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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue elaborar y caracterizar capsulas de alginato de sodio (AS)
que encapsulen hierro heminico (FeHem) y estudiar sus perfiles de liberacion en
condiciones gastrointestinales in vitro simuladas de cerdo lechén. Como fuente de
FeHem se utilizaron eritrocitos bovinos deshidratados por aspersion (EBDA). El
material encapsulante fue AS. Se prepar6 una solucion de AS al 2% p/v, en la cual se
suspendieron distintas proporciones de EBDA: 2,5, 5, 10, 20 y 30% pl/v, las que se
gotearon sobre una solucion reticulante de CaCl,. Se obtuvieron 5 tipos de capsulas por
gelacion idnica, con diferentes proporciones entre AS:EBDA: 1:1,25, 1:2,5, 1:05, 1:10 y
1:15 (p/p) y céapsulas control (sin EBDA). Las cépsulas se caracterizaron segun:
contenido de Fe, eficiencia de encapsulacion (EE%), tamafio, humedad, resistencia,
color, apariencia, y morfologia por microscopia electrénica de barrido equipada con
espectrometria de energia dispersiva. Se aplico un ANDEVA vy prueba de Tukey
(p<0,05) o Kruskal-Wallis con una comparacion de multiples rangos (p<0,05) (Stadistix
8). El contenido de FeHem de EBDA fue 242,2 mg/100g. El Fe total de las capsulas
fluctuo entre 0,47 + 0,05 (1:1,25) a 5,50 + 0,76 (1:15) pg Fe/capsula. La EE% fue alta
para todas las capsulas y significativamente mayor para las capsulas 1:05 alcanzando un
75%. El tamafio de las capsulas aumentd significativamente a mayor contenido de
EBDA de 0,83 = 0,01 mm (1:1,25) hasta 1,57 + 0,05 mm (1:15). Los valores de
humedad disminuyeron significativamente a mayor contenido de EBDA de 92,60 *
0,16% (1:1,25) a 81,14 + 0,72% (1:15). Se observo que las capsulas en proporcién
1:1,25 mostraron un color marron mas claro que las otras proporciones (con mayor
valor de los parametros de color a* y b*, y un menor valor de L*). La resistencia oscil6
entre 2,5 £ 0,2 N (1:1,25) a 5,3 £ 2,7 N (1:15), siendo significativamente superior para
las proporciones 1:10 y 1:15. La morfologia de las capsulas fue de forma esferica,
regular, de superficie lisa, y a mayor contenido de EBDA se hizo mas irregular (1:10 y
1:15). El Fe se distribuy6 homogéneamente en las capsulas. La liberacion de Fe desde
las capsulas en condiciones gastricas in vitro evidencié que aquellas que contenian las
dos concentraciones menores de EBDA, liberaron significativamente més Fe (23% en
promedio), que las proporciones con mayor contenido de EBDA (11% en promedio). La
liberacion de Fe en condiciones intestinales in vitro, también resulté mayor en aquellas

capsulas 1:1,25 y 1:2,5 (71% promedio) hasta el minuto 120, respecto al resto de las
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proporciones (65% promedio). Sin embargo, a los 135 minutos no se detectaron
diferencias significativas entre los porcentajes de liberacién de las cépsulas. Se
obtuvieron 5 tipos de capsulas, que encapsularon FeHem eficientemente, y con una
distribucion homogénea del Fe en su interior. Las capsulas 1:15 presentaron la mayor
concentracion de Fe, una alta EE%, y liberaron un minimo porcentaje de Fe en
condiciones géstricas, y un alto porcentaje en intestino, caracteristicas apropiadas para

su seleccion como un suplemento de Fe oral.



ABSTRACT

The aim of this study was to develop and characterize sodium alginate (AS) capsule that
encapsulate heme iron (FeHem), and study their release profiles in vitro at simulated
gastrointestinal conditions for pig. Spray-dried bovine erythrocytes (EBDA) was used
as FeHem source. The encapsulating material was AS. AS solutions was prepared at 2%
wl/v, and different concentrations of EBDA were suspended into AS solution: 2.5, 5, 10,
20 and 30% w/v, dropped over a CaCl, crosslinking solution. Five types of capsules
were obtained by ionic gelation with ratios between AS:EBDA: 1:1.25, 1:2.5, 1:05, 1:10
y 1:15 (w/w) and control capsules (without EBDA). The capsules were characterized
by: Fe content, encapsulation efficiency (EE%), size, moisture, resistance, color,
appearance and morphology by scannig electron microscopy equipped with energy
dispersive X-ray spectroscopy. Statistical analysis ANOVA and Tukey's test (p<0.05) or
Kruskal-Wallis (p<0.05) and comparison of multiple ranges (Stadistix 8) was used. The
content of FeHem of EBDA was 242.2 mg/100g. The total Fe of the capsules ranged
from 0.47 = 0.05 (1:1.25) to 5.50 + 0.76 (1:15) pg Fe/capsule. The EE% was high and
significantly higher for the capsules 1:05 (75%). The size of the capsules was increasing
significantly to higher EBDA content from 0.83 £ 0.01 mm (1:1.25) to 1.57 = 0.05 mm
(1:15). The moisture values was decreasing significantly to higher EBDA content from
92.60 + 0.16% (1:1.25) to 81.14 £+ 0.72% (1:15). It was observed that the capsules at
1:1.25 ratio showed a lighter brown color than the other ratios (with a higher value the
color parameters a* and b*, and lower value of L*). The resistance ranged from 2.5 +
0.2 N (1:1.25) to 5.3 + 2.7 N (1:15), being significantly higher to 1:10 and 1:15 ratios.
The morphology of the capsules was spherical, regular with a smooth surface, but with
a higher EBDA content became more irregular (1:10 and 1:15). Fe is homogeneously
distributed in the capsules. The release of Fe from the capsules at in vitro gastric
conditions, showed that the capsules at the two lower concentrations of EBDA, release
significantly more Fe (23% average), than the ratios with higher EBDA content (11%
average). The Fe release at in vitro intestinal conditions was also higher in 1:1.25 and
1:2.5 capsules (71% average) at 120 minutes of incubation, compared to others ratios
(65% average). However, at 135 minutes not were detect significant differences
between the capsules. Five types of capsules were obtained, which efficiently

encapsulated FeHem. The Fe showed a homogeneous distribution in the capsules. The
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capsules 1:15 had a high Fe content and EE%, and presented a low percentage of Fe
release at gastric conditions, and high at intestinal conditions. These features are

appropriate for it selection as a Fe oral supplement.
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1.- INTRODUCCION

