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RESUMEN

Los hidrogeles son materiales poliméricos capaces de incorporar grandes cantidades
de agua o fluidos biolégicos en sus redes tridimensionales. En hidrogeles mixtos
(proteina-polisacarido) el tipo de interaccion que une a los biopolimeros es
principalmente de tipo electroestatica. En la industria alimentaria estos geles pueden
usarse para la encapsulacion de compuestos bioactivos. En el proceso de
encapsulacion, se busca que el compuesto encapsulado se mantenga estable y
pueda liberarse de forma controlada en el lugar y tiempo requeridos. El objetivo de
este trabajo fue evaluar la capacidad de encapsulacién de vitamina C de un hidrogel
basado en aislado proteico de frijol (APF) y goma xantana (GX). Los hidrogeles
mixtos se desarrollaron mediante acidificacién lenta con glucono-d-lactona (GDL),
afadiendo la vitamina C (VC) junto con la adicion de GDL. En el presente trabajo los
hidrogeles APF:GX con carga y sin carga de VC fueron sometidos a diversas
evaluaciones, las cuales brindaron informacion sobre las interacciones entre los
componentes, sobre su microestructura, su capacidad de retener agua, su sinéresis,
sus propiedades reolégicas y ademas se obtuvo informacién sobre capacidad
antioxidante. Los resultados obtenidos indican que al encapsular VC en el hidrogel,
la VC se une por medio de puentes de hidrégeno a los polimeros, sin embargo, la
adicion de VC provocé una disminucion de las interacciones electrostaticas entre
APF y GX, y por consecuencia, se obtuvo un gel menos fuerte y con menor capacidad
de retencién de agua. En cuanto a la capacidad antioxidante los hidrogeles con VC
tuvieron un porcentaje de inhibicidn mayor que el hidrogel sin VC, pero menor que el
de la solucion pura de VC.



1. ANTECEDENTES

1.1 Hidrogeles

Los hidrogeles son materiales poliméricos que tienen la capacidad de incorporar
grandes cantidades de agua o fluidos biolégicos en sus redes tridimensionales (Hu y
col., 2020). Por cada gramo de biopolimero, estos materiales pueden retener varios

gramos de agua (Le y col., 2017).

Los hidrogeles son capaces de absorber gran cantidad de agua debido a la presencia
de grupos hidrofilicos (hidroxilo amino, carboxilo, hidroxilo, sulfhidrico) (Pragnesh y
Gor, 2018). Dependiendo de la estructura del hidrogel, tendran distintas capacidades
de respuesta hacia el ambiente que los rodea (pH, fuerza ibénica, enzima y
temperatura) lo que afectard la liberacién y adsorcion de ingredientes bioactivos (Lui
y col., 2021).

1.1.2 Clasificacion de los hidrogeles

Los hidrogeles pueden ser clasificados dependiendo de diversas caracteristicas. La
forma mas general de clasificarlos es por el origen del polimero, ya sea natural o
sintético (Hu y col., 2020). El primer hidrogel fue desarrollado con polimeros sintéticos
y desde entonces los hidrogeles sintéticos se han aplicado ampliamente en
biomedicina y agricultura y el desarrollo de biomateriales. En lo que respecta a la
industria alimentaria, los hidrogeles preparados con polimeros naturales (proteinas y
polisacaridos) han atraido mucha atencion debido a su baja toxicidad,
biocompatibilidad y biodegradabilidad (Lui y col., 2021).

Otra manera de clasificar a los hidrogeles es por su composicion polimérica. Se

denomina homopolimero cuando es usado un solo polimero, en cambio cuando se
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emplean dos monomeros diferentes con al menos un componente hidrofilico se les

llama co-polimeros, y por ultimo los hidrogeles multi-poliméricos son aquellos

formados por mas de dos polimeros los cuales pueden ser naturales, sintéticos o

semi-sintéticos (Espinosa—Andrews y Garcia—Marquez, 2017). En la Figura 1 se

presentan algunas de las clasificaciones de hidrogeles mas utilizadas.

Clasificacion de

hidrogeles
I
e T Ny R Py B
Origen Composicién | | | | Respuestaa j— Forma
i Carga I[1 I
- olimérica | Tipo de —l : efectos —_————
_p____ ] _: entrecruzamiento | | eléctrica : | externos ll
[ : e Amorfo
Natural
Homopolimeros — Quimica — No iénica —
Sensitivos ——
Cristalino
Sintético | e 7
— lbnica sensitivos
Co-polimericos
| Anfotérico — Semicristalino
Multi-poliméricos
interpenetrados | Zwitterénico
Figura 1. Clasificacion de hidrogeles (Espinosa—Andrews y Garcia—Marquez, 2017).

1.2 Polimeros empleados en la formacion de hidrogeles

Los hidrogeles basados en polimeros naturales imitan muchas caracteristicas de la

matriz extracelular y muchos de ellos han demostrado una mejor biocompatibilidad y

biodegradabilidad que los basados en polimeros sintéticos. Debido a que los

polimeros naturales son macromoléculas con alto peso molecular, se pueden usar

para preparar hidrogeles sin agregar ningun iniciador para iniciar la polimerizacion

(Tang y col., 2019). Los materiales mas utilizados para la encapsulacion de

compuestos bioactivos en la industria alimentaria se muestran en el Cuadro 1.
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Cuadro 1. Materiales naturales comunmente utilizados para encapsulacion de

compuestos bioactivos en la industria alimentaria.

Origen Polimeros de carbohidratos Proteinas Lipidos
Vegetal Almidén y sus derivados Gluten (maiz) | Acidos grasos
Celulosa y sus derivados Aislados Glicéridos
Polisacaridos (Guisante, Ceras
Exudados vegetales: soja, semilla | Fosfolipidos
Goma arabiga, goma karaya, goma | de chia y trigo)
de semilla de lino, goma de semilla
de chia y goma de algarrobo.
Extractos de plantas:
Galactomananos y polisacaridos solubles
de soya.
Microbiano/ | Goma xantana Caseinas Acidos grasos
Animal Gellan Proteinas de Glicéridos,
Dextrano suero Ceras
Quitosano Gelatina Fosfolipidos
Algas Carragenina
Alginato

Fuente: Timilsena y col., 2020.

1.2.1 Hidrogeles a base de proteinas

Las proteinas son macromoléculas presentes en todos los sistemas vivos, desde
bacterias hasta vertebrados y mamiferos superiores, conformando mas del 50 por
ciento del peso seco de las sus células. Las proteinas tienen varios grupos
funcionales (amino, carboxilo, hidroxilo, sulfhidrico y fendlico), los cuales pueden
actuar como sitios reactivos para modificaciones quimicas y entrecruzamiento.
Ademas, las proteinas se pueden unir a otras biomoléculas como carbohidratos,
lipidos, grupos fosfato, acidos nucleicos, flavinas e iones metalicos por medio de
enlaces covalentes o no covalentes (Panahi y Baghban-Salehi, 2019). Actualmente

ha habido un interés en el desarrollo de nanoestructuras (hidrogeles, peliculas y
3



complejos) a base de proteinas, siendo los hidrogeles los materiales de mayor
interés. Estas estructuras pueden ser utilizadas para facilitar la encapsulaciéon de

diversos compuestos bioactivos (Bourbon y col., 2019).

Respecto al desarrollo de hidrogeles, las proteinas pueden gelificar mediante
tratamientos fisicos (enfriamiento, calentamiento, alta presion), quimicos
(acidificacion y adicion de sal) o enzimaticos. Esta red tridimensional es estabilizada
mediante enlaces no covalentes (interacciones hidrofébicas, interacciones
electrostaticas y puentes de hidrogeno) o enlaces covalentes (puentes disulfuro). Las
propiedades funcionales de hidrogeles proteicos, como la fuerza de gel, elasticidad
y capacidad de retencién de agua van a depender de las caracteristicas propias de
la proteina, asicomo de factores extrinsecos (concentracion de proteina, fuerza idnica,
pH, etc.) y de las condiciones utilizadas para inducir la gelificacién (temperatura,
tiempo, velocidad de calentamiento, tratamiento a alta presion, etc.) (Le y col., 2017;
Bourbon y col., 2019).

Dentro de las fuentes de proteina para el desarrollo de hidrogeles, la tendencia actual
es la busqueda de ingredientes de origen vegetal que sustituyan a los de origen
animal por diversas razones, ya sean por salud, por ética, por motivos econémicos
etc. (Pefna-Chaidez y col., 2021). En este sentido, el uso de aislados proteicos

vegetales representa una buena alternativa.

En los ultimos afios, se han utilizado muchas proteinas de leguminosas en el
procesamiento de alimentos debido a sus buenas propiedades gelificantes. Su uso
en la industria alimentaria ha estimulado la investigacién para aprovechar al maximo
sus propiedades gelificantes. Existe un interés creciente en desarrollar proteinas con
mejores propiedades gelificantes a concentraciones de proteina mas bajas (Yang y
col., 2018).



