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INTRODUCCION GENERAL

1. El Hierro: un mineral esencial para el ser humano

El hierro es un metal traza esencial para todos los organismos y su deficiencia nutricional
es la mas comun a nivel mundial, constituyendo un problema de salud publica tanto en los paises
industrializados como en los paises en vias de desarrollo. El hierro desempefa importantes
funciones bioquimicas en el hombre, entre las que destacan la uniéon de oxigeno a hemoglobina,
su funcion como cofactor de diferentes enzimas, o la unién al grupo hemo del complejo citocromo

P450, entre las mas importantes.

La hemoglobina es una hemo-proteina que se encuentra en los glébulos rojos, también
llamados eritrocitos o hematies. Cada una de sus cuatro unidades estructurales esta compuesta
por un grupo hemo que contiene un atomo de hierro, encargado de captar el oxigeno molecular
(O2) de los alvéolos pulmonares y transportarlo a través del torrente sanguineo hacia todos los
tejidos del organismo. La disminucion del niumero de glébulos rojos deriva en anemia, debido a

la reduccion del flujo de oxigeno hacia los tejidos.

La anemia esta definida como un sindrome que se caracteriza por la disminucién anormal
del numero o tamafio de los glébulos rojos que contiene la sangre o de su nivel de hemoglobina.
Aunque son diversas las causas que pueden provocar esta afeccion, la anemia por deficiencia

de hierro, o anemia ferropénica, es la mas comun (Schechter, 2008).

1.1. Anemia por deficiencia de hierro

En la anemia por deficiencia de hierro, el suministro de hierro a la médula ésea es
insuficiente para la eritropoyesis (produccion de glébulos rojos) (Handelman & Levin, 2008). De
acuerdo a los datos proporcionados por el estudio GBD del 2016 (del inglés, Global Burden of
Disease), un tercio de la poblacion mundial sufre anemia, y en aproximadamente la mitad de los
casos se debe a deficiencia de hierro. Por lo tanto, la anemia ferropénica afecta a mas de 1200
millones de personas en todo el mundo, y la deficiencia de hierro sin llegar a desarrollar anemia

es aun mas frecuente (Camaschella, 2019).



1.2. Consecuencias de la insuficiencia de hierro

El hierro en la dieta se presenta en dos formas: como hierro heminico, presente en
productos de origen animal, y como hierro no heminico (inorganico) que es el que se encuentra
en vegetales y derivados. Sin embargo, la biodisponibilidad del hierro heminico es del 20 — 30 %
y la del no-heminico es de solo del 1 — 10 % (Skolmowska & Gtgbska, 2019). La presencia de
fitatos en los alimentos vegetales, compleja el hierro y reduce su absorcion (Zhang et al., 2020).
Es por este motivo que para las personas veganas es complicado alcanzar la dosis recomendada
de hierro, ya que el hierro que suelen consumir se absorbe menos. Por eso se buscan

constantemente fuentes alternativas para su administracion.

De acuerdo a la Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion
(FAO/OMS), la dosis diaria recomendada de hierro varia entre 5 y 30 mg en funcién del estado
fisioldgico, la etapa de crecimiento, el género y la demanda. Dichos requerimientos son dificiles
de cubrir en determinados estados (por ejemplo, en mujeres embarazadas), por lo que el riesgo
de desarrollar anemia ferropénica se incrementa. En funcion de lo expuesto, las
recomendaciones diarias de hierro de la FAO/OMS (2002a) son las siguientes (fuente

):

- Ennifios, 6 - 9 mg/dia

- En adolescentes, 17 mg/dia

- En mujeres adultas de entre 19 - 65 afios se recomienda 29 mg/dia

- En embarazadas la recomendacion es de 60 mg/dia por lo que se sugiere el uso de

suplementos)

- En mujeres postmenopdausicas, 11 mg/dia

- En hombres adultos, 14 mg/dia

Las consecuencias de la deficiencia de hierro estan asociadas no solamente a las propias
de la anemia, sino también a alteraciones hematolégicas relacionadas con el mal funcionamiento
de las enzimas dependientes de hierro (Serpa Guerra et al., 2016). En este sentido, se han
informado alteraciones en la capacidad de trabajo fisico y de la actividad motora espontanea,
mayor susceptibilidad a las infecciones (especialmente respiratorias), alteraciones cardiacas,
anomalias funcionales e histolégicas del tubo digestivo, aumento del riesgo de partos
prematuros, de la morbilidad perinatal, menor transferencia de hierro al feto, disminucién en la
velocidad de crecimiento. Por ello, en poblaciones con una alta prevalencia de anemia

ferropénica, la administracién de hierro a embarazadas (especialmente al comienzo de la


http://www.fao.org/3/a-y2809e.pdf

gravidez) mejora la ingesta de hierro, evita partos prematuros y aumenta el peso al nacer (Percy
et al., 2017).

Existe una relacion entre los niveles de hierro sérico de la madre y los del recién nacido.
Los hijos de madres con anemia ferropénica al momento del parto tienen mayor prevalencia de
anemia ferropénica durante el primer afio de vida. Diversos estudios llevados a cabo en lactantes
durante periodos prolongados demostraron que la anemia ferropénica en la infancia produce un
retraso del desarrollo psicomotor, y que estos efectos persisten hasta los 5 y 10 anos. Las
alteraciones en la maduracién del sistema nervioso central también persisten mas alla de la
infancia. Ademas, lo mas inquietante de estos hallazgos es que dichos efectos parecieran no ser
reversibles, aun a largo plazo, a pesar del tratamiento oportuno y satisfactorio de la anemia de

acuerdo con las normas pediatricas vigentes (Ramsay & Charles, 2015).

1.3. Causas etiologicas de la insuficiencia de hierro

Las causas de la deficiencia de hierro pueden deberse a diversos factores, tales como:

- Demanda aumentada

- Ingesta disminuida

- Absorcion disminuida

- Oftras causas (pérdidas aumentadas, drogas, algunas enfermedades cronicas, entre

otras).

En el esquema siguiente se presentan algunas de las causas etiolégicas que contribuyen

a la insuficiencia de hierro y a la anemia ferropénica:
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1.4. Absorcion de hierro y fortificacion de alimentos

La concentracion de hierro en el organismo es regulada a nivel de la absorcion en el
intestino delgado proximal (Zimmermann & Hurrell, 2007). La mayor parte del hierro dietario se
absorbe en el duodeno, aunque la mucosa del colon también expresa las proteinas de absorcion
de hierro, lo que permite la absorcion de hasta el 30% del hierro presente en el tracto

gastrointestinal, dependiendo de su origen.

El hierro no heminico se absorbe mediante diferentes mecanismos: a) por solubilizacion y
reduccién en el medio gastrico, b) por absorcion en el duodeno proximal y ¢) por reduccién del
hierro férrico a ferroso en el borde cepillo del enterocito y co-transporte de hierro ferroso a través
del transportador de metales divalentes (DMT1) (Serpa Guerra et al., 2016). De acuerdo a las
necesidades del organismo, el hierro se almacena en la proteina citoplasmatica ferritina y se
utiliza en los procesos metabdlicos celulares o se transporta hacia la sangre. Por su parte, el
hierro heminico es solubilizado en el tracto gastrointestinal sin ser modificado, se transporta unido
al del anillo de protoporfirina, mediante la proteina carrier de hierro hemo (HCP1) hacia el

duodeno donde es absorbido. Como la estructura hemo es la que permite la entrada directa de



hierro a las células de la mucosa del intestino en forma de complejo hierro-porfirina, la absorcion

de hierro heminico es mayor que la de hierro no heminico (Serpa Guerra et al., 2016).

Debido a la baja absorcion del hierro, en muchas ocasiones resulta dificil alcanzar los
requerimientos diarios. Para afrontar esta problematica a nivel de la salud publica, la

suplementacion y/o la fortificacién son dos estrategias generalmente usadas.

La suplementacion esta dirigida a la poblacion de alto riesgo. El hierro es administrado
tres a cuatro veces al dia en dosis altas (usualmente 60 mg Fe/dia), y no esta incluido en
productos alimenticios. Esta estrategia a menudo conlleva efectos no deseados, como dolor

abdominal, estrefimiento, diarrea y vomitos (Camaschella, 2019).

En la fortificacion, el hierro se incluye en los alimentos en dosis mas bajas, simulando su
entorno natural y evitando efectos secundarios indeseados, razén por la cual seria una
intervencion mas segura (Abbaspour et al., 2014). El sulfato ferroso y el fumarato ferroso son los
compuestos en los cuales el hierro se encuentra mas biodisponible. Si bien estas sales son
solubles en agua o en acido diluido, a menudo reaccionan con otros componentes de los
alimentos, causando sabores desagradables, cambios de color u oxidacion de lipidos (Duran et
al., 2017). Por esta razén, para la fortificacion de alimentos, se encuentran disponibles en el
mercado el sulfato y fumarato ferroso encapsulados. De esta manera se impide que el cation
ferroso altere las propiedades sensoriales de los alimentos, permitiendo que el hierro se libere y
se absorba de manera segura en el intestino delgado. En el caso de las formas menos solubles
de hierro (pirofosfato férrico), si bien se absorben menos muchas veces son las escogidas para
fortificar alimentos, dado que se evitan alteraciones sensoriales no deseadas (Bries et al., 2020).
Por eso, es necesario disefar sistemas que permitan una mejor absorcién del hierro, evitando

alteraciones organolépticas de los alimentos.

1.4.1 Mecanismos de absorcion de hierro en células intestinales y ensayos in vitro para

su determinacion

Los niveles de hierro corporal se controlan principalmente mediante la modulacion de la
absorcion de hierro en el duodeno y el yeyuno proximal. La absorcion del hierro de la dieta por
el intestino proximal esta regulada con precision por factores celulares y sistémicos para asegurar

que la concentracion de hierro se mantenga en niveles adecuados (Gulec et al., 2014).

La absorcion de hierro heminico es eficiente y no se ve influenciada en gran medida por otros

componentes de la dieta. La misma estd mediada por la proteina transportadora de hemo 1



(HCP1). Por el contrario, el hierro no heminico de la dieta (predominantemente en forma de
Fe(lll)) debe reducirse antes del transporte y la encargada de hacerlo es una ferrireductasa de la
membrana de borde en cepillo de los enterocitos, citocromo b duodenal (DCYTB) (Gulec et al.,
2014).

Luego de la reduccioén, el hierro ferroso [Fe(ll)] se transporta a través de la membrana del
borde en cepillo de los enterocitos a través de una proteina transmembrana, el transportador de
iones metalicos divalente 1 (DMT1) (Gulec et al., 2014). Una vez que llega a los enterocitos, el
Fe(ll) es probablemente quelado por acidos organicos de peso molecular pequefio (e.g., citrato),

aminoacidos o proteinas intracelulares (chaperonas) (Gulec et al., 2014) (Figura 1).

Cuando la demanda de hierro es alta, el hierro intracelular se transfiere rapidamente a través
de la membrana basolateral por la proteina de exportacion de hierro ferroportina 1 (FPN1). La
salida del hierro ferroso esta funcionalmente acoplada a la oxidacién del hierro a través de la
hefestina (HEPH). Por ultimo, el hierro férrico se une a la transferrina en los fluidos intersticiales

0 en los vasos sanguineos y se distribuye por todo el organismo.

Cuando la demanda es baja, el hierro se puede almacenar como ferritina, un complejo proteico

de almacenamiento de hierro intracelular (Gulec et al., 2014).
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Figura 1. Mecanismos de absorcién de hierro en el duodeno de los mamiferos. Se representa un solo
enterocito con la maquinaria de transporte responsable de la asimilacion del hierro de la dieta. El transporte
de hierro heminico es mediado por la endocitosis del hemo seguida de la liberacién de hierro dentro de los
endosomas por la accioén de la hemo oxigenasa (HO). El gradiente de protones que alimenta la actividad
de DMT1 se mantiene mediante la accién combinada de un intercambiador de sodio / hidrogeno apical
(NHE) y la Na-K-ATPasa basolateral. (Imagen extraida de Gulec et al., 2014).

2. Bacterias lacticas probiéticas

Las bacterias lacticas constituyen un grupo de microorganismos que producen acido lactico

como unico o principal producto de la fermentacion de carbohidratos. Son cocos o bacilos Gram



positivos no esporulados, no moviles, anaerébicos, microaerofilicos o aerotolerantes, oxidasa y
catalasa negativas, y que carecen de citocromos (Soto et al., 2017). Entre los principales géneros
de bacterias lacticas se encuentran: Lactococcus, Enterococcus, Oenococcus, Pediococcus,

Streptococcus, Leuconostoc y Lactobacillus (Konig et al., 2009).

Algunas bacterias lacticas tienen propiedades probioticas. Desde el punto de vista
etimoldgico, el término probidtico significa "para la vida". La FAO/OMS define a los probidticos
como "microorganismos vivos que, cuando se administran en cantidades adecuadas, confieren
un beneficio para la salud del huésped" (FAO/OMS, 2002; Frias et al., 2016).

Las bacterias lacticas, en general, y los lactobacilos en particular, juegan un papel
importante en la salud y bienestar humano y animal. Fueron consideradas por la FDA (Food and
Drug Administration de EE. UU) como GRAS (generalmente reconocidas como seguras, del
inglés Generally Recognized as Safe) y constituyen los microorganismos mas ampliamente
utilizados como starters en la industria, en la fabricacion de diferentes alimentos (e.g., queso,
yogurt, carnes fermentadas, pescado y vegetales) y también como inoculantes para ensilados
(Ruiz-Rodriguez et al., 2017; Albano et al., 2009; Gerez et al., 2009; Giraffa et al., 2010).

Los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium son los que mas se utilizan como probidticos
(Fijan, 2014; Vlasova et al., 2016; Fenster et al., 2019). Entre los beneficios que confieren los
probidticos a la salud del huésped se encuentran una mayor resistencia a infecciones, reduccion
del colesterol sérico, reduccidon de la concentracidon de sustancias toxicas a nivel intestinal,
inhibicién del crecimiento de bacterias potencialmente perjudiciales para el organismo,

inmunomodulacién, entre los mas importantes (Patel & Goyal, 2013).

La eficacia de los productos alimenticios probidticos para ejercer su accién benéfica
depende del numero de bacterias viables y activas por gramo o mililitro de producto en el
momento de su consumo (Tripathi & Giri, 2014). Por lo tanto, es esencial asegurar una alta tasa
de supervivencia de los probioticos durante la produccion, almacenamiento y pasaje a través del

tracto gastrointestinal.

21 Supervivencia de los probiéticos durante el procesamiento y almacenamiento

Existen diversos factores que influyen en la viabilidad de los microorganismos probidticos
en los productos alimenticios durante la produccién, el procesamiento y el almacenamiento.
Estos factores incluyen parametros alimentarios (pH, acidez, oxigeno disuelto, actividad de

agua, presencia de sal, azucar y productos quimicos como perdxido de hidrogeno, bacteriocinas,



saborizantes, aromatizantes y colorantes artificiales); parametros de procesamiento (referidos
a las condiciones de fermentacion como, temperatura de incubacion, presencia de oxigeno,
velocidad de enfriamiento de los materiales de embalaje del producto, métodos de
almacenamiento, y escala de produccién); y parametros microbioldgicos (cepas de probioticos
utilizadas y concentracion del inéculo) (Tripathi & Giri, 2014). La cepa bacteriana a utilizar deberia
ser capaz de soportar las condiciones de procesamiento y mantener su funcionalidad luego del
mismo y durante el almacenamiento. Ademas, los probidticos incorporados en alimentos no

deben alterar la calidad del producto ni las propiedades organolépticas (del Piano et al., 2006).

La creciente demanda de alimentos funcionales en el mercado obliga a las industrias
alimentarias a implementar nuevas tecnologias que garanticen una elevada viabilidad luego de
la produccion a gran escala. La sensibilidad al oxigeno y a la acidez son los inconvenientes mas
importantes para el procesamiento y escalado de cepas probiéticas de origen intestinal. Para
evitar que perjudiquen la estabilidad de las bacterias, generalmente se utilizan tecnologias de
microencapsulacion (Gbassi et al., 2009; Heidebach et al., 2010; Sandoval-Castilla et al., 2010),
que permiten mantener la viabilidad durante el procesamiento, almacenamiento y pasaje a través
del tracto gastrointestinal. Por lo tanto, la seleccion de cepas y el uso de tecnologias adecuadas

resultan cruciales en el desarrollo de nuevos alimentos funcionales que contengan probidticos.

3. Encapsulacion

En la industria alimentaria se utiliza la encapsulacién de componentes bioactivos en
diversas aplicaciones, tales como el control de reacciones de oxidacion, enmascaramiento de
sabores, colores y olores, extension de la vida util, entre otras (Chavarri et al., 2012). Estas
técnicas también son utilizadas para proteger a los microorganismos probiéticos tanto de los
factores tecnoldgicos asociados al procesamiento de alimentos que puedan alterar su viabilidad
en el producto final, como de las condiciones adversas del tracto gastrointestinal al momento de

ser consumidos.

La microencapsulacién provee una barrera fisica entre el microorganismo y los otros
componentes del producto alimentario, protegiéndolo frente a diferentes ambientes adversos.
(Champagne & Kailasapathy, 2008; Zuidam & Shimodi, 2010). En términos generales, una
microcapsula es una pequena esfera de material encapsulante (matriz), que permite recubrir el

material de interés (nucleo).



El proceso de encapsulacion se realiza en dos etapas. La primera etapa consiste en la
incorporacion del compuesto bioactivo o bacterias (nucleo) mediante disolucién o dispersion (si
la matriz es liquida), o aglomeracién o adsorcién (si la matriz es sélida). La segunda etapa es la
estabilizacion mediante procesos fisicos (evaporacion, solidificaciéon), quimicos (polimerizacién),

o fisicoquimicos (gelificacion) (Burgain et al., 2011).

La microencapsulacion ayuda a separar el nucleo de su entorno hasta su liberacion. De
esta manera, el nucleo (donde se encuentra el compuesto bioactivo) queda protegido frente a
diversos factores adversos (e.g., acidez, concentracion de oxigeno y condiciones
gastrointestinales), mejorando su estabilidad y vida media, y permitiendo una liberacion
controlada en funcion del material de encapsulacion empleado. (Champagne & Kailasapathy,
2008; Burgain et al., 2011).

Los agentes encapsulantes son generalmente matrices de grado alimentario. Su seleccion
representa un desafio, ya que los materiales utilizados deben cumplir requisitos tecnolégicos
(resistentes a las condiciones de procesamiento), regulatorios (reglamentaciones de organismos
nacionales -Codigo Alimentario Argentino- o internacionales -EFSA, FDA-) y de estabilidad
durante el pasaje a través del tracto gastrointestinal (Chavarri et al., 2012; Serna-Cook & Vallejo-
Castillo, 2013). Por todas estas razones, los materiales seleccionados deben ser generalmente
reconocidos como seguros (GRAS) y estables en el tracto gastrointestinal superior, pero
inestables en el intestino, donde deben liberarse los microorganismos (Wdurth et al., 2015). Entre
los materiales mas ampliamente utilizados se encuentran polisacaridos, proteinas y lipidos, que
actian ya sea de manera individual como conjunta (de Souza Simdes et al., 2017). Cuando se
requiere transportar un bioactivo cuyo farget es el colon, pueden usarse materiales
encapsulantes pertenecientes a la familia de la fibra dietaria, ya que no se hidrolizan en la parte
superior del tracto gastrointestinal (Assifaoui et al., 2011; Das & Ng, 2010; Das et al., 2010;
Dhalleine et al., 2011). El uso de los materiales de grado alimentario garantiza la ausencia de
citotoxicidad (Cook et al., 2012).

Al momento de desarrollar un producto probiético encapsulado seguro y eficaz, es critico
mantener un numero adecuado de células viables durante la vida util del producto hasta el
momento de consumirlo (Chavarri et al., 2012). Diversos organismos nacionales e
internacionales, entre ellos la Federacién Internacional de Lecheria (FIL), el Codigo Alimentario
Argentino, la EFSA y la FDA, requieren un minimo de 108-107 unidades formadoras de colonias
de probidticos por gramo de alimento (UFC/g) al momento del consumo, para garantizar sus
efectos beneficiosos sobre la salud del consumidor (FAO/OMS, 2002b; Mortazavian et al., 2007).



Diferentes factores determinan la viabilidad bacteriana luego de la encapsulacion. Entre ellos
pueden mencionarse el tipo y la concentracion del material de la matriz, el tamafio de la capsula,
el numero de bacterias iniciales y la cepa utilizada (Chen et al., 2007). Por eso, los agentes
encapsulantes y los métodos de elaboracion y conservacion de alimentos adquieren un papel

determinante para lograr este objetivo.

La efectividad del proceso de encapsulacion depende de diferentes parametros, tales como
la viabilidad de los microorganismos luego de exponerlos a condiciones ambientales adversas,
el tiempo necesario para la formacion de la capsula, la capacidad de liberacidon de las bacterias

y la recuperacion bacteriana (Mortazabian et al., 2007; Borgogna et al., 2010).

Diversas técnicas de deshidrataciéon (e.g., secado en spray, liofilizacién) suelen usarse
como complemento a la encapsulacion. Esto disminuye el tamafio de particula, facilita el manejo

del polvo obtenido y mejora la estabilidad del producto durante la conservacion.

Estos procesos de deshidrataciéon también pueden emplearse directamente sobre los
cultivos bacterianos o en matrices de alimentos, sin encapsulacion previa. Sin embargo, esta
estrategia puede funcionar en ciertos casos, pero no en otros, ya que algunas bacterias son mas

susceptibles al dafio o la muerte durante el proceso de deshidratacion (Cook et al., 2012).

Es por este motivo que las técnicas de deshidratacion pueden considerarse como pasos
complementarios a la encapsulacion. Es por ello que el proceso de microencapsulacion sera

dividido en dos fases:
i. Proceso de encapsulacion

ii. Proceso de preservacion.

3.1. Proceso de encapsulacién

Los métodos de encapsulacion se pueden dividir en: métodos de extrusién o de gotas y

métodos de emulsién o sistemas de dos fases (Solanki et al., 2013).

Dentro de los métodos de extrusion, la gelificacion idnica es uno de los mas utilizados para
encapsular probidticos (Etchepare et al., 2015) y consiste en producir pequenas gotas de material
encapsulado, haciendo pasar una solucién polimérica a través de una aguja de jeringa por goteo

(de Vos, et al., 2010). Para ello, los microorganismos son adicionados a un hidrocoloide (e.g.,



pectina, alginato) y la suspension se hace gotear sobre una sal (e.g., CaClz) que permite la

gelificacion (Vemmer & Patel, 2013).

La emulsificacion se define como un proceso de dispersién de un liquido en un segundo
liquido inmiscible (Goodarzi & Zendehboudi, 2019). ElI material a encapsular (bacterias o
compuestos bioactivos) se incluye en el primer liquido (solucién polimérica) (de Vos, et al., 2010).
Un pequeno volumen de la solucién polimérica con bacterias en suspension (fase dispersa) es
adicionado a un volumen mayor de aceite vegetal (fase continua). Luego, la mezcla es

homogeneizada hasta formar una emulsién de agua en aceite (Vemmer & Patel, 2013).

3.2. Proceso de preservacion

Para mejorar la estabilidad de los probidticos durante el almacenamiento prolongado se
recurre a la deshidratacién de los mismo (Perdana et al., 2013). Sin embargo, el proceso de
secado puede causar deterioro de las capsulas, liberacion de algunas bacterias y pérdida de
viabilidad.

Los procesos de conservacion permiten reducir la actividad de agua del material a
preservar, inhibiendo las reacciones quimicas y bioldgicas responsables de su degradacién
(Lodato et al., 1999; Jagannath et al., 2010). La liofilizacion y congelacién son los métodos de

preservacion de microorganismos mas utilizados.

3.2.1. Congelacién

Para garantizar la viabilidad y actividad celular luego de la congelacion y descongelacién,
se requiere que las velocidades de estos procesos sean rapidas (Li et al., 2018). Las
temperaturas mas utilizadas son -20 °C y -80 °C. Cuanto menor sea la temperatura de
almacenamiento, mayor sera la supervivencia de las bacterias (Calinoiu et al., 2016). Es por este
motivo que la congelacion y almacenamiento en nitrégeno liquido (-110 °C a -196 °C) permite
obtener una mejor actividad y viabilidad celular (Zheng & Sun, 2006). Sin embargo, es una técnica

muy cara para su implementacion a escala de laboratorio ni a escala industrial.



3.2.2. Liofilizacion

Desde hace mucho tiempo la liofilizacién es un método ampliamente utilizado para
almacenar y preservar bacterias lacticas y probiéticos (Carvalho et al., 2004; Gautier et al., 2013;
Saarela et al., 2005; Jagannath et al., 2010). El proceso consiste en la remocién del agua por
sublimacion del hielo de la muestra congelada. El proceso consta de tres etapas: congelacion,

sublimacion y desorcion, obteniéndose un material concentrado en polvo (Perry, 1998).

La resistencia bacteriana a la liofilizacibn es cepa dependiente, y por ello, el
comportamiento bacteriano puede ser diferente, aun cuando se utilicen condiciones comparables
(Fonseca et al., 2015). La supervivencia bacteriana durante la liofilizaciéon también se puede ver
afectada por otros factores, tales como fase de crecimiento celular (Carvalho et al., 2004), pH de
crecimiento (Li et al., 2009) y temperatura de incubacion (Li et al., 2009). La temperatura de
almacenamiento es otro parametro critico para la conservacién de bacterias liofilizadas (Zhao &
Zhang, 2005). Los polvos liofilizados pueden ser almacenados bajo vacio, mantenidos en

actividad de agua controlada y en la oscuridad.

Entre las ventajas que presenta la liofilizacién se encuentran la baja temperatura de trabajo
que impide que se alteren las estructuras termolabiles, la ausencia de oxigeno durante el proceso
que impide que se oxiden biomoléculas bacterianas, la ausencia de agua libre que evita el
crecimiento microbiano, la baja humedad residual, la alta estabilidad de los productos durante
tiempos prolongados, el volumen reducido de los productos obtenidos que facilita el transporte y

el almacenamiento de los mismos, entre otros.

Para garantizar la maxima viabilidad y actividad de los cultivos liofilizados deben
optimizarse las condiciones de humedad y temperatura de almacenamiento y transporte
(Coulibaly et al., 2010).

4. Fibra dietaria: La pectina

Los carbohidratos no digeribles, como la pectina, resisten la digestién en el intestino
delgado pero son degradados en el colon a acidos grasos de cadena corta, con diversos
beneficios para la salud del consumidor, entre ellos, el aumento de la absorcién de hierro (Yeung
et al., 2005).

La ingesta de fibra dietaria proporciona muchos beneficios para la salud. Una ingesta

elevada de fibra dietaria reduce el riesgo de desarrollar enfermedades coronarias, accidentes



cerebrovasculares, hipertensiéon, diabetes, obesidad y ciertos trastornos gastrointestinales.
Ademas, un mayor consumo de fibra dietaria mejora las concentraciones de lipidos séricos,
reduce la presion arterial, mejora el control de la glucosa en sangre en la diabetes, promueve la
regularidad, ayuda a perder peso y mejora la funciéon inmunoldgica. Sin embargo, la mayoria de
las personas en Estados Unidos consumen menos de la mitad de los niveles recomendados de
fibra dietaria al dia (Anderson et al., 2009).

En el afo 2016 el Ministerio de Salud de la Nacion elaboré las nuevas Guias Alimentarias
para la poblacién argentina (Garcia et al., 2018). El valor recomendado para fibra dietaria es de
25 g/dia y coincide con la recomendacion de la American Dietetic Association (ADA) (Marlett &
Slavin, 1997).

Segun datos del Ministerio de Salud de la Nacion, el consumo de fibra dietaria en la
Encuesta Nacional de Nutricion y Salud presentdé una media de ingesta de 9.39 g, y el 97.2% de

las mujeres mostré una ingesta inferior a la recomendada (Duran et al., 2007)

Las pectinas pertenecen a la fibra dietaria y son polisacaridos que constituyen
aproximadamente un tercio de la pared celular de las plantas superiores. En los ultimos afios han
adquirido gran interés porque sus propiedades fisico-quimicas y su biodegradabilidad han
permitido el desarrollo de diversas aplicaciones en Ciencia y Tecnologia de Alimentos (Crispin
et al., 2012). Las pectinas pueden extraerse a partir de cascaras de citricos y de pulpa de
manzana en condiciones ligeramente acidas. Los residuos provenientes de la industria azucarera
(remolacha), aceitera (semillas de girasol), son fuentes alternativas de pectinas (Srivastava &
Malviya, 2011).