El hierro (Fe) es el principal mineral precursor de la formacion de hemoproteinas como
la hemoglobina y mioglobina, actia como cofactor de citocromos, catalasas,
peroxidasas y también en varias reacciones de Oxido-reduccion (Pérez, 2009). Este
micronutriente se encuentra presente en los alimentos en dos formas, como Fe heminico
(FeHem), llamado asi por formar parte del grupo hemo de hemoproteinas, el cual esta
contenido en alimentos de origen animal (carne, visceras y sangre) (Conrad y Umbreit,
2000). Esta forma de Fe no es cominmente consumida por los cerdos. Sin embargo, en
algunas dietas para cerdos de recria y adultos se utilizan insumos como harinas de carne
y sangre, que lo incluyen (DeRouchey et al., 2003). La otra forma, corresponde a Fe no
heminico (Fe no-Hem), que se encuentra disponible como suplementos inorganicos, en
alimentos de origen vegetal y animal como huevos y lacteos (Conrad y Umbreit, 2000).
Esta forma representa la mayor fuente de Fe para los cerdos (Yu et al., 2000). Ambas
formas presentan distinta biodisponibilidad, debido a sus diferentes vias de absorcion,
formas quimicas, solubilidades y factores potenciadores e inhibidores que afectan su
absorcion durante su paso por el tracto gastrointestinal (Jolliff y Mahan, 2011; Lipinski
et al., 2013), resultando siempre mas biodisponible, en el caso de humanos, roedores y
cerdos, la forma de FeHem (Lipinski et al., 2013; Pfau et al., 1977; Quintero-Gutiérrez
et al., 2008). EI FeHem es absorbido a nivel duodenal, desde el lumen intestinal es
transportado al enterocito a través de un transportador proteico que no ha sido del todo
caracterizado en el cerdo, pero si en humanos y roedores conocido como “hem carrier
protein-1” (HCP-1) (Shayeghi et al., 2005), una vez ingresado al enterocito, el grupo
Hem sufre una catabolizacion por la enzima hemo-oxigenasa 1, resultando en Fe libre
que es incorporado al “pool” de Fe de la célula intestinal (Collins et al., 2008; Lipinski
et al., 2013). Lipinski et al. (2013) reportaron la posible internalizacion del FeHem via
HCP-1, en donde esta molécula podria permanecer completa en el enterocito y ser
exportada a la circulacion mediante la expresion del “feline leukemia virus subgroup C
cellular receptor” (FLVCR1) en la zona basal del enterocito, que podria entregar el
grupo hem a un transportador especifico para su distribucion a la células blanco, hecho

gue aun esta en estudio.
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La anemia por deficiencia de Fe es una carencia nutricional del cerdo lactante (Collard,
2009; Lipinski et al., 2013). Sin la suplementacion de Fe exdgeno el cuadro clinico se
instaura entre los 7 a 10 dias posteriores al nacimiento (Egeli et al., 1998; Zimmermann,
1995), generando un gran impacto en la industria porcina debido a que afecta
negativamente los pardmetros productivos, incrementa la susceptibilidad a infecciones
y los indices de mortalidad, que puede llegar a un 10% (Ishaya e Ishaya, 2012; Peréz,
2009). Su origen es multicausal, y algunos factores determinantes son: el rapido
crecimiento de los cerdos (Lipinski et al., 2010), el insuficiente contenido de Fe en la
leche de la cerda (1 mg/dia), que no logra cubrir el requerimiento de 7-12 mg de Fe
diarios/animal (Jolliff y Mahan, 2011), la escasa reserva corporal de Fe que no supera
los 50 mg, almacenados principalmente en el higado (Pérez, 2009; Peters y Mahan,
2008), y privacion de acceso a fuentes de Fe natural en los sistemas productivos
confinados (Ishaya e Ishaya, 2012). Recientemente Lipinski et al. (2010) describieron
una inmadurez en el sistema de absorcion y transporte de Fe no-Hem durante la primera

semana de vida de cerdos neonatos.

Como prevencidn, actualmente se administra Fe dextrano en dosis Unica de 200 mg via
intramuscular (im) en los cerdos neonatos (Ishaya e Ishaya, 2012; Peters y Mahan,
2008). Aunque esta medida es efectiva contra la anemia por deficiencia de Fe, se
presentan varias desventajas como: detrimento del bienestar animal por el estrés y dolor
que genera esta maniobra (Marchant-Forde et al., 2014), alteraciones cutaneas,
nerviosas y musculares como abscesos, hematomas, rabdomiolisis y polimiositis, que
pueden causar cojeras temporales; ademas de disminuir el valor comercial del muasculo,
cuando la administracion de este suplemento no se realiza de la manera adecuada
(Foulkes et al., 1991; Svoboda y Drabek, 2007). Pero, principalmente cuadros de
toxicidad por el alto aporte de Fe administrado, que conduce a un aumento en los
procesos oxidativos hepaticos, reacciones de hipersensibilidad e intoxicaciones por Fe
(Lipinski et al., 2010; Jolliff y Mahan, 2011). Otra alternativa a este procedimiento es la
suplementacion oral con Fe (Mehansho, 2006; Theilkuhl et al., 2000). La mayoria de
las experiencias se han realizado suplementando cerdos lechones durante sus primeras
semanas de vida con Fe no-Hem (pastas de Fe, sulfato ferroso, sales acidas de Fe,
compuesto de Fe aminoquelados, suelo ferralinico, entre otros.). Sin embargo, los
resultados han sido desalentadores y actualmente esta via de suplementacién no es

comunmente utilizada, debido a la baja biodisponibilidad del Fe no-Hem (Ishaya e
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Ishaya, 2012), explicada por factores intraluminales que inhiben su absorcién como:
caseina, calcio, cobre, zinc, proteina de suero, fosfatos, taninos, polifenoles, soya, etc.
(Mehansho, 2006; Yu et al., 2000). Por otra parte, como se describié anteriormente
también influye el escaso desarrollo de la maquinaria molecular implicada en la

absorcion y transporte de esta forma de Fe (Lipinski et al., 2010).

La utilizacion de subproductos como ingredientes alimentarios se ha incrementado en la
industria de la alimentacidn animal. Hay experiencias en el uso de harina de sangre para
aprovechar su alto valor nutritivo en la alimentacion de cerdos y eliminar un efluente
contaminante (Almeida et al.,, 2013; DeRouchey et al., 2003). Sin embargo, la
investigacion sobre la utilizaciéon de la harina de sangre como fuente de FeHem para
cerdos lechones es limitada. Algunas estimaciones de la biodisponibilidad del FeHem
de la harina de sangre en cerdos oscilan entre 50-60% (Pfau et al., 1977). Quintero-
Gutiérrez et al. (2008) utilizaron galletas elaboradas con FeHem (17,9% de inclusion)
como medio de suplementacion oral para cerdos de 4 semanas de edad, que fue
comparado con la administracion de sulfato ferroso oral. EI grupo suplementado con
FeHem mostr6 mayores ganancias de peso, una disminucion del 10% del indice de
mortalidad, mejora de los pardmetros hematoldgicos y mayor absorcion intestinal de Fe,
siendo un 23% superior al grupo suplementado con sulfato ferroso. La mayor
biodisponibilidad del FeHem en los cerdos podria ser explicada, porque esta forma de
Fe no tiene fuertes inhibidores de su absorcion (Henry y Miller, 1995). Ademas, el
FeHem ingresa como molécula completa al enterocito, lo que le brinda proteccion; y es
absorbida por una via alternativa a la del Fe no-Hem (Lipinski et al., 2010; 2013). Por
otra parte, en estudios sobre absorcion de FeHem realizados en humanos y roedores, se
ha determinado que los factores que aumentan su biodisponibilidad, son proteinas
animales como la hemoglobina (Conrad et al., 1966), diferentes tipos de aminoacidos o
carne bovina (Layrisse et al., 1984), y cuando el FeHem se entrega dentro de su matriz
(como eritrocitos completos) (Fernando Pizarro, Comunicacién personal®). Asi la harina
de sangre se podria convertir en un sustrato para la suplementacion oral de FeHem a
bajo costo. Sin embargo, existen otros problemas asociados a la suplementacion oral de
Fe como la necesidad de entregar varias dosis repetidas en el tiempo, su baja

palatabilidad, problemas de tolerancia gastrica e inestabilidad a nivel gastrointestinal

! Informe final Proyecto FONDECYT Regular 1061060. Comunicacién personal. Profesor Fernando
Dagoberto Pizarro Aguirre. Director del proyecto. INTA, Universidad de Chile.
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(Theilkuhl et al., 2000). Estas problematicas han obligado a la industria alimentaria a
buscar nuevas herramientas tecnoldgicas para resolverlas. Una alternativa es la

utilizacion de la técnica de encapsulacion.