El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.), es una de las leguminosas con mas
importancia en la alimentacion humana, y se encuentra ampliamente distribuido en
las regiones tropicales y subtropicales del mundo. Los granos de frijol contienen un
alto contenido en fibra, proteinas y compuestos bioactivos ademas tiene una alta
capacidad antioxidante y se le han atribuido efectos benéficos contra diabetes, estrés
oxidativo, inflamacion intestinal y enfermedades cardiovasculares. Como se
menciono anteriormente, el frijol destaca por su alto contenido en proteinas que varia
entre el 15 y el 30% (Quintana-Blanco y col, 2016; Palacio—Marquez y col., 2021).
Las proteinas de frijol han atraido mucha atencion debido a sus propiedades
funcionales, por ejemplo, solubilidad de proteinas, propiedades emulsionantes y
capacidad para formar geles inducidos por calor (Ma y col., 2013). Ademas, el uso
de aislados proteicos de frijol como ingredientes funcionales para mejorar la calidad

nutricional de los productos, ha ido en aumento (Wani y col., 2015).

Anteriormente algunos autores (Ma y col., 2013; Pefa-Chaidez y col., 2021), han
reportado el uso de un asilado proteico de frijol en un sistema proteina: polisacarido
para el desarrollo de materiales encapsulantes. Sin embargo, existe poca
informacion sobre la gelificacion de aislados proteicos de frijol, lo cual impacta

negativamente en el desarrollo de geles de alta calidad (Pefa -Chaidez y col., 2021).

1.2.2 Hidrogeles a base polisacaridos

Los polisacaridos son la clase mas abundante de biopolimeros y pueden ser
obtenidos de animales, plantas, microbios y algas. Algunas de sus caracteristicas es
que son estables, renovables, no téxicos, intrinsecamente biodegradables,
relativamente baratos y de naturaleza hidrofila debido a la presencia de grupos
funcionales como hidroxilamino y acido carboxilico. El uso de polisacaridos para la
formacién de hidrogeles ha sido ampliamente estudiado. Se ha reportado la

utilizacion de polisacaridos como goma arabiga, goma ghatti, goma guar, goma de
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algarrobo, xilano, quitosano, goma tragacanto, goma carragenina, goma gellan,
salecan, sodio, alginatos, goma tara, escleroglucano e hialuronano (Pragnesh y Gor.,
2018).

En cuanto a la gelificacion, se ha reportado que para la formacion de los geles se
necesitan concentraciones de polisacarido inferiores al 1%, valores muy inferiores a
los necesarios para la gelificacion de proteinas. Adicionalmente, otros factores que
influyen en la gelificacion de los polisacaridos son: peso molecular, composicion de
monosacaridos, densidad de carga, temperatura, la presencia de contraiones

especificos y pH (Le y col., 2017).

Dentro de los polisacaridos mas empleados para la formacién de hidrogeles destaca
la utilizacion de gomas naturales, siendo carragenina, goma gelana y goma xantana,
las mas utilizadas en la industria de alimentos. La goma xantana es (GX)
ampliamente utilizada por sus propiedades reoldgicas unicas (Sukriti y col., 2017,
Pragnesh y Gor., 2018; Kumar y col., 2018). La goma xantana es un polisacarido
extracelular de alto peso molecular producida por Xanthomonas (un género de
bacterias Gram-negativas que exhibe varias especies diferentes). Es un
heteropolisacarido compuesto principalmente de unidades repetidas de
pentasacaridos (dos unidades de glucosa, dos unidades de manosa y un &cido
glucuronico en la relacion molar de 2.8: 2.0: 2.0). Su estructura quimica se muestra
en la Figura 2. en donde se observa la estructura primaria que consiste en un
esqueleto lineal (1-4) de B-D-glucosa con una cadena lateral de trisacarido en cada
glucosa alterna ubicada en la posicion C-3, que contiene un residuo de acido
glucuroénico unido (1-4) a una unidad terminal de manosa y (1 -2) a una segunda
manosa que se conecta a la columna vertebral (Pragnesh y Gor., 2018). La presencia
tanto de acido glucurénico como de acido piruvico es la principal responsable del
caracter anionico de la goma xantana (Sukriti y col., 2017).



Este polisacarido, es soluble en agua fria y caliente, llega a formar una solucién muy
viscosa a una concentraciéon muy baja y muestra un comportamiento pseudoplastico
(Kumar y col., 2018; Cheng y col., 2020). A pesar de que la goma de xantana se
considera un polisacarido no gelificante, se ha informado que puede formar geles

en combinacion con proteinas bajo condiciones asociativas (Lui y col., 2021).

&,
COO M

H4C

Donde M* es Na*, K* o 1%

Figura 2. Estructura quimica de la goma xantana (Pragnesh y Gor., 2018)



1.2.3 Hidrogeles mixtos proteina-polisacarido

Los hidrogeles que son desarrollados a partir de proteinas o de polisacaridos tienen
algunas limitaciones como una baja resistencia, poca capacidad de retencion de
agua, inestabilidad térmica y luminica. En este sentido, los hidrogeles desarrollados
a partir de su combinacién (hidrogeles binarios) pueden ser una buena opcién para
superar estas desventajas debido al efecto sinérgico de las propiedades de ambos

biopolimeros (Lui y col., 2021).

Tanto proteinas como los polisacaridos son usados comunmente como ingredientes
principales en productos alimenticios por su importante funcion en la estructura y
estabilidad de los alimentos procesados, como agentes espesantes, estabilizantes,
gelificantes y emulsionantes (Le y col., 2017; Timilsena y col., 2020; Florowska y col.,
2020).

/

7 0 - . Hidrogel binario
\ Hidrogel de polisacarido Hidrogel de proteina lpresing=polisacintic) /

Figura 3. Hidrogeles preparados a partir de polimeros naturales (Lui y col, 2021).

Las propiedades de los geles mixtos obtenidos a partir de mezclas proteina-
polisacarido dependeran de las caracteristicas de ambos biopolimeros (peso,

conformacioén, densidad de carga y rigidez de cada uno), asi como de la proporcién
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proteina:polisacarido y las condiciones del medio (como pH, fuerza iodnica,
temperatura, etc.) (Bourbon y col, 2019). En soluciones acuosas, la principal fuerza
impulsora en la asociacion de proteinas y polisacaridos son las interacciones
electrostaticas. Se denominan geles electrostaticos o geles acoplados debido a la
participacion de dos moléculas diferentes para formar las zonas de union. (Le y
Turgeon, 2013). En la Figura 3 se observa una representacién grafica de hidrogeles

preparados a partir de polimeros naturales.

1.2.3.1 Formacion de los hidrogeles proteina- polisacarido

Un sistema proteina-polisacarido puede comportarse de diferentes formas
dependiendo de las condiciones ambientales (pH y fuerza idnica). A baja
concentracion de biopolimero o en mezclas con biopolimeros de tamafo molecular
pequefio o intermedio generalmente ocurre un fenémeno de cosolubilidad. Por otra
parte, a concentraciones mayores, puede ocurrir incompatibilidad termodinamica
(interacciones segregantes) o compatibilidad (interacciones agregrativas). Tanto la
incompatibilidad termodinamica como la incompatibilidad involucran fuerzas fisicas y
quimicas de diferente magnitud y direccion. La incompatibilidad termodinamica
prevalece cuando los fendbmenos de repulsidén superan las interacciones asociativas
en el sistema, por ejemplo, entre una proteina y un polisacarido neutro o entre un
polisacarido que lleva cargas similares a la proteina (como polisacarido anidénico con
pH> punto isoeléctrico (pl) de la proteina). Por otro lado, la compatibilidad
termodinamica suele ser inducida por interacciones electrostaticas asociativas entre
proteinas y polisacaridos. Estas interacciones generalmente se producen a un pH
entre el pl de las proteinas y la pKa de los polisacaridos, aunque se ha demostrado
que incluso a pH por encima del pl de las proteinas, algunas zonas positivamente
cargadas son capaces de interactuar con las cargas negativas del polisacéarido. En

estas condiciones se pueden formar diferentes tipos de estructuras como los



coacervados, complejos y geles dependiendo de las condiciones de preparacién (Le
y col., 2017; Florowska y col., 2020).

Como se menciond anteriormente, en soluciones acuosas, la principal fuerza
impulsora en la asociacion de proteinas y polisacaridos son las interacciones
electrostaticas, en este caso los polisacaridos en una solucion acuosa adoptan una
conformacién extendida para reducir la repulsion electrostatica y la entropia. Los
autores (Le y Turgeon., 2013) descubrieron un nuevo sistema de gel que utiliza

proteinas y polisacaridos nativos a una concentracién de solidos totales muy baja.

La gelificacion de estos polimeros se indujo mediante acidificacion in situ, a
temperatura ambiente y a un pH en el que ambas moléculas llevan cargas netas
opuestas y la estructura del gel se estabiliza mediante interaccion electrostatica. El
mecanismo de gelificaciébn entre polisacaridos y proteinas lo explican mediante
formacion de ungel electrostatico obtenido a partir de soluciones acuosas mixtas de
B- lactoglobulina (blg) y goma xantana, la GX muestra un comportamiento
pseudoplastico debido a una asociacion de extremo a extremo de las moléculas de
GX o asociacion lateral, esto da como resultado una red tenue de moléculas de GX
en solucion. A partir de los resultados de la microscopia confocal, reologica y de
dispersion de luz, se propuso que la gelificacion cinética de la mezcla de goma de B-
lactoglobulina-XG consistia en tres etapas. Durante la primera etapa, la mezcla
(proteina -polisacarido) es acidifica, el pH se acerca al pl de la proteina, ocurriendo
una interaccidon entre las zonas cargadas positivamente de la blg con los grupos
cargados negativamente (COO-) en las cadenas de GX, dando como resultado una
mezcla soluble. Después con una mayor disminucion del pH en la mezcla, se
adhieren mas proteinas en las cadenas de GX reduciendo la carga neta del sistema
soluble. Durante la segunda etapa se generan zonas de unidén en donde dos cadenas
de XG podrian compartir las mimas moléculas de proteina y finalmente durante la

tercera etapa a medida que aumentan las interacciones asociativas electroestaticas
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dara como resultado una transicion solido-gel hasta llegar al punto de gelificacion.
Estas etapas demuestran que la red de cadenas de GX proporciona un marco para
la organizacion del gel y la adhesion de la proteina lo largo de las cadenas de GX,
demostrando la posibilidad de ser un agente que favorezca el entrecruzamiento. Esta
explicacion solo se enfoca en el sistema de blg-GX, sin embargo, estos hallazgos son
valiosos para entender la gelificacion electrostatica de otras mezclas de proteinas y

polisacaridos (Le y col., 2017).

