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Resumen

La microencapsulacion permite la obtencion de hidrogeles capaces de
proteger y manterner la estabilidad de bioactivos en condiciones adversas.
No obstante, la estructura del hidrogel presenta permeabilidad, lo cual
puede afectar la funcionabilidad del bioactivo microencapsulado. Ante esto,
el recubrimiento con proteinas es una solucion ampliamente utilizada. Por
otro lado, sangre bovina (SB) y clara de huevo (CH), son fuentes proteicas
que aun no han sido aprovechadas como material de recubrimiento para
hidrogeles. En este estudio, produjimos hidrogeles de pectina (Hpec) ¥
alginato (HaLc) recubiertos con proteinas de SB y CH a distintas
concentraciones (2, 4, 8, 10%). Los hidrogeles, fueron caracterizados en
cuanto a adsorcién proteica, humedad, ceniza, morfologia y tamafio medio.
Posteriormente, los hidrogeles con recubrimiento proteico de mayor
concentracion (10%) fueron expuestos a condiciones gastrointestinales in
vitro, y evaluados en cuanto a resistencia fisica y solubilidad proteica. Fue
observado, que la cantidad adsorbida de proteinas fue significativamente
mayor en Hpec (p<0.05) comparado con Ha g, independientemente del tipo y
concentracion de proteina utilizada. Asimismo, el incremento de la
concentracion de proteina en solucién resultd en mayor adsorcién de
proteina independientemente del tipo de hidrogel. Las estructuras de Hpgc
recubiertos cedieron al final de la simulacion gastrointestinal, en cambio,
Halc recubiertos mostraron resistencia. Paralelamente, los valores de
solubilidad proteica, sobrepasaron el 80% cuando los hidrogeles recubiertos
fueron expuestos a condiciones intestinales. Los resultados encontrados
demuestran que es posible la utilizacion de la sangre bovina y clara de
huevo como material de recubrimiento de hidrogeles, logrando los efectos
esperados, en cuanto a adsorcion solubilidad en ambientes especificos. De
manera que, el uso de esta tecnologia tiene un gran potencial para futuros

usos en la industria de alimentos y farmacéutica.

Palabras claves: hidrogeles, gelificacion ionica, sangre bovina, clara de

huevo, resistencia gastrointestinal.



Abstract

Microencapsulation allows the obtaining of hydrogels capable of protecting and
maintaining the stability of bioactive agents in adverse conditions. However, the
structure of the hydrogel presents permeability, which can affect the
functionality of the microencapsulated bioactive material, therefore, the coating
with proteins is a widely used solution. On the other hand, bovine blood (SB)
and egg white (CH) are protein sources that have not yet been used as a
coating material for hydrogels. In this study, we produced pectin hydrogels
(HPEC) and alginate (HALG) coated with SB and CH proteins at different
concentrations (2, 4, 8, 10%). Which were characterized in terms of protein
adsorption, humidity, ash, morphology and average size. Subsequently, the
hydrogels with protein coating of higher concentration (10%) were exposed to
gastrointestinal conditions in vitro, and evaluated in terms of physical resistance
and protein solubility. It was observed that the adsorbed amount of proteins was
significantly higher in Hpec (p <0.05) compared to Ha g, regardless of the type
and concentration of protein used. Likewise, the increase in protein
concentration in solution resulted in higher protein adsorption regardless of the
type of hydrogel used. The structures of coated Hpec yielded at the end of the
gastrointestinal simulation, whereas, coated Hagc showed resistance. In
parallel, protein solubility values exceeded 80% when the coated hydrogels
were exposed to intestinal conditions. The results show that it is possible to use
bovine blood and egg white as hydrogel coating material, achieving the
expected effects, in terms of adsorption, resistance and solubility in specific
environments. So, the use of this technology has great potential for future uses

in the food and pharmaceutical industry.

Keywords: hydrogels, ionic gelation, bovine blood, egg white, gastrointestinal

resistance.
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INTRODUCCION

La microencapsulacion es una tecnologia utilizada para preservar y/o
proteger componentes alimenticios sensibles de factores como, el calor, la
humedad, el pH, etc., dentro de matrices poliméricas (microparticulas,
microcapsulas, microesferas, hidrogeles, etc.) (Paulo y Santos, 2017). A su vez,
una de las técnicas mas utilizadas es la gelificacion i6nica debido al uso de
polisacaridos atoxicos seguros para consumo humano. Sin embargo, esta
técnica produce hidrogeles porosos, caracteristica que limita la resistencia
fisica de hidrogeles. Con la finalidad de disminuir la porosidad y mejorar las
caracteristicas de proteccion del hidrogel, ha sido propuesto en la literatura el
recubrimiento por interaccion electrostatica con proteinas de carga opuesta
para formar complejos electrostaticos (Patil et al., 2010). EIl recubrimiento de
hidrogeles con proteinas mediante interaccion electrostatica tiene importancia
en diversas areas como: biologia, medicina, biotecnologia y alimentos (Al-
tahami y Singh, 2007).

Las proteinas de sangre bovina tienen propiedades funcionales
deseables por la industria alimentaria, que incluyen capacidad de
emulsificacion, gelificacion, retencién de agua y colorante natural (Ofori y Hseih,
2011). La hemoglobina presente en la sangre bovina es fuente de hierro heme,
con alta tasa de adsorcion, constituyéndose en una excelente fuente de hierro
para el suplemento nutricional (Walter et al., 1993; Walker, 1998; Simdes et al.,
1999). Asi mismo, las proteinas de la clara de huevo poseen importantes
proteinas funcionales con propiedades espumantes, gelificantes, entre otros,
siendo de gran importancia para la industria alimenticia (Powrie y Nakai, 1986).
La principal proteina de la clara de huevo: la ovoalbumina, posee estructura
globular con alto valor nutritivo y propiedades funcionales (Delben y Stefancich,
1998). Cabe descatar que, las fuentes proteicas mencionadas anteriormente
aun no han sido utilizadas en su estado natural para el recubrimiento de

hidrogeles.

Frente a lo expuesto, nuestra hipotesis de investigacion fue que la capa
proteica adsorbida en la superficie de hidrogeles podria mejorar su resistencia
fisica para proteger efectivamente al principio activo durante el transito por el

tracto gastrointestinal in vitro.



Por consiguiente, para probar la hipétesis formulada, hidrogeles de
pectina y alginato fueron recubiertos con proteinas de sangre bovina y clara
de huevo. Los hidrogeles con mayor porcentaje de proteina adsorbida (10%)
fueron sometidos posteriormente a condiciones simuladas del tracto
gastrointestinal. Cambios morfolégicos en los hidrogeles y el
desprendimiento (solubilidad) de la proteina adsorbida fueron utilizados para

comparar la resistencia de los hidrogeles

El objetivo de este trabajo fue evaluar el comportamiento de los
hidrogeles producidos por gelificacion ionica utilizando alginato y pectina
frente al recubrimiento con proteinas de sangre bovina y clara de huevo. La
resistencia de los hidrogeles con o sin recubrimiento proteico fue evaluada
mediante la solubilidad de las proteinas adsorbidas y los cambios

morfologicos ocurridos durante la simulacidén gastrointestinal in vitro.
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. REVISION DE LITERATURA

2.1. Microencapsulacion.

La tecnologia de la microencapsulacion busca proteger un principio
activo en estado soélido, liquido o gaseoso dentro de una matriz resistente y
estable. La estructura que se forma a partir del agente encapsulante alrededor
del nucleo se denomina pared, la cual protege al activo frente a condiciones
adversas y facilita su liberacion controlada en ambientes especificos (Gibbs
et al., 1999; Young et al., 1992; Madene et al., 2006).

Actualmente, la microencapsulacion es aplicada para preservar diversas
variedades de ingredientes aplicados en la industria farmacéutica, bioldgica,
cosmeética, grafica y de alimentos (Pszczola, 1998; Brazel, 1999; Gibbs et al.,
1999). En el area de alimentos es utilizado para proteger componentes
sensibles, a condiciones adversas como calor, humedad, pH, permitiendo
mantener la viabilidad del producto (Yafiez et al., 2002). Asi mismo, promueven
alta resistencia durante el procesamiento y empaquetamiento de productos
alimenticios optimizando el sabor, aroma, valor nutritivo, y estabilidad de los
productos (Montes et al., 2007). Por otro lado, varios términos son utilizados
para describir a las matrices encapsulantes, que incluyen: microparticulas,
microesferas, microcdpsulas, microperlas, hidrogeles, entre otros. Por lo que, el
uso de la terminologia adecuada para denominar la matriz obtenida va a
depender de su dimensién (promedio de 0.5-1000 micrones de tamafio medio),

estructura y aplicacién (Campos et al., 2013).

Las microparticulas presentan morfologias variadas, algunas poseen
geometria esférica con una fase interna continua cubierta por una pared
continua (particula simple), en contraste a otras microparticulas que tienen
geometria irregular con la fase interna dispersada en una matriz de material de
pared (Shahidi y Han, 1993; Thies, 1996).



(a) (b) (©)
Figura 2.1. Diferentes morfologias de matrices obtenidas por microencapsulacion:
(a) microcapsula, (b) microesfera, (c) hidrogeles (Nesterenko et al., 2013).

2.2. Hidrogeles.

Los hidrogeles responden al concepto de redes poliméricas, estos son
estabilizados por entrecruzamientos fisicos o quimicos, a su vez, presentan gran
capacidad de absorber agua o fluidos sin alterar su estructura tridimensional
(Dragan, 2014). Sus estructuras porosas son altamente permeables vy
promueven el intercambio de oxigeno, nutrientes y metabolitos. Adicionalmente,
son biocompatibles y presentan propiedades que se asemejan a tejidos
bioldgicos, a causa de su alto contenido de humedad y a su textura suave y
elastica (Lee y Mooney, 2012). Ante lo anteriormente expuesto, los hidrogeles
representan una alternativa innovadora para el desarrollo de sistemas de
liberacion controlada de farmacos y bioactivos (Hoare y Kohane, 2008; Lee et
al., 2013).

2.2.1. Aplicaciones de hidrogeles.

Las aplicaciones de los hidrogeles para la encapsulacion, proteccion y
liberacién de compuestos bioactivos son diversas, teniendo como foco de mayor
interés, aquellos que se producen a partir de biopolimeros de grado alimenticio
(proteinas y / o polisacaridos) debido a que son adecuados para encapsular una
variedad de agentes bioactivos para uso oral e ingestion (McClements, 2017).

Por otro lado, los nutracéuticos son moléculas bioactivas presentes en
algunos alimentos que promueven la salud y el bienestar del ser humano
(Espin et al., 2007; Herrero et al., 2006; Wildman y Kelley, 2007). Sin embargo,
la eficacia de la mayoria de estos se encuentra limitada por sus caracteristicas

desfavorables de baja solubilidad, baja estabilidad quimica, y baja



biodisponilidad (Huang et al., 2010; McClements et al., 2009; Velikov y Pelan,
2008). Una solucion a este problema es la microencapsulacion en hidrogeles,
producidos a partir de proteinas y / o polisacéridos las cuales pueden mejorar
la funcionabilidad de los nutracéuticos protegiéndolos de factores externos.