Desde el punto de vista quimico la pectina estd compuesta por una cadena lineal de
residuos de acido a-(1,4)-D-galacturénico cuyos grupos carboxilicos se encuentran parcialmente
metoxilados (Figura 2) (Burgeois et al., 2006). Debido a la complejidad de su estructura, el peso
molecular de la pectina esta comprendido entre 50000 y 180000 daltons (Sinha & Kumria, 2001).
A pH neutro las cadenas de este polisacarido se encuentran cargadas negativamente, ya que su

pKa es aproximadamente 3.5 (Vandamme et al., 2002).
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Figura 2. Estructura quimica de la pectina (Sharma & Ahuja, 2011).

Las pectinas se dividen en dos grupos principales, en funcion de su grado de esterificacion
con grupos metoxilo: pectinas de alto grado de metoxilacién, pectinas de bajo grado de
metoxilacion y en otras sustancias pécticas (e.g., pectinas desmetiladas o moléculas amidadas)
(Vandamme et al., 2002). Las pectinas alto grado de metoxilacion presentan valores de
metoxilacion comprendidos entre el 60 y 75 %, mientras que este valor disminuye hasta un 20—
40 % en las pectinas de bajo grado de metoxilacion. Esta diferencia influye directamente en la
capacidad gelificante de cada pectina. Asi, las pectinas de alto grado de metoxilacion requieren
un intervalo de pH préximo a 3 para formar geles, son en general solubles en agua caliente y
deben contener un agente dispersante, como la dextrosa, para evitar la formacion de grumos
durante el proceso de gelificacion. Por el contrario, las pectinas de bajo grado de metoxilacion
producen geles independientemente del pH del medio, pero requieren la presencia de una
cantidad controlada de iones calcio u otros cationes divalentes. Es por ello que estas ultimas
revisten un mayor interés por sus aplicaciones en tecnologia farmacéutica (Sriamornsak, 2003).
Asimismo, pueden utilizarse en tratamientos de reduccién de peso, ya que su ingesta provoca
una sensacion de saciedad, por su gran capacidad para absorber liquidos (Anderson et al.,
2009).



Objetivos Generales

Teniendo en cuenta los antecedentes expuestos en esta seccion, los objetivos generales de

este trabajo de tesis son:

» Desarrollar y caracterizar capsulas de hierro-pectina como un método de transporte de

hierro hacia el intestino (Capitulo |, Parte A);

* Desarrollar sistemas de encapsulacion de bacterias lacticas a partir de los sistemas
hierro-pectina, que aseguren la viabilidad bacteriana luego de la digestion gastrointestinal
(Capitulo I, Parte B).

+ Sintetizar y caracterizar nanoparticulas de FezO4 como alternativa a la fortificacién con

sulfato ferroso (Capitulo Il, Parte A).

* Incorporar las nanoparticulas obtenidas en aplicaciones alimentarias (Capitulo Il, Parte



CAPITULO |

PARTE A. Desarrollo y caracterizacién de

capsulas de hierro-pectina como sistema de

transporte de hierro a las células intestinales.



IA1. INTRODUCCION

IA.1. Encapsulacion por gelificacion ionica

Uno de los enfoques mas extendidos para la obtencion de capsulas es el método de
gelificacion iénica o ionotropica. Esta técnica consiste en la utilizacion de biopolimeros anidnicos
que, en combinaciéon con ciertos cationes como el calcio, inducen la formaciéon de un gel
estructurado (Figura I1A1). Este efecto conduce a la formacion de una capsula cuya matriz es el
biopolimero utilizado y dentro de la misma quedara encapsulado el material bioactivo (nucleo),

que puede consistir en bacterias lacticas (Bourgeois et al., 2006).
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Figura IA1. Representacidon esquematica de la encapsulacion por gelificacién idnica (adaptada de
Bogantes, Delia, et al. 2018)



IA.1.1. Polimeros empleados en la encapsulacion por gelificacién idnica

Si bien el alginato, asociado principalmente a los cationes de calcio, se ha utilizado
ampliamente para encapsular lactobacilos y bifidobacterias (Chaluvadi et al., 2012; Chen et al.,
2007; Hotchkiss et al., 2008; Kent & Doherty, 2014; Klemmer, Korber, Low & Nickerson, 2011;
Nazzaro, Fratianni, Coppola, Sada & Orlando, 2009; Zheng et al., 2017), existen otros
biopolimeros naturales, tales como los oligo y polisacaridos de la dieta, que son particularmente
interesantes para este propésito debido a su buena biocompatibilidad, no toxicidad y propiedades

de liberacion controlada (Coviello et al., 2007).

1A.1.1.1. Pectina

Tal como se mencioné en la introduccién general, las pectinas pertenecen a la fibra dietaria
y no se hidrolizan en la parte superior del tracto gastrointestinal, siendo degradadas por la
microflora colénica. Por eso, las matrices de pectina se han utilizado ampliamente para
administrar farmacos cuyo sitio de accién (o target) es el colon (Islan et al., 2012; Assifaoui et al.,
2011; Das & Ng, 2010; Das et al., 2010; Dhalleine et al., 2011; El- Gibaly, 2002; Liu et al., 2003;
Murata et al., 2004). A pesar de las ventajas derivadas de su capacidad para transportar
compuestos al intestino, las pectinas se han utilizado escasamente para la encapsulacion de
probidticos. Al respecto, Gerez y col. (2012) combinaron técnicas de gelificaciéon ionotrépica y
coacervacion compleja para obtener microcapsulas de pectina recubiertas con proteinas de
suero, que mejoran la supervivencia de Lactobacillus rhamnosus a pH bajo y bilis. Oliveira et al.
(2007) utilizaron pectinas y caseina seguidas de secado en spray para encapsular Lactobacillus
acidophilus y Bifidobacterium lactis. Sandoval-Castilla et al., (2010) utilizaron pectinas y alginato
para encapsular Lactobacillus casei incorporado en yogures y posteriormente expuesto a
condiciones gastrointestinales simuladas. A su vez, Nualkaekul et al. (2013) compararon la
eficiencia de capsulas de alginato y pectina para mejorar la supervivencia de Lactoplantibacillus

plantarum y Bifidobacterium longum en jugos de granada y arandano durante el almacenamiento.

I1A.1.2. Cationes mas utilizados

La fisicoquimica del complejo formado entre el cation y el agente encapsulante esta

determinada por el polimero y el cation utilizado. En la gelificacion iénica los cationes forman



asociados insolubles con las cadenas de carbohidratos del agente encapsulante y dan como

resultado los llamados complejos de "caja de huevos" (Bourgeois et al., 2006).
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Figura IA2. Representaciéon esquematica de la unién del calcio a la secuencia poligalacturonato

de la pectina (Srivastava & Malviya, 2011).

Los cationes calcio y el zinc han sido los mas empleados en la gelificacion idnica, siendo

el uso del hierro mucho menos habitual (Ghibaudo et al., 2017).

IA.1.3. Caracterizacion fisico-quimica de las capsulas obtenidas
1A.1.3.1. Swelling (hinchamiento)

El porcentaje de hinchamiento (swelling) es una de las propiedades de un material que
puede cambiar al ser inmerso en medios con diferentes pH. El swelling se determina pesando el
material y/o midiendo el tamafio del mismo antes y después de sumergirlo en el medio a estudiar.
El analisis de estas variaciones es importante para predecir el comportamiento del material en
las condiciones a las que sera expuesto en su potencial aplicacion tecnolégica. Asi, por ejemplo,
en el disefio de capsulas que contienen un producto bioactivo cuyo target de liberacion es el
intestino, sera necesario escoger un material encapsulante que pueda retener el material
encapsulado durante su paso a través del tracto gastrointestinal y ser capaz de liberarlo una vez

llegado al intestino.



1A.1.3.2. Termogravimetria (TGA)

El fundamento del analisis termogravimétrico es la variacion del peso de la muestra como
consecuencia del tratamiento térmico. Debido al proceso, se perdera masa en términos de
volatilizacién o descomposicion y esta pérdida de peso se mide normalmente por medio de una
microbalanza (De Blasio, 2019).

El analisis termogravimétrico (TGA) se utiliza a menudo en estudios de descomposicién
térmica de biomasa. A partir de la medida instrumental se obtiene el termograma
termogravimétrico diferencial (DTG), a partir del cual se hacen suposiciones sobre las
velocidades de reaccion del tratamiento térmico. EI método permite una medicién simultanea de
la temperatura, el tiempo y la masa de una muestra en una atmaésfera dinamica controlada.

El analizador consta de una microbalanza precisa conectada a una bandeja o plato de
muestra dentro de un horno con un programador de temperatura y una termobalanza
controladora. La balanza pesa la muestra en el horno cerrado y la temperatura de la muestra es
monitoreada por una termocupla cerca de la bandeja. Un tubo protector aisla tanto los elementos
calefactores como los serpentines de refrigeracion del plato de muestra. Un gas de purga
dinamico pasa sobre la muestra, con un flujo de entre 20 y 200 mL/min (Figura IA3) (Saadatkhah,
et. al, 2020).
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Figura IA3. Representacion esquematica de un analizador termogravimétrico (Saadatkhah et. al, 2020).

20



La variacion de la temperatura se establece de acuerdo con un programa de temperaturas
especifico que puede incluir pasos isotérmicos y rampas con diferentes velocidades de
calentamiento. El sistema se calienta mediante un horno eléctrico, que en algunos casos puede
alcanzar hasta 2000 °C, dependiendo de los materiales y el disefio del horno (de Blasio, 2019).
En la curva termogravimétrica (TG o termograma) se grafica el cambio de masa de la muestra
en funcion de la temperatura o el tiempo. Los termogramas son uUnicos para cada compuesto y
brindan informacion sobre la estabilidad térmica del material, la estabilidad oxidativa, la
composicion de multiples componentes, la vida util del producto, la cinética de descomposicién

y el contenido de humedad y volatiles.

De manera general, los termogramas se pueden analizar de la siguiente manera
(Saadatkhah et. al, 2020):

1. Por debajo de 150 °C se desprenden agua adsorbida fisicamente, compuestos volatiles

de bajo peso molecular, solventes y gases atrapados.

2. Entre 150-250 °C la pérdida de masa se debe al agua adsorbida quimicamente y
compuestos de bajo peso molecular, tales como aditivos y productos volatiles de

descomposicion.

3. Por encima de 250 °C los compuestos comienzan a descomponerse entre la temperatura
de inicio y finalizacion.
4. Por encima de la temperatura final, el material remanente incluye cenizas y metales no

volatiles.

5. En un ambiente oxidante, los compuestos metalicos aumentan el estado de oxidacion y

ganan masa.

La primera y la segunda derivadas del perfil de pérdida de peso (DTG y DDTG,
respectivamente) identifican puntos de inflexion y discriminan fendmenos de mezclas en
sistemas multicomponente que reaccionan a temperaturas superpuestas (Figura 1A4). Los picos
del DTG corresponden a puntos de inflexidon, mientras que en el caso de picos superpuestos, los

DDTG (temperaturas de inicio) separan las reacciones con mayor precision.
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Figura IA4. Cinco posibles secciones de un termograma (curva TGA (verde), curva DTG, primera
derivada (rojo), curva DDTG, segunda derivada (azul) de Mn(CH3CO32)2.4H20 calentado hasta 900
°C en aire) (Saadatkhah et. al, 2020).

1A.1.3.3. Porosimetria de intrusién de mercurio

La porosimetria de intrusion de mercurio es un método comunmente usado para
caracterizar un material poroso en cuanto a su distribucion de tamano de poro. Generalmente se
utiliza un porosimetro de mercurio, que es un dispositivo capaz de generar presiones lo

suficientemente elevadas como para medir el volumen de mercurio captado por los poros.

El método se basa en la ecuacién de Young-Laplace, también conocida como ecuacion

Washburn:

__4ycoso
P

D Ec. IA1



donde D es el diametro de poro, y es la tension superficial del mercurio (y = 0.485 N/m), 6 es el
angulo de contacto entre el mercurio y la pared del poro, y P es la presion aplicada (Sidiq, et. al,
2020).

El mercurio es el unico metal liquido a temperatura ambiente. Debido a que es un liquido
no humectante, presenta angulos de contacto superiores a 90°. Por este motivo, el cos 8 arrojara
un valor negativo, que refleja el hecho de que el mercurio debe recibir una fuerza para

introducirse en los poros (Tanis-Kanbur, et. al, 2020).

Una porosimetria tipica implica colocar la muestra en una camara y usar vacio para evacuar
los gases y el vapor de las muestras. Luego, mediante un aumento escalonado de la presién
aplicada, el mercurio se ve obligado a entrar en todos los poros presentes en la muestra. La
informacién sobre los poros se obtiene a través de la ecuacién de Washburn (Ec. 1A1). La presion
aplicada para llenar completamente los poros es compatible con el tamafio de los poros (con una
presion mas baja se obtendra informaciéon para macroporos y con una presion alta, para

microporos) (Sidiq, et. al, 2020).

1A.1.3.4. Analisis de fluorescencia de rayos X (XRF)

La espectrometria XRF es una técnica de caracterizacion particularmente valiosa, que
permite un analisis de alta resolucion de la composicion elemental de un material (Léwemark et
al., 2011).

Los rayos X son una radiacion electromagnética de longitud de onda corta (105-100 A),
producida la detencidon de electrones de elevada energia o por transiciones electrénicas de
electrones que se encuentran en los orbitales internos de los atomos (Dolenco et. al, 2017). El

intervalo de longitudes de onda utilizadas en la espectroscopia de rayos X se limita a 0.1-25 A.

Para utilizarlos con fines analiticos, los rayos X pueden ser obtenidos de 4 maneras
(Dolenco et. al, 2017):

1) Por bombardeo de un blanco metélico con un haz de electrones de elevada energia.

2) Por exposicion de una sustancia a un haz primario de rayos X con el objetivo de generar

un haz secundario de fluorescencia de rayos X.

3) Mediante la utilizaciéon de una fuente radiactiva cuyo proceso de desintegracion da lugar

a una emision de rayos X (radiacion gamma).

4) A partir de una fuente de radiacién sincrotron.



Los componentes de un instrumento de fluorescencia de rayos X incluyen una fuente (la
fuente mas habitual es el tubo de rayos X, ver Figura IA5), un dispositivo encargado de
seleccionar la longitud de onda de la radiacion incidente, un soporte para la muestra, un detector
de radiacién o un transductor, un procesador de la sefial y un dispositivo de lectura (Skoog et. al,
2017).
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Figura IA5. Esquema basico de un tubo de rayos X (Skoog et. al, 2017).

Cuando un atomo absorbe radiacion de rayos X, se produce un ion excitado
electronicamente que después de un breve periodo vuelve a su estado fundamental mediante
transiciones que involucran a los electrones de los niveles de mayor energia. Estas transiciones
que se producen para volver al estado fundamental se caracterizan por la emisiéon de radiacion

X (fluorescencia) (Dolenco et. al, 2017).



El analisis de los elementos principales y traza en un material por fluorescencia de rayos X
es posible gracias al comportamiento de los atomos cuando interactdan con la radiacién. Cuando
los materiales se excitan con radiacion de alta energia y longitud de onda corta (por ejemplo,
rayos X), pueden ionizarse. Si la energia de la radiacion es suficiente para desalojar un electrén
de un nivel interno, el atomo se vuelve inestable y un electron externo reemplaza al electron
interno faltante. Cuando esto sucede, se libera energia debido a la disminucion de la energia de
enlace del orbital interno del electrén en comparacion con el externo. La radiacion emitida es de
menor energia que los rayos X incidentes primarios y se denomina radiacion fluorescente. Debido
a que la energia del foton emitido es caracteristica de una transicidén entre orbitales de electrones
especificos en un elemento particular, los rayos X fluorescentes resultantes se pueden usar para
detectar los elementos que estan presentes en la muestra y la abundancia de cada uno
(Oyedotun, 2018).

1A.1.3.5. Analisis del tamafo de particula por dispersién dinamica de la luz (DLS)

El analisis por dispersion dinamica de la luz (DLS, del inglés, Dynamic Light Scattering) es
un método utilizado para determinar el tamafo y la distribucion de tamafio de particulas en
suspension debido al movimiento browniano de las mismas y las fluctuaciones que este genera
en la intensidad de un haz de luz laser incidente (Thomas et. al, 2017).

El principio del movimiento browniano es que las particulas chocan constantemente con
las moléculas de solvente (Thomas et. al, 2017). Estas colisiones hacen que se transfiera una
cierta cantidad de energia, lo que induce el movimiento de particulas. La transferencia de energia
es mas o menos constante y, por lo tanto, tiene un mayor efecto sobre las particulas mas
pequenas (Figura IA6). Como resultado, las particulas mas pequefias se mueven a velocidades

mas altas que las particulas mas grandes (Morilla, 2018).
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Figura IA6. Representacién del movimiento browniano de particulas grandes y pequefas (extraida de
Morilla, 2018).

Cuando un haz de luz laser polarizada incide sobre una particula, se creara un patrén de
dispersion o scattering de la luz. La forma de este patron depende del tamafio de particula y de
la relacion entre el tamafo de la particula y la longitud de onda (A) del haz de luz incidente. Segun
esta relacion, se pueden distinguir tres formas de patrones de dispersion o scattering (Morilla,
2018) (Figura 1A7).
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direcciones (isotrépico) dispersion débil hacia atras

Figura IA7. Diferencias entre los patrones de dispersion de Rayleigh, Mie y Fraunhofer.



En una determinacion por DLS, una muestra diluida en medio liquido es irradiada con haz
de luz laser de longitud de onda Ao. El movimiento browniano de las particulas en suspension
origina fluctuaciones temporales en la intensidad (l) de la luz dispersada a un angulo de medicion

8, como se indica en la Figura IA8.

Particula en movimiento browniano Informacion
Intensidad para DLS
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Figura 1A8. Diagrama explicativo sobre cémo el tamafio de las particulas se determina correlacionando
las variaciones en la intensidad de la luz con el movimiento browniano de las particulas (figura extraida
de ).

La luz dispersa se detecta durante un cierto periodo para monitorear el movimiento de las
particulas. La intensidad de la luz dispersa no es constante, sino que fluctuara con el tiempo.

La velocidad de estas fluctuaciones en la intensidad en cada punto depende del tamafo
de particula. Las particulas pequenas hacen fluctuar la intensidad dispersada mas rapidamente
que las particulas grandes. Por otro lado, las particulas mas grandes dan como resultado
amplitudes mas altas entre las intensidades de dispersion maxima y minima, como se muestra

en la Figura 1A9.
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Figura IA9. Representacion de las fluctuaciones de la intensidad de la dispersion en el tiempo, la

funcién de correlacion y la distribucion de tamafio, dependiendo del tamafio de particula.

La intensidad de la sefial a un tiempo t es comparada con la intensidad intervalos de
decaimiento cortos ( ) (orden de los microsegundos), entonces se calcula la correlacion entre

las intensidades de estas dos sefiales. El equipo construye una funcién de correlacion de la
intensidad de la luz dispersada (que es una funcion de decaimiento exponencial) se obtiene
mediante la Ecuacion IA2 para muestras con particulas monodispersas puras (Bhattacharjee,
2016).

G(7) =1+ b x e~?Pazr Ec. IA2

donde, b es una constante dependiente del instrumento y las configuraciones 6pticas, D es el

coeficiente de difusion traslacional y g es el vector de dispersion calculado con la Ecuacion 1A3.

=—7F Ec. IA3

donde, np es el indice de refraccién del solvente, A, es la longitud de onda en vacio, y 6 es

el angulo de dispersion.
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La velocidad del movimiento browniano de una particula se define por una propiedad
conocida como coeficiente de difusidon traslacional (D). Por DLS se miden las fluctuaciones
temporales de la luz dispersada, a partir de la determinacion del coeficiente de difusién
traslacional D y éste se relaciona con el tamafio de la particula mediante la ecuacion de Stokes-
Einstein (Thomas et. al, 2017) (Ecuacion |1A4):

Kb T
3mTnp

d(h) =

Ec. IA4

donde:

d(h) = diametro hidrodinamico

Kb = constante de Boltzmann (1.38x10% J/K)
T = temperatura absoluta

n = viscosidad del medio dispersante

P = coeficiente de difusion traslacional

El diametro hidrodinamico es el diametro de una hipotética esfera solida (esfera
equivalente) que difunde con la misma velocidad que la particula en estudio suponiendo una

capa de hidratacion que rodea la molécula (Thomas et. al, 2017) (Figura 1A10).

Figura IA10. Representacion del diametro hidrodinamico d(h), de diferentes tipos de muestras.



1A.1.3.6. Potencial zeta (Q)

En una solucién i6nica, las particulas con carga neta tendran una capa de iones (de carga
opuesta) fuertemente unida a su superficie; esto se conoce como la capa Stern. Una segunda
capa exterior difusa se compone de iones asociados de forma débil. Estas dos capas se

denominan colectivamente |la doble capa eléctrica (Figura IA11).

Figura IA11. Esquema que muestra la doble capa eléctrica en una particula cargada negativamente.
Inmediatamente unida esta la capa Stern fuertemente adherida que comprende iones de carga opuesta.
Luego se desarrolla una capa difusa que consta de cargas negativas y positivas. Durante la
electroforesis, la particula con la doble capa eléctrica adsorbida se mueve hacia el electrodo de carga

opuesta, y el potencial zeta es el potencial electrocinético en el plano de deslizamiento.
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En presencia de un campo eléctrico aplicado, las particulas cargadas se desplazan hacia
el electrodo de carga opuesta. A medida que las particulas se mueven se crea una distincion
entre los iones en la capa difusa que se mueven con la particula y los iones que permanecen con
el dispersante (Clogston & Patri, 2011).

El potencial electrostatico en este limite del "plano de deslizamiento" se denomina potencial

zeta y esta relacionado con la carga superficial de la particula.

En las mediciones de potencial zeta, se aplica un campo eléctrico a través de la muestra 'y
se mide el movimiento de las particulas (movilidad electroforética) mediante velocimetria laser
Doppler. Las particulas con un potencial zeta entre -10 y +10 mV se consideran
aproximadamente neutras, mientras que aquellas con potenciales zeta de mas de +30 mV o
menos de —30 mV se consideran fuertemente catidnicas y aniénicas, respectivamente.

Como el potencial zeta no se puede medir directamente, se deduce de la movilidad
electroforética de particulas cargadas bajo un campo eléctrico aplicado. La movilidad

electroforética (U, ) de las particulas se calcula primero de acuerdo a la Ecuacién IA5.
%4

U, = = Ec. IA5
E

donde V es la velocidad de las particulas (um/s) y E, la intensidad del campo eléctrico aplicado

(V/cm) (ambas variables conocidas).

Luego, la ecuacion de Henry se usa para calcular el potencial zeta, ¢ (Clogston & Patri,
2011) (Ecuacion 1AB).

Up = 2elr(Ka) Ec. IA6
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donde U, es la movilidad electroforética, ¢ es la constante dieléctrica, n es la viscosidad del
medio, { es el potencial zeta, f(Ka) es la funcién de Henry y Ka es una medida de la relacion del

radio de la particula y del grosor de la doble capa eléctrica.

Cuando el grosor de la doble capa eléctrica de la particula es mucho menor que el radio
de las particulas, lo que puede darse con particulas mas grandes (hasta 1 pym) dispersas en
soluciones acuosas de alta concentracion de sales (1072 M), el valor de f(Ka) es tomado como
1.5 y la ecuacién de Henry se modifica en la ecuacion de Helmholtz-Smoluchowski
(Bhattacharjee, 2016) (Ecuacion IA7).



Uu, = — Ec. IA7
¢ n

Por el contrario, cuando el grosor de la doble capa eléctrica de la particula es mucho mayor
que el radio de las particulas, lo que puede darse con particulas mas pequenas
(< 100 nm) dispersas en soluciones de baja concentracion de sales (107° M), el valor de f(Ka)
es tomado como 1 y la ecuacion de Henry se modifica en la ecuaciéon de Hiuckel, (la cual es

raramente aplicada) (Ecuacion 1A8):

287
3n

Ue = Ec. IA8

1A.1.3.7. Espectrocopia Méssbauer

La espectrometria Mdssbauer es un método para determinar el estado de oxidacion

quimica y el entorno de los elementos quimicos.

La espectrometria Mdssbauer se trata de una técnica de resonancia nuclear que utiliza la
emision de rayos gamma desde un nucleo radiactivo, seguido por la absorcion selectiva de
dichos fotones en otro nucleo cercano. El fendmeno es extremadamente sensible a pequefas
diferencias entre la estructura del nucleo emisor y el nucleo absorbente. La absorcién depende
fuertemente del estado electrénico, quimico y magnético de los &tomos que componen el material
en estudio (Veiga, 2008).

Para entender el mecanismo del efecto Méssbauer es necesario comprender previamente
algunos principios fundamentales como la absorcién resonante, la emision libre de retroceso y el

efecto Doppler.

Absorcion resonante

Una fuente radiactiva emite un fotdn durante la transicion desde un nivel determinado de
energia a uno de energia inferior. Estos fotones de alta energia (desde keV hasta unos pocos
MeV) se denominan rayos gamma. Para que un foton pueda ser absorbido por un nucleo, su
energia debe ser exactamente igual a la diferencia entre dos de sus estados de energia. Este
fendmeno se denomina absorcion resonante (Veiga, 2008).

El factor mas importante en la distribucion de energia de los fotones emitidos es la vida

media del estado excitado 7. El nivel de referencia tiene vida infinita y por lo tanto no tiene



incertidumbre en su energia (Veiga, 2008). En cambio, un estado excitado tiene una vida media
de un microsegundo 0 menos, por lo tanto existira una distribucion en la energia de los rayos
gamma con un ancho I a mitad del maximo, de acuerdo a la Ecuacion 1A9:

h

I't= — Ec. IA9
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donde h la constante de Planck (6.626x103* Js)

La distribucion de energia de los fotones emitidos y absorbidos N (E) estd dada por la

Ecuacion 1A10:

FZ

1
* (B-E)2+ (

N(E) = Ec. IA10

)2

i v

donde E es la energia del estado excitado y Ep la energia del estado fundamental.

Emision libre de retroceso

Un rayo gamma que es emitido por un nucleo perteneciente a un atomo libre no puede ser
absorbido por un nucleo similar de otro atomo, ya que su energia es menor que la de resonancia.
Esto se debe al retroceso que le imprime la emision al nucleo que esta libre. Si en cambio el
nucleo emisor se encuentra formando parte de la red de un sélido, la masa del sistema se
incrementa drasticamente y la energia consumida en el retroceso es despreciable (Veiga, 2008).
Es por este motivo que, para poder aprovechar el efecto Mossbauer, es necesario que el material

de estudio esté en estado sdlido; si su estado natural fuese liquido, sera necesario congelarlo.

Efecto Doppler

Cuando el nucleo emisor esta en movimiento respecto del nucleo absorbente, los fotones
emitidos experimentan un corrimiento de energia. La energia de un fotdon emitido por una fuente
que se mueve a velocidad mucho menor que la de la luz puede expresarse de acuerdo a la

Ecuacion I1A11:



E, = E, (1 + %) Ec. IA11

donde E, es la energia del foton emitido por un nucleo en reposo, v es la velocidad de la fuente

respecto del nucleo absorbente y c es la velocidad de la luz.

El aumento de la energia del fotdon es proporcional a la velocidad relativa de la fuente
(nucleo emisor). Variando dicha velocidad es posible variar la energia de los fotones con gran
resolucion dentro de un rango muy pequenio (del orden del ancho de los niveles atémicos) (Veiga,
2008).

Rudolph Méssbauer descubrié que, para ciertos niveles de energia, un fotén puede ser
emitido desde un nucleo perteneciente a una red sdlida, la cual retrocede como una Unica masa
rigida. En estas condiciones la energia perdida en el retroceso es despreciable y el fotéon emitido
puede excitar a un nucleo absorbente idéntico que se encuentra en una red préxima. En estas
circunstancias, demostré que una fraccion f,, de los rayos gamma es emitida libre de retroceso,
pudiendo ser absorbida por otro nucleo idéntico (Veiga, 2008). La fraccién f; llamada fraccion

Lamb-Md&ssbauer, esta dada por la Ecuacion 1A12:

fin = e~ K*[x*] Ec. IA12

donde K = 2 /A (A es la longitud de onda del rayo gamma) y [x?] es el valor cuadratico medio

del desplazamiento térmico del atomo.

La técnica Mdssbauer consiste en utilizar el mismo tipo de nucleo en dos sélidos. En uno
de ellos se utiliza el nucleo en estado de radiacién o excitado y en el otro en estado absorbente
o fundamental. Asi es posible absorber en el segundo la radiaciéon gamma del primero (Veiga,
2008). El método es tan sensible que si un sélido se mueve con relacién al otro con una velocidad
tan baja como un milimetro por segundo la resonancia es destruida por el efecto Doppler. La
absorcion resonante también desaparecera si los estados de energia, tanto de la fuente como
del absorbente, son afectados por algun parametro externo, como por ejemplo ante la aplicacion
de campo magnético o la variacion de la temperatura. En este caso puede variarse la velocidad
relativa entre la fuente y el absorbente hasta restablecer la absorcion resonante, pudiéndose asi

cuantificar los efectos de dicho parametro (Veiga, 2008).



