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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue elaborar y caracterizar matrices comestibles cargadas con
hierro (Fe) hemo y no hemo encapsulado. Se elaboraron matrices de alginato de sodio y
diferentes concentraciones de suero de leche (SL) (30%, 40%, 50% y 60% p/v), que fueron
sometidas a diferentes tiempos de refrigeracion y secado. Se selecciond una matriz éptima
control (MC). En la MC se vehiculizaron distintas concentraciones de Fe hemo (M1) y
mezclas de Fe hemo/no hemo (M2) por gelificacion idnica. Las matrices se caracterizaron
por aspecto, analisis quimico proximal, contenido de Fe, color, morfologia, propiedades
mecénicas, hinchamiento y Espectroscopia infrarroja transformada de Fourier (FTIR). La
MC seleccionada tuvo una concentracion de 40% p/v de SL, M1 con 0,9% p/v de Fe hemo
y M2 con 0,9% p/v de Fe hemo/0,5% p/v de no hemo. Los tiempos de refrigeracion y
secado fueron 48 h. Todas las matrices fueron redondas con dimensiones promedio de 3,5
cm de diametro, 1,3 cm de alto y peso de 8,1-8,7 g. El contenido de Fe fue mayor para M2
(2,76 mg/g) (p<0,05). La morfologia mostro superficies heterogéneas similares para las tres
matrices. El hinchamiento revel6 que MC y M1 aumentan de peso en medio
gastrointestinal, mientras que M2 aumenta de peso en medio gastrico y disminuye en medio
intestinal. EI FTIR mostré la formacién de un nuevo material con predominio de enlaces O-
H y C-O. Para continuar con estudios de suplementacién in vivo se seleccionaria M2 por

contener mas Fe y tener mejor comportamiento en incubacion gastrointestinal.

Palabras clave: Encapsulacion, eritrocitos, matrices, suero de leche, sulfato ferroso.



ABSTRACT

The aim of this study was to develop and to characterize edible matrices loaded with
encapsulated heme and non heme iron (Fe). Sodium alginate matrices were elaborated with
different concentrations of milk whey (30%, 40%, 50% y 60% w/v), these matrices were
subjected to different cooling and drying times. An optimal matrix (control, MC) was
selected. Into the MC were included different concentrations of heme Fe (M1) and mixture
of heme/non-heme Fe (M2) encapsulated by ionic gelation. The matrices were
characterized by appearance, proximal chemical analysis, Fe content, color, morphology,
mechanical properties, swelling and FTIR. Results: the MC selected had a milk whey
concentration of 40% w/v, M1 with 0.9% w/v heme Fe and M2 with 0.9% w/v heme
Fe/0.5% w/v non heme Fe. The cooling and drying time were 48 h. All matrices were
rounded with average dimensions of 3.5 cm in diameter and 1.3 cm in height, and weight
8.1-8.7 g. The Fe content was higher for M2 (2.76 mg/g) (p<0.05). The morphology
showed similar rough and heterogeneous surfaces for the three matrices. The swelling
showed that MC and M1 gain weight in the gastric and intestinal medium, while than M2
gain weight in the gastric medium, but decrease at intestinal condition. The FTIR showed
that a new material was developed, with a predominance of O-H and C-O bonds. To
continue with in vivo supplementation studies, M2 could be selected for its higher Fe
content and has a better behavior in gastrointestinal incubation.

Key words: Encapsulation, erythrocytes, ferrous sulfate, matrices, milk whey.



INTRODUCCION

El hierro (Fe) se puede encontrar en dos formas en los alimentos: como Fe no hemo en
alimentos de origen vegetal y lacteos, y como Fe hemo en carnes, visceras y otros
alimentos de origen animal que contengan hemoglobina y/o mioglobina (Hooda et al.,
2014). En el cerdo ambos tipos de Fe se absorben por vias diferentes en el enterocito y el

Fe hemo es més biodisponible (Quintero-Gutiérrez et al., 2008; Lipinski et al., 2013).

En produccion porcina es comun que los cerdos lactantes presenten anemia por deficiencia
de Fe, lo que tiene como principal consecuencia un bajo peso al destete (Mahan, 2006;
Lipinski et al., 2010; Underwood y Suttle, 1999). El tratamiento preventivo habitual es la
administracion de Fe parenteral, sin embargo, estudios recientes indican que estados de
deplecion, deficiencia y anemia se detectan al destete. Por tanto, este tipo de
suplementacion no es suficiente para mantener un estado de nutricion de Fe optimo (Perri
et al., 2016; Antileo et al., 2016). Como otra forma de suplementar Fe se han estudiado
diversos métodos orales, los cuales no han tenido buenos resultados debido a la baja
biodisponibilidad del Fe no hemo (que es la forma mas usada en gran parte de los estudios),
mala palatabilidad del Fe, necesidad de usar multiples dosis, baja absorcion de Fe durante
la primera semana de vida, entre otras (Zimmerman et al., 1959; Loh et al., 2001; Hansen
et al., 2010; Lipinski et al., 2010; Ishaya y Ishaya, 2012).

Las desventajas mencionadas sobre la suplementacién oral de Fe se pueden reducir
mediante su encapsulacién. La encapsulacion es una técnica emergente en nutricién animal,
que ha demostrado mediante estudios en ratas y humanos proteger el Fe, aumentar su
biodisponibilidad, mejorar su palatabilidad, permitir la liberacion del Fe en su sitio de
absorcion, proporcionarle un medio de vehiculizacion y permitir mezclar diferentes formas
de Fe (hemo/no hemo), aprovechando asi la alta biodisponibilidad del Fe hemo y su
capacidad de potenciar la absorcion del no hemo (Lysionek et al., 2002; Tondeur et al.,
2004; Xu et al., 2010; Barbosa et al., 2012; Yuan et al., 2013; Xu et al., 2014). Segun
nuestro conocimiento, el Unico trabajo que haya usado la encapsulacion para mejorar la

suplementacion oral de Fe en cerdos, fue realizado por Antileo et al. (2016), en donde a los
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cerdos se les entregd un suplemento de Fe en forma de microparticulas, elaboradas por
atomizacién con maltodextrina como material encapsulante; y aunque tres dosis durante la
lactancia tuvieron una respuesta similar a la suplementacion parenteral, los cerdos
mostraron conductas de rechazo al suplemento (Valenzuela et al., 2016a), y el hecho de
tomar a los cerdos para entregar uno a uno el suplemento fue considerado un exceso de
manejo por los productores. Asi, una opcién factible de complemento a la suplementacion
parenteral podria ser el desarrollo de un suplemento oral en formato de un elemento de
enriquecimiento ambiental comestible tipo matriz, en donde el Fe se encuentre encapsulado

y presente un sabor agradable para los cerdos.