1.3 Empleo de hidrogeles en la encapsulacién de compuestos bioactivos

1.3.1 Encapsulacion

Anteriormente la encapsulacién se ha descrito como una tecnologia para proteger
sustancias sensibles, como lo son los componentes bioactivos inestables, contra las
influencias de entornos adversos. En la encapsulacion el compuesto de interés,
conocido también como nucleo, queda atrapado y estable dentro de otro material de
revestimiento, matriz o membrana, denominado “material de pared”. Esta membrana
actua como una barrera fisica para el oxigeno u otras moléculas, evitando la
degradacion del compuesto de interés. Por otra parte, el compuesto encapsulado
puede liberarse de forma controlada en sistemas bioldégicos complejos o en

aplicaciones de productos (Ahmed-Wani y col., 2015).

Uno de los objetivos mas importantes del proceso de encapsulacion es que el
compuesto encapsulado se mantenga estable. Algunos reportes mencionan que la
estabilidad del ingrediente activo depende en gran medida de la estructura y
funcionalidad de la matriz, las condiciones de procesamiento y las interacciones
nucleo-matriz. Para que la técnica de encapsulacion tenga éxito se debe comprender
qué tan sensibles son los ingredientes activos frente a factores fisicos, quimicos y

ambientales, se debe comprender si estos factores pueden causar la pérdida de
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funcionalidad biologica, degradacion quimica o una liberacion prematura o
incompleta de los compuestos activos (Ahmed-Wani y col., 2015; Timilsena y col.,
2020).

Dependiendo de la naturaleza del nucleo y del uso que se le dara al producto
terminado, se han investigado varias técnicas de encapsulacion. Existen varios
métodos de micro / nanoencapsulacion que han sido aplicados en alimentos,
productos farmacéuticos, agricultura, textiles, papel y otras industrias afines. Las
microparticulas son particulas esféricas con tamafios desde 1 a 250 um y las
nanoparticulas son sistemas poliméricos submicrénicos (<1 um) (Valdiviezo-Morales
y col.,, 2017). Algunas de estas técnicas de micro / nanoencapsulacién son las
siguientes: recubrimiento del compuesto activo, la cual es una de las técnicas mas
simples; secado por aspersion es una técnica de encapsulacion muy eficaz y
ampliamente utilizada en las industrias alimentaria y farmaceéutica; revestimiento de
lecho fluidizado, el cual es usado comunmente para el recubrimiento secundario de
los productos principalmente encapsulados para mejorar la estabilidad;
recubrimiento por extrusién, el cual es conveniente para producir productos
encapsulados altamente densos; atrapamiento de liposomas el cual es muypopular
en la industria de administracidén de farmacos y nutracéuticos; la coacervacion, fue el
primer proceso de encapsulaciéon reportado para la produccion industrial de
productos micro encapsulados y la gelificacion ionotrépica que implica la interaccion
de un polimero i6nico con un idn de carga opuesta que conduce un entrecruzamiento

entre los dos polimeros (Timilsena y col., 2020).

Anteriormente se ha demostrado que la encapsulacidon empleando hidrogeles es una
alternativa rentable y practica para mejorar la estabilidad y biodisponibilidad de

diferentes compuestos bioactivos o nutrientes (Lui y col., 2021).
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Los hidrogeles al ser biocompatibles y tener la capacidad de retener compuestos
bioactivos, se han dado a conocer como biomateriales con potencial para ser
aplicados en la industria farmacéutica, biomédica y agroalimentaria, entre otras. En
la industria alimentaria existen una gran variedad de compuestos que han sido
encapsulados utilizando hidrogeles entre los que se encuentran los compuestos
fendlicos. En la actualidad se han caracterizado mas de mil compuestos fendlicos en
plantas que han sido utilizados en la industria alimentaria para la aumentar el valor
nutricional de los alimentos. Por ejemplo, son usados como colorantes naturales y
agentes conservadores de sabor. Lo polifenoles por su naturaleza antioxidante
previenen la peroxidacion lipidica de algunos alimentos, de esta manera ayudan a
incrementar la estabilidad la estabilidad de estos alimentos. El uso de los hidrogeles
en la industria alimentaria puede servir ya sea como matrices de compuestos
bioactivos 0 como empaques que protegen la integridad de los alimentos por un largo
periodo de tiempo, asi mismo los hidrogeles sirven como agentes texturizantes, por
ejemplo, los hidrogeles de pectina los cuales llegan a mejorar la textura de algunos
productos alimenticios. Por otra parte, los hidrogeles pueden ser usados en la
industria farmacéutica y biomédica gracias su potencial de absorber agua,
permitiendo tener la biocompatibilidad y la flexibilidad de un tejido natural, sin
embargo, aun siguen persistiendo ciertas limitaciones en el area biomédica. En el
caso de la industria farmacéutica gracias a la porosidad de los hidrogeles, se han
usado como sistemas de liberacién controlada de compuestos con efectos benéficos
para la salud. Ademas, varias investigaciones médicas se han centrado en usar
compuestos antioxidantes con el fin de evitar la formacion de radicales libres. De esta
manera los compuestos con actividad antioxidante han empezado a recibir mas
interés en distintas industrias, un ejemplo es el uso de la encapsulacion de

antioxidantes en hidrogeles (Espinosa—Andrews y Garcia—Marquez., 2017).

1.3.2 Compuestos bioactivos
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Cuadro 2. Ejemplos de compuestos bioactivos que son candidatos para ser
encapsulados.

Compuestos
bioactivos

Funcion del
compuesto

encapsulado

Ejemplos y beneficio ala salud

Compuestos
fendlicos

Protege y mejora de
las actividades
antioxidantes y
funcionales.

Resveratrol
Tiene propiedades de antienvejecimiento,
anticancerigenas, antiinflamatorias y antioxidantes.

También mejora la sensibilidad a la insulina en pacientes
diabéticos tipo 2.
Catequinas

Neutraliza los radicales libres, reduce el riesgo de cancer,
protege la piel del dafo inducido por la radiacién UV.

Antocianinas

Es un antioxidante, anticancerigeno, también mejora la
capacidad visual y el funcionamiento cognitivo.

Quercetinas

Funciona como un potente antioxidante, antiinflamatorio,
antialérgico y anticancerigeno, también inhibe la proteina
quinasa activada por mitocondrias (MAP) en las células
del carcinoma epidérmico humano e inhibe el crecimiento
tumoral.

Carotenoides

Estabilizacion,
liberacidon controlada
eficiente, expansion de
su aplicacion industrial
(como colorantes vy
antioxidantes).

Licopeno

Tiene funcién antioxidante y ayuda a reducir el cancer de
préstata.
Alfa caroteno

Neutraliza los radicales libres que pueden dainar las
células, aumenta las defensas antioxidantes celulares,
protege la cérnea de la luz ultravioleta

Vitaminas

Proteccion ala
oxidacion.

Vitaminas (A, B, C, E, K)

Funcién antioxidante, también ayuda al para crecimiento
y desarrollo, coagulacién sanguinea, cicatrizacion de
heridas.

Fuente: Pateiro y col., 2021.
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Los compuestos bioactivos de interés pueden ser entregados y liberados desde la
ingestién hasta la digestion de manera exitosa por medio de la encapsulacion. Un
componente bioactivo de un alimento, llamado también agente nutracéutico, es aquel
gue aporta un beneficio a la salud mas alla de los considerados como nutricion
basica. Este tipo de componentes se pueden encontrar en pequefias cantidades
sobre todo en productos de origen vegetal. Algunos de estos compuestos bioactivos
son: polifenoles, flavonoides, carotenoides y vitaminas (Aguilera—Garca y col., 2007;
Ahmed-Wani y col., 2015; Lui y col., 2021). En el Cuadro 2 se encuentran algunos

compuestos bioactivos de interés en la industria alimentaria (Pateiro y col., 2021).

Es necesario senalar que, muchos de estos compuestos son sensibles al calor, la
luz, el oxigeno, los acidos gastricos, las enzimas y las sales biliares, por lo que su
estabilidad y biodisponibilidad son bajas (Le y col., 2017). Se ha demostrado que los
meétodos convencionales de administracion de nutrientes no proporcionan perfiles
cinéticos satisfactorios ya que la concentracidon de estos nutrientes decae
rapidamente por debajo de los niveles deseados. Entonces para evitar este problema
es necesario el disefio de sistemas en donde exista una administracion controlada
del nutriente. Estos sistemas utilizan vehiculos o agentes acarreadores que
contienen al compuesto bioactivo y lo liberan de forma controlada para mantener las
concentraciones del nutriente en los niveles deseados durante un periodo de tiempo
determinado (Hu y col., 2020).

