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RESUMEN

La ingesta diaria recomendada (IDR) de calcio (Ca) es de 1000 mg/dia y la
importancia de cubrir con dicha ingesta en la dieta es debido al papel que
desempefia el Ca en todos los procesos metabdlicos del organismo. En la ultima
década aproximadamente el 20 % de la poblacién mexicana presenta un déficit en
la ingesta de Ca. Actualmente, las formas farmaceéuticas utilizadas como
suplementos de Ca presentan efectos secundarios a la salud y no permiten que éste
sea aprovechado totalmente por el organismo debido a limitaciones en su
biodisponibilidad. Una de las tecnologias para conseguir lo anterior, es la farmacién
de microesferas a partir de biopolimeros por coacervacion compleja. Por lo anterior,
el objetivo de este trabajo consistio en obtener microesferas a partir de proteinas de
lactosuero (L) y del xiloglucano (XG) de las semillas de Tamarindus indica L.
(tamarindo) mediante coacervacién compleja y determinar la cinética de liberacion
del Ca en un modelo in vitro. Inicialmente, se establecieron las condiciones del
proceso para la extraccion del XG a partir de las semillas de T. indica. Asi mismo,
se realiz0 la caracterizacion fisicoquimica del L y XG. Posteriormente, se obtuvieron
las microesferas biopoliméricas, a través del proceso de coacervacion por
complejacion Finalmente, se determind la cinética de liberacion del Ca a partir de
las microesferas en un modelo in vitro. El analisis de los resultados se llevo a cabo
con un ANOVA utilizando la prueba de Tukey para detectar diferencias estadisticas
entre las medias de los tratamientos. En el proceso de extraccion de xiloglucano por
tostado se observo mayor rendimiento y eficiencia de separacién con respecto al
proceso de remojo. Asi mismo, el xiloglucano obtenido por el método de tostado
presentd mejor capacidad como agente espesante. El lactosuero al 0.1 % m/m y
pH=2 mostrd un potencial { =21.39 + 0.40 mV y tamafio de particula de 293.04 +
13.24 nm; en tanto que el xiloglucano al 0.0625% m/m y a pH=13 tuvo un potencial
(=—28.96 + 1.74 mV y un tamafio de particula de 566.93 + 42.29 nm. Por lo tanto,
la formacion del coacervado. se consiguio acidificando a pH 2 la mezcla de
lactosuero al 0.1 % m/m y xiloglucano al 0.0625 % m/m en proporcion 2:1. El tamafio
promedio de las nanoesferas fue de 300 nm. El potencial C represento el atributo
mas adecuado para identificar la formacion de las nanoesferas y determinar su
estabilidad. No-se detectaron diferencias significativas (p<0.05) en el perfil de
liberacion de calcio a partir de las nanoesferas en un periodo de 4 horas a diferentes
valores de pH (2, 7 y 8.5) resultando en un rango de 34.55 hasta 39.97 %. El modelo
de Higuchi presenté mayor bondad de ajuste para el perfil de liberacion de calcio a
los diferentes valores de pH y con una correlacion mayor a 0.98, indicando que la
liberacion de este mineral ocurre principalmente por el fendmeno de difusion. Los
resultados derivados de este trabajo muestran que es factible la formacion de
nanoesferas por coacervaciéon compleja a partir de xiloglucano y proteinas de
lactosuero, y representan un sistema potencialmente (til para la liberacion
prolongada de calcio en el tracto gastrointestinal.

Palabras clave: Cinética de liberacion, calcio, lactosuero, nanoesferas, Tamarindus
indica L., xiloglucano, coacervacion compleja.




ABSTRACT

The recommended daily intake (RDI) of calcium (Ca) is 1000 mg/day, the importance
of covering the RDI of Ca in diet is due to the role that this mineral plays in organism
metabolic processes. In the last decade, approximately 20% of the Mexican
population has a deficit in calcium intake. Currently, the pharmaceutical forms used
as Ca supplements have side effects on health and do not allow total Ca absorption
as a result of limitations in calcium bioavailability. Therefore, it is very important to
find an alternative that allows the controlled release of calcium to promote. this
mineral absorption in colon. One of the technologies to achieve the above is the
formation of microspheres from biopolymers by complex coacervation. The objective
of this work was to obtain microspheres from whey proteins (L) and xyloglycan (XG)
extracted from Tamarindus indica L. seeds by complex coacervation and determine
microspheres Ca release kinetics in an in vitro model. Initially, the process conditions
for the extraction of XG from T. indica seeds was established. Likewise, the
physicochemical characterization of L and XG was carried out. Subsequently, the
biopolymeric microspheres were obtained by using complex coacervation, and then
their stability was evaluated. Finally, Ca release kinetics from the microspheres was
determined with an in vitro model. Analysis of the results was carried out by an
ANOVA followed by a Tukey’s test to detect statistical differences between the
means of treatments. The XG extraction process by roasting showed a higher yield
and separation efficiency than that observed with the soaking process. Likewise, the
XG obtained by the roasting method-exhibited better capacity as a thickening agent.
The L at 0.1% w/w and pH = 2 showed a potential { = 21.39 £ 0.40 mV and particle
size of 293.04 + 13.24 nm; while XG at 0.0625% w/w and pH=13 had a potential { =
-28.96 +1.74 mV and a particle size of 566.93 + 42.29 nm. Therefore, the formation
of the coacervate was achieved by acidifying the mixture of whey at 0.1% wi/w,
xyloglucan at 0.0625% w/w in a 2:1 ratio and at pH= 2. The average size of the
nanospheres was 30 nm. The potential { represented the most appropriate attribute
to identify the -nanospheres formation to determine their stability. No significant
differences (p <0.05) were detected in the Ca release profile from the nanospheres
in a period of 4 hours at different pH values (2, 7 and 8.5) resulting in a range from
34.55 to 39.97%. Higuchi’'s model presented a greater fit for the Ca release profile
at different pH values and with a correlation greater than 0.98, indicating that the
release of this mineral occurs due to the diffusion phenomenon. The results derived
from this work show that the formation of nanospheres by complex coacervation from
XG and L is feasible and nanospheres represent a potentially useful system for the
prolonged release of Ca in the gastrointestinal tract.

Keywords: Calcium release kinetics, whey, nanospheres, Tamarindus indica L.,
xyloglucan, complex coacervation.




1. INTRODUCCION

La ingesta menor a 1000 mg/ dia de calcio, entre la poblacién mexicana adulta esta
asociada a padecimientos como osteopenia y osteoporosis, por mencionar algunos.
(Nayak et al., 2016). Estos se relacionan principalmente con fracturas por fragilidad
de los huesos, y se perfilan como una de las enfermedades de mayor impacto en el
sector salud debido a lo prolongado del tratamiento, a la mortalidad, altos costos de

atencion médica y el deterioro en la calidad de vida de las personas (NOF, 2018).

El uso de suplementos minerales presenta desventajas como: la interaccién con
otros medicamentos, en algunos pacientes causan malestares como: estrefiimiento,
flatulencia, dispepsia; otra desventaja es el incremento del riesgo a desarrollar
célculos renales y cabe mencionar cabe mencionar que sélo una pequefia porcion
del calcio que proporciona dicho suplemento es absorbida por el organismo. Por lo
anterior, surge la necesidad de proponer una alternativa a los suplementos de calcio
gue presenten mayores ventajas con respecto a los suplementos ya existentes. Una
alternativa es una forma farmacéutica de liberacidon controlada que permita
incrementar la biodisponibilidad del calcio en el organismo. La formacién de micro y
nanoesferas por coacervacion es un método que permite proteger a los compuestos
bioactivos de factores como- el calor y la humedad, manteniendo su estabilidad y
viabilidad. En el caso de los farmacos, cuya liberacién controlada se lleve a cabo en
el estbmago o en el intestino, la formacion de un coacervado permite mejorar la
absorcion de los . compuestos 0 principios activos con un minimo de reacciones
adversas (Itoh et al., 2008; Lopez et al., 2012).

Durante las ultimas décadas, la aplicacién de polimeros naturales para el desarrollo
de medicamentos y aditivos en los alimentos, ha sido objeto de interés debido a su
gran disponibilidad, bajos costos, biodegradabilidad y biocompatibilidad. Ademas de
esto, la tendencia en investigacion y laindustria farmacéutica es el reemplazo de los
materiales que tienen como estructura base polimeros sintéticos por sus largos

tiempos de descomposicién (Malakar et al., 2013).




En la dltima década, las investigaciones en el uso del xiloglucano como agente
estabilizante y espesante en la industria farmacéutica y alimenticia han dado frutos

(Joseph, et al., 2012). La semilla de tamarindo es un residuo del proceso de

elaboracién de concentrados de pulpa de fruta y es considerada como desecho; sin

embargo, dichas semillas pueden ser aprovechadas para obtener materiales
poliméricos como el xiloglucano, el cual es un polisacéarido que desempefia el papel
de estabilizador, espesante, aglutinante, retardante de liberacion del compuesto de
interés o principio activo y modificador de caracteristicas sensoriales. De manera
adicional, puede ser utilizado como un agente protector de la mucosa gastrica y de
la piel y como auxiliar para la liberacién de ingredientes con principio activo (Joseph
et al., 2012; Zhang et al., 2014).

Otro material utilizado como agente encapsulante son las proteinas del lactosuero,
las cuales permiten la formacién de un coacervado al interactuar ibnicamente con
una cadena polianionica. Esto favorece la formacion de una superficie que puede
endurecerse por modificacion de las condiciones de temperatura y pH del sistema
dando lugar a las microesferas (Sandoval et al., 2016, Haffner et al., 2016). Estas
microestructuras pueden obtenerse . del lactosuero, un subproducto de la
elaboracion de queso, cuya composicion es rica en proteinas y minerales como el

calcio.

Por lo tanto, el aprovechamiento de dos subproductos de la agroindustria que son
considerados como de desecho, evita la emision de residuos contaminantes al
medio ambiente. EIl objetivo de este trabajo consisti6 en obtener nanoesferas a
partir de las proteinas de lactosuero y del xiloglucano de semilla de Tamarindus
indica L. mediante el proceso de coacervacion y determinar su cinética de liberacion
de calcio en un modelo in vitro. Lo anterior, con la finalidad de que la metodologia
propuesta para la obtencion de las nanoesferas sea utilizada en un futuro para el

desarrollo de suplementos alimenticios de calcio.




2. ANTECEDENTES

2.1 Importancia fisiolégica del calcio

El calcio representa el quinto elemento méas importante en el organismos
aproximadamente el 99 % del calcio se encuentra principalmente en los huesos y
dientes en forma de hidroxiapatita calcica y el 1 % restante, se encuentra en su
forma ionizada libre o en unidon con la albdmina sérica (EFSA, 2015). El
requerimiento de la ingesta de este mineral se modifica durante las diferentes
etapas de la vida: en la nifiez (0 — 9 afios) se requieren 1000 mg/dia, en la etapa de
crecimiento (9 — 18 afios) son necesarios 1300 mg/dia, en la etapa adulta (19 — 50
afnos) se necesitan 1000 mg/dia, en las mujeres a partir de los 51 afios y en los

varones a partir de los 71 afios se requieren 1200 mg/dia (NIH, 2013), El calcio

también representa un papel primordial como segundo mensajero en vias de
sefializacion celular, la transmision neuromuscular, la secrecion glandular, la

coagulacion de la sangre y numerosas reacciones enzimaticas (Ibarra, 2014).

Los principales padecimientos asociados ala deficiencia de calcio son: osteopenia
y osteoporosis (Nayak et al., 2016). Adicionalmente, se relacionan fracturas por
fragilidad de huesos y se perfilan como una de las enfermedades que mas
deterioran la calidad de vida de las personas acorde con la Fundacion Nacional de
Osteoporosis (NOF,-2018). A nivel mundial la prevalencia de osteoporosis es de
aproximadamente 200 millones de personas y en México, el 17 % de la poblacién

femenina y el 9 % la poblacion masculina padece osteoporosis (IOF, 2019).

De acuerdo con el Andlisis de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion del afio
2012 (ENSANUT, 2012), se detect6é un déficit en la ingesta de calcio en

aproximadamente el 20 % de la poblacion mexicana adulta, razén por la cual se

incrementa el riesgo de padecer osteoporosis en el adulto mayor.