La encapsulacion, es una tecnologia de micro-empaquetamiento que consiste en el
recubrimiento de un material activo o ndcleo que puede encontrarse en estado liquido,
solido 0 gaseoso, con una membrana polimérica semi-permeable de diversos materiales,
generando microparticulas, microcapsulas y/o microesferas de tamafos variables (nm a
mm) (Gouin, 2004; Nazzaro et al., 2012; Rathore et al., 2013). La encapsulacién puede
ocurrir mediante diversos métodos: atomizacién, gelacion ionica, extrusion, emulsion,
coacervacion, entrampamiento en liposomas, entre los mas usados (Gouin, 2004;
Nazzaro et al., 2012). La encapsulacion tiene un amplio uso en la industria de
alimentos. Hace algunas décadas se comenzO a utilizar ampliamente en medicina
veterinaria con un importante enfoque en nutricion animal (Underwood y van Eps,
2012; Valenzuela et al., 2013). En el ambito de la nutricion y alimentacion animal esta
técnica provee ciertas ventajas como: proteger al material nucleo de su paso por el tracto
gastrointestinal con materiales muralla adecuados, y liberar su contenido a velocidades
controladas en zonas especificas del intestino (Nazzaro et al., 2012). Lo cual seria
adecuado para el caso del Fe ya que podria evitar la interaccion de este con
componentes dietarios que disminuyan su absorcion mejorando su biodisponibilidad,
ademas podria evitar alteraciones organolépticas cuando el Fe es usado en fortificacion
de alimentos, ya que el Fe induce oxidacion de lipidos generando olores indeseables y
sabor metéalico (Mehansho, 2006; Theilkuhl et al., 2000). Lograr obtener
microparticulas que liberen Fe controladamente podria reducir el namero de
dosificaciones repetidas para su suplementacion oral y dirigir su liberacion a nivel de
duodeno (Nazzaro et al., 2012). Para la encapsulacion de Fe y su uso como suplemento
oral, se debe seleccionar un material muralla que soporte condiciones gastricas y que
libere la mayor cantidad de su contenido a nivel de intestino delgado. También, se
espera que este material tenga una alta eficiencia de encapsulacion superior al 50%. Uno
de los polimeros con mayores ventajas para la elaboracion de microparticulas y capsulas
es el alginato de sodio (AS), el cual es un polisacarido constituidos por los &cidos D-
manurico y L-gulurénico, de origen natural, extraidos desde algas pardas (Sankalia et
al., 2005). El AS ha sido ampliamente utilizado como material muralla para generar

capsulas para la industria alimentaria debido a su biocompatibilidad, biodegradabilidad
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e inocuidad (Cook et al., 2012). Ademas, presenta facil manipulacion, nula toxicidad,
alta solubilidad en agua, propiedades espesantes y gelificantes (Cook et al., 2012;
Lotfipour et al., 2012). Uno de los métodos bastante estudiados para formar capsulas en
base a AS es la gelacion idnica, en donde soluciones de AS se gotean sobre soluciones
saturadas de cationes como Ca?*, Ba**, AI**, generandose una transicion sol-gel, que
produce la formacion de capsulas (Barba et al., 2012; Capone et al., 2013; Cook et al.,
2012; Gouin, 2004; Sharma y Mazumdar, 2014). Las capsulas de AS son estables,
presentan una alta eficiencia de encapsulacion y minima liberacion de su contenido
encapsulado en fluidos de pH acidos como el gastrico, aumentando su velocidad de
liberacion y capacidad de desintegracion en condiciones de pH neutros y alcalinos (5,5
a 7) del intestino delgado (Bhopatkar et al., 2005; George y Abraham, 2006; Sankalia et
al., 2005; Silva et al., 2006).

Hay varios reportes relacionados con encapsulacion de Fe no-Hem como vehiculo de
fortificacion de alimentos o suplementos orales y de su utilizacion en modelos celulares,
roedores y humanos como medio de prevencion y/o tratamiento de la anemia por
deficiencia de Fe (Andersson et al., 2008; Navas-Carretero et al., 2009; Zimmermann,
2004). En nutricion animal hay informacion de encapsulacion de algunos minerales
como cinc y cromo (Underwood y van Eps, 2012), sin embargo, no hay reportes acerca
del uso de suplementos basados en Fe encapsulado en cerdos. Para el caso de la forma
heminica, la informacion sobre su encapsulacion es escasa en comparacion con la
investigacion realizada sobre encapsulacion de Fe no-Hem. El FeHem se ha
encapsulado en liposomas, los cuales presentan una baja eficiencia de encapsulacion
(35% aproximadamente), y han sido probados en ratas con anemia por inflamacion
(Yuan et al., 2013), en ratas normovolémicas (Rudolph et al., 1995) y en ratas con bajos
indices de hemoglobina provocado por ejercicio extenuante (Xu et al., 2014). En estos
estudios la suplementacion con los liposomas de FeHem han mejorado los parametros
hematoldgicos por encima de la suplementacion con el FeHem no encapsulado. Gran
parte de la investigacién en el area de encapsulacién del grupo hemo se ha centrado en
generar microparticulas de hemoglobina como portador de oxigeno para los tejidos,
sustituto de células eritroides 0 como biosensores (Ma et al., 2012; Phillips et al., 1999;
Zhao et al., 2007). Por tanto, el objetivo de la presente memoria de titulo fue elaborar y
caracterizar capsulas de alginato de sodio que encapsulen FeHem vy estudiar sus perfiles

de liberacidn en condiciones gastrointestinales in vitro simuladas de cerdo.
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2.- MATERIALES Y METODOS

2.1.- Materiales

Se utiliz6 como material nucleo de las capsulas eritrocitos bovinos deshidratados por
atomizacion (EBDA) (LICAN Alimentos S.A). Como material pared, AS (Sigma
Aldrich®, USA), y como agente reticulante CaCl, (Merck® S.A). Para hacer las
digestiones in vitro se utilizaron preparados comerciales, pepsina A de mucosa de cerdo
(107185, Merck® S.A), mezcla de extractos de &cidos biliares de cerdo (B8631, Sigma
Aldrich®, USA), y pancreatina de cerdo (incluye enzimas como amilasa, tripsina,
ribonucleasa y proteasa) (P3292-25G, Sigma Aldrich®, USA). Todos los reactivos
fueron de grado analitico obtenidos en Merck® S.A 'y Sigma Aldrich®.

2.2.- Analisis quimico, contenido de Fe y color de EBDA

A los EBDA se les realizd un andlisis quimico proximal (A.O.A.C., 1996) para
determinar el contenido de humedad (método 945.15), proteina cruda (método de
Kjeldahl 945,18, N x 6,25), y cenizas (método de 920.153).

Se determind el contenido de Fe total (FeT) desde los EBDA mediante digestion acida
(método 999.11, A.O.A.C., 1996), utilizando espectrofotometria de absorcion atdmica
(espectrofotébmetro, GBC modelo 905AA, Australia). El contenido de Fe no-Hem se
determind después de una extraccion acida (Rebouche et al., 2004) y lectura por
espectrofotometria de absorcion atomica. El contenido de FeHem fue calculado por

diferencia (FeT — Fe no-Hem). Los resultados se expresaron en g/100g de muestra.

El color fue determinado con un colorimetro (Konica-Minolta CR-300, Japdn),

utilizando los parémetros de la escala de color Hunter Lab: L™, a yb'.



2.3.- Solucién de AS

Se prepar6 una solucion al 2% p/v de AS y agua desionizada, la cual se mantuvo con
agitacion continda durante 40 min a 750 rpm (agitador, REMI. India) a 25°C, hasta

lograr una solucion homogénea.

