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RESUMEN

En México, la poblacién de mujeres mayores de 45 afios es mas propensa a desarrollar
osteoporosis con respecto a los varones a consecuencia del hipoestrogenismo, lo cual activa a
las células osteoclasticas responsables de la destruccion del hueso aunado a una baja ingesta
de calcio en la dieta. Por lo anterior, se recomienda una dieta de calcio que cubra 1200 mg/dia
0 que al menos, se cumpla este requerimiento a través de suplementos de este mineral. Sin
embargo, algunos suplementos, asi como otros tipos de tratamientos para la osteoporosis
presentan efectos secundarios, entre los que destaca el riesgo de padecer cancer ovarico y de
mama. Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue realizar la caracterizacidon del mucilago de
nopal (MN) como fuente natural de calcio, extraido de cladodios de O ficus indica deshidratados
(MND) y frescos (MNF), asi como desarrollar microesferas biopoliméricas (MB) de MND y
proteinas de lactosuero (L) como fuente adicional de calcio; pretendiendo con ello obtener un
nutracéutico microparticulado que demostrara en un modelo in vitro, una liberacién prolongada
de calcio. Se prepararon suspensiones de cladodios frescos y deshidratados (4 % m/m) para la
extraccion del mucilago utilizando un proceso de separacién mecanica. El mucilago separado
se precipitdé con alcohol etilico (1:2 v/v), determinandose el rendimiento y la eficiencia de
separacion. El mucilago soélido y en dispersion coloidal se caracterizd evaluando: potencial Z,
viscosidad, color y textura, asi como su composicién nutrimental (AQP), microestructura por
microscopia electrénica de barrido (MEB) y analisis térmicos (TGA y DSC). Por otra parte, se
prepararon soluciones coloidales de lactosuero (1 % m/m) y mucilago (MND) (0.0625 % m/m),
evaluandose su tamafio de particula y potencial Z a diferentes condiciones de pH.
Posteriormente, se aplicé el método de coacervacion compleja para el desarrollo de las
microesferas, mezclando los dos biopolimeros (M:L) en una relacién 1:2 (mucilago:lactosuero
v/v) y ajustando el pH del sistema a un valor de 2.0. La caracterizacion de las MB consistié en
la determinacion del potencial Z, tamafio de particula, microestructura por MEB y contenido de
calcio. En el estudio de cinética de liberacion de calcio in vitro, se prepararon disoluciones con
MB a pH acido y basico. Se utilizaron membranas de dialisis en cuyo interior se colocaron las
MB y se tomaron alicuotas a diferentes tiempos, tanto de las disoluciones a pH acido como
basico. Finalmente, se aplicd un ajuste de modelos matematicos para determinar la cinética de
liberacion de calcio. El analisis de los resultados para la caracterizacion del mucilago, se llevé
a cabo con un ANOVA y se aplicé la prueba de Tukey para detectar diferencias estadisticas
utilizando el programa estadistico GraphPad Prism® (USA) versién 6. Con los resultados de
liberacion de calcio in vitro se evalu6 el modelo matematico cinético de mejor ajuste utilizando
el software Microsoft® Excel® 2016 versiéon 2110. Con toda la informacién obtenida se puede
concluir que se logré desarrollar un método de extraccion sustentable para la obtencion de
mucilago a partir de O. ficus indica, reportandose por primera vez, una eficiencia de separacion
cercana al 100 %; no habiéndose obtenido diferencias estadisticas significativas (p<0.05) en el
rendimiento y eficiencia de separacion entre MND versus MNF. Ademas, el proceso de
deshidratacion de los cladodios aumenté el contenido de proteinas, cenizas, extracto libre de
nitrégeno y calcio. Asi mismo, la viscosidad de la dispersion coloidal fue mayor en MND que en
MNF; habiéndose revelado mediante los estudios de TGA y DSC un comportamiento térmico
diferente entre el MND y MNF. EI MND mostré valores mas bajos de cohesion, adhesividad,
elasticidad y L (color) que el MNF. Las diferencias entre las propiedades quimicas y
fisicoquimicas del MND y el MNF determinan las posibles aplicaciones del mucilago de O. ficus
indica en la industria alimentaria, farmacéutica y cosmética. Por otra parte, se obtuvieron por
primera vez, micro y nano esferas biopoliméricas conteniendo calcio, a partir de la coacervacion
compleja de lactosuero y mucilago de O. ficus indica, cuya cinética de liberacion de calcio in
vitro se ajust6 al modelo matematico de Higuchi; lo cual sugiere que la liberacién del calcio en
estas estructuras ocurre por difusion a una velocidad dependiente de la raiz cuadrada del
tiempo, pero que es menor a un pH que semeja el del estbmago, con respecto al pH intestinal
simulado; con lo cual es factible que se prolongue su absorcion en el tracto gastrointestinal. Por
lo anterior, las microesferas biopoliméricas desarrolladas de lactosuero y mucilago de O. ficus
indica calcio presentan un alto potencial nutracéutico (aln por comprobar mediante estudios in
vivo), para prevenir y tratar la osteoporosis.

Palabras clave: Opuntia ficus indica, mucilago, lactosuero, separacion mecanica, microesferas
biopoliméricas, cinética de liberacion de calcio.



ABSTRACT

In Mexico, the female population over 45 years of age is more likely to develop osteoporosis
than men as a result of hypoestrogenism, which activates the osteoclastic cells responsible for
bone destruction in addition to a low intake of calcium in the diet. Therefore, the calcium in diet
that covers 1200 mg/day is recommended or that at least, this requirement is met through
supplements of this mineral. However, some supplements, as well as other types of osteoporosis
treatments have side effects, including the risk of ovarian and breast cancer. Therefore, the
objective of this work was to characterize the nopal mucilage (MN) as a natural source of calcium,
extracted from cladodes of O ficus indica dehydrated (MND) and fresh (MNF), and to develop
biopolymeric microspheres (MB) of MND and whey (L) as an additional source of
calcium; intending thereby to obtain a microparticulate nutraceutical that will demonstrate in an in
vitro model, a prolonged release of calcium. Fresh and dehydrated cladode suspensions
(4% m/m) were prepared for mucilage extraction using a mechanical separation process. The
separated mucilage was precipitated with ethyl alcohol (1: 2 v/v), determining the yield and the
separation efficiency. The solid and dispersed colloidal mucilage was characterized by
evaluating: Z potential, viscosity, color and texture, as well as its nutritional composition (AQP),
microstructure by scanning electron microscopy (SEM) and thermal analysis (TGA and
DSC). On the other hand, colloidal solutions of whey (1% m/m) and mucilage (MND) (0.0625%
m/m) were prepared, evaluating their particle size and Z potential at different pH
conditions. Subsequently, the complex coacervation method was applied for the development of
the microspheres, mixing the two biopolymers (M:L) in a 1:2 ratio (mucilage: whey v/v) and
adjusting the pH of the system to a value of 2.0. The characterization of the MB consisted of
determining the Z potential, particle size, SEM microstructure and calcium content. In the study
of calcium release kinetics in vitro, solutions were prepared with MB at acidic and basic
pH. Dialysis membranes were used inside which the MB were placed and aliquots were taken
at different times, both of the solutions at acidic and basic pH. Finally, an adjustment of
mathematical models was applied to determine the calcium release kinetics. The analysis of the
results for the characterization of the mucilage was carried out with an ANOVA and the Tukey
test was applied to detect statistical differences using the statistical program GraphPad Prism®
(USA) version 6. With the results of calcium release in vitro, the best fit kinetic mathematical
model was evaluated using Microsoft® Excel® 2016 version 2110 software. With all the
information obtained, it can be concluded that it was possible to develop a sustainable extraction
method to obtain mucilage from O. ficus indica, reporting for the first time, a separation efficiency
close to 100 %; not having obtained statistically significant differences (p <0.05) in the
performance and separation efficiency between MND versus MNF. In addition, the dehydration
process of the cladodes increased the content of proteins, ash, nitrogen-free extract and
calcium. Likewise, the viscosity of the colloidal dispersion was higher in MND than in
MNF; having revealed by means of the TGA and DSC studies a different thermal behavior
between MND and MNF. The MND showed lower values of cohesion, adhesiveness, elasticity
and L (color) than the MNF. Differences found between the chemical and physicochemical
properties of MND and MNF will determine the possible applications of the mucilage of O. ficus
indica in the food, pharmaceutical and cosmetic industries. On the other hand, biopolymeric
micro and nano spheres containing calcium were obtained for the first time, from the complex
coacervation of whey and mucilage of O. ficus indica, whose in vitro calcium release
kinetics was adjusted to the mathematical model of Higuchi ; which suggests that the release of
calcium in these structures occurs by diffusion at a rate dependent on the square root of time,
but that it is lower at a pH similar to that of the stomach, with respect to the simulated intestinal
pH; with which it is feasible that its absorption in the gastrointestinal tract is prolonged. Therefore,
the biopolymeric microspheres developed from whey and mucilage of O. ficus indica calcium
have a high nutraceutical potential (yet to be verified by in vivo studies), to prevent and treat
osteoporosis.

Key words: Opuntia ficus indica, mucilage, whey, mechanical separation, biopolymeric
microspheres, kinetic of calcium release.
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1. INTRODUCCION

La adecuada mineralizacion del hueso para protegerlo del riesgo de padecer fracturas
se consigue a través de la ingesta diaria recomendada (IDR) de calcio, (1,200 mg/dia
en adultos). La deficiencia de este mineral en la dieta estd relacionada con
enfermedades como la osteoporosis, incrementando el riesgo de presentar fracturas
en la edad adulta (Martin et al., 2015).

En México, se estima que 168 mujeres y 98 hombres por cada 100,000 personas
presentan fractura del fémur proximal. Ademas, el 43 % de la poblacion femenina con
edades entre 20 a 69 afos presentan una densidad mineral 6sea baja, lo que significa
que 1 de cada 4 mujeres mexicanas padece osteopenia. Se pronostica que para el
afo 2050 se incremente un 43.1 % el nimero de casos de fracturas entre la poblacion
en etapa de la adultez tardia o adulto mayor (Nieto et al., 2012). Por lo anterior, se
puede decir que la osteoporosis es un problema de salud publica, asi como para la
clinica, terapéutica y la investigacion, pues no existe edad tardia para prevenir

fracturas y evitar la pérdida del tejido éseo (Martin et al., 2015).

Es importante destacar que las mujeres presentan un mayor porcentaje de riesgo de
padecer algun tipo de fractura, en la etapa de la menopausia y postmenopausia. La
relacion entre la menopausia y la osteoporosis es debido a que los estrogenos tienen
influencia sobre el equilibrio entre el remodelado y resorcién Osea gracias a los
receptores estrogénicos que se encuentran en todas las células 6seas (osteoblastos,
osteoclastos y osteocitos) (Lerner, 2006). La disminucion de los niveles de estrogenos
durante y después de la menopausia, ocasiona un desbalance entre el remodelado y
la resorcion 0sea, aumentando la actividad osteoclastica y, por lo tanto, el incremento

de la destruccion ésea (Dong et al., 2014).

En la actualidad existen diversos tratamientos para la prevencion de la osteoporosis,
como son los suplementos de sales de calcio; sin embargo, se recomienda que no
exceda mas de 500 mg para prevenir el riesgo de formar calculos renales. Otra opcion

es la terapia de reemplazo hormonal, pero solo se ha demostrado una diminucion en



el riesgo de fractura en vértebras, pero no en cadera o en fémur (Gambacciani y
Levancini, 2014). Por otro lado, se han evidenciado efectos secundarios relacionados
a este tipo de tratamiento como son nduseas, mareos, gastritis, trombosis, cancer de

ovario y/o mama entre otros (Drake et al., 2015).

Por otra parte, estudios realizados por nuestro grupo de trabajo han demostrado que
el mucilago del nopal de Opuntia ficus indica presenta calcio en forma de carbonato y
que es biodisponible para mejorar las propiedades fisicas y mecanicas en ratas con
ovariectomia (Rojas-Molina et al., 2015; Quintero-Garcia et al., 2020). Sin embargo,
el consumo de mucilago utilizado en este estudio para lograr el efecto benéfico en el
hueso excede la ingesta recomendada de fibra en humanos. Por otro lado, el
desarrollo de microesferas ha servido para obtener y mejorar la liberacién controlada
de un farmaco de interés, principalmente por la técnica de coacervacion compleja, en
donde existe la interaccidn electrostatica entre dos biopolimeros con cargas opuestas
(Gorji et al., 2018).

El lactosuero es el producto lacteo liquido que se obtiene durante la elaboracion del
gueso, sin embargo, en la industria alimentaria el suero de la leche es desaprovechado
y desechado en mantos acuiferos, resultando un contaminante ambiental. Una de las
propiedades que llama la atencién del lactosuero es el contenido de proteinas,
representan el 20 % de la leche bovina (B-lactoglobulina, a-lactalbimina y lactoferrina)
(FAO, 2017). En diversos estudios, se han aprovechado las propiedades
fisicoquimicas de las proteinas para ser utilizadas como vehiculos bioactivos a través
de procesos de encapsulacion (Zhang et al., 2014). Por este motivo, el objetivo de
este trabajo consistié en desarrollar microesferas a partir del lactosuero y del mucilago
de la especie O. ficus indica para incrementar la biodisponibilidad del calcio en un
modelo in vitro, debido a que no existe en la actualidad un estudio donde se elaboren

microparticulas empleando dichos biopolimeros.



2. ANTECEDENTES
2.1 Osteoporosis

De acuerdo con la Fundaciéon Nacional de Osteoporosis (National Osteoporosis
Foundation por sus siglas en inglés NOF), la osteoporosis se describe como una
enfermedad comun en los seres humanos, lo que representa un problema de salud
publica (NOF, 2014).

2.1.1 Epidemiologia

Se estima que 200 millones de personas padecen osteoporosis a nivel mundial. EI 30
% corresponde a mujeres post-menopausicas en Estados Unidos y en Europa (IOF,
2017). En México, 18 % de la poblacion femenina padece osteoporosis en
comparacién con el 9 % la poblacién masculina; sin embargo, lo que implica un riesgo
de sufrir una fractura en el caso de las mujeres del 8.5 % y en hombres de 3.8 %. La
deficiencia estrogénica duplica el riesgo de fractura cada 7 u 8 afios después de los
50 afios de edad (Diagnéstico y tratamiento de osteoporosis en mujeres
posmenopausicas, 2018). Estos datos indican que una de cada 12 mujeres y uno de
cada 20 hombres mayores de 50 afos, sufrirdn una fractura, lo que genera un gasto
anual en atencion hospitalaria de 97 mil millones de ddlares (Cabrera-Pivaral et al.,
2018).

2.1.2 Diagnéstico y tratamiento
El diagndstico de la osteoporosis se realiza a través de la técnica de imagen de
absorciometria dual de rayos X (DXA), considerada como la principal herramienta para
su determinacion, debido a que no es invasiva mostrando un valor predictivo para el
riesgo de fractura. Se puede realizar en las areas 6seas del fémur, cadera, radio,
cubito y columna espinal (Bernabei et al., 2014). La herramienta del DXA, realiza la
medicion de la densidad mineral 6sea (DMO, gramos de mineral por centimetro
cuadrado escaneado, g/cm?) haciendo una comparacion del resultado obtenido con
los valores de referencia de un joven adulto (z-score). Si el resultado de DMO es = -
1.0, se considera normal, una DMO de > -2.5y < -1.0 es diagndstico de osteopenia.
Finalmente, cuando el resultado obtenido de DMO resulta < -2.5 es considerado
osteoporosis (Cosman et al., 2014). Con respecto al tratamiento de la osteoporosis,

se utiliza la administracién oral y/o intravenosa de bifosfonatos, como alendronato,
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risedronato y etidronato, su accion consiste en inhibir la actividad osteoclastica. El mas
comunmente prescrito es el alendronato como tratamiento para la osteoporosis post-
menopausica, donde se observa un incremento en la DMO, asi como una disminucién
en el riesgo de fractura. Sin embargo, el uso de bifosfonatos, se les ha relacionado

con efectos secundarios a nivel gastrointestinal (Das y Crockett, 2013).

Otras estrategias para inactivar la resorcion 0sea es el denosumab (anticuerpo
monoclonal 1IgG2), su mecanismo de accién esta implicado en la regulacion negativa
del ligando RANKL (ligando de receptor activador para el factor nuclear k), ya que se
dirige con afinidad y especificidad al RANKL logrando el bloqueo en el mecanismo de
resorcion 6sea cuando dicho ligando se une a su receptor RANK. Este ligando
(RANKL) se encuentra en la superficie de la membrana de los osteoclastos cuya
funcién es activarlos. EI denosumab, disminuye el riesgo de fractura de cadera en un
40 %, fractura en vértebras en un 68 % y un 20 % en fracturas no vertebrales. Entre
los efectos secundarios que presenta este medicamento se incluyen: nauseas, dolor
de cabeza, aumento del ritmo cardiaco y trombosis (Lewiecki, 2011; Tella y Gallagher,
2014).

La terapia de reemplazo hormonal ha demostrado ser un tratamiento con efectos
antirresortivos 6seos con dosis farmacologicas de estr6genos en mujeres post-
menopadusicas. En un estudio longitudinal de 6 afios, se observo que las dosis de
estrogenos incrementaron el 61 % el volumen de hueso trabecular y un 22 % del
grosor en la pared trabecular (Khastgir et al., 2010). El Raloxifeno es un modulador
selectivo del receptor de estrogeno que es utilizado en la clinica para la prevencion y
tratamiento de osteoporosis; sin embargo, presenta efectos secundarios asociados

con incremento de riesgo de cancer de mama (Drake et al., 2015).

Finalmente, existen los tratamientos con suplemento de calcio en forma de sales
(citrato o carbonato). El carbonato de calcio se ha observado que incrementa la DMO
en mujeres post-menopausicas; no obstante, causa complicaciones
gastrointestinales. Por otro lado, el citrato de calcio es mas caro que el carbonato y se
requiere una dosis de dos tabletas de 500 mg/dia para obtener la absorcion del mineral

acompafiado con acidez gastrica. Sin embargo, el tratamiento con estos dos



suplementos mencionados no se ha asociado con un descenso del riesgo de padecer

una fractura (Cano et al., 2018).