2.1.1 Absorcién de calcio

El porcentaje de absorcion del calcio en el organismo se encuentra entre el 20 y el
60 %, dicho porcentaje depende de la fuente de origen y la mezcla de alimentos al

momento de ingerirlo, ademas del estado fisioldgico de la persona (Heaney et al.,
13




1999; Martin et al., 2015). El mecanismo de absorcién de este mineral depende de
la cantidad de calcio ingerida: en cantidades <400 mg, la absorcion es a través de
transporte activo y absorbido en el duodeno y yeyuno proximal, en donde proteinas
de membrana permiten la entrada del calcio a las células de la mucosa del duodeno

como Ca?* libre (Gropper et al., 2005).

Existen otros factores que disminuyen la absorcién de calcio en el intestino,
principalmente porque el calcio interacciona con otros componentes de los

alimentos formando complejos insolubles con fitatos y oxalatos (Eckert et al., 2014).

Otro factor es la dificultad de absorber cationes divalentes (Ca?* y -Mg?*) por la

mucosa intestinal, ya que a un pH entre 7 y 8.5 son insolubles (Guéguen y Pointillart,
2000).

Por otro lado, cuando el calcio se encuentra en concentraciones mayores a 400 mg
el mecanismo es mediante transporte pasivo principalmente en el yeyuno e ileon.
Esto es debido a la diferencia en el potencial electroquimico que favorece el
movimiento del calcio por via paracelular. Otra via de absorcién del calcio es el
colon, en donde alrededor del 4 al 10 % de este mineral se absorbe diariamente por
transporte activo (Ascencio, 2012). Sin embargo, esto también depende de otras
condiciones fisiopatolégicas como el papel que desempefa la microbiota y la
interaccion de ésta con determinados alimentos (lipidos, carbohidratos, fibra) o su
afectacion por farmacos y prebidticos La eficiencia de esta via de transporte se
incrementa cuando las necesidades de calcio son elevadas, es decir, durante las

etapas de crecimiento, embarazo y lactancia (Aguirre et al., 2015).
2.1.1.1 Facilitadores de la absorcion de calcio

La vitamina D participa en el metabolismo del calcio (Pacifici, 2018). Otros
componentes que favorecen la absorcion de este mineral son la presencia de
vitamina C, ya que disminuye el pH del intestino y forma citratos haciendo
relativamente mas soluble el calcio, al igual que los acidos organicos de cadena
corta (Ascencio, 2012; Martin et al., 2015). Por otro lado, los aminoacidos forman
sales solubles de calcio como producto de la digestidn de la proteina, en tanto que
los &cidos grasos aumentan el tiempo de transito intestinal, permitiendo una mayor
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absorcién de los minerales (Mota y Perales, 1999; Veldurthy et al., 2016). Si el

alimento contiene carbohidratos como por ejemplo lactosa, al ser fermentados
aumentan la produccién de acidos organicos, tal es el caso del acido lactico,
disminuyendo el pH, en consecuencia, se disuelven compuestos insolubles de
calcio aumentando su absorcién por difusién pasiva (Fleet y Scoch, 2010; Lavanda,
2011). Otros facilitadores son la caseina y la lactoalbumina que se enlazan a los
minerales divalentes como el zinc (Zn), magnesio (Mg), manganeso (Mn) y calcio

(Ca) facilitando su absorcion (Berdanier y Zempleni, 2009).
2.1.1.2 Inhibidores de la absorcién de calcio

Los componentes intrinsecos de los alimentos como: fitatos de cereales y semillas,
oxalatos de espinacas y nueces, taninos del té y el exceso de acidos grasos libres
pueden reducir la absorcién del calcio al formar quelatos poco solubles o insolubles
con este mineral. Ademas del fosforo, el exceso de sodio, asi como la deficiencia
de vitamina D disminuyen la absorcion del calcio. Otros componentes de los
vegetales como las pectinas inhiben la absorcion de calcio y otros minerales
(Fernandez et al., 2011; Zhu y Prince et al., 2012).

2.1.1.3 Fuentes dietéticas de calcio

Las necesidades diarias de calcio pueden satisfacerse mediante alimentos ricos en
dicho mineral, asi como con alimentos que han sido enriquecidos y/o suplementos.
La relevancia del alimento como fuente de un nutriente estd determinado por el
contenido del nutriente, la racion del alimento, los habitos de consumo y la
biodisponibilidad (IOM 2010); la cual se define como la fraccion del calcio dietético
gue es potencialmente absorbible por el intestino y puede utilizarse en funciones
fisiologicas (Abrams, 2010; Martinez, 2016).

La fuente principal de calcio en la dieta son la leche y los productos lacteos debido
a que la ingesta diaria recomendada para un adulto sano es de 1000 mg/dia y se
cubre con tres vasos de leche, ya que un vaso de leche aporta 300 mg de calcio
(Weaver et al.,, 2009). No obstante, estos productos se evitan por personas
intolerantes a la lactosa y aquellas que siguen dietas veganas, puesto que no
incluyen productos lacteos en su alimentacion.
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Adicionalmente, hay que considerar que el alto costo que representan los productos
lacteos para algunos sectores de la poblacién, aunado al hecho de que se ha
sustituido la ingesta de leche por el consumo de bebidas carbonatadas y
densamente energéticas (Moran et al., 2013). Por esta razon, se recurre al consumo

de alimentos fortificados y suplementos de calcio.
2.1.1.4 Suplementos de calcio

Con el fin de asegurar un aporte de calcio adecuado existen varios suplementos de
este mineral, los mas comunmente utilizados son el carbonato y el citrato de calcio,
aungue la absorcion depende de su capacidad de disociacién y su capacidad de
disolucion. Otra desventaja consiste en que hasta un50 % de los pacientes refieren
sintomas gastrointestinales como son: estrefiimiento, flatulencia y distension
abdominal tras la ingesta de estos suplementos (Garcia et al., 2010; Watts, 2010, Li
et al., 2018). Por lo que resulta prioritario buscary proponer fuentes alternativas de

calcio para incrementar la ingesta de calcio entre la poblacion.

2.2 Liberacion controlada de farmacos

Las formas farmacéuticas convencionales se caracterizan porque liberan sus
componentes activos de manera inmediata hacia el lugar de absorcién. Por el
contrario, un sistema de liberacion controlada es aquel que permite que un agente

o ingrediente se libere a una velocidad y/o en una localizacién determinada en

funcion de las necesidades de un organismo y durante un periodo de tiempo

especifico. Dicho proceso se vera influenciado por las condiciones del medio al cual

se expone el farmaco (Parra, 2010a; Gorji et al., 2018).

Algunas de las ventajas de la liberacion controlada son: 1) minimizar efectos
secundarios, 2) aumentar la eficacia del principio activo, 3) evitar la biodegradacién
del farmaco durante su distribucion. En este tipo de sistemas se emplean particulas
que pueden clasificarse de acuerdo a su tamafio en microparticulas (de 1 a 250 um)
y nanoparticulas (<1 um). Dentro de este grupo se incluyen las microcdpsulas, que
son aquellas en las que el farmaco esta cubierto de una membrana y las
microesferas que son matrices en los que el farmaco esta disperso en la particula

(Séez et al., 2004; Santa y Lopez, 2013).
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Es necesario evaluar el perfil de liberacion in vitro del compuesto activo de un
farmaco o de una forma farmacéutica por dos razones importantes: 1) Como parte
del proceso de control de calidad y 2) por los parametros que éste proporciona para
establecer la viabililidad del sistema en un modelo in vivo, el cual puede verse
influenciado por las caracteristicas de las microesferas, asi como por la composicion
y el volumen del medio de incubacion, la temperatura, el dispositivo que se emplee
para estudiar el perfil, la forma y velocidad de agitacion (Agnihotri, et al., 2012; Spotti
et al., 2013).

2.2.1 Cinética de liberacion
En la Tabla 1 se presentan las ecuaciones propuestas para cinética de liberacion.

Tabla 1. Modelos matemaéticos de la cinética de liberacion de farmacos

Modelo Ecuacidn Aplicacion

Porcentaje de farmaco liberado
por difusion o disolucién

Primer orden %Q = 100 (1 — 65

Higuchi o Liberacion controlada  por
) difusion desde matrices
homogéneas y/o granulares

Combinacion de o Liberacion controlada  por
Higuchi y orden i difusion y membrana que actia
cero como barrera

Orden cero _ Sistemas erosionables de area
superficial constante y sistemas
con membrana que controlan la
difusiéon

% Q: porcentaje de farmaco disuelto ky: constante cinética de Higuchi
k,: constante de velocidad t: tiempo de liberacién del farmaco

Fuente: Adaptada de Bonilla (2018)




Takeru Higuchi publicé en 1961 su ecuacion de raiz cuadrada, con la que describia
de una forma muy sencilla la liberacion del farmaco a partir de bases de formas
semisdlidas. A partir de este trabajo, surgieron diversos modelos matematicos
basados en los fendmenos que pueden ser: difusion, disolucion, hinchamiento,
erosion, precipitacion y/o degradacion y permiten determinar pardmetros del

sistema que describen el mecanismo de la liberacion (Gupta et al., 2012).
2.2.2 Métodos de evaluacion del perfil de liberacion

Los mecanismos de evaluacion de liberacion de microesferas se pueden llevar a
cabo por disoluciébn en un sistema acuoso, esfuerzos de cizalla, temperatura,
reacciones quimicas o enzimaticas, cambios en la presion osmadética, etc. Se pueden
dividir ampliamente en tres categorias: i) métodos de muestra y separacion, ii)
métodos de flujo continuo y iii) métodos de difusidn por membrana o métodos de
didlisis (Shen y Burgess, 2013).

2.2.2.1. Método de muestra y separacion

En este método la particula se introduce en el medio de liberacion a temperatura
constante, a fin de controlar la liberacion del farmaco se emplea separacion fisica y
por ultimo, la evaluacion se realiza mediante el muestreo del medio o de las

particulas. Una de las desventajas se presenta por el tamafio pequefio (< 100 pm)

de las particulas, ya que requiere de un proceso de separacion de alta energia como

la centrifugacion, ultracentrifugacion y ultrafiltracion (Mahkam, 2012)
2.2.2.2 Flujo continuo

En este método la liberacion de farmaco ocurre como resultado de que el buffer o
medio circula a través de una columna que contiene la forma de dosificacion
inmovilizada y se controla recogiendo el eluyente periédicamente. Sin embargo,
este método tiene varias desventajas que incluyen costos de los instrumentos para
el andlisis, dificultad en la configuracion, obstruccion del filtro, adsorcion al filtro y

dificultad para mantener un flujo constante (Liu et al., 2013).




2.2.2.3 Métodos de difusion por membrana

En los métodos de difusion por membrana, los sistemas de nanoparticulas estan
separados del medio a través de membranas que son permeables al compuesto de
interés, pero impermeable a las nanoparticulas. Incluyen: el método del saco de

didlisis, el método del saco de dilisis inverso y los métodos de dialisis lado a lado.

Este método ha sido utilizado para determinar la bioaccesibilidad del calcio en
cladodios de nopal Opuntia ficus-indica L. Miller (Ramirez, et al., 2011). En el
método del saco de didlisis, el sistema de interés se coloca dentro de los sacos y
estos se colocan en recipientes con cierta agitacion, y el muestreo se realiza a
diferentes intervalos de tiempo (D’Souza, 2014). El modelo de didlisis se muestra

en la Figura 1.

Muestreo desde el compartimiento exterior

_% Tapa del dializador

Compartimiento interno que

contiene nanosuspension

Membrana de didlisis

Compartimiento exterior que

contiene el medio de liberacion

Barra de agitacion

Figura 1. Esquema de un modelo de dialisis (D’Souza, 2014).