2.4.- Solucion reticulante de CacCl,

Se prepar6 una solucién al 5% p/v de CaCl, y agua desionizada, la cual se mantuvo en
agitacion contintia durante 10 min a 300 rpm (agitador, REMI. India) a 25°C, logrando

una solucion transparente y homogénea.

2.5.- Preparacion de mezclas entre AS y EBDA

Los EBDA se suspendieron en la solucion de AS 2% p/v en diferentes concentraciones:
2,5, 5, 10, 20 y 30% p/v, y se mezclaron en un agitador magnético hasta obtener
mezclas homogéneas (= 30 min). A las mezclas se le determiné la viscosidad rotacional
(viscosimetro Brookfield RVT, England) a 25°C (aguja N° 61); en el Laboratorio de
Operaciones Unitarias de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la
Universidad de Chile.

2.6.- Formacion de capsulas

Las 5 mezclas entre AS/EBDA fueron goteadas con jeringa de 1 mL y aguja 25G x 5/8
(de tuberculina) sobre la solucién reticulante descrita anteriormente, bajo agitacion
magnética (agitador, Remi India). Finalizado el goteo se mantuvo la agitacion del
sistema durante 5 minutos. Se obtuvieron 5 tipos de capsulas cuyas proporciones entre
el material encapsulante (AS) y el material nlcleo (EBDA) fueron de: 1:1,25, 1:2,5,
1:05, 1:10 y 1:15 (p/p). Las cépsulas fueron filtradas con un colador metélico,
descartando la solucién reticulante. Una parte de las capsulas fueron guardadas en
estado fresco para la realizacion de los analisis de eficiencia de encapsulacion (EE%),
tamafio, humedad, color, resistencia, apariencia, y morfologia. La otra parte de las
capsulas fueron secadas en estufa a 50°C durante 10 h aproximadamente para

determinarles contenido de FeT, FeHem, y tamafio.
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2.7.- Contenido de Fe y EE% de las cipsulas

El contenido de Fe de las capsulas se determind por espectrofotometria de absorcion
atomica. Para esto, con jeringa de 1 mL y aguja 25G x 5/8 se tomaron desde las mezcla
de AS/EBDA 5, 10 y 15 gotas de cada proporcion, y se suspendieron en 10 mL de agua
desionizada siendo homogenizadas con agitacion mecanica continua, quedando en
reposo hasta su cuantificacion por espectrofotometria de absorcion atomica (fraccion
correspondiente al FeT tedrico encapsulado). Por otra parte se pesaron 0,5 g de capsulas
las cuales se suspendieron en 10 mL de agua desionizada, y a continuacion fueron
sometidas a sonicacion (Elma modelo Elmasonic E 08.2011, Alemania), dos veces por
veinte minutos cada una, luego se centrifugaron a 851 x g por 10 min. En el
sobrenadante se determinG el FeT superficial, por espectrofotometria de absorcién

atomica. La EE% se cuantificé segun la ecuacion 1.

FeTtedrico — FeT superficial
FeTtebrico

EE (%) = *100 Ec. (1)

Donde: EE, es eficiencia de encapsulacion.

2.8.- Caracterizacion de las capsulas

Humedad: la humedad se determind segln la metodologia descrita por la A.O.A.C.
(1996) (método 945.15).

Color: el color fue determinado con un colorimetro (Konica-Minolta CR-300, Japdn),
utilizando los parémetros de la escala de color Hunter Lab: L, a" y b’

Tamafo: se midio el diametro de las capsulas humedas y secas utilizando un
microémetro digital (Veto E5010109, China).

Resistencia: la resistencia a la presion de las capsulas se determind mediante el ensayo
de traccion con un durémetro digital (TSS OC-SPA, Inglaterra) equipado con una sonda

de metal de 1 mm de diametro, con desplazamiento vertical a una velocidad de 1,5



mm/s. Los resultados se expresaron como la fuerza méxima de penetracién en Newton
(N) (N= 30 por cada réplica).

Apariencia: la apariencia de las cdpsulas se registr6 mediante imagenes tomadas con
una camara digital (Sony DSC-HX1, USA).

Morfologia: para describir la morfologia superficial de las capsulas se realizd
microscopia electronica de barrido con un microscopio LEO 1420 VP (Cambridge,
Reino Unido), equipado con espectrometria de energia dispersiva, usando un voltaje de
aceleracion de 25 kv. Previo al andlisis, se seleccionaron cépsulas de manera aleatoria,
las cuales fueron secadas a punto critico y montadas en una moneda sombreada con oro
dos veces (PELCO 91.000).

2.9.- Perfil de liberacién in vitro de Fe desde las capsulas en condiciones digestivas

simuladas de cerdos neonatos

Las digestiones gastricas e intestinales se realizaron en base a la metodologia propuesta
por Boisen y Fernadndez (1995). Para simular la condicion gastrica se prepar6 una
solucion de 100 mL de agua desionizada, a la cual se le agregaron 2 g/L de NaCl, 10
g/L de pepsina A (preparado comercial, Merck®), y se ajustd el pH a 2 con HCI 1 N.
Luego, se le agregaron 2,5 g de cépsulas y se incubaron por 75 min a 37°C con
agitacion constante a 150 rpm (agitador, REMI. India). Cada 15 min se obtuvieron 5 mL
de la suspensién para la determinacién de FeT por espectrofotometria de absorcién
atdmica. En los célculos se consider6 la pérdida de volumen de la suspension. Como
blanco se utilizaron capsulas de AS sin EBDA. Finalmente, las capsulas se filtraron con
un colador metélico y se les dejo reposar en papel absorbente para luego ser sometidas a

digestion intestinal.

Para simular la condicidn intestinal se preparé una solucién de 100 mL que contenia
8,76 g/L de NaCl en tampon fosfato (PBS 0,1 M, pH 7,4), a la cual se le agregaron 50
g/L de pancreatina de cerdo (preparado comercial, Sigma Aldrich®, USA) y 31,2 g/L de
acidos biliares de cerdo (preparado comercial, Sigma Aldrich®, USA) EI pH de esta
mezcla fue ajustado a 6 con HCI 1 N. A esta suspension se le agregaron las capsulas que

ya habian sido digeridas en condiciones gastricas, las cuales se incubaron por 135 min a
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37°C con agitacion constante a 150 rpm (agitador, REMI. India). Cada 15 min se
obtuvieron 5 mL de la suspension para la determinacion de FeT por espectrofotometria
de absorcién atomica. En los célculos se considerd la pérdida de volumen de la

suspension. Como blanco se utilizaron capsulas de AS sin EBDA.

2.10.- Anélisis estadistico

Todos los ensayos se realizaron en triplicado. A los datos se les realizé una prueba de
normalidad (Shapiro-Wilk). Para aquellos datos que mostraron una distribucion normal:
viscosidad, color, tamafio, humedad, contenido de Fe, EE% Yy perfiles de liberacion
gastrica e intestinal se les realiz6 el analisis estadistico mediante ANDEVA y una
prueba de Tukey (p<0,05). Los datos que no presentaron una distribucién normal como
la evaluacién de resistencia se les aplicO una prueba de Kruskal-Wallis con una
comparacion de mdltiples rangos (p<0,05). Todos los anélisis se procesaron con el

programa Stadistix 8.
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3.- RESULTADOS Y DISCUSION

3.1.- Caracterizacién de EBDA

La composicion quimica de los EBDA fue de: 97,5 + 0,1% materia seca, 93,1 + 0,6%
proteina cruda, 3,6 £ 0,2% ceniza, y 3,4% extracto no nitrogenado. EIl contenido de FeT
de los EBDA fue de 2,44 £ 0,03 mg/g, del cual una fraccién minima fue de Fe no-Hem,
de 0,17 mg/g, por lo tanto, el 99% del FeT contenido en los EBDA correspondié a
FeHem. Los valores del analisis quimico proximal se encontraron dentro de los rangos
reportados para harinas de sangre, asi como el contenido de Fe (2,3 a 2,5 mg de Fe/g)
para esta materia prima de origen bovino y porcino (Almeida et al., 2013; Batal y Dale,
2014). EI alto valor proteico mostrado por los EBDA fue alto y esperable, y se explica
porque el componente principal de los eritrocitos es la hemoglobina (DeRouchey et al.,
2002; Wismer-Pedersen, 1988).