El revestimiento de hidrogeles con proteinas puede ser empleado
cuando se desea gque un activo sea liberado en areas especificas del cuerpo
humano. Un ejemplo de esto seria la liberacion de bioactivos inestables en el
ambiente del colon. Para que sea posible, se necesita de una matriz recubierta
con proteinas que lo proteja de la degradacién durante el transito por el
estbmago e intestino delgado, para que luego los liberen en el lugar del coélon
(Solanki et al., 2013).

En la actualidad es de gran interés el desarrollo de hidrogeles sensibles
a un estimulo, o “hidrogeles inteligentes”, estos al recibir un estimulo externo o
interno (pH, temperatura, etc.), lo transmiten y procesan, produciendo un efecto
utilizable. Y asi, el disefio de nuevos sistemas con el empleo de estimulos
internos (pH, temperatura) que predominen sobre los estimulos externos es de

gran utilidad (George y Abraham, 2006).
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Figura 2.2. Esquematizacion de la liberacion de un bioactivo a partir de un hidrogel

hidrofilico, sensible al pH (Agtiero, 2016).

2.2.2. Biopolimeros utilizados para producir hidrogeles
Biopolimeros tales como polisacaridos que incluyen alginatos y pectinas
son utilizados como material encapsulante de bioactivos para su posterior
liberacion, debido a su disponibilidad, precio accesible y estructuras apropiadas.

Asi mismo, estas estructuras son modificables, estables, atoxicas, hidrofilicas,



biodegradables y formadoras de gel. Estos incluyen polisacaridos de origen
natural obtenidos de plantas (goma guar, inulina), algas (alginatos) o
microbianos (dextranos), entre otros. Ademas, debido a que estos polisacaridos
pueden ser descompuestos por la microflora del colon en monosacaridos
simples, hacen gque sean reconocidos como seguros para su consumo (Ashord
et al., 1993).
Sobre la base de las ideas expuestas, es justificable el uso de los ya
mencionados biopolimeros para la produccién de hidrogeles nutricionalmente
eficientes con destino al consumo humano, debido a sus caracteristicas

inocuas y nutritivas que podrian ser beneficiosas para la poblacién.

2.2.2.1. Pectina.

La pectina es un polisacarido aniénico que cuenta con una estructura
lineal, formada por regiones lisas y peludas, cuenta con varias unidades de
polimeros tales como acido o -(1—4)-D-galacturonico (Pérez et al., 2000). Esta
se encuentra generalmente en frutas citricas, principalmente en el limén. De
esta forma, la pectina se ha usado en la industria alimenticia (Willats et al.,
2006) y en la industria farmacéutica (Valenta, 2005). Este polisacarido forma

matrices con alta capacidad de adsorcién de agua (Guilherme, 2010).
2.2.2.2. Alginato.

Quimicamente el alginato es un compuesto co-polimérico, con estructura
lineal de alta masa molar con secciones rigidas y flexibles. Esta conformado
por dos tipos de &cidos urdnicos: acido B-D manurdnico (M) y acido a-L
gulurénico (G) sus bloques pueden ser homopoliméricos o heteropoliméricos
(Cottrell y Kovacs, 1980; Draget y Taylor, 2011). Las unidades G pueden
formar geles debido a su capacidad de interaccion con iones divalentes (Strém
et al., 2009). Debido a esto, son capaces de formar geles estables, las cuales
poseen mayor permeabilidad en comparacion con alginatos que contienen altos
niveles de unidades M (Martinsen, Skjak-Breek y Smidsrad, 1989). Las
interacciones de los alginatos se desarrollan segun el modelo "caja de huevos"
(Grant et al., 1973) y presentan valor de pKa entre 3.20 — 3.38 (Martinsen et al.,
1992).



Ademas, es un biopolimero biocompatible que posee ventajas sobre otros
biopolimeros debido a su menor tasa de degradacion, es hidrofilico y

relativamente inerte (Rahman et al., 2006).
2.2.2.3. Proteinas de clara de huevo.

El huevo es uno de los productos alimenticios de consumo humano mas
ampliamente usados en todo el mundo, sin importar raza o religion (Stadelman y
Cotterill, 2001). Se encuentra altamente disponible en la naturaleza, considerado
como la mejor fuente de proteinas debido a su variada composicion aminocidica.
No obstante, su nivel de consumo ha ido decreciendo en los dltimos tiempos,
debido a que ciertas comunidades cientificas han alarmado a la poblacién sobre
el alto contenido graso y de colesterol que posee. No obstante, es bien sabido el
huevo aporta beneficios nutricionales Unicos que involucran el aporte de
aminoacidos esenciales, acidos grasos Yy algunos minerales y vitaminas

indispensables en la alimentacion cotidiana (Carbajal, 2006).

Los huevos presentan tres constituyentes principales: cascara (9 - 12%),
clara (60%) y yema (30-33%) (Kovacs-Nolan et al., 2005). Las proteinas del huevo
se distribuyen entre la clara y la yema, mientras que los lipidos se concentran

principalmente en la yema (Stadelman y Cotterill, 2001).

La clara de huevo contiene 9.7-10.6% de proteina, de las cuales se han
identificado y aislado méas de 24 diferentes tipos de proteina (Mine, Shahidi,
2006). La principal proteina es la ovoalbumina (54%), conalbumina (12%),
ovomucoide (11%), ovomucina (3.5%), y lisozima (3.4%) (Mine, 1995). Cada una
de estas proteinas tiene gran potencial para su uso en la industria alimentaria y
farmacéutica, ya sea en su estado natural o como aislados proteicos, debido a
sus multiples propiedades, es una area emergente de investigacion con diversas
aplicaciones. Por ejemplo, la ovotransferrina se emplea como transportador de
metales, agente antimicrobiano y anticancerigeno, en cambio la lisozima se usa
principalmente como conservante de alimentos. Por su parte, la ovoalbumina se
usa ampliamente como suplemento nutricional y la ovomucina como un agente de
supresion tumoral. Asi también, a pesar de que el ovomucoide sea el principal
alérgeno del huevo, puede inhibir el crecimiento de tumores y, de esta forma,
puede usarse como un agente anticancerigeno (Abheyrathne et al., 2013).



2.2.2.4. Proteinas de sangre bovina

Hoy en dia la sangre resultante del beneficio del ganado vacuno es
descartada en el medio ambiente, contribuyendo a la contaminacién ambiental.
Aunque, si bien es cierto en paises de mayor industrializacion, la sangre es
tratada antes de ser descartada en el ambiente, lo cual requiere mayores gastos.
Por lo que, con la finalidad de minimizar la perdida de este subproducto y mitigar
su impacto en el ambiente se han desarrollado estrategias que implican la
utilizacion de la sangre bovina a gran escala, generando productos con valor
agregado destinados a la alimentacion humana y animal (Hseih y Ofori, 2011).

El contenido de la sangre bovina consta de 80.9% de agua, 17.3% de
proteina, 0.23% de lipidos, 0.07% de carbohidratos y 0.62% de minerales
(Duarte et al., 1999). Ademas, las proteinas de la sangre poseen propiedades
funcionales deseables, que incluyen capacidad de emulsificacién, gelificacion y
retencion de agua. A causa de esto, la sangre bovina es usada en la industria
alimentaria, como agente gelificante y colorante natural. Cabe destacar que la
hemoglobina, que se encuentra constituyendo los glébulos rojos, representa
alrededor del 50% del total de las proteinas presentes (Liu et al., 1996; Hseih y
Ofori, 2011). El contenido de hierro heme de la sangre es de alta absorcion,
resultando un recurso Util para combatir la anemia ferropénica (Walter et al.,
1993; Hseih y Ofori, 2011).

Ademas, del alto contenido de hierro, la sangre también contiene
proteinas esenciales, que pueden ser empleadas para mejorar el contenido
nutricional de alimentos (Nogueira, 1992). Para tal fin, la obtencion de sangre
debe ser realizada en aislamiento de cada animal, en recipientes separados,
teniendo en cuenta las buenas préacticas de higiene en el proceso de recoleccion

y pre-tratamiento del subproducto (Ribeiro et al., 2006).

2.2.3. Produccion de hidrogeles.

Diferentes métodos son utilizados para la produccion de hidrogeles, cada
uno con diferentes propiedades, cuyos productos finales incluyen hidrogeles
solubles e insolubles en agua, en ellos se producen estructuras deseables para
la industria alimentaria, farmaceutica, quimica, cosmética, entre otros (Kruif,

Weinbreck y Vries, 2004). Generalmente, podemos dividir los métodos en tres
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grupos: 1) métodos fisicoquimicos: coacervacion simple o compleja
(separacion de la fase acuosa), evaporacion de disolvente de emulsion (consiste
en la evaporacion de la fase orgénica), en emulsion, solidificacién, envolvimiento
liposomal y gelificacion ionica; 2) métodos fisicos: spray drying (secado por
aspersion), spray coating (revestimiento por aspersion), spray chilling, lecho
fluidizado extrusion, centrifugacion con multiples orificios, co-cristalizacion,
liofilizacion; 3) métodos quimicos: polimerizacion interfacial, inclusiéon molecular
(Jacksony Lee, 1991; Dziezak, 1988; Ré, 1998; Gibbs et al., 1999).

2.2.3.1. Gelificacién i6nica.

La tecnica de la gelificacion idnica nos brinda un ambiente de trabajo con
condiciones suaves, siendo un proceso de bajo costo y sencillo. Este proceso,
se basa en la interaccion de las moléculas presentes en solucién acuosa de
biopolimero que entra en contacto con algun ion de bajo peso molecular con el
objetivo de formar un complejo (hidrogel). Los polisacaridos mas empleados
como material de pared, son pectina citrica y alginato de sodio, entre otros
(Mestdagh y Axelos, 1998). Posteriormente, en el proceso de endurecimiento del
hidrogel los iones se contintan difundiendo en el polisacéarido lo que produce
gue el gel se vaya endureciendo con el tiempo. Es importante mencionar que la
dureza del gel es manipulable, modificando las condiciones de pH,

concentracion de iones, concentracion de polisacarido, etc. (King, 1988).
2.2.3.2. Interaccion electrostatica.

Los hidrogeles obtenidos por gelificacion idnica presentan alta porosidad
y elevado indice de difusion, lo cual puede acelerar la liberacion del bioactivo
encapsulado (Sezer y Akbuga, 1999). Por esta razon, ha sido propuesta la
formacion de complejos estables de polisacaridos con proteinas, basada
principalmente en la interaccion electrostatica entre dos biopolimeros con carga
opuesta, resultando en la formacion de un complejo sobre la superficie del
hidrogel (Thu et al., 1996).

Las proteinas adquieren carga positiva en un valor de pH debajo de su

punto isoeléctrico, facilitando la interaccién con grupos carboxilicos disponibles
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cargados negativamente en la superficie de hidrogeles gelificados, y

consecuentemente formando complejos estables sobre el hidrogel (Ye, 2008).

Los complejos electrostaticos pueden ser afectados por pH, fuerza idnica,
temperatura y la concentracion de la solucion (Jones y McClements, 2010).