Los parametros que influyen en la liberacion del farmaco incluyen la agitacion,

proporcién entre los volimenes dentro de la membrana y el medio, y lo més

importante, el tamafio de poro de la membrana de dialisis. Se ha encontrado que el
poro de la membrana debe ser aproximadamente 100 veces mas grande que el
tamafio de la molécula del farmaco (Xu et al., 2012). Ademas, se recomienda que

el volumen interno de la membrana de didlisis debe ser al menos 6-10 veces menor




gue el del medio de liberacién externo, con el fin de proporcionar una fuerza motriz

para el transporte del farmaco a través de la membrana (D’Souza y De Luca, 2006).
2.3 Microencapsulaciéon

La microencapsulacion de un compuesto activo es el recubrimiento de éste con
diversos materiales que logren el encapsulado a nivel micro o nanomeétrico,
obteniendo “microcapsulas” (sistema de depdsito) y “microesferas” (tipo matriz) con
un tamafo de particula alrededor de 1 mm, las cuales se diferencian en su
morfologia (Dubey et al., 2009). La morfologia de ambas particulas se muestra en

la Figura 2.

Principio activo

Cépsula

Matriz + Principio activo

|b)

MICROESFERAS __MICROCAPSULA

Figura. 2. Morfologia de a) microcapsulas y b) microesferas (Lopretti et al., 2007)

El tamafio y forma de las microparticulas depende del método de encapsulacion,
del tipo de polimero, peso molecular, carga, densidad y concentracion (Kaushik et
al., 2014).

2.3.1 Técnicas de microencapsulacion

Existen diversas técnicas de encapsulacion, agrupados de acuerdo al método

empleado:

1. Métodos mecanicos




a) Evaporacion de solvente: Emplea una emulsibn e incorpora un agente

tensoactivo, por lo que el material polimérico se precipita.

b) Secado por pulverizacion: Se forma una solucion que contenga el material de
recubrimiento y el principio activo y se pulveriza en una camara con flujo de aire

caliente.

c¢) Recubrimiento de lecho fluido: el compuesto de interés se suspende en un lecho
fluido y una solucion del material de recubrimiento se pulveriza sobre las particulas,

solidificandose por la accion de aire (Saez, 2007).
2. Métodos quimicos

a) Polimerizacion interfacial: Se forma una emulsion a partir del principio activo
disuelto en una fase y recubrimiento en otra, en la interface se da la

policondensacion.

b) Polimerizacién heterogénea: La reaccidon se produce en un sistema disperso, lo
gue resulta en microparticulas de diferentes tamafnos (desde 0.1 hasta 30 mm)

dependiendo de la técnica especifica (Lopez et al., 2012).
3. Métodos fisicoquimicos

a) Coacervacion simple: Solvatacion del recubrimiento y su deposicion en la

superficie de particulas o gotitas por cambio de pH, adicion de un solvente o iones.

b) Coacervacion compleja: La coacervacion tiene lugar cuando se mezclan por

atraccion electrostatica dos o mas coloides que presentan cargas opuestas (cation

y polianién) en medio acuoso (Vila, 2001; Gorji et al., 2018).

2.3.1.1 Coacervacién Compleja

El proceso de coacervacién se da en varias etapas: la primera consiste en la
formacion de una suspension coloidal mediante el mezclado de una proteina (con
carga positiva) y un polisacérido (con carga negativa) en medio acuoso. Después,

se gelifica la superficie de las gotas por enfriamiento y se adiciona un agente




reticulante para endurecer completamente las paredes de las microesferas.

Finalmente, se lleva a cabo filtracién y una deshidratacion con alcohol (Sinko, 2011).

De acuerdo con Leng y Turgeon (2007), en la formacion del coacervado deben
considerarse factores como: condiciones ambientales (pH y fuerza ionica),
composicion proteica (grado de desnaturalizacion y concentracion) y condiciones
de procesamiento (velocidad de agitacion, y al calentamiento y/o enfriamiento). En
diversos estudios se ha utilizado la coacervacion para la encapsulacion, por
ejemplo, de aceites esenciales. La coacervacion se utiliza con la finalidad de mejorar
propiedades fisicoquimicas de los compuestos activos (solubilidad, estabilidad,
mejorar textura, propiedades reoldgicas, entre otras) y para-la formulacion de

vehiculos de productos nutracéuticos y compuestos bioactivos (Jing et al., 2007).

En la industria farmacéutica se puede emplear esta tecnologia para diferentes
propositos como controlar la liberacién de una dosis adecuada del principio activo y

preparar formas de dosificacion con recubrimiento entérico (Jiang et al., 2012).
2.4 Biopolimeros

Un biopolimero se define como toda sustancia constituida por moléculas que se
caracterizan por la repeticion de uno o mas tipos de unidades monomeéricas. Los
mondmeros son unidades del polimero, las cuales tienen bajo peso molecular y son
capaces de reaccionar consigo mismo o0 con otras sustancias para formar una
cadena larga (o también redes) de unidades alineadas una junto a otra. Los
polimeros naturales se pueden clasificar en cuatro grupos: a) polisacéaridos, b)
proteinas, . ¢) acidos nucléicos y d) caucho natural (Turgeon y Beaulieu, 2001;
Meneses et al., 2007).

2.4.1 Proteinas

Las proteinas son macromoléculas que pueden utilizarse como vehiculos de
moléculas o compuestos bioactivos, ya que representan un papel importante en la
encapsulacién para elaboracion de alimentos funcionales, a través de la formacién

de una red (por complejacion) proteina-ligando con la capacidad de proteger los

componentes unidos contra la oxidacion y degradacion. Para llevar a cabo el
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proceso de coacervacion es necesario considerar las caracteristicas eléctricas de
las proteinas, es decir su punto isoeléctrico (PI), y si presentan carga positiva, neutra

0 negativa con la variacion del pH (Zhang et al., 2014).
2.4.1.1 Lactosuero

El lactosuero es el producto lacteo liquido obtenido de la elaboraciéon de queso al
momento de la separacion de la cuajada y dependiendo del proceso, el lactosuero

puede ser acido o dulce. El primero se obtiene mediante precipitacion acida de la

caseina por disminucién del pH de la leche hasta un valor de 4.5; mientras que el

suero dulce se obtiene a partir de enzimas proteoliticas (comunmente conocido
COmo cuajo) que actuan sobre la proteina (FAO, 2017). Enla industria quesera el
lactosuero es considerado un subproducto, el cual es altamente contaminante
debido a su contenido en materia organica; alrededor del 10 % de proteinas
(lactoalbuminas y lactoglobulinas), minerales (calcio, fésforo y magnesio) y
vitaminas hidrosolubles (tiamina, &cido pantoténico, riboflavina, piridoxina,
cobaliamina y &cido ascoérbico) (Hernandez y Vélez, 2014). La composicion total del

lactosuero (dulce y acido) se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Composicion de las variedades de lactosuero

Componente Suero Suero
(g/L) dulce acido
Solidos totales | 63.0-70.0 |63.0-70.0
Lactosa 46.0 -52.0 |44.0-46.0
Grasa 0.0-5.0 0.0-5.0
Proteina 6.0-10.0 6.0-8.0
Calcio 0.4-0.6 12-16

Fuente: Hernandez y Vélez (2014)

Existen dos categorias principales de proteinas lacteas que se distinguen
ampliamente por su composicién quimica y propiedades fisicas. La primera de ellas
es la familia de las caseinas, las cuales son proteinas reomoérficas de estructura
abierta, que forman micelas y representan el 80 % del total de las proteinas lacteas
(De Kruif et al., 2012).




La segunda familia de las proteinas de la leche la conforman las proteinas del suero
(20 % del total de proteinas lacteas), las cuales estan constituidas de un 50 % de -
lactoglobulina, 20 % de a-lactoalbumina, asi como de inmunoglobulinas,
lactoferrina, transferrina y otras proteinas y enzimas en cantidades trazas (FAO,
2017). La potencialidad de los péptidos para unirse a minerales esta asociada a la
secuencia de aminoacidos (ver Tabla 3) y a su peso molecular. Estas proteinas
tienen la capacidad de secuestrar calcio a través de los residuos de serina-fosfato,
y activar el mecanismo de liberacion del mineral en medio acido (Livney, 2010).

Tabla 3. Composicion en aminoacidos esenciales de las proteinas del lactosuero
(9/100 g de proteina)

Aminoéacido Contenido

(9)

Leucina 9.5
Lisina 9.0
Treonina 6.2
Valina 6.0
Isoleucina 5.9
Fenilalanina 3.6
Metionina 2.0
Histidina 1.8
Triptéfano 15
Cisteina 1.0

Adaptado de Parra (2009)

La B-lactoglobulina tiene un peso molecular de 18.3 KDa y presenta su punto

isoeléctrico a pH 5.2. En el caso de la a-lactoalbumina tiene un peso molecular de

14.2 KDa y punto isoeléctrico de 4.5. Ambas proteinas dan al lactosuero las

caracteristicas funcionales (Flett y Correding, 2009) y en las formulaciones de
alimentos, por ejemplo: hidratacion, emulsificacion, formacién de espuma vy
gelificacion (Spellman et al., 2009). Estas propiedades pueden verse afectadas por

secuencia de aminoacidos, la conformacion de la proteina, caracter hidrofilico o




hidrofébico, carga superficial, pH, fuerza ibnica, temperatura e interaccion con otros

compuestos como los carbohidratos (Nicorescu et al., 2009).

De acuerdo con lo anterior, la carga superficial que exhibe la proteina puede
modificarse para favorecer la interaccion electrostatica con el polisacérido. Las
estrategias para inducir la coacervacion dependen principalmente de las
caracteristicas fisicoquimicas del agente encapsulante y del componente a
encapsular. (Madene et al., 2006). Si los biopolimeros presentan cargas opuestas,
se favorece la formacion del coacervado debido a que existe atraccion
electrostatica; por el contrario, si presentan cargas iguales puede obtenerse un
sistema de dos fases en donde se encuentran separados las proteinas del
polisacéarido, debido a la incompatibilidad o repulsiéon de la carga superficial de las

cadenas (Baeza, 2003).

2.4.2 Polisacéridos

Los polisacaridos se forman por la union de muchos monosacaridos (puede variar
de once a varios miles), los cuales tienen la formula empirica (CH2)n, en donde n=3
0 un numero mayor; estan unidos. mediante enlace O-glucosidico, con la
consiguiente pérdida de una molécula de agua por cada enlace. Ellos pueden formar

cadenas lineales o ramificadas (Varma et al., 2004). Los polisacéaridos difieren en

sus propiedades funcionales (solubilidad, espesamiento, gelificacidn, capacidad de

retencion de agua, emulsificacion, etc.) de acuerdo a su estructura quimica
(Turgeon y Beaulieu 2001; Garcia y Velasco, 2007). En la naturaleza los
polisacaridos se encuentran como fibra soluble, la cual tiene estructura ramificada
lo que le permite retener agua formando geles y se compone principalmente de
pectinas, mucilago y hemicelulosas consideradas como gomas las cuales son
fermentables por la microbiota intestinal, mientras que la fibra insoluble no se
fermenta o se fermenta parcialmente en el intestino y la constituyen celulosas y

ligninas (Lopez et al., 2011).




2.4.2.1 Polisacaridos insolubles en agua

Estos polisacaridos estan constituidos por largas cadenas de monosacaridos unidos
por enlaces glucosidicos caracteristicos 3 1-6.

Esta clasificacion la integran la celulosa y la lignina, las cuales retienen poca agua
y se hinchan poco. Dichos polisacaridos predominan en alimentos como el salvado
de trigo, granos enteros y cereales. Los componentes de este tipo de fibra son poco
fermentables y resisten la accion de los microorganismos del intestino (Willis et al.,
2010). En la Figura 3 se presenta la estructura caracteristica de la celulosa como

componente de la fibra insoluble.

CH,OH CH,OH

Figura 3. Estructura quimica de la celulosa (Fennema et al., 2010)

El efecto principal de los polisacaridos insolubles en agua es el de aumentar el
volumen del bolo fecal e incrementar el tiempo de transito a través del tracto
digestivo y como consecuencia,-aumenta la absorcion de algunos nutrientes, a
excepcion de minerales como el calcio, hierro, cobre y zinc pueden que puede
disminuir si se ingieren dietas muy ricas en fibra debido a los fitatos. (Eswaran et
al., 2013).