El concepto de matriz se refiere a estructuras poliméricas de variadas formas, tamafios y
texturas (gel, sol-gel, solida, etc.), elaboradas con materiales comestibles (proteinas,
polisacéridos, lipidos y sus mezclas), y usadas en diferentes &mbitos como el alimentario y
farmacéutico (Yang et al., 2011). También tienen la capacidad de vehiculizar una amplia
gama de moléculas como farmacos o nutrientes (Matricardi et al., 2006; Rosas-Garcia y De
Luna-Santillana, 2010). Uno de los materiales adecuados para formular estas matrices es el
alginato de sodio, un polisacarido biodegradable e inocuo obtenido desde las algas pardas
(Yang et al., 2011). El alginato ha sido ampliamente usado en encapsulacion de Fe,
principalmente por el método de gelificacion idnica, ya que tiene una alta eficiencia de
encapsulacion, encapsula formas de Fe no hemo y hemo (Valenzuela et al., 2014; Churio et
al., 2018), y tiene la capacidad de liberarlo a nivel de duodeno (Valenzuela et al., 2016b).
Otro ingrediente interesante para la elaboracién de estas matrices es el suero de leche, que
aporta proteinas que podrian mejorar la formacion estructural de las matrices (Leon et al.,
2016), también aporta nutrientes al cerdo (De Wit, 1998) y podria aumentar el consumo de
las matrices, ya que es un material con componentes aromaticos similares a la leche,
pudiendo generar una buena aceptabilidad de las matrices por continuidad sensorial en los
cerdos (Zijlstra et al., 1996). Actualmente no hay estudios en donde se hayan desarrollado y
caracterizado este tipo de matrices para vehiculizar Fe. Asi, el objetivo de este estudio fue

elaborar y caracterizar matrices comestibles cargadas con Fe hemo y no hemo encapsulado.



MATERIALES Y METODOS

Materiales

Para la elaboracion de las matrices se utilizo alginato de sodio (Sigma-Aldrich, USA) y
suero de leche (Prinal S.A, Chile). Como fuente de Fe hemo se usaron eritrocitos bovinos
atomizados (EBA) (Lican Cells Ltda, Chile), y como fuente de Fe no hemo se utilizo
sulfato ferroso heptahidratado (Merk S.A). Otros reactivos fueron de grado analitico

adquiridos en Merk S.A o Sigma-Aldrich.

Elaboracion de matrices comestibles sin Fe

Se prepar6 una solucion de alginato de sodio al 2% p/v en agua destilada, a la cual se le
agregaron las siguientes concentraciones de suero de leche: 30%, 40%, 50%, y 60% p/v.
Estas mezclas fueron homogenizadas con agitador mecéanico. Posteriormente 20 mL de
cada mezcla fue distribuida en moldes de silicona de forma redonda con didmetro de 3,5 cm
y profundidad de 2 cm, y se refrigeraron a 4°C, un tiempo necesario para que se
solidifiquen y presenten consistencia de gel, estudiandose este proceso a las 24, 48 y 72 h
post-refrigeracion. Luego se desmoldaron y fueron sumergidas en una solucion reticulante
(CaClz al 5% p/v en agua destilada) por 30 min (en este paso se produce la gelificacion
iobnica que es el método de encapsulacion usado). Las matrices desmoldables y
manipulables fueron seleccionadas para su secado, en estufa a 50°C, éste proceso se realizd

a dos tiempos: 24 y 48 h.

Seleccion de una matriz 6ptima

Se realiz0 una seleccion basada en un analisis cualitativo. Para seleccionar una matriz
Optima se siguio la metodologia planteada por Ozdemir y Floros (2008), quienes plantearon
la utilizacion de una escala ordinal para asignar puntajes a criterios subjetivos como la
pegajosidad y apariencia en la seleccion de peliculas de suero de leche con distintas
concentraciones de conservantes. En este estudio se elabor6 una escala con puntajes del 1 al

3, para evaluar los siguientes criterios de seleccion post-refrigeracion: 1) caracteristicas de
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superficie, 2) desmoldado, 3) consistencia y 4) capacidad de deformacion, los criterios de
seleccion post-secado fueron: 1) caracteristicas de superficie, 2) presencia de fisuras y 3)
consistencia. Se selecciond un tipo de matriz como la 6ptima. La matriz resultante de este
proceso se llamé matriz control (MC). En la Tabla 1 se presenta una categorizacion de los
pardmetros a medir post-refrigeracion y post-secado que orientaron a la seleccion de una
matriz Optima. Se le asignd un valor a cada uno de los criterios mencionados anteriormente,
que van del 1 al 3. En donde 1 = caracteristicas deseables (6ptimo) y 3 = caracteristicas no
deseables. La matriz optima fue la que reunio la mayor cantidad de calificaciones 1, y en
casos donde mas de una matriz tuvo evaluaciones iguales, se seleccioné la 6ptima segun la
que incorporé la menor concentracion de suero de leche en su formulacion y que se formo

con los menores tiempos de refrigeracion y secado.



Tabla 1. Categorizacion de los criterios para la seleccion de una matriz 6ptima.

Categorias post-refrigeracion

Criterios 1 2 3
Superficie Lisa. Medianamente irregular. Muy irregular.
Desmoldado Facil desmoldado, a veces Féacil desmoldado, pero la Muy dificil de desmoldar.

Consistencia

Deformacion

necesitando que se le
despeguen los bordes del
molde, no quedan partes
de la matriz en el molde.

Tipo gel, la matriz
soporta la manipulacion y
al presionarla levemente

vuelve a su forma
original.

Baja, la matriz se
mantiene con la forma del
molde y puede ser

manipulada sin adherirse
en las superficies.

cara abaxial o parte de ella
queda adherida al molde.