2.2.3.2.1. Punto isoeléctrico (pl).

El punto isoeléctrico es una propiedad de las proteinas, en la cual
corresponde al valor del pH donde el niUmero de sus cargas positivas y negativas
de la proteina estan en equilibrio, dando como resultado una molécula de carga
neta neutra. Entonces, en condiciones de pH bajo (pH <pl) las proteinas se
cargan positivamente, mientras que en condiciones de pH alto (pH> pl) las

proteinas adquieren carga negativa (Bremer et al., 2004).
2.2.3.2.2. Constante de disociacion acida (Pka).

El pKa es el logaritmo negativo de la constante de disociacion &acida de
un acido débil, se refiere a la fuerza que tienen las moléculas al disociarse.
Por lo que, un acido es mas fuerte cuanto menor es su pKa y en una

base ocurre lo contrario (Harris, 2001).

Cuando se tiene un valor de pH superior al valor del pKa de un polimero,
este se vuelve sin carga, pudiendo liberar sustancialmente agentes terapéuticos
o bioactivos (Al-tahami y Singh, 2007). Bae et al. (2001) describieron polimeros
sensibles al pH que contienen grupos sulfonamida, éstos muestran variaciones
en la capacidad de hinchamiento y solubilidad en funcion del pH. El polimero

sensible al pH puede formar un hidrogel.
2.2.3.3. Coacervacion compleja.

La coacervacion compleja es un suceso espontaneo que se da lugar a
través de la interaccion electrostatica entre dos polimeros cargados
opuestamente solubles en un sistema acuoso, la consecuente neutralizacion de
las cargas conlleva a una separacion espontanea de fases (una fase rica en
polimeros y una fase pobre en polimeros) (Kruif, Weinbreck y de Vries, 2004; Liu

et al., 2015; Schmitt et al., 1998). Este suceso es influenciado por factores que
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incluyen el pH, la concentracion de los polimeros, la fuerza i6nica y la
temperatura, las cuales conducen a la formacion de coacervados complejos que
precipitan (Eghbal y Choudhary, 2017).

Actualmente la coacervacion compleja es una de las técnicas de
microencapsulacion que ha ganado gran interés en la industria debido a su alta
capacidad para encapsular nutraceudticos, puesto que funciona a bajas
temperaturas, lo que reduce la pérdida por evaporacion de compuestos volatiles,
y ademas tiene gran relevancia en el tema liberacion controlada de nutraceuticos
(Taneja, Amit y Singh, 2012). A su vez, este proceso es apropiado para
encapsular sustancias hidrofébicas, como por ejemplo el aceite de semilla de
chia (Timilsena et al., 2016), aceite de palma y B-Caroteno (Rutz et al., 2016),
vitamina E (Alencastre, 2006), licopeno (Silva et al., 2012).

2.3. Adsorcion de proteinas.

La adsorcion de una molécula de proteina comprende su transferencia de
una fase en solucion a una superficie solida adyacente, la acumulacion de estas
moléculas en la interface resultante ocurre debido a fuerzas de interaccion entre
la molécula de proteina y la superficie del sélido (Khetreddin, Zhang y Akbulut,
2013). A su vez, la adsorcion consta de los siguientes cuatro pasos: (a) difusion
masiva, (b) adsorcién, (c) despliegue de proteinas, y (d) difusién lateral y

reordenamientos proteina-proteina (Tripp, Magda y Andrade, 1995).

Parametros como concentracion de proteina, pH, fuerza ibnica y
temperatura, promueven las interacciones electrostaticas en el proceso de
adsorcion (Mahdavinia y Etemadi, 2016). Otro aspecto importante es la fuerza
motriz, puesto que afectard, la cantidad adsorbida, la estructura de la capa
adsorbida y la cinética de adsorcion. En comparacion, con los homopolimeros
mas simples (no cargados), la fuerza motriz para la adsorcion de proteinas es

generalmente mas compleja (Zhang y Dalgleish, 2004).

Las repulsiones electrostaticas proteina-proteina disminuyen cuando
estan en el punto isoeléctrico permitiendo densidades de carga mas altas en la
superficie. En consecuencia, los rangos de adsorcién son altos cuando la

proteina y el sustrato soportan cargas opuestas, ya que las atracciones
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electrostaticas aceleran la migracion. Sin embargo, generalmente se observa
una carga maxima total de adsorcion en el punto isoeléctrico (Demaneche et al.,
2009; Hook et al., 1998).

Cuando la proteina se desdobla expone a otras moléculas sus grupos
hidrofobicos, la formacion de enlaces proteina-proteina es frecuente en
proteinas de estructura globular (Pugnaloni et al., 2004). Proteinas de sangre
bovina y proteinas de clara de huevo poseen estructura globular, capaces de
formar enlaces quimicos y fisicos con otras moléculas de proteina. Cuando se
adsorbe proteina de soluciones conteniendo alta concentracion, la interaccion
proteina-proteina es posible. La posible explicacion de la formacion de
multicapas proteicas, es que la segunda capa se enlaza en el lado superior o por
debajo de la capa original. También es posible que la segunda capa proteica se
adsorba en espacios vacios ocasionados por la primera capa proteica sobre
superficie o que también es posible de alterar la estructura de la primera capa

que fue adsorbida, permitiendo adsorcion adicional (Dalgleish et al., 1991).

Por otro lado, las superficies de los hidrogeles producidas por
gelificacion iénica con iones de calcio presentan alta porosidad, y estos podrian
no ser capaces de proteger el bioactivo en su totalidad frente a condiciones
adversas (Allan-Wojtas et al., 2008; Smidsrod, 1974). Para confrontar este
problema, la literatura propone el recubriendo de los hidrogeles como una capa
proteica (Wu et al., 2013).

2.4. Solubilidad de proteinas.

La solubilidad de la proteina se expresa comunmente como solubilidad
del nitrogeno en agua, indice de solubilidad en nitrégeno, proteina soluble en
agua o indice de dispersabilidad de proteinas (Wolf y Cowan, 1975). Se refiere a
la capacidad de una proteina para disolverse y formar una solucion homogénea
del soluto en el solvente. La solubilidad se ve muy afectada por los cambios de
pH y, por lo general, es la propiedad funcional mas afectada debido al

procesamiento, lo que repercute en otras funcionalidades (Tybor et al., 1973).

Como el pH varia entre los productos alimenticios, la solubilidad de las

proteinas es un prerrequisito e indicador importante para la funcionalidad de la
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proteina (Etheridge et al., 1981). Al trazarse la solubilidad de la proteina contra el
pH, se obtiene un grafico en forma de U; donde la menor solubilidad

corresponde al punto isoeléctrico (pl).

2.5. Hidrogeles recubiertos sometidos a condiciones gastrointestinales

simuladas.

Es deseable de mejorar la estabilidad y la calidad de alimentos
funcionales, donde las vias de reaccién quimica y los procesos enzimaticos son
consideraciones criticos, utilizando técnicas de microencapsulacion. En este
sentido, las propiedades fisicoquimicas de los polimeros utilizados como matriz
para la encapsulacion de compuestos bioactivos expuestos a condiciones
gastrointestinales simuladas son de gran interés (Chan, 2011; Wichchukit, et al.,
2013).

Los esquemas de digestion in vitro son ampliamente utilizados para
estudiar cambios estructurales, digestibilidad y liberacion de componentes de
alimentos expuestos a condiciones gastrointestinales simuladas. Las moléculas
biol6gicas con mayor utilizaciéon en modelos de digestion son enzimas digestivas
(pancreatina, pepsina, tripsina, quimotripsina, pepsina, a-amilasa y lipasa), sales
biliares y mucina. Teniéndose como temperatura promedio de digestién 37°C.
(Hur et al., 2011).

Perez-Moral et al. (2013) investigé los cambios de pH, fuerza i6nica,
actividad enzimatica, condiciones de mezclado y temperatura de las
microparticulas en condiciones gastrointestinales in vitro. Estudios anteriores
realizados muestran la resistencia de hidrogeles de alginato a condiciones
gastricas, hecho contrario sucede cuando son expuestos a condiciones
intestinales. Lo cual, habilita la liberacion especifica para la liberacion controlada
de farmacos (Rayment et al., 2009). Y asi, entre los diferentes materiales de
encapsulacion, microparticulas de alginato, han reportado promover la
estabilidad del bioactivo contra las condiciones gastricas (Brownlee et al., 2009;
Rayment et al., 2009). Por lo que, la liberacion de compuestos bioactivos por
parte de microparticulas de alginato obedece a procesos de difusion o dilucién
de ellas, o ambas (Kuang et al., 2010). En el intestino humano agentes

guelantes como el lactato, citrato, fosfatos, y otros cationes son importantes para
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la desestabilizacion de los enlaces cruzados que forman el hidrogel de alginato
mediante la eliminacion de los iones de calcio (Coppi et al., 2001). A su vez, los
estudios in vitro mostraron que los alginatos retardan las acciones de una gama
de enzimas digestivas por limitacion de la disponibilidad de la enzima a los
sustratos (Brownlee et al., 2009; Andresen et al., 1977).

Cabe mencionar que el tamafio de los poros del hidrogel es un factor
Importante ante su resistencia a condiciones gastrointestinales simuladas.
Buddington et al. (2009) determinaron que aquellos hidrogeles con menor
tamafio de poros, permanecen intactos en condiciones intestinales por mas
tiempo, en comparacion a los hidrogeles con poros mas grandes. A causa de
esto, es importante el recubrimiento proteico sobre estas particulas porosas, de
este modo, las particulas serian capaces de llegar en condiciones adecuadas
hasta el colon para ser degradadas por la microflora y asi puedan liberarse
controladamente el bioactivo. Esto es posible debido a que, la microflora del
colon se alimenta de varios tipos de sustratos que no fueron digeridos en el
intestino delgado (Rubinstein, 1990; Cummings y Englyst, 1987). Con el
propdsito de realizar dicha fermentacion, la microflora produce un gran niamero
de enzimas (Scheline, 1973). Debido a la presencia de estas enzimas
biodegradables en el colon, el uso de polimeros biodegradables para la
administracion controlada de farmacos especificos parece ser la mejor opcion.
(Basit y Bloor, 2003). Estos polimeros protegen al farmaco del ambiente del
estdbmago y del intestino delgado, y tienen la capacidad de liberar el farmaco en
el colon. Al llegar al colon, se someten al aprovechamiento por
microorganismos, a la degradacion por enzimas o a la descomposicion de la
parte posterior del polimero, lo que conlleva a una reduccion de su peso
molecular y, por lo tanto, pérdida de resistencia fisica (Cummings y Englyst,
1987). De esta manera, ya no pueden contener la sustancia bioactiva por mas

tiempo, ocasionando su liberacion (Kamath y Park, 1993).
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ll. MATERIAL Y METODOS
Los analisis y ensayos experimentales fueron realizados en las
instalaciones del Laboratorio de Investigacion de Control de Calidad del CIRNA —
UNAP, ubicado en el distrito de San Juan, provincia de Maynas, departamento

de Loreto.