En la implementacion de la técnica, la fuente radiactiva se monta sobre un transductor
electromecanico (usualmente un motor lineal) que le imprime un movimiento longitudinal
oscilatorio de valor medio nulo. Los fotones emitidos por dicha fuente sufren una modulacion de
su energia debido al efecto Doppler, desde un minimo a la maxima velocidad negativa, pasando
por velocidad nula hasta un maximo a la maxima velocidad positiva.

Con el eje de dicho transductor se alinean el absorbente que se desea estudiar y un
detector de rayos gamma, como muestra esquematicamente a continuacion (Veiga, 2008)
(Figura IA12):
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Figura IA12. Disposicion del transductor electromecanico, la fuente, el absorbente en estudio y

el detector en un espectrometro Mdssbauer tipico.

Cada foton que llega al absorbente tiene una cierta probabilidad de resonar en un nucleo
idéntico. El resto de los fotones atraviesan el material sin ser absorbidos. Los nucleos que atrapan
fotones adquieren un nivel excitado de energia. Luego de un tiempo en ese estado (vida media
del estado excitado) un nuevo fotdn sera emitido isotrépicamente (en cualquier direccién), con lo
cual la probabilidad de que llegue al detector puede ser considerada despreciable (Veiga, 2008).
Por lo tanto, los fotones que tienen la cantidad de energia exacta como para quedar atrapados

en un nucleo del absorbente nunca alcanzan al detector.



Al representar la transmision del material (tasa de conteo del detector) en funcién de la
velocidad de la fuente se obtiene un espectro de absorcion como el siguiente (Veiga, 2008)
(Figura 1A13):
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Figura IA13. A) Diagrama esquematico de los niveles energéticos de la fuente y el absorbente,
mostrando el efecto resultante en el detector. B) Espectro Méssbauer experimental dado por la
transmision relativa de rayos gamma del absorbente en funcion de la velocidad de la fuente. (Imagen

extraida de Veiga, 2008)

La disminucién de la tasa de conteo es causada por la absorcion resonante. En el caso de
la Figura 1A13, la maxima absorcion se encuentra en el centro del espectro (velocidad nula), lo
cual implica que los estados de energia del absorbente son idénticos a los de la fuente. La forma
de la linea de absorcién se debe a la convolucion de la distribucion de la energia del nivel emisor

con la del absorbente (ambas de ancho I resultando en un ancho tedrico de 2T (Veiga, 2008).



La principal caracteristica del efecto Méssbauer es que se evidencia muy notoriamente en
el hierro y sus compuestos. Por este motivo se ha transformado en una herramienta de estudio

muy importante para este tipo de materiales.

Is6topos utilizados

El efecto Mdssbauer ha sido observado en mas de 100 is6topos, de los cuales el primero
fue Ir'®1, utilizado por Rudolf M6ssbauer en 1957. El isétopo mas utilizado, dadas sus buenas
caracteristicas y costo, es el Co® que decae en Fe®” con estados del nucleo excitados. Otro
isotopo bastante utilizado, aunque en menor medida, es el Sn'"°, en el cual también puede
observarse claramente el efecto Mdssbauer aunque en algunos materiales el efecto se hace

visible solo a muy bajas temperaturas (Veiga, 2008).

Estados de oxidacion del hierro

Para el hierro, los estados de oxidacion mas comunes son: Fe?* y Fe®*, con configuraciones
electronicas de [Ar]3d® y [Ar]3d®, respectivamente. Teniendo en cuenta que la configuracion
electronica de Fe es [Ar]3d®4s?, la oxidacion de Fe?* a Fe®* involucra la pérdida de un electron
3d y causa una reduccion en la coraza de los electrones s externos, provocando una variacion
de la densidad electronica (Rojas Ayala, 1999). La oxidacion del Fe?* al Fe*" se manifiesta en la
disminucién del corrimiento isomérico. Asi, el estado de oxidacion Fe® proporciona un
corrimiento isomérico a velocidad menor que Fe?*. No obstante, cada estado de oxidacion tiene
diferente corrimiento, dentro de un estado de oxidacién el corrimiento puede variar de compuesto
a compuesto, debido a efectos de caracter covalente (Rojas Ayala, 1999).

Los rangos aproximados de los corrimientos isoméricos para los iones mas comunes de
hierro se presentan en la Tabla IA1. Alli, también se muestra una segunda consideracién
importante llamada efecto de correlacion del electron diferente. Por ejemplo, la configuracion 3d°®
de Fe?* puede existir en las formas de alto espin (S= 2) o bajo espin (S= 0), los cuales difieren
en sus efectos de apantallamiento sobre los electrones s, y por lo tanto, muestran distintos

corrimientos isoméricos (Rojas Ayala, 1999).



Tabla IA1. Rangos aproximados de los corrimientos isoméricos de los iones de Fe mas comunes.

Estos valores son referidos al hierro metalico (Fe-a) a temperatura ambiente.

Bajo espin Alto espin
(mm/s) (mm/s)
Fe(0) Fe -0.2a-01 -
Fe(ll) Fe?* -0.2a+0.5 +0.6 a +1.7
Fe(lll) Fed* -0.1a+0.5 +0.1a+0.5

Normalmente, el cation ferroso esta asociado a un gradiente de campo eléctrico mas
intenso y un desdoblamiento cuadrupolar mas grande, que puede sobrepasar 2 mm/s (Bravo et
al., 2007).

Se puede hacer la siguiente comparacion entre los dos estados de ionizacion del catién

Fe:

a) El corrimiento isomérico es mayor en el caso del cation ferroso,

b) El desdoblamiento cuadrupolar es mayor en el caso del cation ferroso y

c) Los cationes férricos estan asociados a la presencia de magnetizacion en ciertos
materiales.

Energia

Emisor
| I1-3/2

———

Niv)

Figura IA14. Interacciones observables en un espectro Méssbauer: a) Corrimiento isomérico, b)
desdoblamiento cuadrupolar y ¢) desdoblamiento magnético (Eymery et al., 2000)



Objetivos especificos

Considerando el importante papel de las sales de sulfato ferroso para mejorar el consumo de

hierro, los objetivos de este capitulo son:

o Desarrollar capsulas de pectina con cationes divalentes de hierro mediante gelificacion

idnica.

e Realizar una caracterizacién fisicoquimica y termogravimétrica de las capsulas

liofilizadas.

e Evaluar la liberacién de hierro de las capsulas en los distintos fluidos corporales (digestion

gastrointestinal simulada).

e Evaluar la absorcién de hierro in vitro a nivel intestinal.

(Gran parte de los resultados obtenidos en este capitulo fueron obtenidos en el marco de la

estadia en el Departamento de Engenharia Quimica de la Universidad de Coimbra).



IA.2. MATERIALES Y METODOS

IA.2.1. Preparacion de capsulas de hierro-pectina

Se utilizé pectina de cascara de citricos (acido galacturénico = 74.0 %, Sigma Aldrich,
Buenos Aires, Argentina), que fue disuelta en acetato de sodio - acido acético 0.060 M (Sigma
Aldrich, Buenos Aires, Argentina) a pH 5.0, para obtener una solucion al 4% p/v. La solucion de
pectina se goted en una solucion de FeSO4 150 mM usando una aguja de 0.3 mm (~10 pL/gota)
bajo agitacion continua durante 30 minutos. Las capsulas se filtraron a través de una malla de
acero inoxidable de 0.10 mm y se lavaron tres veces con agua destilada. Luego se congelaron a
-80 °C y se deshidrataron por liofilizacién durante 48 h en un equipo Heto FD4 (Heto Lab

Equipment, Dinamarca) (temperatura del condensador: -45 °C; presion de la camara: 0.04 mbar).

Figura IA15. Esquema de la sintesis de capsulas de pectina con FeSO4 mediante gelificacion idnica

y su aspecto luego de la liofilizacion.



1A.2.2. Microscopia electronica de barrido (SEM)

Las capsulas obtenidas se montaron en trozos de metal con cinta adhesiva doble faz de
carbono, recubierta con volatilizacion de oro (Polaron Thermo VGScientific, East Grinstead,
Sussex, Reino Unido) al vacio y 18 mA a 25 °C (Martin-Dejardin et al., 2013). Las muestras se
examinaron utilizando un microscopio electrénico de barrido (FEI La B6, Eindhoven, Paises
Bajos) a un voltaje de aceleracién de 14 kV con un detector de electrones de bajo vacio. Se
observaron las caracteristicas superficiales y para examinar la estructura interna, las capsulas

se cortaron por la mitad con un bisturi de acero.

IA.2.3. Digestion gastrointestinal in vitro

Las capsulas liofilizadas se digirieron en soluciones gastrointestinales simuladas, de
acuerdo a Grimoud et al. 2010. Para ello, se suspendieron 10 capsulas (que pesaban alrededor
de 3.5 mg y representaban aproximadamente 100 uL de la solucién de pectina original) durante
2 minutos en 1.00 mL de saliva simulada [10 mg/mL de a-amilasa de Bacillus subtilis en buffer
fosfato salino (PBS) (K:HPO4 0.144 g/L; NaCl 9.00 g/L; Na;HPO4 0.795 ¢g/L, pH 6.8 (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, EUA). La saliva se elimind por completo y luego se adicioné 1.00 mL de
digestion gastrica simulada (3 mg/mL de pepsina porcina, NaCl 125 mM, KCI 7 mM, NaHCOs; 45
mM, pH 2.5) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.) a las capsulas sedimentadas. Las muestras
se incubaron durante 1.5 h a 37 °C en condiciones de agitacion continua (50 rpm, MaxQ 4000,
Thermo Scientific, EE.UU.). Posteriormente, la solucién gastrica se removié completamente y se
adiciond 1.00 mL de solucion intestinal (1 mg/mL de pancreatina, 1.5 mg/mL de sales biliares,
NaCl 22 mM, KCI 3.2 mM, NaHCO3; 7.6 mM, pH 8.0) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.)
Finalmente, las capsulas fueron incubadas durante 3 horas a 37 °C, bajo agitacion suave
continua (50 rpm, MaxQ 4000, Thermo Scientific, EE.UU).

1A.2.4. Caracterizacion del swelling (hinchamiento) de las capsulas.

Las capsulas liofiizadas se pesaron en una balanza analitica (Adventurer Ohaus,
Parsippany, NJ, EE.UU., sensibilidad: 0.1 mg), y luego se hidrataron durante 15 minutos en agua
y durante 60 minutos en las soluciones gastricas e intestinales simuladas. Posteriormente, las

capsulas se secaron durante 5 minutos a 20 °C en papel de filtro (Whatman n°® 1) y se volvieron



a pesar. Se determinoé el porcentaje de swelling (dado por la capacidad de absorber agua en los
intersticios de las microcapsulas) (Ecuacion 1A13):

(Ph—Pd)

5= Pd

x 100 Ec. IA13

donde S es el hinchamiento (swelling), Ph es el peso de las capsulas hidratadas y Pd, el peso de

las capsulas deshidratadas.

1A.2.5. Analisis termogravimétrico (TGA)

La estabilidad térmica de las muestras de pectina comercial en polvo y de las capsulas de
hierro-pectina se estudié mediante termogravimetria de alta resolucién modulada Hi-Res-MTGA
(TA Instruments Q500, EE.UU.; sensibilidad de equilibrio: 0.1 ug). La calibracién de temperatura
se realizé midiendo el punto Curie del estandar de niquel en crisoles de platino abiertos, bajo un
flujo de purga de nitrégeno seco de 100 mL/min, a una velocidad de calentamiento de 2 °C/min,
un periodo de modulacién de 200 s, y una temperatura de amplitud de + 5 °C. Los experimentos

se llevaron a cabo en el rango de temperatura de 20-600 °C.

IA.2.6. Porosimetria de intrusiéon de mercurio

La porosidad y la distribucion del tamafio de poro de las capsulas liofilizadas se
cuantificaron por porosimetria de intrusion de mercurio utilizando el AutoPore IV 9500, de

Micromeritics (Atlanta, EE.UU.), a una presién de 0.5 y 30 psi.

IA.2.7. Analisis de fluorescencia de rayos X (XRF)

Las capsulas de hierro-pectina fueron analizados por fluorescencia de rayos X y se usé
pectina comercial en polvo (acido galacturénico =2 74.0 %, Sigma Aldrich, Buenos Aires,
Argentina) como control. Las mediciones se realizaron en aire a presion atmosférica en un
analizador XRF de alta sensibilidad Hitachi SEA6000VX, con un tubo de rayos X con un objetivo
de tungsteno, operando a potenciales de 15 y 50 kV y una corriente de 1000 mA, con un
colimador de haz primario de 3 mm de ancho. Se fijo la geometria de medicion con el detector

semiconductor Vortex Si de dispersidén de energia colocado en un angulo de dispersién de 135°



y a una distancia de 19 mm de la muestra, sin ranuras adicionales que restringieran su angulo
de aceptacidon. Los resultados se expresaron como porcentaje de los elementos detectados

normalizados (no se detectaron elementos livianos).

1A.2.8. Medicién del tamafio de particula y potencial zeta ()

El tamano de particula se midié en un analizador Horiba Nano-SZ 100 (Horiba, Japén) a
37 °C. El tamaio hidrodinamico medio de particula (Z-promedio) se determind utilizando
dispersion dinamica de luz en dispersion hacia atras (173 °) con el software Horiba (Horiba
NextGen Projet SZ100 para Windows).

El potencial ¢ se determind usando una combinacion de técnicas de medicidn:
electroforesis y velocimetria laser Doppler (electroforesis laser Doppler). Los valores de potencial

¢ fueron proporcionados directamente por el instrumento.

Los valores de media y desviacion estandar del Z-promedio y el potencial { se obtuvieron

de al menos 10 determinaciones para cada muestra.

1A.2.9. Espectroscopia de Méssbauer

Las mediciones Mossbauer °’Fe se realizaron en geometria de transmision (a 20 °C) sobre
capsulas de hierro-pectina previamente ftrituradas. Se usé una fuente % Co/Rh con
aproximadamente 10 mCi, en un espectrometro Moéssbauer en modo de aceleracion constante
convencional (WissEL). El espectro se ajusté mediante el ajuste de cuadrados minimos de varias
lineas usando el programa NORMOS (Brant, 1994).

1A.2.10. Cultivo de células Caco-2/TC7

Se trabajo sobre la linea celular de enterocitos humanos Caco-2/TC7, crecida en medio
Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) (Gibco BRL Life Technologies, Rockville, MD, EE. UU.),
suplementado con 15 % v/v suero fetal bovino inactivado por calor (30 min a 60 °C), 1 % p/v de
aminoacidos no esenciales y 1 % v/v de solucidon de penicilina-estreptomicina (100 U/mL de
penicilina G, 100 g/mL de estreptomicina). Las células cultivadas se incubaron a 37 °C, en una
atmadsfera de 5% de CO», 95% de aire. Durante los experimentos, el medio DMEM suplementado

se reemplazdé por medio DMEM sin antibiéticos ni suero fetal bovino.



1A.2.11. Absorcion de hierro por células Caco-2/TC7

Las células Caco-2/TC7 se sembraron en confluencia aproximada de 2.0 x 10° células/mL
en matraces de cultivo de 25 cm?. Las células se mantuvieron en las condiciones de cultivo
descritas anteriormente y, para los experimentos de absorcién de Fe, se utilizaron a los 7-8 dias
posteriores a la siembra. Antes del experimento, las monocapas celulares se lavaron dos veces
con PBS. Luego, se afiadi6 DMEM fresco con una concentracién final de Fe 200 uM (tanto como
solucion de FeSOs digerido, o como el Fe calculado proveniente de una desintegracion completa
de las capsulas digeridas). Las células se incubaron con las diferentes soluciones de Fe o con
medio DMEM (control) a 37 °C durante 2, 4 y 6 h. Después de cada periodo de incubacion, el
medio se removio y las monocapas celulares se lavaron dos veces con PBS-EDTA 2 mM para
eliminar cualquier resto de Fe adherido aleatoriamente a las membranas celulares. Luego, se
anadio agua milli Q y las monocapas se removieron mecanicamente con raspadores de células.
Las suspensiones celulares se sonicaron en un homogeneizador ultrasénico Sonic Ruptor 400
(Omni-International, Georgia, EE.UU.) Al 40% de amplitud con 3 ciclos de 15 s manteniendo la
muestra a 4 °C. Los lisados celulares se congelaron a -80 °C, se liofilizaron y se resuspendieron
en agua ultrapura para lograr una concentracién 15 veces mayor del volumen original. Los lisados
concentrados se usaron luego para determinar la concentracion de hierro. El proceso de
liofilizacion se realiz6 a -50 °C y 0.04 mbar en un liofilizador Rificor L-A-B4-C (Buenos Aires,

Argentina).

IA.2.12 Transporte transepitelial de las capsulas en células Caco-2/TC7

Las monocapas de células Caco-2/TC7 se obtuvieron sembrando 0.2 mL de células
Caco-2/TC7 en filtros de membrana de policarbonato (tamafio de poro de 8.0 ym, area de
crecimiento de 1.12 cm?) dentro de camaras de cultivo de células Transwell (Corning Costar
Cambridge, MA, EE. UU.) a una confluencia de 4 x 10° células/cm?, y cultivadas de acuerdo con
el procedimiento descrito en la seccion 1A.2.10. Luego de 7 dias, la integridad de las monocapas
Caco-2/TC7 se confirm6 determinando la resistencia eléctrica transepitelial utilizando un sistema
Millicell-ERS (MilliCell Corporation, Billerica, MA, EE.UU.). Las células con valores de resistividad
eléctrica transepitelial de alrededor de 300-400 Qcm? se utilizaron para estudios de transporte
transepitelial. Antes del experimento, las monocapas se lavaron dos veces con PBS, y luego los
compartimientos basolaterales se llenaron con 0.8 mL de DMEM fresco sin suero fetal bovino. Al

compartimento apical se le agregaron 0.2 mL de DMEM con concentracion final de Fe 200 uM,



proveniente de la solucion de FeSO, digerido (control) y de capsulas de hierro-pectina digeridas
(Figura 1A15). Luego, la placa Transwell se incub6 a 37 °C durante 2, 4, 6, 8 y 12 h. Después de
cada periodo de incubacion, el volumen total de la camara basolateral se retir6 y se congelo a
-80 °C. Las muestras congeladas se liofilizaron, y se resuspendieron en 80 pyL de agua millQ,

alcanzando asi una concentracion 10 veces mayor que la original.
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Figura IA16. Esquema del ensayo de absorcion y pasaje de hierro en células Caco-2/TC7 expuestas a

las capsulas o a FeSO4 digeridos previamente.

I1A.2.13. Mediciones de absorciéon de hierro y transferencia basal en células

Caco-2/TC7

La absorcion de hierro y la transferencia basal en las células Caco-2/TC7 se midieron
utilizando el ensayo colorimétrico de Fer-Color (Wiener Laboratorios, Rosario, Argentina). Para
ello, se redujo el hierro con acido mercaptoacético y luego, se usé piridil-bis-fenil-triazin sulfonato

para formar complejos con el hierro reducido. La absorbancia del complejo coloreado se midi6 a



560 nm en un lector de microplacas de fluorescencia Synergy HT (Bio-Tek Instruments, Winoski,
Vermont, EE.UU.).

1A.2.14. Reproducibilidad de resultados

Todos los experimentos se realizaron en duplicado utilizando tres preparaciones
independientes. Las diferencias relativas fueron reproducibles independientemente de la
preparacion empleada. El analisis de varianza (ANOVA) se realiz6 con el software estadistico
Infostat v2009 (Cdérdoba, Argentina). La comparacion de las medias se probd utilizando los

métodos de Tukey, y si p <0.05, la diferencia se consideré estadisticamente significativa.

IA.3. RESULTADOS Y DISCUSION

IA.3.1. Caracterizacion fisica y quimica de las capsulas

Las capsulas de hierro-pectina resultaron ser esféricas, con un diametro de 1 a 2 mm, una
superficie externa bastante lisa, cuya estructura interna mostré una textura compacta con orificios

regulares (Figura IA17).
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Figura IA17. Microscopia electronica de barrido (SEM). Las imagenes corresponden a la

superficie externa (A), a un corte parcial (B) y a la superficie interna (C) de las capsulas de hierro-pectina.

El grado de hinchamiento (swelling) es una propiedad determinante en los sistemas de
liberacion de bioactivos. Para las capsulas de hierro-pectina, el comportamiento del swelling
demostré ser dependiente del pH del medio (Figura IA18). Las capsulas se hincharon menos
cuando se expusieron al medio gastrico acido (pH 1.25). Glnter y Popeyko, 2016; Oliveira et al.,
2010 informaron que el swelling es mayor en medio intestinal (pH 8) que en medio gastrico. Este
comportamiento puede explicarse sobre la base de la solvatacion de los grupos carboxilato
existentes a dicho pH, la repulsion electrostatica de los sitios anidnicos fijos, y la expansion de

las cadenas poliméricas que facilitan el acceso de moléculas de agua (Rathee et al., 2019). Como



las pectinas son polielectrolitos anidnicos, los cambios de pH del entorno afectan su

conformacion (Narkar et al., 2010).

El pKa de las pectinas es de aproximadamente 3.5 (Einhorn-Stoll, 2018). En medio acido
(pH<pKa) existe una alta concentraciéon de iones H* que mantiene los grupos carboxilo en su
estado protonado, reduciendo asi la repulsidn electrostatica. Por lo tanto, las cadenas de
polimeros se vuelven mas compactas, dificultando la penetracion de liquido en el sistema y
reduciendo la solubilidad de las cadenas de polimeros (Oliveira et al., 2010; Prezotti et al., 2014).
A pH>pKa ionizada se disocia el proton del grupo carboxilo, dando lugar a carboxilato, lo que
aumenta la hidrofilicidad y promueve la expansién de la red como resultado de la repulsién
electrostatica. Ambos factores favorecen la penetracion de liquido en el sistema (Prezotti et al.,
2014). Por lo tanto, los polimeros muestran una mayor capacidad de retencion de agua (swelling)
a pH 8 (el medio intestinal). Este comportamiento también puede atribuirse a la presencia de
aniones hidroxido (OH") en el medio, que pueden favorecer la liberacion de iones Fe (Il) que
actuan como puntos de reticulacion de las cadenas de pectina, lo que resulta en un aumento de

la captacién de agua por estos sistemas (Remunan-Lépez y Bodmeier, 1997).
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Figura IA18. Capacidad de retencion de agua (swelling) de las capsulas de hierro-pectina luego
de ser expuestas durante 60 minutos a agua (barra blanca), a solucién gastrica simulada (barra negra) o

a solucién intestinal simulada (barra gris).



La porosidad de las capsulas de hierro-pectina se determiné por porosimetria de intrusion
de mercurio utilizando dos rangos de presién (Tabla IA2). En el rango de presiones bajas (0.5—
33000 psi), los intersticios (espacios entre particulas) fueron los principales contribuyentes a la
porosidad. A su vez, en el rango de altas presiones, la porosidad fue determinada principalmente
por los poros (espacio intraparticulas). Esto explica la disparidad entre los resultados
presentados en la Tabla I1A2, que se atribuyen a los intersticios. De hecho, las capsulas mostraron
baja densidad (0.09 g/mL) y ninguna porosidad significativa (4.56 %) a altas presiones. Por el
contrario, se observé una mayor densidad (1.29 g/mL) y una alta porosidad (93.28 %) a bajas
presiones, lo que indica que las capsulas son altamente permeables, incluso cuando se exponen

a baja presion.

Tabla I1A2. Porosimetria de intrusién de mercurio de las capsulas de hierro-pectina.

Rango de presién (psi): 0.5-33000 30-33000
Area total de poros (m?/g) 3.51 2.08
Diametro medio de poro (en funcién del volumen) (um) 30.19 1.51
Diametro medio de poro (en funcion del area) (um) 1.83 0.72
Didmetro promedio de poro (4V/A) (um) 12.27 1.01
Densidad aparente a presion inicial (g/mL) 0.087 0.087
Densidad aparente (g/mL) 1.29 0.09
Porosidad (%) 93.28 4.56

La composicién quimica de las capsulas y de la pectina citrica comercial se midié por XRF
(Tabla IA3). Los resultados indican claramente el aumento en la concentraciéon de hierro luego
de la encapsulacion. La disminucion en la cantidad de cationes intrinsecos de la pectina
comercial en polvo [Cu (Il), K*] puede atribuirse a su intercambio con Fe (Il) en la gelificacion
ionica. El Fe (Il) resultd atrapado en las capsulas, y los iones sulfato de la sal de hierro también

fueron retenidos.



Tabla IA3. Analisis XRF de las capsulas de hierro-pectina y de polvo de pectina citrica comercial. Se informan

los valores relativos porcentuales. Se calcularon considerando elementos detectables (n.d.: no detectado).

Elemento

Capsulas de hierro-pectina Pectina comercial en polvo

(%) (%)
S 20.28 £0.53 n.d.
Cl 0.61+0.18 n.d.
Ca 0.66 + 0.09 64.27 + 1.43
Cr 0.24 +0.02 n.d.
Mn 0.30 +0.03 n.d.
Fe 77.77 £0.23 3.00+0.30
Cu 0.03 +0.02 0.42+0.09
Zn 0.06 + 0.02 0.30 +0.06
Br 0.06 + 0.01 n.d.
K n.d. 32.01 +0.67

En la Figura IA19 se presenta el espectro de Mdssbauer de las capsulas a 20 °C. El
espectro se puede descomponer en tres dobletes, D1, D2 y D3 (Tabla 1A4), correspondientes a
los iones Fe (ll) (D1 y D2) y Fe (lIl) (D3). Los iones Fe (Il) fueron el componente principal (71.5

%) del espectro, y se observaron en dos microambientes ferrosos.

tntensidad relativa

Velocidad {mm/s)

Figura IA19. Espectro de Mdssbauer de las capsulas de hierro-pectina registrado a 20 °C. Linea
roja: hierro total; linea azul: doblete D1; linea verde: doblete D2; linea fucsia: doblete D3. Los puntos

blancos son los datos experimentales.



Tabla 1A4. Parametros de Mdssbauer obtenidos del ajuste del espectro que se muestra en la Figura

1A19.
Doblete Corrimiento Desdoblamiento Area Atribucion
isomérico cuadrupolar
(mm/s) (mm/s) (%)
D1 0.60 + 0.02 1.68 + 0.01 43.1 Fe(ll)
D2 0.92+0.02 1.81 £ 0.01 28.4 Fe(ll)
D3 0.45+0.01 0.49+0.01 28.5 Fe(lll)

En la Figura IA20 se muestran las curvas TGA de las capsulas de hierro-pectina y de la
pectina comercial (control), y los parametros principales caracteristicos se presentan en la Tabla
IA5. Tanto las capsulas como los controles tuvieron perfiles de pérdida de masa similares. En el
rango de temperatura entre 25 — 200 °C (Figura 1A20 A) la pérdida de peso puede atribuirse a la
pérdida de humedad de la estructura de polisacarido (Zohuriaan y Shokrolahi, 2004). La mayor
pérdida en el caso de las capsulas (12.5 %) puede explicarse considerando que se obtuvieron
en un medio acuoso, lo que significa que podria quedar retenida mas agua residual en su
estructura. La descomposicion térmica de la pectina comenz6 por encima de 200 °C (Figura IA20
A), lo cual es consistente con la informacién publicada sobre la descomposicién de los
polisacaridos (Zohuriaan & Shokrolahi, 2004; Souto-Maior et al., 2010; Aburto et al., 2015). A
partir de los 364 °C (Ton) se observa una pérdida de masa (Figura IA20 B), que puede explicarse
considerando que la mezcla obtenida a partir de los componentes organicos (pectina) e
inorganicos (hierro) al momento de obtener las capsulas requiere una temperatura mas elevada

para calcinar toda la materia organica.
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Figura 1A20. Analisis termogravimétrico modulado de alta resolucién de las capsulas de hierro-pectina
(lineas llenas) y de pectina comercial en polvo (lineas de puntos). A. Pérdida de peso vs. Temperatura.

B. Derivada de la pérdida de peso vs. Temperatura.

Tabla IA5. Valores caracteristicos (promedio de al menos dos corridas + desvio estandar) obtenidos de
las curvas termogravimétricas. Am - pérdida de masa en cada paso relevante; Ton - temperatura de

inicio extrapolada; mres - masa residual.