2.1.3 Calcio
Una persona adulta contiene aproximadamente 1 kg de calcio, el 99 % se encuentra
en huesos y dientes (Zhu y Prince, 2012). A lo largo de la vida de una persona, el
requerimiento de la ingesta de calcio se modifica, es decir, que en la etapa de la nifiez
(0 — 9 afios) se requieren 1000 mg/dia, en etapa de crecimiento (9 — 18 afos) son
necesarios 1300 mg/dia, en la etapa adulta (19 — 50 afios) se requieren 1000 mg/dia,
tanto en hombres como en mujeres; sin embargo, a partir de los 51 afios de edad, una
mujer necesita consumir 1200 mg/dia de calcio a diferencia de un varén que requiere

esta misma cantidad pero a partir de los 71 afios de edad (NIH, 2013).

2.1.4 Regulacion hormonal del calcio
La homeostasis del calcio es regulada por un sistema hormonal cuya funcion es
controlar el transporte de calcio en el rifidn, intestino y hueso (Brown, 2013). El cambio
de las concentraciones de calcio sérico es sensado por un receptor acoplado a la
proteina G, el CaSR (Calcium Sensing Receptor). La actividad de este receptor tiene
una accion en la hormona paratiroidea (PTH) secretada por la glandula paratiroidea.
Un decremento en los niveles de calcio en suero (hipocalcemia), inactiva a CaSR
logrando una estimulacion para la secreciéon de PTH, la cual tendra efecto en los
receptores para PTH (PTHR) presentes en el rifidn para incrementar la reabsorcion
de calcio a nivel del tabulo renal; al mismo tiempo, en este 6rgano se incrementa la
secrecion de 1,25(0H)2D (calcitriol, forma activa de la vitamina D) que activa a su
receptor (VDR) en el intestino para aumentar la absorcién de calcio (transporte
transcelular de calcio), donde a su vez, participan receptores transitorios selectivos de
calcio 5y 6 (TRPV5 y TRPV6), mismas que se encuentran en las membranas de las
células epiteliales que recubren las paredes del intestino, cuya funcién consiste en
regular la entrada y la absorcién de calcio. Una vez que el calcio se encuentra dentro
del enterocito del intestino, la proteina con alta afinidad a calcio (calbindina) transporta
el calcio hacia la membrana basolateral del intestino para que éste sea expulsado al
torrente sanguineo a través de la bomba de calcio/sodio (NCX1) y la proteina PMCA1b
(bomba de calcio de membrana plasmética). Finalmente, el calcio entra al torrente
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sanguineo y en conjunto con el calcio liberado en hueso, a partir del incremento de la
resorcion Osea, los niveles séricos de calcio se regulan a niveles basales (Fleet y
Scoch, 2010; Brown, 2013; Xiao-Li et al., 2014; Veldurthy et al., 2016). En caso
contrario, cuando los niveles de calcio en suero se observan elevados actla la
calcitonina (hormona polipeptidica) que se sintetiza en las células C de la glandula de
la tiroides. La secrecion de esta hormona tiene efecto en el hueso, disminuyendo la

actividad osteoclastica (Brown, 2013).

2.1.5 Osteoporosis posmenopausica
La osteoporosis posmenopausica se presenta cuando cesa el funcionamiento por
parte de los ovarios y, por lo tanto, se reduce la produccién de estrégenos en la
menopausia, dando lugar a un incremento y prolongacion de la fase rapida de pérdida

de masa 6sea (Jiy Yu, 2015).

Los estrogenos son hormonas sexuales esteroideas que tienen dos tipos de
receptores: alfa (Era) y beta (Erf3). Se ha observado que el receptor Era se expresa
tanto en osteoblastos como en osteoclastos y que el receptor Erf se expresa
Gnicamente en los osteoblastos y tejidos mesenquimales (Lerner, 2006). Por lo tanto,
los estrogenos tienen un papel importante en el metabolismo 6seo, en el que destaca
la inhibicion de la diferenciacion de los osteoclastos, ademas de aumentar su
apoptosis reduciéndose, por consiguiente, la resorcion 6sea (Chabbert-Buffet et al.,
2016). La via de sefializacién regulada por los estrégenos para la inactivacion
osteoclastica involucra la inhibicion de cinasas amino terminales (c-Jun), lo que resulta
en un decremento de la activacion de AP-1 (factor de transcripcion), NF-kB (factor
nuclear potenciador de las cadenas ligeras de kappa de las células B activadas) y
ERK1,2 (Khalil et al, 2017).

Como se ha mencionado anteriormente, las mujeres tienen riesgo de sufrir una
fractura por osteoporosis de aproximadamente un 40 % como resultado del papel que

desempenian los estrégenos en la inhibicion de la resorcién 6sea (Jiy Yu, 2015).



2.2 Lactosuero

El lactosuero es el producto lacteo liquido obtenido durante la elaboracion del queso,
la caseina o productos similares, mediante la separacion de la cuajada, después de
la coagulacion de la leche y/o los productos derivados de la leche (FAO, 2017).

A partir de 10 litros de leche se pueden producir de 1 a 2 kg de queso, con un promedio
de 8 a 9 kg de suero. Esto representa el 90 % del volumen de la leche, el cual contiene
la mayor parte de compuestos hidrosolubles (lactosa 95 %) y cerca de un 20 % de
proteinas (B-lactoglobulina, a-lactoalbamina, lactoferrina e inmunoglobulinas). Sin
embargo, tanto la lactosa como las proteinas son desaprovechadas durante la
fabricacion del queso, transformandose en contaminantes (alta demanda bioldgica de
oxigeno BODs) que son descargados al drenaje, el cual llega a rios y suelos, causando
un problema serio de contaminacion (Pescuma et al., 2015). Las proteinas existentes
en el suero han captado considerablemente la atencién, debido a que pueden
utilizarse como vehiculos precursores de péptidos “bioactivos” (componentes que
tienen actividad bioldgica dentro del organismo) que pueden incluso formarse durante
la digestién (Ramos et al., 2015). Ademas, estas proteinas juegan un papel importante
en la encapsulacion y proteccion para el suministro de compuestos bioactivos en
alimentos funcionales, a través de la formacion de complejos proteina-ligando con la
capacidad de proteger los componentes unidos contra la oxidacion y degradacion
(Zhang et al., 2014).

2.2.1 Principales proteinas del lactosuero
La beta-lactoglobulina (B-LG), pertenece a la familia de la lipocalina (transportadores
de moléculas hidrofébicas), compuesta por 183 aminoacidos (Hernandez-Rojas y
Vélez-Ruiz, 2014). Se ha reportado que esta proteina se une a ligandos hidrofébicos
pequefios (acidos grasos, retinol, triacilgliceroles, cetonas alifaticas, compuestos
aromaticos, tocoferoles, colesterol y calcio) modulando sus propiedades
fisicoquimicas y coloidales que pueden tener efectos en el proceso digestivo, asi como
en el destino biolégico de dichos compuestos (Pérez et al., 2014). Por otro lado, la
alfa-lactoalbimina (a-LA) es una proteina que se encuentra unida a Ca?* constituida
por 123 aminoacidos, conteniendo acido glutamico (NHz-terminal) y leucina (COOH-
terminal), cuatro enlaces de disulfuro y no contiene tioles libres. Ademas, tiene la

capacidad para interactuar con péptidos hidréfobos (Kamau et al., 2010).
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2.2.2 Propiedades de las proteinas del lactosuero como vehiculos para

compuestos bioactivos
Muchas de las propiedades fisicoquimicas y estructurales de las proteinas del
lactosuero permiten que funcionen como vehiculos naturales para compuestos
bioactivos. Entre las propiedades mas importantes se incluyen: unién de iones,
excelentes propiedades superficiales, interacciones con macromoléculas para formar
complejos y conjugados con propiedades sinérgicas, biocompatibilidad y
biodegradabilidad, lo cual, permite el control de la bioaccesibilidad de los compuestos

bioactivos y por lo tanto, mejorar su biodisponibilidad (Ha et al., 2019).

2.3 Opuntiaficus indica

Opuntia pertenece a la familia de las cactaceas, y es comunmente conocido con el
nombre de nopal. Su origen proviene del continente americano, distribuido desde
Canada hasta Argentina, con preferencia en las zonas aridas y semiaridas (Loayza y
Chéavez, 2007). Respecto a su composicion quimica, el nopal verdura contiene: 90 %
de agua, 3 — 7 % de carbohidratos (sacarosa, fructosa y glucosa), 2 % de fibra, 1 %
de proteina y lipidos 0.2 % (Florian et al., 2005). También contiene minerales como el
calcio (130 mg/100 g), fosforo (21 mg/100 g) y hierro (1.95 mg/100 g) (INECC, 2007).

Con relacion al contenido de calcio del nopal, se ha observado un incremento en el
contenido de sales de calcio (carbonato de calcio, bicarbonato de calcio, oxalato de
calcio monohidratado) en funcion de la etapa de desarrollo de la cactacea, cuyo
contenido es mayor en pencas con 150 dias a partir del brote (Contreras-Padilla et al.,
2015). Asi mismo, se ha demostrado que el contenido de calcio total del cladodio es
significativamente mayor en la fibra soluble en comparacién con la fibra insoluble
(Rojas-Molina et al., 2015).

El nopal, como ya se mencion6 anteriormente, contiene fibra soluble e insoluble. La
fibra soluble se compone principalmente de pectinas, mucilago y hemicelulosas
consideradas como gomas, en tanto que la fibra insoluble la constituyen celulosas y

ligninas (L6pez-Palacios et al., 2011).

La fibra soluble o mucilago del nopal tiene propiedades fisicoquimicas interesantes

como son su viscosidad y su elevada capacidad de retencion de agua que le permiten
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ser utilizado como sustrato por la microbiota intestinal para generar productos como
acidos grasos de cadena corta e incrementar la poblacion de bifidobacterias, las
cuales se relacionan con efectos benéficos en la salud como por ejemplo, la regulacion
de procesos inflamatorios relacionados al desbalance de bacterias patégenas y

bacterias benéficas a nivel intestinal (Cruz-Rubio et al., 2020).

2.3.1 Mucilago de Opuntia ficus indica
El mucilago es una sustancia polimérica con estructura ramificada por carbohidratos,
constituidos por: D-glucosa, D-galactosa, L-arabinosa, D-xilosa, L-ramnosa, D-
galacturénico y acidos glucurénicos (Kaur et al., 2012). ElI mucilago contiene una
fraccion de pectina con propiedades gelificantes cuando se mezcla en agua en
presencia de calcio (Sepulveda et al., 2007).

2.3.2 Aplicaciones farmacéuticas del mucilago del nopal Opuntia ficus indica
Por sus propiedades de viscosidad (espesante), mucoadhesiva, mucoprotectora, y
nutracéuticas, el mucilago de nopal se ha utilizado en las uUltimas décadas como un
componente de valor agregado en diversas composiciones farmacéuticas y
nutracéuticas (Pefia-Valdivia et al., 2012; Solano et al., 2018; Reyes-Buendia et al.,
2020). Asi mismo, se han desarrollado nanoparticulas empleando un extracto acuoso
de nopal, utilizado como vehiculo para la quercetina demostrando su efecto

antibacteriano incluso con bacterias que son multirresistentes (Gade et al., 2010).

En otro estudio, se utilizé el mucilago del Opuntia para obtener una microcapsula con
las condiciones 6ptimas para la obtencién de compuestos activos, como fue en este
caso, el encapsulamiento de betacianinas, sugiriendo su incorporacion ya sea para
aditivos en alimentos, como colorante o como un antioxidante en diversas

enfermedades relacionadas al estrés oxidativo (Otalora et al., 2015).

Por otro lado, se ha observado la presencia de sales de calcio en esta cactacea a 50,
100 y 150 dias de maduracion, como lo son el carbonato de calcio (calcita), oxalato
de calcio monohidratado (whewellita), bicarbonato de calcio y magnesio, entre otros.
Todos estos compuestos fueron detectados a través de diversas técnicas como
difraccién de rayos X, microscopia electrénica de barrido y espectroscopia infrarroja

de transformada Fourier (Contreras-Padilla et al., 2015). Asi mismo, Hernandez-
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Becerra et al. (2017), emplearon cladodios del nopal O. ficus indica con etapas de
maduracion de 25, 60, 100 y 135 dias, las cuales fueron utilizadas como Unica fuente
de calcio en el alimento para ratas Wistar macho en etapa de crecimiento, en donde
se observo que los cladodios con 100 y 135 dias de maduracién precisaron una mejora
en las caracteristicas microestructurales del fémur, por lo cual, se obtuvo una mayor
resistencia para la fractura del hueso. Por otra parte, Mendoza-Avila et al. (2020)
demostraron que la biodisponibilidad del calcio presente en los cladodios de 100y 135
dias de maduracion del O. ficus indica en ratas en crecimiento es mayor en la fibra
soluble de O. ficus indica en comparacién con la fibra insoluble. Adicionalmente, el
calcio contenido en el mucilago (fibra soluble) del O. ficus indica con una edad de 135
dias de maduracién fue altamente biodisponible en ratas con ovariectomia, cuyos
huesos fueron mas resistentes a la fractura con respecto a los huesos del grupo

alimentado con la fibra insoluble de dicha cactacea (Quintero-Garcia et al., 2020).

Con base en lo anteriormente sefialado, las propiedades quimicas, fisicoquimicas y la
actividad biologica (biodisponibilidad del calcio) del mucilago de O. ficus indica son
idéneas para ser utilizado en el desarrollo de nuevos agentes bioactivos como fuente
de calcio para el tratamiento de diversas enfermedades asociadas con la deficiencia

de este mineral como es el caso de la osteoporosis (Aguilera-Barreiro et al., 2013).

2.4 Coacervacion compleja utilizando biopolimeros

2.4.1 Coacervacion compleja

La coacervaciéon es un proceso en el que uno o varios polimeros o hidrocoloides en
solucion se separan, uniéndose y depositandose inicialmente en grupos de moléculas
que, dependiendo de la existencia previa o no, en el vehiculo, de particulas sélidas o
liguidas, coalecen o se agregan sobre estas Ultimas formando una pelicula continua
que las rodea y, si no es el caso, las moléculas poliméricas o los hidrocoloides se
pueden agrupar para formar matrices esféricas En el primer caso, las particulas
formadas se denominan microcapsulas y en el segundo, microesferas. (Quirino,
2021).

En funcién de los solutos (polimeros o hidrocoloides) presentes en la solucion y del

mecanismo fisico o fisicoquimico (ionizaciéon o disociacion por cambios de pH o
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adicion de electrolitos, modificaciéon de solubilidad por cambio de pH, adicion de
disolvente, cambio de temperatura) involucrado en la separacion de fases, la
coacervacion se divide en dos tipos: simple y compleja. La coacervacién compleja es
aquella en la cual dos 0 mas polimeros con cargas opuestas se unen por la diferencia

en cargas electrostaticas (Gorji et al., 2018; Quirino 2021).

Cuando se desarrolla una microesfera a partir de un polimero, la liberacion del farmaco
puede ocurrir por difusién o por degradacion parcial o total de la estructura de la
microesfera, es decir, a partir de la superficie de la matriz que entra en contacto con
un medio fisioldgico, se inicia un proceso de liberacion de la sustancia activa, la cual
adquirird una velocidad de liberacion y mostrard una cinética que dependera de la
constitucién de la microcdpsula o de la microesfera y de la naturaleza quimicay fisica
del activo (Quirino 2021; Séez et al., 2004).

Existen sistemas con un recubrimiento hidrofobico en la matriz, con los cuales se
consigue una capa protectora que rodea a la microesfera conocida como shell-core
(mononuclear); pudiéndose también conseguir que los polimeros se encuentren
dispersos en la matriz al mismo tiempo que forman una pared de recubrimiento (shell-
matriz microcapsula) (Haffner et al., 2016). La Figura 1 muestra ejemplos de este tipo

de sistemas matriciales, con y sin recubrimiento.

Una de las técnicas utilizadas para elaborar microesferas es a través de la
coacervacion compleja, es el proceso de coacervacion cuando se mezclan dos o mas

coloides que presentan una carga opuesta (cation y polianion) (Goriji et al., 2018).

14



Matriz de microesfera  Shell-Matriz microcépsula Shell-core microcapsula

Figura 1. Diferentes estructuras de microesferas. (Haffner et al., 2016).

En diversos estudios se ha utilizado la coacervacion de proteinas y polisacaridos como
componentes de procesos de coacervacion compleja. Por ejemplo, el aceite de
pescado se ha utilizado en la microencapsulacion para enriquecer el queso
procesado. Se ha demostrado que el coacervado de proteinas de leche precalentado
forma emulsiones estables con un tamafo promedio de gotitas de 0.21 um. Haciendo
una comparacion entre el aceite encapsulado y no encapsulado, el primero, tiene una

menor oxidacién y mejora la calidad sensorial del queso (Livney, 2010).

En el caso de los dextranos, estos compuestos han sido utilizados en la coacervacion
con proteinas para la formacién de geles (Spotti et al., 2013). Es importante destacar
gue existen tres factores principales que determinan la naturaleza del gel de la mezcla
o la conjuncién de la proteina y el polisacarido, las cuales se mencionan a
continuacion: 1) condiciones ambientales (pH, fuerza i6nica y contenido de mineral),
2) composicion proteica (grado de desnaturalizacion y concentracion y 3) condiciones
de procesamiento (velocidad de calentamiento y enfriamiento) (Turgeon y Beaulieu,
2001).

Por otro lado, se han observado ventajas al utilizar la coacervacién de proteinas-
polisacaridos, como son la mejora de propiedades fisicoquimicas (cinética de
agregacion, solubilidad, biodisponibilidad, estabilidad emulsificante, textura de la
microesfera, propiedades reoldgicas, etcétera), mismas que son dependientes de las
interacciones entre los dos biopolimeros para lograr un cambio molecular en su

estructura. Dichos cambios proceden de la manipulacion de factores como: pH,
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relacion polimeros-proteinas, entalpia del sistema, viscosidad, potencial Z, intensidad
de la carga de Coulomb, entre otras, que determinan las propiedades farmacéuticas
y nutracéuticas del preparado obtenido (Turgeon y Beaulieu, 2001; Leng y Turgeon,
2007; Jing et al., 2007; Sing y Perry, 2020).

