Investigacion y Desarrollo en Ciencia y Tecnologia de Alimentos

Desarrollo y caracterizacion de nano acarreadores de activos de interes biologico a partir
de extracto de Jaca (Artocarpus Heterophyllus Lam).

Olvera - Gonzalez, L.;* Castro -Rios R."; Gallardo-Rivera, C. T2 y Chavez - Montes, A3;

Departamento de Quimica Analitica Facultad de Medicina', Departamento de Ciencias de los Alimentos? y Departamento de
Quimica Analitica Facultad de Ciencias Biologicas®, Universidad Autonoma de Nuevo Leon, Pedro de Alba , Ciudad
Universitaria, C.P. 66451, San Nicol&s de los Garza, Nuevo Ledn, México.

*Email: lucyolveraglez@gmail.com
RESUMEN:

La Jaca (Artocarpus Heterophyllus Lam) es un fruto tropical nativo de la India que se cultiva en Asia y ahora en Nayarit,
Meéxico. Su caracteristica es el enorme fruto que posee diversos beneficios y propiedades y con un alto contenido de latex. En
el presente trabajo se desarrollaron y caracterizaron nanoparticulas de latex como acarreadores de activos de interés alimenticio.
Se caracteriz6 el material vegetal, se evalué la presencia de laticiferos por microscopia optica y realiz6 una extraccion
metandlica. El extracto se caracteriz6 mediante pruebas fitoquimicas y con él se implementdé mediante la técnica de
nanoprecipitacion la preparaciéon de nanoparticulas en las que se incorporé eugenol. Se obtuvo un extracto presumiblemente
alto en contenido de terpenos, y se estandarizo una técnica que permita la preparacion de nanoacarreadores de un tamafio
promedio de 236 Nm y una dispersion promedio en tamafio de 0.220 con una eficiencia de encapsulacion del 74.79 %..

ABSTRACT:

The Jackfruit (Artocarpus Heterophyllus Lam) is tropical native fruit from India that is grown in Asia and currently in Nayarit,
Mexico. The main characteristic is the large size of its fruit, which provides different benefits and properties like a high content
of latex. In the present work, latex nanoparticles were developed and evaluated as carriers for eugenol essential oil. The vegetal
material was characterized, the presence of laticifers was studied by optical microscopy and a methanolic extraction was carried
out. The extract was characterized by phytochemical tests and the preparation of nanoparticles in which eugenol was
incorporated was implemented using the nanoprecipitation technique. An extract presumably high in terpene content was
obtained, and a technique was standardized. The size of the nanoparticles were 236 nm with a dispersion in size of 0.220 and
an encapsulation efficiency of 74.79%..
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INTRODUCCION

La Jaca (Artocarpus Heterophyllus Lam) también llamada jackfruit, pertenece a la familia Moraceae, es un fruto
tropical nativo de la India que se cultiva ampliamente en Asia (Garcia-novelo et al., 2001; Muratalla-L0a et al.,
2013), la caracteristica distintiva de esta planta es el enorme fruto que cuelga de sus troncos, el cual posee diversos
beneficios y propiedades (Herrera, 2015). Actualmente también es cultivado en San Blas, Nayarit, México
(Ragazzo-Sanchez et al., 2011). Desde el momento de la polinizacion exitosa, el proceso completo de desarrollo de
la fruta tarda de tres a siete meses (Baliga et al., 2011).

Los frutos son de pequefios a muy grandes (1,4 a 50 kg) se distinguen tres regiones primarias: el eje o centro del
fruto, con numerosas células laticiferas y no comestible; el perianto, forma la mayor parte del fruto y es la region
comestible fresca, la tercera region corresponde a las semillas (Pifia-dumoulin et al., 2010).