25<T/°C <150 150 <T/°C <300 T/°C > 300
Am (%) Ton (°C) Ton (°C) Mres (%)
Pectina comercial en polvo 7.1+0.1 1746 £ 0.5 - 30.8+0.1
Capsulas de hierro-pectina 13.6 £ 0.1 188.7 £ 1.3 363.6+04 28.0+0.1

El tamario y el potencial { de las capsulas se analizaron por dispersién dinamica de luz
(DLS). La carga de las mismas fue de alrededor de 0. El potencial { fue de -1.1 £ 0.7 mV para
las capsulas suspendidas en agua y de -1.2 £ 0.9 mV al final de la digestion simulada. Este
resultado permite suponer que se formarian complejos pectina-hierro neutros en la superficie de

las capsulas y que no hay tendencia a adsorber iones de las soluciones en contacto.



Con respecto al tamafio de particula, como el destino final de las particulas es el intestino,
solo se discutira su tamafio al final del proceso digestivo simulado. Luego de la digestion, la
poblacion mas pequefia tuvo un tamano de particula promedio de 4.6 + 1.2 ym con un indice de
polidispersion de 5.3 £ 1.4. Esto lleva a la conclusion de que el proceso de digestion disgrego las
capsulas, reduciendo el tamafo promedio de particula en comparacién con el inicial (1 — 2 mm),
que se muestra en la Figura 1A17. El indice de polidispersion elevado (y la distribucion de
tamanos) indica una poblacién de particulas no homogénea, muy probablemente como resultado
del proceso de digestion. Considerando que los geles idnicos se prepararon en medios acidos,
la estabilidad de los geles de pectina es maxima a pH cercano a 4 (Sriamornsak, 2003). Por lo
tanto, el elevado tamano de los poros de las capsulas luego de la exposicion al medio gastrico

simulado puede atribuirse al swelling.

Por el contrario, en condiciones alcalinas, la B-eliminacion de los residuos de acido
galacturdnico de las pectinas da como resultado la escision de la cadena y una pérdida muy
rapida de viscosidad y de las propiedades gelificantes (Sriamornsak, 2003; Diaz et al., 2007).
También se ha informado que el proceso de desmetilacion ocurre en condiciones alcalinas
(Renard y Thibault, 1996). En base a esta informacion puede concluirse que la digestion intestinal
simulada fue el principal proceso que dio lugar a la alteracién del tamano de las capsulas en este
trabajo de tesis. Estos resultados indicarian que en solucién el hierro se libera de las capsulas,

se oxida y se puede encontrar como complejo de oligopectina Fe (lll) soluble en agua.

IA.3.2. Absorcion de hierro y transporte transepitelial

El contenido total de hierro de las capsulas seria de 2.06 + 0.01 mM, si se liberara
completamente a los medios gastrico-intestinal. La concentracion de hierro liberado en la saliva
fue baja (0.12 mM), aumentando a 0.79 y 0.77 mM luego de la exposicién a las condiciones
gastricas e intestinales, respectivamente (Ghibaudo et al., 2017). La Figura IA21 A representa la
absorcion del hierro que llega al intestino, por las células Caco-2/TC7. La fuente de hierro [FeSO4
(control) o capsulas de hierro-pectina] no tuvo efecto significativo sobre la captacién del mineral
(Figura 1A21 A). La absorcion promedio del metal fue de 13.98 + 2.53 uM, que representa el 6.98
% del hierro total agregado a las células, lo cual es consistente con estudios similares realizados
por otros autores (Scheers et al., 2014). Los valores de absorcién de hierro alcanzados después
de las 2 h de incubacion se mantuvieron, durante el experimento, sin diferencias significativas a
lo largo del tiempo. Se sabe que la acumulacion de hierro es un proceso rapido en condiciones

de saturacién, con un rapido aumento de la absorcién del metal durante los primeros 40-60



minutos. Esto conduce a una meseta en la concentracion de hierro dentro de las células (Halleux
& Schneider, 1994).

La absorcién de hierro inorganico libre soluble a nivel intestinal se produce en el borde en
cepillo de los enterocitos. Mientras que el Fe (Il) se absorbe directamente, la absorcién del Fe
(Ill) esta mediada por un transportador de metal divalente 1 (DMT1) que introduce el hierro
previamente reducido a Fe (ll), a través de la membrana del borde en cepillo por DMT1 (Steele
et al., 2005). Por otro lado, se demostré que los polioxo-hidroxidos de Fe (lll) nanoparticulados
(insolubles a pH duodenal) y otras particulas de hierro de tamafio nanométrico que varian de 9
gm a 50 nm pueden ser absorbidos por los enterocitos utilizando diferentes vias endociticas
(Pereira et al., 2014; Perfecto et al., 2017).

En este trabajo de tesis se observé que, luego de la digestion, parte del hierro fue liberado
de las capsulas como Fe(ll) / Fe(lll), y parte quedo retenido en la red polimérica de las capsulas
digeridas, que exhibieron un tamafo Z promedio de 4.6 £+ 1.2 ym (ver seccion 1A.3.1). Por lo
tanto, ambos mecanismos de absorcién de hierro son factibles para explicar la incorporaciéon del

hierro de las capsulas por parte de las células Caco-2/TC7.

El hierro agregado al compartimiento apical de las monocapas de células Caco-2/TC7 se
recuperé en el compartimento basal y fue proporcional al tiempo de exposicién (Figura IA21 B).
Durante las primeras 4 h de incubacion, no se observaron diferencias significativas (p > 0.05)
independientemente de que el hierro proviniese de FeSO. (control) o de las capsulas. Después
de ese tiempo, el transporte del hierro proporcionado por las capsulas fue significativamente

mayor que el del hierro del control (Figura IA21 B).

El pasaje de hierro a través de las células intestinales es un proceso mas lento que la
absorcion de hierro. Dependiendo de la fuente de hierro, la concentracion maxima del metal en
la camara o compartimiento basal de los modelos in vitro ocurre después de las 4 - 24 h de
incubacién (Sanchez et al., 1996). Como el pasaje de hierro a través de las monocapas de células
Caco-2/TC7 es un proceso de muy baja eficiencia, solo una pequena proporcién (menos del 2
%) del hierro total que proviene de las fuentes generalmente utilizadas (FeSOs o citrato de Fe),
es transportado (Sanchez et al., 1996; Ma et al., 2013). Esto refleja la eficiencia limitada del
transporte de hierro in vivo. En este trabajo, la incubacion de las células Caco-2/TC7 con las
capsulas digeridas mostré un aumento significativo del pasaje de hierro en comparacion con los
controles (FeSOs), lo que constituye una estrategia interesante para resolver el problema de la

baja eficiencia del pasaje de hierro a través de las células.
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Figura 1A21. A. Captacion de hierro en células Caco-2/TC7. Las células se incubaron durante diferentes
tiempos en DMEM con dos fuentes de hierro: FeSO4 (control, triangulos) y capsulas de hierro-pectina
digeridas (circulos). La concentracion final de Fe en ambas condiciones fue de 200 uM. B. Pasaje
transepitelial del hierro en monocapas de células Caco-2/TC7. Las fuentes de hierro fueron FeSO4
(triangulos) o capsulas de hierro-pectina digeridas (circulos) y se agregaron al compartimento superior en
contenido inicial de Fe equivalente a 200 uM. En diferentes momentos, se determiné el contenido de Fe

del compartimento basal. Los asteriscos indican diferencias significativas (p < 0.05).



IA.4. CONCLUSIONES

Las capsulas de pectina-hierro demostraron ser un buen sistema para el delivery de hierro
ya que presentaron un swelling dependiente del pH del medio, manteniendo un bajo
hinchamiento en medio gastrico y en medio intestinal el swelling fue mayor producto de la
repulsién electrostatica de las cadenas poliméricas con los grupos carboxilos ionizados. Esta
caracteristica es una ventaja de la pectina por ser parte de la fibra dietaria, la cual no se hidroliza

hasta llegar al intestino.

Por XRF se pudo ver que el mayor contenido de hierro en las capsulas comparado al
contenido en la pectina comercial, claramente indica la incorporacién efectiva del hierro luego de
la encapsulacién. El estado de oxidacion del hierro en las capsulas determinado por
espectroscopia Mossbauer resultd ser un 71.5 % Fe(ll) y el resto Fe(lll), lo que permite predecir
qgue la mayoria de hierro se encuentra en su estado de mayor biodisponibilidad para ser

absorbido por las células intestinales.

El contenido total de hierro en 10 capsulas digeridas fue de 2.06 mM y la concentracion de
hierro cuantificada en medio intestinal fue de 0.77 mM. El promedio de absorcion de hierro en

células intestinales represent6 aproximadamente el 7 % del hierro agregado a las células.

La absorcion de hierro inorganico libre soluble a nivel intestinal ocurre en el borde en cepillo
de los enterocitos. Mientras que el Fe (ll) se absorbe directamente, el Fe (lll) en primer lugar se
reduce a Fe(ll) y luego esta disponible para el transporte a través de la membrana del borde en

cepillo mediado por DMT1.

El hierro agregado al compartimiento apical de las monocapas de Caco-2/TC7 se recuperd
en el compartimento basal y fue proporcional al tiempo de exposicién. Luego de las primeras 4 h
de incubacion, el transporte del hierro proveniente de las capsulas fue significativamente mayor
que el del hierro proveniente del FeSO.. El transporte de hierro es un proceso mas lento que la
absorcion, es dependiente de la fuente de hierro y la concentracién maxima del metal en el

compartimiento basal de los modelos in vitro ocurrio entre las 8-12 h de incubacion.

La gelificacion idnica frecuentemente es abordada con cationes como calcio y zinc y
polimeros como el alginato. Es importante resaltar la gran eficacia que mostré en este trabajo la
gelificacion con hierro y pectina, obteniéndose capsulas con la rigidez y forma deseada para ser
implementadas en futuras aplicaciones alimenticias. Ademas de ser una estrategia novedosa el

empleo de este metal y polimero en esta técnica de encapsulacion, es necesario recalcar el gran



aporte al valor nutricional del producto alimenticio al que se incorporen, debido a que se trata de
un polimero que forma parte de la fibra dietaria y de un metal cuyo déficit en la dieta es causa de

uno de los principales problemas de salud publica a nivel mundial.
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IB.1. INTRODUCCION

IB.1.1. Probiodticos

Tal como se indica en la introduccion general, el término "probiodticos" se refiere a
microorganismos vivos que, consumidos en concentraciones adecuadas, confieren beneficios
para la salud del huésped. Un probidtico para consumo humano debe ser preferiblemente de
origen humano, seguro e incapaz de transferir genes de resistencia a los antibidticos,

patogenicidad o toxicidad (Plaza-Diaz et al., 2019).

Normalmente, en el tracto gastrointestinal humano del adulto existen entre 100-1000
especies microbianas, que integran la llamada microflora intestinal (Kerry et al., 2018). La
microflora intestinal actua ofreciendo resistencia a la colonizacion de patdégenos, funcién
conocida como "efecto barrera". Se trata de un mecanismo por medio del cual, las bacterias
intestinales autdctonas mantienen su presencia y estabilidad y confieren proteccion especifica
contra los microorganismos patégenos (Lewis et al., 2015; Pérez-Cobas et al., 2015). Cualquier
alteracion en la composicion y diversidad de la microflora intestinal puede resultar en trastornos
y enfermedades. Los medicamentos convencionales para tratarlos proporcionan una eficacia
muy limitada, debido a que los microbios patégenos desarrollan tolerancia y resistencia a los
mismos (Pamer, 2016). La microflora intestinal, mediante la incorporacion de probidticos a la
dieta, aumenta el numero relativo de "bacterias beneficiosas", que tienen impacto positivo en la

funcién inmunoldgica, la digestidn, el metabolismo, entre otros (Scott et al., 2015).

En este contexto, los probidticos sirven como complemento de la microflora del huésped y
proporcionan proteccién contra diversos patdgenos entéricos, reforzando la funcién de barrera
intestinal y aumentando la capacidad de competir con los patégenos por la adhesion al intestino
impidiendo su colonizacion (Rao et al., 2016). Los probidticos también estimulan y regulan la
respuesta inmune del huésped, incluso modulan la liberacion de hormonas gastrointestinales y
regulan el comportamiento cerebral a través de la sefalizacion neuronal (Kristensen et al., 2016).
Estos microorganismos beneficiosos también juegan un papel importante en la induccion de la
angiogénesis intestinal, regulan la inflamacién aguda y crénica en el tejido de la mucosa intestinal
causada por la progresion de la enfermedad inflamatoria intestinal (Bakirtzi et al., 2016; Chen et
al., 2013) y son utiles para combatir el sobrepeso y la obesidad (Kobyliak et al., 2016), mejorar
la salud humana, la optimizacién de la nutricién y la regulaciéon de trastornos o anomalias

metabdlicas comunes.



Se consumen comunmente como preparaciones que contienen bacterias probidticas, las
cuales pueden ser lactobacilos, lactococos o bifidobacterias que se han aislado de entornos

naturales (Bongaerts & Severijnen, 2016).

IB.1.1.2. Prebioéticos

Los prebioticos son ingredientes alimentarios no digeribles (oligosacaridos) que llegan al
colon y sirven de sustrato a los microorganismos, originando energia, metabolitos y
micronutrientes utilizados por el hospedador y estimulando el crecimiento selectivo de
determinadas especies beneficiosas (principalmente, bifidobacterias y lactobacilos) de la
microbiota intestinal (Corzo et al., 2015; Rastall & Gibson, 2015; Thomas, 2016). La fermentacion
de carbohidratos representa una fuente importante de energia para las células epiteliales en el
colon y los prebioticos cumplen facilmente este requisito como resultado de su fermentacién por

la microflora intestinal (Kerry et al., 2018).

Entre los prebidticos mas conocidos se encuentran la inulina, oligofructosa vy
fructooligosacaridos (FOS). Existen numerosos estudios que demuestran el efecto prebidtico de
la pectina sobre diversos microorganismos probioticos, entre ellos, Lactoplantibacillus plantarum
(Nazzaro et al., 2012; Khorasani & Shojaosadati, 2017; Zhang et al., 2018)

Los prebidticos se pueden obtener de forma natural a partir de fuentes como verduras,
frutas y cereales que se consumen en nuestra vida diaria. Los prebioticos no solo sirven como
fuente de energia, sino que también tienen diversos beneficios para la salud, como reducir la
prevalencia y la duracién de la diarrea, ejercer efectos protectores para prevenir el cancer de
colon, aliviar la inflamacién y otros sintomas asociados con trastornos intestinales (Kerry et al.,
2018; Pefia, 2007). También estan involucrados en la mejora de la biodisponibilidad y la
absorcion de minerales, la reduccién de algunos factores de riesgo de enfermedades

cardiovasculares y la promocion de la saciedad y la pérdida de peso (Pokusaeva et al., 2011).

IB.1.1.3. Simbiéticos

Un simbidtico es combinacion de productos probidticos y prebidticos y ayuda a mejorar la
supervivencia y la implantacion de los microorganismos vivos provenientes de suplementos
dietéticos en el intestino (Kerry et al., 2018). Los beneficios sinérgicos se promueven de manera

mas eficiente cuando tanto el probidtico como el prebiético actuan juntos en el sistema vivo.



El interés comercial en los alimentos funcionales que contienen simbiéticos ha aumentado
constantemente debido a la conciencia de los beneficios para la salud intestinal y la prevencion
de enfermedades. Los ensayos e investigaciones convencionales han demostrado que los
diversos efectos beneficiosos de los probidticos, prebidticos y simbidticos son mucho mas
efectivos que su uso por separado (Kerry et al., 2018). Por lo tanto, las investigaciones destinadas
a desarrollar nuevos productos alimenticios que contengan probidticos y prebidticos son

importantes para aprovechar los beneficios aportados por un simbiético.

1B.1.1.4. Lactoplantibacillus plantarum CIDCA 83114

Dentro de las bacterias acido lacticas, Lactoplantibacillus plantarum CIDCA 83114 es una
cepa potencialmente probidtica aislada de granulos de kefir. Se ha demostrado que esta cepa
presenta actividad antimicrobiana contra Salmonella enterica serovar Typhimurium y S. sonnei
(Golowczyc et al., 2008), disminuye la adhesién de E. coli enterohemorragica a las células Hep-
2 (Hugo et al., 2008), protege las células Hep-2 en cultivo contra la invasion de Shigella flexneri
y Shigella sonnei (Kakisu et al., 2013) y tiene un papel antagénico al efecto citotdxico de la toxina

Shiga producida por E. coli enterohemorragica sobre células Vero (Kakisu, 2013).

L. plantarum CIDCA 83114 ha demostrado ser muy resistente a procesos de deshidratacion
(Golowczyc et al., 2010) y se ha visto que algunas de sus propiedades probiéticas no cambian
significativamente después del proceso de deshidratacion (Golowczyc et al., 2011). Ademas de
sus propiedades probiéticas, L. plantarum CIDCA 83114 ha demostrado ciertas propiedades
compatibles con la incorporacién a alimentos funcionales. En este sentido, se ha informado que
la cepa puede ser inmovilizada en peliculas de carboximetilcelulosa (Romano et al., 2014), y
posteriormente usarse para funcionalizar snacks de manzana (Tavera-Quiroz et al., 2015).
Ademas, se pudo encapsular y estabilizar esta cepa por secado en spray en leche o permeado

de suero (Golowczyc et al., 2011; Golowczyc et al., 2013).

Como ya se menciond, para que las bacterias probidticas puedan ejercer su accion
benéfica deben llegar viables al colon en cantidades adecuadas. Para ello, no sélo deben resistir
las condiciones gastrointestinales, sino también los procesos tecnoldgicos a los que se exponen

durante su produccion o incorporacion en alimentos funcionales.



En este contexto, en esta parte del capitulo se utilizara el sistema pectina-hierro descrito
como agente encapsulante de L. plantarum 83114. En la Figura IB1 se presenta una estructura

posible para la incorporacion del microorganismo en las capsulas.

Figura IB1. Esquema tedrico de la estructura y composicién de la capsula



Objetivos especificos

Los objetivos especificos de este capitulo fueron:

e Encapsular Lactoplantibacillus plantarum CIDCA 83114 utilizando capsulas de hierro-

pectina obtenidas por gelificacién idnica.

e Evaluar la viabilidad bacteriana luego de la encapsulacién, almacenamiento y digestion

gastro-intestinal simulada.

e Analizar la liberacién de hierro y pectina en condiciones salivales, gastricas e

intestinales simuladas.



IB.1.2. MATERIALES Y METODOS

IB.2.1. Cepa bacteriana y condiciones de crecimiento

Se utilizé L. plantarum CIDCA 83114 aislada de granulos de kefir (Garrote et al., 2001),
congelada a -80 °C en 120 g/L de leche descremada (Difco, MA, EE.UU.). Los microorganismos
se cultivaron en caldo MRS (de Man, Rogosa y Sharpe, 1960) a 37 °C en condiciones aerdbicas.
Los cultivos en fase estacionaria (~2 x 108 UFC/mL) se cosecharon por centrifugacion a 6000 xg

durante 5 minutos y los pellets se usaron para encapsulacion.

IB.2.2. Encapsulacion

Se siguié el procedimiento de la seccion IA.2.1. del capitulo IA. Los pellets bacterianos
obtenidos en la seccion 1B.2.1. se suspendieron en la solucion 4 % p/v de pectina y la misma se
goted en una solucion de FeSO4 150 mM usando una aguja de 0.3 mm (~10 pL/gota) bajo
agitaciéon continua durante 30 min. Las capsulas se filtraron a través de una malla de acero
inoxidable de 0.10 mm, y se enjuagaron tres veces con agua destilada. Luego, las capsulas se
congelaron a -80 °C y se liofilizaron durante 48 h en un equipo Heto FD4 (Heto Lab Equipment,
Dinamarca) que funciona con condensador a -45 °C a una presion de la camara de 0.04 mbar.

Las muestras obtenidas se almacenaron durante 60 dias a 4 °C.

IB.2.3. Viabilidad bacteriana

Se realizaron recuentos en placa de los microorganismos antes y después de encapsular,
y también durante el almacenamiento. Para ello, se solubilizaron 10 capsulas (que representan
aproximadamente 100 uL de cultivo fresco) en 1 mL de PBS con agitacion continua. Se realizaron
diluciones seriadas de las suspensiones bacterianas provenientes de microorganismos
encapsulados y no encapsulados, se sembraron en agar MRS y se incubaron a 37 °C durante
48 h en condiciones aerdbicas. Ademas, se realizaron recuentos en placa de cultivos frescos sin

encapsular (controles).



IB.2.4. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Se siguié el protocolo de la seccion IA.2.2. (Capitulo 1A).

IB.2.5. Digestion in vitro

Se siguio el protocolo de la seccion 1A.2.3 (Capitulo IA). Para los microorganismos no
encapsulados, se centrifugaron 100 uL de cultivos frescos y se suspendieron los pellets en los
diferentes fluidos gastrointestinales simulados, siguiendo un protocolo similar al utilizado para las

bacterias encapsuladas.

Para determinar la viabilidad de las bacterias liberadas luego de cada etapa de digestion,
se diluyeron alicuotas de 1 mL de saliva, fluidos gastricos e intestinales en PBS y se sembraron
en placas en agar MRS para el recuento bacteriano, como se describe en la seccién 1B.2.3 de

este capitulo.

IB.2.6. Cuantificacion de pectina y hierro

Se evalud el contenido total de cationes de hierro [Fe(ll) y Fe(lll)] y de pectinas en las
capsulas (como controles se usaron capsulas que no contenian bacterias) cuantificando los
analitos libres después de la desintegracién completa de 10 capsulas en 1 mL de PBS. Ademas,
ambas cuantificaciones se llevaron a cabo después de cada paso de la digestion en los fluidos

digestivos simulados (saliva, jugos gastricos e intestinales) (ver seccion 1A.2.3. del Capitulo IA).

IB.2.6.1 Cuantificacion de hierro

Los cationes de hierro libres se determinaron utilizando el quelante selectivo 2,2'bipiridilo
(Sigma Aldrich, Buenos Aires, Argentina), de acuerdo a Moss y Mellon 1942, Heaney y Davison
1977, Elmagirbi et al., 2012.
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Para determinar el contenido de hierro libre total, se agregaron 10 uL de acido ascérbico
0.045 M (Sigma Aldrich, Buenos Aires, Argentina) a 20 uL de muestra. Después de 5 minutos,
se anadieron 770 L de una solucion de HCI 0.1 M y acetato de sodio 0.1 M a cada tubo. Luego,
se agregaron 200 yL del reactivo 2,2'bipiridilo, las muestras se agitaron en vortex y se incubaron
durante 15 minutos. La absorbancia de los complejos rojos se leyé a 521 nm. Como blancos se
prepararon tubos en los que las muestras fueron reemplazadas por agua milli Q. El ion ferroso

libre se determiné usando el mismo quelante en ausencia de acido ascorbico.

IB.2.6.2 Cuantificacion de pectina.

La pectina se determiné usando m-hidroxidifenilo (Sigma Aldrich, Buenos Aires, Argentina)
para el analisis de los acidos urénicos (lbarz et al., 2006; Kintner y van Buren, 1982). El
procedimiento que emplea el m-hidroxidifenilo como cromoéforo es el mas utilizado y se
caracteriza por ser cuantitativo, sensible y especifico. Este método se basa en la aparicién de un
cromoégeno de color rosado cuando el acido urdnico es calentado a 80 - 100 °C en una mezcla

de acido sulfurico/tetraborato de sodio y posteriormente tratado con m-hidroxidifenilo.
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Para ello, se afiadieron 1.25 mL de solucion de acido sulfurico / tetraborato de sodio
(tetraborato de sodio 0.0125 M; acido sulfurico 36.8 N) a 0.25 mL de muestra y se enfrié en bafno
de hielo. Las muestras se agitaron en vortex y se calentaron a 80 °C durante 6 min. Después de
enfriar en afo de hielo, se anadieron 0.025 mL de m-hidroxidifenilo (0.15 % p/v de m-
hidroxidifenilo en 0.5 % p/v de NaOH) a cada tubo. Para cada muestra, se leyo la absorbancia a

520 nm a los 15 minutos. El blanco se preparé reemplazando la muestra por agua milli Q.

IB.2.7. Analisis estadistico

Todos los ensayos se realizaron por triplicado y en tres ensayos independientes. Para el
analisis de datos se utilizaron los valores promedio. El analisis de varianza (ANOVA) se realiz6
para todos los ensayos, utilizando el programa estadistico InfoStat 2008 (Grupo Infostat/FCA.
Universidad Nacional de Cérdoba. Ed. Brujas, Cérdoba, Argentina). Para la comparacién de
medias se utilizdé el método de Tukey y si p < 0.05 la diferencia se consideré estadisticamente

significativa.



IB.3. RESULTADOS Y DISCUSION

IB.3.1. Observacion microscépica

La microscopia electrénica de barrido (SEM) revelé que las capsulas de hierro-pectina
fueron esféricas y el diametro de las mismas fue entre 1 y 2 mm (Figura 1B2). La superficie
externa resultd ser mayormente lisa (Figura IB2 A) y la estructura interna mostré una textura
compacta (Figura 11B2 Bl), con orificios regulares, (Figura IB2 Bll). Las capsulas de hierro-pectina
que contenian microorganismos presentaron imagenes claras de bacterias atrapadas
distribuidas homogéneamente en la superficie externa de las mismas (Figura IB2 C). El interior
de las capsulas exhibié una textura compacta con orificios (Figura 1B2 DI y DIl), también con
grupos de microorganismos atrapados en el material gelificado de hierro-pectina (Figura IB2 DIII).
Los orificios observados en la superficie interna probablemente se debieron a la eventual
contraccién y evaporacion del agua durante el proceso de liofilizacion (Martin-Dejardin et al.,
2013).



Figura IB2. Imagenes de microscopia electrénica de barrido de: Superficie externa (A) e interna (B) de
las capsulas de hierro-pectina con L. plantarum CIDCA 83114. |, Il y lll indican diferentes escalas. Las

flechas amarillas sefialan las bacterias atrapadas en la matriz pectina-hierro.
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IB.3.2. Viabilidad bacteriana

El recubrimiento completo de microorganismos en capsulas de hierro-pectina los estabilizd
durante el almacenamiento, ya que no se observé una disminucion significativa de la viabilidad

luego de 60 dias de conservacion a 4 °C (p > 0.05) (Figura IB3).

log UFC/mL

Tiempo de almacenamiento (dias)

Figura IB3. Viabilidad de L. plantarum CIDCA 83114 encapsulada y liofilizada durante el

almacenamiento a 4 °C. Viabilidad antes de la liofilizacion: No = 8.32 + 0.03 log UFC/mL.

Como el sitio de accion las bacterias probidticas es el intestino, la estabilidad y la liberacion
adecuada de microorganismos durante el pasaje a través del tracto gastrointestinal es muy
importante. Las bacterias no encapsuladas superaron adecuadamente el proceso de liofilizacion
y la exposicién a saliva, sin embargo, las condiciones gastricas condujeron a una disminucion
significativa de la viabilidad. En trabajos anteriores, se inform6é que distintos sustratos
fermentados con esta cepa, tales como lactosuero, permeado de suero, deben neutralizarse
antes de la deshidratacion para evitar dafos bacterianos o la muerte (Golowczyc et al., 2013).
Este comportamiento es consistente con la sensibilidad de esta cepa al bajo pH observado en

este capitulo (Figura IB4).



Las capsulas que contenian microorganismos previamente se disgregaron por completo
en PBS para determinar la concentracion bacteriana antes del proceso digestivo, que fue de 7.30
+ 0.43 log UFC/mL (Figura 1B4). La baja viabilidad observada después del contacto de las
capsulas con la saliva indica que las capsulas estaban mayormente intactas, lo que demuestra
su estabilidad. Las capsulas se desintegraron por completo una vez que llegaron a las
condiciones intestinales, liberando 6.45 + 0.21 log UFC/mL, un valor ligeramente inferior al
obtenido para las capsulas desintegradas en PBS antes de la exposicién a condiciones digestivas

simuladas.

Teniendo en cuenta que los recuentos en placa de bacterias encapsuladas se llevaron a
cabo utilizando 10 capsulas disgregadas en PBS, la viabilidad bacteriana fue de 6.30 log
UFC/capsula (2.0 x 108 UFC/capsula) al momento de ser ingerido y 5.45 log UFC/capsula (2.83
x 10° UFC/capsula) al final del proceso digestivo. De acuerdo con las recomendaciones de
organismos internacionales como EFSA o FDA, los beneficios del consumo de probidticos se
pueden lograr cuando los productos que contienen probidticos tienen al menos 7 log UFC de
microorganismos viables por gramo en el momento de su consumo (Aquilina et al., 2013; Hill et
al., 2014; Phuapaiboon et al., 2013; Tripathi y Giri, 2014). Por lo tanto, el consumo de solo 5
capsulas cumpliria los valores recomendados al momento de ser ingerido, y el consumo
de 35 capsulas garantizaria estas concentraciones, también en el intestino. Se puede
deducir que la encapsulacién fue muy importante para proporcionar a las bacterias una matriz de
contencion que permita su liberacion en el intestino, luego de atravesar las condiciones

gastrointestinales (Figura IB4).
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Figura IB4. Viabilidad de L. plantarum CIDCA 83114 después de la liofilizacion y exposicion a saliva 'y
condiciones gastricas e intestinales. Barras blancas: microorganismos no encapsulados, barras grises:

microorganismos encapsulados. Las letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05).