2.4.2 Microesferas como coadyuvantes para el tratamiento de osteoporosis
El desarrollo de microesferas ha tenido gran impacto para incrementar la eficacia de
algun farmaco con respecto a su liberacion controlada, es decir, manteniendo los
niveles séricos del compuesto activo por periodos prolongados, como es el caso del
injerto bioactivo 6seo conocido como el cemento de fosfato de calcio (CPC). Este
compuesto, es utilizado comunmente para el tratamiento de fracturas; sin embargo,
en personas con osteoporosis no ha sido del todo efectivo. Es por esto que Liy Liu
(2010) desarrollaron microesferas utilizando el rhBMP-2 (proteina osteoinductora)
incorporando el CPC, demostrando que la liberacion de rhBMP-2 era mas efectiva
utilizando microesferas de CPC-rhBMP-2 gracias a su liberacién controlada en vez de
emplear Unicamente rhBMP-2 en un modelo de cabras con ovariectomia. Otro
polimero comunmente utilizado para el desarrollo de microsferas para el tratamiento
alternativo de la osteoporosis es el acido poli (lactico-co-glicélico) (PLGA), el cual ha
sido empleado para encapsular farmacos como el risedronato de sodio, la calcitonina,
el alendronato soédico, el estradiol y la parathormona. El polisacérido quitosano
también ha sido empleado para desarrollar microesferas y encapsular calcitonina. El
incremento en la biodisponibilidad de algunos farmacos antiosteoporoticos se ha

obtenido gracias a la encapsulacién con de polimeros naturales (Martino et al., 2016).
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3. JUSTIFICACION

La osteoporosis es una de las enfermedades cronicas mas comunes y es considerada
como una epidemia creciente a nivel mundial debido al envejecimiento de la poblacion
y a los cambios en el estilo de vida. En México, el 43 % de la poblacion femenina
padece osteopenia, lo que representa que 1 de cada 12 mujeres sufrird una fractura
después de la menopausia. Esto es debido al desbalance hormonal existente a partir
de la quinta década de su vida. Durante esta etapa los niveles de estrogeno
disminuyen, lo que conlleva a una alta resorcion ésea y a una baja activacion del
remodelado éseo. Esto incrementa la pérdida de hasta el 3 % anual de la masa 6sea
Y, en consecuencia, el riesgo de fractura. Las lesiones de las pacientes con fractura
son consideradas como graves, ya que su calidad de vida se reduce
considerablemente debido a que experimentan dolor cronico severo y pérdida de
movilidad a largo plazo que conduce a una muerte prematura. Por otra parte, la carga
econdémica para los sistemas de salud y la sociedad también es enorme y se
incrementa afio con afo. Existen diferentes alternativas para el tratamiento de la
osteoporosis como son el empleo de bifosfonatos y la terapia de reemplazo hormonal.
Este tipo de terapias tienen un efecto benéfico al incrementar el nivel de densidad
mineral 6sea en vértebras, caderas y fémur. Sin embargo, se les ha relacionado con
efectos secundarios entre los que destacan neuralgias, mialgia, nauseas, trombosis,
osteonecrosis y cancer (ovarico y mamario). Por otro lado, los suplementos
elaborados a partir de sales de calcio como el carbonato y el citrato han sido
recomendados por varios afios debido a que son econémicamente accesibles y su
dosificacion es sencilla. No obstante, en estudios recientes se ha observado que el
consumo de este tipo de sales no reduce el riesgo de fractura, sino que, ademas, son
promotores de acidez gastrica.

La osteoporosis es una enfermedad que puede prevenirse a través de un consumo
adecuado de alimentos ricos en calcio en la dieta como son algunos vegetales, la
leche y sus derivados; no obstante, existe la limitante de las personas en cuyos habitos
dietarios no incluyen los vegetales o presentan intolerancia a la lactosa. La
nanotecnologia ha sido utilizada para la elaboracidon de productos nutracéuticos
mediante el aprovechamiento de principios bioactivos obtenidos a partir de productos

naturales. Sin embargo, constituye un campo poco explorado para el disefio de
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productos nutracéuticos ricos en calcio con efectos benéficos en la salud ésea y sin
los efectos secundarios que presentan las terapias actuales para incrementar la masa
Osea. Por lo que el objetivo de este trabajo consiste en obtener microesferas a partir
de dos subproductos de la industria agroalimentaria con alto contenido de calcio como
son el lactosuero y el mucilago extraido de las pencas de nopal en etapa tardia de
desarrollo, a fin de incrementar la biodisponibilidad de dicho mineral demostrando este

potencial en un modelo in vitro.
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4. PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢ La cinética de liberacidon de calcio a partir de las microesferas elaboradas a partir del
lactosuero y polisacéridos del mucilago de Opuntia ficus indica, permite proponer a
dichas microestructuras como una fuente de calcio potencialmente biodisponible?

5.HIPOTESIS
Las microesferas obtenidas a partir del lactosuero y polisacaridos del mucilago de
Opuntia ficus indica, constituyen una fuente de calcio potencialmente biodisponible
debido a que presentan propiedades fisicoquimicas que favorecen una cinética de

liberacion modificada de este mineral.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo General
Desarrollar microesferas a partir del lactosuero y del mucilago de la especie O. ficus
indica y determinar la cinética de liberacion del calcio a partir de dichas

microestructuras en un modelo in vitro.

6.2 Objetivos particulares

6.2.1 Realizar la caracterizacion fisicoquimica del mucilago de la especie O. ficus
indica y lactosuero a emplear en el desarrollo de las microesferas
biopoliméricas.

6.2.2 Obtener y caracterizar las microesferas biopoliméricas elaboradas a partir de
del lactosuero y mucilago de la especie O. ficus indica mediante el proceso de
coacervacion compleja determinando su tamafio de particula, potencial zeta y
su estabilidad.

6.2.3 Determinar la cinética de liberacion del calcio a partir de las microesferas

biopoliméricas en un modelo in vitro.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Material vegetal
Los cladodios (pencas) de nopal (Opuntia ficus indica) se cosecharon en el campo
experimental de Amazcala de la Facultad de Ingenieria de la Universidad Autbnoma
de Querétaro (UAQ). Se recolectaron en la etapa de maduracion de 100 dias a partir
del brote.

7.1.1 Preparacion de las muestras de O. ficus indica
Se realizé el proceso de desespinado, lavado y cepillado de las pencas de O. ficus
indica, para después colocarlas en charolas de acero inoxidable y ser deshidratadas
utilizando una estufa de aire forzado marca BG Didacta Italia, modelo E 102
(Contreras-Padilla et al., 2011). Finalmente, se trituré el nopal en un molino de
martillos estriado PULVEX 200 y los so6lidos granulares resultantes se hicieron pasar
a través de una malla 60 USA.

7.1.2 Extraccion del mucilago de las muestras de O. ficus indica
La suspension para la extraccion del mucilago del nopal se llevo a cabo con base en
la metodologia reportada por Rojas-Molina et al. (2015). Por cada litro de fibra soluble
gue se obtuvo se agregaron 2 L de etanol con un 96 % de grado de pureza. La mezcla
se filtré a vacio en un embudo Blichner a 30 mm Hg. Finalmente, se colocé en charolas
para su deshidratacion en una estufa de vacio marca Barnstead International, modelo
3618, hasta alcanzar una humedad del 4 %.
7.2 Caracterizacion del mucilago de O. ficus indica

7.2.1 Rendimiento y eficiencia de separacion
Se prepararon dos suspensiones, la primera suspension fue obtenida de la molienda
de nopal fresco determindndose la humedad (Método 925.10, AOAC, 2000) y por
diferencia de peso se obtuvo el contenido de sdlidos totales en la suspensién que
resulté de 4 g/100 g, esta determinacion se realiz6 con la finalidad de tener una misma
concentracion de soélidos totales en la suspensién del nopal deshidratado. La segunda
suspension se prepard con los solidos granulares del nopal deshidratado y agua,
utiizando un homogeneizador (IKA-WERKE, modelo EUROSTAR BSC.S1,
Wilmington, NC, EE. UU.) a una velocidad de 450 rpm por 5 minutos. Ambas
suspensiones se dejaron reposar 2 h a 10 °C. La suspension de nopal deshidratado

se centrifugd para separar el mucilago en una centrifuga de discos concéntricos
21



(DIDACTA, Mod. TAG1/d, Torino, TO, Italia) con una velocidad de alimentacion al
equipo de 200 mL/min, una velocidad de giro de 7000 rpm. Inicialmente, se separo la
fraccion ligera o liquido obtenido a partir del centrifugado (fibra soluble) de la fraccion
pesada o sélidos fibrosos de los cladodios (fibra insoluble). EI mucilago se obtuvo a
partir de la fraccion ligera mediante una precipitacion con alcohol etilico 96° GL en una
relacion 1:2 v/v (fraccion ligera: alcohol etilico). Posteriormente, el mucilago se filtr6 a
vacio en un embudo Buchner a 40 mm Hg utilizando medio filtrante de poliéster-
algodon (70-30 %) con una abertura de 20 um. Finalmente, el mucilago se deshidrato
en un horno de aire forzado (BG model E102 USA) a 35 °C durante 40 minutos. La
suspension de nopal fresco fue procesada utilizando las mismas condiciones descritas
anteriormente.

El rendimiento de mucilago a partir de cladodios tanto frescos como deshidratados

su obtuvo con la ecuacion (1) (Bostan et al., 2010):

Rendimiento = (1;—7:) x 100 Ecuacion (1)

Donde:

Pm = peso de sdlidos totales del mucilago (g)

Pc= peso de los solidos totales de los cladodios (1009)

La eficiencia de separacion entre la fraccion ligera y la fraccién pesada de la operacion
de centrifugado se realizd utilizando el valor de la turbidez observada en la fraccion
ligera con la ecuacion (2) reportada por Bai et al., 2017. La turbidez se determiné en
la fraccion soluble de la suspension obtenida con el mucilago de los cladodios de cada
una de las fracciones solubles de las suspensiones centrifugadas.

La turbidez fue analizada con un turbidimetro (HANNA, Mod. LP 2000, Woonsocket,
RI, EE.UU.) por el método 1889-88a ASTM (2012).

Tsn—Tfl
Tsn

Eficiencia de separaciéon = ( ) x 100 Ecuacion (2)

Donde:

Tsn= turbidez de la suspension elaborada con nopal fresco o deshidratado (tsn)
Tfl=turbidez de la fraccion ligera (tfl)
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7.2.2 Andlisis quimico proximal
Se determind el andlisis quimico proximal de los mucilagos frescos y deshidratados
acorde con los métodos establecidos por la Asociacibn Americana de Quimicos de
Cereales por los métodos 08.01.01 y 32-05.01 (AACC, 2001) y la AOAC 2000
(Asociacion Oficial de Quimicos Analistas) (método 997.09). El extracto libre de
nitrogeno, se calculd por diferencia (% NFE = 100 - [% humedad +% Fibra bruta +%
Proteina bruta +% Extracto de éter +% Ceniza]) (Quintero-Garcia et al., 2021).

7.2.3 Analisis del contenido de calcio
El contenido de calcio en las muestras de mucilago se determiné mediante el método
de incineracion seca a partir de las cenizas secas, se analizo el contenido de calcio
por el método 968.08 (AOAC, 2000), de acuerdo con lo reportado por Gutiérrez et al.
(2007) y utilizando un espectrometro de absorcioén atomica de doble haz (Perkin Elmer,
Mod. Analyst 300, Boston, MA, EE. UU.). 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 un detector de llama de 422 nm, con una
lampara a 10 mA y un ancho de onda de 0.7 nm (Rojas-Molina et al., 2015).

7.2.4 Caracterizacion morfolégica por microscopia electrénica de barrido
La morfologia de los cladodios de O. ficus indica y el mucilago extraido de cladodios
frescos y deshidratados se estudid mediante microscopia electrénica de barrido de
bajo vacio (LV-SEM) utilizando un microscopio JSM 5600LV (Tokio, Japdn) con una
resolucién de 5 nm, ajustado con un espectrometro de rayos X con energia de
dispersién (Noran, Mod. Voyager 4.2.3). Las condiciones de andlisis fueron las
reportadas por Mendoza-Avila et al. (2020).

7.2.5 Caracterizacion del mucilago extraido de cladodios frescos vy

deshidratados de O. ficus indica mediante analisis infrarrojo con Transformada

de Fourier (IR-FT).
Las muestras de mucilago se caracterizaron utilizando un espectrofotometro IR-FT
(Perkin Elmer, Mod. Spectrum Two, Boston, MA, EE.UU.) con ATR (reflectancia total
atenuada). La transmitancia se registré en longitudes de onda entre 500 y 4000 cm™
(Quintero-Garcia et al., 2021).
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7.2.6 Potencial Z y Tamafio de Particula
Los solidos granulares muy finos de mucilago obtenidos a partir de cladodios frescos
y deshidratados se disolvieron en agua desionizada para obtener soluciones de
mucilago al 0.0625 % (m/v) a temperatura ambiente. Los sélidos se mezclaron con un
homogeneizador a 600 rpm durante 10 min (IKA-WERKE, Mod. Eurostar BSC.S1,
Wilmington, NC, EE. UU.). Las dispersiones se almacenaron durante 24 horas hasta
su andlisis. Las evaluaciones del potencial Z se realizaron utilizando el equipo
Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments Ltd., Malvern, Worcestershire, Reino
Unido) a una temperatura de 25 °C para obtener el potencial Z y el tamafio de particula
(Quintero-Garcia et al., 2021).

7.2.7 Viscosidad del mucilago extraido de cladodios de O. ficus indica frescos

y deshidratados
Los sdlidos granulares de mucilago pulverizados obtenidos tanto de los cladodios
frescos y deshidratados se disolvieron en agua destilada para preparar soluciones de
mucilago a diferentes concentraciones de 1.0, 1.5, 2.0y 2.5 % (m/v) a 25 °C con
agitacion magnética durante 45 minutos para completar la hidratacion. Posteriormente
las soluciones se enfriaron a temperatura ambiente para su analisis. Las mediciones
se realizaron en modo rotacional a diferentes velocidades de cizallamiento en un
rango de 64.6 a 600 s en un viscosimetro con geometria de cilindro concéntrico
(Mettler-Toledo, Mod. RM180 Rheomat, Columbus, OH, USA.) y un sensor de cilindro
giratorio (DIN 1). Los datos se utilizaron para obtener los graficos de esfuerzo cortante
(Pa) versus a la velocidad de corte (s-1) y los reogramas de viscosidad (Pa.s) versus
la velocidad de corte (s-1). Los valores del indice de comportamiento del flujo (n) y del
indice de consistencia (k) se calcularon ajustando el modelo para la ley de la potencia
(Hussain et al., 2015).

7.2.8 Andlisis termogravimétrico (TGA y DSC)
Los analisis termogravimétricos de las muestras se realizaron con un equipo TGA
Q5000IR y en un calorimetro diferencial de barrido (DSC) (TA Instruments, New
Castle, EE. UU.). Para el analisis de TGA se utilizé una atmdésfera de nitrégeno con
un flujo de 30 mL / min, una velocidad de calentamiento de 10 °C/min, una temperatura
gue varié de 25 a 600 °C y el software de analisis utilizado fue el TRIOS 4.3.0. 38388.

Todas las mediciones se realizaron por triplicado. Para la determinacion del DSC el
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calentamiento se realizé con un flujo de 30 mL/min y a una velocidad de calentamiento
de 10 °C/min en una atmaosfera de nitrégeno dentro de un intervalo de temperatura de
-50 a 230 °C. Se uso un crisol de aluminio con tapa de aluminio, sellados y sin sello
hermético. El analisis de datos se realiz6 mediante los termogramas que arrojo el
software, donde se determiné el valor de la temperatura de transicion vitrea (Tg) de
las muestras estudiadas. (Quintero-Garcia et al., 2021)
7.2.9 Andlisis del perfil de textura (TPA)
Las muestras se disolvieron en agua destilada a 35 °C para preparar soluciones al 4
% (m/v) usando un agitador térmico (Thermo Scientific, Mod. 4625Q, Waltham, MA,
USA.) a una velocidad maxima de 250 rpm. Posteriormente, las muestras se
almacenaron a temperatura ambiente durante 24 h hasta su analisis. Se utilizé un
Texturometro Universal (Shimadzu, Mod. EZ-S, Kioto, Japon) para obtener la curva
fuerza versus tiempo empleando una compresion en dos ciclos. Todos los
experimentos se realizaron a una temperatura controlada de 25 °C. Se utilizdé un
cilindro (2.54 cm de didmetro) para comprimir las muestras colocadas en una placa
de Petri (6.0 cm de didmetro, 1.5 cm de altura). La velocidad de descenso del cilindro
fue de 1.3 mm/s hasta una profundidad de compresion de 8 mm (20 % de compresion),
cuando se completé el ciclo de compresion, se invirtid la direccion del émbolo para
iniciar la trayectoria ascendente. En seguida, se llevé a cabo el segundo ciclo de
ascenso y descenso del cilindro en la misma muestra con un intervalo de tiempo de 5
segundo antes del segundo ciclo de compresion. El software del instrumento permitié
registrar y obtener directamente la curva de fuerza versus tiempo. Se realizaron cinco
repeticiones para cada muestra de mucilago. réplicas para cada muestra (Quintero-
Garcia et al., 2021).
7.2.10 Determinacion de color

La medicion del color de las muestras de mucilago se realiz6 utilizando un colorimetro
(Minolta, CR300, Tokio, Japon). Se utilizaron las escalas tridimensionales expresadas
por Hunter L, a y b para cuantificar los valores de color, que se registraron como L:
oscuridad/claridad (0, negro; 100, blanco); a (-a, verdoso; +a, enrojecimiento); y b (-b,
azulado; +b, amarillento). Ademas, la diferencia de color total (AE) se calcul6 de
acuerdo con la ecuaciéon (3). Las mediciones de color se repitieron desde tres

posiciones diferentes (Quintero-Garcia et al., 2021).
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AE=((Lx1—-L*2)2+(ax1—ax2)2+(b*1-bx2)2)1  Ecuacion (3)
2

7.3 Caracterizacion del lactosuero
El lactosuero fue proporcionado por la empresa CYTECSA (Ciencia y Tecnologia en
Sistemas Alimentarios, México). En dicho concentrado se realizaron los analisis que
se mencionan a continuacion.

