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RESUMEN

El Aceite de Oliva Extra Virgen (AOVE), es un pilar fundamental en la dieta mediterranea. Los
descubrimientos sobre su alto poder antioxidante le propulsan con productos clave en la salud
de la poblacion y resulta interesante su investigacion como suplemento. Este Trabajo de Fin de
Grado tiene como objetivo elaborar formulaciones nutricosméticas y evaluar la capacidad
antioxidante de un AOVE rico en polifenoles.

Para ello se ha elaborado dos formulaciones, un gel con encapsulacion de Alginato Sédico y
unas gominolas. Ambas se componen del extracto de Hidroxitirosol (HT) y Oleuropeina (OLE).
Se ha realizado ensayos de produccion de estrés oxidativo y de determinacion de la capacidad
antioxidante. La metodologia utilizada ha sido cultivo celular de células 3T3, en contacto con
hidroperoxido de tert-butilo (t-BuOOH) y posterior cuantificacion de las especies reactivas de
oxigeno (ERO) por florescencia con la sonda diacetato de 2’,7'-diclorodihidrofluoresceina
(DCFH-DA). Por otra parte, se ensayo la liberacion de HT y OLE, la estabilidad microbiologica
y las caracteristicas organolépticas de ambas formulaciones.

Se concluye que la formulacion con extracto polifenolico es posible tecnoloégicamente aunque
suponga mejora en cuanto a elaboracidon. Asimismo, no se puso caracterizar los efectos
antioxidantes del HT y de la OLE y tampoco se pudo obtener ensayos de liberacion. Finalmente,
las dos formulaciones realizadas no se pueden considerar estables al nivel microbiolédgico.
Palabras clave: oxidative stress, antioxidants, AOVE, olea europea, polyphenols,

hydroxytyrosol, oleuropein, nutricosmetics formulation.



1. Introduccion

1.1 Aceite de Oliva

El aceite de Oliva (AO) es un pilar fundamental en la dieta mediterrdnea y con el avance y

el descubrimiento de las ventajas de esa dieta, su consumo es cada vez mayor. El AO proviene

de la extraccion del fruto del arbol Olea europaea L.

El aceite de Oliva, es el unico alimento que tiene una descripcion y clasificacion descrita, con

protocolos de clasificacion elaborados por la legislacion europea (1). Gracias a esta legislacion,

se pueden destacar las definiciones siguientes:

- Aceite de Oliva: “aceite obtenido unicamente del fruto del olivo (Olea europaea L.), con
exclusion de los aceites obtenidos por disolventes o procesos de re-esterificacion” (2),

- Aceite de Oliva Virgen (AOV): “aceite obtenido del fruto del olivo por procedimientos
mecanicos o fisicos, en condiciones especiales que no produzcan la alteracion del aceite y

que no haya sufrido ningun tratamiento distinto al lavado, la decantacidn, el centrifugado

y la filtracion” (2),

- Aceite de Oliva Virgen Extra (AOVE): “aceite de oliva virgen con una acidez libre,

expresada en acido oleico que no sea superior a 0,8 g por 100 g de aceite” (2).

1.1.1 Demografia

El aceite de Oliva proviene del extracto del olivo del arbol Olea europaea L. A dia de hoy el

olivo tiene una clasificacion botanica muy elaborada.

Filo
Clase
Orden
Familia
Género

Especie

Gracias a su nombre, se deduce su demografia; Europa. Cabe destacar que, en el pasado se
podia encontrar en varias partes del mundo, como Asia, Africa e incluso Estados Unidos, pero

en la actualidad su principal area de distribucion es la cuenca mediterranea, lo que impulsa a

Tabla 1. Clasificacion botanica de Olea europaea L. elaboracion basada en (3)

Magnoliophytina
Magnoliopsida
Scrophulariales
Oleaceae

Olea L.

Olea europaea L.

los paises como Espafia, Italia y Grecia como productores mayoritarios (3,4).
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1.1.2 Produccion del Aceite de Oliva Virgen Extra (AOVE)

Para llegar al producto final, el AOVE, se parte de las aceitunas que luego sufren un par de
transformaciones. Las etapas mas importantes son la trituracion de las aceitunas y la separacion
del aceite de la pulpa del fruto (5). Primero se recolectan las aceitunas, se limpian y se separan
las posibles ramas y hojas que pueden estar presentes. En segundo, se trituran estas aceitunas
con el hueso. A este derivado se le denomina alperujo. Este proceso debe de hacerse en frio
para proteger las caracteristicas organolépticas y nutricionales del aceite. Luego, se extrae el
aceite, separando el aceite del alperujo. Este proceso se tiene que hacer en frio y sin productos
quimicos para preservar la denominacion AOVE. Finalmente, se filtra para eliminar las ultimas
impurezas y se deja decantar. El almacenamiento es muy importante para preservar todos los
beneficios del AOVE intactos, por ello es imprescindible guardarlo en envases de acero

inoxidable, en oscuridad y con un control riguroso de las temperaturas y humedad (6).

1.1.3 Composicidon general

Respecto a la composicion, se pueden destacar 2 tipos de compuestos, una parte mayoritaria
que serian los triglicéridos, con el 98-99% del peso total del AOVE, y una minoritaria que son
los compuestos volatiles, presente entre el 1-2% del peso total del AOVE (4). La parte
mayoritaria, los triglicéridos, estd compuesta con un elevado porcentaje de acidos grasos, mas
precisamente acidos grasos monoinsaturados (AGMI). Dentro de estos AGMI el mayoritario es
el acido oleico (C18:1), que puede variar entre el 70-85% de su composicion, también con
composicion similares estan el 4cido linoleico y el palmitoleico. Por otra parte, estan los acidos
grasos saturados (AGS), que suponen un 14% de la composicion total. El acido esteéarico y
palmitico representan los de mayor contenido (6). Respecto a la parte minoritaria, los
compuestos mas representativos son los compuestos fendlicos y el a-tocoferol, la vitamina E.
Los polifenoles son componentes que determinan la calidad del AOVE, dado que definen las
caracteristicas organolépticas del aceite, como pueden ser el aroma y el sabor (6). Aunque se
destacan varios tipos del aceite de oliva, la composicion de esta suele ser parecida, pero es cierto
que existen diferencias, debido mayoritariamente a su método de extraccion (5). También se
tiene en cuenta la zona de cultivo, el grado de madurez del fruto, los factores climaticos, la
infestacion por Bactrocera oleae, el método de recoleccion y las condiciones de
almacenamiento antes del proceso de molturacion (1). Bactrocera oleae es una mosca, muy
prevalente en regiones de cultivo del olivo, cuya presencia afecta a la calidad de este. La
contaminacion del olivo por esta mosca, lleva a la destruccion de la pulpa del olivo debido a

que las larvas de la mosca necesiten desarrollarse dentro del fruto (7). La presencia de este
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insecto puede llegar a reducir la cantidad de aldehidos y aumentar la cantidad de alcoholes en

el producto final, lo que modifica las caracteristicas organolépticas del producto (1).