2.4.2.2 Polisacaridos solubles en agua

Las gomas'y mucilagos agrupan a una variedad de polisacaridos solubles en agua
de alta viscosidad (hidrocoloides) que se caracterizan por enlaces glucosidicos o 1-
4, pueden ser extractos provenientes de algas, tubérculos, semillas, exudados
vegetales y derivados de fermentacion microbiana (Gonzalez et al., 2014). La Figura
4 presenta la estructura de la pectina, uno de los polisacaridos caracteristicos de la

clasificaciéon de la fibra soluble.




Figura 4. Estructura quimica de pectina (Fennema et al., 2010)

Los geles formados por la fibra soluble retrasan el vaciamiento gastrico, provecando
gue el paso de alimentos del estbmago al intestino delgado se produzca de forma
mas pausada. Ademas, se ha observado que el calcio atrapado y trasportado hasta
el colon se libera al hidrolizarse la fibra por efecto de las bacterias colonicas
(Escudero y Gonzalez, 2006; Whisner y Castillo, 2018).

Los galactoxiloglucanos representan las hemicelulosas mas abundantes en la pared
celular de cotiledones de leguminosas y forman geles en diversas condiciones,
como altas concentraciones de azlcares, en presencia de agua y/o alcohol y posee
buena estabilidad térmica (Bhattacharya et al., 1994a; Khounvilay y Sittikijyothin,
2012).
2.5 Xiloglucano

El xiloglucano o galactoxiloglucano, es un nombre comdn dado a cadenas de
glucano B (1-4) enlazadas de manera idéntica a las cadenas de celulosa y proveen

a estas microfibras flexibilidad, estan contenidas en la pared celular primaria.

Este polisacéarido tiene aproximadamente el 75 % de residuos de glucosa sustituidos
por xilosas a (1-6), donde algunos de esos grupos de xilosas tienen un residuo de
galactosa 3 (1-2) enlazado (Kai y Oliveira, 2010) La estructura de las cadenas de

xiloglucano se muestra en la Figura 5.
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Figura 5. Estructura de xiloglucano de semilla de tamarindo (Khounvilay y
Sittikijyothin, 2012)

El xiloglucano es normalmente extraido de las semillas, por ejemplo, del tamarindo,
cuyo nombre cientifico es Tamarindus indica L. Este fruto es utilizado
frecuentemente en la industria alimentaria para la produccién de jarabes y pastas a
partir de la pulpa, por lo que la cascara y semillas son desechadas (Kumar vy
Bhattacharya, 2008). Sin embargo, este polisacéarido tiene amplias aplicaciones en
el area farmacéutica como parte de la formulacion de medicamentos oculares,
intranasales, transdérmicos, periodontal, bucal, pulmonar y como recubrimiento en

sistemas de liberaciéon controlada (Kulkarni et al., 2017).

2.5.1 Tamarindus-indica L. como fuente de xiloglucano

El cultivo de tamarindo se extiende por toda la zona tropical de nuestro pais,

especialmente en la vertiente del Pacifico. Tradicionalmente se consume en forma

de dulce y como jarabe y/o concentrado para preparar agua fresca. La produccién

anual de tamarindo en México es de poco mas de 48,000 toneladas, destaca en
este rubro Jalisco con méas de 23,000 toneladas, seguido de Colima con mas de
12,000 toneladas y Guerrero mas de 7,000 toneladas. Los rendimientos son
aproximadamente del 50 % de pulpa y el resto lo constituyen la cascara y las
semillas, por lo que la generacion de la semilla de tamarindo como subproducto del
proceso brinda la oportunidad de extraer xiloglucano aprovechando el bajo costo de
la materia prima (SAGARPA, 2017).




2.5.2 Extraccién de xiloglucano

El proceso de extraccion del xiloglucano comprende de una operacion critica que
es la centrifugacion, la cual permite la correcta separacion mecéanica del xiloglucano
de la semilla de T. indica L. y los componentes que no son de interés por
inmiscibilidad de sus fases con base en la aplicacion de la fuerza de gravedad de
acuerdo a propiedades como densidad y tamafio de particula (Geankoplis, 1998).
La estandarizacion del proceso de extraccion tiene como objetivo mayor eficiencia
de separacion y rendimiento, ya que no se encuentra descrito en forma detallada.
Actualmente, los procesos para la extraccion de xiloglucano reportados se realizan
escala laboratorio y/o emplean disolventes que ademéas de ser mas costosos son
nocivos para el medio ambiente (Phani, et al., 2011; Joseph, et al., 2012). En la
Figura 6 se muestra el diagrama para el proceso de extraccidon de xiloglucano

reportado en la literatura.
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1

SECADO Solidos
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Figura 6. Proceso de extraccion de xiloglucano reportado en la literatura
(Khounvilay y Sittikijyothin, 2012)




3. JUSTIFICACION

La industrializacion de frutas como es el caso de Tamarindus indica L. (conocido
comunmente como tamarindo) genera subproductos que pueden aprovecharse
para la obtencion de materiales que proporcionan un valor agregado a dicha materia
prima. Las semillas constituyen una parte de los subproductos del procesamiento
de T. indica L. para la elaboracién de dulces, bebidas, jaleas y mermeladas son la
cascara y las semillas, que contienen entre un 50 y 60 % de polisacaridos que en

su mayoria es xiloglucano, un polisacarido con multiples aplicaciones industriales.

En la literatura no se encuentra detallado el proceso para la extraccién de
xiloglucano a partir de Tamarindus indica L. Por otra parte, 1os pocos trabajos
publicados relacionados con este tema reportan rendimientos muy bajos. Ademas,
existe la desventaja de que muchos de los procesos reportados emplean
disolventes de alto costo y un gasto de energia considerable a escala industrial. Asi
mismo, en dichos reportes no consideran el impacto ambiental ni la eficiencia del
proceso. Estos dos criterios son muy importantes para poder determinar el costo del

proceso, la pureza y las propiedades fisicoquimicas del producto final.

De la misma manera, el lactosuero es un subproducto de la industria lactea y
representa una pérdida para los productores de queso, el cual se desecha y es
nocivo para el medio ambiente. Por ello, es necesario buscar alternativas para la
utilizacion del lactosuero que puedan tener aplicacion en la industria alimenticia y
farmacéutica como sustituto de polimeros sintéticos. Ademas, cabe destacar que el

lactosuero es una fuente de calcio y lactosa, siendo considerada esta ultima como

un promotor para la absorcién de calcio por el organismo. Desafortunadamente el

consumo de leche y sus derivados ha disminuido por el costo elevado que
representan, problemas relacionados con la intolerancia a la lactosa y a un
incremento en el consumo de bebidas carbonatadas con una alta densidad

energética.

Por otra parte, los biopolimeros son utilizados para la formacién de micro y

nanoesferas y con ello, favorecer la liberacion controlada de compuestos bioactivos

en el organismo incrementando con ello su biodisponibilidad. Por lo anterior, el
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desarrollo de nanoesferas constituye una de las estrategias mas innovadoras de los
ultimos aflos para la administracion de farmacos, a fin de resolver problemas
relacionados con la especificidad a un 6rgano blanco o diana; y asi controlar la
dosificacion del farmaco aumentando la eficiencia y mejorando el perfil de liberacion

y absorcion.

Las posibilidades de la aplicacién de las micro y nanoesferas en el area quimico
biolégica destinada a la nutricion y la medicina, y en particular al campo. de los
productos nutracéuticos y suplementos alimenticios es innumerable. Sin embargo,
para lo anterior, resulta necesario enfocar esfuerzos a través de investigaciones
inter y multidisciplinarias, con el fin de desarrollar formulaciones mas eficaces;
existiendo para ello materiales biopoliméricos que reunen propiedades fisicas,
fisicoquimicas y biol6gicas capaces de sustituir materiales sintéticos para la
elaboracion de productos nutracéuticos, los cuales contengan biomoléculas y/o

micronutrientes que sean estables y con una biodisponibilidad adecuada.

Los resultados derivados de esta investigacion constituyen un primer paso para la
realizaciéon a mediano y largo plazo de estudios a nivel pre-clinico y clinico con las
nanoesferas obtenidas a partir de proteinas de lactosuero y xiloglucano de
Tamarindus indica L., a fin de favorecer la liberacion controlada de calcio e

incrementar su biodisponibilidad, pudiendo representar una alternativa nutracéutica

para la profilaxis o la-terapia de fisiopatologias como la osteopenia y osteoporosis.




4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Es factible obtener micro o nanoesferas estables a partir de proteinas de

lactosuero y el xiloglucano de Tamarindus indica L. por coacervacion compleja que

tengan propiedades fisicoquimicas y un tamafio de particula que posibiliten la

liberacion de calcio a través de una cinética controlada?

5. HIPOTESIS

Las proteinas de lactosuero y el xiloglucano de T. indica L. pueden formar
coacervados estables que permiten la liberacidon de calcio-con una cinética
controlada, ya que tienen un tamafio de particula en un intervalo de 100 a 1000 nm

y un potencial { en un intervalo de -15 a +15 mV.




6. OBJETIVOS

Objetivo General

Obtener micro o nanoesferas a partir de proteinas de lactosuero y xiloglucano de
las semillas de Tamarindus indica L. mediante el proceso de coacervacion y

determinar su cinética de liberaciéon de calcio en un modelo in vitro.

Objetivos Especificos

1. Establecer las condiciones del proceso para la extraccion del xiloglucano a partir
de las semillas de Tamarindus indica L. utilizando dos métodos de descascarillado,

a fin de obtener un mayor rendimiento y eficiencia de separacion.

2. Realizar la caracterizacion fisicoguimica del lactosuero y xiloglucano de
Tamarindus indica L.a emplear en el desarrollo de las micro o nanoesferas

biopoliméricas.

3. Obtener las micro o nanoesferas biopoliméricas mediante coacervacién compleja

y llevar a cabo su caracterizacion.

4. Determinar la cinética de liberacion de calcio a partir de las micro o nanoesferas

biopoliméricas en un modelo.in vitro.




MATERIALES Y METODOS

7.1 Materia prima

Las semillas de tamarindo fueron recolectadas en la empresa PRODIAZA, S.A. de
C.V. El xiloglucano fue extraido por centrifugacion a diferentes condiciones
experimentales a partir de semillas de Tamarindus indica L. y por otra parte, se
utilizé proteina de lactosuero proporcionado por la empresa LATIN FOODS,; S.A. de
C.V.

7.2 Extraccion del mucilago de Tamarindus indica L.

La extraccidon de xiloglucano se realizé siguiendo el método reportado por
Khounvilay and Sittikijyothin (2012), con algunas modificaciones (como se muestra
en la Figura 7). El método de remojo consistio en remojar 1 kg de semillas de
tamarindo en 5 L de agua a 5 °C por 8 dias. Posteriormente se decortico y la semilla
hiameda se moli6 humeda en un molino de cuchillas (Osterizer, GT 267) utilizando
una criba de salida de 2mm, después se sec6-a en un horno BG modelo E102, USA
por una hora en a 35 °C un flujo de aire de 1.4 m/s hasta alcanzar una humedad del
5 %. Para el método tostado se utilizo el método modificado propuesto por Nagajothi
et al., (2017). Se coloco en una charola perforada 1 kg de semillaa 110 °C en horno
BG modelo E102, USA por 5 minutos, después se decorticd y se molié en un molino
(Pulvex, modelo 200) utilizando una criba de salida de 2mm. Finalmente, ambos
granulados secos moler nuevamente utilizando una criba de salida de 1mm y se
hicieron pasar por un tamiz 18 Serie USA (1mm). Se prepard una dispersiones de
sélidos de semilla de tamarindo al 5 % (m/v) con agua destilada, con cada muestra.
Se dispersaron por 10 min a 800 rpm con un homogeneizador marca IKA-
82WERKE. La suspensién se calentd a 80 °C en agitacion constante por 30 min. Se
dejo enfriar y posteriormente, se separaron los sélidos solubles utilizando una

centrifuga de discos Didacta Italia, Modelo TAG 1/d. El sobrenadante se precipitd

con etanol al 96°GL, en una proporcién 1:2 (v/v), y se filtré con un tamiz 10 Serie

USA (2.0mm). El xiloglucano obtenido se secé por arrastre de aire a 30 °C hasta
alcanzar 4 % de humedad. Finalmente, se molié con criba de salida de 0.5mm y el

material se hizo pasar por un tamiz 120 USA (0.125 mm).
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Figura 7. Diagrama de proceso propuesto para la extraccion de xiloglucano
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7.3 Caracterizacion del xiloglucano

7.3.1 Turbidez
La turbidez del sobrenadante fue una medida de los sdlidos solubles (xiloglucano)
presentes en la muestra. Esta determinacién se realizé mediante el método 1889-
88a (ASTM, 2000) con un turbidimetro calibrado LP 2000, Hanna Instruments, Italia.