7.3.1 Potencial Z y punto isoeléctrico
El punto isoeléctrico se determind con el método 44-19 del AOAC (2000), utilizando
un potenciémetro 1100 (Jenway, 3510, Staffordshire, Reino Unido) previamente
calibrado con soluciones buffer estandar en un rango de pH de 2.0 —5.0. Se obtuvieron
soluciones al 1 % de lactosuero (m/m). Las dispersiones se almacenaron durante 24
horas hasta su andlisis. Las evaluaciones del potencial Z se realizaron utilizando el
equipo Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments Ltd., Malvern, Worcestershire,
Reino Unido) a una temperatura de 25 °C para obtener el potencial Z y el tamafio de
particula.

7.3.2 Analisis del contenido de calcio
A partir de las cenizas secas, se analiz6 el contenido de calcio por el método 968.08
(AOAC, 2000), de acuerdo con lo reportado por Gutiérrez et al. (2007) como se
describié en el apartado 7.2.3 de esta seccion.
7.4 Obtencion de las microesferas biopoliméricas de lactosuero-mucilago de O.
ficus indica por coacervacion compleja
Se prepararon dos suspensiones, la primera correspondiente al lactosuero a una
concentracion del 1 % (m/m) y la segunda consistié en una solucién al 0.0625 % (m/m)
de mucilago obtenido a partir de cladodios de O. ficus indica. Se aplico el proceso
de coacervacion compleja mezclando por inmersion mecéanica las dos suspensiones
a una razon de proporcionalidad 1:2, mucilago:lactosuero (M:L) a tres diferentes pH:
2.0,4.0y 5.0 afin de obtener tres suspensiones coloidales. El ajuste del pH se realizé
utilizando &cido clorhidrico al 0.1 N. De acuerdo con los resultados derivados de las
micrografias del tamafo de particula y del potencial Z, el desarrollo de las
microesferas se realizo con la suspension coloidal M:L a condiciones de pH 2.0. Sin

embargo, para lograr una mejor interaccion electrostatica entre los dos biopolimeros,
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se llevé a cabo la siguiente modificacion: Se aplico un tratamiento con onda ultrasénica
utilizando un bafo de ultrasonido (Branson Ultrasonics CPX3800H-E, Connecticut,
USA) para el lactosuero al 1 % (m/m) durante un tiempo de 15 minutos, con una
frecuencia de onda de 20 kHz y una intensidad de 35 W/cm?. Al finalizar, esta muestra
se mezclé con el mucilago (relacién 1:2 y pH 2.0). La suspensién coloidal resultante
(M:L 1:2 pH 2.0) se almacend a una temperatura de 4 °C hasta su analisis.

7.4.1 Centrifugacion de la suspension coloidal (M:L pH 2.0): obtencién del

sedimento y sobrenadante
En las evaluaciones del tamafio de particula de la suspension coloidal (M:L pH 2.0) se
observaron en el grafico dos poblaciones de particulas con rangos desde hanémetros
hasta micrometros. Para lograr la separacién de dichas poblaciones, se aplicé la
fuerza centrifuga en la suspension coloidal (M:L pH 2.0) utilizando una centrifuga
digital (Lhabo, FTD4C, China) utilizando 3500 rpm durante un tiempo de 15 minutos.
El sobrenadante y el sedimento obtenido se almacenaron a una temperatura de 4 °C
hasta su analisis.

7.5 Caracterizacion de las microesferas biopoliméricas de proteina de
lactosuero-mucilago de O. ficus indica

7.5.1 Determinacion de la microestructura por microscopia electrénica de
barrido

La microestructura de las microesferas se analiz6 mediante imagenes obtenidas por
microscopia electronica de barrido (Jeol JSM 6060LV, Tokio, Japdn) acorde con la
metodologia reportada Rojas-Molina et al. (2015).
7.5.2 Determinacioén del tamafio de las microparticulas y Potencial Z

La distribucion de tamafio desde nanémetros hasta milimetros y la polidispersidad de
las tres suspensiones coloidales (M:L; pH 2.0, 4,0 y 5.0) se determind por la técnica
de difraccion laser (a partir de la variacion angular de la intensidad de la luz a través
de la muestra) en una celda para muestras en dispersion liquida (Horiba, LA-960,
Kioto, Japdén) con el método descrito por Martino et al. (2016). El potencial Z se evalué
con el equipo Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments Ltd., Malvern,

Worcestershire, Reino Unido) a una temperatura de 25 °C.

27



Finalmente, para las muestras de M:L pH 2.0 (con tratamiento de ultrasonido en el
lactosuero), y sus derivados (sedimento y el sobrenadante), la evaluacion del potencial
Z y determinacion del tamafio se realiz6 de acuerdo a lo descrito en la seccion 7.2.6.
7.5.4 Contenido de calcio

La determinacion del contenido de calcio se realizd en las suspensiones
biopoliméricas independientes (lactosuero y mucilago) empleando la metodologia
descrita en el apartado 7.3.2. Por otro lado, la determinacion de calcio proveniente de
la suspension coloidal M:L 1:2 pH 2.0 (con sonicacion del lactosuero) y el
sobrenadante, se emple6 una técnica con mas sensibilidad para la deteccion de calcio
de dichas muestras. La técnica utilizada fue Espectroscopia de Emision Atomica con
Plasma de Acoplamiento Inductivo (ICP-OES) empleando un equipo iCAP 6500 Duo
(Marca ThermoFisher, Massachusetts, EE.UU). Las condiciones del equipo de
plasma para el andlisis fueron: RF (radiofrecuencia) 1150 W, flujo del gas auxiliar 0.5
L/min, flujo del gas de nebulizacion 0.6 L/min., flujo del gas refrigerante 10- 20 L/min.
y tiempo de estabilizacion de 2 s.

Cabe destacar que la deteccién de calcio en la muestra del sedimento no fue posible
determinarla debido a las condiciones de ésta (por su relativamente alta viscosidad y
turbidez).

7.6 Cinética de liberacién del calcio a partir de las microesferas biopoliméricas
in vitro

La proporcion de calcio liberado de la suspensiéon coloidal (M:L 1:2 pH 2.0) y del
sobrenadante obtenido después de centrifugar la suspension coloidal, se determind
por disolucién in vitro, acorde a la metodologia adaptada de lo publicado por Gazga-
Urioste et al. (2018), para lo cual se utilizaron membranas de dialisis (Spectra/Por®
Dialysis, USA) con tamafio de poro de 1 KDa, que contenia 15 mL de dichas
suspensiones. El medio de disolucion (acido clorhidrico y buffer de fosfatos) fue
establecido con valores de pH entre 2.0 y 8.2; habiéndose sometido muestras del
coacervado M:L, 1:2, pH 2.0; por separado, a cada medio (acido y alcalino). Como
controles, se evalud independientemente, la liberacion del calcio contenido tanto en
las dispersiones de lactosuero al 1 % m/m, como de mucilago al 0.0625% m/m. El
analisis se llevé a cabo manteniendo una temperatura en el bafio maria fue de 37 *
0.5 °C. Los tiempos establecidos para la toma de alicuotas fueron de 5, 10, 15y 30
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minutos para medio acido y basico respectivamente. El calcio liberado se cuantifico
por ICP-OES como se describe en el punto 7.5.4.

7.7 Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos en los ensayos in vitro fueron examinados aplicando un
analisis de varianza (ANOVA). Se utilizo la prueba de Tukey para detectar diferencias
estadisticas entre las medias de los tratamientos (p < 0.05) y la prueba Kruskal-Wallis
para la determinacion del valor p en el modelo matematico, empleando el programa
estadistico GraphPad Prism (USA) versidn 6. Para el analisis de los resultados de la
cinética de liberacion de calcio in vitro y el modelo matemético se empleo el software
Microsoft® Excel® 2016 version 2110.

29



8. CUADRO METODOLOGICO

ler

Objetivo Molienda y contenido de humedad

%ﬁﬁ

Extraccion
de mucilago
Opuntia -
ficus indica yas
(400 g) Secado y Mollen a
Centrifugacion y extraccion
(Rendimiento (%), Eficiencia
\\ de separacion(%), Andlisis

Caracterizacion = Quimico Proximal, Contenido
Fisicoquimica | de Calcio, Caracterizacion

T Morfoldgica, FT-IR,
(Analisis) Viscosidad, Termogravimetria,

(oo | Andlisis de Textura, Tamafio
de Particula y Potencial Z

2do
Objetivo

l

pH, Punto Isoeléctrico,
Analnsus < Tamafio de Particula y
Potencial Z

g

Caracterizacion
del Lactosuero

3er
Objetivo

= 7 \ :
\ pH, Tamafio de Particula y
Analisis + Potencial Z, Contenido de
Calcio
— i
Obtencion de Liberacion de

Microesferas calcio - Contenido de Calcio
in vitro Perfil de Disolucion

Figura 2. Cuadro Metodolégico. Descripciones del primer, segundo y tercer
objetivos.



9. RESULTADOS Y DISCUSION

9.1 Rendimiento y eficiencia de separaciéon del mucilago extraido de cladodios
frescos y secos

Los rendimientos obtenidos para la extraccion de mucilago a partir de los cladodios de
O. ficus indica deshidratados y frescos fueron 15.69 = 0.04 y 13.06 + 0.19 g/100 g
respectivamente, no se observaron diferencias significativas en ambos valores (p=
0.05). Estos resultados estan de acuerdo con lo reportado por Contreras-Padilla et al.
(2016), quienes utilizaron condiciones similares para la extraccion de mucilago. Por otro
lado, se han reportado valores mas altos en el rendimiento obtenido para la extraccion
de este hidrocoloide (de 16.50 a 33 %) (Sepulveda et al., 2007; Monrroy et al., 2017;
Missaoui et al., 2020). Estas discrepancias se pueden atribuir a varios factores: 1) el
tipo de disolvente utilizado en el proceso de extraccidn, cuya polaridad puede influir en
las caracteristicas de solubilidad y transferencia de masa de los compuestos a extraer
(Ho et al., 2007), 2) etapa de madurez de los cladodios, se ha observado una relacién
entre el rendimiento de mucilago y la edad del tallo, a medida que los cladodios son
mas jovenes el porcentaje de rendimiento sera mayor; ya que su contenido de fibra
soluble es alto, a medida que los cladodios envejecen, el contenido de fibra insoluble
aumenta (Hernandez-Urbiola et al., 2010), 3) la temperatura y el tiempo de extraccion
son parametros criticos para una extraccion eficaz, ya que implican la conveccion y
conduccion del disolvente al nacleo de las particulas de la matriz y la interaccion del

disolvente con las particulas diana (Grosso et al., 2015).

Aungue algunos autores han reportado rendimientos similares o incluso superiores
para la extracciéon de mucilago de cladodios de O. ficus indica, cabe sefialar que muy
pocos estudios mencionan la eficiencia de extraccion. El porcentaje de eficiencia de
separacion en el mucilago extraido de cladodios frescos y deshidratados fue de 97.1
+ 0.06 % y 96.65 = 0.01 % respectivamente. Esto significa que la deshidratacién de
los cladodios no afecta la eficiencia de la separacién de hidrocoloides. Es bien sabido
que la centrifugacion es un proceso crucial para separar impurezas y obtener
hidrocoloides de macroalgas para aplicaciones alimentarias (Cong et al., 2016). Por

lo tanto, el mucilago obtenido de este proceso de extraccién tiene el potencial para
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aplicaciones farmacéuticas o de grado alimenticio, que requieren requisitos de pureza

mas altos que otras aplicaciones (Gomez et al., 2020).

Una de las ventajas de este método de extraccion de mucilago de cladodios de O.
ficus indica es el uso de etanol considerado como solvente ecoldgico, ya que los
peligros que este compuesto representa para la salud y el medio ambiente son
relativamente bajos (menos de 3.0 puntos) en conformidad con el método EHS (medio
ambiente, salud y seguridad) (Capello et al., 2007). Otras ventajas son que no se
requieren tratamientos térmicos para la extraccion del hidrocoloide y el tiempo de
extraccion es corto. Adicionalmente, para la obtencién del mucilago se utilizaron
cladodios en etapa tardia de maduracion, los cuales se clasifican como residuos por
carecer de valor comercial. En consecuencia, este proceso puede considerarse como

un método de extraccion sostenible (Matos et al., 2021).

9.2 Composicion quimica del mucilago extraido de cladodios frescos y
deshidratados

El analisis quimico proximal y contenido de calcio del mucilago extraido de cladodios
frescos (MNF) y cladodios deshidratados (MND) se presentan en la Tabla 1. Se
detectaron diferencias significativas (p <0.05) en el contenido de proteina, cenizas,
extracto libre de nitrégeno (ELN) y de calcio entre las muestras.

El contenido de humedad en el mucilago extraido de cladodios frescos y
deshidratados presentd valores en alrededor al 4 %. Este porcentaje es similar a los
reportados anteriormente (de 4.4 a 4.5 %), cuando se utilizé un secador por aspersion
de flujo para la deshidratacion del mucilago de O. ficus indica con una temperatura del
aire de entrada de 170 °C (Lebn-Martinez et al.,, 2010). En este sentido, se ha
reportado que se requiere el uso de altas temperaturas o periodos de tiempo
relativamente largos para eliminar el exceso de agua en el mucilago, que esta
estructurado por heteropolisacéridos acidos de cadena larga capaces de absorber y

retener grandes cantidades de agua (Céardenas et al., 1997).
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Tabla 1. Analisis quimico préximo y contenido de calcio en mucilagos extraidos de
cladodios de Opuntia ficus indica frescos y deshidratados.

Componente MNF MND
Humedad (%) 412 +0.02° 4.19 +0.02°
Lipidos (%) 211+0.10 2.13+0.01"
Proteina (%) 6.52+0.10 7.93+0.02"
Cenizas (%) 3.15+0.02° 5.18 + 0.02°
Fibra cruda (%) 0.33 % 0.01al 031+ 0.01a
ELN (%) 83.77+002" | 80.26+0.04
Calcio (mg/100 g) 1518+ 0.15 | 19.05+0.25

Los valores representan la media + desviacion estandar (DE), n = 5. Las medias en
filas con letras diferentes difieren significativamente (p<0.05). ELN = extracto libre de
nitrogeno. MNF = Mucilago extraido de cladodios frescos. MND = Mucilago extraido
de cladodios deshidratados (Quintero-Garcia et al., 2021).

El contenido de proteina en ambas muestras de mucilago esta por arriba del rango
(2.7-3.2 g/100 g) observado por Toit et al. (2018) y similar al valor detectado por
Gebresamuel y Gebre-Mariam (2012) (6.82 g/100 g) en extractos de mucilago
obtenidos a partir de cladodios de Opuntia spp. El contenido de lipidos fue superior al
observado por Toit et al. (2018) y Gebresamuel y Gebre-Mariam (2012) quienes
encontraron concentraciones de lipidos en un rango de 0.4 a 0.9 %. Al respecto, Toit
et al. (2018) detectaron la presencia de acidos grasos de cadena larga (por ejemplo,
a-Linolénico y Linoleico, entre otros). Estos acidos grasos son resistentes a la
hidrdlisis térmica en un rango de temperatura de 90 a 160 °C por periodos de tiempo
entre 30 min y 8 h (Charuwat et al., 2018). Esto significa que las temperaturas
utilizadas para la deshidratacion de los cladodios y mucilagos no degradan los acidos
grasos esenciales, que se conservan en los productos deshidratados de O. ficus

indica.
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No se detectaron diferencias significativas (p <0.05) en el contenido de fibra cruda
entre las muestras (ver Tabla 1). Estos resultados pueden estar asociados con la
eficiencia de separacién del mucilago a partir de los cladodios frescos y deshidratados,
cuyos porcentajes fueron similares. Los contenidos de fibra cruda en el MNF y MND
estuvieron por debajo de los datos reportados por Sepulveda et al. (2007) (0.69 %) y
superior a los resultados detectados por Toit et al. (2018) y Gebresamuel y Gebre-
Mariam (2012) (0.2 y 0.06 %, respectivamente).

Con respecto a estos resultados, se esperaba un bajo contenido de fibra cruda en
ambos mucilagos, debido a que se ha propuesto que el mucilago de O. ficus indica
estd constituido por diferentes fracciones solubles en agua: 1) una pectina con
propiedades gelificantes dependientes de Ca?*, 2) la presencia de mucilago no
gelificante y 3) una fraccidn de polisacarido con propiedades espesantes que
representan menos del 10 % del material soluble en agua (Majdoub et al., 2001;
Goycoolea y Cérdenas, 2003). En este sentido, en el analisis de fibra cruda solo se
cuantifican los componentes insolubles en agua presentes en las muestras, como la

celulosa, la hemicelulosa y la lignina (Fiber Analysis of Animal Feed-FOQOS, 2018).

Las diferencias observadas en los contenidos de proteina, cenizas, extracto libre de
nitrégeno y calcio en las muestras analizadas con respecto a los datos reportados con
anterioridad, se pueden atribuir a los procesos utilizados para la extraccion del
mucilago (temperatura, disolventes, etc); asi como la temporada de cosecha,
condiciones edaficas y la edad de los cladodios. Estos son factores que influyen en el
contenido de nutrientes de esta cactacea (Sepulveda et al., 2007; El-Mostafa et al.,
2014 Toit et al., 2018; Missaoui et al., 2020).