Friable, la matriz soporta
una manipulacion
delicada, sin embargo, al
presionarla se desintegra.

Media, la mezcla se puede
desmoldar, pero algunas
zonas quedan adheridas en
las superficies, pudiendo
haber desintegracion.

Liquida, la matriz no

gelifica.

Alta, la mezcla se deforma
al sacarla del molde.

Categorias post-secado

Superficie

Fisuras

Consistencia

Lisa y sin presencia de
grietas en la superficie.

No presenta fisuras o
presenta  unas  muy
pequefas.

La matriz es dura y firme.

Medianamente irregular,
observandose una grieta de
menor tamafio (< 1 mm).

Presenta  fisuras  que
recorren parte de una de
sus caras, pero no
comprometen la
estabilidad de la matriz.

La matriz es quebradiza.

Irregular, se  observan
varias grietas de variados
tamanos.

Presenta una o mas fisuras,
que recorren gran parte del
cuerpo de la matriz,
partiéndola en dos o
comprometiendo su
estabilidad o forma.

La matriz es blanda y
puede romperse facilmente
a la manipulacion.




Elaboracion de matrices cargadas con Fe

Una vez obtenida la mezcla 6ptima control (MC) se repitié el proceso de su elaboracion,
pero esta vez a la solucion formadora de esa matriz se le agregaron diferentes
concentraciones de Fe hemo (0,5%; 0,6%; 0,7%; 0,8%; 0,9% y 1% p/v). Luego se
estableci6 una concentracion de Fe hemo dptima, en base a los mismos criterios de la Tabla
1. A esta matriz se le denomind M1 (matriz hemo).

A la solucion formadora de la matriz M1 se le agregd Fe no hemo en diferentes
concentraciones (0,5%; 0,6%; 0,7%; 0,8%; 0,9% y 1% p/v). Asi, en base a los criterios
descritos anteriormente se selecciond un tipo de matriz cargada con Fe hemo/no hemo
denominada M2 (matriz mezcla). Se selecciono la matriz que contuvo la mayor cantidad de
Fe no hemo y hemo, y que presentd las mejores propiedades segun los criterios descritos en
la Tabla 1.

Caracterizacion de matrices comestibles cargadas con Fe

Las matrices MC, M1 y M2 fueron caracterizadas por los siguientes analisis en triplicado:

Apariencia, dimensiones y peso
La apariencia de las matrices se capturd por fotografia digital (Sony DSC-HX1, Sony
Corporation, Japan). Se midié el tamafio de las matrices, determinandoles el largo, ancho y

alto con una regla milimétrica y el peso con una balanza analitica.

Contenido total de Fe

Se determin0 el contenido de cenizas totales (A.O.A.C., 1996) y luego se determind el
contenido de Fe total por espectrometria de absorcion atomica (GBC, 905AA, Australia),
siguiendo las indicaciones del método de digestion acida 999.11 (AOAC, 1996). Las
mediciones espectrofotométricas se realizaron con una curva patrén trazada a una longitud
de onda de 248,3 nm con una solucién estandar de hierro comercial de 1.000 uL/mL (J.T.
Baker, EE. UU.).



Anélisis quimico proximal
Se realiz6 un analisis quimico proximal (A.O.A.C., 1996), determindndose humedad,
proteina cruda, extracto etéreo, fibra cruda y ceniza, y por diferencia se calculd el contenido

de extracto no nitrogenado.

Color
Fue medido con un colorimetro (Konica- Minolta CR- 300, Japon), utilizando la escala de

color de Hunter Lab.

Propiedades mecanicas

Se determind la resistencia a la presion y deformacion de las matrices usando el ensayo de
traccion con un durometro TSS digital (OC- SPA, Inglaterra), equipado con una sonda de
metal de 1 mm de didmetro, que fue incrustada en la matriz a una velocidad de 1,5 mm/s,
Los resultados se expresaron como la fuerza maxima de penetracion y la deformacion en

mm.

Morfologia

A pequefios trozos de las matrices se les realizd microscopia electronica de barrido. Para
esto se realizaron cortes transversales al medio de las matrices hiumedas para tomar
muestras para observar la morfologia. Luego las muestras fueron deshidratadas a traves de
su paso por una serie de acetonas a distintas concentraciones y fueron secadas a punto
critico. Luego se montaron sobre una superficie de aluminio cilindrico, sobre el que se
fijaron las muestras usando cinta de doble cara. A continuacién, las muestras se recubrieron
con oro por pulverizacion catodica dos veces a 20 kV en una atmdsfera de argon (PELCO
91000). La microscopia electronica de barrido se realizd en un LEO 1420 VP (Cambridge,

RU), utilizando un voltaje de aceleracion de 25 kV.

Comportamiento de las matrices sometidas a digestion gastrointestinal in vitro
Las matrices fueron sometidas por separado a dos procesos distintos de incubacion
gastrointestinal, uno de simulacion gastrica y consecutivamente otro intestinal. En el

primero, cinco matrices en duplicado fueron inmersas por una hora en incubacion en
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condicidn gastrica. La condicidn géstrica consistio en una dispersion de 2 g/L de NaCl, 10
g/L de pepsina en agua destilada, con un pH ajustado a 2,0 con HCI 1 N. Las matrices se
incubaron una hora a 37°C con agitacion constante a 150 rpm. Posterior a éste tiempo, las
mismas matrices fueron sometidas a un proceso de digestion intestinal, en el cual se
sumergieron por tres horas en una solucion tampoén “Phosphate Buffer Saline” (PBS), pH
7,4 a 50°C, a la cual se le agregaron 50 g/L de pancreatina de cerdo (tripsina, amilasa,
lipasa, ribonucleasa y proteasa) (Sigma Aldrich®, USA) y 31,2 g/L de acidos biliares
conjugados de cerdo (Sigma Aldrich®, USA).

Se determind el peso de las matrices antes y después de cada proceso de incubacion. El

porcentaje de cambio de peso de las matrices se calcul6 a partir de la siguiente ecuacion:

PF — P

Cambio de peso % = [ j x 100%

Donde: PF es peso final y Pl es peso inicial.