3.1 Material.

Los materiales utilizados incluyen pectina citrica (PC) GENU® de baja
masa molar y bajo contenido de metoxilacion amidada, lote SK33139, CP Kelco,
Limeira, SP, Brasil), alginato de sodio (AS) de alta masa molar y alto contenido
de acido gulurénico (lote GQB0303301, Manugel DMB, FCM Biopolymer,
Campinas, SP, Brasil). Para interaccion electrostatica se utilizd6 sangre bovina
(SB) (camal municipal de Punchana, lquitos, Pert), clara de huevo (CH)
(mercado central, lquitos, Peru), aceite de sacha inchi como material de relleno,
cloruro de calcio anhidro (lote: K47498778, Merck Peruana S.A., Lima, Peru),
acido clorhidrico (lote: K476888817611, Merck Peruana S.A., Lima, Peru), acido
sulfarico (lote: K4746131545, Merck Peruana S.A., Lima, Peru), cloroformo (lote:
K47769245, Merck Peruana S.A., Lima, Pera), hidréxido de sodio (lote:
K47498778, Merck Peruana S.A., Lima, Perd), enzima pepsina de mucosa
gastrica de cerdos adquirido de Sigma-Aldrich (cédigo: P7000-25G, lote
SLBR2349V, actividad declarada >250 unidades/mg sélido, enzima pancreatina
de pancreas de cerdos adquirido de Sigma-Aldrich (cédigo: P7545-25G, lote
SLBP9482V, actividad 8 x USP especificaciones). El agua destilada y los demas

reactivos utilizados fueron de grado analitico.
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3.2 Equipos.

o Agitador magnético (VELP CIENTIFICA, MOD. ARE, CODIGO:
F20500162, ITALIA).

Descripcion: Construida en aleacion de aluminio y revestida con una
proteccion espacial. Velocidad: de 50 hasta 1500 rpm, temperatura:
370 °C, Potencia: 630 W, Voltaje: 115V 0 230 V /50 -60 Hz, Peso: 2,6 kg.

o Potenciometro (IWAUKCE, MOD. CODIGO: F0042163, USA).
Descripcion: Basada en medidor de pH/temperatura microprocesador con
autonomia extendida (-2.00-16.00 pH), compensacion automatica de
temperatura, calibracién autémica en 2 puntos y + exactitud de 0.02 pH. El
medidor se suministra con soluciones de electrodos de pH y de
calibracion.

o) Homogenizador Ultra Turrax (IKA-WERKE, MOD. T25 DIGITAL,
CODIGO: 03289027, GERMANY).

o Balanza Analitica (OHUAS, MOD. AX324, CODIGO: B734566620, USA).
Condiciones: controles de ajuste para el medio ambiente: tres filtros y
seguimiento de cero. Capacidad: 210 g, sensibilidad: 0.1 mg, calibracién:
Digital externa, peso neto: 4.5 Kg

¢ Vortex (Mini Shake) (IKA, MOD. MSI Mini Shaker CODIGO: 05-011148,
GERMANY).

o Destilador de Nitrégeno (GESSELLSEHA, MOD. GLF, CODIGO:
11993916, GERMANY)

o Mufla (THEME LINE, MOD.FB1510M, CODIGO: 125080905881, USA)

o Centrifuga (HETTICH MOD. 320R, CODIGO: 0004500-02, HOLANDA)

o Microscopio Optico (ZEISS, MOD. CARL ZEISS, CODIGO:
3150001630, GE

o RMANY).

o Estufa (MM, MOD. LSIS- B2V/CC111, CODIGO: D122341, GERMANY).

o Bafio Maria (MARCONI, MOD. MA184, CODIGO: 91510539, ITALY).

o Congelador (COLDEX, MOD. CH10P, CODIGO: 01610791102, PERU).

o Refrigeradora (Respirometro de aluminio) (Marca MONTERO, MOD.
ND, CODIGO: ND).

o Tamiz (MOD. TEST SIEVE, CODIGO: 7061974).
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3.3 Métodos.
3.3.1. Caracterizacion de los biopolimeros.
Los biopolimeros como sangre bovina (SB), clara de huevo (CH), pectina
(PC), alginato (AS), para la produccion de hidrogeles fueron caracterizados

previo a su utilizacion.

3.3.1.1. Determinacién de humedad.

La humedad de los materiales fue determinada de acuerdo a la
metodologia de la AOAC (2012), segun el método 952.08. Se peso alrededor de
5 g de muestra en placas Petri y se llevé a la estufa a 105 °C por seis horas.
Posteriormente, se retiraron las placas Petri de la estufa y se enfriaron en
desecador antes de anotar el peso final. Se report6 la pérdida de peso como
humedad.

Peso placa+muestra humeda—Peso placa+muestra seca

% humedad = x100

Peso muestra humeda

3.3.1.2. Determinacién de proteina.
El contenido de proteina de los biopolimeros fue determinado segun la
metodologia Kjeldahl 955.04 (AOAC, 2012), utilizando 6.25 y 6.68 para sangre
bovina y clara de huevo respectivamente, como factor de conversién de

nitrégeno para proteina.

3.3.1.3. Determinacién de lipidos.
El contenido de lipidos fue determinado de acuerdo con la metodologia de
Bligh y Dyer (1959).

3.3.1.4. Determinacién de ceniza.

La determinacion de la ceniza se realizo segun la metodologia 938.08 de
la AOAC (2012). Fueron pesados 5 g de muestra y depositados en crisoles de
porcelana previamente tarados para posterior incineracion en mufla a
temperatura de 550°C durante seis (6) horas. Pasado el periodo de tiempo, los
crisoles fueron transferidos a la campana de desecacion para enfriamiento, y

luego ser pesados para realizacion de los célculos.
Los resultados fueron expresados de acuerdo a la siguiente férmula:

) Peso crisol con residuo (g) — Peso crisol vacio (g)
% ceniza = x100
Peso muestra humeda (g)
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3.3.2. Produccién de hidrogeles.

Los hidrogeles fueron producidos por gelificacion ionica, previamente las
emulsiones fueron preparadas con soluciones de alginato (2.0% m/m) y pectina
(2.5% m/m), conteniendo aceite de sacha inchi (1.5% m/m, 1.75% m/m, para
alginato y pectina, respectivamente), a temperatura ambiente utilizando
homogeneizador Ultra Turrax a 18000 rpm durante 5 minutos (IKA-WERKE, T 25
DIGITAL). La emulsion fue atomizada sobre una solucién de cloruro de calcio
(2.0% m/m y 2.5% m/m para alginato y pectina, respectivamente) con pH
ajustado para 4.0 utilizando un atomizador de doble fluido con orificio de 1.0 mm
de diametro, variando la altura de 12 cm entre el atomizador y la solucién de
cloruro de calcio, presién de aire de 0.250 kgf/cm? y velocidad de atomizacion de
555 mL/hora. Después la atomizacion, los hidrogeles permanecieron en
agitacion constante por 30 minutos a temperatura ambiente. Para el
endurecimiento y lavados en tamiz de malla de acero (® 75um) con agua
destilada con pH modificado a 4.0. Finalmente, fueron realizadas tres

producciones independientes de hidrogeles por tratamiento.

3.3.3. Caracterizacion de los hidrogeles producidos por gelificacién
ionica.
Los hidrogeles fueron caracterizados por triplicado con relacion al
contenido de humedad, ceniza, lipidos de acuerdo con la metodologia de la
AOAC (2012). A su vez, también fue determinada la eficiencia de encapsulacion,

y evaluada la morfologia de los hidrogeles sin recubrimiento proteico.

3.3.3.1. Analisis de humedad
fdem item 3.3.1.1.
3.3.3.2. Analisis de cenizas
idem item 3.3.1.4.
3.3.3.3. Lipidos
idem item 3.3.1.3.
3.3.3.4. Eficiencia de encapsulacion
Para la determinacion del aceite total contenido en los hidrogeles fue
realizado de acuerdo con la siguiente metodologia: Se afiadi®é una solucién
acuosa de citrato de sodio en la concentracion de 3% (m / m) a 5 g de

hidrogeles humedos, para la liberar el aceite. Después de esa etapa, la
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cuantificacion del aceite fue hecha segun la metodologia de Bligh y Dyer (1959).

La eficiencia de encapsulacion fue determinada por la siguiente relacion:

Aceite total en emulsion(g)/sélidos totales (g)
EE(%) = x 100
Aceite inicial (g)/so6lidos totales (g)

3.3.3.5. Morfologia y determinacion de tamafio medio.

La observacién de la morfologia y determinacion del tamafio medio de los
hidrogeles humedos fueron realizados por microscopia éptica (MO), utilizando
microscopio Optico (ZEISS — Primo Start) con captacion de imagenes a través de
camara digital controlada por el programa ZEN 2.3 (blue edition) (zen Imaging
Software, Germany).

Las fotos digitalizadas de 300 hidrogeles de cada muestra fueron medidas
y procesadas con auxilio del programa Microcal Origin pro 9.1 (Microcal Sofware,
Inc., MA, USA).

3.3.4. Recubrimiento de los hidrogeles con proteinas de sangre bovina y

clara de huevo.

El recubrimiento de los hidrogeles humedos obtenidos en el item 3.3.2,
fueron realizados adicionandose 40 g de hidrogeles hiumedos en 200 mL de
solucion acuosa de proteina (sangre bovina o clara de huevo) ajustado a pH 4.0.
Fueron utilizadas concentraciones de 2, 4, 8 y 10% (m/m) para las soluciones
proteicas. Los hidrogeles se mantuvieron en soluciones proteicas durante 30
minutos, bajo agitacion constante (400 rpm) a temperatura ambiente. Los
hidrogeles recubiertos fueron lavados en tamices de mallas de acero (® 75 um)
con agua destilada (pH 4.0) para remover la proteina que no fue adsorbida.
Fueron realizadas tres producciones independientes para cada tipo de
hidrogeles. Los hidrogeles fueron analizados en triplicado en relacion a su

contenido de humedad, ceniza, proteina, lipidos.

3.3.5. Caracterizacion de los hidrogeles recubiertos con proteinas de
sangre bovinay clara de huevo.
Los hidrogeles fueron caracterizados por triplicado en relacién al
contenido de proteina total, humedad y ceniza de acuerdo a la metodologia de la
(AOAC., 2012) y lipidos segun (Bligh y Dyer, 1959).
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3.3.5.1. Determinacion de adsorcion de proteinas.
El contenido de proteina adsorbida en hidrogeles recubiertos con sangre
bovina y clara de huevo fue determinado segun la metodologia Kjeldahl (AOAC,
2012), utlizando 6.25 y 6.68 para sangre bovina y clara de huevo

respectivamente, como factor de conversion de nitrdgeno para proteina.