IB.3.3. Cuantificacion de hierro y pectina de las capsulas

Como el objetivo de este capitulo se centré no solo en la estabilidad bacteriana sino
también en el uso de las capsulas como fuente de hierro, la integridad de las capsulas se
determind cuantificando la liberacién de hierro y pectina luego de exponerlas a condiciones
simuladas de saliva y gastrointestinales (Figura IB5 A). Es importante sefalar que en ensayos
preliminares, realizados sin la adicion de acido ascérbico a la reaccién de complejacién de hierro
con 2,2’-bipiridilo (quelante selectivo de cationes ferrosos), no se pudo detectar hierro. En otras
palabras, los complejos coloreados con hierro sélo se observaron cuando se incorporé acido
ascorbico al medio de reaccion, lo que indica que la concentracion de catidon ferroso estaba por

debajo del limite de deteccion del método.

Otro punto a destacar es que en el Capitulo IA, se obtuvo como resultado mediante
espectroscopia de Mdssbauer que los cationes Fe(ll) fueron el componente principal de las
capsulas (71.5 %). Sin embargo, el hierro liberado de las capsulas desintegradas en solucion

acuosa se identificé como Fe(lll), a diferencia de los experimentos de Mdssbauer en los que se



usaron muestras liofilizadas trituradas (no en solucion). Esto parece indicar que la forma ferrosa
componente de las capsulas se oxidé al entrar en contacto con la solucién acuosa. Esto indica

que en solucién, todo el hierro presente en las capsulas se oxido a cation férrico.

El catidn férrico es mucho menos soluble que el ferroso [solubilidad a pH 7.0 en medio
intestinal: Fe(Ill) (107" mol/L) frente a Fe (II) (5 x 10 mol/L)] (Andrews et al., 2003). Por esta
razoén, el hierro generalmente se administra como sulfato ferroso. En los ultimos afios, se ha
informado que los quelatos de hierro (NaFeEDTA o bisglicinato ferroso) son alternativas
prometedoras al sulfato ferroso para la fortificacion de alimentos porque son mas estables
cuando se agregan a los alimentos y estan menos afectados por los inhibidores de absorcion de
hierro (Bovell-Benjamin et al., 1999; Hurrell, 2002), como se observa cuando se agrega al curry
en polvo, salsa de pescado o salsa de soja (Yeung, Glahn y Miller, 2005). En base a los
resultados obtenidos, el ion férrico detectado en solucidén podria estar formando complejos
solubles con cadenas cortas de pectina (es decir, el complejo explicaria el motivo por el que se
encuentra soluble y no precipitd como Fe(OH)s a pH intestinal), lo cual también constituye una
ventaja no concebida originalmente, ya que el Fe(lll) se encuentra biodisponible para ser
absorbido por las células intestinales mediante su mecanismo de conversion a Fe(ll) mediado
por la proteina DMT1. Se puede deducir entonces que no seria relevante el estado de oxidacién

del hierro, mientras se encuentre soluble y disponible para su absorcion.

Una vez que se incorpord el acido ascérbico, el contenido total de hierro de las 10 capsulas
disueltas en 1 mL de medio de liberacion (que solo era férrico) fue de 2.06 + 0.01 mM 6 2.06

umol Fe/mL. Por lo tanto, se obtiene que cada capsula contiene 0.206 pmoles de hierro.

Se liberd una baja concentracién de hierro en la saliva (0.12 £ 0.04 mM). La mayor
liberacion de hierro se produjo después de la exposicion a condiciones gastricas e intestinales
(0.79+£0.06 y 1.14 £ 0.04 mM, respectivamente), que en conjunto representaron la concentracion

total de hierro en las capsulas (Figura 11B5 A).

El hierro también se cuantificé en capsulas sin bacterias en las mismas condiciones
(controles), sin mostrar diferencias significativas con respecto a las capsulas que contenian
bacterias en todas las condiciones excepto cuando se expusieron a condiciones intestinales, en
las cuales la liberacién de hierro fue de 0.77 + 0.02 mM (aproximadamente 68 % menor que para

las capsulas que contienen bacterias).

Finalmente, la cuantificacién de pectina mostré un comportamiento similar al del hierro
(Figura 11B5 B). En efecto, se liberaron bajas concentraciones de pectina en la saliva simulada, y

la mayor liberacidn se produjo después de la exposicion a la solucion intestinal (Figura 11BS B).



Contrariamente a lo que se observé para la liberacién de hierro, las capsulas vacias (controles)

mostraron una concentracion de pectina que era aproximadamente un 50% mas alta que la de
las capsulas que contenian bacterias.
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Figura IB5. A. Liberacion del hierro de las capsulas luego de la exposicion a condiciones salivales,
gastricas e intestinales. B. Liberacion de pectina de las capsulas en las mismas condiciones. Las letras
diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05).

Los resultados obtenidos para la liberacion de hierro (Figura IB5 A) y pectinas (Figura IB5
B) mostraron la disgregacion total de las capsulas en el intestino, siguiendo un patrén similar al
obtenido para los microorganismos. Es interesante observar que la mayor concentraciéon de
hierro para las capsulas cargadas con bacterias (con respecto a las vacias) podria atribuirse al
hecho de que las capsulas se disgregaron por completo en el fluido intestinal. Ademas, la
superficie bacteriana esta cargada negativamente (Gomez-Zavaglia et al., 2002), por lo que parte

del hierro podria adsorberse especialmente las formas cationicas Fe(OH)?* o Fe(OH).* que tienen
alta relacion carga/tamanio.

Para la liberacion de pectinas se observé el comportamiento opuesto, es decir que para las
capsulas con bacterias se detectd una menor cantidad de pectina liberada cuando se compard
con las capsulas sin bacteria. Esto podria explicarse considerando que la parte interna de las
capsulas cargadas con bacterias (Figura IB2 Bl y Bll) mostré una textura compacta con orificios,

lo que indica una menor densidad de pectina en las capsulas.



Teniendo en cuenta que las recomendaciones de ingesta de hierro pueden variar dentro
de 3 a 20 mg/dia (Allen et al., 2006) y que la concentracion total de hierro proveniente de 10
capsulas disueltas en 1 mL de medio de liberacion fue de 2.06 £ 0.01 mM (Figura IB5 A), se
puede calcular que cada capsula contenia 0.206 pymol de hierro (~11.5 pg). Esto indica que el
consumo de ~500 capsulas proporcionaria una ingesta de 5.75 mg de hierro, de los cuales
aproximadamente el 60% se liberaria en el intestino (de acuerdo con la informacién trazada
en la Figura IBS A).

IB.4. CONCLUSIONES

La administracion de probidticos ha sido un desafio porque los microorganismos estan
expuestos a ambientes perjudiciales tanto a nivel tecnolégico como fisiolégico. Ademas, los
microorganismos resistentes a los procesos tecnolégicos no siempre son resistentes a las
condiciones digestivas (bajo pH del estdmago, bilis, jugos digestivos) y viceversa. La
encapsulacion es una de las estrategias para proteger los microorganismos contra ambos

problemas.

Los resultados obtenidos sustentan el uso de las capsulas de pectina-hierro en la
encapsulacion de L. plantarum CIDCA 83114 para su eventual uso como ingredientes en la

formulacién de alimentos funcionales (por ejemplo, incorporados en yogures).

Teniendo en cuenta la problematica mundial de lograr las recomendaciones de ingesta
diaria de hierro, el consumo de las capsulas disefiadas en este capitulo podria ser una fuente
alternativa de hierro, adecuada para ser incorporada como ingrediente funcional no solo por su
contenido probidtico sino también por su contenido de hierro. Otra ventaja es que la presencia
de hierro complejado con pectina en la saliva (se liberé una baja concentracion de hierro en la
saliva - Figura IB5 A-), evitaria el sabor metalico en la boca, como el que se manifiesta en los

suplementos que contienen hierro.

El principal logro de este capitulo fue el desarrollo de un solo producto que permite la triple
administracion de hierro, microorganismos probiédticos y fibra dietaria. Las bacterias

encapsuladas mostraron tener una buena viabilidad luego de su liberacion de las capsulas tanto



antes como también luego de la digestion gastrointestinal simulada. El uso de estas capsulas

podria ser una estrategia adecuada para contribuir a lograr la ingesta de hierro recomendada.
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IIA.1. INTRODUCCION

11A.1.1. Fortificacion de alimentos con hierro.

La fortificacion de alimentos fue definida a nivel mundial por la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) como "la practica de aumentar deliberadamente el contenido de un micronutriente
esencial, es decir, vitaminas y minerales (incluidos oligoelementos) en un alimento,
independientemente de si los nutrientes estaban presentes originalmente en los alimentos antes
del procesamiento o no, para mejorar la calidad nutricional del suministro de alimentos y
proporcionar un beneficio para la salud publica con un riesgo minimo para la salud" (Ahmad &
Ahmed, 2019).

Fortificar alimentos con hierro es una de las iniciativas mas utilizadas para afrontar el problema
de la deficiencia de hierro y sus consecuencias sobre la salud humana, entre las que se destacan
los problemas causados por el desarrollo de la anemia ferropénica. Esta herramienta puede ser
una estrategia eficaz, sostenible y rentable para aumentar el consumo de hierro en la dieta
(Baltussen et al., 2004), pero es un desafio porque los compuestos de hierro que presentan
elevada biodisponibilidad, como FeSO., son quimicamente reactivos y causan alteraciones
organolépticas inaceptables en los alimentos (von Moos et al., 2017). Por el contrario, los
compuestos de hierro insolubles en agua, como fosfato férrico (FePO.), pirofosfato férrico
[Fes(P207)s] o hierro elemental, tienen poco impacto en las propiedades sensoriales y se utilizan

a menudo en la industria alimentaria a pesar de su mala absorcién (Hurrell, 2002).

Debido a que el hierro soluble proveniente de la dieta debe reducirse a ferroso para ingresar
a las células de la mucosa, para la fortificacion de alimentos se han preferido las sales de hierro
bivalentes como sulfato ferroso (20 % de hierro), fumarato, succinato, glutamato y lactato ferroso
a las preparaciones de sales férricas (Nagpal & Choudhury, 2004). Ademas, estas sales son las
preparaciones de hierro menos costosas disponibles en el mercado. Sin embargo, las
formulaciones liquidas de sulfato ferroso sélo estan disponibles como jarabes a base de sorbitol,
debido a que la sal es facilmente oxidable en un ambiente humedo, lo que representa una gran
desventaja a la hora de fortificar alimentos que requieran el agregado de liquidos en su
elaboracion. El fumarato ferroso (33 % de hierro) tiene una eficacia similar al sulfato ferroso, es
moderadamente soluble en agua, ambientalmente mas estable y casi insipido (Nagpal &
Choudhury, 2004). Estas sales tienen una buena biodisponibilidad, sin embargo, esta

caracteristica disminuye notablemente en presencia de inhibidores de la absorcion presentes en



la dieta tales como fitatos o acido tanico (Nagpal & Choudhury, 2004). Por lo tanto, esto es una
limitacion a la hora de elegir estas sales para fortificar alimentos / leches / formulas fortificadas

gue contengan estos inhibidores.

ll1A.1.2. Nanoparticulas de hierro

La modificacién de las propiedades superficiales, en particular la disminucion del tamano de
particula (a través de técnicas coloidales, emulsificacion o uso de superficies recubiertas, entre
otros) (Rossi et al., 2014), puede ser una estrategia interesante para superar las desventajas de
la suplementacion de alimentos con minerales sin alteraciones en las propiedades organolépticas
(von Moos et al., 2017; Fidler et al., 2004; Lomer et al., 2002). De hecho, la formacion de
soluciones coloidales estables a partir de compuestos originalmente poco solubles puede mejorar
la biodisponibilidad de los mismos (von Moos et al., 2017; Fidler et al., 2004). Los enterocitos
pueden absorber polioxohidréxido de Fe (lll) nanoparticulado (insoluble a pH duodenal) y otras
particulas de hierro de tamafo nanométrico que van de 9 ym a 50 nm mediante diferentes vias
endociticas, entre las que se encuentran las células M de las placas de Peyer (Perfecto et al.,
2017; Florence, 1997; Pereira et al., 2013).

La reduccion del tamafio de los compuestos de hierro a nanoescala aumenta notablemente
su area superficial especifica en relacién con la masa, lo que conduce a una mejor solubilidad y
biodisponibilidad in vivo, equivalente a las del FeSO4, pero sin reaccionar con la matriz
alimentaria (Nagpal & Choudhury, 2004; Rohner et al., 2007, Hilty et al., 2010, Hilty et al., 2011).
Por lo tanto, los compuestos de hierro insolubles en agua como FePO4, Fes(P207)s 0 hierro
elemental, se utilizan a menudo en la industria alimentaria a pesar de la mala absorcién ya que

tienen poco impacto en las propiedades sensoriales (Hurrell, 2002).

Si bien hay pocos datos sobre las nanoparticulas (NP) de FePO,, otras NP de importancia
alimentaria inducen efectos adversos en las células intestinales humanas o en animales de
experimentacion (Schubbe et al., 2012, Gehrke et al., 2013, McCracken et al., 2013, Trouiller et
al., 2009, Sharma et al., 2012, Shukla et al., 2014, Park et al., 2015, van der Zande et al., 2014).
Sin embargo, no esta claro si los efectos adversos observados estan estrictamente relacionados
con el tamano de particula. Ademas, no se informaron efectos adversos luego de la exposicion
de ratas a nanoparticulas de Fes(P.07)s (Srinivasu et al., 2015) o de Fe2Os (Yun et al., 2015). La

alimentaciéon de ratas con deficiencia de hierro con una dieta conteniendo compuestos



nanométricos de hierro/zinc (10 6 20 mg Fe kg™) durante 13 dias no produjo una acumulacion
tisular de hierro (Hilty et al., 2010).

Nagpal y Choudhury, en su trabajo publicado en el afo 2004, demostraron que sus
nanoparticulas de FePO4 no indujeron toxicidad directa o estrés oxidativo en lineas celulares
gastrointestinales humanas, independientemente de la presencia de mucus o del estado de
transformacion de las células. Ademas, la alimentacion de ratas con dietas enriquecidas con
nanoparticulas de FePO4 no produjo ningun resultado adverso toxicolégicamente relevante ni
acumulacién de hierro tisular cuando se administré en los niveles de ingesta recomendados
(Nagpal & Choudhury, 2004). Dosis 100 veces mas altas que la dosis diaria recomendada de
hierro para las mujeres no produjeron efectos adversos, lo que sugiere que la ingesta de
nanoparticulas de FePO4 tienen una toxicidad comparable a la del FeSO4. Por lo tanto, las

nanoparticulas de FePO4 podrian explorarse mas a fondo como fortificantes alimentarios.

Las nanoparticulas magnéticas de 6xido de hierro (FezOs y y-Fe20s3) resultan particularmente
adecuadas para aplicaciones biomédicas debido a su baja toxicidad, a sus propiedades
superparamagnéticas y a la metodologia de separacion simple (Ali et al., 2016; Hussain et al.,
2005; Kunzmann et al., 2011; Calero et al., 2014). Sin embargo, las fuertes atracciones
magnéticas entre las nanoparticulas y la elevada energia superficial inducen su aglomeracion, lo
que eventualmente podria afectar su biodistribucion si se ingieren como suplementos
alimentarios. Para evitar agregados de nanoparticulas de gran tamano y altas concentraciones
locales de hierro, el recubrimiento de nanoparticulas con polimeros hidrofilicos parece una
estrategia adecuada que proporciona biocompatibilidad a las nanoparticulas de hierro (Sheng-
Nan et al., 2014). Entre tales compuestos, las pectinas son polimeros naturales con propiedades
beneficiosas para el bienestar intestinal (Abbaspour et al., 2014). La combinacion de
nanoparticulas magnéticas de 6xido de hierro con pectina parece ser una estrategia clave para
el suministro oral de hierro. Por ser parte de la fibra dietética soluble, las pectinas no se hidrolizan
en la parte superior del tracto gastrointestinal (Assifaoui et al., 2011; Das y Ng, 2010; Das, Ng &
Ho, 2010; Dhalleine et al., 2011) y podrian prevenir la mayoria de los efectos secundarios del

hierro.



l1A.1.3. Caracterizacion fisicoquimica de nanoparticulas

11A.1.3.1. Difraccion de rayos X (XRD) de nanoparticulas de hierro.

Las propiedades magnéticas de estas nanoparticulas de hierro se ven afectadas por la
presencia de impurezas. Durante la sintesis de nanoparticulas de magnetita mediante la técnica
de coprecipitacion, se obtiene magnetita o goethita (a-FeOOH) o mezcla de magnetita-goethita,
dependiendo de las condiciones del proceso (Mahadevan et al., 2007). Por lo tanto, la
cuantificacion de la fase de magnetita es esencial para correlacionar con las propiedades

magnéticas, opticas y quimicas de las nanoparticulas sintetizadas.

Se pueden utilizar métodos de analisis de las fases existentes basados en la medicion de
cualquier propiedad inherente de la fase en su conjunto, como la disolucion selectiva de una fase
en acido o base, o la estructura cristalina. La abundancia de una fase se puede estimar mediante
calorimetria diferencial de barrido, que se basa en la medicion de la cantidad de calor
desprendida durante la transicion de fase, o bien, mediante difraccion de rayos X (XRD) que tiene

la ventaja de ser un método no destructivo (Mahadevan et al., 2007).

El analisis cuantitativo por XRD relaciona el patron de difraccion de una mezcla con las
intensidades superpuestas de los componentes individuales expuestos por separado durante el
mismo periodo. La absorcién constante de la muestra es una ventaja que no esta presente en
muchos casos. En tales casos, se emplea el analisis mediante la adicion de una cantidad
conocida de patron interno (Clark & Reynolds, 1936), para corregir los efectos relacionados con
la absorcion. La base tedrica para el analisis cuantitativo fue dada por Klug y Alexander (Klug &

Alexander, 1974) y la intensidad del i-ésimo pico de difraccién viene dada por la ecuacién [IA1.

. KC
lij =<1 Ec. lIA1
pj U

donde Kj es una constante de calibracién que no depende de la composicién de la muestra,
¢; es la fraccion en peso de la fase j en la muestra, p; es la densidad de la fase j, y p es el
coeficiente de absorcion de masa de la muestra. La ecuacion anterior se basa en la presuncion
de que la muestra es completamente homogénea desde el punto de vista de la absorcion. Se

puede considerar que una muestra es homogeénea si se cumple satisfactoriamente la condicidn



de yD;< 0.01, donde ; representa el coeficiente de absorcion lineal de la fase j y Dj el tamafio

de las particulas (Zevin et al., 1995).

11A.1.3.2. Espectroscopia Infrarroja (IR)

La espectroscopia se define como la interaccion de la luz con la materia. La luz es la radiacién
electromagnética en el espectro de energia continuo, llamado espectro electromagnético. Las

principales regiones del espectro electromagnético se muestran a continuacién (Derrick et al.,

2000) (Figura 11A1):
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Figura lIA1. Regiones del espectro electromagnético (adaptado de Derrick et al., 2000).

La absorcion molecular de la radiacion electromagnética en la region infrarroja del espectro
promueve transiciones entre los niveles de energia rotacional y vibracional del estado de energia

electronica mas bajo a uno mas alto. Esta es la principal diferencia con la absorcién de la

80



radiacion en la region visible y ultravioleta de mayor energia, que induce transiciones entre

niveles de energia vibracional y rotacional de diferentes niveles electrénicos (Ismail et al., 1997).

La espectroscopia infrarroja estudia las vibraciones moleculares. Los grupos funcionales se
pueden asociar con bandas de absorcidén caracteristicas, que corresponden a sus vibraciones
fundamentales (Berthomieu & Hienerwadel, 2009).

En una molécula, el movimiento de los atomos esta restringido por los enlaces moleculares,
estos movimientos posibles se conocen como grados de libertad. Para una molécula con N
atomos, el numero total de grados de libertad sera 3N (Derrick et al., 2000). Los 3N grados de
libertad se pueden asignar a los movimientos de traslacion, rotacion y vibracion de la molécula.
Las moléculas lineales tienen solo dos grados de libertad de rotacidon ya que dos direcciones de
rotacion son equivalentes. (Derrick et al., 2000). Por lo tanto, el total de grados de libertad de
traslacion y rotacion es 6 (5 para moléculas lineales). Todos los movimientos restantes, 3N - 6,
son grados de libertad vibratoria (3N - 5 en el caso de moléculas lineales). Las transiciones

vibracionales son las mas importantes en la espectroscopia IR (Derrick et al., 2000).

Un modo vibracional es activo en el espectro infrarrojo (es decir, absorbe la luz infrarroja
incidente) si hay un cambio en el momento dipolar de la molécula cuando en él incide la radiacion
IR.

Estiramiento simétrico Estiramiento asimétrico

Balanceo (en el plano) Tijereteo (en el plano)
(rocking) (scissoring)

Aleteo fuera del plano Torsion fuera del plano
(wagging) (twisting)

./ S v \.

Figura llIA2. Modos de vibraciones moleculares.




Espectros infrarrojos

Un espectro IR representa la respuesta del detector funciéon de una magnitud relacionada con
la energia. La respuesta del detector indica el grado de interaccion de la radiacidon
electromagnética IR con la muestra, ya que es proporcional a la intensidad resultante de la
radiacién IR que llega al detector luego de pasar a través de la muestra (Derrick et al., 2000). La
respuesta del detector puede registrarse en modo de Absorbancia o Transmitancia, que estan

relacionadas a través de la ecuacion ||1A2:

A= log% Ec. I1A2

donde, A es la absorbancia y T es la transmitancia (%T/100).

Con respecto a la magnitud relacionada con la energia, que se grafica en el eje x de los
espectros, por lo general se utiliza el "numero de onda", que es la inversa de la longitud de onda,
y se expresa en cm™ La region del espectro electromagnético correspondiente al infrarrojo se
extiende desde el extremo final del rojo del espectro visible hasta la region de microondas, desde
los 14000 hasta los 20 cm™ (Derrick et al., 2000). La regién infrarroja del espectro
electromagnético se divide en tres subregiones: infrarrojo cercano (NIR), medio (MIR), y lejano
(FIR).

El rango espectral de mayor uso para el analisis quimico es la region de IR medio (MIR), cuyo
rango de frecuencias es de 4000 a 400 cm™ (Derrick et al., 2000). En la Tabla lIA1, se presentan

los numeros de onda caracteristicos de los principales grupos funcionales.



Tabla IIA1. Numeros de onda caracteristicos de absorcion de los diferentes grupos funcionales en el
IR medio (Peris, 2009).

Grupo Clase de compuesto Region (cm™) Intensidad
C-H Alcano 2965-2850 fuerte
Alqueno 3095-3010 media
Alquinos 3300 fuerte
Aromatico 3050-3150 fuerte
Aldehidos 2900-2820 débil
2775-2700 débil
C-C Alcano 700-1200 débil
Alqueno 1680-1620 variable
Alquinos 2260-2100 variable
C=0 Cetonas 1725-1705 fuerte
Aldehidos 1740-1720 fuerte
Acidos carboxilicos 1725-1700 fuerte
Esteres 1750-1730 fuerte
Amidas 1700-1630 fuerte
Anhidridos 1850-1800 fuerte
C-0 Alcoholes, ésteres, ac. 300-1000 fuerte

Carboxilicos, éteres

-O-H Alcoholes 3400-3200 fuerte y ancha
Acidos carboxilicos 3300-2500 fuerte y ancha
-N-H Aminas y amidas primarias 3500 Variable y ancha

y secundarias

C=N Nitrilos 2260-2240 media
C-X Fluoruros 1400-1000 fuerte
Cloruros 800-600 fuerte
Bromuros 600-500 fuerte

Yoduros 500 fuerte




Objetivos especificos

Los objetivos de este capitulo fueron:

e Sintetizar nanoparticulas (NP) de Fe304 funcionalizadas con pectina
e Caracterizar las NP desde el punto de vista fisico-quimico
e Determinar el efecto de las NP funcionalizadas con pectina sobre L. plantarum CIDCA

83114 durante la liofilizaciéon, almacenamiento y pasaje a través del tracto

gastrointestinal.



lA.2. MATERIALES Y METODOS

llA.2.1. Sintesis de nanoparticulas (NP) de Fe304

Se adicionaron 120 mL de NHs; 1.5 N gota a gota sobre 80 mL de una solucién de FeCl,.4H,O
0.25 M/ 0.50 M FeCl3.6H20 en agitacion continua durante 30 minutos a 60 °C (Ngenefeme et al.,
2013). Las NP magnéticas obtenidas fueron sonicadas durante 60 minutos a 60 °C en un
sonicador con un pulso continuo a 35 kHz (EIma Schmidbauer GmbH, Hohentwiel, Germany),
luego fueron separadas con iman, lavadas con agua destilada y deshidratadas a 60 °C durante
48 h. Finalmente, los agregados de particulas magnéticas (M) fueron molidos en un mortero para

Su uso posterior.

Las particulas magnéticas fueron recubiertas con pectina sumergiendo 300 mg de particulas
en 26.5 mL de una solucion 0.5 % p/v de pectina comercial (acido galacturénico 274.0 %, Sigma
Aldrich, Buenos Aires, Argentina) (adaptado del protocolo de Ngenefeme et al., 2013, la relacién
de masa fue de FesOs:pectina = 2.24:1). La solucién de pectina fue acidificada a pH 2.0 bajo
agitacion continua durante 30 minutos. Las particulas magnéticas recubiertas con pectina fueron

lavadas y deshidratadas en las mismas condiciones que las particulas sin la cobertura de pectina.

ll1A.2.2. Caracterizacion fisicoquimica de las particulas magnéticas

l1A.2.2.1. Difraccion de rayos X en polvo. Los patrones de difraccion de rayos X en polvo
(XRD) de las particulas se registraron en el rango angularde 10 ° <2 6 <90 °, en un difractémetro
Philips PW 3710, equipado con un filtro de Ni en el haz difractado (radiacion Cu-Ka 1,5418 A, 50
kV-80 mA). Los barridos se realizaron a 25 °C en pasos de 0.02 °, con un tiempo de adquisicién

de 1 segundo para cada paso.

1A.2.2.2. Espectroscopia FTIR. Se obtuvieron los espectros FTIR de las particulas obtenidas
y de la pectina comercial. Se colocaron aproximadamente 5 mg de cada muestra sobre el cristal
portamuestras de un espectrometro ATR-FTIR Thermo Nicolet iS10 (Thermo Scientific, MA,
USA). Los espectros fueron registrados en el rango de 4000-500 cm™ mediante la acumulacion
de 64 barridos con una resolucién espectral de 4 cm™', usando el software OMNIC (versién 8.3,
Thermo Scientific, MA, USA).



l1A.2.2.3. Mediciones de tamano de particula y de potencial zeta ({). Las mediciones del
tamano de particula fueron realizadas en un analizador Horiba Nano-SZ 100 (Horiba, Japan) a
37 °C. Se determiné el tamano de particula promedio (Z-average) y el indice de polidispersion
usando dispersion dinamica de la luz a un angulo de 173° con el software Horiba (Horiba NextGen
Projet SZ100 for Windows). El potencial { se determin6 usando una combinacién de técnicas de
medicion: Electroforesis y Velocimetria Laser Doppler (Electroforesis Laser Doppler). Los valores
de potencial  fueron provistos directamente por el instrumento. Los promedios y los desvios
estandar de Z-average y de potencial { fueron obtenidos a partir de al menos 10 determinaciones

para cada muestra.

l1A.2.3. Cepa bacteriana y condiciones de crecimiento.

Se trabajé con la cepa L. plantarum CIDCA 83114. Los microorganismos se crecieron en caldo
MRS en microaerobiosis. Una vez alcanzada la fase estacionaria (~2 x 108 UFC/mL), las
bacterias fueron cosechadas por centrifugaciéon a 6000 rpm durante 5 minutos y los pellets,

lavados dos veces con PBS.

ll1A.2.4. Preparacion de compoésitos y determinacion del efecto inhibidor del hierro.

La pectina comercial se prepard en agua destilada al 1 % p/v, y los pellets bacterianos
obtenidos en la seccion anterior se resuspendieron en esta solucion de pectina.