1.1.4 Polifenoles

Los polifenoles son un grupo muy extenso de moléculas, y atendiendo a su origen pueden ser
naturales, sintéticos o semisintéticos. Son estructuras ampliamente distribuidas en especies de
origen vegetal (5). Se ha documentado la presencia de compuestos fendlicos en el AOVE,
identificando mas de 30 compuestos diferentes. Entre ellos se encuentran los acidos fenolicos,
como el 4cido hidroxibenxoico o el p-Cumérico, los flavonoides, los lignanos, los
isochromanos, los secoiridoides y los alcoholes fendlicos (6). Las concentraciones de
polifenoles totales en el AOVE suelen oscilar entre 50 y 1000 mg/kg (4). De todos ellos, el que
se encuentran en mas cantidad es el Hidroxitirosol (HT). El1 HT es un polifenol anfipatico, con
denominacién quimica; 4-(2-hydroxyethyl)benzene-1,2-diol. Su origen proviene de la hidrélisis
de la Oleuropeina (OLE). Durante la maduracion y el almacenamiento del aceite, se produce la
transformacion de la OLE en HT, que consiste en 2 pasos, ver Figura 1. El primero es la
transferencia del grupo glicosilo de la molécula OLE, para llegar a la molécula aglicona de
OLE. La segunda etapa es la hidrolisis de esa molécula en HT y acido elendlico (8). La
concentracion de HT es muy variable, puesto que depende de varios parametros como la
especie, el método de extraccion, el método de almacenamiento y conservacion. Por este
motivo, sus datos se encuentran en rangos de concentracion y no en parametros fijos. En el

AOVE se encuentra entre 3,5 y 7,7 mg/100g de HT, y 0,17 mg/100g para la OLE (9).

llustracion 1. Estructura del Hidroxitirosol. [lustracion 2. Estructura de la Oleuropeina



Figura 1. Reaccion de Hidrolisis de la OLE. Elaboracion propia, inspirada de (4)

1.1.5 Farmacocinética de HT

Como todas las moléculas que entran en el cuerpo humano, el HT sufre el proceso de
metabolizacion, pasando por todas las etapas del proceso ADME (absorcion, distribucion,
metabolismo y excrecion). El HT se absorbe mayoritariamente en el intestino con una alta tasa
metabolica intestinal y hepatica. En cuanto a distribuciéon, HT alcanza su concentracion
plasmatica maxima en 7 minutos después de su administracion oral, se distribuye con facilidad
llegando a tejidos como musculo y cerebro. El metabolismo del HT es muy sencillo, se compone
mayoritariamente de dos procesos; una oxidacion y una metilacion. Y por fin su excrecion, la
mayoritaria es por los rifiones. Para la completa eliminacion del HT el cuerpo humano tarda en

mas o menos 6 horas (8).

1.2 Equilibrio redox

El organismo humano se balancea entre reacciones de metabolismo y reacciones de
anabolismo, creando una homeostasia que se intenta mantener a lo largo de la vida. Un proceso
de metabolismo importante es el estado redox de las células. Este se basa en reacciones de
oxidacion y reduccion, dando lugar a estados termodindmicos a veces inestables. Esta
inestabilidad en los metabolismos, llega a generar especies nocivas para el organismo, las

especies reactivas (10).

1.2.1 Las Especies Reactivas

Estas moléculas se denominan asi porque son altamente reactivas al medio. Esto quiere decir
que modifican el estado de oxidacion y reduccion de las estructuras con las que interaccionen,
pudiendo generar cambios en ellas. Estas especies reactivas pueden ser de varios tipos: los
radicales libres y las sustancias no radicales. Los radicales mas estudiados son las Especies
Reactivas del Oxigeno (ERO), debido a su alta tasa metabdlica en el organismo (10). Sin
embargo, también existen las Especies Reactivas de Nitrogeno (ERN), que tienen un papel
importante en el estado redox de las células. Los radicales libres son elementos quimicos que
tienen como caracteristica principal electrones desapareados, caracterizando asi una

inestabilidad electroquimica que tienden a corregir con los elementos que se encuentran a su
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alrededor (11). Asi, diversos estudios sefalan al peroxido de hidrogeno, el superdxido, el
oxigeno singlete y el radical hidroxilo como las moléculas mas reactivas presentes en el
organismo (12). Las ERN, son sintetizadas a partir del 6xido nitrico endégeno, de dos maneras
diferentes; debido al metabolismo enzimatico de la L-arginina, el oxigeno y el NADPH y por
otra parte puede ser secretado por los fagocitos (12). Las ERN y ERO se generan por dos

fuentes; las endogenas y las exdgenas (13).

Peroxinitrito

Anidn
Superdxido

Peroxido Radical
de Hidroxilo

Oxido
Hidrogeno NItFico

020- eHO

H,0,

llustracion 3. ERO y ERN mayoritarias, elaboracion propia.

Para que se generen las ERO enddgenos, tiene que sucederse varias etapas de manera
secuencial. En primer lugar, se produce la fuga de electrones desde la cadena de transporte de
electrones de la mitocondria. Luego, los electrones se unen al oxigeno molecular para formar
la primera especie reactiva, el anion superdxido. Posteriormente, la mayor parte del superoxido
se dismuta en el peroxido de hidrogeno gracias a la enzima, superdxido dismutasa (SOD). Esta
etapa define el estado de la célula en cuanto a sefiales de oxidacion, ya que la tasa de produccion
del H>O; establece el estado redox de la célula. En segundo lugar, el peréxido de hidrogeno es
transformado por multiples enzimas de manera a formar agua, con metales para formar los
radicales hidroxilos. Finalmente, los radicales hidroxilos, oxidantes muy potentes, son las
fuentes de varias vias de dafio celular, como la oxidacion lipidica y la formacion de las ERN
(13,14). Igualmente, existe un segundo mecanismo de formacion de las ERO y ERN, el ciclo
catalitico del citocromo mitocondrial. Aunque este conjunto de reacciones metabdlicas sea
menos frecuente, sigue siendo una ruta en la cual se produce las ROS y ERN. En gran parte se
basa en la oxidacién de compuestos organicos como los lipidos o los esteroides (15). Respecto
a la generacion de ROS exdgenos estas provienen de factores exteriores, como pueden ser el
aire, la contaminacion, el alcohol y el tabaco e incluso algunos fairmacos, por ejemplo; el

tacrolimus o las ciclosporinas (13).

1.2.2 El Estrés oxidativo

El estrés oxidativo se puede definir como un balance incorrecto entre las especies ERO y ERN
y el organismo a favor de las especies oxidantes. En este sentido, cuando existe un alto
contenido en particulas ERO/ERN y una ausencia de agentes protectores, se genera dafio en el

organismo. Ese dafio puede ser a diferente nivel, de diferente grado, e implicando diferentes
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estructuras, creando una amplia gama de posibles patologias. Las patologias desencadenadas
pueden ser principalmente enfermedades neurodegenerativas, enfermedades cardiovasculares y
patologias inflamatorias (12). Estas patologias se producen debido a que las especies ERO y
ERN, en altas concentraciones, son promotores de sustancias relacionadas con la inflamacion.
Asi, este alto contenido en sefiales de inflamacion puede llegar a dafiar las macromoléculas
como los lipidos o las proteinas, desencadenando dafio celular por estrés oxidativo e incluso

muerte celular (16).