Espectroscopia Infrarroja Transformada de Fourier (FTIR)

Los andlisis FTIR se realizaron al suero de leche, alginato de sodio, eritrocitos bovinos
atomizados (Fe hemo), sulfato ferroso heptahidratado (Fe no hemo) y en las diferentes
matrices (MC, M1y M2), con un espectrometro (ATR/FTIR interspec 200-X, Estonia). Las
mediciones espectroscopicas en muestras de matrices se realizaron directamente utilizando
el accesorio PIKE Miracle TM en una placa de cristal de reflexion simple. Un promedio de

10 exploraciones sobre el rango espectral de 600 a 4000 cm se realizaron por muestra.

Anélisis estadistico

Los datos obtenidos se encontraron distribuidos de forma normal (Shapiro-Wilk, p>0,05).
Se aplic6 una prueba de ANOVA y de Tukey (p<0,05) para determinar diferencias
significativas. Los estadigrafos utilizados fueron promedio * desviacion estandar. Las
pruebas se procesaron con el programa Statistix 8 (Analytical Software 2003, Tallahassee,
FL).



RESULTADOS Y DISCUSION

Seleccion de matrices 6ptimas

Para la mezcla MC se seleccion6 como matriz optima la que contuvo 40% de suero de
leche y que tuvo 48 h de refrigeracion y de secado, ya que esta fue la que obtuvo los
mejores puntajes segun los criterios de seleccion de la Tabla 1. Asi, en la Tabla 2 se
presentan los puntajes asignados a las MC para los diferentes criterios post-refrigeracion y
post-secado.

Para la mezcla M1y M2 se seleccionaron las matrices con 0,9% de Fe hemo, y 0,5% p/v de
Fe no hemo, respectivamente, cuyos puntajes asignados se muestran en la Tabla 2. Para
ambas matrices los tiempos de refrigeracion y secado también fueron de 48 h. Estas
matrices fueron las que tuvieron la mejor puntuacion segun los criterios descritos en la
Tabla 1 (datos no mostrados). De los procedimientos realizados para llegar a obtener estas
matrices dptimas se desprenden diferentes observaciones con respecto a las ventajas y
desventajas de la mayor inclusion de los ingredientes y los tiempos de refrigeracion y

secado, los cuales se presentan en la Tabla 3.



Tabla 2. Puntajes asignados a las matrices MC, M1y M2 en el proceso de elaboracion
segun su concentracion de suero de leche (SL, % p/v), tiempo de refrigeracion (TR, horas),
tiempo de secado (TS, en horas), concentracion de Fe hemo (FH) y Fe no hemo (FNH).

Post-refrigeraciont Post-secado?

Tipos de matrices
D C

)
=
T

SL (30), TR (24), TS (24)

SL (40), TR (24), TS (24)

SL (50), TR (24), TS (24)

SL (60), TR (24), TS (24)

SL (30), TR (48), TS (24)

SL (40), TR (48), TS (24)

SL (50), TR (48), TS (24)

SL (60), TR (48), TS (24)

SL (30), TR (72), TS (24)

SL (40), TR (72), TS (24)

SL (50), TR (72), TS (24)

SL (60), TR (72), TS (24)

SL (30), TR (24), TS (48)

SL (40), TR (24), TS (48)

SL (50), TR (24), TS (48)

SL (60), TR (24), TS (48)

SL (30), TR (48), TS (48)

SL (40), TR (48), TS (48)

SL (50), TR (48), TS (48)

SL (60), TR (48), TS (48)

SL (30), TR (72), TS (48)

SL (40), TR (72), TS (48)

SL (50), TR (72), TS (48)

SL (60), TR (72), TS (48)

SL (40), TR (48), TS (48), FH (0,5%)

SL (40), TR (48), TS (48), FH (0,6%)

SL (40), TR (48), TS (48), FH (0,7%)

SL (40), TR (48), TS (48), FH (0,8%)

SL (40), TR (48), TS (48), FH (0,9%)

SL (40), TR (48), TS (48), FH (1%)

SL (40), TR (48), TS (48), FH (0,5%), FNH (0,5%)
SL (40), TR (48), TS (48), FH (0,5%), FNH (0,6%)
SL (40), TR (48), TS (48), FH (0,5%), FNH (0,7%)
SL (40), TR (48), TS (48), FH (0,5%), FNH (0,8%)
SL (40), TR (48), TS (48), FH (0,5%), FNH (0,9%)
SL (40), TR (48), TS (48), FH (0,5%), FNH (1%)

W R P RPN PP R RPN P P P P P P B N R R R NP R R P PR P RPN R P B} W]
N R N R D RN NN R RNDND NN ERRNDNDDNDRNDERERNDRND®ODNDRNDNDDNDRNDNDNDN
P PR R P P P R NN P P P NP NPE P EPNNNPRE PR PP PP PP PR RO

W W W W WRr P P P P P P NP P PP PP RPNPRP PR PNRPR PP PR P RPNRPE PR M
W W W WN R P P P P P P NP P PP PP RPNPRP P PNRP PP P PP PRPNRP P PR
NN RN NN R P R P P P P NP P P NRP P RPNRPRE P PNEP P PNPRE P PDNPRP PP
NN RN NN P P R P P P P NP P P NMNE P NMNNDNREREPRPNRP P RPNMNNDPRPRPNDNPRP PR

ICriterios de evaluacion de refrigeracion: S: superficie, D: desmoldado, C: consistencia, Df:
deformacion, 2Criterios de evaluacion de secado: S: superficie, C: consistencia, F: fisuras.
1 = caracteristicas deseables (6ptimo), 3 = caracteristicas no deseables.
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Tabla 3. Ventajas y desventajas de la inclusion de distintas concentraciones de
ingredientes en la formulacion de matrices y de los diferentes tiempos de refrigeracion y
secado.

Ventajas A mayor concentracion hay menor formacion de
fisuras y las matrices fueron mas firmes.
Desventajas A mayor concentracion hay una mayor dificultad
% Suero de leche )
para mezclar, la mezcla se hace mas grumosa y
viscosa, hay mayor dificultad de desmolde y

necesita un mayor tiempo de refrigeracion y secado.

Ventajas A mayor concentracion hay un secado mas rapido,
hay menor formacion de fisuras, estas son mas

localizadas y la matriz es mas firme.