La evaluacion colorimétrica de los EBDA, presentd valores de: L*=22,8 + 1,67;
a*=7,68 + 0,62 y b*=7,03 £ 0,54. Un estudio realizado por Wismer-Pedersen (1988),
reporté que harinas de sangre mostraban valores similares y un color marrén oscuro

similar a lo observado en los EBDA.
3.2.- Caracterizacion de las capsulas

Se obtuvieron 5 soluciones formadoras de capsulas que presentaron los siguientes
valores de viscosidad: 245 + 15°% 252 + 27% 287 + 41° 567 + 53°, y 758 + 57° mPa.s
(p<0,05). A partir de cada solucion se obtuvo un tipo de capsula, resultando 5
proporciones diferentes entre AS:EBDA de: 1:1,25, 1:2,5, 1:05, 1:10 y 1:15 (p/p) ¥
capsulas control (sin EBDA). Las caracteristicas que presentaron las capsulas fueron las

siguientes:
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3.2.1.- Contenido de Fe total de las capsulas

Se determind el contenido de FeT de las capsulas por ser un método mas sencillo y
rapido, ademas casi la totalidad de FeT correspondioé a FeHem. EI contenido de Fe por
capsula, no evidencio diferencias significativas entre las cpsulas 1:1,25 y 1:2,5; sin
embargo, en la medida que aumentd la concentracion de EBDA se incrementd
significativamente el contenido de Fe total de las capsulas a partir de la proporcion 1:05
(Figura 1).
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1:1,25 1:25 1:05 1:10 1:15
Capsulas de AS:EBDA

Figura 1. Contenido de Fe total de capsulas de AS y EBDA. Letras
diferentes indican diferencias significativas =~ (ANDEVA, Tukey,
p<0,05).

Actualmente no hay otros estudios que permitan comparar valores asociados a la
cantidad de FeHem encapsulado en capsulas de AS. Al comparar estos resultados con
capsulas de Fe no-Hem existen grandes diferencias. Banerjee et al. (2007) encapsularon
FeCl3;:CaCl, en capsulas de AS y observaron un incremento de la concentracion de Fe
por capsula en la medida que se utilizaba una mayor proporcién de Fe, alcanzando un
maximo de 268 pg Fe/capsula. Perez-Moral et al. (2013) encapsularon diferentes tipos

de Fe no-Hem (FeCl3 FeSO,, Gluconato de Fe dihidrato y Citrato de Fe) en cdpsulas de
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AS vy reportaron concentraciones de Fe desde 50 a 180 mg/g de capsulas secas. Estos
valores son bastante superiores al encontrado en el presente estudio (5,49 pg Fe/capsula
para la proporcion 1:15), y se debe a que el Fe inorganico tiene un porcentaje mayor de
inclusion en las distintos compuestos férricos o ferrosos. A diferencia de los EBDA que
por estar incluidos en una matriz organica su contenido de Fe es menor. Si bien los
contenidos de Fe de las capsulas (Figura 1), fueron inferiores comparados a otros
compuestos de Fe no-Hem encapsulados (Banerjee et al., 2007; Perez-Moral et al.,
2013), hay que tener en cuenta que el FeHem presenta mayor biodisponibilidad y
potencia la absorcion del Fe no-Hem (Conrad y Umbreit, 2000), por tanto si se quisiera
aumentar la carga de Fe de las capsulas generadas en este estudio se podrian elaborar

combinaciones entre ambas formas de Fe.

3.2.2.- EE% de las capsulas

La EE% fue alta para todas las céapsulas y significativamente mayor en las capsulas

elaboradas en la proporcion 1:05 (Figura 2).

75+ 3,40
_ 65+ 541 b 62+3,79
58 + 5,74 a 57 +5,91 e
a I a

[{e]
o O O o
1 1 )

= N W b 0O o N
o O o o
1 1 1

o
1

Eficiencia de Encapsulacién %

o

"1:1,25 "1:2,5 1:05 1:10 1:15
Capsulas de AS:EBDA

Figura 2. EE% de Fe de las capsulas de AS y EBDA. Letras distintas
indican diferencias estadisticamente significativas (ANDEVA, Tukey,
p<0,05).
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Los resultados de EE% obtenidos en este trabajo difieren a lo esperado, ya que algunos
estudios sefialan que debiese ocurrir un aumento en la EE% a medida que se incrementa
la concentracion del material nucleo en las capsulas (Hari et al., 1996; Yang et al.,
2013). Se ha demostrado que el aumento de la cantidad de AS de 5 a 25 g/L, mejora la
EE% hasta en un 30% para las capsulas (Chan, 2011). En este tipo de sistema de
encapsulacion también se ha descrito la gran importancia del tipo de AS utilizado (su
conformacién, densidad, peso molecular, entre otras variables) (Chan, 2011); sin
embargo, éstas no fueron determinadas en este trabajo, siendo un aspecto relevante de
analizar para futuras investigaciones. Otros autores han planteado que un aumento en la
concentracion del ndcleo y/o combinado con una baja concentracion del polimero pared
genera una disminucion de la EE% (Chan, 2011; Rafati et al., 1997). En este estudio la
concentracion del AS no vario, pero el material nucleo, EBDA aumentd en las
diferentes proporciones, lo que podria haber generado un colapso del AS como matriz, a
partir de la proporcion 1:05, disminuyendo la EE%. Debido a que afectaria el grado de
reticulacion de la superficie de las cépsulas, resultando un factor determinante para

disminuir la formacion de poro y evitar difusion del material ndcleo (Chan, 2011).

Los valores de EE% de las capsulas resultaron ser superiores a los reportados para
liposomas elaborados con FeHem (36%) (Yuan et al., 2013). Ademas, se logro superar
valores alcanzados en trabajos realizados con liposomas de Fe no-Hem (sulfato ferroso)
(67%) (Li et al., 2010).

3.2.3.- Aspecto y morfologia de las capsulas

El aspecto de las capsulas obtenido mediante fotografia digital se presenta en la Figura
3, en donde se observa que su forma fue esférica y el color varié dependiendo de la
concentracion de EBDA, desde transparente para las capsulas control a marrén oscuro
para las capsulas 1:15, debido a la pigmentacion marron oscura propia del grupo hemo
(Huguet et al., 1994; Wismer-Pedersen, 1988). En la Figura 3 también se puede
observar un mayor tamafio de las capsulas con mayores concentraciones de EBDA, lo

que se define de manera cuantitativa méas adelante en la Tabla 1.
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Figura 3. Fotografia digital de capsulas de AS y EBDA en diferentes

proporciones.