1.2.3 Los antioxidantes

El término antioxidante hace alusion a cualquier compuesto que, al estar en una concentracion
inferior a la de un sustrato oxidable, tiene la capacidad de posponer o evitar la oxidacion de
dicho sustrato. Los antioxidantes tienen como funcion disminuir los parametros de dafio celular
como el estrés oxidativo, las mutaciones de ADN o los procesos cancerigenos (12). Existen dos
tipos de antioxidantes; los enzimdticos y los no enzimaticos y se presentan en los
compartimentos acuosos y las membranas de las células. Los antioxidantes enziméaticos estan
presentes en el organismo de manera fisiologica y act@ian desde el principio en la cadena de
formacion de las ERO y ERN para disminuir sus tasas de formacion. De este modo, favorecen
la homeostasis del estado redox de la célula. Por otro lado, se encuentran los antioxidantes no
enzimaticos, que son aportados mayoritariamente por la dieta, siendo los antioxidantes no
enzimaticos mas conocidos la vitamina C o los carotenoides. Sin embargo, el descubrimiento
de los beneficios de la dieta mediterranea ha puesto de manifiesto el poder antioxidante de los

polifenoles (17).

1.3 Beneficios para la salud de los polifenoles

Los polifenoles son antioxidantes potentes y por ello tienen muchas ventajas por la salud.
Estos actiian de varias maneras y eso permite su amplio espectro de actuacion. Se destacan sus
ventajas sobre diferentes enfermedades como: enfermedades cardiovasculares, la diabetes
mellitus tipo 2 (DM2), enfermedades neurodegenerativas y el cancer. Las enfermedades
cardiovasculares son de alta prevalencia en nuestra sociedad y con el descubrimiento de los
poderes de la dieta mediterranea se han valorizado mucho los beneficios de la ingesta de los
polifenoles. Esto es debido a que los polifenoles actiian como agentes protectores en parametros
importantes en la salud cardiovasculares. El mecanismo protector mayoritario de los polifenoles
es su papel clave. Por otro lado, se ha demostrado la eficacia de emplear polifenoles en
alternaciones metabolicas, como en la DM2. La DM2, provoca elevaciones de glucosa en sangre

debido a un mal funcionamiento de las células secretoras de insulina beta pancreaticas y a una
8



resistencia celular a esta insulina. Como consecuencia, la hiperglucemia prolongada genera
auto-oxidacion de las células asi como alta produccion de ERO. En este sentido los
antioxidantes actiian redirigiendo el equilibrio de oxidacion/reduccion (15,16). Por otro lado,
los polifenoles pueden tener un papel beneficioso en los trastornos neurodegenerativos, que
dependen de la edad, y a su vez del envejecimiento celular. En la mayoria de los casos, son
trastornos que son dependientes de la inflamacién. En este punto act@ian los polifenoles,
reduciendo la formacion y el estado de inflamacion de las células. Esto permite mejoras en el
comportamiento cognitivo y en la coordinacion motora de los pacientes con patologias como
Alzheimer o la enfermedad de Huntington (16). Por ultimo, es importante destacar el papel
protector de los polifenoles en los procesos carcinogénicos. El cancer y la inflamacion son dos
procesos que se encuentran muy ligados, ya que un exceso de factores inflamatorios puede
favorecer la aparicion de procesos cancerosos. Las ERO tienen un papel muy importante en la
produccion de factores y moléculas inflamatorias. A dia de hoy no se conoce exactamente como
actian los polifenoles para disminuir esta produccion de sustancias proinflamatorias
descontrolada, pero es cierto que algunos autores relacionan su actividad disminuyendo el factor
TNFa y la interleuquinas IL-1f, moléculas relacionadas con la inflamacion (13,18,19). En ese
mismo sentido, es cierto que la dieta mediterranea aporta los beneficios relatados anteriormente,
pero la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) recomienda que, para percibir una
mejoria en los beneficios de los polifenoles, es recomendable adquirirlos a base de la inclusion
de suplementos nutricionales (20). El impacto de suplementos por via oral a base de los
polifenoles, beneficia sobre todo al nivel cardiovascular (21). Asimismo, estudios recientes
indican que estos polifenoles favorecen la fotoproteccion de la piel (22). En este sentido, se
genera la importancia de desarrollar formulaciones nutricosméticas para favorecer el consumo
de polifenoles por una via de administracion sencilla (23).

Debido a las propiedades beneficiosas de estos polifenoles, este trabajo se enfoca en elaborar
formulaciones nutricosméticas que permitan vehiculizar polifenoles presentes en el AOVE, asi

como evaluar la capacidad antioxidante de los mismos.
2 Objetivos

2.1 Objetivos principales

El objetivo principal de este Trabajo de Fin de Grado es elaborar formulaciones
nutricosméticas de administracion oral, asi como evaluar la capacidad antioxidante de un

extracto de AOVE que ird incluido dentro de las formulaciones. Para alcanzar este objetivo
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principal se plantean los siguientes objetivos especificos:

- Elaborar dos formulaciones nutricosméticas a partir de un extracto de AOVE: un gel
que contenga perlas de alginato y unas gominolas.

- Realizar ensayos de estabilidad microbiologica.

- Evaluar la capacidad de disolucion de las formulaciones.

- Evaluar la capacidad antioxidante de un extracto de AOVE.

- Alinear los resultados obtenidos en este trabajo con los objetivos de desarrollo
sostenible 3, de salud y bienestar, 12, de produccién y consumo responsable y 9, de

industria, innovacion e infraestructura.

3 Materiales y Métodos

3.1 Muestras de AOVE

Las muestras de AOVE proceden de un aceite que se comercializa en el mercado espafiol
con un contenido alto en polifenoles. La extraccion del principio activo se hace por el método
de extraccion liquido-liquido segiin los métodos usados en bibliografia existente (24). Los
disolventes usados son una disolucién Metanol: Agua al 80:20 (v/v) y posteriormente se realizan
lavados con hexano puro para retirar la fase orgénica. Este extracto de polifenoles contenidos
en la mezcla de Metanol: Agua se somete a un proceso de evaporacion rotativa por el rotavapor
y posteriormente se liofiliza con el objetivo de obtener un polvo concentrado. Este polvo se
disuelve en volumen suficiente de agua, resultando en un extracto de concentracion 15mg/mL.

La cuantificacion del HT y de OLE se realiza por HPLC.
3.2 Caracterizacion de estrés oxidativo

3.2.1 Células 3T3 NH vy Cultivo

Como parte del ensayo de caracterizacion de estrés oxidativo, se uso las células 3T3NHI1. Estas
células adherentes son derivadas de los fibroblastos de raton suizo. Los fibroblastos son células
que se encuentran en multiples partes del organismo y son capaces de sintetizar muchas
moléculas importantes tanto para la piel como para el sistema inmune. Para el cultivo de estas,
se usa como medio DMEM enriquecido al 10% con suero bovino fetal (FBS), 1% de glutamina
y 1% Penicilina/Estreptomicina. El protocolo para su crecimiento, asi como la realizacion de

los pases celulares son similares a los descritos en estudios previos (25,26).