El contenido de calcio en el mucilago obtenido de los cladodios deshidratados
(19.05 = 0.25 mg/qg) fue significativamente diferente (p <0.05) en comparacion
con este contenido mineral en el mucilago extraido de cladodios frescos (15.18
+ 0.15 mg/g). Estos valores son similares a lo reportado por Monrroy et al.
(2017). La mayor parte del calcio en el mucilago se encuentra como CaCOs,
gue es biodisponible (Rojas- Molina et al., 2015; Quintero-Garcia et al., 2020;
Mendoza-Avila et al., 2020). Probablemente, la pérdida de agua como resultado
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de la deshidratacion previa de los cladodios para la obtenciéon del mucilago,
aumento el contenido de proteinas, cenizas, calcio y ELN (disminuyo su valor
%) en las muestras. En este sentido, un aumento del contenido de proteinas en
el mucilago aumenta su capacidad como agente emulsificante facilitando la
formacion de una emulsion aceite en agua, ya que las proteinas mejoran la
estabilidad de la emulsiéon y le confieren propiedades fisicoquimicas especificas
(McClements, 2004). El contenido de carbohidratos se determiné por diferencia;
por consiguiente, el contenido de este componente fue mayor en la muestra de
mucilago extraida de cladodios frescos en comparacion con el mucilago

extraido de cladodios deshidratados.

9.3 Morfologia del mucilago extraido de cladodios frescos y deshidratados

La Figura 3 muestra micrografias de cladodios frescos (Figura 3 ay b) y deshidratados
(Figuras 3 d y e) de O. ficus indica. Las Figuras 3 a y d muestran la presencia de
cristales de oxalato de calcio (ox) en la fibra insoluble, tanto en cladodios frescos como
deshidratados previamente identificados por otros autores (Rojas-Molina et al., 2015;
Contreras-Padilla et al., 2016). Estos cristales se forman dentro de células conocidas
como idioblastos cristalinos, cuya funcién es mantener un equilibrio i6nico y regular la

presion osmotica de la planta (Malainine et al., 2003).

En la Figura 3 b y e, se observa el parénquima interno de cladodios frescos y
deshidratados. Este tejido se caracteriza por la presencia de células isodiamétricas
con paredes celulares delgadas compuestas principalmente por celulosa, cuya funcion
es almacenar agua. Por esta razon, este tejido también se conoce como parénquima
acuoso (Perrotta y Arambarri, 2018). En el interior del parénquima acuoso, se puede
distinguir la presencia de estructuras esféricas y globosas conocidas como células
mucilaginosas o idioblastos secretores de mucilago, caracteristicos de las especies
de Opuntia (ver flechas). La funcion principal de estas células es la retencion de agua
cuando la planta estd expuesta a largos periodos de sequia (Conde, 1975;
Trachtenber y Mayer, 1982; Silva et al., 2001; Perrotta y Arambarri, 2018). Resulta
importante denotar que el tamafio de las células del parénquima interno y los

idioblastos secretores de mucilago de los cladodios deshidratados (Figura 3e) estan
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visiblemente reducidos y han perdido su forma esférica en comparacion con el tamafio
y la forma de estas células en cladodios frescos (Figura 3b). Esto puede explicarse
por la eliminacion de agua que experimentaron los cladodios deshidratados durante
el secado, sin embargo, no hay diferencias en humedad. A este respecto, se ha
mencionado que los idioblastos secretores de mucilago pueden representar hasta un
14 % del peso seco de cladodio. Estas células estan especializadas para retener hasta

mas del 30 % del agua como reserva en el area del parénquima (Ventura-Aguilar et

Figura 3. Imagenes obtenidas por microscopia electronica de barrido (MEB) de
cladodios frescos y deshidratados. Imagenes de cladodios frescos (a, b) y
deshidratados (d, e€) de O. ficus indica y mucilagos extraidos de cladodios frescos (c)
y deshidratados (f). (a) Cristales de oxalato de calcio (ox) en cladodios frescos, (d)
cristales de oxalato de calcio (0x) en cladodios deshidratados, (b) parénquima acuoso
(ap) en cladodios frescos con idioblastos secretores de mucilago en el interior (id), (e)
paréngquima acuoso (ap) en cladodios deshidratados con idioblastos secretores de
mucilago en el interior (id), (c) mucilago extraido de cladodios frescos, (f) mucilago
extraido de cladodios deshidratados (Quintero-Garcia et al., 2021).

Las figuras 3 ¢ y f pertenecen al mucilago obtenido de cladodios frescos y
deshidratados, respectivamente. En las plantas superiores, el mucilago en conjunto
con las gomas y la pectina son componentes de la fibra soluble en los tallos de los
cactus y establecen un sistema coloidal que evita la deshidratacion de los tejidos (Rani
et al., 1994; Ventura-Aguilar et al., 2017). Bayar et al. (2016) demostraron que el 50
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% de la composicion del mucilago es pectina; sin embargo, el mucilago mostré un 28
% mas de capacidad de retencion de agua que la pectina. Esto explica que el mucilago
retiene mas del 30 % del agua total del parénquima de reserva (Ventura-Aguilar et al.,
2017). Las micrografias de las Figuras 3 c y f muestran el mucilago con una estructura
alargada, que difiere de lo reportado por Leon-Martinez et al. (2010), quien observé
células buliformes deshidratadas semiesféricas con una estructura de aglomerado.
Estos autores, posiblemente observaron agrupaciones de células de mucilago
(idioblastos secretores de mucilago) como resultado de la extraccion de mucilago por
decoccion y agitacién. En nuestro caso, la separaciéon mecanica del mucilago a alta
velocidad promueve la ruptura de los idioblastos y, en consecuencia, esto permitio la
liberacién del mucilago desde la célula hacia el exterior, por lo que no se observan
estructuras globulares. Con respecto a esto, se ha informado que las centrifugas con
discos concéntricos promueven la disrupcion de las levaduras y de las células de
microalgas para liberar componentes celulares (lipidos) (Chlup et al., 2008; Milledge y
Heaven, 2011). Es importante mencionar que se observan cumulos de particulas en
la superficie de las estructuras alargadas del mucilago, las cuales son méas evidentes
en el mucilago obtenido de cladodios deshidratados. Probablemente, estas particulas
correspondan a sales minerales, principalmente CaCOs, como ya fue reportado por
Rojas-Molina et al. (2015).

9.4 Caracterizacion del mucilago extraido de los cladodios de O. ficus indica por
espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (IR-TF)

En los espectros de IR-TF del mucilago extraido de cladodios de O. ficus indica
frescos y secos, se observaron variaciones tanto en las posiciones como en las
intensidades de algunas bandas (Figura 4a, b). El proceso de secado produjo un ligero
desplazamiento hacia frecuencias mas bajas, desde 3294 cm en el mucilago extraido
de cladodios frescos a 3290 cm-1 en el mucilago extraido de cladodios secos
(debilitamiento de la fuerza de union), en la banda correspondiente al grupo OH (ver
flechas). Asi mismo, se observo una disminucion en la intensidad de dicha banda. Esto
se puede atribuir a la pérdida de algunos de los enlaces de hidrégeno entre las
moléculas de agua, la cual es abundante en el material fresco, asi como entre los
grupos hidroxilo de los carbohidratos y acidos. Esta misma tendencia se observé para

las vas del grupo CHz, disminuyendo de 2920 a 2912 cm™ en el mucilago obtenido a
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partir de los cladodios deshidratados. Esta banda se refiere a los grupos de
hidroximelileno presentes tanto en las conformaciones de piranosa y furanosa de la
galactosa, arabinosa y xilosa, los cuales son los monosacéaridos mas frecuentes
identificados en el mucilago de Opuntia. No se observo una variacion apreciable en la
intensidad de dicha banda (ver flechas). A este respecto, el alto grado de viscosidad
del mucilago se ha asociado con su alto contenido de arabinosa (Rodriguez-Gonzalez
et al., 2014).

También se observé una disminucion de la frecuencia para el grupo carboxilato
(COO) cerca de 1600 cm™t, aunque esta banda se fraccioné en una segunda banda
mas débil a 1513 cm™! (vs COO") como resultado de los puentes de H entre los grupos
acidos presentes en el mucilago extraido de los cladodios frescos y el agua, la cual es
muy abundante en este vegetal. Es muy probable que estos grupos carboxilato
pertenezcan al acido urénico, el cual se ha identificado de manera frecuente en el
mucilago (Monrroy et al., 2017). También se ha establecido que el grupo carboxilato
del &cido urdnico (sales) puede interactuar con el agua, el calcio y otros iones
catidnicos, lo cual contribuye al desarrollo de la viscosidad por parte del mucilago en
solucion (Rodriguez-Gonzalez et al., 2014). Asi mismo, se detect6 la presencia de
bandas débiles cerca de 1420 cm! (superpuesto en mucilago extraido de cladodios
frescos y mas visible en mucilago extraido de cladodios deshidratados) y a 875 cmen
ambas muestras de mucilago, lo que indica la presencia de trazas de COs (ver flechas).

Finalmente, también se observé una disminucién (de 1034.21 cm™ a 1024.25 cm™) en
la v de la banda correspondiente al enlace C-O en los monosacaridos del mucilago
extraido de los cladodios frescos en comparacion con el mucilago extraido de los
cladodios deshidratados, como resultado de la pérdida de agua en éstos ultimos. Cabe
mencionar que el mucilago seco es el material mas adecuado para prolongar la vida
Gtil de los productos derivados de las variedades de Opuntia antes de ser reconstituidos

para consumo humano.
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Figura 4. Espectros de infrarrojo con Transformada de Fourier (IR-TF) de mucilagos
de Opuntia ficus indica. a) Espectro IR-TF del mucilago extraido de cladodios frescos
de Opuntia ficus indica. b) Espectro IR-TF del mucilago extraido de cladodios
deshidratados de O. ficus indica (Quintero-Garcia et al., 2021).

9.5 Viscosidad del mucilago extraido de cladodios frescos y deshidratados

Los valores de viscosidad y deformacién por cizallamiento versus velocidad de
cizallamiento de las muestras a diferentes concentraciones de mucilago (% m/v) se
observan en la Figura 5. En la Figura 5a es evidente que, al aumentar la velocidad de
cizallamiento y la concentracion de mucilago, la deformacion por cizallamiento
también aumenta en el rango de las concentraciones evaluadas. Este parametro es

mayor en el MND con respecto a los valores detectados en el MNF.
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Figura 5. Valores de esfuerzo cortante (a) y viscosidad (b) versus velocidad de corte
del mucilago extraido de cladodios frescos (MNF) y el mucilago extraido de cladodios
deshidratados (MND) a diferentes concentraciones (1, 1.5, 2 y 2.5 % m/v) (Quintero-
Garcia et al., 2021).

El reograma de la Figura 5b muestra que a medida que aumenta la velocidad de corte,
la viscosidad de las muestras disminuye. Esto significa que las soluciones del
mucilago extraidas de cladodios frescos y deshidratados muestran un
comportamiento de fluidos diluyentes por cizallamiento, también denominados fluidos
pseudoplasticos (Rao, 2013) en las condiciones de evaluacion. La viscosidad de estos
fluidos disminuye al aumentar la velocidad de cizallamiento, lo cual es comun en
soluciones de polimeros y soluciones similares de compuestos de alto peso molecular
(Bastian, 2017). El comportamiento pseudoplastico de las disoluciones de mucilagos
esta respaldado por el indice de comportamiento de flujo (n <1, ver Tabla 2). Esta
caracteristica es mas pronunciada cuando se incrementa la concentracion de
mucilago. Estos resultados concuerdan con Medina-Torres et al. (2000), Ledn-
Martinez et al. (2010) y Contreras-Padilla et al. (2016).
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Tabla 2. Valores de la ley de potencia del mucilago extraido de cladodios de O. ficus
indica a diferentes concentraciones de mucilago

Concentracién

Tipo de K n
mucilago (% m/v)
1 0.0635 0.7273
1.5 0.2517 0.5824
MNF
2 0.8697 0.4335
2.5 1.6245 0.3828
1 0.3854 0.5414
1.5 0.8657 0.4927
MND
2 1.5288 0.4519
2.5 2.8021 0.4171

MNF = mucilago extraido de cladodios frescos, MND = mucilago extraido de cladodios
deshidratados, k = indice de consistencia, n = indice de comportamiento de flujo
(Quintero-Garcia et al., 2021).

Cabe destacar que el MND presenta valores de viscosidad mas elevados en
comparacion con el MNF (ver Figura 5b), casi el doble en todas las concentraciones
evaluadas, esto se corrobora con los valores del indice de consistencia (k), los cuales
resultaron mayores en el MND con respecto a los valores detectados en el MNF (ver
Tabla 2). En este punto, es importante mencionar que se observaron diferencias
significativas en el contenido de calcio entre el MND y el MNF (ver Tabla 1). Se ha
reportado que la presencia de iones Ca?* provoca un aumento en la viscosidad de un
polisacarido extraido de la matriz de la pared celular de frutos como la manzana.
Asimismo, se ha observado que un aumento de la viscosidad va acompafado de un

incremento en la concentracién de los iones de Ca?* (Mierczynska et al., 2015).

Las diferencias en los valores de viscosidad entre el MNF y el MND implican que la
aplicacion de este hidrocoloide puede variar dependiendo de las propiedades
texturales que se desean en los productos finales. Por ejemplo, el MNF puede usarse
en productos donde se necesita una viscosidad moderada o baja para sustituir lacteos
0 grasas (postres congelados) y para la elaboracion de recubrimientos y peliculas
comestibles en productos minimamente procesados (Toit et al., 2020; Zambrano-
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Zaragoza et al., 2014). Por el contrario, el MND puede ser util para mejorar las
caracteristicas de textura de los productos y reemplazar el huevo y las grasas
(aderezos) (Toit et al., 2020).

9.6 Andlisis termogravimeétrico

El andlisis termogravimétrico (TGA) es un método simple y preciso para medir el
cambio de peso de una muestra en funcion de un perfil de temperatura. Esta técnica
es util para determinar la descomposicion, oxidacién o pérdida de disolvente o agua
de la muestra (Zohuriaan y Shokrolahi, 2004). La Figura 6 muestra los termogramas
de mucilago extraidos de cladodios frescos (Figura 6a) y deshidratados (Figura 6b).
La Tabla 3 proporciona los detalles del comportamiento térmico de acuerdo con los
termogramas primarios y los termogramas derivados de las muestras. La pérdida de
peso inicial en el MNF se puede atribuir a la eliminacién de moléculas de agua libre
(agua adsorbida) y de moléculas de agua unidas a los polisacéridos presentes en el
mucilago (Zohuriaan y Shokrolahi, 2004; Archaana et al., 2013; Singh y Bothara,
2014).

Dado que esta primera pérdida de peso en la MNF cubre un amplio rango de
temperaturas (ver Tabla 3), algunos autores mencionan que esta reduccién de peso
también se asocia con la pérdida de componentes de bajo peso molecular como
lipidos, clorofila, componentes fendlicos entre otros presentes en O. ficus indica
(Manals-Cutifio et al., 2011; Ventura-Aguilar et al., 2017; Andreu et al., 2018; Madera-
Santana et al., 2018; Cruz-Rubio et al., 2020). Por el contrario, este evento no se
observd en el MND (Figura 6b ver flecha). Probablemente, la mayor parte del agua
adsorbida y los compuestos volatiles fueron eliminados durante el proceso de secado
del cladodio previo a la extraccién del mucilago, por lo que no se detecto la eliminacion

de estos componentes.

La primera pérdida de peso en el MND se observo en un rango de temperatura de 125
a 200 °C con dos picos maximos de temperatura (ver Figura 6 y Tabla 3). En este
contexto, se ha informado que la pérdida de peso entre 100-200 °C puede deberse a
la pérdida de las moléculas de agua coordinadas y unidas a través de puentes de

hidrogeno a compuestos minerales que contienen calcio, lo que finalmente daria como
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resultado la estructura 'colapsada’ de dichos compuestos minerales (Bala et al., 2000).
Probablemente, estos picos pertenecen a la pérdida de agua en los compuestos de
calcio (CaCOs, K2Ca (CO3)2) identificados en el mucilago de O. ficus indica (Rojas-
Molina et al., 2015; Contreras-Padilla et al., 2016).
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Figura 6. Curva termogravimétrica y curva de la primera derivada del termograma del
mucilago fresco y deshidratado. (a) mucilago extraido de cladodios de O. ficus indica
frescos y (b) mucilago extraido de cladodios de O. ficus indica deshidratados. La
flecha indica la ausencia de pérdida de peso a un rango de temperatura de 70 °C
(Quintero-Garcia et al., 2021).
El segundo evento exhibié la mayor pérdida de masa en el MNF y el MND (51.14 y
45.31 %, respectivamente) en picos de temperatura similares (ver Tabla 3). Este dato
es comparable con la estabilidad térmica observada en el mucilago extraido de
semillas de Hollyhocks (Opuntia spinulifera) y goma modificada de Dalbergia
reportadas por otros autores (Munir et al., 2016; Madera-Santana et al., 2018;
Nowrouzi et al., 2020). Este evento se atribuye al inicio de la degradacion térmica de
los biopolimeros, como, por ejemplo, la ruptura de polisacaridos ramificados y la
descomposicion de pectinas (Archaana et al., 2013; Madera-Santana et al., 2018). La
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masa residual a 600 °C, que es mayor en MND en comparacion con MNF (ver Figura
6), se ha asociado al contenido de compuestos inorganicos en el mucilago
cuantificado como cenizas (ver Tabla 1) (Madera-Santana et al., 2018). Es importante
mencionar que el inicio de la pérdida de peso en las muestras sugiere que tanto el
MNF como el MND tienen una buena estabilidad térmica. Esto significa que ambos
mucilagos se pueden utilizar en productos que requieren temperaturas de
esterilizacion (Berovic, 2011).

Tabla 3. Datos termogravimétricos (TGA y DSC) del mucilago extraido de cladodios
frescos y deshidratados

_ No. de etapa de Rango de DTG max Peso
Tipo de descomposicién | Temperatura ' perdido
mucilago °c
°C %

1 45-125 76 11.45
MNF

2 200-350 254 51.14

1 125-200 151 and 164 11.42
MND

2 210-325 252 45.31

MNF = mucilago extraido de cladodios frescos, MND = mucilago extraido de cladodios
deshidratados (Quintero-Garcia et al., 2021).