0,

Yo Fe hemo Desventajas A  concentraciones mayores de 0,9% la
homogenizacion se dificulta, hasta el punto de no
poder mezclar las formulaciones.

Ventajas A mayor concentracion, se requiere un menor
tiempo de secado.

% Fe no hemo Desventajas A  concentraciones mayores de 0,5% la

homogenizacién se dificulta, hasta el punto de no

poder mezclar las formulaciones.

Ventajas A mayor tiempo de refrigeracién existe mayor

firmeza de la matriz, menor desprendimiento,

_ _, desmolde més facil y se reduce el tiempo de secado.
Refrigeracion ) ] ] » ]

Desventajas A mayor tiempo de refrigeracion existe mayor

formacion de fisuras y las matrices son mas

quebradizas.

Ventajas A mayor tiempo de secado hay mayor firmeza de
las matrices.
Secado ) _ )
Desventajas A mayor tiempo de secado las matrices se hacen

mas quebradizas y presentan mas fisuras.
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De la Tabla 3 se desprende que: 1) la mayor inclusion de ingredientes hizo que las mezclas
fueran mas viscosas y, por lo tanto, presentaran mayor dificultad de homogenizacion. Entre
todos los ingredientes, la inclusién de Fe hemo implico el aumento mas importante de
viscosidad, esto debido a su alto contenido de proteinas (Valenzuela et al., 2014), siendo
una fracciéon muy importante la hemoglobina, que tiene propiedades gelificantes (Salvador
et al., 2009). La concentracion de suero de leche usada en la mezcla hace que esta varie no
solo sus propiedades quimicas y contenido nutricional, sino que también la viscosidad de la
mezcla, ocurriendo el mismo efecto que con el Fe hemo (Nicound et al., 2015; Bos y Vliet,
2001). 2) El tiempo de refrigeracion y secado estan correlacionados con una mayor
deshidratacion de la matriz, asi un mayor tiempo de refrigeracion y secado tienen
consecuencias como mayor cantidad y grosor de fisuras en la superficie de las matrices,
haciéndolas mas quebradizas. A mayor tiempo de secado las matrices se deshidrataron mas,
asi las matrices fueron mas firmes, hasta un limite en el cual se volvian quebradizas, por lo
que debe existir un equilibrio para que haya un buen desmolde y a la vez se generen la
menor cantidad de fisuras posibles, ya que estas comprometen la estabilidad de las

matrices.

Es dificil comparar algunos de los resultados descritos en este estudio, ya que en la
literatura no hay reportes de matrices formuladas con alginato de sodio y suero de leche que
vehiculicen Fe. Se encontré informacion de micro-matrices elaboradas en base a alginato
de sodio denominadas “beads” o perlas, que también fueron sometidas a procesos de
reticulacion con CaCl, y fueron usadas para vehiculizar ambas formas de Fe (hemo y no
hemo) (Huguet et al., 1994; Perez-Moral et al., 2013; Benerjee et al., 2007; Valenzuela et
al., 2014, 2016b; Churio et al., 2018). En el trabajo de Valenzuela et al. (2014), se logro
vehiculizar mayores concentraciones de Fe hemo (en forma de eritrocitos completos)
alcanzando el 30% p/v. Sin embargo, en el presente trabajo esto no fue posible porque en la
formulacién de las matrices, ademas del alginato, también se adicionaba suero de leche, que

le aport6 una alta viscosidad a las dispersiones formadoras de matrices.

En relacion a las concentraciones usadas de Fe no hemo en este trabajo, éstas fueron mas

cercanas a las reportadas por estudios como Churio et al. (2018), donde se alcanzaron
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concentraciones de 1-3% p/v. Estos autores describieron dificultades para la encapsulacién
de algunas sales inorgénicas de Fe no hemo, debido a que al usarlas en altas
concentraciones se transformaron en una pasta viscosa. Perez-Moral et al. (2013), quienes
también describieron dificultades para encapsular sales de hierro inorganicas con alginato
de sodio por gelificacion idnica, propusieron que los iones de Fe?* y Ca?* compiten por los
puntos de union dentro de las perlas de alginato. Otra posible explicacion en el caso de la
encapsulacion del sulfato ferroso, es que este posee la misma carga negativa que los
residuos de acido gulurénico del alginato, dificultando su encapsulacion por gelificacion

ionica (Banerjee et al., 2007).

Caracterizacion

Aspecto, tamafio y peso

El aspecto fisico de las matrices después de los procesos de refrigerado y secado se
presenta en la Figura 1. La MC mostro un color amarillo claro, por estar compuesta por
suero de leche (insumo de color similar), mostré superficies lisas por ambos lados y sin
fisuras. M1 y M2 fueron similares en cuanto a apariencia, ambas de color marrén debido a
la inclusion de Fe hemo como eritrocitos, los cuales tienen una pigmentacion marron, tipica

del grupo hemo (Wismer-Pedersen, 1988; Huguet et al., 1994).

Las matrices fueron redondas debido al molde utilizado. Las tres matrices resultaron

moldearse adecuadamente, sin presentar desprendimientos al momento del desmolde.

MC

Figura 1. Aspecto de la matriz control (MC), matriz hemo (M1) y matriz mezcla (M2).
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Las dimensiones y el peso de las matrices se presentan en la Tabla 4. Ambas variables no
mostraron diferencias entre los tres tipos de matrices. El tamafio y peso de las matrices
depende del molde que se use y el volumen de la mezcla. EI molde a utilizar puede estar
pensado en funcién de la dosis de Fe que se quiera entregar, las preferencias del animal o

la forma de suministro.

Tabla 4. Dimensiones de tamarfio y peso para las matrices MC, M1y M2. Los valores
indican promedio + desviacion estandar.

MC M1 M2
Diametro (cm) 3,48+0,9 374+03 3,83+0,2
Alto (cm) 1,16 +0,2 1,35+0,2 1,34+0,1
Peso (g) 8,68 +0,9 8,07 £0,6 8,34 £0,6

Letras distintas en superindices indican diferencias significativas entre tratamientos (p<0,05).