3.2.2 Generacion de estrés oxidativo

Con el objetivo de generar estrés oxidativo a las células, se incorpora el hidroperéxido de tert-
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butilo (t-BuOOH). El t-BuOOH, es un téxico ambiental activo, que favorece la formacion de
las ERO. El t-BuOOH induce la formacién de estrés oxidativo ya que implica la generacion de
ERO, y como consecuencia el dano de proteinas, acidos nucleicos y membranas celulares.
Ademas, también promueve la peroxidacion de lipidica, la citotoxicidad y la apoptosis (27).
Como se ha demostrado en trabajos previos (28,29), la concentracion de t-BuOOH de 50 pmolar
es efectiva para demostrar la produccion de estrés oxidativo en células 3T3, por lo que se us6

esta concentracion en el ensayo.

3.2.3 Preparacion de las alicuotas antioxidantes

El experimento antioxidante se llevo a cabo en condiciones estériles en una cabina de flujo
laminar. El extracto polifendlico obtenido, con una concentracion inicial de 15 mg/ml, se filtrd
a través de una jeringa estéril y se realizaron tres diluciones seriadas 1:2 (alta, media y baja) en
PBS estéril. Posteriormente, estas diluciones se anadieron a los pocillos de una placa p96
previamente sembrada con 24 horas de anterioridad con células 3T3NH. Para desarrollar el
ensayo se siguid el protocolo siguiente. A la placa p96 se le afiade el extracto de diferentes
concentraciones para dejarlas en cultivo durante 18 horas. Luego, con el objetivo de generar el
estrés oxidativo se afiade el t-BuOOH vy se deja actuar durante 4 horas. Posteriormente se afiade
la sonda diacetato de 2',7'-diclorodihidrofluoresceina (DCFH-DA) siguiendo protocolos

previos. Finalmente, se fija las células con paraformaldehido 0,5%. Y se leen en el citometro.
3.3 Determinacion de capacidad antioxidante

3.3.1 Cuantificacion por fluorescencia

En cuanto a la determinacion de la capacidad antioxidante, las medidas se realizan por
fluorescencia. Para medirla, se emplea la sonda DCFH-DA, qtil para la cuantificacion de las
especies redox. El experimento funciona sobre el mecanismo siguiente: las especies redox
presente en la célula oxidan al 2',7'-diclorodihidrofluoresceina (DCFH) a su forma fluorescente,
la 2',7'-diclorofluoresceina (DCF), que es detectada por el citdmetro (30). Para la cuantificacion
por citometria de flujo se suspenden las células en paraformaldehido 0,5% y evalta su
fluorescencia en el citdmetro BD Accuri C6, y posteriormente los datos se analizan con el

software FlowJo®.
3.4 Formulacion

3.4.1 Encapsulacion del HT en alginato sodico

Para realizar las encapsulaciones de HT en Alginato Sédico se necesita, una disolucion de
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Alginato Sddico, una disolucion de Cloruro Calcico y el extracto polifendlico. Siguiendo
estudios previos (31), la eleccién de la concentracion de las dos disoluciones depende del
tamano y forma de microesferas queridas. Se emplea una solucion de Alginato Sddico al 2%
(p/v) y una solucién de Cloruro Célcico 0,2M. Para la elaboracion de esta formulacion se usa:
un agitador magnético, una placa calefactora, una bascula, una jeringa con aguja, tres vasos de
precipitados de 100mL, un filtro de pliegues y un embudo. Se prepara las dos disoluciones, se
aparta 25mL del Cloruro Célcico, se mide 5 mL del Alginato Sodico y se anade el extracto

polifendlico. Las microesferas se realizan por método de extrusion (31).

3.4.2 Gel con perlas de alginato

Esta formulacion tiene como objetivo vehiculizar las encapsulaciones de alginato. Se toma
como referencia el método descrito en publicaciones previas (32,33), empleando
Carboximetilcelulosa (CMC), Glicerol, el extracto polifendlico y agua. En cuanto a materiales,
se usa una placa calefactora, una varilla, una bascula, un vidrio de reloj y un vaso de precipitado
de 50mL. Para realizar el gel se pone a calentar por un lado el agua, y por otro se mezcla el
Glicerol con la CMC hasta que se obtenga una mezcla homogénea. Se afiade esta mezcla al

agua calentada, se deja enfriar. Una vez frio se afiade las microesferas de alginato (32).

3.4.3 Gominolas

Las gominolas son muy estudiadas y existe mucha variedad de composicion y protocolos.
Trabajos previos (34,35), usan de manera genérica gelatina, un acidificante y agua. En ese
estudio se usa Gelatina, Sacarosa, acido citrico, almidon, el extracto polifendlico y agua. Una
vez pesados todos los componentes, se pulveriza en el mortero la sacarosa y se pone a calentar
el agua. Una vez caliente, se afiade la sacarosa y se remueve hasta la disolucion completa. Se
pulveriza la gelatina y luego se afiade a la mezcla anterior. Se calienta esta mezcla a 60°C con
agitacion constante, hasta que se disuelve completamente la gelatina de manera que se obtiene
una solucién clara y transparente. Con los mismos parametros de temperatura y agitacion se
incorpora el almidon a la mezcla. Una vez disuelto el almidon, se espera que se enfrié a
temperatura ambiente. Se agrega el extracto polifendlico y el é&cido citrico, y una vez
homogénea, la mezcla se vierte en los moldes y se deja formar la estructura polimérica al aire
libre. Posteriormente se deja estabilizar durante 24 horas en nevera, aunque después la
conservacion se hard a temperatura ambiente. Todas las muestras realizadas seran analizadas
en funcion de sus caracteristicas organolépticas considerando textura, aspecto, color y

adhesividad, basandose en previos estudios (35,36).
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3.5 Ensayos

3.5.1 Ensayos de disolucién

La realizacion de ensayos de disolucion, se sigue las recomendaciones de la Real Farmacopea
Espaiola, ya que es ella que rige todas las normas de calidad de las sustancias (37). Se emplea
para este ensayo el aparato de paleta con los siguientes medios uno que simula el entorno
intestinal y otro que simula el entorno gastrico. Antes de empezar con el ensayo, se rellena los
cestillos con el medio y se configura la temperatura, a 37° £ 0,5°C y la velocidad de las palas.
Una vez se encuentran las condiciones establecidas, se coloca una unidad de la formulacion por
cestillo, evitando burbujas y se pone en marcha el estudio, siguiendo el protocolo del ensayo
2.9.5 RFE (37). Para evaluar la disolucién, se extrae una muestra de 1mL a cada tiempo de
estudio. Cada vez que se extrae una muestra se tiene que reponer medio a los cestillos, la misma
cantidad que la extraida, para conservar la concentracion del medio de disolucion estable. Para

el andlisis, la muestra se filtra a través de un poro de 4,5um y se cuantifica por HPLC.