7.3.2 Rendimiento
El rendimiento se determin6 como la cantidad de xiloglucano seco en-gramos por
cada 100 g de semilla de Tamarindus indica L. utilizada. Con la finalidad de
separar el xiloglucano del medio acuoso, el sobrenadante se precipité con etanol
con una pureza del 96 % (v/v) en una relacion de agua-etanol de 1:2 (Quert et al.,
2001).

R (%) = ]‘/A—V/x—x 100 (ec. 1)

ts

Donde:
R= rendimiento de extraccion (%)
Wx = Mucilago de la fase ligera obtenida en (g)

Wts = Semilla de tamarindo utilizada (g)

7.3.4. Eficiencia de separacion
La eficiencia de separacion se determiné con base en la masa del xiloglucano libre
de grasa, proteina, etc. obtenido a través del proceso de centrifugacién con una
centrifuga de discos. En este caso, se utilizo del valor de la turbidez de la suspension
y el valor de la turbidez de la fraccion ligera obtenida de la centrifuga, utilizando la

ecuacion 3 (Diaz et al., 2010).

ES (%) = TST‘STC x 100




Donde:

ES= eficiencia de separacion (%)

Ts= Turbidez de la suspension (NTU)
Tc= Turbidez del sobrenadante (NTU)

7.3.5 Andlisis quimico proximal
Este analisis consistié en la determinacion de humedad con el método 925.10,

extracto etéreo con el método Soxhlet 920.39), proteina cruda por el método micro-

Kjeldahl 925.10, cenizas mediante el método 989.03, azucares  totales por

diferencia. Los métodos anteriores se encuentran descritos en la AOAC (2000).

7.3.6 Color
Este pardmetro se determiné con un sistema CIELAB en donde se analiza el
espacio de color *L *a *b (luminosidad, croma y tono) utilizando un espectrémetro
de color. Utilizando el software Color iQC (Voss, 1992).

7.3.7 Contenido de calcio
El contenido de calcio fue analizado a partir de las cenizas de las muestras con el
método 968.08 (AOAC, 2000) de acuerdo con la metodologia reportada por
Gutiérrez et al. (2007) en-un espectrémetro de absorcion atdbmica (Perkin Elmer,
Mod. Analyst 300, Boston, MA, USA). Se utilizé CaCOs (1000 ppm) como estandar
de calcio para elaborar la curva de calibracion. El equipo fue operado con aire seco
a 82.80 kPa, acetileno a 483 kPa usando una flama de 422 nm, con una lampara a

10 mA y un ancho de onda de 0.7 nm.

7.3.8 Andlisis reologico
En este analisis se utilizaron dispersiones de xiloglucano en concentraciones 1.5, 2,
2.5, 3y 3.5 % (m/m), se utilizé un reémetro (Anton Paar, modelo MCR 102. St.
Albans, UK) con cilindros concéntricos a 25 °C. que se programa en las siguientes
condiciones: la temperatura inicial del sistema se ajusté a 25 °C y se mantuvo
durante la prueba. Todas las pruebas se realizaron por triplicado, con agitacion a

una velocidad de 0 a 50 rad/s.




7.3.9 Espectroscopia infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR)

Las muestras de xiloglucano obtenido por método de remojo y tostado fueron
caracterizadas por FTIR, empleando un espectrofotémetro (Perkin Elmer, Spectrum

Two con ATR (Reflectancia Total Atenuada). Las transmitancias fueron grabadas a

frecuencias de onda entre 400 y 4000 cm (Garcia- Salcedo et al., 2018).

7.4 Caracterizacion de las proteinas de lactosuero

7.4.1 Determinacién de pH
Esta determinacion se realizé con un potenciometro calibrado y soluciones buffer
estandar: solucion reguladora de biftalato con pH de 4, solucién de fosfato con pH
de 7 y solucién de borato con pH de 10 y acorde con-el método de Martino et al.,
(2016).

7.4.2 Andlisis quimico proximal

Este andlisis se realiz6 como se indica en el numeral 7.3.5.

7.4.4 Contenido de calcio

Esta determinacion se realiz6 como se indica en el numeral 3.7.7.

7.5 Desarrollo del coacervado proteinas de lactosuero-xiloglucano por
coacervacion compleja
Los coacervados se obtuvieron mediante el método reportado por Gonzélez-
Martinez (2017), con algunas modificaciones: en todas las mezclas se utilizé la
proporcion. 2:1 lactosuero/ xiloglucano, y agitaciéon constante a 100 rpm; a) la
dispersién de lactosuero se ajusté a pH 2 con solucién de HCI (0.1 M) y la dispersion
de xiloglucano (0.0625% m/m) se ajusté a pH 13 con solucion NaOH (0.1 M), se
mezclaron y posteriormente se ajustd a pH 2. b) la dispersion de lactosuero a pH 2
se mezcld con la dispersién de xiloglucano (0.0625% m/m) a pH 13. ¢) las
dispersiones de lactosuero (0.1 % m/m) y xiloglucano (0.0625% m/m) se ajustaron

ambas a pH 2 y posteriormente se mezclaron.




7.6 Caracterizacion del coacervado de proteina de lactosuero-xiloglucano

7.6.1 Contenido de calcio.

La determinacién se realiz6 como se indica en el numeral 7.3.7.

7.6.2 Determinacién del tamafio de particulas en dispersion

La distribucion de tamafio desde nandmetros hasta milimetros y la polidispersidad
de los encapsulados y los biopolimeros individuales, se determinaron por.la técnica
de difraccion laser (a partir de la variacion angular de la intensidad de la'luz a través
de la muestra) en celda para muestras en dispersion liquida (Litesizer500 Anton
Paar, Austria). Posteriormente, se analizaran los datos de la intensidad de la
dispersion angular para calcular el tamafio de las particulas responsables de crear
el patron de dispersién, mediante la teoria de Mie de la dispersion de la luz (Martino
et al., 2016)

7.4.3 Microscopia Electronica de Barrido (SEM)
La morfologia de los coacervados se analiz6 mediante imagenes obtenidas por
microscopia electronica de barrido utilizando un microscopio (Jeol JSM 5600LV,

Japoén). Las muestras se fijaron en un porta-muestras de aluminio con cinta de

carbono y se secaron-en condiciones de punto critico en un sistema de preparacion
Cryo-SEM (Quorum Technologies, Mod. PP30105, UK) operado con CO:2 liquido.

Una vez que las muestras se fijaron, se cubrieron con un bafio de oro para su

observacion.

7.6.4 Estabilidad cinética de agregacion por Potencial Z
El potencial Z fue una medida de estabilidad de una particula, en el cual se
determind el potencial que se requiere para penetrar la capa de iones circulante en
la particula para desnaturalizarla, en la dispersion coloidal de las muestras de
coacervados y al término de su obtencion. Este parametro se evalué en los

biopolimeros independientes, asi como en el coacervado, en distintos periodos de




tiempo: t=0; y en lasemana 1, 2, 4y 6. Se utiliz6 un analizador de potencial zeta un
Litesizer500 Anton Paar, Austria (Martino et al., 2016).

7.7 Evaluacioén de cinética de liberacion de calcio

7.7.1 Método de dialisis

La proporcién de calcio liberado del coacervado se determiné por disolucién in vitro,
utilizando bolsas elaboradas con membranas de dialisis (Spectra/Por® Dialysis,
USA) con tamafo de poro de 50 KDa. Al interior de las membranas se colocan 5
mL de la solucion con los coacervados, las cuales se colocaran en varillas de
agitacion insertando éstas dentro de vasos individuales de 900 mL de un disolutor
(Disolutor VanKel, VK7000). La velocidad de agitacion fue de 50 rpm. El medio de
disolucién de acuerdo a FEUM (2011) se utilizé a pH 2, 7'y 8.5 manteniendo una
temperatura de 37°C + 0.5°. El ensayo se realizé tomando alicuotas de 3 mL con
reposicion de medio de disolucion. Las alicuotas se filtraron a través de membranas
de 0. 45 umy el Ca liberado se cuantificé por espectroscopia de absorcion atomica
(D’Souza, 2014).

7.8 Andlisis estadistico
El andlisis estadistico de los datos obtenidos a partir de la extraccion del
polisacarido (xiloglucano) de la semilla de Tamarindus Indica y la caracterizacion de
las microesferas biopoliméricas, asi como en los ensayos bioldgicos in vitro se llevo
a cabo con un ANOVA de una sola via utilizando la prueba de Tukey para detectar

diferencias. estadisticas entre las medias de los tratamientos, empleando el

programa estadistico Minitab version 18 (Minitab Statistical Software, Inc., Chicago,
IL).




8. RESULTADOS Y DISCUSION

Como se mencion6 anteriormente, el proposito de la investigacion fue la utilizacion

de dos biopolimeros ambos subproductos de la industria agroalimentaria. Dichos

biopolimeros son el lactosuero que se obtiene durante la elaboracion de queso; y

las semillas de Tamarindus indica L. que se derivan del procesamiento de la fruta
de tamarindo para la elaboracion de dulces y jarabes. Estos dos biopolimeros se
utilizaron para la obtencion de un coacervado para que en un mediano y largo plazo
puedan emplearse en el desarrollo de un suplemento de calcio que incremente la

absorcién de este mineral.
8.1 Rendimiento de extraccion y eficiencia de separacion

En la Figura 8 se presentan las graficas del rendimiento de extraccion y eficiencia

de separacion del xiloglucano extraido por método -himedo y tostado.
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Figura 8. Rendimiento y eficiencia de separacion de xiloglucano de semilla de
Tamarindus indica L. a) Rendimiento, b) Eficiencia de separacion. Los datos indican
las medias + DS (n=3), el andlisis estadistico fue realizado mediante un ANOVA de
una via con una prueba post hoc de Tukey. Un valor de p<0.05 fue considerado
significativo. Letras diferentes en las barras indica diferencias estadisticamente
significativas (p < 0.05).




Se evaluaron las condiciones de extraccién del xiloglucano y se realizé su
caracterizacion para determinar que fuera viable su aplicacibn como agente
encapsulante. Se observo que no se existieron diferencias significativas (p < 0.05)
en el método de descascarillado con respecto al rendimiento obtenido de
xiloglucano. Sin embargo, se detectd un incremento de 1.6 % cuando la semilla de
Tamarindus indica se sometio al método de tostado (14.9 £ 0.91 %) comparado con
el método de descascarillado en himedo o remojo (13.5 + 0.56 %), estos resultados
concuerdan con lo reportado por Nagajothi et al. (2017). Los valores de rendimiento
se encontraron dentro del intervalo que menciona Sepulveda et al. (2007) con un
rendimiento de extraccibn de mucilago de opuntia spp. del 8 a 20 %. Si desea
extraerse el polisacarido a nivel industrial, el rendimiento es una variable de gran

importancia, para el escalamiento del proceso y disefio de equipos.

Por otro lado, la eficiencia de separacion por método de tostado (71.73 £ 0.74 %)
mostro diferencias significativas con respecto al método humedo (64.77 £ 0.32 %),
lo que se interpreta como un menor contenido de compuestos no deseados (lipidos,
proteinas, cenizas, etc.) en el producto final. La pureza de un producto, refleja la
calidad del mismo, ademas es un factor a considerar al preparar formulaciones que

lo contengan y puede repercutir en el precio de venta. Por lo anterior, se sugiere el

método de descascarillado _por tostado y la centrifugacion a 7000 rpm, ya que a

estas condiciones se observé un mayor rendimiento y mayor eficiencia de

separacion.

8.2 Andlisis quimico proximal del xiloglucano extraido a partir de la semilla

de Tamarindus indica L.

En la Tabla 4, se muestra la composicién quimica del xiloglucano obtenido por

método humedo y tostado.