9.7 Analisis de perfil de textura del mucilago extraido de los cladodios de O.
ficus indica

El analisis del perfil de textura (TPA) es una técnica que se ha utilizado ampliamente
para determinar las propiedades texturales de los alimentos, aunque también se utiliza
en las industrias cosmética y farmacéutica. Durante una prueba de TPA, las muestras
se comprimen dos veces utilizando un analizador de textura para proporcionar
informacion sobre como se comportan las muestras cuando se mastican (Tai et al.,
2014).

Los parametros (atributos) que pueden derivarse del TPA son dureza (fuerza
requerida para una deformacion predeterminada), cohesion (fuerza de las uniones
internas en la muestra), elasticidad (originalmente llamada resiliencia que es la
velocidad a la que la muestra deformada vuelve a su condicién no deformada después
de la eliminacién de la fuerza deformante), adhesividad (trabajo requerido para

superar las fuerzas de atraccion entre la superficie de la muestra y la superficie de la
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sonda con la que la muestra entra en contacto), compresibilidad (la fuerza por unidad
de tiempo requerida para deformar el producto durante el primer ciclo de compresion
de la sonda), entre otros (Nishinari et al., 2013). Como resultado del TPA, las
condiciones en las que se realizan los ensayos afectan los resultados de la prueba,
ademas de que los parametros medidos y calculados tienen escasa relacion con las
mismas propiedades en la Ciencia de los Materiales y otras disciplinas. Por esta razon,

los parametros del TPA son actualmente objeto de estudio (Pelleg, 2019).

Con el fin de estudiar de forma preliminar las posibles aplicaciones del mucilago de
O. ficus indica como aditivo, se realiz6 TPA. El perfil de textura de cohesividad,

adhesividad y elasticidad de las muestras se presenta en la Tabla 4.

Tabla 4. Analisis de textura instrumental en mucilagos extraidos de cladodios de
Opuntia ficus indica frescos y deshidratados.

Tipo de Cohesion Adhesividad Elasticidad
mucilago
(Kg/cm?) (3 x 109 (m)
MND 0.72 £ 0.012 3.21 +£0.012 0.63 £ 0.012
MNF 0.97 + 0.01° 5.95 + 0.01° 1.13 +0.06°

Los valores representan la media + desviacion estandar (DE), n = 5. Las medias en
columnas con letras diferentes difieren significativamente (p<0.05). MNF = mucilago
extraido de cladodios frescos, MND = mucilago extraido de cladodios deshidratados
(Quintero-Garcia et al., 2021).

Se detectaron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) en los valores de
cohesividad, adhesividad y elasticidad en las muestras. Esto significa que el proceso
de deshidratacion de los cladodios previo a la extraccion del mucilago afectdé los
parametros de TPA evaluados reduciendo su magnitud. De acuerdo con el enfoque
de ingenieria para el procesamiento de alimentos, los atributos de textura son el
resultado de la estructura y la composicién que se obtienen al someter los ingredientes
a una secuencia de operaciones, que comprenden un proceso alimentario dado (Di
Monaco et al., 2008) especificamente, la cohesion entre dos particulas y la adhesion
entre dos superficies sin puentes de hidrégeno del material, lo cual se puede atribuir

principalmente a las interacciones de Van der Waals y las fuerzas electrostaticas
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(Adhikari et al., 2001). Desde este punto de vista, la disminucion de la cohesion y
adhesividad en el MND en comparacion con el MNF se puede explicar a la pérdida de
la interacciones a través de los puentes de hidrégeno por eliminacion de agua en el
MND, asi como a los enlaces a través de puentes de hidrégeno entre los carbohidratos
y los grupos acidos (acido uronico) presentes en el mucilago, que se detecto a traves
de una disminucion en la frecuencia en las bandas correspondientes al grupo OH"y el
grupo carboxilato (COO") (ver Figura 4). en una reduccion de las frecuencias de la
banda ancha caracteristica de la vibracion de estiramiento del grupo OH y una
disminucién de para el grupo carboxilato (COO") (ver Figura 4). Probablemente,
la pérdida de enlaces de hidrogeno favorecio la interaccion del grupo carboxilato del
acido uronico con el calcio y otros iones cationicos, aumentando de esa forma la

viscosidad en el MND (ver Figura 4).

9.8 Determinacion de color

Los pardmetros de color (L*, a* y b*) del mucilago extraido de cladodios de O. ficus
indica frescos y deshidratados se muestran en la Tabla 5. Se encontraron diferencias
significativas en todos los parametros entre ambos mucilagos. EI MNF presenté un
color mas claro (verde) a diferencia del MND (verde con tonos marrones). El AE= 8.33
indica la diferencia de color entre las muestras de mucilago, esta diferencia tiene
implicaciones para sus posibles aplicaciones.

Tabla 5. Parametros de color de mucilago extraido de cladodios frescos y
deshidratados de O. ficus indica.

Tipo de Mucilago L* a* b*
MNF 90.34 £ 0.232 +18.31+0.152 +22.29 £ 0.102
MND 84.58 + 0.16P +21.21 £0.11° +27.57 £ 0.10°b

Los valores representan la media + desviacion estandar (DE), n = 5. Las medias en
columnas con letras diferentes difieren significativamente (p<0.05). MNF = mucilago
extraido de cladodios frescos, MND = mucilago extraido de cladodios deshidratados
(Quintero-Garcia et al., 2021).

De acuerdo con los resultados presentados en la Tabla 5, el mucilago extraido tanto

de cladodios frescos como deshidratados se proponen para el desarrollo de capsulas
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blandas (softgels), para lo cual se acepta un valor de L* = 87.73 para la manufactura
de céapsulas como estandar de control de calidad (Camelo et al., 2019). Sin embargo,
el MNF (color més claro) es mas adecuado para la formulacion de peliculas
comestibles, donde se requiere que el recubrimiento presente una capacidad elevada
para la transmision de la luz y por lo tanto, dicha pelicula sea transparente (Zambrano-
Zaragoza et al., 2014; Gonzalez et al., 2019). Por el contrario, el MND podria utilizarse
como agente encapsulante para preservar la estabilidad de compuestos bioactivos y
aditivos alimentarios, asi como para mejorar las propiedades texturales y funcionales
de los alimentos, donde el color no es un atributo critico en los productos finales
(Liguori et al., 2020).

Ademas, el proceso de secado indujo una disminucion en la coordenada L* con un
aumento en las coordenadas a* y b* para la muestra MND en comparacion con los
valores para el MNF. Las modificaciones de color y la pérdida visual del color verde
en el MNF pueden atribuirse a la conversion de clorofilas en feofitinas (feofitinizacion),
esto como resultado del calentamiento y la disminucion del pH durante el
procesamiento (Steet y Tong, 1996). En esta reaccion, la clorofila se convierte en
feofitina por la pérdida del ion de magnesio, que se encuentra en el centro del anillo
de porfirina, y es reemplazado por dos iones de hidrégeno. En consecuencia, el color
verde brillante de la clorofila adquiere tonalidades olivo-marrén, lo cual influye en el
hecho de que el consumidor perciba esta caracteristica como un defecto en el
producto (Yilmaz et al., 2016). Los cambios en la concentracion de clorofila estan
relacionados linealmente con el valor *a, por esta razén, dicho parametro se utiliza
como indicador de calidad de las verduras procesadas térmicamente (Steet y
Tong,1996).

9.9 Potencial Zy punto isoeléctrico del lactosuero

Para la determinacion del potencial Z y el punto isoeléctrico del lactosuero se prepard
una solucién al 1 % (m/m) a diferentes valores de pH (2.0, 3.0, 4.0 y 5.0), siguiendo
el procedimiento establecido por Cornejo-Garcia et al. (2018). Los resultados se
muestran en la Figura 7. El punto isoeléctrico obtenido en este estudio fue a un pH
de 4.48, en donde mostr6 un valor de potencial Z de 0 mV, este resultado es cercano

a lo reportado por Callejas et al (2012) donde el pH reportado fue de 4.67.
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Figura 7. Potencial Z de lactosuero a diferentes valores de pH

El lactosuero esta compuesto de proteinas principalmente por beta-lactoglobulina y
alfa-lactoalbumina, proteinas en donde se ha reportado un punto isoeléctrico de 4.7 y
4.2, respectivamente (Engelhardt et al., 2013).

Se ha demostrado que a un pH por debajo del punto isoeléctrico de estas proteinas la
densidad de la carga proviene exclusivamente de los grupos aminos y al aumentar el
pH, disminuye dicha carga positiva y los grupos carboxilicos se cargan negativamente
(Ravindran et al., 2017). Por lo anterior, en el caso del lactosuero (L) en estudio, para
asegurar su carga positiva en dispersion coloidal, es adecuado un valor de pH =2 con
un valor de potencial Z de +22.93 £ 0.07 mV. El uso de las proteinas del lactosuero
ha tenido diversas aplicaciones, ya sea para la encapsulacién como la vitamina B9 a
través de la coacervacion compleja para mejorar su biodisponibilidad (Chapeau et al.,
2017), asi como el aprovechamiento de sus cargas para formar interacciones
electrostéticas con polisacaridos provenientes de mucilagos del membrillo (Cydonia
oblonga) (Ghadermazi et al., 2019), goma de acacia (Ach et al., 2015) y pectina (Raei

et al., 2018) para la encapsulacién de compuestos bioactivos.

9.10 Potencial Z de O. ficus indica

Se utilizé el mucilago deshidratado de O. ficus indica para preparar una solucion a
una concentracion de 0.0625 % (m/m) a diferentes valores de pH (2.0, 3.0, 4.0, 5.0,
6.0 y 7.0). Los resultados se muestran en la Figura 8. El mucilago del O. ficus indica
es un heteropolisacarido compuesto por cadenas de acido galacturonico, el cual, a
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partir de un pH de 2.0 los grupos carboxilicos pertenecientes a este acido se ionizan
(Quinizio et al., 2017), es por esto que se observan valores negativos en todos los
diferentes valores de pH experimentales, ademas de presentar cargas gradualmente
negativas cuando se encuentran por encima de un pH de 2.0, particularmente

registrado en este estudio, un valor de potencial Z a partir de -2.31 £ 1.03 mV.
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Figura 8. Potencial Z del mucilago O.ficus indica a diferentes valores de pH

A un pH bésico, estos grupos carboxilo se ionizan para dar lugar a carboxilatos, lo que
aumenta la carga negativa del potencial Z (Cortés-Camargo et al., 2017). De manera
semejante, se han reportado valores negativos en el potencial Z de varios
biopolimeros en un intervalo de pH de 2.0 a 9.0, por ejemplo pectina (-15 mv a
+25 mV) (Faria et al., 2017), alginato de sodio (-8.7 mV a -68.4 mV) (Harnsilawat et
al., 2006), goma arabiga (-2 mV a -21 mV), pectina de remolacha (-2.5 mV a -33 mV)
y goma de fibra de maiz (-3 mV a -19 mV) (Bai et al., 2017).

9.11 Tamafo de particula y estabilidad coloidal del lactosuero y del mucilago
extraido de O. ficus indica

Se realizé un monitoreo del tamafio de particula de los dos biopolimeros en estudio a
través del tiempo (24, 48 y 72 h) para comprobar la existencia del estado coloidal, asi
como determinar su estabilidad. Los resultados del tamafio de particula se muestran
en la Figura 9. El tamafio promedio obtenido del lactosuero fue de 24.38 + 1.21 ym.
Estos resultados se encuentran cercanos a lo reportado para el lactosuero por Callejas

et al (2016) y Ramirez et al (2018), con valores de 26.14 um y 20.1 um,
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respectivamente. Para el caso del mucilago, se obtuvo un valor promedio de 77.01 +
0.22 um. Este tamafio de particula en las dispersiones de mucilago es similar en al
tamafio de particula observado en otros polimeros anionicos en dispersion coloidal
como la goma arabiga (37 a 790 um) (Rosland et al., 2020), la pectina de yaca (363.6
pum) (Begum et al., 2017) y la goma guar (46.4 - 315 ym) (Acartirrk y Armagan, 2009).
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Figura 9. Tamafo de particula de lactosuero y mucilago a tiempos de 24,
48 y 72 horas.

Como se puede observar en la Figura 9, no hubo variacién en los tamafios de
particula en el intervalo de tiempo evaluado, por lo que se considera que las
dispersiones de los biopolimeros son estables en condiciones de almacenamiento a
una temperatura de 4 °C. Esta temperatura evita el proceso de fermentacion de
diversos microorganismos fermentativos de azucares (B. bruxellensis y B. claussenii)
que pueden modificar el pH de biopolimeros que contienen alto contenido de
carbohidratos (lactosa, arabinosa, glucosa, entre otros y dar como resultado
productos organicos como acido lactico y acido acético, lo cual se ha demostrado a
partir de temperaturas de 25 °C en adelante (Marcus et al., 2021; Rodriguez-
Gonzélez et al., 2014).

9.12 Desarrollo de las suspensiones coloidales (coacervados)
Se prepararon diluciones madre de lactosuero y mucilago a una concentracion del
1%y 0.0625 % (m/m), respectivamente. A partir de estas dispersiones coloidales, se

hicieron mezclas para realizar la coacervacion compleja de los biopolimeros a una
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relacion de mucilago con lactosuero de 1:2 (v/v) a valores de pH de: 2.0, 4.0y 5.0. El
ajuste de pH se realiz6 después de haber obtenido la mezcla utilizando HClal 0.1 N y
NaOH a la misma concentracion. Para verificar la interaccion electrostatica de los
biopolimeros se llevo a cabo su observacion con la técnica de microscopia electrénica

de barrido (MEB). Los resultados se muestran en el siguiente apartado.

9.13 Morfologia de las suspensiones coloidales (coacervados)

Para evaluar el efecto que tuvo el pH sobre la interaccion electrostatica requerida para
la coacervacion y formacion de microesferas con los biopolimeros, se observé por
MEB la suspension coloidal de las muestras obtenidas después del proceso de
coacervacion a los valores de pH (2.0, 4.0 y 5.0). Los resultados se muestran en la
Figura 10.
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Figura 10. Micrografias representativas de las suspensiones coloidales elaboradas con una
misma proporcion de mucilago(M)-lactosuero(L), obtenidos a diferentes valores de pH: A) y
B) M:L a pH 2.0, con amplificacién a 1,000X y 5,000X, respectivamente; C) M:L pH a 4.0,
amplificacién a 500X; y D) M:L pH a 5.0, con amplificacién a 500X.

En las Figuras 10 A y B se observan microesferas con un tamafio aproximado de 5
pum, a diferencia de las muestras a pH de 4.0 y 5.0, en las que no se observaron
formacion de microesferas. Esto se debe al efecto del pH, en donde las suspensiones
coloidales que se encuentran con pH cercano y/o superior al punto isoeléctrico de la
proteina proveniente del lactosuero, no logran establecer una carga lo suficientemente

protonica de los grupos aminos (NHs*) para la interaccion con los grupos carboxilicos
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(COO") pertenecientes al mucilago, fendbmeno conocido como co-solubilidad, en
donde no existe una separacion de fases (Ye, 2008). Aunado a esto, habra
formaciones débiles (detencion cinética) entre las cargas cationicas y aniénicas de los
dos biopolimeros, fenébmeno conocido también como complejo de polielectrolito, en
donde los sistemas implicados no estan en total equilibrio (Sing, 2016), dando como
resultado estructuras parcialmente esféricas (planas) y/o de formacion incompleta

como se muestra en las Figuras 10 Cy D.

En otros estudios se ha evaluado la optimizacidon de interacciones electrostaticas en
proteinas-polisacéaridos para el desarrollo de microesferas como lo reporta Gonzéalez-
Martinez et al. (2017), quienes utilizaron proteinas de lactosuero y mucilago extraido
de la semilla del tamarindo (Tamarindus indica L.) a pH de 3.68 con relacion proteina-
polisacéarido de 1:0.3 (v/v). De la misma manera, se han logrado obtener microesferas
a partir de proteinas de lactosuero y goma arabiga a pH 3.8 con relacién 2:1 (v/v)
proteina-polisacérido (Sanchez et al., 2006). El desarrollo de estas microesferas se
ha logrado cuando los grupos aminos provenientes de la proteina, se logran ionizar a
un pH abajo del punto isoeléctrico e interacttan con un polimero cargado

negativamente.

Por lo antes expuesto, generalmente ocurre la formacion de complejos electrostéaticos
entre las proteinas y polisacaridos en un intervalo de pH por debajo del punto
isoeléctrico de la proteina y/o con un valor alto de pH de 4.0 hasta 7.4 del pKa de los
grupos aniénicos del polisacéarido, principalmente los grupos carboxilicos del acido
galacturoénico (pKa 2.9 a 3.3) (Ye, 2008; Wagoner et al., 2016).

A fin de confirmar el desarrollo de las microesferas al estado coloidal, se realiz6 el

analisis del potencial Z y tamafio de particula de los coacervados lactosuero-mucilago.
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9.14 Potencial Z y tamafio de particula de las suspensiones coloidales
(coacervados)

Se determind el potencial Z de las suspensiones coloidales a un pH de 2.0, 4.0 y 5.0.
Los resultados se muestran en la Figura 11.
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Figura 11. Valores de potencial Z de las suspensiones coloidales (coacervados) de
mucilago-lactosuero (M:L) en relacién 1:2 a diferentes valores de pH. Se muestra la
media + desviacion estandar (DE), n = 3. Las medias con letras diferentes difieren
significativamente (p<0.05).