3.5.2 Ensayos microbioldgicos

Los ensayos microbiologicos se realicen usando diferentes medios para poder cultivar una
amplia gama de microorganismos, basdndose en estudios previos (38). Se cultivan las diferentes
muestras en placas de agar sangre y en placas de agar Miiller-Hinton. La siembra de las placas
se realiza inoculando en la placa 0,ImL de cada muestra, y se deja incubar 24 horas a
temperatura entre 35°-37°C. Luego se observa si hay crecimiento o no, a las 24 horas y a las 72

horas.
4 Resultados y Discusion

4.1 Caracterizacion del estrés oxidativo y Determinacion de la capacidad

antioxidante

Antes de la adicion de la sonda, se evalud a nivel microscépico el estado de las células
tras el tiempo de incubacién. En la Ilustracion 4, se puede observar en el microscopio invertido
el comportamiento de las células 3T3 con el extracto polifendlico antes de tratarla con la sonda.
Se aprecia que a concentracion alta del extracto casi la totalidad de las células estan muertas.
Sin embargo, si se compara con la concentracion baja, no se aprecia mucha diferencia puesto

que a esta concentracion también las células estdn muertas.
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llustracion 4. Imagen de microscopio del cultivo celular 3T3 y el extracto PF del AOVE a diferentes concentraciones. (4):
control células sin extracto PF. (B): células con baja concentracion del extracto PF. (C): células con concentracion
intermedia de extracto PF. (D): células con alta concentracion del extracto PF.

En la Ilustracion 5, se puede observar como han reaccionado las células una vez en contacto
con el t-BuOOH. Se aprecia que en la foto A, el control, todas las células aparecen muertas,
debido al poder oxidativo del t-BuOOH. En cuanto a los resultados obtenidos cuando se
combinan el t-BuOOH vy el extracto, se presentan en la imagen B, C y D. Los resultados son los
siguientes: a dosis baja del extracto las células estan muertas, al igual que con la dosis alta. Se
destaca un resultado diferente con la imagen C, a concentracion intermedia, hay una mezcla de
células vivas y otras muertas. Viendo los resultados de la caracterizacion del estrés, no fue
posible leer las células con la sonda DCFH-DA. Esto se debe a que las células tienen que estar

vivas para poder generar la reaccion y poder emitir el marcador fluorescente.
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llustracion 5. Imagen al microscopio del resultado del ensayo oxidativo celular con células 3T3. (4): Células tratadas con t-
BuOOH 50 pmolar. (B): Células tratadas con t-BuOOH 50 pmolar y la alta baja del extracto de AOVE. (C): Células
tratadas con t-BuOOH 50 pumolar y la dosis intermedia del extracto de AOVE. (D) Células tratadas con t-BuOOH 50 umolar
v la dosis baja del extracto de AOVE.
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En conjunto los resultados sugieren que, el t-BuOOH genera estrés oxidativo hasta conducir a
muerte celular en la mayoria de la poblacion celular. Estos hallazgos preparan la base para
discutir el efecto del extracto polifenolico, donde el tratamiento con el extracto polifendlico no
fue el esperado en la hipotesis inicial, ya que no se puede apreciar viabilidad celular en las
muestras tratadas. Una posible explicacion de estos resultados es que los compuestos fendlicos
presente en el extracto se muestran tan concentrados que, en vez de actuar como protector del
dafio oxidativo actda al contrario como pro-oxidante. Estos resultados estdn en concordancia
con trabajos previos, (39,40), que tratan del efecto dual de los compuestos fenolicos a dosis
altas e incluso a la hora de combinarlos con alimentos. Otra explicacion puede derivarse a causa
de problemas en el protocolo de extraccion. En este proceso, la extraccion se realiza con
Metanol, que es toxico para las células, y se puede valorar la posibilidad de que queden
cantidades relativas en el extracto. Estudios previos (41,42), demuestran la citotoxicidad e
incluso el efecto pro-oxidante del metanol en células incluso en cantidades micro molares. Estos
resultados ofrecen lineas de investigacion en la mejora de los protocolos de extraccion y

purificacion de los polifenoles.
4.2 Formulacion

4.2.1 Composicion en polifenoles de las formulaciones

Con el fin de ejecutar correctamente todas las formulaciones de este trabajo era importante
conocer la presencia de compuestos polifenolicos del extracto, asi como su composicion. Por
este motivo, se realiz6 un cromatograma del extracto polifenolico, representado en la Figura 2.
Se puede observar un pico a los 23 minutos que corresponderia a la OLE. Asi como un pico a
11 min, que se corresponde con al HT, segln los tiempos de retencion por la columna de
extraccion reflejados en estudios previos (43). Alrededor de los 35min, se registran varios picos
que se podria pensar, teniendo en cuenta su polaridad, que podria corresponderse a una mezcla

de polifenol que no han sido caracterizados.
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Figura 2. Cromatograma del estandar de HT y OLE.
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La concentracion final del extracto era de 15 mg/mL. La concentracién de polifebol obtenida
es muy baja, una explicacion a este resultado podria ser el método de extraccion usado, que
podria no ser el mas adecuado. Otros autores sugieren métodos de extraccion mas eficientes

(44), pero que incluyen compuestos toxicos o dificiles de eliminar (24).

4.2.2 Gel con encapsulacion de alginato sodico

La Ilustracion 6 muestra el resultado de las primeras encapsulaciones de Alginato Sédico que
se realizaron, donde se puede ver que las esferas no son uniformes y que tienden mas a formar
una forma de gota que esférica. El tamafio de la particula es bastante grande. En la Ilustracion
7, se contempla que las particulas tienen un tamafio mas pequefio, las formas esféricas son mas
uniformes y se nota una mayor cantidad de encapsulacion. También se nota que la solucion de
Cloruro Calcico es mas coloreada que en la Ilustracion 6. El cambio de tamafo en las esferas
es debido a que las esferas realizadas en la [lustracion 7 se hicieron con una aguja 21G y también
que en vez de un volumen total de Cloruro Calcico de 25mL se cogié 60mL. Los resultados
obtenidos muestran una mejora en las caracteristicas fisicas con la adicion de la aguja y el
aumento del volumen de la solucion. Estudios previos (31,45), definen que el aumento del
volumen de Cloruro Célcico favorece la formacion de las esferas ya que dependen de la
concentracion del ion Ca?" disponible. Con el objetivo de favorecer atin mas la formulacion, se
podria realizar ensayos de eficacia de encapsulacion del principio activo, ya que se puede
considerar la pérdida de polifenoles, observando la coloracion presente en el Cloruro Calcico

debido a los colorantes alimentarios que se emplearon para visualizar la encapsulacion.

1lustracion 6. Primeras encapsulaciones realizadas llustracion 7. Encapsulacion después de cambio en
protocolo

Para la realizacion del vehiculo de las encapsulaciones de alginato, se realiza un gel con

consistencia “miel”. Con el objetivo de obtener la consistencia deseada se testaron diferentes

composiciones, ver la Tabla 2. La composicion que mejor correspondia a la consistencia

deseada a era la prueba 3. La composicion 3 fue la mas adecuada, ya que su composicion en
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CMC es mayor y que la CMC es el ingrediente clave para conseguir la textura ideal. La CMC
es un producto muy usado en la industria farmacéutica por su poder espesante y estabilizante.
En concentraciones superiores al 1% actiia como gelificante, lo que supone una consistencia

mas viscosa.