El alginato es un polisacérido lineal que contiene cantidades variables de &cido B-D-
manuronico (grupos M) y acido a-L-gulurdnico (grupos G), teniendo una composicion,
relacién y secuencia que dependeran de la fuente de la cual provenga, y que determinan las
propiedades fisicas y quimicas del polimero (Batchelor et al., 2002; Lupo et al., 2012). La
formacion de las matrices tiene relacion con la propiedad del alginato de formar estructuras
tipo gel moldeables a diversos tamafios y formas (Lupo et al., 2012). Esta propiedad
depende de la proporcién de los grupos G y M del alginato. Asi, si el alginato presenta una
mayor cantidad de bloques G, formara un gel de alta fuerza y porosidad, y al presentar una
mayor cantidad de bloques M forma un gel de fuerza media, pero con alta resistencia a la

sinéresis y poros mas pequefios (Hernandez et al., 2005).

Morfologia

La Figura 2 muestra las imagenes obtenidas a través de microscopia electronica de barrido
de las matrices MC, M1y M2. Estos analisis revelan que las matrices tienen una superficie
rugosa y heterogénea, lo que difiere de otros trabajos que utilizan so6lo alginato para formar
micro-matrices, donde la superficie se observa mayormente lisa y homogénea (Benerjee et

al., 2007; Valenzuela et al., 2014). En otros trabajos en donde se han elaborado micro-
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matrices en base a alginato y proteinas de suero de leche también se han descrito
superficies mayormente lisas (Rajam et al., 2012; Tang et al., 2013; Zandi et al., 2014).

Figura 2. Imagenes obtenidas con microscopia electronica de barrido de cortes
transversales de las matrices.

La superficie rugosa y heterogénea de las tres matrices se puede deber principalmente a
dos factores: 1) en este estudio no se utilizaron proteinas de suero de leche, sino que suero
de leche completo, que incluye variados nutrientes, y segtn lo que describe Fundueanu et
al. (1999), un aumento de ingredientes, conlleva a un aumento en la formacion de
irregularidades en el material resultante. 2) La inclusion de fuentes de Fe a la mezcla
aporta a la formacion de rugosidades y a que las superficies de las micro-matrices sean
heterogéneas (Valenzuela et al., 2014; Kulkarni et al., 2008). Liu et al. (2012), describe
que la apariencia final de una matriz dependera de la proporcion de sus materiales, siendo
mas lisas las elaboradas s6lo con alginato, volviendose mas rugosas a medida que se le
agregan diferentes materiales a encapsular, lo cual podria traducirse en que los materiales
encapsulados ocupan los espacios dejados por el material muralla. Se describe también,
que las estructuras conformadas s6lo con alginato poseen una alta porosidad, la cual genera
una mayor difusién de moléculas, y que esta porosidad va disminuyendo a medida que se
le van agregando moléculas, disminuyendo con esto también la velocidad de difusién de

los compuestos encapsulados (Smidsrad y Skja, 1990).

Contenido total de Fe
En la Figura 3 se presenta el contenido de Fe de las matrices. MC contiene niveles traza de
Fe a pesar de no haber sido agregado este mineral en su formulacién, debido a que el Fe se

encuentra en la mayoria de los ingredientes alimentarios, por encontrarse en alta
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concentracion en la naturaleza (Whittemore, 1979). El contenido de Fe de M1 fue superior
al de MC como era de esperar, por la adicion de los eritrocitos atomizados, pero bastante
inferior al contenido de Fe de M2, lo cual se explica por el aporte de las diferentes fuentes
de Fe usadas, ya que los eritrocitos bovinos atomizados contienen 2,5 mg de Felg
(Valenzuela et al., 2014), a diferencia de la fuente de Fe no hemo (sulfato ferroso
heptahidratado) que contiene aproximadamente 162 mg de Fe/g (Churio et al., 2018),

siendo este segundo mucho mas concentrado, por ser una sal inorganica de Fe.

3,5
3,0
@ 2,5
(@))
E 20
s
S 15
L
1,0
05 b
2 BEES
0’0 ="
MC M1
Matrices

Figura 3. Contenido de Fe total de las distintas matrices. Letras distintas indican
diferencias significativas (p<0,05).

La cantidad que puede aportar cada fuente de Fe es tan diferente, que hace cuestionarse si
es eficiente agregar el Fe hemo en vez de agregar sélo Fe no hemo, que es lo que se ha
hecho en muchos estudios anteriores de fortificacion de alimentos con Fe y suplementacion
para humanos y animales (Martinez-Navarrete et al., 2002; Zlatkin et al., 2001;
Zimmermann et al., 2003). Sin embargo, el Fe hemo es méas biodisponible que el no hemo
en cerdos (Quintero-Gutiérrez et al., 2008; Lipinski et al., 2013), ademas, es capaz de
aumentar la biodisponibilidad del Fe no hemo (South et al., 2000) y absorberse por una via
diferente a nivel intestinal (Staron et al., 2017). El Fe hemo se absorbe mediante un

receptor/transportador llamado “proteina transportadora del grupo hemo 1” (HCP1), que
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captura al grupo hemo completo desde las hemoproteinas y lo internaliza intacto por
endocitosis al interior de los enterocitos (Shayeghi, 2005). En cambio, el Fe no hemo es
transportado al interior de los enterocitos por el transportador de metales divalentes 1
(DMT1) (Lipinski et al., 2013; Hansen et al., 2010).

Andlisis quimico proximal

En la Tabla 5 se presentan los resultados del analisis quimico proximal de las matrices. Con
respecto a la humedad, no se observan diferencias entre las 3 matrices, teniendo M1 una
mayor humedad, lo cual puede deberse a su mayor porcentaje de Fe hemo, que tiene una
naturaleza higroscépica, que podria captar agua del ambiente (Labrude et al., 1988). Con
respecto a la proteina cruda, M1 tiene los valores mas elevados, debido a que el Fe hemo
tiene una alta concentracion proteica en su composicion, cercano al 90%, ya que se trata de
eritrocitos completos, en donde la hemoglobina es un componente importante (Wismer-
Pedersen, 1988). Con respecto al contenido de cenizas de las matrices, el porcentaje es
mayor en M2 que en MC y M1, debido a la cantidad de Fe inorganico usado en esa matriz.
Los resultados obtenidos para el extracto no nitrogenado indican que MC tiene un mayor
contenido, el cual se explica por la mayor concentracion de suero de leche y alginato en
comparacion a M1y M2, ya que estos Ultimos ademas tienen Fe hemo/no hemo como parte
de su formulacion, disminuyendo con esto la concentracidn de suero de leche y alginato por
efecto dilucion. Las diferencias obtenidas en fibra cruda se podrian explican por
contaminacion en la formulacién o el andlisis, y por la composicién del alginato de sodio,
el cual es de origen vegetal (Yang et al., 2011), sin embargo, se hubiesen esperado valores

mayores en MC, lo que no ocurrio.
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Tabla 5. Analisis quimico proximal de las matrices MC, M1y M2.