El fruto expulsa un abundante latex, blanco y pegajoso al ser cortado (Herrera, 2015). El latex es un fluido lechoso
compuesto por un suero liquido que contiene en suspension o en solucion, una mezcla compleja de componentes
(Arana Alejandra et al., 2012), se emplea en muchos casos por su firmeza y elasticidad, pero se ha empleado por su
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capacidad antibacteriana y anti fangica lo que resulta ser un beneficio para la conservacién en los alimentos frescos
(Molinaetal., 2008). Este tipo de materiales han cobrado importancia ya pueden ser materia prima para la formacion
de acarreadores como micro o nanocapsulas. Las ventajas de los acarreadores es que pueden liberar los contenidos
a velocidades controladas y proteger al producto encapsulado de la luz, oxigeno y pH (Garcia et al., 2012), para el
sector alimentario existen interesantes posibilidades de aplicacion, en aspectos relacionados con la produccion,
elaboracion de materiales, investigacion y desarrollo de productos, asi como en el manejo de alimentos seguros
(Jaimes et al., 2017). De entre los acarreadores destacan las hanoparticulas poliméricas, las cuales se definen como
particulas de tamafo inferior a 1 um (Rao, et al., 2013), generalmente entre 10 y 500 Nm, elaboradas a partir de
materiales poliméricos de diferente naturaleza. (G6mez-Gaete, 2014).

El trabajo consiste en la elaboracion de nano acarreadores a partir del extracto del latex de Jaca (Artocarpus
Heterophillus Lam), para determinar su viabilidad y evaluar la factibilidad de aplicarlo en la conservacion de
alimentos. Se realizd la caracterizacion del extracto mediante pruebas fitoquimicas y con ello se implemento la
preparacion de nanoparticulas mediante la técnica de nanoprecipitacién en las que se incorporé eugenol. Se obtuvo
un extracto presumiblemente alto en contenido de terpenos, y se estandarizo una técnica que permita la preparacién
de nanoacarreadores de un tamafio promedio de 236 Nm y una dispersion promedio en tamafio de 0.220 con una
eficiencia de encapsulacién del 74.79 %.

MATERIALES Y METODOS.
Identificacion de células laticiferas de Jaca (Artocarpus Heterophyllus Lam).

Se empled la fibra del fruto de Jaca (Artocarpus Heterophyllus Lam) en condiciones normales para el proceso de
identificacion de las células parenquimaticas y tubos laticiferos. Se efectud el corte en la parte del centro de la Jaca
en forma de cubo de 1 cm por 1 cm con ayuda del Vibratomo LEICCA VT1000P. Se coloco el en la bandeja de
muestras pegado con Kola-loca, se cubri6 el trozo completamente con agua destilada para facilitar el corte. Se
ejecutaron cortes con un espesor de 200-400 um. Luego de esto se llevaron a un portaobjetos con la ayuda de un
pincel y se cubrié con un cubreobjetos para aplicar presion sobre ellos esto Ilamado técnica de Squash. La
identificacion de estructuras de células parénquimas y laticiferos se realiz por microscopia éptica con oculares 4X
y 10X de LEICA ICC50. Se identificaron las estructuras de las células parenquimaticas y los laticiferos y se tomaron
medidas del diametro promedio.

Elaboracién de extractos de latex de Jaca (Artocarpus heterophyllus Lam).

Se evaluaron dos metodologias de obtencién de extracto, la primera de ellas por maceracion del fruto con recambio
de solvente. En una primera etapa se determiné el mejor disolvente de extraccién para ello se obtuvo el latex del
fruto por cortes y con espatula se tom6 una alicuota para evaluar solubilidad. Los disolventes evaluados fueron
cloroformo, metanol, etanol, acetona; acetato de etilo, hexano y acido acético glaciar.

La segunda metodologia evaluada para la extraccion de latex se realiz6 de acuerdo al procedimiento de extraccion
de latex en Papaya realizado por (Arana Alejandra, 2012) con modificaciones. Para ello se realizé por corte en el
interior del fruto apto para consumo para provocar un sangrado. Se recolecto 1 gr de latex con una espatula de acero
inoxidable y coloc6 en un vial de 5 mL previamente pesado y tarado. Posteriormente, se adiciona un disolvente
organico para mantener el latex en estado liquido se cierra con tapa hermética y mantiene en congelacion a -22°C
hasta su utilizacion.

Elaboracién de nano acarreadores poliméricos.