Dentro de los diferentes compuestos bioactivos ya mencionados, existe una gran
cantidad de literatura donde se ha estudiado la encapsulacion sobre todo de
compuestos fenolicos y carotenoides. Sin embargo, la encapsulacién de vitaminas
sigue siendo un area de oportunidad. Las vitaminas son compuestos complejos de
naturaleza organica presentes en los alimentos, las cuales son esenciales para la
salud humana, el crecimiento, el desarrollo, la reproduccion y el mantenimiento. De

todas las vitaminas existentes, 13 son consideradas como las de mayor importancia,
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estas se clasifican como vitaminas solubles en agua y solubles en grasa. Las
vitaminas A, E, Ky D son vitaminas solubles en grasa, mientras que las vitaminas
B1, B2, B3, B5, B6, B9, B12, la vitamina C (VC) y la biotina son vitaminas solubles
en agua. A pesar de encontrase en una amplia gama de fuentes dietéticas que
incluyen fuentes vegetales y animales para estas vitaminas, si hay una ingesta
deficiente en la dieta de las personas puede provocar graves problemas de salud,
por eso es de gran importancia del consumo adecuado de cada una de ellas
(Magbool y col., 2017).

La vitamina C es un nutriente soluble en agua el cual es necesario para preservar
algunos procesos fisioldgicos saludables en los seres humanos como son: promover
la biosintesis de colageno, proporcionar fotoproteccion, reducir la melanina, eliminar
los radicales libres y mejorar la inmunidad (efecto antiviral). También se ha descrito
que la VC esta implicada en la prevencion del escorbuto, en reducir el riesgo de
cancer y enfermedades cardiovasculares y en mejorar la absorcion de hierro para
prevenir la anemia. Se ha mencionado en la literatura que hasta 20-120 mg / dia de
VC se absorben activamente en el intestino delgado. La VC, al igual que otras
vitaminas, es sensible y puede degradarse en condiciones ambientales extremas
como altas temperaturas y pH extremo, disminuyendo su actividad antioxidante
(Wardhani y col., 2020). Para evitar la degradacion de la vitamina y que su consumo
y efectos terapéuticos sean significativos, es necesario que se proteja del liquido
gastrico para que esta pueda llegar de una manera intacta a los intestinos. Una
alternativa para proteger a la vitamina de ambientes adversos es su encapsulacion
(Hu y col., 2020).

Anteriormente las técnicas mas comunmente utilizadas para la encapsulacion de la
VC eran el secado por aspersion, el enfriamiento por aspersion, el recubrimiento en
lecho fluidizado, los liposomas y la extrusion, entre otras (Abbas y col., 2013). En la

actualidad se han encontrado mas métodos de encapsulacién como el método de
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gelificacion con glucomanano desacetilado (Wardhani y col., 2020), el uso de gomitas
de caseina (Yany col., 2021) y el uso de nano capsulas de nano cristales de celulosa

modificada / quitosano (Baek y col., 2021).

En cuanto al uso de hidrogeles para la encapsulacién de la VC, Hu y col., (2020)
utilizaron un sistema binario (polisacarido-polisacarido) para la encapsulacion de la
VC demostrando que es posible encapsular en hidrogeles binarios. Actualmente en
el grupo de trabajo se encontré que mezclas de aislado proteico de frijol (APF) y GX
a 1% de biopolimero son capaces de producir hidrogeles a temperatura ambiente por
acidificacion lenta Cortez-Trejo y col., (2021), basandose en este estudio, se
considerd realizar un hidrogel de APF y GX para la encapsulacién de la VC. Como se
mencion6 anteriormente los hidrogeles desarrollados a partir de proteinas o de
polisacaridos tienen desventajas que pueden ser superadas por hidrogeles binarios
desarrollados a partir biopolimeros distintos debido al efecto sinérgico de las

propiedades de ambos biopolimeros.
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2. HIPOTESIS

El hidrogel mixto a base de APF y GX encapsula vitamina C manteniendo su

capacidad antioxidante.
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3. OBJETIVOS

3.1 General

Evaluar la capacidad de encapsulaciéon de vitamina C de un hidrogel de aislado proteico

de frijol y goma xantana.

3.2 Especificos

e Determinar las condiciones experimentales para la encapsulacion de vitamina C
empleando un hidrogel a base de aislado proteico de frijol y goma xantana.

e Caracterizar fisicoquimicamente el hidrogel cargado con vitamina C.
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4. METODOLOGIA

4.1 Materiales

La goma xantana, la glucono-0-lactona y todos los demas reactivos para la
realizacion de las pruebas experimentales se obtuvieron de Sigma - Aldrich Co, a

menos que se indique lo contrario.

4.2. Métodos y disefio experimental

4.2.1 Obtencion del APF

El APF se preparo utilizando el método descrito por Cortez-Trejo y col., (2021). Los
frijoles se dejaron reposar en agua durante 16 horas, después de este tiempo se
retird la cascara manualmente y los cotiledones se secaron a 40° C durante 12 horas.
Posteriormente, los granos se procesaron en un molino de laboratorio para producir
harina con un tamano de particula equivalente a 60 mallas. La harina se resuspendi6
en agua (1 g de frijol / 10 mL agua) y el pH se ajusté a 8.0 con 0.1 M de NaOH y la
extraccion de proteinas se realizé a 35° C con agitacién durante 1 hora. La mezcla
se centrifugd a 5000 g durante 15 minutos a 42 C, después se recolectd el
sobrenadante. El precipitado se re-extrajo en condiciones idénticas para maximizar
el rendimiento, y las dos extracciones se combinaron. Se ajustdo el pH del
sobrenadante a 4.3 con HCI para precipitar las proteinas, seguida de una de
centrifugacién a 10000 g durante 20 minutos a 42 C. Se descarto6 el sobrenadante y el
sedimento se re-suspendié en agua, fue neutralizado vy liofilizado. Finalmente, se

almacenod a -20°C hasta su uso.

4.2.2 Preparacién del hidrogel
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Los hidrogeles APF: GX se prepararon siguiendo la metodologia de Cortez-Trejo y
col., (2021). Se prepard una mezcla proteina-goma xantana a 1% de concentracion
de biopolimero y proporcion proteina-polisacarido 1:1 p/p. Primero se prepararon a
temperatura ambiente las dispersiones acuosas individuales de BPI (3% p/v) y XG
(0.8% plv) las cuales fueron agitadas magnéticamente durante 3 h. Después de este
tiempo se mezclaron y homogenizaron en vortex. La dispersion de APF se ajustd a
pH 10.0, 30 min previo al término de las 3 h, mientras que la dispersion de GX se
ajusté a este mismo valor de pH inmediatamente previo al mezclado. Una vez
obtenida la mezcla, esta se gelific6 mediante acidificacion lenta a temperatura
ambiente, para esto se us6 la cantidad correspondiente de glucono-d-lactona (GDL)
para acidificar hasta pH 4.0, se homogeneiz6 en vortex y después se dejo reposar

por 18 h, tiempo después del cual se consideré completa la gelificacion.

Para la preparacion de los geles con vitamina C al 0.8% (p/v), se siguioé el método
anterior con algunas modificaciones. Se pesaron 8 mg de VC los cuales se
disolvieron en 250 pl de agua destilada y esta solucion de VC se afadié a 250 pl de
la solucion de GDL previamente preparada, la solucién de GDL:VC se mezclé en el
vortex y posteriormente se afadio a la mezcla de APF: GX previamente preparada,

se homogenizo6 en vortex y se dejé reposar por 18 h a temperatura ambiente.

423 FTIR

La espectroscopia infrarroja fue utilizada para determinar las interacciones
intermoleculares entre los componentes del hidrogel APF: GX con y sin VC. Se
obtuvieron los espectros IR de los biopolimeros individuales de los hidrogeles
siguiendo del método de (Cortez-Trejo y col., 2021). Antes del analisis, los hidrogeles
se congelaron a -70°C y se liofilizaron. Los espectros infrarrojos de los geles
liofilizados fueron registrados en un rango de 4000-650 cm-' utilizando un
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espectrometro Spectrum GX (Perkin Elmer). Los resultados se expresaron como

porcentaje de transmitancia o absorbancia.
4.2.4 Microscopia electronica de barrido (MEB)

La morfologia de los hidrogeles APF: GX con y sin VC se examind por MEB de
acuerdo con el método descrito por Cortez-Trejo y col., (2021). Brevemente los
polvos de las muestras previamente liofilizadas se unieron a una cinta de carbono de
doble cara y se cubrieron con una capa de oro de 50 nm de espesor utilizando un
ionizador de metal. Las muestras se examinaron con un voltaje acelerado de 10 kV
con un microscopio EVO-50 (Carl Zeiss, Jena, Alemania) y las micrografias fueron
tomadas a 100, 500 y 10 000 aumentos.