AQP MC M1 M2
Humedad (%) 4,8 +0,0? 5,2 +0,0° 4,4 +0,0%
Materia seca (%) 95,2 £ 0,02 94,8 £0,02 95,6 £ 0,02
Proteina total (%) 11,8 +0,1% 13,8 +0,3" 11,9 +0,0?
Fibra cruda (%) 0,9+ 0,02 1,05 + 0,12 1,35 +0,1°
Extracto etéreo (%) 0,3+0,0? 0,1+0,0? 0,1+0,0?
ENN (%) 73,1+0,1° 71,0£0,1° 71,3+0,0°
Cenizas (%) 9,2 + 0,02 8,9 +0,1° 10,9 +0,1°

ENN: extracto no nitrogenado. Distintas letras en superindices indican diferencias estadisticamente

significativas (p<0,05).

Color y propiedades mecénicas

En la Tabla 6 se presentan los resultados de los pardmetros de color y propiedades
mecénicas de las matrices. En cuanto al color, se observa que MC presenta parametros de
color muy diferente con respecto a M1 y M2. MC tiene el pardmetro L* mas alto y los
parametros a* y b* mas bajos, que las otras matrices, esto se traduce en que tiene un color
mas claro, y M1 y M2 tonos mas oscuros (como ya se habia descrito en la seccion de
apariencia de las matrices). Observandose también diferencias entre M1 y M2 para estos

parametros.
Tabla 6. Color y propiedades mecanicas de las matrices.
MC M1 M2

L* 60,5 + 9,0° 23,2+9,3 29,7+£6,1°
a* 10,2 +2,8° 16,4 + 5,3 11,0+ 3,2°
b* 41,8 + 8,62 29,3 +7,6° 33,4 +45°
Deformacion (mm) 0,87 £0,32 0,74 £ 0,32 0,81 +0,3?
Resistencia a la fractura (Kg) 5,19+ 1,92 1,50 + 0,9° 2,13+0,8°

*Distintas letras en superindices denotan diferencias significativas (p<0,05).
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Las propiedades mecénicas de un alimento son de suma importancia, ya que influyen sobre
la aceptacion por parte del animal y sus capacidades de consumo. Asi, en cuanto a los
resultados de las mediciones de propiedades mecanicas, estos muestran que MC es mas
resistente a la fractura que M1 y M2, lo cual puede deberse al tipo de interacciones
quimicas formadas entre el material muralla (entre moléculas del suero de leche y alginato
de sodio) con el Fe hemo y no hemo, ya que, segun Devi y Kakati (2013) en presencia de
proteinas (las aportadas por el suero de leche), el alginato es capaz de formar estructuras
mas firmes y menos porosas. Sin embargo, al adicionar diferentes fuentes de Fe a las
mezclas, la interaccién molecular entre el alginato y el suero de leche se ve disminuida, lo
cual quiere decir que la resistencia del material muralla disminuye. A pesar de que todavia
no se conocen bien las interacciones entre el alginato con los iones de Fe, en el trabajo
realizado por Perez-Moral et al. (2013) se propone que los iones de Fe*? (de la fuente de Fe
no hemo) y Ca*? (del suero de leche y el CaCl,) compiten por los puntos de unién con los
grupos M y G que conforman el alginato, disminuyendo con esto las interacciones quimicas
que dan estabilidad a las matrices de alginato. Otra posible explicacién que describen
algunos autores es que el alginato no puede encapsular especies anidnicas (como el sulfato
ferroso) como fue mencionado anteriormente (Banerjee et al., 2007). M1 y M2 no
presentan grandes diferencias en los valores de resistencia a la fractura.

Los resultados no arrojaron diferencias entre los valores de las tres matrices para la
deformacion, esto debido a que este analisis mide la elasticidad del material, la cual en este
caso estd dada netamente por las caracteristicas quimicas del alginato de sodio y no se ven
afectadas por la inclusion de las distintas fuentes de Fe (Hernandez et al., 2005).

Comportamiento de las matrices sometidas a digestion gastrointestinal in vitro

En la Figura 4 se muestran los resultados para el comportamiento de las matrices sometidas
a digestion gastrointestinal in vitro, donde nimeros positivos indican que la matriz aumento
de peso y nimeros negativos que el peso disminuyd. Los resultados se traducen en que MC
y M1 aumentan de peso, tanto en el medio de incubacion gastrico como en el intestinal (es
decir absorben liquido), sin mayores diferencias entre si. Mientras que M2 presenta un
menor aumento de peso y significativamente menor que MC y M1 en el medio de

incubacion gastrico, y su peso se reduce significativamente en el medio de incubacion
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intestinal, lo cual se interpreta como una liberacién de contenido y liquido (hecho

observado al realizar los experimentos), siendo también significativamente diferente a MC
y M1.
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Figura 4. Resultados del comportamiento de las matrices (expresado como cambio de peso
porcentual) sometidas a digestion gastrointestinal in vitro. a y b indican diferencias
significativas entre matrices. ¢ y d indican diferencias significativas entre la condicion
géstrica e intestinal para una misma matriz (p<0,05).

Entre las propiedades que tiene el alginato, esta la capacidad de retener moléculas de agua
debido a su estructura quimica e hidrosolubilidad, esta caracteristica esta dada por sus
grupos carboxilicos, y, por lo tanto, depende de la cantidad de éstos (Hernandez et al.,
2005). ElI comportamiento diferente mostrado por las matrices al estar sometidas a
digestion géstrica e intestinal se debe a que el alginato se comporta de manera distinta
frente a los diferentes medios de incubacion (gastrico e intestinal). En el medio gastrico
(pH é&cido), el alginato sddico hidratado se convierte en una estructura porosa e insoluble

Ilamada ““acido alginico”, y, en pH bésico, como el de la incubacion intestinal, la capa
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externa del &cido alginico se convierte en una capa viscosa soluble (Chen et al., 2004). Esto
se traduce en que la liberacion de moléculas encapsuladas en micro-matrices de alginato en
soluciones con pH acido es minima, pero aumenta drasticamente en pH bésico (Pelletier et
al., 2001; Leonard et al., 2004; Vallée et al., 2009; Valenzuela et al., 2016b).