Para el proceso de digestion fueron pesados 0.25 g de muestra y
colocados en balon de digestion, para luego adicionar 7 mL de &cido sulfarico
concentrado, 0.125g de sulfato de cobre y 2.5g de sulfato de sodio.
Seguidamente, el balon fue colocado en el digestor hasta que el color de la
mezcla en el balén adquiriera una coloracion azul verdosa transparente.
Posteriormente, el balén se dej6 enfriar a temperatura ambiente, donde luego fue
afadido 70 mL de agua destilada e hidréxido de sodio al 33% para alcalinizar. En
seguida, el balén fue colocado en el destilador para liberacion del amoniaco, el
cual fue recogido en un matraz conteniendo 7 mL de acido bérico y gotas de azul
de metileno como indicador. Después de haber destilado 50 mL de liquido, fue
titulado con solucion de é&cido sulfarico 0.025 N. La cantidad de proteina fue
calculada utilizando factor de conversion del nitrégeno, en el cual el porcentaje de

nitrdgeno sera calculado con la siguiente férmula:

VxNxFactorN,
% N, = M x 100

Donde:
e V = Gasto de titulacion &cido sulfurico.
e N = Normalidad del &cido sulfurico.
e PM = peso de la muestra
e FactorN, =0.014
El porcentaje de proteina se obtendra de la siguiente manera:

% Proteina = % N, x Factor de proteina

3.3.5.2. Analisis de humedad.
idem item 3.3.1.1.

3.3.5.3. Analisis de cenizas.
idem item 3.3.1.4.
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3.3.5.4. Analisis de lipidos.
idem item 3.3.1.3.

3.3.5.5. Morfologia y determinacion del tamafio medio.
idem item 3.3.3.5.

3.3.6. Simulacion del sistema gastrointestinal in vitro.

Los hidrogeles de alginato y pectina recubiertos con la mayor
concentracion de proteina en solucion (10%) fueron sometidos a condiciones
gastrointestinales simuladas de acuerdo con la metodologia descrita por Mozzi
et al., (2009) y Sultana et al. (2000). En tubos de vidrio de 30 mL, conteniendo
20 mL de jugo gastrico artificial (JGA) con el pH ajustado a 2.0, fue afiadido dos
gramos de hidrogeles humedos e incubados a 37°C, en bafio maria con
agitacion, por 2 horas. El jugo gastrico artificial (JGA) fue elaborado con 1.12 g
/ L KCI; 2g /L NaCl; (0.11CaCl,; 0.4 g/ L KH,PO, g/ L;y 0.26 g/ L de pepsina
y HCI para ajuste de pH.

Para la simulacion del jugo intestinal artificial (JIA), fue alterado el pH a
7.0 al utilizarse una solucion de NaHCO3 en la concentracion de 20% (m / v) y
afiadiendo pancreatina en la concentracion de 1.95 g / L, y se incubaron las
muestras por otras 5 horas mas. Pasados intervalos de tiempo de dos, y cinco
horas fueron retiradas para evaluar la morfologia de los hidrogeles.

Después de 2 y 7 horas de simulacion de las condiciones
gastrointestinales, alicuotas de 10 mL fueron separadas y colocadas en bafio
de hielo, donde permanecieron inmersas por 15 minutos para inactivacion de
las enzimas. A continuacion, las alicuotas fueron centrifugadas por 20 minutos
a 5000 rpm (centrifuga). La proteina que se desprendid de los hidrogeles,
guedo soluble en el sobrenadante y fue cuantificado por el método de Kjeldahl.
Asimismo, fue preparado un blanco, conteniendo sélo JGA y pancreatina para

el ajuste del nitrégeno proveniente de las enzimas.
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3.3.7. Analisis de los datos.

Los datos obtenidos en la produccion de hidrogeles con recubrimiento proteico
fueron analizados por el disefio completamente aleatorizado con arreglo
factorial de 2 x 2 x 3 donde las variables de estudio fueron: tipo de polisacéarido,
tipo de proteina, y concentracion de proteina. Cada uno de ellos con tres
repeticiones, por lo que, fueron realizados un total de 36 tratamientos.
Teniendo como variables respuestas, la adsorcion de proteina, contenido de
humedad, tamafio medio, contenido de cenizas. Para la simulacion
gastrointestinal fueron analizados por el disefio completamente aleatorizado
con arreglo factorial de 2 x 2, donde las variables de estudio fueron tipo de
polisacarido y tipo de proteina. Cada uno de con seis repeticiones, haciendo un
total de 24 repeticiones. Teniendo como variable respuesta a la solubilidad
proteica y resistencia fisica de los hidrogeles ante condiciones

gastrointestinales simuladas.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Caracterizaciéon de los biopolimeros.

Los resultados de la caracterizacion de los biopolimeros utilizados en este
estudio son mostrados en la Tabla 4.1. Destacamos principalmente el alto
contenido proteico de la sangre bovina (17.80%) y la clara de huevo (10.80%) en
estado natural. De modo similiar, Lynch et al. (2017), reportaron cantidades
proximas de proteinas presentes en sangre bovina, estas proteinas tienen gran
potencial para ser utilizadas como fuente proteica de alta calidad para el consumo
tanto humano como animal. En la investigacién de Tarte (2011), indicé que las
propiedades técnicas y funcionales de la sangre bovina pueden ser debido al
efecto combinado de tres tipos de proteinas: albumina sérica, globulinas y
fibrinbgeno. A su vez, menciona que la sangre entera y sus proteinas celulares
estan limitadas para su uso como ingredientes alimenticios debido al sabor
intenso y el color que transmiten al producto final. No obstante, Walter et al.
(1993), reportaron que la sangre bovina es una fuente de hierro de alta
disponibilidad, por lo cual es necesario que se desarrollen nuevas aplicaciones,

para que su consumo tenga alta aceptabilidad.

Tabla 4.1. Caracterizacién de biopolimeros

Composicion centesimal (%)

Biopolimeros  Humedad Proteina Lipidos Carbo(rll)dratos Cenizas
PC 13.72 £0.17 1.08x007 - - 2.96 + 0.04
AS 12.25+£0.13 - e e 492 +£0.28
CH 87.63 +0.99 10.80 +0.17 0.18+0.02 0.78+0.11 0.61+0.02
SB 80.69 +1.02 17.80+x0.44 0.38 £0.03 0.11+£0.01 1.02£0.10

Promedio + desvio estadistico (n=3). (*) Por diferencia. PC= Pectina citrica; AS= Alginato de
sodio; SB= Sangre Bovina; CH= Clara de Huevo. Las lineas indican que no se determinaron los
valores.

De la misma manera, la clara de huevo constituye una fuente de proteinas
funcionalmente importantes y en la actualidad, es usada como fuente proteica
por la industria de alimentos. Powrie y Nakai (1986), mencionan las propiedades
de la clara de huevo que incluyen formacion de espuma, estabilizante,
emulsificante, gelificante, fijacion del calor y facilitan la adhesién de enlaces.

Debido a tales propiedades, estas proteinas son ingredientes idéneos de muchos
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alimentos, como productos de panaderia, merengues, productos carnicos y
galletas. Diferentes investigaciones sobre las caracteristicas fisicoquimicas de
estas proteinas han contribuido al entendimiento entre la relacién de su estructura
con sus propiedades funcionales para el beneficio de la industria alimenticia. Se
ha reportado anteriormente que, la ovoalbumina (principal proteina de la clara de
huevo) también puede ser usada como un material encapsulante en la liberacion
de farmacos, debido a su accesibilidad y bajo precio cuando comparado con otras

fuentes proteicas (Wongsasulak et al., 2010).

Cabe mencionar que, el contenido de cenizas para sangre bovina y clara
de huevo fue de 1.02% y 0.61%, respectivamente, resultado que evidencia
altos contenidos de materia inorganica que estan intimamente relacionados al
hierro (SB) (Lynch et al., 2017) y potasio (CH) (Sayar, 1988). Diferentes
estudios indicaron que la sangre bovina es una fuente suplementaria de hierro
principalmente debido a su alta biodisponibilidad (Walter et al., 1993; Viteri et
al., 1995; Hurrell et al., 1991).

El contenido de nitrégeno no proteico de la pectina fue considerado en la
caracterizacion de las microparticulas, siendo descontado en el calculo de la

cantidad de proteina presente en la microparticula producida.
4.2. Produccion de hidrogeles por gelificacién idnica.

Los hidrogeles de pectina fueron obtenidos por gelificacion idnica,
preliminarmente fueron consideradas estequiometrias de pectina (1.75%, 2.0%
m/m) como material encapsulante y cloruro de calcio (2.0% m/v) como agente
reticulante. Nuestros primeros resultados produjeron hidrogeles con estructura
visiblemente fragil, éstos al ser observados por microscopia Optica mostraron
formas irregulares. Por lo que, para confrontar este problema fue necesario
utilizar mayor concentracion (2.5% m/m) produciendo hidrogeles mas
resistentes. A su vez, se incremento la concentracion del material de relleno
(aceite) de 1.5% a 1.75% (m/m) con el objetivo de no alterar la proporcionalidad
de la emulsion. Una vez establecida la concentracion de pectina y la cantidad
material de relleno, fue variada la concentracion de cloruro de calcio con el fin
de seguir optimizando la estructura de los hidrogeles de pectina, para ello se
realizé las siguientes pruebas: Prueba 1 (Pectina al 2.5% m/m con CacCl, al 2%

m/m) y Prueba 2 (Pectina al 2.5% m/m con CacCl, al 2.5% m/m). La prueba con
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los mejores resultados (prueba 2) mostré mejor apariencia, con estructuras
mas estables y visualmente con mejor aspecto, el cual fue optado como

concentracion para el desarrollo del estudio.

Por otro lado, los hidrogeles de alginato fueron obtenidos siguiendo la
estequiometria reportada por Tello et al. (2015), utilizando solucion de alginato
al 2% m/m de concentracién. Los resultados mostraron estructuras firmes y
compactas, no viéndose en necesidad de modificar ninguna de las
concentraciones propuestas. La diferencia entre las concentraciones usadas en
pectina y alginato puede ser debido, a la débil interaccién entre las cargas
negativas de la pectina con los cationes de la solucion de cloruro de calcio
(Grant, 1973).

Los polisacaridos aniénicos que incluyen alginato (Leong et al., 2016) y
pectina (Abouelatta et al., 2015), utilizados en este estudio fueron adecuados
para producir hidrogeles por gelificacion idénica conteniendo aceite de sacha
inchi.

4.3. Caracterizaciéon de los hidrogeles.

Fue realizado la caracterizacion de hidrogeles producidos por
gelificacion idnica, con el objetivo de obtener la composicién centesimal de los
hidrogeles antes del recubrimiento proteico. Los resultados son mostrados en
la Tabla 4.2.

Tabla 4.2 - Caracterizacion de hidrogeles producidos por gelificacion idnica

Hidrogel Humedad (%) Ceniza (%) Lipidos (%) Tamafio (um) EE (%)
Hpec 94.73+0.28% 0.24+0.01° 36.35+0.68% 202.75+7.41%® 88.27 + 1.66°
HaLe 93.63+0.79% 0.36+0.03% 32.02+158" 175.44+9.97° 73.60+3.62°

Promedio + desvio estadistico (n=3); EE= Eficiencia de encapsulacion. Nota: Letras diferentes
en la misma columna representan diferencia significativa (p>0.05) entre las medias
determinadas utilizando el Test de Tukey.