Tabla 4. Analisis quimico proximal del xiloglucano extraido de la semilla de

Tamarindus indica L. (g/100 g base seca)

Método humedo Método tostado

Proteina 3.94 + 0.01¢ 3.86 + 0.005%
Lipidos 0.69 + 0.01¢ 0.26 + 0.01°
Cenizas 0.47 + 0.015¢ 0.70 + 0.015°
Fibra 1.26 + 0.08% 1.17 + 0.02°
Carbohidratos 93.6 + 0.09¢ 93.95 + 0.07°

Los datos representan la media + DS (n=3), el andlisis estadistico fue realizado
mediante ANOVA de una via con una prueba post hoc de Tukey. Letras diferentes en
el mismo renglén indican diferencia estadistica significativa (p < 0.05).

Para determinar si el proceso de extraccion repercutia en la composicion del
xiloglucano, se realiz6 el analisis quimico proximal. El contenido de humedad vari6é
desde 10.5 hasta 11.9% como lo reporta Khounvilay y Sittikijyothin (2012), siendo
1.41 % mayor en el caso de la semilla tratada por el método humedo. Se puede

observar que, entre ambos métodos, no existen diferencias significativas en el

contenido de proteinas; sin embargo, el contenido de fibra y lipidos fue

significativamente mayor en el caso del método humedo. Esta diferencia puede
deberse a la degradacion de los acidos grasos contenidos en la semilla de
tamarindo durante el tostado (Soria, 2017). Por otra parte, el contenido de cenizas
y carbohidratos fue significativamente mayor (p<0.05) en el xiloglucano obtenido por
el método de tostado. Esto se debe a que, en el método humedo, pudieron
solubilizarse algunos de los polisacaridos solubles en el agua de remojo y como
resultado de un fendbmeno de lixiviaciéon (Rodriguez y Curbelo, 2012); lo que se

refleja también en un menor rendimiento durante la extraccion.

De acuerdo con otros autores, el contenido de proteinas fue significativamente
menor (p<0.05) al 9 % reportado por Crispin-Isidro et al. (2019), el contenido de
lipidos difiere significativamente (p<0.05) al valor reportado de 4.96 % por Alpizar-
Reyes et al. (2017). Ademas, los resultados muestran que el contenido de

carbohidratos fue significativamente mayor que el 80.25% reportado por Gonzalez-
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Martinez et al. (2017), 80.66 % por Khounvilay and Sittikijyothin (2012), 85.74 % por
Chandra-Mohan et al. (2018) y 89.56 % por Crispin-Isidro et al. (2019). De acuerdo
con lo anterior, el método de extraccion por centrifugacion permite la remocion de
impurezas o compuestos no deseados (proteinas, lipidos y cenizas), lo que se ve
reflejado en el incremento en la eficiencia de separacién, la cual es la variable que

se relaciona directamente con la composicion del xiloglucano.

8.3 Caracteristicas fisicoquimicas del xiloglucano extraido por el método de

remojo y tostado
8.3.1 Colorimetria

En la Figura 9, se presentan las fotografias del xiloglucano obtenido por método

huimedo y tostado.

Figura 9. Fotografias del xiloglucano extraido de las semillas de Tamarindus indica
L. a) Muestra en polvo, b) muestra en dispersion. Las imagenes del lado izquierdo
de cada fotografia corresponden al xiloglucano extraido con el método de remojo
(himedo) y las imagenes del lado derecho en cada fotografia corresponden al
xiloglucano extraido con el método de tostado.

Los datos de color mostraron diferencias significativas (p<0.05) entre los productos
obtenidos por ambos métodos. El xiloglucano extraido por método himedo mostro
color ambar y sus coordenadas fueron L= 96.66, a= - 0.2 y b= +1.88, mientras que

el xiloglucano extraido por método tostado mostro color violeta cuyas coordenadas
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fueron L= 92.34, a= +2.28 y b= +10.96. Las diferencias en el color se atribuyen al

tratamiento térmico al que se sometio la semilla de tamarindo. Para los objetivos de

este trabajo, el color no afecta su aplicacion como agente encapsulante, ya que

tiene mayor relevancia la capacidad de incrementar la viscosidad. No obstante, el
color del xiloglucano adquiere importancia para su utilizacibn como espesante de
alimentos y bebidas sin colorantes, o bien para el desarrollo de farmacos como
tabletas o soluciones oftalmicas (Dilbaghi et al., 2013).

8.3.2 Espectroscopia de infrarroja por FTIR

La Figura 10 muestra los espectros infrarrojos del xiloglucano obtenido por el

método propuesto por Khounvilay y Sittikijyothin (2012) y el xiloglucano extraido por
los métodos humedo y tostado.
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Figura 10. FTIR-ATR de xiloglucano en polvo extraido de semilla de tamarindo.
Método humedo (rojo), método por tostado (azul), y el método reportado por
Khounvilay y Sittikijyothin en 2012 (negro).




Entre las muestras obtenidas por ambos métodos, practicamente no se observaron
diferencias en el espectro infrarrojo, sin embargo, se visualizan dos bandas mas
intensas en el xiloglucano obtenido por método de tostado a 2922 cm™, la cual se

puede atribuir principalmente al enlace C-OH de una cadena de carbohidratos, la

otra banda a 1745 cm™ la cual representa el enlace de una amida |, perteneciente

a la cadena de proteina. El espectro de las tres muestras mostré una fuerte banda
de estiramiento C-O-C a 1030 cm, representativo del enlace glucosidico en la
cadena del polisacarido y banda a 2922 cm™ indica el estiramiento del enlace C-H,
(Daoub et al., 2016). También se observé una banda ancha a 3300 cm
correspondiente a las vibraciones de contracciéon de los grupos hidroxilo, la banda
mas representativa de un polisacarido, y de acuerdo con el contenido de proteinas
se infiere una superposicion de vibraciones de estiramiento N-H, que no se distingue
de la banda caracteristica del enlace O-H. La presencia de estas bandas concuerda
con lo reportado por Alpizar-Reyes et al. (2017), Gonzéalez- Martinez et al. (2017) y
Crispin-Isidro et al. (2019). El espectro mostro las bandas caracteristicas de la

estructura del polisacarido que contiene la semilla de Tamarindus indica L.

8.4 Morfologia del xiloglucano extraido de la semilla de T. indica L. en

dispersion

En la Figura 11 se muestra la morfologia del xiloglucano obtenido por los métodos
huimedo y tostado; y la comparacion con el xiloglucano obtenido por el método

propuesto por Khounvilay y Sittikijyothin, (2012).
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Figura 11. Morfologia de xiloglucano extraido de semilla de la semilla de T. indica
L.: a) método reportado por Khounvilay y Sittikijyothin, (2012)., b) método humedo,
¢) método de tostado. Las micrografias se obtuvieron a 500X.
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La estructura en los tres casos estd formada por largas fibras del polisacarido. Sin
embargo, entre el xiloglucano extraido por método humedo y por tostado no se
observan diferencias. Por otro lado, en el xiloglucano obtenido por el método
reportado por Khounvilay y Sittikijyothin (2012), no se observaron diferencias con
respecto a los métodos propuestos en este trabajo. Para demostrar que el proceso
de extraccion por método humedo o tostado, permite la obtencion de un producto

con mayor pureza, se recomienda analizar la composicién quimica del xiloglucano.

8.5 Comportamiento viscoelastico del xiloglucano extraido de la semilla de

T.indica L. por el método de remojo y tostado

En la Figura 12, se presenta el perfil reolégico del xiloglucano obtenido por los

métodos de remojo y tostado.
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Figura 12. Perfil reologico de dispersiones de xiloglucano extraido de semillas de
tamarindo a 25°C. Concentracion 3% (m/m). Método remojo (azul), método de
tostado (rojo). Los datos representan la media = DS (n=3).

Las dispersiones de xiloglucano presentan el comportamiento de un fluido no-

newtoniano a bajas concentraciones (< 0.5 % m/m), y la viscosidad se reduce
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cuando dichas dispersiones se exponen a un incremento de temperatura o fuerzas
de cizallamiento. Sin embargo, para determinar si el material tenia un
comportamiento viscoelastico se realizaron pruebas dinamicas o0 ensayos
oscilatorios. En estas pruebas se somete la muestra a un movimiento con
geometrias especificas que aplican ligeros esfuerzos para no exceder el intervalo
de viscoelasticidad lineal (Gonzalez et al., 2015). En materiales elasticos parte del
esfuerzo es almacenado para recuperar la forma original (médulo G’); sin embargo,
en materiales con viscosidades altas el esfuerzo se disipa como pérdida por friccion
(médulo G”).

Se muestra en la Figura 13 los perfiles de viscosidad compleja (n *) de dispersiones

de xiloglucano a diferentes concentraciones.
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Figura 13. Viscosidad compleja de dispersiones de xiloglucano extraido de semillas
de tamarindo a 25°C. muestra a) método humedo b) método de tostado. Los datos
representan la media £ DS (n=3).




Se observé un incrementé de la viscosidad compleja (n*) de manera lineal en
funcion de la concentracion de xiloglucano, independiente del tipo de
descascarillado; aunque en el caso de las dispersiones de xiloglucano obtenido por
el método de remojo, la viscosidad maxima fue de 6 Pa-s. Con respecto a las
dispersiones de xiloglucano obtenido por el método de tostado, la viscosidad
compleja maxima alcanzada fue de 19 Pa-s. Este parametro se interpreta como-la
resistencia total a fluir que presenta un fluido viscoso (Mota e Ibarz, 2006). Con base
en lo anterior, se afirma que la muestra tratada por el método de tostado tiene la
capacidad de incrementar la viscosidad hasta 3 veces mas que el xiloglucano

obtenido por método humedo, ambas a la concentracion de 3.5% (m/m).

Esto se relaciona de manera directa con el contenido de carbohidratos, ya que, a
mayor cantidad de estos aumenta la capacidad de retencién de agua, en
consecuencia, se desarrolla mayor viscosidad en'las dispersiones de xiloglucano
obtenido por método de tostado, ya que es un polisacarido con excelentes
propiedades mecanicas y alta estabilidad térmica de acuerdo con Bhattacharya, et
al., (1994b). La estabilidad del polisacarido de la semilla de tamarindo ante el calor,
medios acidos y basicos, pueden atribuirse a su alto grado de sustitucion del
esqueleto, disminuyendo su capacidad de ser hidrolizado (Phani Kumar et al.,
2011). . Una de las ventajas de que el polisacérido desarrolle una mayor viscosidad
en un sistema acuoso esta relacionado con un mayor rendimiento, ya que de este
modo se requiere de menor cantidad de hidrocoloide para desarrollar una viscosidad
alta. Lo anterior aunado a la versatilidad de sus aplicaciones como espesante,
estabilizante y-agente gelificante, tanto en la industria alimenticia como farmacéutica
(Pardeshiet al., 2018).

8.6 Caracterizacion del lactosuero y xiloglucano empleados para el

desarrollo de las microesferas

Los resultados de la caracterizacidon del xiloglucano extraidos por los métodos de

remojo (humedo) y de tostado permitieron elegir el método de extraccion de

xiloglucano més adecuado para la aplicacién de interés, siendo el tratamiento de

descascarillado por tostado el que mostr6 mayor rendimiento y eficiencia de
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separacion. De manera adicional, se pudo detectar que éste ultimo método de
separacion permitié obtener un producto (xiloglucano) con mayor contenido de
carbohidratos totales y con mejor capacidad como agente espesante (mayor
viscosidad). Asi mismo, se decidi6 utilizar el xiloglucano y lactosuero tamizado en
la malla 120 y malla 140 de la serie USA, respectivamente, ya que estos granulados

facilitaron la dispersion de los biopolimeros (Clayton y Mollner, 2019).
8.6.1 pH de las dispersiones de lactosuero y xiloglucano

Uno de los pardmetros importantes para llevar a cabo el proceso de coacervacion
compleja, es el pH, ya que modificando las condiciones del sistema se puede
favorecer la interaccion electrostatica entre las cadenas poliméricas (Thongkaew et
al.,, 2015). En la Figura 14, se presenta la gréfica de pH de las dispersiones (sin

modificar pH) en funcién al tiempo.
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Figura 14. Gréfica de pH del lactosuero y xiloglucano. La determinacion se realizé
en los biopolimeros en dispersién a 25 °C, en el tiempo de estabilizacién: 0, 24 y 48
h. Los datos representan la media = DS (n=3)

En la dispersién de lactosuero al 0.1% se observo un pH 6.4 + 0.04 al tiempo O, lo
cual indica que pertenece a la clasificacién de lactosuero dulce (obtenido mediante
accion enziméatica) de acuerdo con Parra (2009). El xiloglucano al 0.0625% present6

un valor de 6.9 £ 0.028, al tiempo 0.
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Se observa que el pH de ambos biopolimeros individuales disminuyé con respecto
al tiempo, lo que puede atribuirse a la fermentacién de los biopolimeros por
microorganismos, ya que los productos de dicha fermentacién son acido lactico y
diéxido de carbono (Parra, 2010b), que pueden ser responsables de la disminucién
del pH del sistema. Posterior a la evaluacion inicial a 25 °C, se decidié mantener las

muestras a 4 °C con la finalidad de evitar la descomposicion de las mismas.