4.2.5 Capacidad de retencion de agua (CRA)

La CRA de los hidrogeles APF: GX con y sin VC se determind siguiendo la
metodologia de Hidalgo y col., (2020) con algunas modificaciones. Los hidrogeles
(710 g) se prepararon in situ en tubos centrifugos de 45 mL. Después de la
gelificacion completa (18 h), los tubos se centrifugaron a 200 x g durante 15 min a 4
°C. El porcentaje del agua expulsada se cuantifico registrando los pesos antes y
después del proceso de centrifugacién. La CRA se calcul6 utilizando la férmula
siguiente:

p0—p

% CRA = —
e p0 = 100

Donde pO0 es el peso inicial del agua en el gel (g) y p es el peso del agua expulsada

(9).
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4.2.6 Sinéresis

La sinéresis de los hidrogeles APF: GX con y sin VC se determind siguiendo el
meétodo de (Wei y col., 2020) con algunas modificaciones. Los geles (710 g) se
prepararon en viales de 10 mL. Después de 18 h de gelificacion, los viales se
invirtieron y se colocaron en papel de filtro durante 120 min. El peso del agua
expulsada se cuantificd registrando el peso de los geles antes y después de la
inversion. La sinéresis se calculé mediante la formula siguiente:

p

O Cindracic —
YoSinéresis p0 * 100

Donde p es el peso del agua expulsada (g) y p0 es el peso inicial del agua en el gel
4.2.7 Mediciones oscilatorias de pequena amplitud

Se determiné el moédulo de almacenamiento o elastico (G'), médulo de pérdida o
viscoso (G'') y el angulo de fase & de los geles APF: GX con carga y sin carga de VC
siguiendo la metodologia de Cortez-Trejo col., (2020). Después de la gelificacion
completa de los geles (18 h), se realizaron mediciones de oscilacion dindmica con
un redmetro ARES (Rheometric Scientific) equipado con una geometria plato-plato
con didmetro de 50 mm. El espacio entre los platos se mantuvo en 0.5 mm. Se
realizaron barridos de frecuencia para cada muestra en un rango de 0.1 Hz-100 Hz

a una deformacion constante de 0.5%.
4.2.8 Fuerza de gel

La fuerza de los hidrogeles APF:GX con carga y sin carga de VC se obtuvo mediante
un analizador de textura TA-TX2 plus texture analyzer (Stable MicroSystems). Los
hidrogeles se prepararon en viales cilindricos (20 mm de altura, 25 mm de diametro).

Después de la gelificacidn completa de las muestras (18 h), los hidrogeles fueron
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analizados por una probeta cilindrica (P/0,5 R) a un 40% de compresion. Las

velocidades pre-test, test y y post-test fueron de 1, 0.5 y 2 mm/s, respectivamente.

4.2.9 Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante los hidrogeles APF:GX con y sin VC se determiné
mediante los ensayos de ABTS y DPPH, después de 18, 26, 72 y 84 horas de
gelificacion. Para esto muestras de hidrogel preparadas de acuerdo con la seccion
4.2.2 fueron mezcladas con metanol siguiendo la metodologia de Thongchai y col.,
(2020), con algunas modificaciones. Después de las horas de almacenamiento
respectivas, a cada gel se le agregd6 10 mL de metanol, y la mezcla fue

homogenizada con ayuda de un ultraturrax.

Para los analisis ABTS y DPPH se sigui6 el método de Nikolaos y Sigalas, (2008).
Primero se prepararon las soluciones de ABTS y DPPH, de estas soluciones se
tomaron 230 y 200 pL respectivamente y se anadieron a 20 pL de cada muestra
(hidrogeles y controles), las muestras se dejaron reposar durante 30 minutos en la
oscuridad (Ryu y col., 2018, Esposito y col., 2020). Después de los 30 minutos, las
absorbancias se registraron en un lector de microplacas UV-Vis Spectra Max
(Molecular Devices) y la capacidad antioxidante se determiné empleando una curva

estandar de Trolox y se calculé el porcentaje (%) de inhibicién de radicales.

4.2.10 Analisis estadisticos

Cada analisis se realizard por duplicado o triplicado. Los datos se analizaron
mediante un analisis de varianza (ANOVA) y para la comparacién de medias se utilizé
segun el caso, la prueba de Tukey o de Dunnet (p<0.05) utilizando el programa JMP

8.0. Todos los resultados se expresaran como la media * la desviacion estandar.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 FTIR

La Figura 4 muestra los hidrogeles de APF:GX con y sin VC.

Figura 4. Hidrogeles APF:GX después de las 18 horas de gelificacion (Fuente
propia, 2022).

Para comprender las posibles interacciones entre los componentes de los hidrogeles
APF:GX con carga y sin carga de VC, los espectros FTIR de VC, APF, GX e

hidrogeles mixtos se muestran en la Figura 5.

La VC tiene numerosas bandas que sirven para su identificacion, las cuales se
mencionan a continuacion. Las bandas observadas a 3500-3200 cm' y a 2990-2920
cm!, se deben al estiramiento del grupo hidroxilo (OH) y al estiramiento C-H,
respectivamente. El estiramiento del grupo carbonilo (C=0) se observa a 1750 cm-'

y la banda a 1650 cm™' pertenece al estiramiento C=C. Por otro lado, las bandas
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entre los numeros de onda 1271-1113 cm-! pertenecen al estiramiento C-O-C y la
flexion C-OH se puede detectar en 1313 cm!, mientras que la flexién C-H se puede
observar a 1022, 989 y 869 cm-'. Finalmente, las bandas de C-C se pueden observar
a 819, 752y 721 cm (Sk & Yue., 2014; Ahmed y col., 2018; Yan y col., 2021). Es
de importancia mencionar que las bandas de absorcién mas representativas de VC
son las encontradas a 1750, 1650, 1313y 1113 cm-'.
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Figura 5. Espectros infrarrojo de VC, APF, GX, hidrogel sin VC e hidrogel con VC.

En cuanto al espectro de APF, los resultados fueron comparables con lo reportado
en la literatura. La banda a 3272 cm! estd relacionada con las vibraciones de

estiramiento O-H. La banda a 1630 cm' estd asociado con la Amida | (vibraciones
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de estiramiento C=0), la banda 1525 cm-' se atribuye a la Amida Il (estiramiento CN,
flexion NH) y por ultimo la banda 1233 cm-'- pertenecen a bandas de proteinas Amida
[l (estiramiento CN, flexion NH) (He y col., 2013; Ismael y col., 2019; Moghadam y
col., 2021, Cortez y col., 2021).

La goma xantana también muestra varias bandas de interés en su espectro. Las
principales bandas presentes en el espectro de GX fueron de 3322, 2903, 1727, 1615
y 1033 cm-'. Las bandas anchas observadas a 3322 cm' y 2903 cm' se asignan a
las vibraciones de estiramiento de los grupos O-H y -CHz,-CHjs alifaticos en GX. Las
bandas encontradas a 1727 y 1615 cm™' se deben al grupo carbonilo (C=0) y el
grupo carboxilo (COO-) que pertenecen a un grupo acetilo y a un acido glucuronico,
respectivamente. La banda a 1033 cm! se debe a la vibracion de estiramiento C-O
del grupo alcohdlico (Santoshi-Kumari y col., 2015). También se ha reportado que el
perfil tipico de los polisacaridos ha sido visible en el rango de 920-1100 cm™' en el

espectro de goma xantana (estiramiento de enlaces C-O y C-C) (Djenary col., 2018).

En la Figura 6 se muestran a detalle los espectros infrarrojo de los hidrogeles APF:GX
con carga y sin carga de VC. Primero se debe describir qué es lo que sucede en el
hidrogel sin VC. La banda observada a 3280 cm™' puede considerarse como una
combinaciéon de los grupos hidroxilo y N-H de GX y APF, respectivamente. Los
grupos hidroxilo pueden formar enlaces de hidrogeno, lo cual se ha reportado que
confirma la formacién del hidrogel (Djenar y col., 2020). Sin embargo, esta banda
disminuy6 en numero de onda y en intensidad respecto a la mostrada en el espectro
de GX individual (3320 cm') y se mantuvo similar a la de APF (3272 cm), esta
disminucion puede deberse a la presencia de otro tipo de interacciones entre los
biopolimeros, como las interacciones electrostaticas entre los grupos funcionales de
la proteina y el polisacarido las cuales también participan en la formacion del hidrogel
(Kurty col., 2019).
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Asimismo, es importante mencionar los cambios que sufrieron los grupos
caracteristicos de ambos biopolimeros al formar el hidrogel. En el caso de la GX dos
grupos caracteristicos disminuyeron su intensidad, uno fue grupo carbonilo (C=0) y
el otro grupo corresponde a la estructura de la GX, los cuales se encuentran en el
espectro del hidrogel a 1726 cm' y a 1033 cm™?, respectivamente. La disminucién de
intensidad de ambos podria deberse a la posible interaccidon electrostatica del grupo
carbonilo (negativo) y zonas cargadas positivamente en la proteina originando un
cambio en el esqueleto de la GX debido a esta interaccion. Ademas, el grupo
caracteristico carboxilo (COO-) también se vio afectado, sin embargo, este se
encuentra superpuesto con la banda Amida | de la proteina (C=0), la banda

resultante se observo a 1633 cm-'.

En el caso del aislado proteico de frijol se vieron afectados los grupos Amida l y Il. La
banda observada a 1633 cm' en el hidrogel sin VC disminuy6 su intensidad respecto
a la banda Amida | del APF individual. Esta disminucién en la intensidad puede
asociarse a las interacciones electrostaticas de los grupos negativos (carboxilo) del
polisacarido y los grupos positivos (amino) de la proteina (Rany col., 2021). Ademas,
la banda observada a 1539 cm (corresponde a Amida Il) también disminuyé su
intensidad. Esta disminucion en la intensidad de Amida | y Il puede atribuirse a un

cambio en la estructura secundaria de la proteina (Szyk-Warszynska y col., 2019).