Como se puede apreciar, en las suspensiones coloidales M:L (1:2) a un pH de 2.0 se
registra un potencial Z de +11.63 + 1.06 mV, a pH de 4.0 el resultado fue de
-11.16 + 2.25 mV y finalmente, a pH de 5.0 un potencial Z de -17.56 £ 1.72 mV, con
una diferencia estadistica en todas las muestras de p<0.05. Cabe destacar que a un
pH de 2.0 se obtiene un valor positivo de este parametro, lo que significa que existe
una ionizacion suficiente de grupos funcionales (NHs*) del lactosuero, favoreciendo un
incremento de la carga eléctrica en la molécula para interactuar con la densidad
aniénica que se encuentra en los grupos provenientes del polisacarido, siendo asi
posible obtener un complejo electrostatico: la matriz esférica resultante de la

coacervacion (Ye, 2008), es decir, el coacervado.

A diferencia de lo observado a pH 2.0, con las suspensiones coloidales M:L (1:2, v/v)
a pH de 4.0 y 5.0 se obtiene un potencial Z negativo, esto representa una mayor carga

de los grupos aniénicos del mucilago relacionado a su pKa (2.9 a 3.3) , infiriéndose
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gue se sobrepaso la densidad de carga negativa; ocurriendo también que a estos
valores de pH las moléculas de proteina se encuentran por encima del Pl del
lactosuero y por ello su densidad de carga también tiende a ser negativa (Wagoner et
al., 2016).

Por otro lado, los resultados para la evaluacion del tamafio de particula de las
suspensiones coloidales M:L (1:2) a diferentes condiciones de pH (2.0, 4.0y 5.0) y
que se muestran en la Figura A 12, corroboran lo anterior. Se observa asi que ocurre
una reduccion en el tamafio de las particulas coloidales existentes en el sistema en
dispersién al disminuir su tamafio como consecuencia de la interaccion electrostatica

(coacervaciéon M:L) a medida que disminuye el pH del medio.
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Figura 12. A) Tamafo de particula de las suspensiones coloidales(coacervados) con
relacion 1:2 mucilago-lactosuero (M:L) a diferentes valores de pH. B) Porcentaje de
diametro acumulativo de tamafio de particula del 10 % por debajo de la media de las
suspensiones coloidales(coacervados) con relacién 1:2 mucilago-lactosuero (M:L) a
diferentes valores de pH. Los valores representan la media + desviacion estandar
(DE), n = 3. Las medias con letras diferentes difieren significativamente (p<0.05).

Las suspensiones coloidales M:L (1:2) presentaron los siguientes datos de tamarfio de
particula: a pH de 5.0 se registraron valores promedio de tamafio de particula de
77.13 £ 0.26 um, a pH de 4.0 se obtuvieron valores de 60.93 £ 0.31um y finalmente,
a pH de 2.0 se observaron valores de 42.85 £+ 1.04 um, con una diferencia estadistica

(p<0.05) en todas las muestras.

Como se puede observar en estos resultados, a condiciones de pH de 5.0 se obtienen
valores semejantes al tamafio de particula del mucilago del Opuntia ficus indica
cuando es el componente Unico de la dispersion (77.01 £ 0.22 um), lo que implica que
probablemente existié una separacion completa de fases (incompatibilidad de cargas),
ya que también se observo que en esta muestra el 10 % de didmetro acumulativo
(porcentaje que se encuentra por debajo de la media) (ver Figura 12 B) present6 un
tamafo de particula de 22.86 + 2.0 um. Este porcentaje; probablemente corresponde

al dato obtenido anteriormente para el lactosuero (24.38 + 1.21 ym).

Con la suspension coloidal a pH 4.0, se logré una ligera disminucion del tamafio de
particula (60.93 = 0.31 um), con un 10 % de diametro acumulativo de particulas de
20.63 £ 1.94 um (ver Figura 12 B). Estos datos para un pH de 5.0 y de 4.0, se pueden
también relacionar con el fendmeno de co-solubilidad, en donde se forman
parcialmente complejos, es decir, interacciones de cargas poli-anionicas, que en su
totalidad corresponden a las cadenas estructurales solvatadas del mucilago, asi como
a los tamafios moleculares de las proteinas provenientes del lactosuero, dando como
resultado una nula formacion de microesferas, ya que este particularmente el valor de

pH de 4.0 es muy cercano al Pl de la proteina (4.2).

Acorde con la ecuacion de Henderson-Hasselbach, si un grupo acido o basico

interactda con cargas por debajo o superiores a su pKa, existe una menor o mayor
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ionizacion en los grupos anfotéricos que conforman a la molécula respectivamente
(Lunkad et al., 2021). Con estos datos se confirma que no hubo una interaccion
electrostética entre los dos biopolimeros debido a la carga ejercida relacionada con el
pH que se encuentra por encima del pKa de los grupos anionicos del polisacérido y/o
cercana al Pl de las proteinas. Sin embargo, en la suspension coloidal M:L (1:2) a un
pH de 2.0, se logra una disminucion significativa en el tamafio de particula (42.85 *
1.04 pm).

En apoyo al analisis anterior, al presentar el sistema coloidal M:L-1:2 a pH de 2.0, a
un 10 % de diametro acumulativo un tamafio de 10.12 + 4.26 um (ver Figura 12 B),
esto parece significar que se obtuvo una reduccion importante del tamafio de particula,
confirmando de esta manera la formacion de las microesferas. Por otra parte, la teoria
de Voorn y Overbeek ratifica este resultado, lo cual se interpreta como el desarrollo
de la coacervacion compleja en términos de una menor entropia del sistema generado
por la interaccion de las cargas idnicas de los biopolimeros presentes. De esta forma,
las macromoléculas cargadas se mueven libremente otorgando una configuracién de
espiral aleatoria permitiendo lograr arreglos idnicos entre las macromoléculas

formando esferas (Burgees, 1994).

Cabe mencionar asi mismo que, de los resultados derivados de este ensayo de
tamafo de particula para la suspensién coloidal M:L (1:2) a pH de 2.0, se observé en
una misma muestra dos poblaciones con un tamafio de particula significativamente
reducido. Para comprender mejor este fendmeno, se procedid a la sonicacion del
lactosuero previo a su coacervacion, con el propésito de disminuir su tamafio coloidal;
y asi mejorar la interaccion electrostatica de los biopolimeros (mucilago-lactosuero), y
conseguir desarrollar un sistema coloidal con un tamafio de particula mas homogéneo,
ya sea en la escala de nandmetros o de micrometros (Xue et al., 2016). De tal forma,
se procedio a centrifugar la suspension coloidal con el propdsito de observar si ocurria
la formacion de sedimento y sobrenadante y, en su caso, analizarlos en tamafio de

particula.

Una vez realizada la centrifugacion de la suspension coloidal de coacervado que
utilizé lactosuero previamente sonicado, se llevd a cabo la determinacién del tamafio

de particula de sedimento y de sobrenadante, asi como de la suspensioén coloidal M:L
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(1:2) pH 2.0. Los resultados de tamafio promedio de particula en nanémetros, junto

con su escala de dispersion, se muestran en la Figura 13.
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Figura 13.Tamafio de particula de la suspension coloidal (coacervado) con relacion
1:2 mucilago-lactosuero (M:L) a un pH de 2.0, del sobrenadante y sedimento
derivados de M:L (pH 2.0). Los valores representan la media = desviacion estandar
(DE), n = 3. Las medias con letras diferentes difieren significativamente (p<0.05). Sd:
Sedimento. Sb: Sobrenadante.

Los valores registrados para el tamafio de particula en todas las muestras (M:L, pH
2.0, Sd y Sb) obtenidas a pH de 2.0 como se muestra en la figura 13, mostraron
diferencia estadistica significativa entre ellas (p < 0.05). Es importante destacar que el
tamafio obtenido en cada uno de los sistemas al haber aplicado la sonicacion, fue a
una escala nanométrica, presentando los siguientes valores: coacervado M:L a pH de
2.0(730.4 £84.76 nm), Sd (1786.66 £ 1000.32 nm) y Sb (3004.33 + 243.95 nm). Estos
resultados indican que, con el tratamiento previo de ultrasonido en la suspensién de
lactosuero al 1 %, se logra reducir y homogenizar el tamafio de particula esferoidal de

la suspensién coloidal M:L (1:2) de pH 2.0.

Los resultados mostrados en la figura 13 indican de igual forma que la centrifugacion
aplicada a la suspensién coloidal M:L (1:2) de pH 2.0, produce también un efecto de
separacion de componentes coloidales que originan floculos con distinto nivel de
agregacion y en consecuencia, de tamafio y de densidad; lo que explica tanto la

existencia de un Sd como de un Sb. En resumen, el ultrasénido aplicado a las
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proteinas contenidas en el lactosuero provoca un cambio en las fuerzas
hidrodindmicas moleculares, que se relacionan con la cavitacion ultrasonica,
modificando interacciones covalentes y no covalentes, reduciendo con esto el tamafo
de particula (Xue et al., 2016).

Por otra parte, a dichos sistemas (M:L, Sd y Sb; a PH 2.0) que utilizaron lactosuero

previamente sonicado, se les evalu6 su potencial Z. Los resultados se muestran en la

Figura 14.
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Figura 14. Potencial Z (pZ) de la suspensién coloidal (coacervado) con relacion 1:2
mucilago-lactosuero (M:L) a un pH de 2.0, del sobrenadante y sedimento derivados
de M:L (pH 2.0). Los valores representan la media + desviacion estandar (DE), n = 3.
Las medias con letras diferentes difieren significativamente (p<0.05). Sd: Sedimento.
Sh: Sobrenadante.

Los registros de valores para el parametro de potencial Z fueron: M:L (1:2) (+21.7
3.40 mV), Sd (+0.233 £ 10.55 mV) y Sb (+29.83 + 0.15 mV). En todos los resultados
observados en las muestras se obtuvo una diferencia estadistica (p<0.05) entre los
valores del potencial Z. Los valores de la suspension coloidal M:L (1:2) de pH 2.0y de
la suspension del sobrenadante, presentan valores igualmente positivos con relacion
al potencial Z.

Comparando los resultados de potencial Z mostrados en la figura 14 con el valor de
potencial Z (+11.63 = 1.06 mV) de la suspension coloidal M:L (1:2) de pH 2.0 sin el
lactosuero (1 % m/m) tratado mediante el proceso de sonicacion, se observa que el

58



coacervado obtenido con el lactosuero sonicado practicamente duplico su valor de
carga de las particulas, lo cual es atribuible al incremento de area superficial generado
por la reduccion de tamafio de las particulas, producto de la cavitacion y por ende de
la doble capa eléctrica al pasar de la escala micro a la nanométrica.

El efecto de la sonicacién arriba sefialado ha sido explicado por Jambrak et al. (2014)
con las proteinas de lactosuero cuando éstas fueron expuestas a ondas ultrasonicas,
que dieron por resultado un cambio en la carga superficial de la proteina exponiendo

un mayor numero de moléculas a la ionizacion.

Lo anterior explica también por qué el sobrenadante (Sb) adquiri6 también un
potencial zeta positivo mayor, a pesar de tener un aparente mayor tamafio de
particula, que indica la formacion de un conjunto de moléculas (floculos) de baja
densidad, pero que pueden ser predominantemente de lactosuero. Asi mismo, el
incremento de carga positiva para el lactosuero proporciona una mayor interaccion
electrostética con otros polimeros de carga opuesta, en este caso, con el mucilago de

O. ficus indica.

Por otra parte, es importante mencionar que en la fraccion correspondiente al
sedimento (Sd), present6 tanto un valor alto de tamafo de particula, como una
desviaciéon estandar (polidispersidad) elevada (1786.66 + 1000.32 nm) y, lo mismo
sucedi6 con la desviacion estandar del potencial Z (0.233 + 10.55 mV), si bien el valor
promedio de éste fue practicamente de cero. Esto se puede interpretar por el efecto
gue tuvo la fuerza centrifuga sobre la suspension coloidal (M:L 1:2; pH 2.0) infiriéndose
gue se hayan formado fl6culos con un intervalo de tamafio micro y nanométrico y este
estado de agregacion también puede explicar el potencial practicamente nulo; sin
embargo, habria que realizar en este caso mayores estudios; no habiéndose

considerados necesarios para los objetivos de la presente investigacion.

Para conocer el efecto que tuvo el tamafio de las particulas (coacervados o esferas)
obtenidas en la escala nano y micrométrica, asi como de su respectivo potencial Z en
la liberacion de calcio in vitro, se procedié a evaluar Unicamente el sistema coloidal
M:L (1:2) de pH 2.0 como su sobrenadante (Sb).
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9.15 Contenido de calcio en los materiales hidrocoloidales y el coacervado

Los valores de contenido de calcio (mg/L) inicial de cada componente hidrocoloidal,
como del coacervado se considero la parte tedrica a partir de la concentracion inicial

masa/masa de cada hidrocoloide.

Los resultados para el lactosuero 1 % m/m se obtuvieron 13.4 mg/L, este dato en
equivalencia a que se realiz6 una relacion molar 1:2 (M:L) de acuerdo a su
concentracion (m/m) para el desarrollo del coacervado, del cual equivalen a 200 mg
de lactosuero, en donde, el contenido tedrico de calcio es de 28.16 mg. En el caso del
mucilago al 0.0625 % se reportd un contenido de calcio de 8.3 mg/L, para la creacion
de las microesferas, se utilizaron 6.25 mg de este polisacéarido, lo que corresponde a

un contenido de calcio tedrico de 0.2246 mg.

Finalmente, siguiendo con la relaciéon 1:2 (M:L) el dato registrado de calcio fue de
29.05 mg/L y del sobrenadante de 29.40 mg/L, ambos resultados generados a partir
de latécnica ICP. Considerando el peso de la muestra de las microesferas elaboradas
a partir de lactosuero y del mucilago en la concentracion masa/masa; se obtuvo un
peso de las microesferas de 201.25 mg en 5 ml (volumen de muestra analizada a

través de la técnica ICP), por lo cual, representa 29.05 mg de calcio.
9.16 Cinética de liberacién de calcio in vitro del coacervado

Con la informacién obtenida de la concentracion de calcio en los componentes
hidrocoidales asi como en los coacervados, se procedid a determinar la cinética de
liberacién in vitro empleando de manera independiente el sistema coloidal M:L (1:2)
de pH 2.0 y su sobrenadante (Sb), esto con el fin de observar si existen diferencias en
la liberacion de calcio entre ambos sistemas coloidales por presentar diferentes
resultados en tamafio de particula y potencial Z. Las dispersiones coloidales del
lactosuero (1 % m/m) y del mucilago (0.0625 % m/m) se utilizaron como controles de
la liberacion de calcio in vitro, al contener ambas, de manera independiente, un
contenido distinto de calcio que fue previamente determinado. Los resultados en forma

de grafico de este ensayo se muestran en la Figura 15 Ay B.
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Los resultados en porcentaje de calcio liberado in vitro en un medio acido (pH 2.0) y

en medio basico (pH 8.2) se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Porcentaje de calcio liberado acumulado después de 60 min, en un sistema
de disolucion in vitro en medio acido y basico. Los datos corresponden a las
suspensiones coloidales de lactosuero (L), mucilago (M), de coacervado nanoesférico
(M:L, 1:2, formado a pH 2.0 con sonicacion previa del L) asi como del sobrenadante
(Sb) del coacervado, este ultimo; obtenido por centrifugacion.

Suspensiones coloidales Medio Acido (pH 2.0) Medio Basico (pH 8.2)
(%) (%)
Lactosuero 1 % m/m (L) 36.42 £ 0.010 5.08 £ 0.010
Mucilago 0.0625 % m/m (M) 10.05 £ 0.010 28.50 £ 0.010
M:L (1:2) 17.00 £ 0.035 13.13 £ 0.010
Sobrenadante (Shb) 17.59 £ 0.010 13.16 £ 0.010

Los valores mostrados en la tabla 6 representan el porcentaje promedio de calcio
liberado acumulado después de 60 min de permanecer cada muestra en un medio
distinto de disolucion (acido: pH 2.0 y basico: pH 8.2). Con cada promedio se
proporciona el valor de desviacion estandar.

El comportamiento de liberacién de calcio en medio acido obtenido en este estudio se
ha asociado a lo observado en general con las proteinas, que sufren una
desnaturalizacién acida a un pH de 2.0, principalmente por HCI; por consecuencia,
ocurre una protonacion de sus residuos ionizables, lo que debilita las fuerzas
electrostaticas con los iones metalicos, en este caso el calcio, permitiendo y
acelerando de esta manera su liberacion al medio. Por el contrario, el fortalecimiento
de las fuerzas electrostaticas ocurre a un pH neutro o basico (8.0) permitiendo la union
del ion bivalente (Ca?") con aminoacidos que se encuentran desprotonados
(aspartato, glutamato e histidina) (Kim y Baum, 1998; Tovar et al., 2012; Rodzik et al.,
2020).

Lo anterior se corrobord, de acuerdo con el modelo in vitro aplicado en este estudio,
que, si bien en medio alcalino existe liberacion de calcio desde el lactosuero (L), la
proporcion liberada es menor (= 5%) comparada con el aproximadamente mayor valor

de 36% que se presenta en el medio acido; ademas, en ambos medios de disolucion
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la liberacion de calcio no es total, sumando alrededor del s6lo 41% del contenido inicial

de calcio en 120 min.

En el caso del mucilago, la liberacion del calcio resulté ser menor en medio acido que
en el alcalino. Para este analisis de resultados se toma en cuenta el hecho de que
estudios previos (Contreras-Padilla et al., 2015; Rojas-Molina et al., 2015; Quintero-
Garcia et al., 2020) y los resultados de la caracterizacion del mucilago realizada en la
presente investigacion, indican la presencia de calcio en la forma salina de carbonato.
De tal forma, se observo que el porcentaje liberado de calcio obtenido a partir de su
sal (carbonato) en medio acido, fue del 10.05 %, lo que representa en concentraciones
de mg/L un valor de 2.41. Esto se explica porque se produce una disociacion del
carbonato de calcio a pH acido (con valores menores a 4.0), lo cual ocurre a través de

la siguiente reaccion (De Giudici, 2002):
CaCOs+ H* > Ca*2+ HCOsg,

De Giudici (2002) empled soluciones de calcita para la determinacion de
concentraciones de calcio a pH de 2.7, afadiendo HCI a la muestra, la cual fue
1.0 x 103 mol/L; habiendo obtenido por otra parte, que a pH de 7.8, la concentracién
de calcio en el medio fue de 2.2 x 10 mol/L. Tales resultados permiten corroborar la
mayor cantidad de calcio en medio acido obtenida para el mucilago en este modelo

de disolucion.