Imégenes obtenidas a través de microscopia electronica de barrido de los 5 tipos de
capsulas secas se muestran en la Figura 4. Se observa que las capsulas hasta la
proporcion 1:05 presentan forma esférica, superficie lisa y homogénea (Figura 4 A-C),
pero las capsulas en proporciones 1:10 y 1:15 tienen forma irregular con poros de
diversas magnitudes, y su superficie se vuelve porosa con rugosidades y prominencias
(Figura 4 A-C). En la Figura 4D se observa la acumulacion de Fe (denotado con puntos
rojos) por mapeo con espectrometria de energia dispersiva, confirmando la presencia de
este metal, cuya distribucion resultdé homogénea en la superficie de las capsulas para

todas las proporciones.
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(A)50%

(B) 140x (C)5,000x (D) 140x

1:1,25

Figura 4. Imagenes obtenidas por microscopia electronica de barrido de
capsulas de AS y EBDA, tomadas con diferentes magnitudes (A) 50X,
(B) 140X y (C) 5,000X. La columna D muestra imagenes obtenidas por
mapeo con espectrometria de energia dispersiva. El color rojo indica

atomos de Fe.

El analisis de morfologia de las capsulas revel6 una forma esférica regular y lisa, forma
que ha sido descrita anteriormente en capsulas de AS y hemoglobina (Silva et al.,
2006). Esta apariencia también ha sido identificada en capsulas de AS que encapsulan
Fe no-Hem (FeCl3) (Banerjee et al., 2007). La irregularidad observada en las dos
proporciones con mayor contenido de EBDA se podria relacionar con el aumento de la
viscosidad de las soluciones formadoras de las capsulas (ver seccién 3.2). Este efecto
fue previamente descrito por Fundueanu et al. (1999), quienes sefialaron que soluciones
muy viscosas generan capsulas de aspecto deforme y de superficie irregular. Por lo
tanto, es posible establecer que a consecuencia del alto contenido de EBDA en ambas
proporciones, los cuales poseen propiedades gelificantes potentes por efecto del alto

contenido de hemoglobina (Saguer et al., 2008; Salvador et al., 2009), ocurrié una
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aceleracion del proceso de coagulacion en la solucion formadora de estas capsulas, que
gatillé los cambios morfolégicos observados.

Ensayos realizados por Liu et al. (2012) han determinado que la apariencia de las
capsulas depende de la proporcion de los materiales utilizados, es asi como cépsulas
elaboradas unicamente con AS muestran una superficie muy densa y lisa, condicion que
se mantiene si las proporciones entre el AS y el material a encapsular son de 1:1; sin
embargo, la pérdida de la proporcion provocara cambios estructurales como rugosidades
superficiales, tal como se observo en el presente trabajo. Otro factor que pudo haber
afectado la morfologia de las cépsulas es la metodologia de secado a punto critico, el
uso de etanol como solvente, como en este caso, ha descrito mejores propiedades para
conservar la forma original, sin generar un excesivo aspecto agrietado (Pasparakis y
Bouropoulos, 2006; Sharma y Mazumdar, 2014). Pero este proceso frecuentemente
genera cambios en las capsulas como superficies irregulares, rugosidades y apariencias
asperas (Liu et al., 2012).

3.2.4.- Color de las capsulas

En la Tabla 1 se presentan los pardmetros de color de las capsulas. Se observa que las
capsulas en proporcién 1:1,25 mostraron valores significativamente mayores en los
pardmetros a* y b*, y un menor valor de L*. Lo que se traduce en que aquellas
capsulas con una menor concentracion de EBDA mostraron una tonalidad marrén mas
clara respecto a las otras (Figura 3), y que la adicion de EBDA gener6 un cambio en la
coloracion de las capsulas desde trasparentes (sin EBDA, Figura 3 proporcién 1:0) a
diferentes tonos marrones de claros a oscuros (Figura 3), tal como ya habia sido
comentado en el item de aspecto de las capsulas. Otras evaluaciones de colorimetria
aplicadas en alimentos fortificados con Fe no-Hem (fumarato ferroso), han revelado
valores similares a los obtenidos para a’, ya que el fumarato ferroso presenta un color
marron similar a los EBDA (Li et al., 2010; Mehansho, 2006).
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Tabla 1. Parametros fisicoquimicos de las capsulas.

Tipo de capsulas segun proporcion de AS:EBDA

Parametros
1:1,25 1:2,5 1:05 1:10 1:15

Color L* 15,4 +0,5° 172+28*  177+29*° 178+34*® 194+23°
Color a* 3,3+0,3 1,5+0,9° 1,5+0,4° 1,1+0,6° 1,4+03°
Color b* 2,1+0,5 1,4 +0,4° 1,2+0,6° 1,2+0,3° 1,0+05°
TH (mm) 2,2 +0,0° 2,2+0,0° 2,3+0,1° 2,3+0,0° 2,4 +0,0°
TS (mm) 0,8 + 0,0 1,0+0,0° 1,1+0,0° 1,3+0,1° 1,6 +0,1°
Humedad (%) 92,6 +0,2° 91,3+0,3" 88,2 +0,5° 83,8 + 0,3° 81,1+0,7°
RP (N)* 25+11° 22+13° 22+15° 40+26° 5,4 + 2 5°

TH: tamafio humedo. TS: tamafio seco. RP: resistencia a la presion. Letras distintas en cada fila

indican diferencias estadisticamente significativas (ANDEVA, Tukey o Kruskal-Wallis*, p<0,05).

3.2.5.- Tamafo de las capsulas

El tamafio de las capsulas se presenta en la Tabla 1. En la medida que se incrementd el
contenido de EBDA en las céapsulas secas y humedas el tamafio aumento
significativamente. Estos resultados eran esperables debido al incremento del material
nucleo; y son similares a los obtenidos en otras investigaciones, como la desarrollada
por Lotfipour et al. (2012) y Wichchukit et al. (2013), quienes probaron que una mayor
viscosidad de la solucion formadora de capsulas debida al incremento del material
nacleo, que en este caso también era proteico, aumentaba significativamente el tamafio
de las capsulas de AS. La elevada viscosidad de las soluciones AS:EBDA
correspondientes a las capsulas 1:10 y 1:15, es un elemento a considerar para la
determinacion del tamafio obtenido; basado en estudios que indican, que es posible
elaborar capsulas de mayor diametro en la medida que se trabaja con soluciones mas
viscosas (Chen y Subirade, 2006; Wichchukit et al., 2013). Otros factores que afectan el
tamanio de las capsulas pueden ser el tipo de AS, la solucion gelificante (tipos de iones y
concentracion), el tamafio de la aguja utilizada para formar las capsulas, que puede ser
el mas influyente, entre otros (Chan, 2011; Dalmoro et al., 2012; Sankalia et al., 2005;
Silva et al., 2006). Factores que afectan negativamente, disminuyendo el tamarfio de las
capsulas de AS, son una alta concentracion de CaCl, y un mayor tiempo en la solucién

reticulante donde se mantienen las capsulas (Sankalia et al., 2005). Resulta de interés,
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un aspecto poco considerado como la velocidad del agitador magnético aplicada durante
la formacidn de las capsulas que ha demostrado influir sobre la generacion de mayores
diametros si se utiliza a bajas rpm (< 200 rpm) (Silva et al., 2006), por lo tanto este
factor podria funcionar como un regulador del tamafio y ser analizado en futuras

investigaciones.

3.2.6.- Contenido de humedad de las capsulas

Los porcentajes de humedad de las capsulas se presentan en la Tabla 1. A medida que
aumento el contenido de EBDA en las cépsulas, el porcentaje de humedad disminuyo
significativamente. Estos resultados eran esperables, porque si se incorporan cantidades
crecientes de EBDA, que poseen un alto porcentaje de materia seca (97,5%), la
humedad deberia disminuir. Ademas, de acuerdo con los resultados de Zohar-Perez et
al. (2004), ocurre una disminucion importante de la cantidad de agua cuando las
capsulas se elaboran con una mayor proporcion de material nacleo, sobre todo si este es
harina ya que disminuye la capacidad hidrofilica del AS (Wichchukit et al., 2013; Yang
etal., 2013).