Las diferencias en los resultados de M2 en comparacion a MC y M1 se deben a la
incorporacion de Fe no hemo a la formula, esto genera la formacion de una estructura con
menor potencial higroscopico, absorbiendo una menor cantidad de liquido en condiciones
gastrointestinales, y ocurra, ademas, en la condicion intestinal, una total desintegracion.
Los resultados obtenidos para la matriz M2 demuestran, que esta puede funcionar como un
suplemento comestible capaz de encapsular Fe hemo y no hemo, soportando el paso por
condiciones gastricas, y desintegrandose al final de la incubacién intestinal, pudiendo de
esta manera entregar el Fe en su sitio de absorcion de forma controlada, tal como ya lo han
descrito otros autores en micro-matrices de alginato de sodio que encapsulan Fe hemo
(Valenzuela et al., 2016b).

Espectroscopia Infrarroja Transformada de Fourier (FTIR):
Mediante un FTIR se analizaron las muestras de los materiales utilizados en las matrices
con el fin de establecer los diferentes tipos de interacciones moleculares que ocurren. Para

esto se analizaron muestras de los materiales formadores de las matrices, los dos tipos de

Fe y las tres matrices obtenidas. Los resultados se muestran en la Figura 5.
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Figura 5. FTIR de los materiales utilizados en las matrices: alginato de sodio (AS), suero

de leche (SL), Fe hemo (FH) y Fe no hemo (FNH), y las tres matrices: MC, M1y M2.

Los picos de absorcion cercanos al 3500 cm™ en los espectros de alginato de sodio, suero
de leche, Fe hemo y Fe no hemo son indicativos de enlaces O-H de tipo hidrofilico, siendo
mas notorios en el alginato de sodio y el Fe no hemo (Van Hoogmoed et al., 2003; Ribeiro
et al., 2004). Como es de esperarse, el espectro mostrado en esta misma area en las matrices
MC, M1 y M2, muestra una absorcién similar a la de los materiales que las componen,
siendo el alginato determinante en esto, ya que en las tres matrices resultantes se observa
practicamente la misma curva que muestra el alginato por si solo, a pesar de la presencia o

no de las diferentes fuentes de Fe.

En la Figura 5, el pequefio pico mostrado entre 2900 cm™ y 3000 cm™ en la curva de Fe
hemo y suero de leche, representa el estiramiento de enlaces C-H, lo cual esta asociado con
interacciones hidrofébicas de acidos grasos, fosfolipidos y ésteres de colesterol (Petibois y

Déléreis, 2004; Valenzuela et al., 2014). Por el contrario, el espectro mostrado en este
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mismo sector para alginato de sodio y Fe no hemo presenta una absorcion insignificante en
esta area debido a su naturaleza hidrofilica. Este mismo pico puede observarse en las tres
matrices resultantes, habiendo pocas diferencias entre ellas, por lo que su presencia se debe

en gran parte a la inclusion de suero de leche.

El FTIR del alginato de sodio muestra dos picos cercanos a los 1400 cm™ y 1500 cm™
aproximadamente, los cuales han sido descritos en estudios anteriores, como “vibraciones
de estiramiento asimétricas y simétricas” del enlace C-O del ion de sal de carboxilato. Sin
embargo, esta vibracion de estiramiento del grupo carboxilato cambid en el analisis FTIR
realizado a las matrices MC, M1 y M2 como resultado del reemplazo de iones de sodio por
iones de calcio, después de la gelificacion idnica (Daemi y Barikani, 2012), lo que indica la
participacion del grupo COO- en el proceso de reaccion con el Ca?* resultando en la
formacion de estructuras de “caja de huevos”, ampliamente reportadas en la literatura
(Dalmoro et al., 2012).

En la curva correspondiente al Fe hemo, en los 1500 y 1600 cm™ se observan dos picos
representativos de las bandas de amina | (correspondiente a enlaces C=0) y amina Il
(enlaces N-H), los cuales tienden a desaparecer en las curvas de las matrices MC, M1 y

M2, esto da indicios de que se han formado nuevos enlaces moleculares (Zhao et al., 2009).

En el andlisis FTIR realizado a las matrices MC, M1 y M2 se observan alrededor de los
1000-1100 cm™, picos correspondientes a enlaces de tipo C-O, los cuales pueden
observarse en las curvas FTIR del Fe no hemo, suero de leche y alginato de sodio en menor
medida, sin embargo, como las tres matrices finales muestran un pico similar, podria
deducirse que se debe principalmente a la interaccién entre alginato de sodio y suero de
leche. Ademas, se observa que el pico de MC es mayor que en M1 y M2, por lo que la
adicion de nuevos ingredientes a la mezcla disminuye este tipo de interacciones en el

material, dando prioridad a otros (Zhao et al., 2009).
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Conclusiones

En este estudio fue posible la elaboracion de matrices comestibles de suero de leche y
alginato de sodio por gelificacion ionica cargadas con Fe, logrando obtener matrices
Optimas con concentraciones de Fe hemo de 0,9% Yy matrices de mezcla con

concentraciones de Fe hemo de 0,9% y no hemo de 0,5% p/v.

Las matrices conservaron la forma del molde utilizado. MC fue mas resistente a la fractura
que M1y M2y se logro la generacion de un nuevo material polimérico con predominio de

enlaces O-H y C-O, evidenciado por FTIR.

Las 3 matrices aumentaron de peso en la incubacién géastrica, mientras que en la intestinal

MC y M1 aumentaron de peso y M2 se desintegro lentamente.
Los resultados muestran la obtencion de matrices utiles para ser utilizadas como un

suplemento capaz de suministrar Fe, siendo M2 la que retne las mejores caracteristicas,
debido a su mayor contenido de Fe y mejor comportamiento gastrointestinal in vitro.
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