Lo anterior indica que para el caso del mucilago (M), con el 10.05% y 28.50% de calcio
liberado acumulado en medio acido y alcalino, respectivamente, a diferencia del
lactosuero (L), se libera menos calcio en medio 4cido que en el alcalino. Esta mayor
liberacién de calcio desde M se puede explicar porque al utilizar en nuestro estudio,
un buffer de fosfatos para obtener un medio que semejara en lo posible el pH béasico
del intestino delgado, existen datos que explican cémo los iones fosfato influyen en la

disolucion del calcio (Hu, et al. 2015).

Hu et al. (2015), mostraron que a un pH de 8.0, los iones fosfato interactian con el
cristal de carbonato de calcio por medio de una nucleacién, obteniendo como
resultado una disminucion en la solvatacion del calcio y su deshidratacion (como

primera etapa) sera mas lenta en sistema acuoso. No obstante, si continda el
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carbonato en solucion y se llega a un pH superior a 9.0, habra una hidratacion del
calcio (segunda etapa) y se lograra una precipitacion de carbonato de calcio, formando

un polimorfo cristalino conocido como ikaite.

Es importante mencionar por otra parte que, en estudios realizados en ratas, la
formacion de fosfato de calcio a partir del carbonato impidi6 la disolucion del calcio
debido a su baja constante de solubilidad, ya que el Kps del fosfato de calcio
(2.07x10%) es mucho menor que la solubilidad de la calcita (3.36 x10°), por lo que
asi se puede explicar (Lee et al., 2015), el por qué la absorcidén de calcio a partir de
comprimidos de carbonato de calcio utilizados como suplemento para el tratamiento
de la osteoporosis, resulta muy deficiente en modelos biol6gicos. Sin embargo, en la
propuesta de este estudio, se estima que el calcio contenido en M se ve favorecida al
liberarse en el colon en condiciones bioldgicas, ya que se ha demostrado que este
polisacarido pasara por el proceso fermentativo (Cruz- Rubio et al., 2020) de las
bacterias que contiene la microbiota colénica dando como resultado, la produccion de
acidos grasos que junto con la descomposicién del mucilago, liberardn el calcio
favorecido por la acidificacion de la zona luminal, aumentando su absorcion y
biodisponibilidad, logrando con ello finalmente, el efecto benéfico éseo del consumo
de mucilago de O. ficus indica demostrado en un estudio previo por Quintero-Garcia
et al. (2020).

Por otra parte, tratandose de las nanoesferas (M:L), los resultados de liberacion
obtenidos en este estudio con el modelo in vitro, mostraron que (Tabla 6 y Figura 15
B), en un tiempo total de 120 min, considerando los 60 minutos de cada ensayo
independiente en medio acido y alcalino, se liber6 de las nanoesferas
respectivamente, un 17.00% y 13.13% de calcio; de modo que se infiere que el
acumulado de calcio que se disolveria a partir de las nanoesferas entre el estbmago
y el intestino delgado, solo alcanzaria un 30% del contenido de calcio cargado en las
nanoesferas; infiriéndose también que un 70% de calcio estaria aun atrapado y

llegando sin liberar al colon.

Como se puede apreciar en la Figura 15 B, los resultados nos indican que con la
técnica de coacervacion compleja utilizada en este estudio y aplicando previamente

un tratamiento de sonicacién al lactosuero en estado coloidal, se lograron desarrollar
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nanoesferas con el sistema M:L (1:2 a pH 2.0). Los datos permiten apreciar valores
de calcio intermedios con relacion a los de los biopolimeros independientes
(lactosuero y mucilago). Esto significa que, al momento de realizar la coacervacion
bajo las condiciones establecidas en este estudio, se esta llevando a cabo altas
interacciones electrostaticas entre los dos biopolimeros (explicado anteriormente);
permitiendo una “proteccién”, disminuciébn o retardo en la liberacion del calcio
contenido en el coacervado al estar en contacto con un pH &cido. Aunado a esto, se
aprecia una cinética de liberacion modificada que va en aumento cuando los dos
sistemas [M:L y sobrenadante (Sb)] se encuentran dentro del medio basico sin detener

la liberacion de calcio desde sus matrices.

Adicional a lo anterior, realizando una comparacion entre la suspension coloidal del
mucilago (0.0625 %) y las suspensiones coloidales M:L y Sb, se puede observar un
comportamiento similar; no obstante, cabe mencionar que para obtener un efecto
biolégico en el hueso serian necesarias elevadas cantidades de mucilago, y esto
sobrepasa la ingesta diaria recomendada de fibra para humanos (Quintero-Garcia et
al., 2020). Es importante destacar asi mismo, que la liberacién del calcio en medio
acido y basico en las suspensiones coloidales fue mayor comparado con el calcio
liberado observado en el mucilago, debiéndose probablemente a que parte del calcio
liberado por las nanoesferas también procede de las proteinas del lactosuero, tal como

se esperaba.

De acuerdo con todo lo anterior, a partir de los resultados obtenidos hasta la fecha, se
puede afirmar que la nanoesfera biopolimérica desarrollada estaria cumpliendo con
su funcion de conducir al colon la mayor cantidad de calcio para su liberacion y
absorcion, apoyada por la microbiota local. Con esto ultimo se espera comprobar en
un futuro, mediante el modelo experimental ratas ovariectomizadas ya probado por el
grupo de investigacion de la UAQ, que con las nanoesferas desarrolladas a partir de
los biopolimeros (lactosuero y mucilago de O. ficus indica), optimizan la liberacion de
calcio, prolongando la disolucion de la mayor proporcidén de su carga hasta el colon.
Esto ultimo le otorgaria a dichas nanoesferas un alto potencial nutracéutico como
agente remineralizante 0seo, pudiendo ser una alternativa idonea para la prevencion
y el tratamiento de la osteoporosis.
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Figura 15. A) Porcentaje de liberacion de calcio in vitro de suspensiones coloidales
lactosuero (1 % m/m) y mucilago (0.0625 % m/m) en medio acido y basico. B)
Porcentaje de liberacién de calcio in vitro acumulativo del (M:L) a un pH de 2.0y
sobrenadante derivado de M:L (pH 2.0) en medio acido y basico. M:L (mucilago-
lactosuero), L: lactosuero. M: mucilago. Sb: Sobrenadante. Los valores mostrados
representan el resultado de los porcentajes para la determinacion de la liberacion de
calcio a partir de la representacion de la media con su porcentaje de coeficiente de
variacion en medio acido y basico (CV<5.0 %) obteniendo de esta manera la
desviacion estandar.

Se ha reportado que los polisacaridos como los fructooligosacaridos,
galactooligosacaridos entre otros, son conocidos como fibras no digeribles llamados
especificamente como prebioticos (Davani-Davari et al., 2019). Estos prebioticos en
conjunto con las proteinas son metabolizados a través de una fermentacion inducida
por la microbiota del ileon y colon, el resultado son acidos grasos de cadena corta

como son el acetato, butirato y propionato (Koh et al., 2016). El efecto de la
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fermentacion de polisacaridos aumenta la absorcion del calcio disminuyendo el pH
luminal y aumentando la expresion génica de la proteina Calbindina D9K encargada
de la unién y transportacion del calcio intestinal (Fukushima et al., 2012). Por otro lado,
el mucilago del Opuntia ficus indica se ha demostrado que es un prebidtico al inducir
un aumento en el crecimiento de bacterias col6nicas como son lactobacilos y
bifidobacterias en experimentos in vitro (Cruz-Rubio et al., 2020). Finalmente, se
observa un comportamiento similar en los resultados para la liberacion de calcio in
vitro (medio &cido y baésico) entre el sistema coloidal M:L (1:2) pH 2.0 y su
sobrenadante. Esto quiere decir que posiblemente el calcio liberado de los dos
sistemas provenga de nano esferas y micro esferas desarrolladas. En este proyecto
se ha utilizado el total del lactosuero para realizar la coacervacion compleja con el
mucilago, esto quiere decir, que se encuentra presente la lactoferrina en el
biopolimero, ademas de la alfa-lactoalbumina y beta-lactoglobulina (Xue et al., 2016).
Se ha demostrado que la lactoferrina se une por enlaces de coordinacién con el ion
carbonato formando un complejo de tipo metaloproteina (metal-proteina), esto con el
fin de lograr la union del hierro a la lactoferrina. El punto isoeléctrico de esta proteina
es de 8.7, lo que significa que la union del hierro a la lactoferrina a un pH bajo (acido)
provoca la inestabilidad del ion carbonato liberando el hierro de la lactoferrina
(apolactoferrina). Por el contrario, a un pH basico el ion carbonato permanece unido a
la lactoferrina, manteniendo la estabilidad de la proteina (Rodzik et al., 2020).

9.16 Determinacién del modelo mateméatico de mejor ajuste cinético del perfil de

liberaciéon de calcio de las nanoesferas

El objetivo final de este proyecto fue conocer si las nanoesferas elaboradas pueden
ser propuestas como un producto nutracéutico que cumpla con perfil de liberacién
prolongada para el calcio e incremente con ello su biodisponibilidad. Para esto, se
efectud un ajuste de los resultados de disolucion obtenidos con la dispersion (M:L) a
varios modelos matematicos. Lo anterior también con el propésito de inferir el
mecanismo involucrado en la liberacién del calcio con la matriz de biopolimeros en

estudio. (Aragon et al., 2009). Los resultados se muestran en la Tabla 7.
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Tabla 7. Ajuste a modelos matematicos para la cinética del perfil de liberacion.

Orden Cero Primer Orden Higuchi Korsmeyer-Peppas
pH | Kk r2 valorde |k r2 valorde | k r2 valorde | k r2 valor de
p p p p

Microesferas 2.0 | 0.2863 | 0.8567 <0.0001 | -0.0014 | 0.8754 | <0.0001 [ 2.5220 0.9676 <0.0001 | -1.1197 | 0.6155 <0.0001

8.2 | 1.4394 | 0.8809 <0.0001 | -0.5133 | 0.8985 | <0.0001 | 2.4424 0.9664 <0.0001 | -0.9779 | 0.6017 <0.0001

Sobrenadante | 2.0 | 0.2863 | 0.8567 <0.0001 | -0.0014 | 0.8754 | <0.0001 | 2.5220 0.9676 <0.0001 | -1.1197 0.6155 <0.0001

8.2 | 1.394 | 0.8809 <0.0001 | -0.5133 | 0.8985 | <0.0001 | 2.4424 0.9664 <0.0001 | -0.9779 | 0.6017 <0.0001

Los valores representan el resultado de las ecuaciones utilizadas en cada modelo matematico. k: constante de velocidad de
liberacion, r2: factor de correlacion al modelo matematico. El valor de p (<0.0001) se determiné a través de la prueba estadistica
Kruskal-Wallis.
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Como se puede apreciar, el modelo que mostré un factor de correlacién (r?) cercano
a 1.0, tanto para la muestra del sobrenadante (0.9664) como para las nanoesferas
(0.9676), fue el modelo matematico de Higuchi. Con base en este modelo, se puede
inferir que la liberacién del calcio desde la matriz biopolimérica (M:L) ocurre mediante
un mecanismo de difusion de manera constante en funcion de la raiz cuadrada del

tiempo, cumpliendo asi mismo, con la segunda Ley de Fick (Dash et al., 2010).

Cabe mencionar que el modelo de Higuchi esta relacionado con matrices
homogéneas, en donde el principio activo desde su origen matricial o al entrar la matriz
en contacto con el medio fluido, se encontrara disperso molecularmente (en este caso,
ibnicamente) dentro de estas matrices, lo que conlleva a presentar una tasa de

liberacién controlada por difusion (Gouda et al., 2017).

Por otra parte, con los resultados obtenidos, se propone como una posibilidad, que el
mecanismo de liberacion del calcio proveniente de las nanoesferas floculadas
contenidas en el sobrenadante, ocurre a traves de un sistema monolitico controlado
por hinchamiento (Katime et al., 2005). En dicho sistema, el principio activo se
encuentra disperso en un biopolimero hidrofilico que tiene la capacidad de hincharse
sin que éste llegue a disolverse en un medio acuoso, permitiendo tener una velocidad

de liberacion prolongada del farmaco (Katime et al., 2005).

Finalmente, se puede reflexionar que el conocer el perfil de disolucion in vitro de un
bioactivo novedoso como el representado por las nanoesferas obtenidas por
coacervacion en este estudio, representa un factor relevante para la prediccion de su
comportamiento en un sistema in vivo. Sin embargo, se requerira realizar a futuro
estudios en donde se obtenga la caracterizacion de estas nanoesferas para conocer
mejor el proceso de difusion del calcio.
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10. CONCLUSIONES

El método desarrollado para extraer mucilago de cladodios de Opuntia ficus
indica ofrece como ventaja tecnoldgica con relacion a otros métodos que, si bien
el rendimiento de mucilago es semejante, este método es sustentable y su
eficiencia de separacion es cercana al 100 %; siendo, ademas, la primera

ocasion que esto ultimo se notifica.

La composicion quimica y microestructura del mucilago extraido de O. ficus
indica son dependientes de que el proceso se realice con cladodios frescos o
deshidratados, lo cual influye en sus propiedades fisicoquimicas y funcionales
como la viscosidad; determinando con ello sus distintas aplicaciones potenciales

como aditivo o excipiente en productos alimenticios, farmacéuticos y cosméticos.

La caracterizacion fisicoquimica de las dispersiones coloidales de lactosuero (L,
1% m/m) y de mucilago (M, 0.0625% m/m) de O. ficus indica obtenido de
cladodios deshidratados, demostr6 que, en cuanto a tamafio de particula, ambos
sistemas almacenados hasta 72 h a 4°C son estables; difiriendo en sus
dimensiones (L =24.38 ym y M =77.01 ym) acorde a su estructura molecular en

estado coloidal.

De las propiedades fisicoquimicas de L y M en dispersién coloidal, el pH fue
factor determinante para la carga superficial del L, que s6lo mostré potencial Zeta
positivo (+22.93 mV) a pH de 2.0 (inferior a su Pl experimental de 4.48); por el
contrario, entre 7.0y 2.0 de pH, el potencial Zeta de M fue negativo (-2.31 mV a
pH 2.0).

En este contexto cabe destacar que, hasta este momento, no se ha reportado la
formacion de micro y nano estructuras utilizando al mucilago de O. ficus indica
con lactosuero como parte de su composicion; quedando también como un factor
determinante para la obtencion de nano o microesferas de (M:L), la acidificacion
del sistema de coacervacion a pH 2.0, asi como la aplicacion o no de sonicacion

previa a la interaccion con el mucilago, del lactosuero.
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Con base a que en el estado coloidal L presenta menor tamafio de particula
respecto a M, asi como la dependencia de L de un pH acido para obtener un
adecuado potencial de carga positivo; es posible explicar que para la formacion
de microesferas por coacervacion se haya requerido una proporcion M:L de 1 a
2y un pH de 2.0.

El pH &cido también resulto ser el factor de mayor influencia en el tamafio de las
microesferas de M:L obtenidas por coacervacion, habiéndose demostrado que
los coacervados redujeron significativamente (p<0.05) su tamafio de particula
promedio de 77.13 £ 0.31 um a 42.85 + 1.04 um, conforme se acidifico el sistema
coloidal de 5.0 hasta 2.0. Ademas, con una diferencia estadistica en todas las

muestras.

El pH acido es asi mismo, un factor que afecta el potencial zeta de las
microesferas en suspensién coloidal, pasando de un valor negativo a pH 5.0 de
-17.56 + 1.72 mV, a +11.63 + 1.06 mV a pH 2.0; lo cual se atribuye a la mayor
exposicion superficial en el coacervado M:L de las moléculas de L, producto de

la relacion molecular 1 a 2.

La aplicacién previa de ultrasonido al L en estado coloidal y la acidificacion (pH
2.0) del L y del sistema de coacervacion M:L, son factores de proceso que
determinan la formacion de nanoesferas (730.4 + 84.76 nm) en lugar de
microesferas (42.85 + 1.04 um); siendo un fenédmeno atribuible a la cavitacion
generada por las ondas de ultrasonido en el L, que eliminaron agregados y
produjeron mayor dispersiéon molecular y diferencial de carga superficial positiva

disponible para la coacervacion con M.

En el estudio de liberacién de calcio in vitro de las nanoesferas, se detect6é una
maxima liberacion de dicho mineral cercana al 17 % en medio acido y 13 % en
medio béasico. La cinética de liberacion de calcio se ajusto al modelo de Higuchi,
lo que sugiere una velocidad constante de liberacion prolongada de este mineral,
dependiente de la raiz cuadrada del tiempo, lo que favoreceria prolongar su
liberacibn en el tracto gastrointestinal, asi como el incremento en su

biodisponibilidad.
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La comparacion de resultados del calcio liberado in vitro de manera
independiente en medio acido (pH 2.0) y en medio alcalino (pH 8.2), por las
nanoesferas M:L (1:2) y las dispersiones coloidales del lactosuero (1 % m/my
del mucilago (0.0625 % m/m) indican que las nanoesferas obtenidas en este
estudio son candidatas para ser un suplemento para el tratamiento de la

osteoporosis.

11. PERSPECTIVAS

Se sugiere llevar a cabo en trabajos futuros, la optimizacion del proceso de
coacervacion con la aplicacién de sonicacién, para validar y escalar la obtencién
Unicamente de nano o microesferas, asi como la caracterizacion completa de las

estructuras obtenidas en este trabajo.

Asi mismo, se propone que se realicen estudios in vivo con modelo de rata
ovariectomizada para determinar la absorcién y biodisponibilidad del calcio
procedente de dichas estructuras biopoliméricas, a fin de que puedan ser
utilizadas como coadyuvantes para la prevencion y el tratamiento de la
osteroporosis y otras enfermedades 6seas en las que se vea comprometida la
densidad ésea.
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