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Resumen:

Los hidrogeles son estructuras poliméricas con alto contenido de agua que pueden ser
entrecruzados por medios fisicos o quimicos con otras sustancias y que pueden formar redes
tridimensionales sintéticas o naturales. Una de las materias primas a partir de la cual se
pueden sintetizar los hidrogeles es la gelatina, que es un biopolimero proveniente de la

descomposicion del colageno.

Dentro de las propiedades de mayor importancia de los hidrogeles se encuentra su capacidad
de hinchamiento, que se debe a la absorcion de liquidos, provocando una dilatacion del
material y un aumento de volumen del hidrogel sin afectar su estructura original. El
contenido de agua en ¢éstos materiales modula gran parte de sus propiedades como
permeabilidad, propiedades bioldgicas y mecanicas. Actualmente una de las aplicaciones de
los hidrogeles es como vehiculos de transporte de sustancias en sitios especificos del tracto

gastrointestinal.

Actualmente, la Organizacion Mundial de la Salud ha detectado un incremento en las
consecuencias adversas de los alimentos referentes a la microbiota intestinal, ademas de la
prevalencia de intolerancias alimentarias, que desafortunadamente carecen de métodos de
diagnostico certeros.

Los fructanos son carbohidratos de reserva energética para las plantas, que debido a sus
propiedades son utilizados como excipientes en la produccion de alimentos.

Esta investigacion expone la formulacion y caracterizacion de la cinética de hinchamiento de
hidrogeles de gelatina con fructanos del tipo inulina y fructooligosacaridos, con la expectativa
de que en un futuro los hidrogeles sintetizados puedan ser utilizados como herramienta para el

diagnostico certero de intolerancia alimentaria debida a fructanos.



Summary:

Hydrogels are polymeric structures with a high water content that can be cross-linked by
physical or chemical means with other substances and can form synthetic or natural three-
dimensional networks. One of the main raw materials from which hydrogels can be

synthesized is gelatin, which is a biopolymer derived from the degradation of collagen.

One of the most important properties of hydrogels is their swelling capacity, which is the
result of the absorption of liquids, causing dilation of the material and an increase in the
volume of the hydrogel without affecting its original structure. The water content in these
materials modulates a significant number of their properties like permeability, mechanical and
biological properties. Currently, one application of hydrogels is as vehicles for the transport

of substances in specific sites of the gastrointestinal tract.

The World Health Organization has currently detected an increase in the adverse effects of
foods on the intestinal microbiota and in the prevalence of food intolerances, which
unfortunately lacks accurate diagnostic methods.

Fructans are energy reserve carbohydrates for plants, which due to their properties are used as
excipients in food production.

This research presents the formulation and characterization of the swelling kinetics of gelatin
hydrogels with fructans of the inulin and fructooligosaccharides type, with the expectation
that in the future the synthesized hydrogels can be used as a tool for the accurate diagnosis of

food intolerance related to fructans.



1. Antecedentes:

1.1. Hidrogeles

Los hidrogeles se describen como estructuras poliméricas entrecruzadas a manera de red
tridimensional, de alto contenido en agua, que forman materiales de consistencia eldstica y
blanda, con una capacidad alta de absorcion y que tienen la facultad de no disolverse en
liquidos (1), la estructura de los hidrogeles se forma mediante la combinacion de dos o mas
interacciones que pueden ser de diferentes tipos como covalente, fuerzas ionicas, enlaces de
hidrogeno, interacciones hidrofobicas y entrelazamientos fisicos de cadenas de polimeros

individuales (2).

En estado seco un hidrogel se define como xerogel el cual es un material solido
completamente deshidratado que al estar en contacto con un disolvente tiene la capacidad de
hincharse debido a la absorcion de liquido. La absorcion de agua que se hace muy visible con
el hinchamiento del material, se debe a los grupos (-OH, -COOH, -CONH2, -CONH, -SO3H),

los cuales son hidrofilicos y permiten que las estructuras poliméricas se mantengan unidas (3).

Debido a su estructura polimérica, pueden ser entrecruzados por medios fisicos o quimicos
con otras sustancias y se pueden formar redes tridimensionales sintéticas o naturales.

Los hidrogeles fisicos son el resultado de interacciones idnicas y fisicas, como los enlaces de
hidrégeno, enlaces de coordinacion, interacciones electrostaticas e hidrofobas (2,4), estos
hidrogeles generalmente estan reticulados para permitir el control de la velocidad de

hinchamiento (5,6).

1.1.1. Propiedad de hinchamiento

El hinchamiento se debe a la capacidad de los polimeros de absorber liquidos (principalmente
agua), debido al contacto. Durante éste proceso, se adopta una configuracion elongada por las
cadenas que dan estructura a la red polimérica, provocando una dilatacion del material (3), asi
mismo, es apreciable un aumento en el volumen del hidrogel, sin afectar su estructura

original. Al mismo tiempo, se genera una fuerza opuesta a la fase de hinchamiento, que se



desempefia como una presion retractil que ejercen las cadenas de la red polimérica contra el

disolvente.