Tabla 2. Composicion del Gel

Componentes Prueba 1 Prueba 2 Prueba 3
CMC 0,50% 0,75% 1%
Glicerol 15% 15% 15%
Extracto 0,50% 0,50% 0,50%
H:O 84,0% 83,8% 83,50%
Total 100% 100% 100%

4.2.3 Gominolas

Para la elaboracion de las gominolas, se ensayaron varias composiciones, como precisa la Tabla
3. Con el objetivo de elegir la que mejor correspondia con las caracteristicas organolépticas
deseadas se desarrolla en Tabla 4. La prueba 1 fue descartada ya que contenia cristales de
sacarosa en su forma final y la consistencia era demasiada gomosa y pegajosa. Por este motivo,
se redujo el contenido en sacarosa en la prueba 2 y se aumentd el contenido en gelatina. El
resultado obtenido mejord en aspecto, pero no tanto en textura. La prueba 3 fue la que mejor

correspondia a los parametros de textura y aspecto, pero no en color.

Tabla 3. Composicion de las gominolas

Componentes Prueba 1 Prueba 2 Prueba 3 Prueba 3
Gelatina 3,5% 6,0% 6,0% 6%
Almidon 0,0% 0,0% 0,0% 5%
Sacarosa 40,0% 20,0% 20,0% 20%
Acido citrico 0,0% 0,0% 1,0% 1%
Extracto 0,5% 0,5% 0,5% 0,5%
H20 56,0% 73,5% 72,5% 67,5%
100,0% 100,0% 100,0% 100%

La prueba 4, fue la que mejor cumplia con las caracteristicas organolépticas elegidas. Esto se
debe a la adiciéon de almidon, que mejord el pardmetro color, pero también la textura,

contribuyendo a que se parezcan mas a las gominolas del mercado.
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Tabla 4. Resumen de las caracteristicas organolépticas en funcion de las diferentes pruebas.

Textura Aspecto Color = Adhesividad
Prueba 1 Rugosa, gomosa, pegajosa = Regular, translucido, heterogéneo = Palido Alta
Prueba 2 Rugosa, gomosa, pegajosa = Regular, translucido, homogéneo, Palido Alta
Prueba 3 Rugosa, gomosa, pegajosa = Regular, translucido, homogéneo = Palido Alta
Prueba 4 Masticable, pegajosa Regular, opaco, homogéneo Intenso Alta

Iustracién 8. Resultado de 2 lotes de gominolas‘ con la composicion 3

Como se puede observar en la [lustracion 8, aunque sean con la composicion 3 las gominolas
no tienen las caracteristicas organolépticas adecuadas a la venta. Se aprecia en la parte superior
del producto un precipitado opaco y con textura cristalizada. Los resultados obtenidos muestran
la posibilidad de formular gominolas con extracto polifendlico. Los resultados finales no fueron
los esperados, ya que se esperaba obtener formulaciones con mejores caracteristicas
organolépticas a pesar de seguirse parametros similares a investigaciones anteriores (35,36).
Esto podria deberse a las composiciones de las formulaciones, en cuanto a porcentajes, pero
también a la falta de compuestos importantes para la textura y el aspecto o a la alta solubilidad
de la sacarosa. Otra explicacion posible es el método de extraccion del molde de las gominolas,

por lo que se podria investigar el uso de agentes que lo mejoren.

Tabla 5. Pardametros de conservacion

Temperatura Lugar Tiempo
Lote 1 4°C Nevera 1 semana
Lote 2 25°C Estanterias 1 semana

En cuanto a la estabilidad de las gominolas, se ensayaron sometiéndolas a varios parametros,
como la temperatura y el lugar de conservacion, ver Tabla 5. Los lotes fueron conservados en
envases herméticos. Ninguno de los lotes fue estable. El lote 2 conservo durante mas tiempo las

mismas caracteristicas organolépticas, pero en ambos hubo crecimiento microbiologico.
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Ademas, al estar conservadas todas las unidades del lote juntas y al tener una alta adhesividad
se pegaron unas a otras. Para solventar el parametro de adhesividad, se intent6 recubrir las
unidades con cera comestible. Se eligid la cera por sus caracteristicas ya que, su caracter
liposoluble ayuda a la formacion de una capa protectora alrededor del producto. Esta estructura
protectora, al solidificarse previene de la contaminacién y favorece la estabilidad de la
formulacion. Por ello, se probaron 2 técnicas: la técnica de encamisado y la técnica de cobertura
por inmersion (46). Ninguna de las 2 técnicas nos permitié un resultado concluyente. En ambos
casos la gominola se derriti6. A diferencia de la hipodtesis inicial, los datos revelan que la
composicion de las gominolas no permite asegurar la estabilidad y conservacion del producto.
Estos resultados difieren de lo reportado en estudios previos, consiguieron estabilidad durante
2 meses de almacenamiento (47). Una explicacion posible es la falta de compuestos como los
conservantes y las técnicas de recubrimiento usadas. Estos resultados ofrecen informacion
cualitativa sobre la composicion de las gominolas, dejando posibles investigaciones sobre los
excipientes. Otra explicacion es el alto contenido hidrico de la formulacién, ya que favorece la
inestabilidad del producto. Por este motivo, muchos estudios apoyan el uso de recubrimientos
de diferentes tipos, uno de ellos trata la creacion de bioplasticos compatibles con la industria

alimentaria (48).
4.3 Ensayos

4.3.1 Ensayos de disolucién

Para realizar el ensayo de disolucion en primer lugar se evalud la solubilidad de las
encapsulaciones en medio acido o basico, para determinar su posible disolucion a pH gastrico
o intestinal, respectivamente. Para la evaluacion de la disolucion dcida se dispone 20mL de la
solucion &cido Clorhidrico 0,1M en un vaso de precipitado, con agitacion magnética a 110 rpm,
a temperatura 37°C. A este medio se anade 2mg de las esferificaciones. Para la evaluacion de
la disolucién basica, se utiliza los mismos protocolos que para la evaluacion en medio acido,

pero cambiando el medio. El que se usé es una solucion PBS (tampdn fosfato).
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Tabla 6. Resultado del ensayo de rotura de las encapsulaciones en medio dacido y bdasico.

Medio acido Medio basico
Tiempo Apariencia Tiempo Apariencia
(min) (min)

0 Esferas enteras, medio transparente 0 Esferas enteras, medio transparente

35 Cambio de color en el medio, 35 Esferas deterioradas, medio
Esferas con un contorno borroso transparente pero con particulas

disueltas

50 Cambio de color en el medio, 50 Deterioro casi completo de las esferas,

Esferas con un contorno borroso medio turbio

La Tabla 6 muestra los resultados del ensayo de rotura de encapsulacion en los dos medios. Se
aprecia que, para el medio acido, a los 35 minutos, se obtiene un cambio de color de las esferas
en el medio pero no se aprecia la rotura de las mismas. Se mantuvo en agitacion durante 50
minutos, sin ningin cambio significativo observable, ver la Ilustracion 9 en Anexo 1. Sin
embargo, en el medio basico, a los 35 minutos se observa deterioro de las esferas, pero ningiin
cambio de color del medio. Posteriormente, a los 50 minutos, se observa la desaparicion total o
casi total de las encapsulaciones y el medio se encuentra mucho mas turbio, ver Ilustracion 10
en Anexo 1. Teniendo en cuenta estos resultados, se decide realizar el ensayo de disolucion
2.9.5 RFE en medio basico. El ensayo de rotura permite la eleccion del medio de disolucion
que se usara para el ensayo 2.9.5 RFE. Se obtiene esta conclusion por la composicion de las
esferas, ya que estan formadas por la unién del ion calcio y los grupos carboxilo del alginato
(31). Al ser una unio6n io6nica, es sensible a la composicion idnica de la solucion en la que se
encuentre. Por lo que, al estar banada en un tampon fosfato, estos iones fosfato atrapan los iones
de calcio, lo que produce rotura de los enlaces formados y asi producir disolucion del principio
activo (49).