Para evaluar el efecto inhibidor del hierro sobre los microorganismos, se agregaron 0 (control),
0.01, 0.10 y 1.00 mg/mL de nanoparticulas de Fe3O4 (M) y de nanoparticulas de FezO4 cubiertas
con pectina (cM) a la suspensién obtenida. Las mezclas (compésitos) se mantuvieron bajo
agitacion continua durante 60 minutos. Los microorganismos se contaron en placa realizando

diluciones en serie en PBS e incubando a 37 °C durante 48 horas en condiciones aerdbicas.
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1IA.2.5. Liofilizacion

Los compdsitos de pectina con la concentracidn maxima de particulas cubiertas con pectina
que no mostraron efecto inhibidor para las bacterias fueron liofilizados en un equipo Heto FD4
(Heto Lab Equipment, Dinamarca). Se realizaron recuentos en placa antes y después de la
liofilizacion y durante 60 dias de almacenamiento a 4 °C. Como controles se usaron

microorganismos suspendidos en pectina al 1 % p/v, en My en PBS, asi como cultivos frescos.

11A.2.6. Microscopia

11A.2.6.1. Microscopia electronica de barrido (SEM). Los productos obtenidos (particulas
magnéticas solas y en compdsitos de pectina y bacterias) fueron montados sobre un substrato
metalico con una cinta adhesiva bifaz de carbono, y recubiertos con una pelicula de oro mediante
el método de bombardeo (sputtering) empleando un Edwards S150B. Las muestras fueron
analizadas usando un microscopio electrénico de barrido (FEI, Quanta 250 FEG) con un voltaje

de aceleracion de 5 kV y un detector de electrones para condiciones de alto vacio.

11A.2.6.2. Microscopia electrénica de transmisiéon (TEM). La morfologia de las muestras
fue examinada por TEM (JEM 1200EX Il Jeol, Japan) usando un voltaje de aceleracion de 100 —
120 kV. Las imagenes se obtuvieron con una camara digital (ES500W Erlangshen CCD Gatan).
Una gota de la suspensién acuosa diluida de cada muestra fue depositada sobre la superficie de
una grilla de cobre, que fue recubierta con una pelicula delgada y amorfa de colodion (Servicio

central de microscopia electronica. Facultad de Ciencias Veterinarias, UNLP).

ll1A.2.7. Digestion in vitro.

Los experimentos fueron realizados tanto con las particulas magnéticas deshidratadas como
con compasitos liofilizados (seccion 11A2.5). Se siguid el protocolo de la seccion 1A.2.3 (Capitulo
IA).

11A.2.8. Liberacion de hierro.

El hierro liberado fue cuantificado antes y luego de la exposicion a saliva, ambientes gastrico
e intestinal simulados empleando el ensayo colorimétrico Fer-Color (Wiener Laboratories,

Rosario, Argentina), siguiendo la metodologia de la seccion 1A.2.13. del Capitulo IA.



11A.2.9. Viabilidad bacteriana.

Se realizé conteo en placa de bacterias antes y después de cada etapa de la digestion in vitro.

11A.2.10. Reproducibilidad de los resultados

Todos los experimentos fueron realizados en triplicado usando tres ensayos independientes.
Las diferencias relativas fueron reproducibles, independientemente de la preparaciéon empleada.
El analisis de la varianza (ANOVA) se llevé a cabo usando el software estadistico Infostat v2009

(Cérdoba, Argentina). Si p < 0.05 la diferencia fue considerada estadisticamente significativa.

IIA.3. RESULTADOS Y DISCUSION

11A.3.1. Anadlisis fisicoquimico de las nanoparticulas de hierro
l1A.3.1.1. Difraccién de rayos X

La estructura cristalina de las particulas sintetizadas se evalu6 mediante XRD previo y
posterior al recubrimiento (Figura 11A4 A y B). El patrén M de los espectros de XRD presenta los
picos correspondientes a las fases cristalinas de magnetita (Xavier et al., 2014). No se pudieron
detectar otros picos de difraccion cristalinos de 6xido de hierro, lo que indica que la estructura
cristalina de las nanoparticulas obtenidas consistio en cristales de magnetita practicamente puros
(FesO4 cubico) (Xavier et al., 2014). No se observo ninguna alteracion en la estructura cristalina
de las nanoparticulas después de recubrirlas con pectinas (magnetita cubierta) (Figura 11A4 B),

lo que significa que las NP sintetizadas fueron estables luego del proceso de recubrimiento.
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l1A.3.1.2. Anadlisis por FTIR

Por medio de la espectroscopia infrarroja se pudo obtener un analisis cualitativo de las
muestras mediante el estudio de las bandas de absorcidon que presentaron y su correlacion con

los grupos funcionales que tienen absorcién caracteristica en el espectro IR.

La Figura IIA5 muestra los espectros FTIR de pectina, M y cM. La banda a 1739 cm™ puede
ser asignada al modo vibracional vC=0 de ésteres o acidos organicos, que corresponde a los
galacturonatos de metilo de las pectinas. La banda ancha a 1610 cm™ es el resultado de dos
bandas, la de moléculas de agua embebidas en las moléculas de pectina, con un maximo en
1610 cm™, y el hombro en 1638 cm, asociado al modo vibracional vCOO~ de acidos
galacturénicos (Xavier & Paskocimas, 2014). La relacion entre la banda a 1739 cm™ y la banda
a 1638 cm™' esta directamente relacionada con el grado de metoxilacion de las pectinas (Aburto
et al., 2015). Las bandas alrededor de 1400 cm™ fueron atribuidas a los modos vibracionales
3CHy, y el grupo de bandas en la region de 1200-850 cm™, a la region de la “huella digital"
(fingerprint) de los carbohidratos, una region compleja, rica en bandas correspondientes a la
unién C-O-C glicosidica, y a los modos vibracionales 3COH y vC-C (La Cava et al., 2018). Dentro
de este grupo, las bandas a 1147 cm™ y 1015 cm™, asi como el hombro a 1100 cm™ han sido

atribuidas a los acidos urénicos presentes en pectinas (Aburto et al., 2015).

Por otra parte, el espectro de Fe;04 (M) se caracterizé por la presencia de una banda a 549
cm™', atribuida al modo vibracional vFe-0, y el hombro a 620 cm™, correspondiente al modo
vibracional sFe—O (Santos et al., 2014). La banda a 1620 cm™' indica la presencia de restos de

humedad luego de la deshidratacion a 60 °C.

En el espectro de cM, las bandas de M y de las pectinas pudieron ser claramente identificadas,
especialmente las bandas a 549 cm™ (vFe-0), y las correspondientes al acido urénico (1739,
1638, 1147, 1100, 1015 cm™). Esto pone en evidencia la eficiencia en el recubrimiento de M con

pectinas para la obtencién de cM (Figura 11A5).
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Figura IIA5. Espectros FTIR de M, cM y pectina comercial en la region de 1800 - 500 cm™

11A.3.1.3. Parametros hidrodinamicos, topologia y morfologia de My cM

El valor obtenido de potencial zeta para las muestras dispersas en agua desionizada fue de
-0.15+£0.10 mV para M, y de -29.30 + 7.09 mV para cM (Tabla 11A2). En las soluciones acidas y
basicas, las particulas de Fes3O4 sin modificar usualmente convierten los residuos Fe-OH
superficiales en las formas Fe—OH," y Fe—O~, respectivamente (Habibi, 2014). En los materiales

ensayados, la densidad de los sitios cargados sobre la superficie de las particulas magnéticas



en agua desionizada resulté baja (Tabla [IA2). Después de la adsorcion de pectina (cM), la
incorporaciéon de grupos carboxilo determiné un aumento del valor absoluto del potencial
arrojando un valor mas negativo, debido a la desprotonacion parcial de los grupos acidos al pH
experimental (pH 4.0). Este cambio en el valor del potencial { contribuiria a la dispersion de cM
(Arora et al., 2017).

El diametro hidrodinamico de M y el de cM presentaron distribucion unimodal, indicando un
adecuado control sintético sobre el tamano, a pesar de que los indices de polidispersion (PDI)
fueron moderadamente altos (> 0.7) (Tabla I1A2). Por otra parte, el tamano de particula en agua
destilada se incrementé aproximadamente 18 veces luego del recubrimiento con pectinas (p <
0.01) (Tabla 11A2, Figura 11A6). El gran tamafo de las particulas secundarias de cM obtenido a
partir de las mediciones DLS fue una consecuencia del recubrimiento polimérico de las particulas

magnéticas primarias que afectd su dispersion.

Tabla IIA2. Tamano de particula y potencial { de M y cM

Potencial
Muestra PDI Tamafio (nm)
(mV)
M -0.15+0.10 0.72 192.67 £ 29.07
cM -29.30 £ 7.09 0.81 3502.19 £ 291.04

Los grandes agregados observados resultarian tanto de la adsorcion de pectina sobre las
particulas, como de la matriz de gel de pectina conteniendo a las particulas (ver esquema de
Figura IIA3). Desde el punto de vista molecular, el aumento del tamafo hidrodinamico estaria

asociado a:

1) la expansién de la red de pectina a baja fuerza debida a las repulsiones coulombicas entre
los grupos cargados a lo largo de la cadena del polimero, lo que obliga al polimero a adoptar una
conformacion alargada en forma de varilla. Por el contrario, frente a la adicion de electrolitos o
los cambios en el pH, se apantallan las fuerzas electrostaticas repulsivas y las cadenas
poliméricas se contraen, adoptando una conformacién mas favorecida entrépicamente. Esto se

conoce como efecto polielectrolitico (Lowe & McCormick, 2002);

2) el impedimento estérico de las cadenas (Sahu y Dutta, 2011).



Figura IIA6. Imagenes de microscopia electrénica de barrido para muestras de M (A) y cM (B). I y Il

denotan diferentes escalas.

La Figura IIAG A (I y Il) muestra las nanoparticulas magnéticas sin la cubierta de pectina (M)
con diametros aproximados entre 150 — 200 nm, consistente con los resultados de DLS (Tabla
IIA2). Los contornos de las particulas cM aparecen menos resueltos en las imagenes SEM debido
a las cadenas de pectina adsorbidas sobre la superficie, aunque el tamafio individual no parece

haber variado cuando se compara con M (Figura IIA6 B | y II).
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Las imagenes TEM muestran que M estan constituidas por varios pequefios cristales de éxido
de hierro (Figura [IA7 A 1y Il). Luego del recubrimiento con pectina, las nanoparticulas se agregan
dando lugar a particulas de mayor tamano (de aproximadamente 3000 nm) rodeadas por la

pectina (Figura IIA7 B | y Il), también consistentes con los resultados de DLS.

Figura IIA7. Imagenes de microscopia electrénica de transmisiéon para muestras de M (A) y cM (B). I y Il

corresponden a diferentes escalas.
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11A.3.2. Estabilidad de L. plantarum CIDCA 83114 en los compdésitos

11A.3.2.1. Efecto inhibitorio del hierro sobre bacterias.

Es sabido que el Fe(ll) cataliza la produccion de ROS a partir de O, conduciendo a un efecto
deletéreo sobre las membranas lipidicas (Dai et al., 2013); por este motivo fue evaluada la
viabilidad de L. plantarum CIDCA 83114 luego de su exposicion a diferentes cantidades de M y
de cM (0; 0.01; 0.10 y 1.00 mg/mL). Dado que la viabilidad de las bacterias lacticas no resultd
significativamente afectada por la presencia de 6xidos de hierro (ANOVA test, p > 0.05) (Tabla
[IA3), los experimentos siguientes fueron realizados utilizando la mayor concentracion de

nanoparticulas ensayada (1.00 mg/mL).

Tabla IIA3. Efecto de M y cM sobre la viabilidad de L. plantarum CIDCA 83114.

Muestra Concentracioén de Antes de liofilizar Después de
hierro (mg/mL) (UFC/mL) liofilizar (UFC/mL)

Control 1 (PBS) 0 12.36 + 0.04 11.88+0.34

Control 2 (pectina) 0 12.32 £ 0.04 12.26 + 0.08

M 1.00 12.39 £ 0.04 12.14 £ 0.05

cM 1.00 12.38 £ 0.01 12.18 £ 0.09

11A.3.2.2. Imagenes microscopicas de los compésitos.

Las imagenes SEM exhiben agregados de los compdsitos, en los que no pueden visualizarse

las nanoparticulas individuales (Figura 11A8).



Figura IIA8. Imagenes de microscopia electrénica de barrido de compdésitos de L. plantarum CIDCA
83114 liofilizados con pectina en presencia de nanoparticulas. A: bacterias en matriz de M y pectina; B:

bacterias en matriz de cM y pectina. Las flechas sefialan grupos de nanopatrticulas.

Por otra parte, en las imagenes TEM se observan bacterias junto a nanoparticulas (Figura
[IA9). En los compésitos que contenian M se observaron particulas aglomeradas y agregadas
(Figura IIA9 A). Por el contrario, en los compositos obtenidos con cM hay una matriz (gel de
pectina) que retiene aglomerados de NP y bacterias, y la distribucidon de estos componentes en
la matriz es homogénea (Figura IIA9 B). Por otra parte, el perfil de cada bacteria exhibe una capa

externa con aspecto de gel, identificada como pectina.
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Figura IIA9. Imagenes de microscopia electrénica de transmision de compdsitos liofilizados de pectina,
nanoparticulas y L. plantarum CIDCA 83114. A: compésito con bacterias, pectina y M; B: compdésito con
bacterias, pectina y cM. | y Il denotan un aumento de 50000x y 100000x, respectivamente. Las flechas

sefalan diferentes cumulos de nanoparticulas.

Las imagenes TEM fueron tomadas sin tincién negativa, porque se esperaba que las bacterias
aparecieran mas brillantes que las NP, debido a que estan constituidas principalmente por
atomos mas livianos, y poco dispersivos. Por lo tanto, la aparicion de estructuras oscuras

significaria que las NP magnéticas se localizaron cerca de la membrana de las bacterias.
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11A.3.2.3. Liberacién de hierro durante la digestion gastrointestinal simulada.

El modelo in vitro gastrointestinal permitié realizar los ensayos de liberacion de hierro durante
periodos de tiempo breves y estudiar la liberacidon especifica (boca, estomago e intestino)
ahorrando costo y tiempo. Las formas solubles del hierro esperables en los sobrenadantes de
saliva, jugo gastrico y ambiente intestinal simulados son Fe(ll) y Fe(lll), asi como los complejos
de pectinas con estos cationes. La liberacion de hierro en dichas formulaciones se presenta en
la Figura I1A10.

El control, preparado en PBS, exhibié una liberacion de hierro elevada para las cuatro
muestras ensayadas. Este valor de hierro liberado fue significativamente mayor para los
compositos que contenian bacterias y cM (p < 0.05). En saliva simulada, la liberacién de hierro

fue baja en todas las muestras, probablemente debido al poco tiempo de contacto (Figura [IA10).

En medio gastrico simul

ado, la liberacion de hierro fue inferior a 2.55 + 0.23 ug/mL (Figura [IA10), esto puede ser
explicado considerando que a pH 2.5 (medio gastrico), el medio no fue suficientemente acido
para disolver las particulas magnéticas. Ademas, los grupos carboxilo de las pectinas se
encuentran mayoritariamente en su forma neutra (-COOH), induciendo la contraccién de la red

de pectina alrededor de las particulas, atrapandolas y evitando la disolucion y liberacion de hierro.

Finalmente, la exposicién de las muestras a la solucién intestinal simulada generé un

incremento en la liberacion de hierro (Figura 1IA10).
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Figura IIA10. Cuantificacion del hierro de diferentes formulaciones de magnetita luego de la
exposicién a los entornos de la digestion gastrointestinal simulada. Barras blancas: M. Barras color gris
claro: cM. Barras color gris oscuro: compdésito con L. plantarum CIDCA 83114 y 1.00 mg/mL de M. Barras
negras: composito con L. plantarum CIDCA 83114 y 1.00 mg/mL de cM. Diferentes letras minusculas
indican diferencias significativas entre los tratamientos dentro de un mismo ambiente (p < 0.05).

Diferentes letras mayusculas indican diferencias significativas entre entornos.

En lineas generales, el medio basico conduce a la ionizacion del material magnético, formando
sitios superficiales Fe-O™ que afectan su solubilidad (Habibi, 2014). En el caso puntual de las
muestras analizadas, la menor concentracion de hierro libre de las muestras con M (barra blanca)
podria explicarse por su escasa solvatacién y la consecuente disminucién de la superficie
expuesta al medio. El uso de cM en el compdsito resulté muy relevante para la liberacién de
hierro en el medio intestinal. La interaccion entre las particulas de magnetita y la pectina,
facilitada por la acidificacion y calentamiento a 60 °C, parece contribuir a solvatar las particulas.
Ademas, debe considerarse que a pH intestinal (pH 8), los grupos carboxilo estan desprotonados

y solvatados (-COO"), por lo que las cadenas poliméricas se expanden (Habibi, 2014).

El efecto sinérgico de los grupos Fe-O" y -COO" en la liberacion de hierro pudo observarse en
el compésito de cM con bacterias. Por el contrario, el compdsito con M quedé atrapado de alguna

manera en el gel hinchado, y liberé6 una menor concentracion de hierro que las formulaciones
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con cM. Otros suplementos de hierro comerciales recubiertos con polimeros hidrofilicos
exhibieron perfiles de liberacién de hierro similares a los observados en los medios gastro-

intestinales simulados (Schafer et al., 2000).

Considerando el problema mundial de alcanzar la ingesta diaria recomendada de hierro y el
desafio de incluir hierro soluble en los productos alimentarios, el disefio de NP propuesto en este

capitulo parece una estrategia interesante para resolver este problema.

1IA.3.2.4. Viabilidad bacteriana durante la digestion in vitro y el almacenamiento.

La digestion gastrointestinal simulada in vitro se realiz6 inmediatamente luego de la
liofilizacion de las muestras y se procedio a realizar el recuento bacteriano o a la conservacion

de las mismas para el estudio de la viabilidad durante el tiempo de almacenamiento.

La Figura 11A11 muestra la viabilidad de los microorganismos liofilizados durante la digestién
in vitro. Como se puede observar, no existen diferencias significativas con respecto a la viabilidad
antes de la digestion in vitro y después de la exposicion a las soluciones simuladas de saliva y
ambiente gastrico. Sin embargo, en condiciones intestinales simuladas, se observa una caida de
1 log UFC/mL (FigurallA11). Ademas, en los compdsitos que contienen nanoparticulas (M o cM)
y bacterias, el decaimiento de la viabilidad resulté menor en los tres medios simulados (Figura
[1A11).
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Figura IlIA11. Viabilidad de L. plantarum CIDCA 83114 liofilizada en compdésitos de pectina al 1% p/v con
M (barras grises oscuras) o cM (barras negras) después de la exposicién a las soluciones
gastrointestinales simuladas. Barras grises claras: microorganismos liofilizados sin pectina (controles).
Diferentes letras mindsculas indican diferencias significativas entre tratamientos dentro de un mismo

ambiente (p < 0.05). Diferentes letras mayusculas indican diferencias significativas entre entornos.

El proceso de liofilizacion redujo escasamente la viabilidad, y el recubrimiento de las particulas
magnéticas con pectina parece haber pasivado la superficie evitando la activacién del oxigeno
molecular (Tabla 11A3). Luego de 60 dias de almacenamiento, la viabilidad bacteriana fue 11.33
+ 0.01 log UFC/mL, es decir que presentd un decaimiento de solamente 0.85 log UFC/mL con

respecto al de tiempo cero (Figura 11A12).

Considerando que los beneficios del consumo de probidticos pueden ser obtenidos cuando
se administran en concentraciones de al menos 7 log UFC de microorganismos viables por gramo
de producto (Kim et al., 2017), los valores obtenidos tanto luego de la digestion como después
de 60 dias de almacenamiento garantizan la ingestion de las cantidades requeridas. Como la
pectina forma parte de la fibra dietaria, la ingesta de las NP con pectina facilitaria su llegada al

intestino ya que las pectinas no serian hidrolizadas en el tracto gastro-intestinal superior (Figura
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IIA12). Debido a su condicion de fibra dietaria, las pectinas han sido usadas en sistemas de
transporte y liberacion de drogas cuyo destino es el intestino (Hill et al., 2014; Liu et al., 2007;
Marras-Marquez et al., 2015). En este capitulo, las bacterias probidticas, cuyo target también es

el intestino, llegarian al sitio de accion transportadas por las pectinas.
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Figura lIA12. Viabilidad de L. plantarum CIDCA 83114 después de liofilizar en pectina al 1% p/vy
1.00 mg/mL de cM a 4 °C. Viabilidad antes de la liofilizacion: 12.38 £ 0.01 UFC/mL.

Desde el punto de vista tecnoldgico, la presencia de carbohidratos poliméricos, tales como las
pectinas, genera matrices amorfas en las cuales las reacciones bioquimicas se ven restringidas
debido a la elevada a que la viscosidad de la matriz disminuye los movimientos vibracionales y
rotacionales (Tymczyszyn et al., 2012; Romano et al., 2016; Morris et al., 2010). Esto asegura

una alta viabilidad bacteriana durante el almacenamiento (Figura 11A12).

En sintesis, la elevada viabilidad de L. plantarum CIDCA 83114 tanto después de la digestion
in vitro como durante el almacenamiento de las muestras, demuestra la eficiencia de las pectinas
no solamente como agentes protectores adecuados para microorganismos probioticos sino

también como matrices amorfas durante el almacenamiento.
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IA4. CONCLUSIONES

La pureza de las nanoparticulas de FesO4 (M y cM) analizada por XRD permitié observar que
la estructura cristalina de las NP consistié en cristales de magnetita practicamente puros (FesOs
cubico). Esto significa que las nanoparticulas sintetizadas no sufrieron modificaciones luego del
proceso de recubrimiento con pectina. La eficiencia del recubrimiento con este polimero en la
obtencion de cM, se pudo confirmar con los espectros FTIR de cM, los cuales mostraron la

presencia de bandas caracteristicas de la pectina.

Una vez sintetizadas y demostrada la pureza de las nanoparticulas M y cM, evaluar el efecto
inhibitorio de las NP de Fes3O4 sobre la viabilidad de L. plantarum CIDCA 83114 fue un paso
fundamental para avalar la propuesta del compdsito de pectina, NP y esta cepa bacteriana. La
mayor cantidad de NP a la que se expuso a las bacterias fue de 1 mg/mL y no produjo una
disminucion significativa de la viabilidad respecto de la viabilidad del control de bacterias en

pectina, sin el agregado de las NP.

El siguiente paso fue analizar la capacidad del compdésito de liberar el hierro de las
nanoparticulas en el intestino. Luego de la digestion gastrointestinal simulada, se pudo observar
que la mayor liberacién de hierro se produjo en la solucién intestinal. Ademas, las nanoparticulas
de Fe304 cubiertas con pectina (cM) mostraron una liberacion de hierro significativamente mayor
que las nanoparticulas sin cubrir (M), permitiendo deducir que la cubierta de pectina interviene
de manera positiva facilitando la disponibilidad de hierro de las nanoparticulas en medio

intestinal.

Si bien la viabilidad de las bacterias luego de la digestion gastrointestinal simulada disminuyé
en medio intestinal, esto también ocurrié en el control de bacterias en pectina sin el agregado de
nanoparticulas. Ademas, los compdsitos con M y cM mostraron una viabilidad significativamente

mayor que el control en medio intestinal.

Por ultimo, se evalué la viabilidad bacteriana durante 60 dias de conservacion de los
compésitos a 4 °C. Al finalizar el tiempo de conservacion, el conteo en placas de agar arrojo
valores altos de viabilidad bacteriana con una disminucion respecto del inicio de la conservacion,
lo que permite concluir que la matriz de pectina tiene gran eficiencia como agente protector para

los microorganismos probioticos.

En este capitulo se desarrollé un sistema de transporte probiético basado en nanoparticulas

de hierro y pectinas. El procedimiento de recubrimiento de las particulas magnéticas resulté
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particularmente relevante en la liberacion dirigida del hierro. Ademas, la presencia de una fuente
de hierro en el ambiente acuoso del compdsito no afecté la viabilidad bacteriana. Su eficiencia
tanto en el transporte de hierro como en la estabilizacion bacteriana lo convierte en un ingrediente
funcional contribuyendo a superar la deficiencia de hierro a nivel poblacional, con aplicaciones

potenciales en el desarrollo de alimentos funcionales.
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CAPRITULO II

PARTE B. Incorporacién de las nanoparticulas

de Fe304 sintetizadas, en kefir de agua.



IB.1. INTRODUCCION

1IB.1.1. Bebidas funcionales naturalmente probioéticas

Las bebidas funcionales confieren beneficios para la salud y reducen el riesgo de
enfermedades humanas. Es por este motivo que la industria alimentaria tiene gran interés en su
desarrollo (Yépez et al., 2019). El kefir es una bebida fermentada tradicional, muy difundida en
los paises de Europa del este (Leite et al., 2013). Actualmente, su consumo se ha extendido en
todo el mundo y se considera como un producto saludable con alto valor nutricional en Europa,
Asia y América del Norte y del Sur (Kakisu et al., 2011; da CP Miguel et al., 2011).

El kefir tiene demostradas propiedades beneficiosas para la salud del huésped, entre las
que se encuentran los efectos antimutagénicos contra 2,3-dimetil-4-aminobifenilo (DMAB) y N-
metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina (MNNG), los efectos hipocolesterolémicos y antiaterogénicos,
los efectos anticancerigenos, la actividad antimicrobiana (e.g., Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, Salmonella typhimurium, S. enteritidis), antifUngica y antioxidante, entre las mas

importantes, y actividad 3-galactosidasa (Plessas et al., 2017).

El kefir se obtiene por inoculacién de los granulos de kefir (iniciadores de la fermentacion)
en un sustrato (generalmente leche). Los granulos de kefir consisten en una matriz de
polisacaridos y proteinas que contiene una mezcla compleja de lactococos, lactobacilos,
bacterias acido acéticas y levaduras que se encuentran en asociacion simbidtica. Si bien la leche
(de oveja, cabra, vaca) es generalmente el sustrato de fermentacion, existen otros sustratos cuyo
uso se ha incrementado a lo largo del tiempo (jugos de frutas, melaza, entre otros) (Santos et al.,
2003; Harta et al., 2004). Estas preparaciones son a base de agua y los granulos son conocidos

como granulos de kefir de agua.

Aunque las leches fermentadas son las bebidas funcionales mas difundidas en Europa
occidental y América (Marsh et al., 2014), las bebidas fermentadas no lacteas han recibido un
creciente interés debido al aumento del numero de consumidores que deciden optar por dietas
alternativas (veganas, vegetarianas, etc.) (Kandylis et al., 2016; Prado et al., 2008). Ademas, las
matrices alimentarias alternativas a la leche pueden aportar importantes combinaciones de

antioxidantes, fibra, minerales y vitaminas, evitando alérgenos e intolerancias lacteas.
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1IB.1.1.1. Kefir de agua

El kefir de agua es una bebida fermentada acida y ligeramente alcohdlica cuya fermentacién
se inicia al inocular granulos de kefir de agua en soluciones de carbohidratos (Bengoa et al.,
2020). Los granulos de kefir de agua consisten en un exopolisacarido que contiene dextrano, un
polimero de glucosa, compuesto principalmente por enlaces lineales a-D-1,6 con un bajo
porcentaje de cadenas laterales unidas por enlaces a-1,3 (Coma et al., 2019; Fels et al., 2018).
Esta es la principal diferencia con los granulos de kefir de leche, los cuales tienen un
heteropolisacarido mas complejo llamado kefiran (Farnworth, 2006). El consorcio de
microorganismos presentes en el granulo de kefir de agua también es diferente (Stadie et al.,
2013; Laureys y de Vuyst, 2014). En efecto, la poblacion bacteriana del kefir de agua consiste en
una poblacién dominante de Zymomonas, bacterias acido lacticas (Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc), bacterias acido acéticas (Acetobacter y Gluconacetobacter) y bifidobacterias
(Marsh et al., 2013). La poblacidon de levaduras del granulo de kefir de agua estd compuesta
principalmente por Saccharomyces, Hanseniaspora/Kloeckera, Zygotorulaspora, Dekkera,

Zygosaccharomyces y Meyerozyma (Marsh et al., 2013).

Figura IIB1. Kefir de agua, matriz rica en dextrano (transparente)

Para la produccién de la bebida, los microorganismos presentes en los granulos
transparentes de dextrano, fermentan una solucién de sacarosa (hasta 80 g/L) (Waldherr et al.,
2010). Los granulos de kefir se consiguen en dietéticas y resisten los ciclos de fermentacion, lo
que permite su reutilizacion de manera indefinida. Debido esto y a su gran aporte probidtico, las

bebidas fermentadas con granulos de kefir de agua son altamente consumidas por consumidores
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preocupados con los alimentos que ingieren, en particular los veganos y vegetarianos. En este
caso, los consumidores suelen tener un aporte deficiente o nulo de diversos nutrientes, tales
como el hierro, que se encuentra en mayores concentraciones y mas biodisponible en alimentos
de origen animal (hierro heminico). Esto hace a las poblaciones veganas mas propensas a tener

enfermedades asociadas a la deficiencia de hierro (McGirr et al., 2017).