3.2.7.- Resistencia de las capsulas

La medicion de resistencia de las capsulas se presenta en la Tabla 1. A partir de la
proporcién 1:10, se observé un aumento significativo de la resistencia a la presion de las
capsulas, siendo mas resistentes las de proporcion 1:15. Los resultados difieren a lo
esperado, porgue las capsulas elaboradas con una mayor concentracion de EBDA en
relacion a la inclusion constante de AS deberian mostrar una disminucion de la
resistencia, debido a que se ha descrito que el AS presenta una alta flexibilidad y
resistencia a la presion mecanica (de Queiroz et al., 2006; Wichchukit et al., 2013),
resultando el grado de entrecruzamiento del AS un factor determinante de la estabilidad

mecanica y la permeabilidad que pueden alcanzar las capsulas (Spasojevic et al., 2014).
Se ha descrito que una elevada viscosidad de la solucion formadora de capsulas genera

un incremento en la resistencia mecanica de éstas (Bhattacharya, 2010), este punto

podria explicar el resultado obtenido en las capsulas del presente estudio, ya que las
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proporciones 1:10 y 1:15, fueron mas resistentes. Sin embargo, pocos estudios atribuyen

la resistencia de las capsulas a la variacion de viscosidad por incremento del nacleo.

El uso de AS en una concentracion al 2%, ha demostrado ser suficiente para el
desarrollo de cépsulas esféricas y resistentes (Chen et al., 2012). Otros antecedentes
como que un mayor tiempo de permanencia de las capsulas en la solucion reticulante,
pueden generar un aumento del grado de entrecruzamiento formando capsulas de menor
tamafo pero mas resistentes (Sankalia et al., 2005; Serp et al., 2000), podria ser
considerado en préximos ensayos que requieran la elaboracion de cépsulas mas

resistentes.

3.3.- Perfil de liberacion in vitro de Fe desde las capsulas

3.3.1.- Perfil de liberacion géstrico

La liberacion de Fe en el tiempo de incubacion durante la digestion gastrica in vitro
expresado en porcentaje de Fe liberado, se presenta en la Figura 5A. En el caso de la
digestion gastrica, se observa que a los 15 minutos no existen diferencias significativas
entre las capsulas. A los 30 y 45 minutos de digestion, las cdpsulas en proporcién
1:1,25 liberaron una cantidad significativamente mayor de Fe, respecto a las otras
capsulas, pero esta no fue significativamente diferente de la liberacion de Fe de las
capsulas 1:2,5. A los 60 y 75 minutos las capsulas que contenian las dos
concentraciones menores de EBDA, liberaron significativamente mas Fe (23% en

promedio) que las de otras proporciones (11% en promedio).
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Figura 5. (A) Perfil de liberacion gastrica (A) e intestinal (B) de Fe in vitro de las
capsulas de AS y EBDA. Letras distintas indican diferencias estadisticamente
significativas (ANDEVA, Tukey, p<0,05).
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Un ensayo realizado por Ha et al. (2008), indicé que cuando existié una disminucion de
la concentracion del material nicleo en las capsulas de AS, el coeficiente de difusion
aumento. Sefalando que en la liberacion desde las capsulas influyen factores como la
viscosidad de la solucién, la velocidad de agitacion y la concentracién del nucleo. Estos
antecedentes expuestos fueron observados en las capsulas de AS:EBDA, ya que la
proporcion 1:1,25 que contenian la menor concentracion de nucleo alcanzaron un mayor
porcentaje de liberacion de Fe a nivel gastrico, en comparacion a aquellas de 1:15. Otras
investigaciones relacionaron el tamafio de las capsulas y la velocidad a la que transitan
por el tracto gastrointestinal con la liberacion de su contenido. Chan y Neufeld (2009) y
Li et al. (2011), describieron que a medida que las capsulas poseian menor tamafio,
permanecian mayor tiempo en el sistema gastrointestinal, logrando liberar un mayor
porcentaje del nucleo. Similar a lo expuesto por Davis et al. (1986), quienes
consideraron que los tiempos de vaciamiento gastrico resultaban variables y
dependientes de la dosificacion y el tamafio de las capsulas. En cerdos, estudios previos
reportaron un vaciamiento mas lento que en humanos, un 50% mas lento para alimentos

liquidos y que requieren de 0,25 a 0,5 horas para alimentos sélidos (Davis et al., 2001).

La liberacion de Fe desde las capsulas en condiciones gastricas in vitro fue baja, sobre
todo para las capsulas en proporciones 1:05, 1:10 y 1:15, y esperada, segun lo reportado
en capsulas de AS por otros autores. Jelvehgari et al. (2014), obtuvieron resultados
similares con capsulas de AS que contenian piroxicam, al incubarlas a pH acidos, las
que liberaron un contenido de ndcleo que varié entre 3 a 28%. Otro ensayo realizado
por Sankalia et al. (2005), demostraron una liberacion que no supero el 20% de papaina
desde capsulas de AS sometidas a pH 1,2, resultado que los autores atribuyeron al
elevado peso molecular del nucleo y a las condiciones acidas del medio de incubacion
que inhiben la desintegracion de las capsulas. De acuerdo a lo expuesto en la literatura,
los bajos niveles de Fe liberados desde las capsulas sometidas a pHs acidos (< 3) se
explica porque se produce un encogimiento de las cépsulas, con una subsecuente
reduccion del tamafio de los poros de la matriz de AS, disminuyendo significativamente
la liberacion de su contenido (George y Abraham, 2006; Pasparaskis y Bouropoulos,
2006). La contraccion del tamafio de los poros se favorece por la disminucion de la
repulsion electrostatica entre los grupos carboxilatos del AS que se protonizan a pHs
acidos (< 3) (Ouwerx et al., 1998; Pawar y Edgar, 2012; Serp et al., 2000). Huguet et al.

(1996), describieron que la hemoglobina encapsulada en AS puede disociarse en
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condiciones de pH &cido (< 4) debido a la precipitacion parcial de AS en &cido alginico,
generando dimeros y monomeros de la hemoproteina, lo que facilita la difusion a través

de los microporos de la matriz.

Otros estudios in vitro, confirman que ocurre una inhibicién de la liberacion del
contenido desde céapsulas elaboradas con AS a pH é&cidos (< 1,2) similar al pH
estomacal de ratas y humanos (Gombotz y Fong, 2012; George y Abraham, 2006).
Pruebas aplicadas a capsulas de hemoglobina y AS, en condiciones similares de
incubacidn in vitro por sobre los 30 minutos, resultaron con una precipitacion parcial de
AS debido a una disminucién del entrecruzamiento de la matriz, quedando como acido
alginico (forma insoluble) a causa del agotamiento y/o secuestro de iones Ca*, sin
evidenciar cambios en la apariencia de las capsulas a simple vista (Sabitha et al., 2010;
Silva et al., 2006). Sin embargo, capsulas de AS incubadas en condiciones de pH 1,2
evidenciaron cambios de apariencia tornandose mas trasparentes, aspecto que fue
atribuido a la presencia de acido alginico (Abou el Ela et al., 2014), sin que ocurra una
ruptura de las capsulas, incluso luego de 6 horas de incubacion a pH 3 (Yang et al.,
2014). Aunque cabe mencionar, que podria ocurrir una disminucion en el grado de
entrecruzamiento y acelerar el proceso degradativo de las capsulas, al incrementar el

tiempo de incubacion en medio acido (Bajpai y Sharma, 2004).
3.3.2.- Perfil de liberacion intestinal

El porcentaje de Fe liberado durante la digestidn intestinal in vitro se presenta en la
Figura 5B. A los 15 y 30 minutos las capsulas en proporcion 1:1,25, liberaron
significativamente méas Fe que las en proporcién 1:2,5, y estas a su vez liberaron una
significativa mayor cantidad de Fe que las otras céapsulas. Desde los 45 a los 120
minutos las capsulas 1:1,25 liberaron una significativa mayor cantidad de Fe respecto a
las otras capsulas. Finalmente a los 135 minutos el porcentaje de liberacion de Fe desde

las capsulas no mostroé diferencias significativas entre las proporciones.

