-18. Eficiencia de la encapsulacion de fucoxantinas con nanoparticulas poliméricas
de PLGA-PVA

La posible razén podria atribuirse al surfactante dentro de las nanoparticulas dado que el PVA es un
emulsionante no degradable, conduciendo a una mayor estabilidad de las Nps. También podria
deberse a la mayor eficiencia de encapsulacion del extracto de FX dentro de las muestras con menor

tamanfio de particula.

El aumento de PVA condujo a Nps mas pequefias, asi como una mayor eficiencia de encapsulacion.
Se especula que las nanoparticulas PLAG-PVA podrian inducir la liberacidn sostenida de fucoxantina,
lo que podria disminuir en gran medida la degradaciéon o el metabolismo, y asi mejorar la
concentracion y/o la biodisponibilidad de la fucoxantina in vitro. Esta hipdtesis merece un estudio
mas profundo y una experimentacion in vivo para su validacion. Todos estos resultados sugieren
que las nanoparticulas de PLGA-PVA podrian mejorar la biodisponibilidad y la eficacia de la
fucoxantina y merecen un mayor estudio y avance en el desarrollo de farmacos.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

5.1. Conclusiones

De acuerdo con el objetivo general, caracterizar fisica y quimicamente fucoxantinas de algas pardas
provenientes de las costas del Caribe Mexicano, asi como los objetivos especificos de esta
investigacion se puede concluir los siguiente:

Se logré demostrar que las ondas de choque monopulso y tdndem presentan ventajas
significativas sobre los métodos convencionales en la extraccion de fucoxantina de
Sargassum natans y Sargassum fluitans, un carotenoide con capacidad anticancerigena,
neuroprotectora, fotoprotectora, antiobesidad, antiinflamatoria y antioxidante. Dicha
extraccién logrd rendimientos de 350 ug por gramo de sargazo seco, siendo un 14.3% mayor
a los 300 pg/g obtenidos con la extraccidon convencional de Raguraman y colaboradores
(2018). La extraccidon por ondas de choque es un método atractivo para obtener
fucoxantinas sin necesidad de solventes orgdnicos en tiempos de 5 minutos.

Se informd en este trabajo que el acido lactico, acido citrico y acido tartdrico combinados
con cloruro de colina y betaina son adecuados para la extraccién de compuestos fendlicos
totales vy lipofilicos de Sargassum natans y Sargassum fluitans. En particular, los NADES,
ademas de su reducido impacto ambiental, permiten una alta estabilidad de los metabolitos
activos y preservan la actividad antioxidante de los extractos. Asi, los resultados descritos
en esta tesis ponen de manifiesto el potencial de los NADES para la recuperacion de
compuestos fendlicos y lipofilicos de Sargassum natans y Sargassum fluitans.

La UEA-B y UEA-S dieron lugar a buenos rendimientos de fucoxantina (20 pg por gramo de
sargazo seco), resultando ser métodos eficientes por la tasa de extraccidon en un corto
periodo de tiempo. La metodologia resulto ser rapida y fiable y podria utilizarse para extraer
compuestos de otras especies.

La fucoxantina extraida mostrd una excelente propiedad antioxidante mediante la
inhibicidn de los radicales libres DPPH. El alto rendimiento de la fucoxantina podria utilizarse
como ingrediente en alimentos funcionales para la prevencidn del estrés oxidativo.

Se logré cuantificar las fucoxantinas extraidas mediante espectroscopia ultravioleta visible
(UV-vis) y voltamperometria diferencial de pulsos (DVP). Esta ultima se propuso como
técnica en la cuantificacion de la fucoxantina, mostrando ser una alternativa interesante
debido a que el muestreo es mas facil, el analisis requiere menos tiempo y los costos
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operativos son bajos, siendo posible la determinacién de fucoxantinas en solucidén acuosa
después de su extraccion.

Las nanoparticulas de PLGA-PVA-FX fueron capaces de proteger los extractos obteniendo
un tamafio de particulas de PLGA-PVA-FX menores a 115 nm. Las mediciones de SEM
confirmaron los resultados por DLS y mostraron que la variacién de concentracién de
surfactante y cantidad de solucidén acuosa afecto significativamente el tamafo de particula
y su distribucion.

La encapsulacién de los extractos FX en nanoesferas de PLGA-PVA mejoré en gran medida
la estabilidad de la fucoxantina y evité su degradacion, tal como se demostrd en la
caracterizacién electroquimica (DPV) donde aparentemente el sistema PLGA-PVA-FX
comparado con el extracto de fucoxantina no mostré la sefial oxidativa caracteristica.

5.2. Perspectivas
De acuerdo con los resultados de esta investigacién, se recomienda continuar con los siguientes

puntos:

Continuar con el proceso de extracciéon con NADES, evaluando una mayor area superficial
de contacto entre la muestra en polvo de alga y el NADES en cuestién y la cantidad de agua
agregada al NADES, cuidando de no disminuir mucho su viscosidad.

Realizar una purificacion de los extractos mediante cromatografia liquida (HPLC) acoplada
con un espectrometro de masas o mediante cromatografia en columna de silice y analisis
fisicoquimico mediante espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR).

Medir el potencial zeta de las nanoparticulas de PLGA-PVA-FX, para establecer la estabilidad
de la suspension y analizar las propiedades térmicas del material.

Estudiar la biodisponibilidad y estabilidad de las nanoparticulas de PLGA-PVA-FX vy
administracién oral, asi como la cinética de liberacién y difusidon de la fucoxantina en
pruebas in vitro. También evaluar los efectos de la captacion celular de las nanoparticulas,
la inhibicion del estrés oxidativo y la inflamacién.