Fue observado alto contenido de humedad en los hidrogeles producidos,
estas variaciones no fueron significativas (p>0.05). Estos valores encontrados
son caracteristicos de los hidrogeles producidos por gelificacion ionica, debido
a que tienen la propiedad de retener alta cantidad de agua en la matriz
gelificada (Liu, Fishman y Hicks, 2007). Debido a esto, la estructura interna de

los hidrogeles se aproxima a una estructura tridimensional porosa tipo “caja de
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huevo” (Thorne, Vine y Snowden, 2011). Esto explicaria los altos valores de

humedad contenido en el hidrogel encontrados en el presente estudio.

También, fue determinado el contenido de cenizas con el objetivo de
determinar la materia inorganica presente en los hidrogeles. Los resultados
muestran mayor cantidad de cenizas en Ha cuando comparado con la
cantidad de cenizas en Hpgc, con diferencias estadisticas significativas
(p<0.05), a pesar de haber utilizado mayor concentracion de cloruro de calcio
para producir Hpgc. Estos resultados pueden ser debidos a la menor de

interaccidn de los grupos carboxilicos de la pectina con los iones calcio.

El tamafio medio de hidrogeles para ambos polisacaridos fue
determinado, con la finalidad de tener una medida control, previo a la adsorcion
de proteina. Los resultados obtenidos muestran mayor tamafio en hidrogeles
de pectina. Resultados similares, fueron observados en estudio reciente por
Tello et al., (2015) donde las particulas de pectina presentaron mayor tamafio
cuando comparado con las particulas de alginato, en la que formaron
estructuras de enlaces cruzados. Esto puede ser debido, al potencial de la
pectina para unirse con un numero mayor de moléculas de agua. Cabe
destacar que, el tamafio del hidrogel depende de varios factores que incluyen,
la concentracién y estructura de los biopolimeros, el diametro de la aguja del
atomizador, la distancia entre la superficie inferior del atomizador y la superficie
de la solucion de cloruro de calcio, y la velocidad de flujo de la emulsion
(Strasdat y Bunjes, 2013). Por lo que, probablemente se sustentaria las

diferencias de tamafios entre los hidrogeles del presente estudio.

Por otro lado, para producir hidrogeles de alginato la cantidad inicial de
lipidos fue de 42.85% de sélidos totales (2.0g de polisacarido + 1.50g de aceite
sacha inchi, para 100mL de emulsion), y para hidrogeles de pectina la cantidad
inicial de lipidos, fue 41.17% en solidos totales (2.5g de polisacéarido + 1.75g de
aceite sacha inchi, para 100mL de emulsion). Sin embargo, al determinar el
contenido de lipidos en Hpgc (36.35%) y Hac (32.02%) fue encontrado
diferencias estadisticas significativas (p<0.05). Los valores anteriores fueron
utilizados para calcular la eficiencia de encapsulaciéon de los hidrogeles,
obteniendo 73.60%z=3.62 y 88.27%+3.62 de eficiencia de encapsulacion, para

Haic Y Hpec respectivamente. La literatura indica que, la eficiencia de la
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encapsulacion depende del grado de reticulacidon en la superficie polimérica de
las gotas de emulsion (Chang y Dobashi, 2003; Drusch y Berg, 2008). De igual
modo, Soliman et al. (2013) evaluaron los efectos de la concentracion del
polisacarido (alginato), concentracion de la solucién cationica (CacCl,) y tiempo
de reticulacion sobre la eficiencia de encapsulacion. Los autores indican que la
eficiencia de encapsulacion aumenta al incrementar la concentracion de
solucion catidnica. En cambio, Badarinath et al. (2010) encontraron que la EE%
incrementa a medida que aumenta la concentracion de polisacéarido (alginato).
Estos datos podrian explicar los mayores porcentajes de eficiencia de
encapsulacion en Hpgc, debido a que, tanto la concentracion de polisacéarido
como de solucién cationica en hidrogeles de pectina fue 0.5% mayor que las
concentraciones usadas para los hidrogeles de alginato. Por su parte, Chan et
al. (2000), al evaluar la viabilidad de encapsular aceite de germen de trigo y
aceite de onagra obtuvieron una eficiencia de encapsulacion maxima de 88%.
Benavides et al. (2016), cuando utilizaron alginato de sodio para encapsular
aceite esencial de aceite de tornillo, obtuvieron un valor de 85% de eficiencia
de encapsulacion. Los altos resultados de eficiencia de encapsulacion en las
investigaciones anteriores son préximos a lo encontrado en el presente estudio,
lo cual demuestra la eficacia de la técnica de gelificaciébn i6nica para

encapsular sustancias hidrofébicas.

La Figura 4.1. muestra la morfologia de los hidrogeles humedos
producidos por gelificaciéon i6nica. La morfologia de hidrogeles de pectina
presenta forma esférica e irregular, con pared aparentemente fragil, al mismo
tiempo, las gotas de aceite se encuentran distribuidas en toda la matriz. En

contraste, hidrogeles de alginato muestran paredes con mayor definicion.
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Figura 4.1. Imagenes obtenidas por MO. A = Hidrogel hiumedo de pectina. B =
Hidrogel himedo de alginato. Barra MO = 100 um. Objetivo: 10x

Datos similares fue reportado por Tello et al. (2015), donde indicaron que
la morfologia de particulas de pectina presenta superficies irregulares y
rugosas, en contraste a lo hallado con microparticulas de alginato. Y asi, queda

evidenciado la fragilidad de las particulas al utilizar pectina.

4.4. Recubrimiento de hidrogeles de alginato y pectina con proteinas de
clara de huevo y sangre bovina en estado natural por interaccion

electrostatica

El recubrimiento de Hpec Y Haig himedos con proteinas de SB y CH en
estado natural fue realizado con la finalidad de obtener parametros que sean
Gtiles en relacion a la adsorcion de proteinas en estado natural, debido a la
escasa literatura disponible. Ambas fuentes proteicas presentan estructura
globular, cuyas superficies son heterogéneas, flexibles y altamente irregulares con
cargas dependientes del pH. Debido a las limitaciones para determinar potencial
Z (electronegatividad) de los biopolimeros utilizados en este estudio, fueron
asumidos valores reportados en estudios anteriores. Tello et al. (2015) reportaron
valores de electronegatividad a pH 4.0 de -0.68 = 0.08mV y -3.8 + 1.7mV para
hidrogeles de pectina y alginato, respectivamente. Esto puede ser debido a que la
pectina tiene pKa de 2.9 (Ralet et al., 2001) y el alginato un pka entre 3.20 — 3.38
(Martinsen et al., 1992). Asi mismo, los valores del punto isoeléctrico (pl) de
sangre bovina y clara de huevo fueron de 6.7 y 4.8, respectivamente. Por lo cual,

estos valores fueron utilizados como referencia en la eleccion del valor de pH 4.0
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para promover mayor interaccion electrostatica entre hidrogeles humedos de
pectina y alginato cargados negativamente con soluciones de proteinas de SB y

CH en estado natural con carga positiva.

La Tabla 4.3, muestra las cantidades de proteinas adsorbidas en los
sistemas estudiados. En general, el incremento de la proteina en solucion resulto
en incremento de proteina adsorbida independiente del tipo de proteina o del tipo

de hidrogel utilizado.

Tabla 4.3 — Cantidad de proteina adsorbida en hidrogeles de pectina y alginato

_ Fuente Concentracion de proteina (%)

Hidrogel ;
protelca 2 4 38 10

y SB  5539+219"® 5849 +0.78%® 64.12 + 0.57%@ 6547 + 1.38%4@

PEC

CH 4943 +1.03%® 5234+120%" 5885+1455@ 6114 +273%@

y SB 1435+ 058" 1863+ 1.07"© 26,71 + 1.84°"® 4312 + 2,02°E@

ALG

CH  21.28+1.17°2@ 2504 +1.31°8©) 2977 +1.33"%® 36,18 +2.10"®@

Promedio * desvio estadistico (n=3). Promedios seguidos de letras diferentes en mindscula en la
misma columna presentan diferencias significativas entre tipo de hidrogel en combinacién con el
mismo tipo de proteina por cada concentracion (P<0,05) por el Test de Tukey. Promedios
seguidos de letras diferentes en mayulscula en la misma columna presentan diferencias
significativas entre tipo de proteina por cada tipo de hidrogel en cada concentracién (P<0,05) por
el Test de Tukey. Promedios seguidos de letras diferentes en minuscula dentro de cada
paréntesis en la misma fila presentan diferencias significativas entre las concentraciones por tipo
de proteina por tipo de hidrogel (P<0,05) por el Test de Tukey.

En el presente estudio, la cantidad de proteina adsorbida fue
significativamente mayor en hidrogeles de pectina (p<0.05) cuando comparado
con las cantidades adsorbidas en hidrogeles de alginato, independientemente
del tipo y concentracion de proteina utilizada para promover interaccion. Por otro
lado, se observd que la adsorcién de proteinas de sangre bovina fue mayor en
hidrogeles de pectina, y por el contrario la adsorcion de proteinas de clara de
huevo no tuvo preferencia por tipo de hidrogel. De igual manera, se comprobé
mayores cantidades de proteinas adsorbidas en concentraciones de 8 y 10%

para hidrogeles de pectina, y 10% para hidrogeles de alginato.

Tello et al.,, (2015), describié comportamientos similares cuando fue
utilizado microparticulas de alginato y pectina para evaluar adsorcién de
proteinas, los resultados mostraron mayor adsorcion en microparticulas de
pectina (62.08% + 0.69, para ovoalbumina y 60.08% + 2.51 para proteinas del

suero de leche), en contraste con microparticulas de alginato (47.37% = 1.15;
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46.92% =+ 2.22, para ovoalbumina y proteinas de suero de leche,

respectivamente.

En otro estudio, realizado por Coérdova et al. (2015), los autores
recubrieron microparticulas de alginato con proteinas de suero de leche y
proteinas de clara de huevo; altas cantidades de proteina fueron adsorbidas
cuando fue utilizado solucién de proteinas de suero de leche comparado con la
solucion de proteinas de clara de huevo. A su vez, describieron la masa
molecular de las principales proteinas contenidas en las soluciones proteicas
anteriormente mencionadas, y asi atribuyeron la diferencia de adsorciones a la
alta masa molar de la ovoalbumina de 45 kDa contra la R-lactoglobulina con
masa molar de 18.5 kDa, lo que quiere decir que mientras mayor sea la masa
molar de la proteina, menor es la adsorcion. Esta teoria difiere con los resultados
encontrados en el presente estudio, puesto que esta vez fue la sangre bovina
gue mejor se adsorbi6 a pesar de que su principal proteina la hemoglobina tiene
una masa molar de 64 kDa contra la masa molecular de 45 kDa de la

ovoalbumina (CH).

Por otro lado, Ramsden (1995), observd crecientes cantidades de
proteinas adsorbidas cuando se incrementaron la concentracion de proteina en
solucion. De igual manera, Tello et al. (2015), indicaron que al aumentar la
concentracion de proteina de la solucion dio como resultado aumentos en la

cantidad de proteina adsorbida para todos los sistemas estudiados.

4.5. Caracterizacion de hidrogeles recubiertos

4.5.1. Humedad de hidrogeles recubiertos con proteinas

Se determino el porcentaje de humedad en hidrogeles recubiertos con
proteinas de sangre bovina y clara de huevo, teniendo como objetivo analizar el

efecto del recubrimiento proteico. Los resultados se muestran en la Tabla 4.4.