Se realiza el ensayo de disolucion 2.9.5 RFE (37), en medio basico. Para ello, se rellenan los
pocillos de 750mL del tampon fosfato (PBS) a pH=6,7. Se elaboraron 6 muestras de ambas
formulaciones, representando cada una un lote experimental. Con el objetivo de asegurar
confiabilidad y reproducibilidad en los resultados, cada uno de los 6 lotes fue dividido en tres
réplicas de igual cantidad. Las muestras triplicadas se sometieron al ensayo de disolucion. Para
la toma de las muestras del medio se evaltian distintos tiempos de disolucion: 0, 5, 10, 15, 30,
45,50, 55, 60, 70 y 90 min. En el HPLC se analizan dos muestras de ImL extraidas a los tiempos
0 y 60 min, con el objetivo de encontrar de manera cualitativa la HT y la OLE. El objetivo era
poder analizar la liberacion del principio activo, por ello primero se analizaron dos tiempos.

o Ensayo de disolucion del Gel con las perlas de alginato

El ensayo de disolucion del Gel con las perlas de alginato se realizé usando las muestras 1y 2.
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Como se puede ver en los diferentes cromatogramas de las muestras, no se obtuvieron picos
relevantes de la presencia de los principios activos. En la Figura 3 se aprecia un pico en el cual
se podia medir una aérea. En los demas cromatogramas, Figuras 5 a §, no se puede evaluar
ningln pico o aérea, ver Anexo 2. Por tanto, se puede inferir que no hay concentraciones de

polifenol detectables en esas muestras.
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Figura 3. Cromatograma del Triplicado 1 de la Muestra I del Gel con las Encapsulaciones de Alginato con extracto
polifendlico. (A) Cromatograma al tiempo 0 min. (B) Cromatograma al tiempo 60 min.
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Figura 4. Cromatograma del Triplicado 2 de la Muestra 1 del Gel con las encapsulaciones de Alginato con extracto
polifendlico. (A) Cromatograma al tiempo 0 min. (B) Cromatograma al tiempo 60 min.

Con los resultados obtenidos, en los ensayos de disolucion con la formulacion del gel con las
encapsulaciones de alginato se puede asumir que no se liberé el principio activo. Es probable
que las muestras analizadas no hayan sido representativas del comportamiento general. Una
explicacion posible es que el principio activo no estaba en concentracion suficiente para poder
apreciar su liberacion. Estos resultados permiten abrir una perspectiva de estudio de liberacion
del principio en la realizacion de formulaciones a base de los polifenoles. Otra explicacion

posible es que las perlas de alginato no se disgregaron por completo durante el ensayo, debido

21



a que las palas del aparato no generaban una rotacion suficientemente profunda para provocar
el efecto deseado o para mover las esferificaciones que quedaron alojadas en el fondo del vaso,
o bien que el disefio del ensayo no ha sido el adecuado y no se ha podido liberar de manera
adecuada el contenido de las perlas. Esto demuestra una de las limitaciones del estudio. Lineas
de investigacion posibles podrian contemplar mejorar la composicion de la formulacion,
afiadiendo al alginato otro vehiculo (49) o modificar el sistema de liberacion (34,35).
o Ensayo de disolucion de las Gominolas

El ensayo de disolucién de las gominolas no se llevd a cabo, por lo que no se presentan
resultados de liberacion del principio activo. No ejecutar este ensayo se explica por los
hallazgos encontrados en la anterior formulacion, con la inexistente deteccion o liberacion del
principio activo en la formulacion del gel con encapsulacion de alginato. El extracto PF en el
gel se encuentra en una matriz del alginato, que es de tamafio menor que la de las gominolas.
De modo que, al no encontrar liberacion de polifenoles en una formula donde la relacion
concentracion/tamano de particula es mayor, se preveian dificultades para encontrarla en la de
menor. Sin embargo, hay diversos estudios que indican que si encontr6 liberacion de
compuestos antioxidantes en formulaciones del tipo gominola (34,35), por lo que futuras lineas
de investigacion podrian ir encaminadas en primer lugar a aumentar la concentracién del

extracto disponible, y en segundo, vehiculizarlas en gominolas.

4.3.2 Ensayos microbiologicos

Para realizar el ensayo microbioldgico se inocularon 0,ImL de cada muestra de ambas
formulaciones, el gel con las perlas de alginato y las gominolas. EI muestreo de las gominolas
se realizd cogiendo un trozo de aproximadamente 3 milimetros, se colocaron en un tubo
Eppendorf de 1 ml y se afiadieron 750 uL de agua destilada. De este modo, se consiguid
resuspenderlas y asi poder inocular las placas. En cuanto al muestreo del gel con las perlas de
alginato, se cogieron 750 pL del gel y un par de las perlas y se colocé ambos en un tubo
Eppendorf de 1mL. Todo el ensayo ha sido realizado con las formulaciones que llevaba el
extracto polifendlico. Los ensayos sobre el medio de cultivo se realizan a las 24 horas y a las
72 horas ver Anexo 3. Como se observa en la Ilustracion 11, a las 24 horas de cultivo, la Gnica
muestra contaminada es la muestra E. Ademas, este crecimiento solo se nota en un medio, el
Miiller-Hinton. A la hora de examinar los cultivos a las 72 horas, en la Ilustracion 13 e
Ilustracion 14 se registra un alto contenido en colonias bacterianas, aunque existen muestras
que no lo presentan las muestras G, H y K. El resultado obtenido de las muestras A, B Cy D,

revela un crecimiento muy diferente de las demés muestras. Es importante destacar que no todas
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las muestran que presentan crecimiento bacteriano en un medio lo presentan en el otro. Esto se
explica por las caracteristicas del medio, ya que no se crece las mismas bacterias en ambos. En
el Miiller-Hinton se crece bacterias como Pseudomonas y Staphylococcus mientras que en Agar
Sangre se encuentra bacterias mas exigentes como Streptococcus pyogenes. Los resultados
presentan mas contenido en cuanto a crecimiento bacteriano a las 72 horas. En definitiva, se
puede establecer que ambas formulaciones estaban contaminadas. Esto implica que las
formulaciones no son estables al nivel microbiologico, por lo que no son aptas al consumo
humano. Sin embargo, estos resultados son contrarios a lo esperado, ya que son formulaciones
con el extracto polifendlico, con potenciales propiedades antimicrobianas descritas (17) , por lo
que este crecimiento deberia ser menor o casi nulo. Estudios previos (50), sefialan que
concentraciones equivalentes a 62,5 mg/mL de extracto polifenodlico, pueden implicar una
desaparicion del crecimiento bacteriano. Los resultados encontrados en este trabajo son
opuestos en este sentido, y podrian deberse a la baja concentracion del extracto trabajado. Otra
explicacion es el alto contenido hidrico de las formulaciones o el hecho de que la realizacion de
todas las formulaciones no se desarrolld en entornos estériles o bajo de campanas de flujo
laminar. Futuras investigaciones podrian contemplar repetir los ensayos con mejorias al nivel

de las composiciones de las formulaciones, o elaborandolas en condiciones de esterilidad.