Los riesgos de desarrollar anemia por deficiencia de hierro hacen que sea necesario combatir
este problema recurriendo a herramientas como la fortificaciéon con hierro de alimentos asociados
a la dieta vegana. Es por este motivo que resulta interesante el desarrollo de una bebida de kefir

fortificada con NP de hierro.

1IB.1.2. Ensayos in vivo

Los ensayos in vivo representan modelos necesarios para estudiar el efecto de farmacos o
ingredientes alimentarios en el huésped. Con este fin, cada afio, se utilizan millones de animales
de experimentacion en todo el mundo, ya sea de manera completa o sus érganos o tejidos (Doke
& Dhawale, 2015). Para este propodsito, los animales son sacrificados y los animales que
sobreviven a los ensayos son sacrificados al final de un experimento para evitar el sufrimiento
(Doke & Dhawale, 2015). Esto ha planteado un dilema ético, siendo tema de debate durante
mucho tiempo. Asi, se han aprobado varias leyes para controlar el uso de los animales y
minimizar el sufrimiento de los animales durante la experimentacion. Actualmente se aplica la
estrategia conocida como las 3 R, que significa reduccion, refinamiento y reemplazo del uso de
animales de laboratorio (Ranganatha & Kuppast, 2012). Este enfoque recomienda el uso de un
numero minimo de animales, es decir, la "reduccion" del nimero total de animales utilizados en
un experimento. El uso de animales debe planificarse y "refinarse" cuidadosamente de tal manera
que se minimice el dolor y el sufrimiento causados durante el experimento. Ademas, si es posible,
los animales superiores deberian ser "reemplazados" por metodologias alternativas vy

organismos inferiores.

Es en este sentido que para estudiar la toxicidad de un compuesto en un sistema vivo se puede
recurrir al uso de un organismo inferior como la Artemia salina, que es muy sensible a una gran

variedad de toxicos.
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11B.1.2.1. Artemia salina como sistema vivo para medir toxicidad

Artemia salina es un crustaceo branquiépodo que carece de caparazon rigida, su cuerpo es
delgado y alargado y su longitud puede variar en funcién de las condiciones ambientales y del

sexo, llegando a alcanzar 10-15 mm en etapa adulta (Sanchez Romero, 2018).

Este crustaceo posee uno de los mejores sistemas de osmorregulacion, lo que le permite vivir
en un gran rango de salinidades. Ademas, se encuentra adaptado a un amplio rango de
temperaturas desde 6 a 35 °C (Sanchez Romero, 2018). Si bien presenta una gran resistencia a
condiciones extremas, Artemia salina presenta la capacidad de producir quistes cuando la
supervivencia de la poblacién se pone en peligro, como es el caso de ambientes con elevada
salinidad, baja concentracién de oxigeno o escasez de alimento. Todas las hembras poseen la
habilidad de poder reproducirse de forma ovovivipara u ovipara. La reproduccion ovipara genera
embriones en estado de gastrula que son encapsulados, dando lugar a lo que se conoce como

quiste (Sanchez Romero, 2018).

Estos quistes poseen una gran resistencia a temperaturas extremas, siendo viables aun a
temperaturas inferiores al punto de congelacién o incluso luego de expuestos a temperaturas de
ebulliciéon durante periodos cortos. Ademas, la presencia de trehalosa como azucar constitutivo
de los quistes (15% de su peso seco), les otorga una mayor resistencia a la deshidratacioén,

protegiendo las membranas y proteinas (MacRae, 2016).

El ciclo de vida de Artemia salina consta de 3 fases, el quiste (estado criptobidtico), la larva
(nauplio, metanauplio y juvenil) y el adulto. Cuando se dan condiciones de temperatura, salinidad
y oxigenacion del agua adecuados, el metabolismo de los embriones encapsulados se reactiva.
Primero, los quistes biconcavos se hidratan adoptando una forma esférica, y permitiendo que el
metabolismo del embridn se reactive. Esto se conoce como quiste activado o quiste hidratado
(Sanchez Romero, 2018). Tras unas 24 horas, la membrana externa de los quistes se rompe
(eclosion), dando lugar al embrién rodeado de una membrana. Durante las horas siguientes, el
embrion se desprende de la cascara vacia a la cual permanece unido dentro de la membrana de
eclosion hasta que se completa su desarrollo. En un breve periodo, la membrana se desprende
emergiendo el nauplio para nadar libremente (Sanchez Romero, 2018). En su primer estadio, el
nauplio mide entre 400-500 micras de longitud y posee color anaranjado debido a las reservas
de vitelo de las que se alimenta, ya que todavia no posee un aparato digestivo funcional. Este es

el estadio utilizado para los ensayos de toxicidad.
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Nauplio —Metanauplio

Figura IIB2. Ciclo de vida de artemia salina en donde se puede observar el desarrollo larvario desde
la eclosion del quiste hasta la adultez, pasando por los estadios de nauplio y metanauplio. (Imagen:
Yockteng, 2017).

Artemia es probablemente el Unico género animal cuyo estado criptobidtico (quistes) esta
disponible comercialmente de manera continua por ser fuente de alimentos para peces y
crustaceos en acuicultura. Esto ha sido un elemento clave para su utilizacién en ensayos
biolégicos (Pino Pérez et al., 2010). Por razones practicas, la disponibilidad permanente de
huevos (quistes) a partir de los cuales se obtienen ofrece las siguientes ventajas en los ensayos
de toxicidad:

- no hay necesidad de mantener una colonia viva permanentemente,

- sedispone siempre de un numero suficiente de individuos de la misma edad y condicion
fisiologica,

- rapidez del ensayo (entre 28 a 72 h desde la eclosion hasta el criterio de evaluacién)

- bajo costo de los quistes,

- tamano pequefio de cada nauplio permite realizar el ensayo en microplacas,

- las pruebas pueden realizarse donde y cuando sea necesario,

- facil manipulacién y mantenimiento en condiciones de laboratorio,

- se reduce el numero de animales vertebrados superiores utilizados en laboratorios



El test de toxicidad con Artemia salina es mundialmente aceptado para evaluar este parametro
en una amplia diversidad de compuestos, evitando el uso de animales superiores. Se trata de un
ensayo general y de amplio uso, que permite determinar el efecto letal de los compuestos sobre
larvas de Artemia salina en estadio de nauplio, y de esta manera predecir su habilidad para
producir la muerte de células en cultivo de tejidos y/o ejercer un amplio rango de efectos

farmacologicos (Pino Pérez et al., 2010).

Los bioensayos de toxicidad tienen por objetivo clasificar sustancias de acuerdo a su
peligrosidad. La DL50 es la dosis letal que provoca la muerte del 50% de la poblacion y es un
indicador clave para determinar la capacidad téxica de muchas sustancias y reglamentar su uso
(Pacheco Gémez, 2011). En la Tabla 1IB1 se presenta la clasificacion de la toxicidad de las

sustancias en funcion de su DL50 (Baldera Paico y Dejo Tovar, 2018).

Tabla 1IB1. Clasificacion de la toxicidad.

Categoria Rango de valores de DL50
Extremadamente toxico 0.1-10 pg/mL
Altamente toxico 10 - 100 pg/mL
Moderadamente toxico 100 - 500 pg/mL
Ligeramente toxico 500 - 1000 pg/mL
Praticamente no toxico 1000 - 1500 pg/mL
Relativamente inocuo > 1500 pg/mL

1IB.1.3. Mecanismos de absorcién de hierro en células intestinales y ensayos in vitro

para su determinacién

Como se menciond en la seccién 1.4.1 de la introduccion general de esta tesis, la absorcion
de hierro heminico es eficiente y es transportado, en compafiia del anillo protoporfirina, por la
proteina transportadora de hemo 1 (HCP1). Por el contrario, el hierro no heminico de la dieta
Fe(lll) debe reducirse antes del transporte y la encargada de hacerlo es la enzima citocromo b
duodenal (DCYTB) (Gulec et al., 2014). Luego de la reduccién, el Fe(ll) se transporta a través de

la membrana del borde en cepillo de los enterocitos mediante la accién de la proteina DMT1
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(Gulec et al., 2014). EIl hierro intracelular se transfiere rapidamente a través de la membrana
basolateral por la proteina FPN1 cuando las demandas corporales de hierro son altas. La salida
celular del hierro ferroso esta funcionalmente acoplada con la oxidacion del hierro a través de la
hefestina (HEPH). En ultima instancia, el hierro férrico se une a la transferrina en los fluidos

intersticiales o en los vasos sanguineos y se distribuye por todo el cuerpo.

Cuando la demanda es baja, el hierro se puede almacenar como ferritina, un complejo proteico

de almacenamiento de hierro intracelular (Gulec et al., 2014).

Por su parte, el Fe(lll) nanoparticulado (9 um-50 nm) (insoluble a pH duodenal) puede ser
capado a través de vias endociticas mediadas por clatrinas y micropinocitosis (Perfecto et al.,
2017).

Los mecanismos descritos justifican el uso de células intestinales Caco-2 para determinar la
absorcién de hierro y los mecanismos reguladores involucrados. Este modelo celular se ha

utilizado ampliamente para estudios de bioaccesibilidad del hierro (Scheers et al., 2014).

El modelo experimental de digestién in vitro para exponer a células Caco-2 y la posterior
determinacion de la formacion de ferritina es una herramienta para evaluar y predecir la
bioaccesibilidad del hierro de los productos fortificados para los seres humanos (Amagloh et al.,
2017).
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Objetivos especificos

Teniendo en cuenta la problematica de la carencia de hierro que se aborda a lo largo de toda

la tesis y el caracter naturalmente probiotico de las bebidas fermentadas con granulos de kefir

de agua, ampliamente consumidas por la poblacién vegana, los objetivos de este capitulo son:

Incorporar las nanoparticulas (NP) de FezO4 (M) y de FesO4 cubiertas con pectina (cM)

en bebidas fermentadas con granulos de kefir de agua

Evaluar la toxicidad de las NP en Artemia salina como modelo in vivo.

Analizar los posibles cambios de pH y composicion de polisacéridos presentes en las
bebidas durante la vida util de la bebida, asi como también, cambios en la viabilidad de

bacterias lacticas y levaduras totales.

Realizar una digestion gastrointestinal simulada de las bebidas probidticas a diferentes

tiempos de conservacién a 4 °C

Evaluar la toxicidad de las NP sintetizadas y de las preparaciones digeridas sobre células
intestinales Caco-2/TC7

Cuantificar la absorcién del hierro proveniente de la digestion de las bebidas, en células
intestinales Caco-2/TC7

Investigar los mecanismos de internalizacion del hierro utilizando distintos inhibidores de

la endocitosis
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IIB.2. MATERIALES Y METODOS

11B.2.1. Sintesis de Fe30,4

Las nanoparticulas de Fe3O4 (M) o FesO4 cubiertas con pectina (cM) se sintetizaron de la

misma manera que en el Capitulo lIA, seccién [IA.2.1.

11B.2.2. Test de toxicidad con Artemia salina

Se determind la toxicidad de las NP de 6xido de hierro utilizando Artemia salina como modelo
animal (adaptado de Brix et al., 2003; Rajabi et al., 2015; Xu et al., 2015). Para ello, se adquirieron
quistes inactivos de Artemia salina (Aquapex®-Artemia "pro", Israel). Para simular el agua de
mar, se disolvid una sal marina comercial (1.5% p/v) en agua destilada y se adicionaron
antibidticos Anti-anti™ (GIBCO, EE.UU) para evitar la contaminacién. Se inocularon los quistes
(0.2 % p/v) y se incubaron durante 36-38 h a 28-30 °C bajo burbujeo constante y con una fuente
de luz incandescente de filamento de tungsteno de 75 W de potencia para estimular la eclosion.
Luego de las 36 - 38 h de incubacion, los nauplios resultantes de la eclosion de los quistes fueron

utilizados para los ensayos de toxicidad.

Para este propdsito, se transfirieron 10 nauplios a cada uno de los pocillos de una placa de
cultivo de células que contenia agua de mar artificial. Se anadieron diferentes concentraciones
de las nanoparticulas de 6xido de hierro a cada pocillo para completar un volumen final de 2.5
mL. Se incub6 durante 24 h adicionales a 25 °C con agitacion constante y luz. Se usaron tres
réplicas para cada condicion. Como control negativo se utilizd agua de mar artificial con
antibidticos, y como control positivo se utilizd K;Cr,O7. Después de 24 h de exposicion, se
contaron los nauplios sobrevivientes y se calculd el porcentaje de supervivencia de cada dosis

de acuerdo con la ecuacion [I1B1.

nauplios vivos

X 100 Ec. IB1

% supervivencia = —
nauplios iniciales
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1IB.2.3. Preparacién de kefir de agua

Se trabajé con granulos de kefir donados por un productor local. El kefir de agua se prepard
inoculando 40 g/L de granulos activos en una solucién de azucar mascabo comercial marca
Seeberger (UIm, Alemania) adquirida en un supermercado local preparada 30 g/L en agua
corriente declorada, 10 mL/L de jugo de limon. La fermentacion tuvo lugar a 20-25 °C durante 24
horas. Los granulos de kefir se filtraron y el sobrenadante se usé como bebida para la

fortificacion.

11B.2.4. Fortificacion de kefir con hierro

La bebida obtenida en la seccién anterior se fortific6 con ambos tipos de NP (M o cM)
obteniendo, de este modo, dos tipos de muestras: Kefir con M y Kefir con cM. Para ello se usaron
1.5-3 mg de hierro/100 mL, Se usé como referencia la concentracion de hierro de las leches
fortificadas comerciales (1.5 mg/100mL; La Serenisima, Buenos Aires, Argentina). El contenido
final de hierro de las bebidas de kefir fortificadas fue de 0.0145 mg/mL (1.45 mg/100 mL) tanto
para Kefir con M como para Kefir con cM. Como control se fortificé Kefir con FeS04.7H20 en una
concentracion final de hierro de 2 mg/100mL (Kefir con FeSO,). Se utilizé como control una
bebida Kefir sin fortificacion. Todas las muestras se almacenaron a 4 °C durante 35 dias y las
determinaciones se realizaron a los dias 1, 15 y 35 de conservacion. Como muestras controles

se fortificé H>O destilada con las mismas tres condiciones (H>O con M, H20 con cM y H,O-FeS04)

1IB.2.5. Medicion de pH

El pH de las muestras se midié con un electrodo de vidrio SenTix 41 (WTW GmbH, Weilheim,

Alemania) a diferentes tiempos del almacenamiento a 4 °C.

1IB.2.6. Digestion in vitro

Los experimentos se llevaron a cabo en las bebidas de kefir sin fortificar y fortificadas con
FeS04.7H,0, con NP de M o cM (ver seccion 1IB.2.4). Las muestras se sometieron a una

digestion gastrointestinal, tal como se explicé en el Capitulo 1A, seccion 1A.2.3.

115



11B.2.7. Cultivo de células Caco-2/TC7

La linea celular de enterocitos humanos Caco-2/TC7 se crecid en medio DMEM, en las

condiciones de cultivo descritas en el Capitulo IA, seccién IA.2.10.

11B.2.8. Absorcion de hierro por células Caco-2/TC7

Las células Caco-2/TC7 se sembraron en placas de cultivo de 24 fosas (indculo ca. 1.0 x 10°
células por fosa), utilizandose las monocapas en posconfluencia temprana. Antes del
experimento, las monocapas celulares se lavaron dos veces con PBS. Luego, se agreg6 DMEM
fresco con un contenido final de hierro equivalente a 100 uM (proveniente de la disolucién tedrica
del hierro total proveniente tanto de una muestra digerida de H.O con FeSQO4, H20 con M o H>.O
con cM, como de una muestra digerida de Kefir con FeSO4, Kefir con M o Kefir con cM). Las
células fueron incubadas con las diferentes muestras de Fe o control en medio DMEM a 37 °C
durante 2, h. Posteriormente las monocapas celulares se lavaron dos veces con PBS y se afiadi
DMEM completo. Las células se incubaron 24 h adicionales a 37 °C para permitir la sintesis de
ferritina. Transcurrido ese tiempo, las monocapas se lavaron dos veces con PBS-EDTA 2 mM
para eliminar cualquier residuo de Fe. Luego, se afiadié agua milli Q y las células se despegaron
mecanicamente con un raspador. Las suspensiones celulares se sonicaron en un sonicador de
punta (VCX-750 Sonics®, USA.) en bafio de hielo, se hicieron 3 ciclos durante 15 segundos a
10000 W y se conservaron a -20°C hasta su analisis. Los lisados celulares se utilizaron para la

determinacion de ferritina.

Con el objetivo de determinar las vias de internalizacion de las NP de M y cM se utilizaron
inhibidores de las vias endociticas una hora antes y durante la incubacion con las suspensiones
de Fe. Los inhibidores utilizados fueron: wortmanina (25 nM), citocalasina D (10 uM), metil B
ciclodextrina (5 mM) (Sigma-Aldrich Co. MO. USA), clorpromazina (10 uM) (Sanofi-Aventis.
Gentilly, France) y nistatina 0,75 mM) (Denver Pharma. Buenos Aires, Argentina). La
clorpromazina inhibe la via de internalizacion de las clatrinas, la nistatina y la metil B ciclodextrina
inhiben la via de las caveolas, mientras que la wortmanina y la citocalasina bloquean la

macropinocitosis.
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11B.2.9. Cuantificacion de ferritina.

La ferritina es la principal proteina almacenadora, transportadora y liberadora de forma
controlada de hierro. La cuantificacion de ferritina en las células Caco-2/TC7 indica en forma
indirecta la eficiencia de absorcion de hierro y su bioaccesibilidad. La determinacion de ferritina
se realizo utilizando un kit de Elisa comercial (Human Ferritin Elisa Kit, ThermoScientific™) EI
ensayo es un Elisa sandwich que contiene anticuerpos de captura anti-ferritina adheridos a los
pocillos y se revela mediante anticuerpos de deteccién antiferritina conjugados con biotina-
estreptavidina-HRP (peroxidasa de rabano). La peroxidasa cataliza la conversidon de un
compuesto coloreado tetrametilbencidina (TMB), siendo el color proporcional a la presencia de

ferritina.

Los lisados celulares se utilizaron sin diluir y se prepard la curva estandar segun las
instrucciones del fabricante. Las mediciones de absorbancia se registraron a 450-550 nm en un
lector de microplacas de fluorescencia Synergy HT (Bio-Tek Instruments, Winoski, Vermont,
EE.UU.). Las concentraciones de las muestras se calcularon interpolando en base a la curva

estandar.

1IB.2.10. Toxicidad sobre células Caco-2/TC7 de citotoxicidad

Con el fin de validar los ensayos de absorcion de hierro por parte de las células Caco-2/TC7,
se determind la viabilidad de las mismas frente a las suspensiones de M y cM digeridas, con y
sin los inhibidores de las vias endociticas. Para ello se determiné la actividad deshidrogenasa
mitocondrial utilizando bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT, Sigma-
Aldrich Co., St. Louis, MO). Las células Caco-2/TC7 se utilizaron como en el ensayo de absorcién
de hierro. Las monocapas se lavaron dos veces con PBS y se anadieron las suspensiones de M
y cM, incubandolas durante 24 h a 37°C. A continuacion, las células se lavaron dos veces con
PBS y el medio se reemplazé por DMEM (sin colorante rojo fenol) que contenia 0.5 mg/mL de
MTT. Luego de 3 h de incubacién, se afiadieron 0.2 mL de dimetilsulféxido por pocillo para
solubilizar los cristales de formazan. Los valores de densidad 6ptica (DO) se registraron en un
lector de microplacas de fluorescencia Synergy HT a 490 nm (Bio-Tek Instruments, Winoski,

Vermont, EE. UU.). La viabilidad celular se determin6 de acuerdo con la ecuacion 11B2.

DO
ot X 100 Ec. IIB2

c

% Viabilidad celular =
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donde, DO es la densidad optica de las células tratadas (con las muestras digeridas y sin digerir),

DO es la densidad 6ptica de las células control (no tratadas).

1IB.2.11. Bacterias acido lacticas y levaduras totales

Se realizaron recuentos de bacterias lacticas totales y de levaduras en las bebidas Kefir, Kefir
con M y Kefir con cM, a diferentes tiempos de conservacién a 4 °C. Para este propdsito, se
hicieron diluciones seriadas de las muestras en PBS y se sembraron 100 pL en placas de Petri
con agar MRS para determinar las bacterias acido lacticas totales y en medio YGC agar para
determinar las levaduras totales. Las placas se incubaron en estufa a 30 °C durante 48 h. Los
resultados se expresaron como Unidades Formadoras de Colonia por mililitro de bebida
fermentada (UFC/mL).

11B.2.12. Perfiles HPLC de las bebidas de kefir

Para la cromatografia de exclusién por tamano (SEC) se utilizdé un equipo de HPLC conectado
a un detector por indice de refraccion Waters 2414 modelo 410. La columna utilizada fue la
Waters Sugar Pak | (10 um, 6.5 mm x 300 mm) con una precolumna Waters Guard Pak LC (10
pum; Milford, MA, USA). Las condiciones cromatograficas fueron: velocidad de flujo de 0.5 mL/min,
temperatura de la columna de 80 °C y volumen de inyeccion de 50 uL. Solvente de elucién: agua

recientemente destilada termostatizada a 80° C.

Las muestras fueron diluidas en agua destilada y filtradas con filtros de 0.45 pm Millipore
Durapore (Billerica, MA, USA).

Los cromatogramas fueron analizados usando el software WinPCcrom XY 2.0 (Buenos Aires,
Argentina). Se utilizaron estandares de rafinosa, estaquiosa, glucosa, maltosa, sacarosa,
fructosa, galactosa, xilosa y pectina (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO) para determinar los

tiempos de retencion.

11B.2.13. Reproducibilidad de resultados

Todos los experimentos se realizaron en triplicado usando tres preparaciones independientes.

Las diferencias relativas fueron reproducibles independientemente de la preparacion empleada.
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El analisis de varianza (ANOVA) se realiz6 con el software estadistico Infostat v2009 (Cérdoba,

Argentina). Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando p < 0.05.

IIB.3. RESULTADOS Y DISCUSION

1IB.3.1. Evaluacion de la toxicidad de las nanoparticulas sobre Artemia salina.

En una primera instancia se analizé la toxicidad de las nanoparticulas sintetizadas con el
objetivo de conocer si pueden generar efectos perjudiciales para el consumidor al ser

incorporadas en las bebidas de kefir.

Se determind el porcentaje de mortalidad de los nauplios de artemia para cuatro
concentraciones diferentes de hierro. El primer punto de todas las curvas corresponde a la

condicion de agua salada (de mar) sin adicion de hierro (control).

Los resultados del experimento en Artemia salina, arrojaron valores practicamente nulos de
mortalidad para las muestras de M y cM en todo el rango de concentraciones estudiado (Figura
1IB3). Esto es consistente con la informacion publicada para NP de pirofosfato férrico (FePP) que
no presentaron citotoxicidad al ser evaluadas en células intestinales humanas INT-407 y Caco-2
(Kim et al., 2017).

Cabe destacar la importancia de este resultado, debido a que luego las nanoparticulas se
utilizaron para la fortificacion de bebidas para el consumo humano con toxicidad nula avalada
por este estudio. Esta caracteristica convierte a las nanoparticulas de Fe3O4 en un candidato
6ptimo para la fortificacion de alimentos como herramienta para incrementar el consumo de hierro

en la dieta.

En cuanto al FeSO., la mortalidad experimentd un pronunciado aumento a partir de los 250

Mg/mL, llegando a valores cercanos al 100% para una concentracién de 400 pg/mL.

La dosis para la cual el porcentaje de muerte fue del 50% (DL50), fueron determinadas para
cada compuesto realizando una regresion linear y una intrapolacion en la curva. La DL50 para el

FeSO, fue de 312.5 yg/mL, posicionandose dentro de los compuestos de toxicidad moderada-
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baja (Tabla 11B1). La DL50 obtenida para el control positivo de KoCr,O7 fue de 23.64 ug/mL

clasificando como un compuesto "altamente toxico".
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Figura IIB3. Test de toxicidad con Artemia salina. Respuesta dosis dependiente del porcentaje de
mortalidad para cada muestra. En rojo se representa la respuesta frente al K2Cr207 (control positivo de
toxicidad); en verde la respuesta frente a FeSOs; en azul, frente a nanoparticulas de Fe3z04 (M) y en

magenta, la respuesta frente a cM (M cubierta con pectina).

1IB.3.2. Variaciones producidas en las bebidas durante el tiempo de conservacion

1IB.3.2.a. Variacion de pH

Se puede apreciar una pequefia disminucién del pH de todas las bebidas al cabo de un mes
de conservacion (Tabla 11B2), esta acidificacion fue significativa (p<0.05). El efecto de esta
disminucion del pH sobre la viabilidad de bacterias y levaduras sera investigado en la seccién

11B.3.3.
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Tabla IIB2. Valores de acidez expresados en unidades de pH (upH) de las bebidas de kefir

fortificadas. Las mediciones se hicieron al inicio y luego de un mes de conservacion a 4°C.

Muestra Dia 0 (upH) Dia 30
Kefir (control) 3.50 £ 0.02 3.23£0.02
Kefir + FeSO, 3.47+0.04 3.08 £0.03

Kefir + M 3.49+£0.01 3.100.01

Kefir + cM 3.49+0.03 3.14 £ 0.00

1IB.3.2.b. Modificacion de los perfiles cromatograficos de las bebidas fermentadas y

fortificadas durante la conservacion

En primer lugar, se realizé cromatografia de exclusién por tamafo (SEC) de 10 estandares de
sacaridos para determinar sus tiempos de retencion y asi poder determinar la composicion de

sacaridos en las muestras de kefir (Figura 11B4).
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Figura lIB4. Cromatrogramas de los estandares de sacaridos, obtenidos por SEC.
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Se realiz6 cromatografia de exclusion por tamaro (SEC) de la bebida de kefir control y de las
bebidas fortificadas con FeSO4, M o cM. Del analisis de los cromatogramas de HPLC se pudieron
distinguir 6 bandas cromatograficas principales atribuibles a ciertos sacaridos presentes en todas

las muestras.

Cabe mencionar que la sola comparacién de los tiempos de retencién entre estandar y analito

no es criterio suficiente para establecer la identidad de un compuesto quimico.

Los tiempos de retencion obtenidos para los 6 picos que fueron de 4.90 min para el pico 1;
7.40 min para el pico 2; 9.25 min para el pico 3; 10.95 min para el pico 4; 12.60 min para el pico

5y 13.40 min para el pico 6.

En la Figura lIB5 se observa la evolucion en el tiempo de los principales sacaridos de la bebida
kefir control (sin fortificar), en la misma se pueden apreciar las principales variaciones. El pico 2
podria atribuirse a sacarosa debido a que tienen un tiempo de retencién similar, si bien este
criterio no es suficiente para la identificacién. Este pico no se vio afectado el primer dia de
conservacion, pero expreso una disminucion significativa y abrupta en el tiempo llegando niveles
muy bajos a los 30 dias. Los picos 3 y 4 mostraron un aumento significativo en el tiempo de
conservacion (Figura 11B6). El tiempo de retencion del pico 4 no se corresponde con valores de
la Figura 1IB4, de los estandares. Los picos 5 y 6 tampoco se corresponden con los valores de

tiempos de retencién de ninguno de los estandares (Figura 11B4).

El pico 3, que podria corresponder a glucosa, presentd un aumento en su area que podria
resultar de dos procesos opuestos. Por una parte, la hidrélisis de sacarosa en el medio acido
generado a partir del jugo de limén podria contribuir a aumentar la concentracién de glucosa en
el agua fermentada. Por otra parte, la glucosa es sustrato de los microorganismos liberados a la
bebida desde los granulos de kefir, de manera que ese consumo contribuiria a que su
concentracion no aumente proporcionalmente a la caida de la concentracion de sacarosa.
Igualmente, cabe destacar que en esta prueba control, el pico 3 atribuible a glucosa aumento su

area 4 veces luego de los 30 dias de conservacion.