Alto contenido de humedad fue observado en hidrogeles de pectina
recubiertos con proteinas cuando comparado con hidrogeles de alginato. La
humedad inicial de hidrogeles de pectina fue 94.73% * 0.28, y para alginato
93.33 %=+ 0.789.
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Tabla 4.4. Contenido de humedad de hidrogeles recubiertos a diferentes
concentraciones de proteina.

Concentracion de proteina (%)

. Fuente
Hidrogel tei
proteica > 4 8 10
Hoec SB 80.88+033*@ 8594+017® 7508+ 0.65%9 74.60 + 0.86"5©
CH 89386 +0.14™®@ 87.16+021*" 80.48 +1.88"© 7762 +3.53"@
Hae SB 91.61+0.14™® 90.00+0.57® 89.55+0.12"®  89.55 + 0.12*")

CH  88.01+0.48%°® 86.76+0.02*°*” 84.81 +0.55") 83.36 + 7.23%@

Promedio + desvio estadistico (n=3). Promedios seguidos de letras diferentes en mindscula en
la misma columna presentan diferencias significativas entre tipo de hidrogel en combinacién
con el mismo tipo de proteina por cada concentracion (P<0,05) por el Test de Tukey.
Promedios seguidos de letras diferentes en maylscula en la misma columna presentan
diferencias significativas entre tipo de proteina por cada tipo de hidrogel en cada concentracion
(P<0,05) por el Test de Tukey. Promedios seguidos de letras diferentes en mindscula dentro
de cada paréntesis en la misma fila presentan diferencias significativas entre las
concentraciones por tipo de proteina por tipo de hidrogel (P<0,05) por el Test de Tukey.

El contenido de humedad segun el tipo de polisacarido no tuvo
diferencias significativas (p>0.05) cuando se utilizaron las concentraciones 2
para 4%, sin embargo, si fue encontrado diferencias significativas (p<0.05) al
variar las concentraciones a 8 y 10%. Asi mismo, al analizar SB y CH
individualmente, la humedad en hidrogeles recubiertos con SB no hubo
variaciones sustanciales por el tipo de hidrogel, cuando se utilizaron las
concentraciones 2, 4 y 8% no se encontrd diferencias significativas (p>0.05).
Por el contrario, cuando se utiliz6 10% de concentracion de proteinas, el
contenido de humedad fue mayor en hidrogel de alginato. En cuanto a
hidrogeles recubiertos con CH, al utilizarse las concentraciones 2, 4, y 10% el
contenido de humedad fue mayor en hidrogeles de alginato, en cambio al usar
concentraciones de 8% se encontraron diferencias significativas (p<0.05),

donde la humedad fue mayor en hidrogeles de pectina.

Por otro lado, al evaluar las concentraciones utilizadas para el
recubrimiento, fue observado que el porcentaje de humedad fue decreciendo al
incrementar la concentracion de proteina en solucion, independientemente del

tipo de hidrogel.

4.5.2. Ceniza
Los resultados de la caracterizacion de ceniza en hidrogeles de pectina 'y
alginato recubiertos con 10% de proteinas en solucion son mostrados en la
Tabla 4.5.
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Tabla 4.5. Caracterizacion de ceniza en hidrogeles recubiertos con proteina al 10%

Hidrogel Fuente Proteica Proteina en solucion (10%)
H SB 1.85+0.06"
PEC aB
CH 0.79 £ 0.09
H SB 1.11 + 0.04™
ALG bB
CH 0.59+0.14

Promedio + desviacion estandar (n=3).

Los resultados muestran mayor contenido de ceniza en hidrogeles de
pectina, cuando comparado con hidrogeles de alginato. Lo cual puede ser
debido a la mayor capacidad de hidrogeles para adsorber proteinas. A su vez,
fue observado mayor contenido de cenizas en hidrogeles recubiertos con
sangre bovina, que probablemente sea a causa del alto contenido de materia

inorganica presente en sangre bovina en contraste con la clara de huevo.

4.5.3. Morfologia y determinacion de tamafio medio

El tamafio medio de los hidrogeles de alginato y pectina recubiertos fue
determinado por microscopia Optica para evaluar la influencia del recubrimiento
proteico sobre los hidrogeles. Los resultados se muestran en la Tabla 4.7.

Tabla 4.6. Tamafio medio (um) de hidrogeles recubiertos con proteina de
sangre bovina y clara de huevo.

Hidrogeles recubiertos - concentracion de proteina (%)

. Fuente

Hidrogel :

t

proteica 5 4 8 10

SB  173.65+16.58* 170.94 +11.61*® 160.12 +10.84™® 156.73+10.54"
Hpec

CH 187.40 +7.41"*  175.07+ 16.88*®  167.46 +12.49""® 160.63+10.73"®

SB 174.70+7.96™  182.05+17.75*  180.79 +9.79*  185.07+9.52*
HaLc

CH 176.10 +8.95"®  180.46 +11.38*  177.07 + 7.60**  176.30+7.23*

Promedio + desvio padron (n=3). Promedios seguidos de letras diferentes en mindscula en la
misma columna presentan diferencias significativas entre tipo de hidrogel en combinacién con
el mismo tipo de proteina por cada concentracién (P<0,05) por el Test de Tukey. Promedios
seguidos de letras diferentes en mayulscula en la misma columna presentan diferencias
significativas entre tipo de proteina por cada tipo de hidrogel en cada concentracion (P<0,05)
por el Test de Tukey.

36



Fue encontrado que el (p>0.05) para el tipo de proteina empleado no fue
significativo, es decir que no fue un factor influyente en el tamafo de los
hidrogeles. No obstante, en concentraciones de proteinas de 8 y 10 % fue
encontrado diferencias significativas (p<0.05) con respecto al tipo de hidrogel,
donde hidrogeles de alginato presentaron mayor tamafo. Asimismo, el aumento
de tamafio del hidrogel de alginato al variar las concentraciones no fue
significativo (p>0.05), mientras que la disminucién de tamafio del hidrogel de
pectina decrecia al aumentar las concentraciones si tuvo diferencias

significativas.

Resultados similares fueron reportados por Tello et al. (2015), donde
encontraron que después de la adsorcidn proteica, microparticulas de pectina
disminuyeron de tamafio en contraste a microparticulas de alginato que

aumentaron de tamano.

Becker et al. (2012), indicaron que la adsorciébn de proteinas sobre
hidrogeles cargados y la constante liberacién de contra-iones produce reduccién
de la presibn osmotica y consecuentemente el encogimiento del hidrogel
cargado. Lo anterior explica la teoria de que la proteina adsorbida ejercié presion
sobre la superficie fragil del hidrogel de pectina, ocasionando que el agua
contenida en el hidrogel sea expulsada, hecho que produjo una reduccion de

tamano.

La Figura 4.2 muestra las imagenes obtenidos por microscopia Optica de
los hidrogeles recubiertos con proteinas utilizando la mayor concentracion de los
sistemas estudiados (10%). Fue observado que el recubrimiento proteico no
afectd la forma de las estructuras de los hidrogeles. Sin embargo, se puede
apreciar claramente la proteina que fue adsorbida en la superficie de los
hidrogeles, los hidrogeles recubiertos con soluciéon de SB muestran una aparente
superficie rugosa en comparacion con la superficie lisa de hidrogeles que
adsorbieron proteinas de clara de huevo. Asi mismo, se observd que los
hidrogeles recubiertos con sangre bovina adquirieron una coloracién marrén

intensa.
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Figura 4.2. — Imagenes obtenidas por MO. SB= Sangre bovina, CH= Clara de Huevo. Fila 1:
Hidrogeles recubiertos con sangre bovina (A-pectina, B- alginato). Fila 2: Hidrogeles
recubiertos con sangre bovina (C-pectina, D- alginato). Barra MO = 50 um. Objetivo= 40x

4.6. Resistencia de hidrogeles de pectina y alginato con y sin
recubrimiento de proteinas de sangre bovina y clara de huevo,
sometidas a condiciones gastrointestinales.

Heec € Halg recubiertos con proteinas fueron expuestos a condiciones
gastrointestinales in vitro, con el objetivo de evaluar su resistencia fisica y
solubilidad de las proteinas adsorbidas en los hidrogeles (item 4.7)

La Figura 4.3., muestra imagenes de Hpgc € Hag Sin recubrimiento
proteico sometidas condiciones gastrointestinales. La morfologia de los
hidrogeles en el tiempo cero, fue descrita anteriormente (item 4.3). Luego, al ser
expuestos a condiciones gastricas durante 2 horas, Haig demostraron mayor
resistencia a la accién de la pepsina en comparacion a Hpgc, que visiblemente
se hincharon. Acto seguido, al ser trasladados a condiciones intestinales,

después de 5 horas, Hpgc fueron destruidos completamente, pudiéndose
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observar gotas dispersas de aceite en el campo Optico, mientras que Ha.c,
presentan resistencia a la accién enzimatica conservando aun su forma esférica,

aunque con apariencia de sufrir hinchamiento hasta el doble de su tamaio

inicial.
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Figura 4.3. A y B: Imagenes obtenidas por MO de hidrogeles de alginato y pectina sin
tratamiento (tiempo 0). C y D, hidrogeles sometidas a simulacién secuencial de jugo gastrico
artificial (JGA). E y F, hidrogeles sometidas a simulacién del jugo intestinal artificial (JIA). Barra
MO = 100 pm. Objetivo= 10x
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El mantenimiento de la integridad de las estructuras de Ha g puede estar
relacionado con la interaccion entre los grupos carboxilicos del alginato con los
iones de calcio durante el proceso de gelificacion (Braccini y Pérez, 2001). Asi
mismo, la desintegracion de Hpegc en condiciones intestinales es debida a la
presencia de sales, que promueven repulsion electrostatica entre grupos

carboxilicos e iones (Lin et al., 2005).

Estos resultados evidenciarian que los hidrogeles de alginato, sometidos
a condiciones gastrointestinales podrian desintegrarse a la altura del intestino
grueso por accién de la microflora con liberacion total del activo. Esto puede
deberse al hecho de que el alginato es mas estable en soluciones a pH bajo,
aunque se hinchan en condiciones débilmente basicas (Annan, Borza y Hansen,
2008). La degradacion de materiales de pared encapsulantes de farmacos ha
sido previamente investigada en sistemas que simulan condiciones de pH,
temperatura y tiempo en diferentes sitios del tracto gastrointestinal (Philip y
Philip, 2010).