1.1.1.1. Cinética de hinchamiento

La capacidad de retener considerables cantidades de agua en el interior de la estructura
molecular de los hidrogeles es posible por la existencia de un equilibrio entre las fuerzas
osmoticas y cohesivas presentes en su cadena polimérica. Unicamente tiene un aporte al
hinchamiento aquel liquido que esta interceptado dentro del hidrogel como liquido libre o
asociado a la estructura por medio de alguna interacciéon molecular y no el que queda en la
superficie. Ademads, el contenido de agua en estos materiales modula gran parte de sus
propiedades, tales como permeabilidad, propiedades bioldgicas y mecdnicas, las cuales

influyen para su aplicacion.

Durante el proceso cinético de hinchamiento de un hidrogel, se produce un estado
estacionario, antes y después de las condiciones del gel cuando se ha producido un cambio de
volumen como resultado de la exposicion a un disolvente (7), se le conoce como
hinchamiento en equilibrio de un hidrogel y éste logra su punto maximo cuando se alcanza un
balance entre la fuerza ejercida por la red polimérica y la fuerza del disolvente (8). En este
estado estacionario se mantiene la fraccion en volumen de polimero en el gel hinchado que
esta en equilibrio con el disolvente (9) ejerciendo un control sobre el tiempo y el porcentaje
de absorcion del disolvente. El estado de equilibrio es caracteristico de cada hidrogel ya que
intervienen factores como el grado de polimerizacidon, grupos funcionales, temperatura
(8,10,11), entre otros; ademads es un proceso reversible y se puede hacer una diferenciacion de

hidrogeles considerando su estado de hinchamiento en equilibrio.

El uso de una ecuacién matematica que describa la relacion entre la absorcion de agua en
funcion del tiempo, es una herramienta til para describir la cinética de hinchamiento de
hidrogeles. El anélisis matematico del hinchamiento de los hidrogeles se basa en las leyes de
difusién y ganancia de masa hiimeda entre el disolvente y las redes poliméricas. Un modelo
que se ha aplicado ampliamente es la ley de Fick (12,13), aplicada a los estados iniciales de
hinchamiento en funcion del logaritmo natural del tiempo hasta valores de hinchamiento

inferiores a 0.60 para explicar el mecanismo de difusiéon que tiene lugar en el proceso de



hinchamiento de los hidrogeles y el modelo cinético de Schott (14), que considera la
velocidad de hinchamiento y el equilibrio de hinchamiento del hidrogel.

Se han publicado algunos estudios que utilizan modelos matematicos de hinchamiento de
hidrogeles, por ejemplo, Erceg et al. (13), sintetiza hidrogeles de poli (acrilamida-co-acido
acrilico) y realizan ensayos de hinchamiento dindmico. Por otro lado, Swee et al. (12),
describe el hinchamiento de hidrogeles compuestos por poli acido acrilico y poli acido
aspartico. Ambos estudios utilizaron el modelo de Schott para describir el hinchamiento del
hidrogel. También, Zhu et al. (1), desarrollaron un hidrogel de gelatina en presencia de
transglutaminasa microbiana y utilizan el mismo modelo matematico de Schott.

No obstante, es importante destacar que algunos estudios implementan otros modelos
matematicos para describir el hinchamiento, como el trabajo de Yadav et al. (15), que
estudiaron hidrogeles de gelatina y amilopectina con el modelo de Peleg. Este modelo es el
mas utilizado para describir el proceso de hidratacion en los alimentos. Es un modelo de dos
parametros, cuya funcidon describe el cambio continuo de la cinética de primer orden a la
cinética de orden cero. En contraste, Blanco et al. (16), utilizaron un analisis matematico que
compara entre el método de elementos finitos y el método de diferencias finitas para estudiar
el hinchamiento de hidrogeles de poliacrilamida; Chen et al. (17), también utilizo el modelado
por elementos finitos para describir el comportamiento de hinchamiento y secado de un
hidrogel de gelatina-glicerol-agua para diferentes composiciones y describio el hinchamiento

poroeléstico utilizando teorias lineales y no lineales.

1.1.2. Propiedad de insolubilidad en agua por entrecruzamiento.

La insolubilidad en agua de los hidrogeles, se debe a su estructura de red tridimensional o
malla, originada por enlaces de dos tipos quimicos o fisicos (3), que resultan en dos tipos de
polimeros, los entrecruzados y los no entrecruzados, respectivamente. En los polimeros
entrecruzados, la entrada de liquido no puede separar indefinidamente las cadenas de la malla
polimérica debido a que presentan enlaces covalentes y se alcanza un limite o grado maximo

de hinchamiento (18) provocando que el polimero sea insoluble en agua.