Para observar mas a detalle la interaccion entre la superposicion entre el grupo
Amida | (C=0) y grupo carboxilo (COO-), se realizé un analisis de segunda derivada
de los espectros expresados como absorbancia (Figura 7). El analisis se realiz6 entre
la region 1635-1615 cm'. El espectro del hidrogel sin VC disminuyé su intensidad
respecto al espectro de APF y se mantiene similar al de la GX con ligeras
modificaciones, lo que confirma una gran disminucion del grupo Amida | al formar
interacciones electrostaticas con GX (Sizeland y col, 2018).
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Figura 6. Espectros FTIR de VC, hidrogel APF:GX cony sin VC.

Finalmente, se describe el espectro del hidrogel APF:GX cargado con VC (Figura 6),
el cual muestra un espectro muy similar al hidrogel sin VC con algunos cambios
sutiles pero importantes de explicar. La similitud de ambos geles puede indicar que
se mantienen mayormente las interacciones intermoleculares aun con la adicion de
VC. Por otra parte, el espectro del hidrogel cargado con VC mostr6 cambios
evidentes en los grupos funcionales respecto a la VC individual. Por ejemplo, en el
rango de 3600-2800 cm' se mantiene similar al hidrogel sin VC, con una ligera
disminucion en la intensidad de la banda, lo que puede indicar una disminucién en
los enlaces de hidrogeno sin embargo no llegan a percibirse las bandas agudas como
las del espectro de la VC individual. La banda a 1730 cm-! aument6 ligeramente su
intensidad en comparacién con la del hidrogel sin VC, este aumento podria deberse
a la coincidencia del estiramiento del grupo carbonilo de la VC y de la GX (Yan y col.,

2021). En la banda a 1631 cm' (correspondiente a la Amida | de la proteina la cual
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se traslapa con el grupo carboxilo de GX), no hubo cambio notable en la intensidad,
pero si hubo una disminuciéon en el ancho de la banda. El analisis de segunda
derivada (Figura 7) muestra que el espectro de hidrogel con VC retoma ligeramente
una forma mas similar a la de APF individual, esto puede indicar que se vieron
afectadas las interacciones electroestaticas entre de APF y GX. Por otra parte, la
banda a 1033 cm-! (correspondiente a la disposicién molecular de las cadenas la GX)
(Figura 6), no se vio afectada por la adicion de la vitamina C, lo cual indica que la
estructura de la GX se mantuvo igual que en el hidrogel control (Hoyos-Leyva y col
2018).

1GX
;Efj:2g:ljj1:fi/h‘&““‘—-"*’”~\\h_/////’*F\\\\\\_,//’_"\‘“~

"Hidrogel con VC

Absorbancia

| aPF
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Figura 7. Segunda derivada de espectros infrarrojo de APF, GX,
hidrogeles APF: GX con y sin VC.

Continuando con la Figura 6, entre las zonas de 1370/1130 cm' y 950/820 cm-' del
hidrogel APF:GX con VC respecto al hidrogel APF:GX sin VC las bandas se

mantienen muy similares, aumentando ligeramente su intensidad, esto podria
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deberse a la presencia de los grupos de bandas agudas (C-O y C-H) de la VC
individual. En cambio, la Unica zona con importancia que disminuyé de intensidad
respecto al hidrogel sin VC fue la banda a 1540 cm-! (correspondiente a la Amida Il
de la proteina), pudiendo indicar algun cambio en la estructura secundaria de la
proteina o una disminucion en las interacciones electrostaticas en donde participan

los grupos de la Amida Il (Hoyos-Leyva y col., 2018).

Adicionalmente, al ser la VC encapsulada, sus bandas de absorcion caracteristicas
(1750, 1650, 1313 y 1113 cm) no fueron evidentes en el espectro del hidrogel con
VC y quedaron sobrepuestas en las bandas formadas por APF y GX. La unica banda
caracteristica de VC que disminuy6 notablemente su intensidad al encapsularse fue
la de 1313 cm1, esta banda corresponde al grupo C-OH lo que sugiere su union por

puentes de hidrogeno a la matriz del hidrogel.

Por otro lado, debido a que el espectro del hidrogel APF:GX con VC es mas parecido
al del hidrogel control (sin VC) que al de la VC individual, sugiere una interaccion
entre los grupos hidrofilicos de la VC y los grupos hidrofilicos de los biopolimeros

(amino, carbonilo) de acuerdo con Song y col., (2022).

Esta interaccion conduce a la alteracion de las frecuencias vibratorias de los grupos
funcionales de la VC y ocasiona una superposicion con los grupos de los polimeros
(Lai y col., 2015). Ademas, Hoyos-Leyva y col., (2018), reportaron ligeros cambios
en el numero de onda de las bandas caracteristicas de la VC y una disminucién en
su intensidad al ser microencapsulada con almidén. Estos autores atribuyeron estos
resultados a la formacién de enlaces de hidrogeno entre la VC y el almidén el cual
es rico en grupos hidroxilo (OH) presentes en su unidad monomeérica (D-glucosa).
Adicionalmente, Nesterenko y col., (2014) mencionan que las proteinas de soya
pueden encapsular eficientemente VC con una eficiencia de retencion de 91.8 %,

31



debido al caracter hidrofilico del aislado proteico de soya, y, por tanto, la formacion

de puentes de hidrogeno con la VC.

5.2 Microscopia electrénica de barrido (MEB)

5.2.2 Hidrogel con VC

155 High Waeuum g2t 1000k 55

5.23 Aglomerado GX

Figura 8. Micrografias MEB de geles APF: GX liofilizados (a) Hidrogel sin
VC, (b) Hidrogel con VC, (c) Aglomerado GX.

32



Las microestructuras de los hidrogeles APF:GX liofilizados con carga y sin carga de
VC se muestran en la Figura 8. El hidrogel sin VC (Figura 8a) mostr6 estructuras que
se han denominado en la literatura como una “estructura aglomerada” las cuales son
comunes en particulas que han sufrido liofilizacion (Talita y col., 2015). Este tipo de
estructura es similar a las estructuras de otros geles mixtos (proteina - polisacéarido).
Por ejemplo, en la investigacion desarrollada por Yang y col., 2022 obtuvieron geles
de proteina de coco (CP) y goma xantana, en donde observaron por MEB una
estructura de gel densa con poros pequenos. Estos autores reportaron a las
interacciones electrostaticas e interacciones hidrofébicas como las fuerzas

principales responsables de la formacion de los geles CP-GX.

Por otro lado, la Figura 8b muestra las estructuras de los hidrogeles APF:GX con VC,
las cuales son muy similares a las del hidrogel sin VC. Sin embargo, la diferencia se
encuentra en la formacion de una estructura ovoide sobre la estructura aglomerada
formada por la APF y la GX, esto podria indicar que la VC se uni6é a ambos polimeros
por medio de puentes de hidrogeno, como se menciond anteriormente. Da Cruz y
col, (2022) realizaron una microencapsulacion VC en un sistema de gelatina y
pectina, en sus resultados, mostraron micrografias de microcdpsulas con paredes
continuas y sin grietas y poros, similares a las realizadas en este trabajo. Sin
embargo, no fue posible comparar las micrografias obtenidas en este trabajo con
otros articulos en donde se encapsule VC en hidrogeles ya que existe poca

investigacion respecto a la encapsulacion de esta vitamina en hidrogeles mixtos.

En la Figura 8c se muestran las micrografias en donde se observan un aglomerado
blanco al anadir la VC al hidrogel APF: GX. Este aglomerado es similar a las
microestructuras mostradas en el articulo de Amaral y col., (2021), los autores
describen una muestra de GX pura, como una estructura filamentosa delgada y
homogénea, con apariencia de “hojas” separadas. Esto sugiere que la adicion de la

VC pudo afectar la interaccion de la GX con la APF.
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5.3 Capacidad de retencion de agua (CRA) y sinéresis

La CRAYy la sinéresis de los hidrogeles APF: GX con y sin carga de VC se muestran
en el Cuadro 3. La CRA promedio de los geles sin VC fue de 92.60 + 5.48%, mientras
que los geles con VC presentaron un valor de 90.87 + 5.44%. Como se observa, al
anadir VC la CRA del gel disminuyo. La CRA depende de varios factores, como el
tamano de poro del gel, de las caracteristicas de los biopolimeros empleados y de la
interaccion especifica entre las moléculas de agua y las cadenas de polimeros
(Thivya y col,.2022). El gel al estar formado por una red de polimeros con grupos
hidrofilos tiene una alta afinidad hacia el agua, lo cual refleja una mayor CRA. En
cambio, la VC, causo una disminucion en su capacidad de retener agua, esto puede
deberse a que el agua encontrada entre las cadenas de los polimeros se vio
reemplazada por la VC, al ser una vitamina hidrofilica, los grupos hidrofilicos de los
polisacaridos forman enlaces de hidrogeno con la vitamina, disminuyendo la
interaccion y retencion de los polimeros con el agua (Zahra y Mehdi, 2020). Ademas,
los hidrogeles con VC tienden a tener una textura mas heterogénea que los
hidrogeles sin VC como se demostrara mas adelante. Se sabe que una disminucién

en la CRA se puede deber a la formacion no homogénea en el gel (Du y col., 2021).