El procedimiento para la realizacion de nanoparticulas, se empled Eugenol como principio activo, como polimero
se uso el extracto de latex de Jaca (Artocarpus Heterophyllus Lam), y como tenso activo Lutrol P-188® (BASF,
Alemania), y los disolventes agua y cloroformo en condiciones normales. La técnica empleada fue emulsion-
evaporacion. Brevemente, en un vaso de precipitado de 10 mL tarado, se pesaron 20 mg de tensoactivo, 20 mg de
activo y 1 mL de solucion de extracto de Jaca (20 mg de latex) y 2 mL de cloroformo. Se formé una disolucién que
se incorpord a un matraz bola con 5 mL de agua destilada. Se formo una emulsion con el empleo de un bafio de
ultrasonidos por 5 min, se permitié un reposo de 3 min y se realiz6 una segunda agitacién por 5 min mas. Una vez
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formada la emulsion se procedi6 a la eliminacion del disolvente organico por presion reducida con el empleo de un
rotavapor (Heidolf Laborota 4003 control) a 25 °C. La suspension de nanoparticulas formadas fue caracterizada por
la medicion del tamafio promedio de particula y por el indice de polidispersidad de tamafio por espectroscopia de
correlacién fotonica (Nanoziser Nano — ZS90 Malver). Los procedimientos se realizaron por triplicado.

Determinacion de porcentaje de encapsulacién.

Para determinar la eficiencia del proceso de nanoencapsulacion se empled eugenol de alta pureza (DENSELL®)
como sustancia activa de interés alimenticio modelo. En una primer etapa se realiz6 una curva de calibracion por
espectrofotometria UV-Vis en soluciones metanolicas (Espectofometro JENWAY 6305). Se prepar6 una solucion
a partir del patréon con 20 mg de activo que se llevé al aforo a 10 mL. Con ésta solucion madre se elaboraron
diluciones de 5, 10, 15, 20 y 25 ppm que fueron leidas a la méxima longitud de onda de absorcion que fue
previamente calculada por medio de un barrido de absorcion.

RESULTADOS Y DISCUSION
Identificaciéon de estructuras laticiferas.

Se realiz6 la identificacion de estructuras células parenquimaticas y laticiferos en estado fresco y congelado, ambas
muestras se observaron con los oculares 4X y 10X (Figura 1). Los laticiferos que se observan en las iméagenes son
no articulados ramificados, corresponde con lo esperado y reportado por (Alonso, 2011; Esau, Katherine et al.,

Figura 1. Células parenquimaticas y laticiferos de tejido fresco de Jaca (Artocarpus Heterophyllus Lam) obtenidos
con oculares 4X (a, ¢ respectivamente): Células parenquimaticas y laticiferos del tejido fresco de Jaca obtenidos
con oculares 10X (b y d, individualmente).

Las células parenquiméticas que se observan en las imagenes tienen entre 11 y 12 caras, se estima que en otras
plantas el nimero normal es de 14 caras, las células parenquimaticas del tejido fresco analizadas con el ocular 4X
que se observan sobre los laticiferos tienen un tamafio promedio de 7.5 pum, por lo que el diametro aproximado de
los laticiferos encontrados en Artocarpus Heterophyllus (Jaca) es de 8 um.
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Figura 2. Se muestran datos de los didmetros promedio de las células parenquimaticas de Jaca existentes en la
muestra 1 2y 3 (a, b y c, respectivamente). Presenta las estadisticas de los didmetros promedio de las células
parenquimaticas del tejido congelado en tres muestras independientes (d, e y f). Se aprecia un aumento en el tamafio
celular en tejido congelado-descongelado. Numero de células evaluadas minimo 1,000.

Extraccion de Latex de Jaca fresca.

Se pudo determinar que de los disolventes organicos evaluados el latex de Jaca presenta buena solubilidad (hasta
500 mg/mL) en cloroformo o metanol. Se realizd extraccion por maceracion con estos solventes a temperatura
ambiente y con recambio; sin embargo, el rendimiento de extraccidn resultd relativamente bajo 15 mg/mL.
Posteriormente se evaluo la extraccion directa tras incision con el corte de la fruta en donde se presenta la expulsion
del latex, la recoleccion del latex con ayuda de una espatula y la disolucion del mismo en viales de 5 mL con
cloroformo o metanol (Figura 3). Se pudo determinar que el segundo método de obtencion permite la formacion de
disoluciones de latex con concentraciones superiores de hasta de 200 mg/mL.
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Figura 3. a) Expulsion del latex en el interior del fruto Jaca (Artocarpus Heterophyllus Lam): b) recoleccion del
latex por medio de una espatula de acero inoxidable: c) soluciones de extracto de latex en disolventes (Metanol y
cloroformo).