4.3.3 Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS)

Los resultados obtenidos en este trabajo se pueden alinear con los ODS. En primer lugar, se
pueden relacionar con el ODS 3 que trata de la Salud y del Bienestar, puesto que se desarrolla
formulaciones nutricosméticas con propiedades antioxidantes. En segundo lugar, al usar un
extracto derivado de AOVE y fomentar el uso de compuestos biodegradables se alinea con el
ODS 12 de Produccién y Consumo responsable. Finalmente, los resultados obtenidos ofrecen
la posibilidad de investigar en diversas lineas, lo que se desarrolla en el ODS 9 de Industria,

Innovacion e Infraestructura.

5 Conclusiones

En resumen, los resultados obtenidos permiten sostener que:

- La formulacion nutricosmética a partir de un extracto de AOVE fue posible, pero se
necesitan mejoras al nivel de formulacion, principalmente en las caracteristicas
organolépticas.

- La estabilidad microbiolégica no se ha podido conseguir, ya que existié crecimiento

microbioldgico en todas las muestras analizadas.
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Los ensayos de disolucion desarrollados de las formulaciones no son determinantes, ya
que no se consiguio el perfil de liberacion del extracto polifenolico.

Los estudios de capacidad antioxidante no son concluyentes, debido a la muerte
presentada por las lineas celulares, lo que puede demostrar un fallo en la capacidad
antioxidante del extracto o una composicion oxidante del mismo debido al proceso de
extraccion.

Los resultados obtenidos se alinean con los ODS 3 de Salud y Bienestar, el ODS 9 de
Industria, Innovacién e Infraestructura y el ODS 12 de Produccién y Consumo

responsable.
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7 Anexos

7.1 Anexo 1. Resultado del ensayo de rotura de las encapsulaciones de

Alginato Sddico.

Hlustracion 9. Ensayo de rotura de las encapsulaciones en medio dcido. (4) encapsulacion al principio del ensayo. (B)
encapsulacion en la mitad del ensayo. (C) encapsulacion al final del ensayo.

[lustracion 10. Ensayo de rotura de las encapsulaciones en medio basico. (A) encapsulacion al principio del ensayo. (B)
encapsulacion en la mitad del ensayo. (C) encapsulacion al final del ensayo.
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7.2 Anexo 2. Cromatogramas de los ensayos de disolucion del gel con las
encapsulaciones de Alginato

mAU -]
25

25 .
5 |
75 \
4104
125 '

15 A

-17.6 =

5 10 15 20 25 30 35 40 45 min

Figura 5. Cromatograma del Triplicado 3 de la Muestra 1 del Gel con las encapsulaciones de Alginato con extracto PF. (4)
Cromatograma al tiempo 0 min. (B) Cromatograma al tiempo 60 min.
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Figura 6. Cromatograma del Triplicado 1 de la Muestra 2 del Gel con las encapsulaciones de Alginato con extracto PF. (4)
Cromatograma al tiempo 0 min. (B) Cromatograma al tiempo 60 min.

32



5 | (

_— e et ’~‘f_
!
|
175~ ‘
T T T T . ! r T T : T T T |
— % % 40 mir

Figura 7. Cromatograma del Triplicado 2 de la Muestra 2 del Gel con las encapsulaciones de Alginato con extracto PF. (4)
Cromatograma al tiempo 0 min. (B) Cromatograma al tiempo 60 min.
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Figura 8. Cromatograma del Triplicado 3 de la Muestra 2 del Gel con las encapsulaciones de Alginato con extracto PF. (4)
Cromatograma al tiempo 0 min. (B) Cromatograma al tiempo 60 min.
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7.3 Anexo 3: Resultados de los ensayos microbioldgicos de las

formulaciones nutricosmética

llustracion 11. Resultados ensayo microbioldgico, en placas Miiller-Hinton a 24h. (A): Ensayo del lote 4 de gominola. (B):
Ensayo del lote 2 de gominola. (C): Ensayo del lote 1 de gominola. (D): Ensayo del lote 3 de gominola. (E): Ensayo del lote
2 del gel con las perlas de alginato. (F): Ensayo del lote 1 del gel con las perlas de alginato. (G): Ensayo del lote 5 de
gominola. (H): Ensayo del lote 6 de gominola. (I): Ensayo del lote 6 del gel con las perlas de alginato. (J): Ensayo del lote 5
del gel con las perlas de alginato. (K): Ensayo del lote 3 del gel con las perlas de alginato. (L): Ensayo del lote 4 del gel con

las perlas de alginato.

Ilustracion 12. Resultados ensayo microbiologico, en placa agar sangre a 24h. (A): Ensayo del lote 4 de gominola. (B):
Ensayo del lote 2 de gominola. (C): Ensayo del lote 1 de gominola. (D): Ensayo del lote 3 de gominola. (E): Ensayo del lote
2 del gel con las perlas de alginato. (F): Ensayo del lote 1 del gel con las perlas de alginato. (G): Ensayo del lote 5 de
gominola. (H): Ensayo del lote 6 de gominola. (I): Ensayo del lote 6 del gel con las perlas de alginato. (J): Ensayo del lote 5
del gel con las perlas de alginato. (K): Ensayo del lote 3 del gel con las perlas de alginato. (L): Ensayo del lote 4 del gel con

las perlas de alginato
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llustracion 13. Resultado ensayo microbiolégico, en placa Miiller-Hinton a 72h. (4): Ensayo del lote 4 de gominola. (B):
Ensayo del lote 2 de gominola. (C): Ensayo del lote I de gominola. (D): Ensayo del lote 3 de gominola. (E): Ensayo del lote
2 del gel con las perlas de alginato. (F): Ensayo del lote I del gel con las perlas de alginato. (G): Ensayo del lote 5 de
gominola. (H): Ensayo del lote 6 de gominola. (I): Ensayo del lote 6 del gel con las perlas de alginato. (J): Ensayo del lote 5
del gel con las perlas de alginato. (K).: Ensayo del lote 3 del gel con las perlas de alginato. (L): Ensayo del lote 4 del gel con
las perlas de alginato

llustracion 14. Resultado ensayo microbiologico, en placas agar sangre, a 72h. (A): Ensayo del lote 4 de gominola. (B):
Ensayo del lote 2 de gominola. (C): Ensayo del lote I de gominola. (D): Ensayo del lote 3 de gominola. (E): Ensayo del lote
2 del gel con las perlas de alginato. (F): Ensayo del lote I del gel con las perlas de alginato. (G): Ensayo del lote 5 de
gominola. (H): Ensayo del lote 6 de gominola. (I): Ensayo del lote 6 del gel con las perlas de alginato. (J): Ensayo del lote 5
del gel con las perlas de alginato. (K).: Ensayo del lote 3 del gel con las perlas de alginato. (L): Ensayo del lote 4 del gel con
las perlas de alginato
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