La fermentacion del citrato proveniente del jugo de limén, por accion de las bacterias acido
lacticas da lugar a la produccién de compuestos aromaticos volatiles de cuatro carbonos,
principalmente diacetilo acetoina y butanodiol. Estos compuestos podrian ser parte del perfil
cromatografico observado, considerando su tamafo molecular, y en ese caso deberian
corresponderse con algunos de los picos de mayor tiempo de retencion. En los ensayos control,
es de esperar que su concentracién aumente, pero en definitiva va a depender del balance entre

produccion, volatilidad y solubilidad del sustrato fermentado.
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La misma tendencia de cambios se puede observar en las bebidas fortificadas con FeSO4
(Figuras 1IB7 y 1IB8), con NP de M y NP de cM (Figuras 1IB9 y 11B10) (Figuras 1I1B11 y 1IB12).
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Figura IIB5. Cromatografia de exclusiéon por tamafo de kefir control. En color marrén: cromatograma
correspondiente al dia cero de conservacién. En color gris oscuro: cromatograma correspondiente al dia
30 de conservacion a 4 °C. En marrdn oscuro y gris claro se representan los cromatogramas de los

patrones sacarosa y glucosa, respectivamente.

Para realizar una comparacion mas detallada de cada bebida, se analizaron las diferencias

entre las areas de cada pico en cada dia de conservacion de cada muestra inyectada (Figuras
1IB6, 11B8, 11B10 y [IB12).

Para el caso del kefir sin fortificar, los picos 2, 3 y 4 fueron los que experimentaron diferencias
significativas al dia 30 respecto del dia inicial de conservacion (Figura 11B6).
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Figura IIB6. Representacién del area de pico durante el tiempo de conservacién de los 6 picos
obtenidos por cromatografia de exclusion por tamafio para la muestra kefir control. Las distintas letras

indican diferencias significativas (p < 0.05).
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Figura IIB7. Cromatografia de exclusion por tamano de kefir fortificada con FeSQOa4. En color marrén:
cromatograma medido a dia cero de conservacion. En color gris oscuro: cromatograma medido al dia 30
de conservacion a 4 °C. En marrdn oscuro y gris claro se representan los cromatogramas de los

patrones sacarosa y glucosa, respectivamente.
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Figura IIB8. Representacién del area de pico durante el tiempo de conservacién de los 6 picos
obtenidos por cromatografia de exclusion por tamafio para la muestra kefir fortificada con FeSOa4. Las

distintas letras indican diferencias significativas (p < 0.05).
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Analizando el perfil cromatografico del kefir fortificado con FeSO4, se observaron algunas
diferencias con los resultados de las muestras kefir control (Figura IIB8). En primer lugar, el area
del pico 2 atribuible a sacarosa disminuyd al 50% del valor inicial luego de un dia de incubacién
de la muestra en presencia de FeSO4, pero no se correlaciond con un aumento de area de los
picos 3 y 4. Esto podria deberse a un proceso de degradacién quimica oxidativa del azucar,
catalizado por Fe(ll) en medio acido. Concretamente, el cation ferroso puede catalizar la
activacion de O3 disuelto en medio acuoso, dando lugar a radicales libres que pueden degradar

parcialmente aquellos compuestos organicos mas labiles (Pi et al., 2020).

Luego de 30 dias de incubacion, el incremento del area del pico 3 atribuible a glucosa en la
muestra en presencia de FeSO, resultd inferior al incremento observado en la muestra kefir

control, en consistencia con el efecto deletéreo propuesto.

Ademas, a los 30 dias de incubacion se observé un incremento de la sefal del pico 5 en la

muestra en presencia de FeSOQ., atribuible a compuestos de bajo peso molecular (Figura 11B8).
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Figura IIB9. Cromatografia de exclusion por tamario de kefir fortificada con NP de M. En color
marrén: cromatograma medido a dia cero de conservacién. En color gris oscuro: cromatograma medido
al dia 30 de conservacion a 4 °C. En marrén oscuro y gris claro se representan los cromatogramas de los

patrones sacarosa y glucosa, respectivamente.
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Figura 1IB10. Representacién del area de pico durante el tiempo de conservacién de los 6 picos
obtenidos por cromatografia de exclusién por tamafio para la muestra kefir fortificada con NP de M. Las

distintas letras indican diferencias significativas (p < 0.05).
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En el perfil cromatografico de las muestras kefir fortificadas con M, se observé que el area del
pico 2 atribuible a sacarosa evolucioné de manera similar al de la muestra kefir control sin
fortificar (Figura 1I1B9). Esto indica que si bien no se produjo una disminucion significativa del area
luego de un dia de incubacién, la disminucién fue drastica desde el registro correspondiente al
dia 15 de incubacién. Ademas, el incremento del area del pico 3 atribuible a glucosa fue gradual
en el tiempo, y resultd inferior al de la muestra kefir control a los 30 dias de incubacion. Los
compuestos de bajo peso molecular representados en el pico 6, siguieron un perfil diferente en

el tiempo de incubacion, comparados con el control (Figura [IB10).

Este comportamiento en las muestras de agua de kefir fortificadas con M podria asociarse a
dos procesos diferentes: la hidrélisis 4cida de sacarosa que libera glucosa al medio, y el consumo
de azucares por parte de los microorganismos. En este contexto general, el hecho puntual de
que el pico atribuible a glucosa no haya aumentado en la misma medida que en la muestra kefir
control sugiere en principio un mayor consumo de glucosa por parte de los microorganismos y

por lo tanto una estabilidad microbiolégica en estas condiciones de suplementacién con M.

Ademas, a los 30 dias de incubacién se observo un pequeio incremento de la sefal del pico
5 en la muestra en presencia de M (Figura 1IB10), atribuible a compuestos de bajo peso
molecular, tal como se ve en presencia de FeSO., y que podria deberse a una acumulacién de
productos oxidados. Sin embargo, el efecto deletéreo de M aparenta ser inferior al efecto de

FeSO., a juzgar por los perfiles en el tiempo de incubacién del pico atribuible a sacarosa.
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Figura lIB11. Cromatografia de exclusion por tamano de kefir fortificada con NP de cM. En color marrén:

cromatograma medido a dia cero de conservacion. En color gris oscuro: cromatograma medido al dia 30
de conservacion a 4 °C. En marrén oscuro y gris claro se representan los cromatogramas de los

patrones sacarosa y glucosa, respectivamente.
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Figura lIB12. Representacién del area de pico durante el tiempo de conservacién de los 6 picos
obtenidos por cromatografia de exclusion por tamafo para la muestra kefir fortificada con NP cM. Las

distintas letras indican diferencias significativas (p < 0.05).
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El perfil cromatografico obtenido cuando se suplementd con cM, mostréo ciertas
particularidades (Figura IIB11). En primer lugar, el area del pico 2 atribuible a sacarosa disminuy6
al 65% se su valor inicial luego de un dia de incubacién (Figura 11B12). Esta disminucién resultd
inferior a la observada con suplemento de FeSOs4, pero fue superior a la de la muestra kefir sin
fortificar y a la de la muestra fortificada con M. Podria interpretarse que las cM presentan una
superficie mejor solvatada debido a la cobertura superficial de pectina, exponiendo sitios -Fe-OH
que podrian catalizar la activacion de Oz favoreciendo el efecto deletéreo de los radicales libres
sobre los azucares. De hecho, no se observo el incremento en el area del pico 2 atribuible a
glucosa luego de un dia de incubacion con cM, indicando que no se liberd glucosa por hidrdlisis

acida de sacarosa.

A los 15 dias de incubacion se observo el incremento del area de pico 3 atribuible a glucosa,
y esto puede asociarse al proceso de hidrélisis de la sacarosa en medio acido. Finalmente, la
concentracién de este compuesto volvié a disminuir en el perfil correspondiente al dia 30 de
incubacién, alcanzando los valores iniciales, posiblemente debido al consumo de este compuesto
por parte de los microorganismos presentes en el agua de kefir. De hecho, el area del pico 3
luego de 30 dias de incubacién correspondié al 75% del area obtenida en la muestra kefir sin
fortificar (Figura 11B12).

Los picos 5 y 6 siguieron una evolucion similar a la observada en muestras fortificadas con
FeSO.. En definitiva, si bien existe cierta evidencia de degradacion oxidativa de azucares en
fortificacion con cM, también existen indicios de consumo de glucosa que puede asociarse a una

estabilidad microbioldgica y preservacion del efecto probiético del producto.

11.3.3. Determinacion de la viabilidad bacteriana de las bebidas fortificadas

El recuento de las bacterias acido lacticas y levaduras totales durante la conservacién a 4 °C
de las bebidas de kefir fortificadas se representa en las Figuras 11B13 y 11B14. La viabilidad de
las bacterias disminuyd significativamente en el tiempo durante la conservacion, sin embargo,
los niveles de viabilidad al finalizar el periodo de conservacion, se mantuvieron altos (Figura
11B13).

Por el contrario, la viabilidad de las levaduras luego de 30 dias no fue significativamente
diferente que la viabilidad de las mismas en el dia cero (Figura [IB14). De este resultado se puede

deducir que las NP de Fe3O4 no afectan la viabilidad de las bacterias y levaduras presentes en
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el kefir de agua, lo cual es consistente con la informacién publicada para otros aditivos en kefir
de agua (Montanuci et al., 2012).
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Figura 1IB13. Efecto del tiempo de conservacién a 4°C de las bebidas de kefir fortificadas sobre la

viabilidad de bacterias acido lacticas totales. Los diferentes colores de las barras representan la

viabilidad en las diferentes bebidas: En blanco para kefir sin fortificar (control), en gris claro para kefir

fortificado con FeSQa4, en gris oscuro para kefir fortificado con M y en negro para kefir fortificado con cM.

Las letras distintas indican diferencias significativas (p < 0.05).
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Figura lIB14. Efecto del tiempo de conservacion a 4°C de las bebidas de kefir fortificadas sobre la
viabilidad de levaduras totales. Los diferentes colores de las barras representan la viabilidad en las
diferentes bebidas: En blanco para kefir sin fortificar (control), en gris claro para kefir fortificado con

FeSOs, en gris oscuro para kefir fortificado con M y en negro para kefir fortificado con cM.

11B.3.4. Cuantificacion de ferritina.

Con la finalidad de estudiar la incorporacién de hierro por parte de los enterocitos se
incubaron las células Caco-2/TC7 con las distintas bebidas digeridas fortificadas con hierro
(FeSO4, M y cM) suspendidas en kefir o agua. Las formulaciones fueron previamente digeridas
in vitro utilizando soluciones gastrica e intestinal simuladas. Para determinar la bioaccesibilidad

del hierro en las células se cuantificé la presencia de ferritina en los lisados celulares.

Se observo que todas las formulaciones aumentaron significativamente la concentracién
de ferritina en los enterocitos respecto al basal. El FeSO4 fue mas eficiente en el incremento de
los valores de ferritina aumentandolos en un 107% en promedio, seguido por las formulaciones
conteniendo cM que mostraron un aumento del 21% mientras que las formulaciones con M sola
tuvieron un aumento del 15% respecto al basal. No hubo diferencias entre las formulaciones de
hierro suspendidas en agua y kefir excepto para el FeSO, donde la formacién de ferritina fue

mayor para la muestra suspendida en kéfir (Figura [IB15), probablemente debido a la interaccién
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de la sal de hierro con los polisacaridos del kéfir (Hernandez-Torres 2018). Si bien la magnetita
no fue superior al FeSO4 en la formacion de ferritina, si pudo mejorar la incorporacion de hierro
biodisponible con respecto al control.
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Figura lIB15. Formacion de ferritina en células Caco-2/TC7 expuestas a distintas bebidas fortificadas
con FeSO4, NP de M y NP de cM, digeridas in vitro. El nivel basal de ferritina en células no expuestas
(control) esta indicado con una linea horizontal negra y es 85.00 £ 3.97 ng/mg de proteina (pt). Los
asteriscos indican diferencias significativas respecto al control. Las letras diferentes representan

diferencias significativas respecto a las formulaciones entre si (p < 0.05).

Dado que la fortificacién con M es una forma novedosa de suplementacion con hierro, se
decidio investigar las vias de entrada de la magnetita y la magnetita cubierta a las células
Caco-2/TC7. Para ello, se incubaron las células expuestas a las formulaciones de magnetita
suspendida en agua y digeridas artificialmente en presencia de inhibidores de la endocitosis
(Figura 11B16).
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Figura 1IB16. Cuantificacion de ferritina en células Caco-2/TC7 expuestas a distintas
formulaciones fortificadas con hierro digeridas in vitro. Barras celestes: agua fortificada con NP de M.
Barras naranjas: agua fortificada con NP de cM. El nivel basal de ferritina en células no expuestas (control)
estd indicado con una linea horizontal negra, y es 85.00 + 3.97 ng/mg de proteinas (pt). Los asteriscos
indican diferencias significativas respecto al control (p < 0.05).

Se observo que las células expuestas al inhibidor de la via de las clatrinas (clorfromazina)
y las células expuestas a los inhibidores de la via de las caveolas (metil 3 ciclodextrina y nistatina)
disminuyeron significativamente la formacion de ferritina respecto a las células no tratadas,
indicando estas vias endociticas como las mas probables para la incorporacion de M y cM por
los enterocitos. Los inhibidores de la via de la macropinocitosis no afectaron la formacion de
ferritina, por lo que esta via seria empleada por las células Caco-2/TC7 para la incorporaciéon de
magnetita y magnetita cubierta.

Con el objetivo de validar los ensayos anteriores y comprobar que la funcionalidad de los
enterocitos en cultivo no se vio afectada por la presencia de las formulaciones fortificadas con
hierro y digeridas ni por los inhibidores de las vias endociticas se realizé un ensayo de viabilidad
celular mediante la técnica de MTT (Figura 11B17). Se observd que la viabilidad celular fue

cercana al 100% en todas las condiciones ensayadas (Figura [IB17 A y B), esto es un indicativo
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de que las NP de Fe304 tienen una baja citotoxicidad, lo cual coincide con la informacion existente
para otras NP de hierro (Kim et al., 2017).
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Figura IIB17. Viabilidad de células Caco-2/TC7 luego de exponerse a las bebidas fortificadas (A) y a los

% de viabilidad

distintos inhibidores de la endocitosis (B), determinada mediante la actividad deshidrogenasa

mitocondrial utilizando bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT).

Si bien la magnetita no fue superior al sulfato ferroso en la formacién de ferritina, si pudo

mejorar la incorporacion de hierro biodisponible con respecto al control. Estos resultados son
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diferentes a los encontrados por Kim et al., 2017 para nanoparticulas de pirofosfato férrico (FePP)
recubiertas con dextrinas donde se observd que el recubrimiento mejord significativamente el
transporte de hierro evaluado tanto in vitro en células Caco-2 y células M de placas de Peyer,

como in vivo en el plasma de ratas expuestas a una unica dosis de las NP de FePP.

En cuanto a los inhibidores, el resultado arrojado indica que las vias endociticas de las
clatrinas y caveolas son las mas probables para la entrada de NP de M y NP de cM a las células
intestinales. Perfecto et al., 2017 demostraron un resultado similar para NP de FePO4 donde se
observé su absorcion en células Caco-2, principalmente a través de DMT1, por endocitosis y

micropinocitosis mediadas por clatrina.

IiIB.4. CONCLUSIONES

Las bebidas de kefir de agua actualmente comercializadas indican un tiempo de conservacion
no mayor que 30 dias desde su elaboracién, debido a la acidificacion leve en ese periodo. En
este capitulo se evaluaron diferentes aspectos de las bebidas fortificadas durante 30 dias de
conservacion a 4 °C ya que es el tiempo recomendado en las bebidas de kefir comercializadas
actualmente. Si bien las bebidas son consumidas en un periodo menor a los 30 dias, la indicacion
del consumo es desde la fecha de elaboracion, teniendo en cuenta el tiempo que pueden pasar

en la heladera del comercio.

Se pudo observar que la conservacion de las bebidas de kefir durante 30 dias provoco una
leve acidificacion de las mismas, pero ésta fue independiente de la fortificacion y no afecté la

estabilidad de las bebidas.

Los datos aqui presentados arrojaron resultados muy alentadores para pensar a las
nanoparticulas de magnetita como posibles candidatos para fortificar bebidas debido a que en el
bioensayo de toxicidad con Artemia salina, las nanoparticulas resultaron ser no toxicas en el
rango de concentracion estudiado. Si bien el sulfato ferroso presento toxicidad moderada (DL50
= 312.5 pg/mL), las bebidas fortificadas con este compuesto tales como las leches, presentan un
agregado muy por debajo de la DL50, ya que son fortificadas con 1.5-3 mg de hierro cada 100mL,

es decir 15-30 pg/mL.
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Mediante el analisis por HPLC se pudo observar que el pico 2 atribuible a sacarosa presenté
una marcada disminucion luego de 30 dias de conservacion, y el pico 3, atribuible a glucosa,

presentd un aumento.

Si bien la coincidencia en los tiempos de retencion en HPLC-SEC no es criterio de identidad
entre estandar y el compuesto a analizar, el denominado pico 2 presenta un tiempo de retencion
similar al de sacarosa. Ademas, esta banda cromatografica podria atribuirse a sacarosa por su
disminucion a lo largo del periodo de conservacion de 30 dias que, entre otros procesos, se
puede deber al consumo de la misma por parte del consorcio de probidticos que contintan

fermentando la bebida de kefir.

En el mismo sentido, el denominado pico 3 podria atribuirse a glucosa. Particularmente cabe
destacar que su aumento moderado se corresponderia con la hidrolisis parcial de la sacarosa
debido al medio acido (que lleva a incrementar su concentracion), al mismo tiempo que se refleja
un consumo de la misma por parte de los microorganismos (que disminuye su concentracion),
en total coincidencia con los resultados de conservacién del producto y viabilidad aceptable de
los microorganismos presentes. En presencia de Fe(ll) o superficies con grupos expuestos -Fe-
OH, se encontraron indicios indirectos de efectos deletéreos oxidativos, posiblemente por

activacion de O; catalizada por cation ferroso.

En definitiva, el perfil general cromatografico de las bebidas fortificadas no presenté
modificaciones extremas con respecto al kefir control, lo que también se corresponde con la

buena conservacion y estabilidad de los productos obtenidos.

En cuanto a la viabilidad de los microorganismos presentes en las bebidas de kefir, se observé
una disminucion de las bacterias lacticas totales al finalizar los 30 dias de conservacién a 4 °C.
Esta tendencia se observo en las 4 muestras independientemente de la fortificacion, permitiendo

concluir que la presencia de hierro no es responsable de la pérdida de viabilidad bacteriana.

La determinacion de la formacion de ferritina puso de manifiesto que la incorporacion de
FeSO. en los enterocitos fue superior a la de las NP de M y NP de cM. No obstante, las NP
mostraron una mayor formacion de ferritina que la basal, por lo que se puede concluir que si bien
la internalizacion celular no es tan efectiva como la del FeSO4, su uso como fortificante sirve para
aumentar la ingesta de hierro y, ademas, como alternativa a la hora de solucionar los efectos
indeseados que trae aparejado el FeSO4 en cuanto a las alteraciones organolépticas que produce

en los alimentos.
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El hierro es un mineral esencial para el funcionamiento del cuerpo humano. Su consumo
deficiente trae aparejados serios problemas de salud y es el principal déficit nutricional a nivel
mundial. Para alcanzar los requerimientos diarios recomendados de hierro, actualmente se
recurre a estrategias de fortificacion de alimentos y suplementaciéon de la dieta. Las sales de
hierro que usualmente se utilizan para este fin tienen la gran desventaja de no poder cumplir en
simultaneo con los requisitos de no alterar las propiedades organolépticas de los alimentos y el
de lograr una buena absorcion de hierro en el intestino. Es asi que las sales que no alteran las
propiedades organolépticas de los alimentos, una vez en solucién son oxidadas formando
precipitados dificiles de absorber para el intestino, y aquellas sales que poseen mejor absorcién
intestinal, generan cambios desagradables en los alimentos fortificados. Es por ello que las
alternativas de incorporar al hierro en matrices poliméricas para impedir su precipitacion y
enmascarar las interacciones que puedan provocar los cambios en las propiedades
organolépticas, resultan atractivas en la fortificacion de alimentos y/o en la produccion de

formulaciones orales como suplementos.

Dentro del abanico de polimeros que se pueden utilizar como matriz, la pectina presenta
algunas ventajas como la biocompatibilidad y nula toxicidad por ser un biopolimero que se
encuentra abundantemente en la naturaleza formando parte de la lamina media de la pared
celular de los vegetales. Algunos beneficios que aporta la pectina a la salud del consumidor como
fibra dietaria son la regulacion del estrefiimiento, del sobrepeso y la obesidad, ayuda a reducir la

hiperglucemia y a la regulacion del colesterol, entre otros (Vilcanqui-Pérez, 2017).

Ademas, como la pectina forma parte de la fibra dietaria, presenta caracteristicas que la hacen
particularmente interesante porque no se hidroliza en la parte superior del tracto gastrointestinal.
La pectina es degradada en el colon por la microflora que lo habita y esto le confiere una gran
ventaja cuando el intestino es el target del material transportado, como es el caso del hierro y los

microorganismos probidticos.

Por otro lado, la incorporacion de probioticos a alimentos o bebidas funcionales esta también
en auge en la industria alimentaria debido a los multiples beneficios que estos aportan a la salud
de quien los consume. Las bacterias lacticas tienen estatus GRAS, es decir que son
generalmente reconocidas como seguras y la mayor parte de ellas se encuentran incluidas en la
lista de Presuncion Calificada de Seguridad (QPS) de la Unién Europea (EFSA Panel on

Biological Hazards (BIOHAZ), 2013). Estas caracteristicas y su accidon como probidticos permiten
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que puedan ser utilizadas en la produccion y preservacion de alimentos y en aplicaciones
biotecnoldgicas relacionadas con la salud (medicina, industria farmacéutica, nutracéuticos). Sin
embargo, para que las bacterias ejerzan su efecto probiodtico deben llegar en concentraciones
adecuadas a su lugar de destino, luego de ser consumidas. En otras palabras, las bacterias
lacticas antes de llegar al intestino, deben superar diferentes factores que afectan su viabilidad
como ser el procesamiento y almacenamiento de los alimentos y el pasaje a través del tracto
gastrointestinal superior. Es en este sentido que pensar en una matriz contenedora o
encapsulante es una buena estrategia para proveer a las bacterias una barrera protectora frente
a las condiciones perjudiciales por las que tengan que atravesar tanto en el proceso

biotecnoldgico como en la etapa digestiva luego de su consumo.

En el marco de los intereses anteriormente mencionados, en este trabajo se propusieron tres
maneras diferentes de aportar hierro, pectina y bacterias probidticas a la dieta. La primera
propuesta consistié en un sistema de capsulas liofilizadas compuestas de una matriz de pectina
y hierro que se lo puede utilizar tanto como herramienta para transportar hierro y aportar no sélo
este mineral sino también fibra dietaria, o también se lo puede utilizar para ademas encapsular
bacterias probiéticas. La cepa probidtica utilizada fue L. plantarum CIDCA 83114. Si se quisiese
implementar el uso de estas capsulas en algun alimento, deberian considerarse alimentos
sélidos, dado que en liquidos las capsulas no conservarian la forma y estructura y aportarian
texturas quizas indeseadas. Las barras de cereales aparecen como la opcion ideal para innovar
con el agregado de capsulas inteligentes que aportaran hierro, probidticos y mas fibra dietaria

gue una barra de cereal comun.

En una segunda etapa del trabajo se planteé el desarrollo de formulaciones que contuvieran
los tres elementos de interés (hierro, fibra dietaria y probiéticos), pero que se pudieran aplicar en
alimentos bebibles. Para esto, se pensoé en utilizar el hierro en forma de nanoparticulas, ya que
como sal ferrosa en presencia de pectina hubiese gelificado ibnicamente generando nuevamente
las capsulas anteriormente obtenidas. Para este objetivo se sintetizaron nanoparticulas de éxido
de hierro que resultaron ser puramente particulas de magnetita, y junto con la cepa probidtica L.
plantarum CIDCA 83114, fueron incorporadas a una matriz de pectina para su posterior
liofilizacion. Estos compdsitos fueron caracterizados y la presencia de las nanoparticulas de
magnetita no afecto significativamente la viabilidad bacteriana. Es a partir de esta observacion
que se considerd la posibilidad de ser usado como un producto para fortificar alimentos o

suplementar la dieta, y también, las nanoparticulas podrian ser usadas para enriquecer alimentos

141



o bebidas probiodticos tales como yogures o bebidas fermentadas con kefir sin afectar la viabilidad

de los probioticos que estas bebidas naturalmente contienen.

Fue de esa deduccion que se planted la tercera propuesta de esta tesis que consistio en
fortificar bebidas fermentadas con granulos de kefir de agua, con nanoparticulas de Fe;O4. Para
descartar la posibilidad de efectos adversos que esta propuesta pudiese tener en los
consumidores, se evaluod la toxicidad de las mismas mediante el bioensayo con Artemia salina,
que resultdé ser baja. Cabe destacar la importancia de este resultado, debido a que esta
caracteristica convierte a las nanoparticulas de Fe3O4 en un candidato inocuo para la fortificacion

de alimentos como herramienta para incrementar el consumo de hierro en la dieta.

Luego, el siguiente paso fue fortificar la bebida fermentada con granulos de kefir de agua con
las nanoparticulas sintetizadas (M y cM). La viabilidad de los microorganismos presentes en el
kefir que le confieren sus propiedades probidticas, fue investigada en las bebidas fortificadas y
se pudo observar que no fue afectada por la presencia de las nanoparticulas de hierro. Con estas
dos primeras observaciones se puede considerar esta bebida fortificada como una innovacion en
el mercado naturista que brinda el aporte de probidticos y de hierro ayudando a alcanzar las

necesidades diarias.

Se estudié también la absorcion del hierro proveniente de las bebidas fortificadas con
nanoparticulas de magnetita y de magnetita cubierta con pectina, y si bien la formacion de
ferritina en células intestinales expuestas a la bebida fortificada con sulfato ferroso fue superior
a las expuestas a las bebidas fortificadas con las nanoparticulas, estas ultimas mostraron una
formacion de ferritina superior a la basal (células control). Las vias endociticas mas probables

para su incorporaciéon en enterocitos fueron las de las clatrinas y las caveolas.

Es por este motivo que resulta interesante proponer este producto probidtico fortificado con
FesO4 como un gran candidato para satisfacer las recomendaciones diarias de la ingesta de

hierro.
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1. Medios de cultivo bacteriano

Caldo nutritivo MRS (Biokar Diagnostics, Francia)

Para 1 litro de medio:

- Polipeptona ........coooiiiii 10,0 ¢

S EXIracto d€ CArNe ......ooeieeeeee e 10,0 ¢
-EXtracto de 1evadura ..........cooeeveee e 50¢g
= GlUCOSA ..o 20,0¢
S TWEEN B0 .. 1,08 g
- FOSTato dipOtASICO ....vvvvviiiiiiiiiiiiieieeieeee e 20g
B AX 1<) = | (0 1 [T 0 o [ RO 50¢g
- Citrato de amONIO ......cconiii e 2049
- Sulfato de MagNeSIO........c..uueiiiiiiii i 02g
- Sulfato de Manganeso ........cooooeiiiii i, 0,059

pH del medio listo para usara 25 ° C: 6,4 £ 0,2.

Agar nutritivo MRS (Biokar Diagnostics, Francia)

Caldo nutritivo MRS adicionado cono agar en concentracion 15g/L

Yeast Extract Glucose Chloramphenicol Agar (YGC) (Merck, Alemania)

Extracto de levadura ......... 5g/L

Glucosa ........ccoeviiiiiininnnn. 20 g/L
Cloranfenicol .................. 0.1 g/L
Agar .....ooooiiiiiiiiii 15 g/L
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2. Medios de cultivo de células eucariotas

Medio Dulbeco modified Eagle’s minimal essential médium (DMEM base) (Gibco BRL Life
Technologies, USA)

DMEM .............. 1000mL final
NaHCOs ............ 29
PH ..o, 7.0+0.2

Una vez preparado, el medio se esteriliza por filtracion a través de una membrana de 0.22 ym.

DMEM completo (Gibco BRL Life Technologies, USA)

DIMEM . 1000 mL final
Suero feal bovino Inactivado ... 180 mL
Aminoacidos no esenciales (GIBCO Life Technologies, USA) ................. 13 mL
Penicilina / Streptomicina (1000 1U/mL, 1000 pyg/mL) ......cccooeiiiiiiiinnnnnn.. 13 mL
Gentamicina (50 mg/mL) (Parafarm, aporiti SACIFIA, Argentina) .............. 10

NAHC O3 e 29

PH 7.0+£0.2

El suero fetal bovino se inactive 30 min a 60 °C. Una vez preparado, el medio se esteriliza por
filtracion a través de una membrana de 0.22 ym.

3. Soluciones buffers y reactivos

Buffer PBS

KH.POy ............ 0.14 g/L
NazHPO4 .......... 0.79 g/L
NaCl ................ 9.00 g/L
pH ... 7.4
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