Se observo que la expulsion del latex en el corte de la fruta, es decir, cuando los laticiferos son sometidos a un corte,
la presion que se encuentra en los laticiferos causa la expulsion del latex y que esta es muy baja cuando el fruto fue
sometido a congelacion descongelacion debido a que el fruto sufre dafios mecénicos esto evitando el sangrado,
modificando su consistencia y apariencia.

Nanoparticulas de latex de Artocarpus Heterophyllus

Se llev6 a cabo la preparacion de nanoparticulas de latex por el método de emulsificacién evaporacion. Se
caracterizaron las suspensiones preparadas mediante la determinacion de tamafio promedio por espectroscopia de
correlacion fotdnica evaluado tres lotes independientes sin activo (eugenol) incorporado y tres mas con el agente
activo encapsulado. En la Figura 4 se puede observar que las nanoparticulas preparadas sin activo presentan un
tamafio promedio de 228 nm con indice de polidispersidad (PDI) de 0.204. Estos resultados muestran que la
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metodologia empleada permite la formacion de nano nanoparticulas empleando como material estructural el latex
de éste vegetal; asimismo, se puede observar que la homogeneidad en el tamafio promedio en la poblacion de
particulas se puede considerar alto.
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Figura 4. Tamarfio de Nanoparticulas poliméricas de latex de Jaca fresca (Artocarpus Heterophyllus Lam).

Posteriormente se evalué el tamafio y homogeneidad en tamafio de nanoparticulas de latex con eugenol
nanoencapsulado. Como puede observarse (Figura 5), el tamafio promedio es de 236 nm y se present6 un indice de
polidispersidad de 0.220 nm. Haciendo referencia a la literatura citada podemos decir que el tamafio de las
nanoparticulas es adecuado para su aplicacion en alimentos u otra area de interés, ya que su tamafio esta dentro del
rango adecuando que es 10 a 500 nm (Gémez-Gaete, 2014). En este sentido, estos resultados permiten suponer que
el método permite la preparacion de nano capsulas de eugenol en latex. Para ello se determind posteriormente la
cantidad incorporada de agente activo.
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Figura 5. Tamafio de Nanoparticulas poliméricas de latex de Jaca fresca con eugenol incorporado.
Determinacion del porcentaje de encapsulacion.

Para la cuantificacion de eugenol incorporado por espectrofotometria primeramente se determind la longitud de
maxima absorcién que fue de 280 Nm. Posteriormente se prepard una curva de calibracion en metanol la cual se
presenta en la Figura 6. Se puedo observar que en el rango de concentraciones utilizadas se presenta una buena
correccion con un indice de determinacion de r2 0.99.
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Figura 6. Curva patron del Eugenol en metanol por espectrofotometria a 280 nm.

Posteriormente se tomd la absorcion del material encapsulado dando un resultado 0.353 nm presentando una
concentracion de entre diez y 15 ppm, se leyeron a una longitud de onda de 280 nm en un espectrofotometro de luz
UV visible (JENWEY 6305), los nanoacarreadores tuvieron una eficiencia de encapsulacion del 74.79 %. Cabe
mencionar que lotes con activo fueron liofilizados y almacenados por 30 dias y puedieron ser resuspendidos y el
contenido cuantificado tras este periodo de almacenamiento.

CONCLUSION

La elaboracion de nano acarreadores a partir de materiales bioldgicos es un area novedosa con una gama amplia de
aplicaciones no solo en la industria alimentaria. La presente investigacion muestra la factibilidad de preparar
nanoparticulas elaboradas a base del extracto de latex de Jaca (Artocarpus Heterophyllus Lam) capaces de
incorporar sustancias biolégicamente activas con un método que permite una alta eficiencia el proceso de
encapsulacion. Este trabajo abre un campo en la investigacion de nuevos materiales alimenticios para procesos de
nano encapsulacion y con perspectivas hacia la evaluacion en conservacion de activos labiles o de mejoras en
actividad biolégica tras una liberacion prolongada.
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