En cuanto a los resultados del porcentaje de sinéresis de los geles, la pérdida de
agua de la red de gel aument6 cuando se anadio la vitamina C. El hidrogel sin VC
tuvo un valor de 0.29 £0.04 %, y el gel con vitamina tuvo un valor menor (0.97 + 0.04
%). Estos resultados concuerdan con lo obtenido en la CRA y ademas confirman que

la adicion de la VC aumenta la pérdida del agua de los geles (Kruif y col., 2015).

Ademas, el analisis estadistico realizado indica que existe una diferencia significativa
en el porcentaje de sinéresis, ya que la perdida de agua fue mayor en el hidrogel con

VC. En cambio, en cuanto a la capacidad de retencion de agua no hay una diferencia
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significativa ya que los porcentajes de CRA son similares, siendo menor el porcentaje

en el hidrogel con VC.

Cuadro 3. CRA y sinéresis de las muestras de hidrogel APF: GX con y sin VC.

Muestra CRA (%) Sinéresis %
Hidrogel sin VC 95.18 £2.25 0.29 £ 0.04*
Hidrogel con VC 92.95+4.30 0.97 £0.04

Los resultados son el promedio * D.E. de tres determinaciones.

Los datos de las muestras fueron comparados contra los controles utilizando el método de Dunnet.
Los asteriscos (*) representan la diferencia significativa de las muestras de hidrogel con VC
comparados con el control (Hidrogel sin VC). Valor p significativo < 0.05.

5.4 Propiedades reologicas y fuerza de los hidrogeles

El médulo de almacenamiento (G'), el modulo de pérdida (G") y la tangente & (tan 6=
G"/G’) del hidrogel APF:GX con carga y sin carga de VC se presentan en la Figura
9. Se observa que ambos geles muestran un modulo de almacenamiento mayor al
modulo de pérdida, esto indica que ambas muestras tienen una naturaleza de gel.
Para que un material se considere como gel, el componente sélido o elastico (G')
debe ser mayor que el componente liquido o viscoso (G") (Priya y col., 2015).
Ademas, es importante mencionar que un gel es considerado como “verdadero”
cuando en su régimen de viscoelasticidad lineal sus modulos de elasticidad y viscoso
son independientes de la frecuencia (Vargas y col, 2008). Comparando el modulo de
almacenamiento de ambas muestras, el hidrogel con VC presenta una mayor

dependencia hacia la frecuencia en comparacion con el hidrogel sin VC.

En la Figura 9, fue posible observar que ambos geles obtuvieron valores de tan &
menores a 1, indicando que tienen un comportamiento elastico (Moniri y col., 2020).
Sin embrago en el caso del gel sin VC mas de la mitad de los valores fueron < 0.1 en

cambio para el gel con VC, la mayoria de sus valores fueron > 0.1 y de acuerdo con
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Moniri y col., (2020) los valores de tan d superiores a 0.1 definen que las muestras

no son un gel verdadero y su estructura esta entre la de un biopolimero concentrado

y un gel real.
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Figura 9. Variacion de G, G" y tan & con la frecuencia (Hz) de hidrogeles APF:GX
con y sin VC. G' moédulo de almacenamiento, Pa. G'* modulo de pérdida, Pa. *Zona

de viscoelasticidad lineal hasta 10 Hz.

Para verificar la dependencia de la frecuencia del médulo elastico de los geles
obtenidos se implement6 el modelo de Ley de potencia y se obtuvo la constante de
este modelo la cual representa la dependencia de G’ frente a la frecuencia (Figura
10). Este valor aporta informacion respecto a las interacciones entre los polimeros
que forman el hidrogel. Si los valores tienden a 0, se considera un gel fuerte, en
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cambio si este valor va en aumento, se considera que disminuye la fuerza del gel
(Ibarra y col., 2014). En este trabajo ambas muestras dan valores menores a 1,
(0.00915 y 0.03872 con y sin VC respectivamente). Sin embargo, es importante
mencionar que este modelo se ajustd mejor a los datos del gel con VC al tener un
coeficiente de correlacion (R2) de 0.9479, en cambio el valor de R2 del gel sin VC fue
de 0.65097, indicando que este modelo no se ajusté a este gel al tener caracteristicas

de un gel mas fuerte.

Hidrogel sin VC Hidrogel con VC
150 - e G G’
—— Ajuste modelo ley de potencia Ajuste modelo ley de potencia
145 - ® ®
140 -
135 -
®
. 1 Modelo Ley de potencia
) 130 + Ecuacion y = a’x*b
1 R2 hidrogel sin VC 0.65097
125 4 R2 hidrogel con VC 0.9479
i Valor Emor estandar
120 ~
| G* Hidrogel sin VC a 138.00503 0.33566
b 0.00915 0.00105
115 4
G* Hidrogel con VC a 122 66448 0.42292
E b 0.03872 0.00144
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Figura 10. Ajuste de datos experimentales de G en funcion de la frecuencia al modelo
de Ley de potencia para los hidrogeles APF:GX con y sin VC. Se tomaron en cuenta

solo los valores de frecuencia en la region de viscoelasticidad lineal.
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Otras investigaciones que han trabajado con hidrogeles mixtos han obtenido valores
similares de dependencia de la frecuencia, por ejemplo, Priya y col., (2015)
mencionan que hidrogeles de quitina-agarosa tuvieron valores de dependencia
menores a 1. Ademas, Zhang y col., (2021) informaron valores entre 0.015y 0.09 en
geles de aislado de proteina de soya y carragenina, en donde encapsularon un

compuesto hidrofilico.

Por otro lado, la fuerza maxima presenta la dureza y consistencia de un hidrogel
(Hurler y col., 2012), y representa el trabajo necesario para romper los enlaces
internos del material (Wroblewska y col., 2019). En este trabajo, la fuerza maxima de
los geles fue de 0.063 N para el gel sin VC y 0.047 N para el gel cargado con VC
(Cuadro 4). Asimismo, el analisis estadistico observado en el Cuadro 4 confirma que
existe una diferencia significativa de fuerza entre ambos hidrogeles. Estos resultados
indican que se requirié de una mayor fuerza para romper los enlaces internos del gel
sin VC. En cambio, en el caso del gel con VC se requirié aplicar una menor fuerza
para romper sus enlaces internos, pudiendo indicar que existe una cantidad menor
de enlaces que conforman la estructura del gel o que sus interacciones son mas
débiles en comparacién con el gel sin VC. Estos resultados se pueden relacionar con
el analisis FTIR, el cual demuestra una disminucién en las bandas Amida | y Il al
afadir VC al gel, esta diminucion puede estar relacionada con una disminucion en

las interacciones electroestaticas que conforman estos hidrogeles.

Resultados similares se han reportado en hidrogeles formulados con polisacaridos,
y al anadirles VC, estos se vuelven mas débiles debido a una disminucion de las

interacciones moleculares en el interior del hidrogel (Niknamy col., 2022)
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Cuadro 4. Fuerza de los hidrogeles APF: GX con y sin VC.

Muestra Fuerza (N)

Hidrogel sin VC 0.092 £ 0.027

Hidrogel con VC 0.049 £ 0.007*

Los resultados son el promedio + D.E. de tres determinaciones.

Los datos de las muestras fueron comparados contra los controles utilizando el método de Dunnet.
Los asteriscos (*) representan la diferencia significativa de las muestras de hidrogel con VC
comparados con el control (Hidrogel sin VC). Valor p significativo < 0,05

5.5 Capacidad antioxidante

El Cuadro 5 muestra la capacidad antioxidante de los hidrogeles con y sin carga de
VC. De igual manera en la Figura 11 se muestran los porcentajes de inhibicion del
radical (% de inhibicion). Estas propiedades se determinaron a través de los ensayos
DPPH y ABTS.

De acuerdo con los resultados del ensayo DPPH, los hidrogeles APF:GX cargados
conVC alas 18, 36, 72 y 84 horas de gelificacién presentaron capacidad antioxidante
de 91.95+1.18 %, 90.28 +2.72 %, 92.18 £ 0.80 % y 93.41 + 1.34 % respectivamente.
En los resultados de ABTS los hidrogeles cargados de VC a las 18, 36, 72 y 84 horas
de gelificacidon presentaron capacidad antioxidante de 96.73 + 0.50 %, 96.55 + 0.89
%, 96.78 £ 0.29 y 96.74 + 0.60 %, respectivamente. Ademas, como se observa en
la Figura 10 en ambos ensayos, todas las muestras de hidrogel sin VC exhibieron
una capacidad antioxidante mucho menor que las muestras de hidrogel con VC. Lo
cual indica que efectivamente la VC esta ejerciendo una capacidad antioxidante al
afnadirse a los geles. Esto fue un resultado que se esperaba ya que la VC es un
poderoso antioxidante debido a su capacidad para donar atomos de hidrégeno para

neutralizar los radicales libres (Coelho y col., 2022).