Evaluar la viabilidad de escalar el método de extraccién por ondas de choque a nivel piloto
y estudiar la relacién costo-beneficio entre la cantidad de alga necesaria para llevar a cabo
el proceso y el rendimiento obtenido.
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ANEXOS

Anexo 1. Metodologias especificas y curvas de calibracion
A1-1. Preparacion de los NADES

Utilizar tres mezclas Mezclar 5 gramos
distintas, usando como En el caso del donador cloruro de colina con

aceptor de enlace de » de hidrégeno, utilizar » cada uno de los tres
hidrégeno al cloruro de tres acidos carboxilicos 4cidos carboxilicos,

colina y betaina segun la relacion molar

¥

Colocar la mezcla en un
frasco de vidrio bajo
agitacion constante en
bafio Maria

Figura A1-1. Diagrama de bloques para la preparacion de los NADES

x*

o cercana a ella un liquido transparente

Dejar enfriar Controlar la
lentamente hasta la temperatura entre 60°C
temperatura ambiente hasta la formacion de
y viscoso

A1-2. Curva de calibracion de acido ascérbico para el método DPPH

o Utilizar la formula:

Preparar 10 diluciones Preparar 6 frascos de
de 4cido ascérbico GV, =GV, vidrio ambar y en ellos
(1000 M) para un . » agregar 75 plL de las

) C = Concentracion . . L
volumen final de 5 mL disoluciones de 4cido

V = Volumen ascorbico

Kyoto, Japdn) 30 min

Tomar la absorbancia a 517 nm Afiadir 1425 L de la
en el espectrofotémetro UV-Vis solucion de DPPH (50
Shimadzu UV 1800 (Shimadzu, HM)y dejar reposar por

Figura A1-2. Diagrama de bloques para la preparacion de la curva de calibracion de dcido
ascorbico para el método DPPH
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Muestra Concentracion Absorbancia

(rM/L)
1 20 0.1345
2 40 0.131
3 60 0.1282
4 80 0.1141
5 100 0.1116
6 120 0.1124
7 140 0.112
8 160 0.1163
9 180 0.0874
10 200 0.0832

Tabla A1-1. Datos de la curva de calibracion de dcido ascorbico con DPPH

Curva de calibraciéon de acido ascorbico

0.16 A
0.14 A
T R S

S

0.08 A

y =-0.0003x + 0.1408
R?=0.8141

Absorbancia

0.06 A

0.04 A

0.02 4

0 T T T T T T T 1
0 50 100 150 200

Concentracion (uM/ml)

Figura A1-3. Curva de calibracion de dcido ascorbico para la prueba de (DPPH)
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A1-3. Curva de calibracion de acido galico para la prueba de (TPC)

Utilizar la formula:

Preparar 5 diluciones de Preparar 6 frascos de
acido gélico (100 puMm) GV, =GV, vidrio @mbar y en ellos
para un volumen final » C = Concentracion » agregar 5 mL de

de5mL reactivo de fenol de
V = Volumen Folin-Ciocalteu al 10%

b

Tomar la absorbancia a 765 nm Afadir 4 mL de solucion
en el espectrofotémetro UV-Vis de Na2CO3 al 7,5%
Shimadzu UV 1800 (Shimadzu, durante una hora antes

Kyoto, Japdn) del andlisis
espectrofotométrico

Figura A1-4. Diagrama de bloques para la preparacion de la curva de calibracion de dcido
gdlico para la prueba de (TPC)

Muestra Concentracion Absorbancia
(ng/mL)
1 10 0.028
2 20 0.2194
3 40 0.3428
4 60 0.6316
5 80 0.7722
6 100 1.1443

Tabla A1-2. Datos de la curva de calibracidn de dcido gdlico para la prueba de (TPC)
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Curva de calibracién de acido gdlico

14 4

1.2 1 y =0.0116x - 0.0743 °
R? = 0.9803

0.6 - .

Absorbancia

0.4 A

0 20 40 60 80 100
Concentracion (ug/ml)

Figura A1-5. Curva de calibracion de dcido gdlico para la prueba de (TPC)

A1-4. Curva de calibracion de quercetina para la prueba de (TFC)

Utilizar la formula:

Preparar 5 diluciones de Preparar 6 frascos de
quercetina (10 mg/mL) oV, =GV, vidrio ambar y en ellos
para un volumen final » » agregar 125 puL de las

C = Concentracion . .
de5mL disoluciones de
V = Volumen Quercetina
Colocar 150 uL de la Afadir 75 uL de Ia

Agre'glar 750 L de la solucion de AICI3 al 5% solucién de NaNO3 al
soluciéon de NaOH 1M m/v y dejar reposar por

o .
dejar reposar por 15 min 5 min 5% m/vy dejar reposar

por 6 min

Tomar la absorbancia a 510 nm

en el espectrofotémetro UV-Vis

Shimadzu UV 1800 (Shimadzu,
Kyoto, Japdn)

Figura A1-6. Diagrama de bloques para la preparacion de la curva de calibracion de quercetina
para la prueba de (TFC)
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Muestra Concentracion Absorbancia

5

6

Tabla A1-3. Datos de la

(mg/mL)
1 0.028
2 0.2194
4 0.3428
6 0.6316
8 0.7722
10 1.1443

curva de calibracion de quercetina para la prueba de (TFC)

Curva de calibracién de quercetina

1.4 -
1.2 1 y = 0.1156x - 0.0743 °
1 R2 =0.9803
©
o et
€ 0.8 - °
2 .
2 0.6 | N
o)
<
04 1 '_..-"
0.2 e.
0 <
0 2 4 6 8 10 12

Concentracién (mg/ml)

Figura A1-7. Curva de calibracion de quercetina para la prueba de (TFC)
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