Los porcentajes de liberacion de Fe desde las capsulas en condiciones intestinales in
vitro, resultaron mayores que los valores obtenidos por Perez-Moral et al. (2013),
quienes encapsularon diferentes tipos de Fe no-Hem en cépsulas de AS que fueron

sometidas a digestiones in vitro alcanzando sélo un 12% de liberacion a nivel duodenal.
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Al contrario Sankalia et al. (2005), describieron tiempos muy cortos de liberacion, en
donde cépsulas de AS que encapsulaban papaina liberaron el 100% de su contenido en
60 minutos de incubacion in vitro en solucion intestinal simulada a pH 6,8;
argumentando este hecho como consecuencia de un incremento en la afinidad entre el
ion Ca?* y el tampén fosfato de Na*, debilitando la reticulacion del polimero, generando
la desintegracion total de la matriz de AS. Resultados similares a los del presente
estudio fueron obtenidos por Gombotz y Fong (2012), quienes sometieron capsulas de
AS a pH alcalino (PBS 0,1 M, pH 7,4) y comprobaron que las capsulas liberaban de
forma activa todo el contenido durante 2 horas. Estos autores describieron que la
liberacion en estas condiciones puede ocurrir mediante dos vias, a través de la
formacion de poros en la matriz del AS y/o por degradacion progresiva del polimero. Li
et al. (2011) también describieron que cuando capsulas de AS son sometidas a pH
alcalino ocurre un aumento en el tamafio de los poros de la matriz de AS, generando en

corto tiempo la degradacion del polimero y desintegracion de las capsulas.

Someter las capsulas a condiciones intestinales in vitro afectd la estructura del AS, esto
debido a que puede degradarse parcial o totalmente en presencia de elementos quelantes
como lactato, citrato o fosfato o por iones como Na* o Mg®* (Gombotz y Wee, 1998),
elementos que podrian estar disponibles en el tampdn fosfato base de la solucién
intestinal. Luego de transitar a nivel gastrico y ser afectadas por el pH é&cido, las
capsulas sufren un debilitamiento estructural de la matriz de AS, y al llegar al intestino
el AS se transforma en una capa viscosa soluble permitiendo la mayor liberacion del Fe
(George y Abraham, 2006; Silva et al., 2006). Efecto que estaria dado porque a pH
neutros y alcalinos el AS sufre un debilitamiento de los puentes de hidrégeno que
estabilizan su estructura (Pawar y Edgar, 2012), y/o también se ha atribuido a un efecto
de repulsion entre los grupos carboxilos (COQ"), debilitando las uniones que conforman
la matriz, generando como consecuencia una elevada absorcion de agua, fendmeno
conocido como hinchamiento, con un consiguiente aumento de tamafio de las capsulas
(Bajpai y Sharma, 2004; Draget et al., 2005). Una vez que las capsulas han alcanzado la
méaxima capacidad de retencion de agua, se comienza a erosionar la matriz polimérica, a
perder peso y a desintegrarse (Bajpai y Sharma, 2004; Cardoso et al., 2013; Yang et al.,
2014). El mismo efecto fue descrito por Bhattacharya et al. (2014), al incubar a pH
alcalino (7,0) capsulas de AS que contenian complejos de proteinas heterogéneas,

observando el hinchamiento y aumento de peso de las capsulas en estas condiciones.
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Respecto al tiempo de liberacion desde las capsulas en condiciones de pH alcalino, un
ensayo demostrd que las capsulas de AS alcanzan un méximo de liberacion entre los 60
a 180 minutos, posterior a este periodo el polimero comienza a desintegrarse hasta
disolverse totalmente (Bajpai y Sharma, 2004). Segun los resultados obtenidos en el
presente estudio, a los 135 minutos de incubacion in vitro, ocurrié la desintegracion
total de las cdpsulas en cada proporcion (dato que no fue registrado cuantitativamente
en esta memoria, pero si fue observado para todas las proporciones). Esta ruptura de la
matriz del AS, explicaria la inexistencia de diferencias significativas en los porcentajes

de liberacién de Fe desde las capsulas al minuto 135.

Entre los factores que pueden afectar al grado de liberacion del contenido de las
capsulas de AS en el tracto gastrointestinal, se mencionan el espesor del gel de AS, a
través del cual ocurre la difusién de las moléculas, la capacidad de absorcion de agua y
la desintegracion de las capsulas (Cardoso et al., 2013; EI-Kamel et al,. 2003). Ademas,
las capsulas deben superar barreras bioldgicas tales como la acidez del pH estomacal, la
accion de los acidos biliares, y de enzimas digestivas (Ma et al., 2008; Murata et al.,
2004). Un ensayo de digestion in vitro con capsulas de AS en bilis y pancreatina,
mostré que durante los primeros 60 minutos ocurre un aumento de peso, por
hinchamiento de las cépsulas, y a los 90 minutos la matriz se desintegra totalmente
(Gonzalez y Hernandez, 2006). Chen y Subirade (2006), atribuyeron la degradacion de
capsulas de AS cargadas con proteina de lacto-suero, al efecto que generé la pancreatina
sobre la matriz polimérica en condiciones intestinales simuladas. Por otra parte, se le ha
atribuido un efecto inhibitorio al AS sobre la actividad de algunas enzimas
gastrointestinales, como la pepsina y la lipasa pancreatica (Sunderland et al., 2000;
Wilcox et al., 2014). Sin embargo, otros autores han reportado que los acidos biliares no
tienen efectos degradativos sobre el AS, sino que el principal efecto es dado por el pH
alcalino (Mooranian et al., 2014), como fue descrito anteriormente.

La sumatoria de los porcentajes de liberacion total de Fe desde las capsulas incubadas in
vitro bajo condiciones gastricas e intestinales mostro los siguientes valores 1:1,25=
96%; 1:2,5= 92%; 1:05= 76%; 1:10=79% y 1:15= 76%. Es posible que si la incubacion
en condiciones intestinales se hubiese extendido por mas tiempo las capsulas 1:05, 1:10

y 1:15 hubiesen continuado liberando Fe.
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4.- CONCLUSIONES

En este estudio fue posible elaborar y encapsular FeHem provenientes de EBDA en
capsulas de AS, obteniendo 5 proporciones de cépsulas entre AS:EBDA de: 1:1,25;
1:2,5; 1:05; 1:10 y 1:15 (p/p). Alcanzando todas las cépsulas una alta EE%. Las
capsulas resultaron de forma esférica y el Fe se distribuyd homogéneamente en toda la
superficie de las capsulas. Las cépsulas soportaron condiciones gastricas y se
desintegraron completamente en condiciones intestinales después de 135 minutos de
incubacion, liberando casi la totalidad de su contenido. Por lo tanto, en base a
caracteristicas como presentar el mayor contenido de Fe encapsulado, una alta EE%, un
minimo porcentaje de Fe liberado en condiciones gastricas, y el elevado porcentaje de
Fe liberado en intestino, las capsulas en proporcion 1:15, podrian ser las mas adecuadas
para el futuro desarrollo de un suplemento de Fe oral para cerdos neonatos.
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