Imagenes contenidas en la Figura 4.4, muestran Hpgc con recubrimiento
proteico de SB y CH (10%), sometidos a condiciones gastrointestinales. En el
tiempo cero los hidrogeles no fueron sometidos a simulacion, siendo esto para
efectos de comparacion. Posteriormente, en condiciones gastricas, estos
hidrogeles mostraron resistencia a la accién de la pepsina. Por el contrario, en
condiciones gastricas, éstos se destruyeron completamente independientes del

tipo de proteina utilizada en el recubrimiento.
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Figura 4.4. — A y B: Imagenes obtenidas por MO de hidrogeles de pectina recubiertos con
sangre bovina y clara de huevo. C y E, hidrogeles de pectina recubiertas com sangre bovina y
huevo sometidas a simulacidon secuencial de jugo gastrico artificial (JGA). Dy F, Hidrogeles de
pectina recubiertas con sangre bovina y clara de huevo sometidas a simulaciéon del jugo
intestinal artificial (JIA). Barra MO = 100 um. Objetivo= 10x

La Figura 4.5. muestra imagenes de hidrogeles de alginato recubiertos
con sangre bovina y clara de huevo (10%), sometidos a condiciones
gastrointestinales. En las cuales, observamos que mantuvieron su aspecto fisico
y su forma esférica posterior a las 7 horas de la simulacion gastrointestinal; sin
embargo, éstos mostraron un marcado proceso gradual de hinchamiento,
durante el transito simulado. Asimismo, se observa que en la transicion entre las

condiciones gastricas a las intestinales hay un cambio de coloracion. Lo cual,
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probablemente es debido a que las proteinas adheridas a la superficie del
hidrogel (responsables de la coloracion marrén oscura) cedieron al proceso

enzimético.
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Figura 4.5. — A y B: Imagenes obtenidas por MO de hidrogeles de alginato recubiertas con
sangre bovina y clara de huevo. C y E, hidrogeles de alginato recubiertas con sangre bovina y
huevo sometidas a simulacion secuencial de jugo gastrico artificial (JGA). D y F, hidrogeles de
alginato recubiertas con sangre bovina y clara de huevo sometidas a simulacion del jugo
intestinal artificial (JIA). Barra MO = 100 pm.

Resultados encontrados en Hpgc, constatan que el recubrimiento proteico
con SB y CH brind6 proteccion adicional en condiciones gastricas, dado que los
Hpec sin recubrir mostraron un comportamiento marcado de hinchamiento
cuando se les someti6 a las mismas condiciones. Sin embargo, al ser

42



trasladados a condiciones intestinales, el recubrimiento proteico no fue de
mucha ayuda puesto que, se destruyeron completamente como sus pares sin
recubrir. Hecho similar, observd Gebara et al. (2013), donde constataron que
particulas de pectina se mostraron intactas a la simulacion del jugo géstrico pH
(1.2 y 3.0) durante 2 h. Sin embargo, al ser expuestos al jugo intestinal a un pH

de 7.0 durante 5 h, se destruyeron.

Con respecto a Hac recubiertos, encontramos que el recubrimiento
proteico ofrecié proteccion frente a la accion enzimatica y cambios bruscos de
pH tanto en condiciones gastricas como en intestinales. De la misma manera,
Corstens et al. (2017) estudiaron la apariencia de geles de alginato obtenidos
por gelificacibn sometidos condiciones gastrointestinales in vitro. En
condiciones gastricas, éstos no fueron afectados sustancialmente; sin
embargo, fue encontrado que durante la incubacidon intestinal, la
microestructura general de los geles cambidé, mostrando debilidad e
hinchamiento, el factor que predispuso estos cambios fue su tamafio. Después
de 15 minutos de incubacion intestinal la microestructura del gel mostré

debilitamiento, asi como se menciona en la literatura (Rayment et al., 2009).

Los rangos de pH del estbmago en estado de ayunas varian entre 1y 2;
sin embargo, este valor aumenta después de ingerir alimentos (Rubinstein,
1995). El pH del intestino delgado proximal es de 6.5, y alrededor de 5.5 en el
intestino delgado proximal (Evans et al., 1988). Desde el ileon al colon, el valor
de pH disminuye significativamente. A su vez, el valor de pH en el ciego es de
6.4. No obstante, valores de pH bajos como 5.7 han sido determinados en el
colon ascendente de voluntarios saludables (Bussemer et al., 2001). El valor de
pH del colon transverso es de 6.6 y aproximadamente 7.0 en el colon
descendente. El uso de hidrogeles sensibles al pH se basa en las diferencias

de estos valores de pH (Ashord et al., 1993).

La proteccion adicional del recubrimiento proteico también fue descrito
por Tello et al. (2015), donde de igual manera evaluaron si el recubrimiento con
proteinas globulares sobre microparticulas de pectina y alginato producidos por
gelificacion idnica, podria mejorar la estabilidad del bioactivo encapsulado y
encontraron que ambas particulas recubiertas ofrecieron mayor proteccion al

bioactivo cuando comparado con particulas no recubiertas.
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4.7. Solubilidad de proteinas adsorbidas en hidrogeles sometidas a

condiciones gastrointestinales

Hidrogeles de pectina y alginato producidos por gelificacion i6nica
conteniendo aceite de sacha inchi fueron recubiertos con soluciones de
proteinas de SB y CH a mayor concentracion (10%). Y posteriormente, fueron
sometidos a condiciones gastrointestinales, con el fin de determinar la
solubilidad de proteina adsorbida.

La Tabla 4.7 presenta la solubilidad de proteinas adsorbidas en Hpgc €
Haic sometidos a condiciones gastrointestinales después de siete horas de
exposicion. Los resultados mostraron que en condiciones gastricas la
interaccién entre el tipo de hidrogel y fuente proteica no fue significativa
(p>0.05). A pesar de que, fue evidenciado diferencias entre los factores
individualmente, obteniéndose mayores porcentajes de solubilidad al utilizar
Hpec recubiertos de con SB. Consecutivamente, en condiciones intestinales
tanto la interaccion entre factores como el tipo de fuente proteica no fueron
significativos (p>0.05). Sin embargo, dependiendo del tipo de hidrogel las
solubilidades fueron diferentes, resaltando nuevamente a Hpec con los valores

mas significativos.

Tabla 4.7. Solubilidad de proteinas adsorbidas en hidrogeles de pectina y

alginato sometido a condiciones gastrointestinales.

Simulacion Gastrointestinal

Iarogel hroteica Condiciones gastricas Condiciones intestinales
(pH 2,37 °C, 2h) (pH 7,37 °C, 5h)

SB 35.80 + 1.34" 95.16 + 3.14*%

HPEC Ab aA
CH 3250+ 2.14 94.45 + 1.98
SB 15.71 + 1.03% 85.24 + 2.60™

Hae Bb bA
CH 10.02 £ 0.58 87.35+0.95

Promedio + desviacién estandar (n=3). SB= Sangre Bovina; CH= Clara de huevo. Promedios
seguidos de letras diferentes en mindscula en la misma columna presentan diferencias
significativas entre tipo de hidrogel (P<0,05) por el Test de Tukey. Promedios seguidos de
letras diferentes en mayuscula en la misma columna presentan diferencias significativas entre
tipo de fuente proteica (P<0,05) por el Test de Tukey.

En estudios relacionados con solubilidad, Cdérdova et al. (2015),
evaluaron la solubilidad de microparticulas de pectina recubiertas con proteinas
del suero de la leche (una parte de ellas fueron tratadas térmicamente)
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sometidas condiciones gastricas (pH 1.2 y 3.0) e intestinales (pH7.0). Donde
fue encontrada una solubilidad de proteina superior al 40% para el tratamiento
inicial a pH 1.2, indicando que dichas microparticulas son fragiles a pH acido en
presencia de pepsina, sin embargo, cuando el pH fue menos dréastico (3.0) la
solubilidad fue menor después de las dos horas. A su vez, la solubilidad de las
microparticulas recubiertas con proteina con tratamiento térmico fue
significativamente mayor que las de sin tratamiento térmico. En nuestro
estudio, hidrogeles de pectina fueron quienes mostraron mayor solubilidad a
estas condiciones con un valor maximo de 35.80 + 1.34, lo cual no es resultado
deseable, puesto que al desprenderse esa cantidad de proteina se desprotege
al hidrogel poroso conteniendo aceite de sacha inchi, exponiendo el aceite a la
oxidacion lipidica, lo que haria que pierda sus propiedades funcionales. En
cambio, en Ha g, €l maximo valor solubilidad en condiciones gastricas fue de
15.71 £ 1.03, resultado que evidenciaria mayor proteccion al hidrogel poroso en

estas condiciones.

En cuanto a los resultados de solubilidad en condiciones intestinales,
altos valores en el lugar de mayor adsorcién de nutrientes en el cuerpo, son
deseables para la aplicacidon de proteinas en numerosas formulaciones de
alimentos (Etheridge et al., 1981). Asimismo, los biopolimeros sensibles al pH
para la liberacién especifica de farmacos en el colon son insolubles a pH bajo,

pero su solubilidad aumenta al aumentar el pH (Ashord et al., 1993).
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1. Conclusiones.

Hidrogeles de pectina y alginato son producidos por gelificacion ionica
utilizando aceite de sacha inchi como material de relleno. Altas eficiencias de
encapsulacién se observan al emplear la técnica de gelificacion ionica y al

utilizar aceite de sacha inchi como material de relleno.

Proteinas de sangre bovina y proteinas de clara de huevo en su estado
natural poseen caracteristicas adecuadas para su uso como material de

recubrimiento sobre superficies himedas de hidrogeles.

El tamafio medio de los hidrogeles de pectina es mayor cuando

comparado con el tamafio medio de los hidrogeles de alginato.

Altos valores de adsorcién de proteina presentan los hidrogeles de
pectina. Asi mismo, el aumento de proteina en solucién increment6 la cantidad
de proteina adsorbida independientemente del tipo de hidrogel. El incremento
de proteina adsorbida disminuye el porcentaje de humedad en hidrogeles de

pectina y aumenta el contenido de materia seca.

La cantidad de proteina solubilizada en el ambiente gastrico desde
hidrogeles recubiertos, hace que los hidrogeles de pectina sean adecuados
para vehiculos de liberacion a nivel intestinal. Por lo que, todos los sistemas
estudiados, independiente del tipo de hidrogel o de la fuente proteica,

mostraron alta solubilidad al término de la simulacién intestinal.

La microscopia optica evidencia la resistencia fisica de los hidrogeles de
pectina y alginato recubiertos frente a condiciones gastricas, por consiguiente
cuando estos son trasladados a condiciones gastricas los hidrogeles de pectina
se desintegran completamente, sin embargo los hidrogeles de alginato se

muestran aparentemente integ ros.

Ambas matrices son vehiculos de transporte de activos para
aplicaciones alimenticias y farmacologicas. El sitio de liberacion de estos
activos dependera del tipo de polisacarido empleado para producir hidrogeles,
siendo hidrogeles de pectina adecuados para liberacion en el ambiente del
intestino delgado, en cambio los hidrogeles de alginato para liberacion en el

ambiente del intestino grueso.
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5.2. Recomendaciones.

En trabajos futuros utilizar otros métodos de encapsulacion adecuados
para materiales hidrofilicos asi como, vitamina C extraido de matrices

amazonicas.

Desarrollar investigaciones utilizando la técnica de gelificacion ionica
para recuperar nutrientes de alto valor biolégico como las proteinas del suero

de la leche.

Conocer el lugar de adsorcién del bioactivo a encapsular, puesto que tal
caracteristica determinard el tipo de matriz que sera utilizada para la

produccion de hidrogeles.
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