8.6.2 Estabilidad cinética de agregacion por potencial {

Para la formacién del coacervado fue necesario conocer el potencial ¢ de los
biopolimeros, a fin de asegurar el caracter cationico de la proteina y el caracter
anionico del polisacarido. Para ello, se elabor6 una curva de potencial { de los
biopolimeros individuales en funcion al pH, en un intervalo de 2-13, que se muestra

en la Figura 15.
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Figura 15. Curva de potencial ¢ del lactosuero (negro) y xiloglucano (verde). La
determinacion se realizé en los biopolimeros en dispersion a 25°C. Los datos
representan la media £ DS (n=3).

El potencial C del lactosuero al 0.1% (m/m) es positivo a pH de 2y 3 y con un valor
maximo de 21.39 + 0.40 mV, las cargas catiénicas se atribuyen a aminoacidos como
la lisina e histidina. El punto isoeléctrico, es decir, el punto en el cual la proteina

tiene una carga neta igual a 0 se encuentra a pH 5.
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Esta informacion es aproximada a lo reportado por Ricaurte et al., (2017) quienes
reportan un punto isoeléctrico de 5.2 para lactosuero dulce. De acuerdo con la
Figura 16, el lactosuero a pH >5 exhibe valores negativos, alcanzando a pH de 10
el valor maximo negativo — 28. 96 + 1.74 mV. En el caso del xiloglucano a 0.0625%
(m/m), el potencial { es negativo a pH> 3, cuyo valor maximo se alcanz6 a pH 13 (-
13.34 £ 0.79 mV).

Las cargas anionicas para este biopolimero se atribuyen a los grupos hidroxilo de
la cadena del polisacéarido. A pH cercano a 3 el xiloglucano exhibié una carga
cercana a la neutralidad, cuyo valor es positivo (0.182 + 0.21 mV) a pH 2. De
acuerdo con estos resultados, se eligio llevar el lactosuero a pH 2 y el xiloglucano a
pH 13, de esta manera las cadenas poliméricas tienen las cargas electrostaticas
gue favorecen la interaccién de ambos biopolimeros. Para ambos biopolimeros, los
cambios en la carga superficial se deben al incremento de iones o hidroxilos dados
por el medio de acuerdo a la acidificacion del mismo o la agregacion del hidroxido

de sodio.
8.6.3 Tamafo de particula de‘los biopolimeros en dispersion

El tamafio de particula de cada uno de los biopolimeros se detectd en la escala

nanomeétrica, como se observa en la Tabla 5.

Tabla 5. Pardmetros fisicoquimicos de los biopolimeros en dispersion

Muestra  Concentracion pH Potencial { Tamafno de Polidispersidad

(Yom/m) (mV) particula (nm)

X Xiloglucano 13 -13.34+0.79 a 566.93+4229 a 31.43 %
0.0625% 0.0625 %

L0.1% Lactosuero0.1% 2 21.39+£0.40 b» 293.04+13.24 » 27.86 %

Los datos representan la media + DS (n=3), el analisis estadistico fue realizado mediante ANOVA
de una via con una prueba post hoc de Tukey. Letras diferentes en la misma columna indican

diferencia estadistica significativa (p < 0.05).




El didmetro de particula del lactosuero en dispersion 0.1% (m/m) fue de 293.04 +
13.24 nm. Sin embargo, a pH 4 incrementa el tamafio de particula debido a la
formacion de agregados de las proteinas que alcanzan su punto isoeléctrico y se
observa precipitado de color blanco. En contraste, el tamafio de particula de la
dispersién de xiloglucano 0.0625% (m/m) no presentd cambios con respecto a la

variacion de pH, el diametro de particula promedio fue de 566.92 + 42.29 nm.
8.7 Desarrollo de las microesferas

Una vez caracterizados los biopolimeros de manera independiente, se decidio
realizar el proceso de coacervacion compleja con la dispersion de lactosuero 0.1%
(m/m) a pH 2, y la dispersion de xiloglucano 0.0625% (m/m) a pH 13, con el
proposito de favorecer la interaccion electrostatica de las cadenas biopoliméricas.
Las diferentes formulaciones para el coacervado fueron etiquetadas como 1, 2,y 3,

como se observa en la Tabla 6.

Tabla 6. Parametros fisicoquimicos del coacervado

Muestra  Descripcién  pH Potencial_(_ Tamano de Polidispersidad

(mV) particula (nm)

Mezcla (L/X 12.92+0.47 a  318.23+34.97 a
2:1)

acidificada a
pH 2

Mezcla (L/X . -24.28+0.84 » 318.31+21.65 «a
2:1) sin

acidificar

Mezcla (L/X 13.49+0.39 «a 289.41 +20.21 a 24.63 %
2:1)
biopolimeros
acidificados a
pH 2

Los datos representan la media + DS (n=3), el analisis estadistico fue realizado mediante ANOVA de
una via con una prueba post hoc de Tukey. Letras diferentes en la misma columna indican diferencia

estadistica significativa (p < 0.05).
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8.8 Caracterizacion del coacervado

A fin de confirmar la formacion de las particulas esféricas se evaluo el potencial 7y

la morfologia (Ye et al., 2006).
8.8.1 Estabilidad cinética de agregacion por potencial {

A fin de confirmar la formacion de las particulas esféricas se evalud el potencial 7y
la morfologia (Ye et al., 2006). De acuerdo con Hernandez-Marin et al. (2013), las
interacciones electrostaticas suelen ser la principal fuerza impulsora para la
formacion de un sistema proteina-polisacérido en medio acuosas, porlo que fue de
gran importancia evaluar el potencial { de las muestras como parametro indicador
de la formacion del coacervado. En las muestras C1l y-C3.no se observaron
diferencias significativas (p < 0.05) en cuanto a su potencial {. Por el contrario, la
muestra para la obtencion del coacervado 2 (C2) exhibi6é un potencial { negativo -
24.28 £ 0.84 mV, esto es debido a que a pH 9.5 ambos biopolimeros tienen potencial

negativo.

En la muestra C3, tanto la proteina como el polisacarido al momento de realizar la
mezcla, exhiben un potencial { positivo a pH 2, por lo que dichas condiciones no
favorecen la interaccion electrostética entre ambas cadenas biopoliméricas. De
acuerdo con estos resultados, la muestra Cl es la Unica que presenta
caracteristicas de la formacion del coacervado. Sin embargo, para confirmar esto,

fue necesario evaluar el tamarfio de particula y la morfologia de las mismas (De Kruif

y Weinbreck, 2005). En la Tabla 6, se muestran los parametros obtenidos de la

caracterizacion.
8.8.2 Tamafo de particula del coacervado

Las muestras para la obtencion de coacervados 1, 2y 3 (C1, C2 y C3) tuvieron un
tamafio de particula en la escala nanométrica. No se encontraron diferencias
significativas (p < 0.05) entre las muestras. Sin embargo, la muestra C3) presento
el menor didmetro de particula, como se observa en la Tabla 6, con un tamafio
semejante al lactosuero. Este parametro de manera aislada, no permitié identificar

la formacion de la matriz esférica.




8.8.3 Morfologia del coacervado

En la Figura 16 se presentan las micrografias del coacervado para la muestra C1.

LV AR I
10.0kV LEI

7 %

== 100nm IIM-UNAM
10.0kV LEI SEM WD 8.2mm

Figura 16. Morfologia del coacervado para la muestra C1 a) Micrografia a 25000 x,
b) Micrografia a 50000 x.




La técnica de microscopia electronica de barrido permitié confirmar la formacion de
las nanoesferas Unicamente en la muestra C1, y el tamafio obtenido por la técnica
de dispersion dinamica de la luz, con un diametro promedio de 300 nm. En las
micrografias que se presentan en las Figura 17 a) se visualiza la homogeneidad de
las muestras (baja polidispersidad) a 25000 X, 17 b) la formacién de la matriz
esférica se confirma en las imagenes a 50000 X, de acuerdo a la forma redondeada

gue se observa.

8.8.4 Estabilidad del coacervado

La importancia de evaluar la estabilidad del sistema radica en encontrar si al paso
del tiempo se observaban cambios estructurales o cambios en el potencial { que
estarian indicando agregacion de las particulas y/o sedimentacion de las mismas.
La muestra C1 presento los mejores parametros fisicoquimicos y fue seleccionada
para realizar el estudio de estabilidad del coacervado en funcién del tiempo durante
un periodo de 4 semanas, en donde se determiné el pH (ver Figura 17), tamafio de

particula (ver Figura 18) y el potencial C (ver Figura 19).
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Figura 17. Valor de pH del xiloglucano (X), lactosuero (L) y coacervado (C1) en
funcion del tiempo. La determinacion se realizé en los biopolimeros en dispersion a
25°C. Los datos representan la media + DS (n=3).
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Figura 18. Valor del potencial ¢ del xiloglucano (X), lactosuero (L) y coacervado (C1)
en funcion del tiempo. La determinacién se realizé en biopolimeros en dispersion a
25°C. Los datos representan la media + DE (n=3).

Tamarnio de particula (nm)

2 3
Tiempo (semanas)

—8—X 0.0625 % ——101% ——C1

Figura 19. Tamafio de particula del xiloglucano (X), lactosuero (L) y coacervado
(C1) en funcion del tiempo.. La determinacion se realiz6 en biopolimeros en
dispersién a 25°C. Los datos representan la media £ DE (n=3).




En la Figura 17, se observa que el pH de los biopolimeros y el coacervado se
mantiene estable sin afiadir soluciones amortiguadoras, ya que la variacién de pH
no fue significativa (p < 0.05). En las primeras dos semanas el valor del potencial ¢
del coacervado se mantuvo estable, como se muestra en la Figura 18; sin embargo,
el potencial { se incrementd significativamente en las semanas 3 y 4, lo que podria
ser un indicador de agregacion de las particulas, que en consecuencia modifico la
estabilidad cinética del sistema (Batalla-Mayoral et al., 2014). En contraste, las
muestras de los biopolimeros de manera individual se mantuvieron estables con
respecto al tiempo. El tamafio de particula del C1 y el lactosuero 0.1% (m/m) mostré
un incremento en la semana 4, aunque no se encontrd diferencia significativa (p <
0.05). con respecto al tamafio de particula inicial de cada muestra. En el caso del
xiloglucano al 0.0625% (m/m) se observé un decremento significativo en el diametro
de particula, como se muestra en la Figura 19, esto pudo deberse a que la particula
alcanzo el grado maximo de hinchamiento y de ahi comenzé a disminuir el radio de
hidratacion. Con base en los resultados se determiné que la vida util de las

dispersiones y el coacervado es maximo de 2 semanas, lo cual resulta en un tiempo

corto de vida util, con la finalidad de asegurar que los parametros fisicoquimicos no

se modifiquen existen alternativas como la liofilizacion o el secado por aspersion de

las nanoesferas (Ye, 2008).