Por otra parte, se analiz6 la capacidad antioxidante de soluciones de VC control, las
cuales experimentaron las mismas condiciones que los hidrogeles para su
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evaluacion. Estas condiciones, como se menciona en la metodologia, fueron
diferentes tiempos de almacenamiento (18, 36, 72 y 84 horas) a temperatura
ambiente, la adicion del metanol y agitacion (ultraturrax). A pesar de experimentar
las mismas condiciones que los hidrogeles, las soluciones de VC control tuvieron una
capacidad antioxidante mayor que los hidrogeles cargados con la vitamina. Estos
resultados podrian indicar que un tiempo de almacenamiento de hasta 84 horas a
temperatura ambiente, el contacto con el oxigeno (por el uso del ultraturrax) y la
adicion de metanol no fueron los factores causantes de la disminucién del % de
inhibicién del hidrogel con VC. En cambio, las condiciones que pudieron ocasionar la
disminucién en el % de inhibicidén en los geles con VC, fueron dos factores que no
experimento la solucion de VC control. Uno fue la presencia de los polimeros en el
gel, (los cuales no estan presentes en solucion de VC), en este caso la VC
interacciona con los polimeros (como se discuti6 en los resultados anteriores),
pudiendo cambiar la capacidad antioxidante de la VC al estar encapsulada. Song y
col., (2022) mencionan que las interacciones no covalentes de las antocianinas
(antioxidantes) con proteinas y/o carbohidratos podrian afectar las propiedades de

las antocianinas, incluida la biodisponibilidad y la eliminacion de radicales.

El segundo factor que pudo ocasionar la disminucién en el % de inhibicién del
hidrogel con VC fue cambio de pH que sufre la VC al incorporarse al gel. Como ya
se menciond, la VC es un compuesto sensible a ciertos factores como altas
temperaturas, pH alcalinos, luz, oxigeno y tiempo de almacenamiento, entre otros
(Yiny col., 2022). Estos factores podrian deteriorar su capacidad antioxidante incluso
conducir a la formacion de compuestos toxicos (Lai y col., 2015). Como se menciona
en la metodologia, la VC se anadid junto con GDL a la mezcla de APF:GX, esta
mezcla (APF:GX) se encuentra a un pH alcalino (pH 10) y el pH final del hidrogel
(APF:GX:GDL:VC) es de 4, no obstante, la VC tiene un breve contacto con la mezcla
alcalina (APF:GX), lo cual pudo afectar a la vitamina. Para explicar esto, Farah y col.,
(2020), evaluaron el contenido de VC en distintas condiciones e investigaron el efecto
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de los diferentes valores de pH (3.4, 4.6, 7.5 y 8.1) sobre el contenido de VC en
medios acuosos. El pH con valores de 3.4 y 4.6 no tuvo un efecto significativo sobre
el contenido de la VC. En comparacion, los valores de pH mas altos, 7.5 y 8.1,
redujeron significativamente el contenido de VC en comparacion con el control (pH
5.6). Estos autores también evaluaron el contenido de VC después de 24, 72, 168 y
240 horas a 4°C, ellos mencionan que un dia de almacenamiento a 4°C no tuvo un
efecto significativo sobre el contenido de VC, sin embargo, el almacenamiento a la
misma temperatura durante 72, 168 y 240 horas redujo significativamente el
contenido de VC en comparacion con el control. La pérdida porcentual de vitamina C
se encontré muy cerca a las 72, 168 y 240 horas. Sus resultados indican que el
tiempo de almacenamiento es un factor que disminuye la cantidad de VC. No
obstante, como se mencioné anteriormente, los resultados de la capacidad
antioxidante obtenidos en este trabajo parecen indicar que un tiempo de
almacenamiento de hasta 84 horas a temperatura ambiente no afecta a la VC (a
menos que se contamine la muestra), aunque se debe tener en cuenta que tiempos

de almacenamiento largos si pueden afectar a la VC.

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE
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Figura 11. Capacidad antioxidante de una solucién de vitamina C y de hidrogeles
APF:GX con y sin VC.
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A%

Cuadro 5. Capacidad antioxidante de hidrogeles APF: GX con y sin VC.

% de inhibicion?

Muestra 18 horas 36 horas 72 horas 84 horas

DPPH ABTS DPPH ABTS DPPH ABTS DPPH ABTS

Solucién

control [96.93 +0.952 |99.63 + 0.522 97.51 £ 0.512 100 + 0.002 9758 +1.022 |99.88 +0.212 [ 97.81 +0.932 100 + 0.002
de VC

Hidrogel | 91 g5 + 1 1ge+

ve 96.73 £ 0.502* 190.28 +2.722* |96.55 + 0.89%** |92.18 + 0.802** [96.78 + 0.29%** 93.41 £ 1.34>** 096.74 + 0.60>**
con

Hidrogel

Ve 0.46 £ 0.692 0.23 £ 0.342 0.50 £ 0.402 2.48 £2.302 1.40 £ 2.012 1.27 £ 1.402 1.63 +2.312 1.99 +2.822
sin

1% inhibicion: representa el porcentaje de inhibicion del radical.

Los resultados son el promedio + D.E. de tres determinaciones.

Los datos de cada experimento a cada tiempo fueron analizados estadisticamente por el método Tukey.

Las letras diferentes representan diferencias significativas

Los datos de las muestras fueron comparados contra los controles utilizando el método de Dunnet.

Los asteriscos (*) representan la diferencia significativa de las muestras de hidrogel con VC comparados con el control (Solucién control de VC) para
cada experimento y para cada tiempo.

Los asteriscos en rojo (*) representan la diferencia significativa de las muestras de hidrogel con VC comparados con el control (Hidrogel sin VC) para
cada experimento y para cada tiempo.

Valor p significativo < 0.05



Por otro lado, Baek y col., (2021) obtuvieron comportamientos similares a los
observados aqui. Este grupo de trabajo encapsuldé VC en nanocapsulas (hechas de
quitosano modificado con cloruro de glicidiltrimetilamonio y afadiendo trifosfato de
sodio (VC-GCh-TPP)) y determinaron su capacidad antioxidante por DPPH (lectura
a 30 min). Las nanocapsulas con VC tuvieron una capacidad antioxidante menor en
comparaciéon que la VC libre. Sin embargo, una mayor capacidad antioxidante de la
VC libre correspondio a una menor capacidad de encapsulacion de las hanocapsulas
y viceversa, lo que sugiere para este trabajo que la disminucion en la capacidad
antioxidante observada en los geles APF.GX cargados con VC puede deberse en

parte a la encapsulacién que esta sufriendo la vitamina dentro de la red del gel.

Por ultimo, al analizar estadisticamente los resultados mostrados en el Cuadro 5, se
confirma que existen diferencias significativas entre la capacidad antioxidante del
hidrogel cargado con VC contra la capacidad antioxidante del hidrogel sin VC y con
la solucion de VC, estos dos ultimos fueron tomados como controles para
comparaciones por separado con el gel cargado con VC. Para ambos ensayos
(DPPH y ABTS) a los distintos tiempos, los hidrogeles con VC tienen una capacidad
antioxidante mayor que los hidrogeles sin VC pero tienen una capacidad antioxidante

menor que la solucion de VC pura.

Ademas, el analisis estadistico, confirmé que el tiempo estudiado en este trabajo no
es un factor que afecte la capacidad antioxidante de los hidrogeles con VC, ya que
para cada ensayo (DPPH y ABTS) y a los diferentes tiempos no hubo diferencias

significativas en el porcentaje de inhibicién.

43



6. CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio muestran como es el comportamiento de hidrogeles
mixtos (APF:GX) al agregarles un antioxidante hidrofilico (VC). Los espectros FTIR
demuestran que existen interacciones no covalentes (electroestaticas y enlaces de
hidrogeno) en los hidrogeles mixtos y al anadir VC a la mezcla de APF y GX existen
interacciones entre los grupos hidrofilicos, formando puentes de hidrogeno, esto
beneficia la retencion de la VC en el hidrogel, pero es posible que se vean afectadas
y disminuidas las interacciones electroestaticas entre APF y GX por la adicién de VC.
El MEB muestra estructuras ovoides sobre la matriz del hidrogel, pudiéndose tratar
de la VC interaccionando con APF y GX, sin embargo, es posible que la VC haya
afectado ligeramente a la estructura de APF vy la interaccion entre APF y GX, como
se muestra en los resultados FTIR. También la adicion de VC, ocasioné una
diminucion en la retencidon del agua, una disminucion en la fuerza y ademas aumenté
la dependencia del modulo de almacenamiento hacia frecuencia, esto indica que el
hidrogel con VC fue un gel menos fuerte, pero a pesar de esto, conservd sus
caracteristicas de gel al tener un médulo de almacenamiento mayor al médulo de
pérdida. Por ultimo en el ensayo de capacidad antioxidante se puede concluir que un
cambio de pH (alcalino) y la interaccidn de polimeros con la VC, posiblemente fueron
los responsables de disminuir el porcentaje de inhibicion de los radicales DPPH y
ABTS, esto se debe a que la VC es una molécula altamente sensible y con baja
estabilidad a diversas condiciones ambientales (por ejemplo, temperatura, pH,
oxigeno, luz y humedad). A pesar de haber obtenido geles mas débiles por la adicidén
de la VC, los hidrogeles conservaron se caracter de gel y su capacidad de retencion
de agua y capacidad antioxidante tuvieron valores de aproximadamente 90%, estos
resultados son resultados prometedores para poder seguir realizando mas
experimentaciones con este tipo de hidrogeles.
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Finalmente, al existir poca investigacion respecto a la encapsulacién de la vitamina
C en hidrogeles mixtos, seria necesario realizar mas estudios, como la simulacién de
condiciones gastrointestinales, para determinar la cantidad de VC bioaccesible tras
su consumo. Por otra parte, seria de utilidad evaluar la encapsulacion de otros
compuestos antioxidantes menos sensibles a pH alcalino como el usado en la
preparacion de los geles mixtos, esperando que la actividad antioxidante no

disminuya.
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