8.9 Cinética de liberacion de calcio a partir de nanoesferas de lactosuero-
xiloglucano extraido de Tamarindus indica L.

El uso de polimeros en el area de los sistemas de liberacion controlada de farmacos
se encuentra en creciente desarrollo, buscando que estos sean sensibles a
estimulos como pH, temperatura, concentracion de iones, etc., con la posibilidad de
gue los tratamientos sean personalizados (Cho et al., 2008). Una forma de obtener
este tipo de sistemas es incorporar el principio activo en una matriz de naturaleza
polimérica que permita la difusién, o que libere el principio activo por la erosion de
la matriz. Para modelar la cinética de liberacién del compuesto de interés fue
necesario determinar la concentracion de calcio a partir del coacervado (ver Tabla

7) y se realizaron pruebas de liberacion in vitro.




8.9.1 Contenido de calcio

Se determino el contenido de calcio en el lactosuero, xiloglucano y el coacervado,
para determinar si se llevé a cabo la encapsulacién del mineral dentro de la matriz

biopolimérica. Los resultados se presentan en la Tabla 7.

Tabla 7. Contenido de calcio en xiloglucano, lactosuero y coacervado

Muestra Descripcién Calcio (mg/L)

Mezcla (L/X 2:1) acidificada a pH 2
C1 1.38+0.11 ¢«

X 0.0625 % Xiloglucano 0.0625 %
0.04+0.11 »

L 0.1% Lactosuero 0.1% 348 +0.11 ¢

Los datos representan la media + DS (n=3), el analisis estadistico fue realizado
mediante ANOVA de una via con una prueba post hoc de Tukey. Letras diferentes
en la misma columna indican diferencia estadistica significativa (p < 0.05).

Se observd que la cantidad' de  calcio que contiene el coacervado fue
significativamente menor al aportado por el lactosuero y el xiloglucano, esto pudo
deberse a que durante la etapa de acidificacion del lactosuero el calcio unido a las
proteinas se liberd, quedando como calcio en forma iénica en la suspension coloidal
y posteriormente, durante el proceso de coacervacion no se logré encapsular todo
el calcio en las nanoesferas perdiéndose al momento de centrifugar las nanoesferas
para separarlas del medio acuoso. Para favorecer el enriquecimiento de calcio en

la matriz biopolimérica, algunos autores utilizan cloruro de calcio para modificar la

fuerza ionica del sistema y en consecuencia reticular las paredes de la matriz

esférica e incrementar la carga del ion en la misma (Aparecida y Barroso, 2016).




8.9.2 Perfil de liberacién de calcio

Los medicamentos de accion modificada son aquellos cuya cinética de liberacion

del principio activo asumird un perfil predeterminado: retardado, prolongado o

sostenido; estos Ultimos deben permitir una concentracién constante, dentro del
intervalo terapéuticos del farmaco, por un periodo de tiempo determinado. Sistemas
con estas caracteristicas, se basan en la farmacocinética del principio activo, su
propiedades farmacoldgicas y fisicoquimicas (Dash et al., 2010). Para determinar la
cinética se realizan ensayos de disolucion, que demuestren si la liberacion del

principio activo se realiza de acuerdo con lo previsto en su disefio.

A continuacién, en la Figura 20, se observa el perfil de liberacion de calcio del
coacervado en medio acido (pH 2), en la Figura 21 la liberacion en medio neutro

(pH 7) y en la Figura 22 el perfil de liberacion en medio béasico (pH 8.5).
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Figura 20. Perfil de liberacion de calcio a pH 2.
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Figura 21. Perfil de liberacion de calcio a pH 7.
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Figura 22. Perfil de liberacion de calcio a pH 8.5.




A pH 2 se observa una liberacion constante del mineral hasta alcanzar 39.93 + 7.33
%. A pH 7, se observa un comportamiento de liberacion similar al perfil anterior,
aungue fue mas lenta en los primeros 60 min, en medio neutro se libero el 34.55 +
9.21 %. A pH 8.5 la grafica presenta una liberacion constante del mineral hasta
alcanzar 37.46 + 6.86 %. No se encontraron diferencias significativas en el calcio
liberado promedio hasta las 4 horas.

En la Figura 23, se muestra la comparacion de los perfiles de liberacion en diferentes
medios de disolucion.

Calcio disuelto {%)

100 150
Tiempo (min)
—8—pHB85 ——pH2 —®—pH7

Figura 23. Grafica comparativa de perfil de liberacion de calcio en diferentes
medios de disolucion.

Se observo que en medio &cido se favorece la liberacion. A pH basico la liberaciéon

fue muy similar al perfil anterior. Por el contrario, en el medio con pH neutro, la

liberacién es mas lenta hasta los 60 min y se liberé la menor cantidad de calcio
comparado con el resto de las muestras. Lo cual indica que el perfil de liberacion
del calcio es independiente del pH del medio.




8.9.3 Ajuste del perfil de liberacion a un modelo matemético

Debido a la composicion de las nhanoparticulas, se asume que la liberacion del calcio

se di6 por difusion a través de la matriz polimérica hinchada hacia el exterior (Saéz

et al., 2004). Para comprobar esto, se modeld6 matematicamente la cinética de

liberacion, utilizando 5 ecuaciones diferentes.

La cinética de orden cero define un proceso de liberacion constante permitiendo que
las concentraciones plasmaticas de farmaco también constantes. La cinética de
primer orden es aquel en el que la tasa de liberacion es directamente proporcional
a la concentracion del farmaco. El modelo de Higuchi plantea que la liberacién se
da por difusion constante del compuesto de interés a través de poros existentes en
la matriz. En el caso del modelo de Korsmeyer- Peppas, permite conocer el tipo de
difusion que se lleva a cabo (siguiendo la Ley de Fick, No Fickiana o por transporte).
El modelo de Hixson-Crowell describe la liberacién de los sistemas donde hay un
cambio en el area y diametro de la matriz, el cual es proporcional a la raiz cubica de
su volumen (Thakkar et al., 2009).

En la Tabla 8. Se presentan los valores de la constante de disolucién (k) y el valor

de correlacién al modelo.

Tabla 8. Bondad de ajuste a los modelos de cinética de liberacion de calcio

Modelo

Korsmeyer- Hixson-
Orden 0 Primer orden Higuchi Peppas Crowell

Muestra K r2 r2 k r2 k r2 r2

pH2 10.1565]|0.9296-0.0009 |0.9603 0.9871

pH7 ]0.1408]0.9462|-0.0008|0.9681 0.9828

pH 8.5 |0.1435]|0.9325]-0.0008 [0.9603 0.9864

K: constante de velocidad de liberacion
r2; factor de correlacion al modelo matematico




La Figura 24 muestra la grafica comparativa del ajuste al modelo de Higuchi
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Figura 24. Grafica comparativa del perfil de liberacion de calcio ajustado al
modelo de Higuchi. a) pH 2, b) pH 7 y ¢) pH 8.5
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El modelo de Higuchi presenté mayor bondad de ajuste para el perfil de liberacién
a pH 2, 7, 8.5; con un valor de correlacibn mayor a 0.98, comprobando que la
liberacion de calcio se da por el fendmeno de difusion que, de acuerdo a la teoria
de la ley de Fick, nos dice que la tasa de difusion es directamente proporcional al
gradiente de concentracion a través de la matriz (Singhvi y Singh, 2011). Como se
observé en la Figura 24, se evidencio el mejor ajuste al el modelo de Higuchi, perfil

de liberacion de calcio desde las nanoesferas.

Se hace la observacion de que el modelo matemético utilizado se limita a:
considerar la matriz polimérica como un modelo unidimensional, con condiciones
iniciales de una solucion monolitica y el coeficiente de difusion es constante
(Andreetta , 2003). Para describir de manera mas precisa el comportamiento de
liberacion de las nanoesferas, se recomienda realizar el ensayo considerando todas
las variables de la matriz, la solubilidad del calcio para relacionar los datos con

resultados de un modelo in vivo. Debido a que no existen pruebas regulatorias para

formas de dosificacion novedosas como nanoparticulas, la determinacion del perfil

de liberacion in vitro supone mayor importancia como indicador de calidad y
establece un primer acercamiento al comportamiento que se espera en condiciones
in vivo, a través de un modelo matematico que relacione la liberacién en condiciones
in vitro con la absorcién en un-organismo vivo, de acuerdo con la FDA (1997) “In

vitro/ In vivo correlations”™ IVIVC por sus siglas en inglés.




9. CONCLUSIONES

La eficiencia de separacion de xiloglucano fue mayor a 7000 rpm, eliminando

componentes secundarios como: lipidos, proteinas, minerales. Ademas, el método

de descascarillado por tostado es mas efectivo que el método de remojo, ya que

requiere menos tiempo y facilita la remocion de la testa.

El xiloglucano extraido de las semillas de T. indica L. por el método de tostado
presento perfiles de viscosidad més altos con respecto a los perfiles de viscosidad
obtenidos para el xiloglucano extraido por el método de remojo, lo que representa
mayor rendimiento como hidrocoloide en el caso del xiloglucano-extraido por el

método de tostado.

La diferencia en viscosidad del xiloglucano obtenido por cada método de extraccion
(remojo y tostado) posibilita distintas aplicaciones ‘del hidrocoloide extraido en
funcion de su actividad espesante y gelificante, en ambos casos, dichas

propiedades son utiles en la industria alimentaria y farmacéutica.

El potencial ¢ como parametro electrocinético de superficie, representd el atributo
de calidad coloidal con mayor relevancia para definir las condiciones en que
ocurriria la obtencién de nanoesferas por coacervacion compleja, debiéndose

alcanzar y mantener en el tiempo un valor alrededor de 12.92+ 0.47 mV.

El tamafio de las nanoesferas, se obtuvo mediante la determinacion por dispersion
dinamica de la luz, convalor promedio 320 nm; habiéndose confirmado el tamafio y
la morfologia esférica de las particulas, mediante microscopia electrénica de
barrido; siendo la polidispersidad de las muestras de 25 %, lo que indicé la

existencia de nanoesferas de tamafio homogéneo.

Las muestras de xiloglucano, lactosuero y el coacervado en suspension coloidal,
mantuvieron un valor de pH, potencial { y tamafio de particula estable hasta la
semana 2; posterior a ello se observaron fluctuaciones. Por lo anterior, se sugiere

la liofilizacion de las nanoesferas para incrementar su tiempo de vida util.

El perfil de liberacion de calcio a partir del coacervado mostré un comportamiento
de liberacion independiente del pH del medio; siendo ademas el modelo matematico
69




de Higuchi, el que mas se ajusto para describir su cinética. Lo anterior permite inferir,
por una parte, que la matriz polimérica resultante de la coacervacion de ambos

polimeros es util y sigue el mismo mecanismo de difusion.

Los resultados obtenidos hasta el punto en que se delimité el presente proyecto,
muestran que es factible la formacién de nanoesferas por coacervacién compleja

de dos materiales naturales que son desecho de otros procesos industriales: el

xiloglucano y las proteinas de lactosuero. Ademas, las nanoesferas obtenidas

representan un sistema potencialmente util para la liberacion prolongada de calcio
en el tracto gastrointestinal y una presentan una ventaja tecnologica al ser un

proceso que practicamente no ocupa fuentes externas de energia.

Para comprobar las propiedades de liberacién prolongada del coacervado
xiloglucano-proteinas de lactosuero, se recomienda hacer en un siguiente estudio,
junto con ensayos de escalamiento de lotes, asi como utilizando muestras
liofilizadas, estudios de cinética de liberacion del calcio desde las nanoesferas,
sometiendo una misma muestra a condiciones de cambio subsecuentes de pH de

fluido gastrico simulado a intestinal, tal y como lo marcan las farmacopeas.




10. ANEXOS
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Figura 25. Grafica comparativa del perfil de liberacion ajustado al modelo de
Orden 0.a) pH 2, b) pH 7y c) pH 8.5
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Figura 26. Grafica comparativa del del perfil de liberacion ajustado al modelo de
Primer orden. a) pH 2, b) pH 7 y c¢) pH 8.5
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Figura 27. Grafica comparativa del perfil de liberacion ajustado al modelo de
Korsmeyer- Peppas. a) pH 2, b) pH 7y c) pH 8.5
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Figura 28. Grafica comparativa del perfil de liberacion ajustado al modelo de
Hixson- Crowell. a) pH2, b) pH 7y c) pH 8.5
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