En contraste, en los polimeros no entrecruzados, la entrada de liquido puede separar las
cadenas debido a que la union se debe a fuerzas intermoleculares de Van der Waals y fuerzas
electrostaticas. El hinchamiento de un polimero no entrecruzado, después de alcanzar un

grado méaximo de hinchamiento puede conducir a la disolucion del polimero, debido a que la
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incorporacion progresiva de liquido puede vencer las fuerzas de origen fisico que mantienen

unida las estructura de hidrogel (18).

1.1.3. Aplicaciones de los hidrogeles

Actualmente los hidrogeles tienen aplicacion en diversas areas de la industria, debido a sus
caracteristicas fisicas (densidad de entrecruzamiento, porosidad, resistencia mecénica, grado
de hinchamiento, etc.). Una utilidad de interés para los hidrogeles se presenta en el area
médica, debido a que se estan estudiando para ser utilizados en diversas aplicaciones como
andamios en ingenieria de tejidos, biomateriales adhesivos para la cicatrizacién de heridas,
membranas para la reconstrucciéon de organos (19), como encapsulador y posteriormente
como vehiculo para la administracion controlada de sustancias con efectos fisiologicos como
pueden ser: antagonistas de farmacos, antibidticos, anticonceptivos, anticoagulantes,

anticuerpos, antineoplasicos, etc. (20-23).

1.2. Biopolimeros

Los biopolimeros son moléculas poliméricas naturales producidos por fuentes biologicas
como pueden ser microorganismos, plantas, algas y hongos (24). Actualmente, existen
diversos métodos para producir biopolimeros que generalmente consisten en un proceso de
extraccion seguida de sintesis y pueden incluir procesos de filtracion, granulacion, hidrdlisis,

esterificacion, policondensacion, oxidacion y deshidratacion (25).

Los biopolimeros se utilizan en numerosas aplicaciones industriales como son el envasado de
productos alimenticios, cosméticos y medicamentos (26); asi mismo, algunos biopolimeros
también se han utilizado en aplicaciones médicas (27,28). Estas aplicaciones pueden tener
requerimientos especificos de biocompatibilidad, biodegradabilidad, sensibilidad a los

cambios de pH y temperatura y a los cambios del medio fisico y quimico (29).

Los biopolimeros se pueden clasificar ampliamente en tres categorias segun sus unidades
monomeéricas y su estructura (25):

e Polinucleotidos: ADN (4cido desoxirribonucleico) y ARN (&cido ribonucleico).

e Polisacaridos: celulosa, quitosano, quitina, etc.

e Polipéptidos: colageno, gelatina, gluten, suero, etc.
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Los biopolimeros también se pueden categorizar por su fuente de origen (animal, vegetal o

microbiano), por su biodegradabilidad, por sus propiedades o aplicaciones.

1.2.1. Gelatina

La gelatina es un biopolimero que proviene del coldgeno, la proteina mas abundante en los
seres humanos y el componente principal de la matriz extracelular de muchos tejidos (6). Se
obtiene de la descomposicion de la estructura terciaria y cuaternaria del coldgeno por

hidrdlisis parcial y puede tener un peso molecular promedio entre 65 a 300 kDa (30).

La gelatina es una proteina lineal compuesta de una secuencia repetitiva de aminoacidos

unidos entre si por enlaces peptidicos. Se compone principalmente de glicina, prolina,

hidroxiprolina, alanina, arginina y 4cido glutamico (31,32).

0 0 0 0 OH
| won | v ow |l Hol
c-—N—T—c—w-—(lz—c—r\—(lz—c—r~
> g CH, CH,
H H || H H || | [ H |
wrN—C—C—N—C—C—N it s C—N—C—C—N
| | | WO
H,C Ch, i o} 0
| | Cwor
NH HO ||
| o
T:MH
HoN

Figura 1. Estructura primaria de una gelatina con los aminoacidos previamente mencionados. (Imagen

original, autor).

Debido al uso y comercializacion industrial, la gelatina se extrae normalmente de materias
primas con alto contenido de colageno como la piel de cerdo o huesos y pieles de bovino (31).
Se pueden obtener dos tipos diferentes de gelatina mediante el tratamiento del colageno: la
gelatina tipo A, que es el resultado de un tratamiento con un acido y tiene un punto
isoeléctrico (IEP) entre 8 y 9; y la gelatina tipo B que es el resultado de un acondicionamiento

de la materia prima en una solucion alcalina y tiene un IEP entre 4.8 y 5.4 (19).
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1.2.1.1. Propiedades y aplicaciones de la gelatina

La gelatina tiene una longitud variable de cientos de aminoacidos, que habitualmente se
ajustan entre si, de tal forma que a temperatura ambiente cada cadena se une a varias otras a
través de interacciones intermoleculares en una formacioén llamada matriz compleja triple.
Estas cadenas de gelatina tienen atomos de hidrégeno unidos a sus lados y estas ramas de
hidrégeno debido a su afinidad pueden unirse débilmente con el agua a través de enlaces de
hidrégeno. Sin embargo, cuando la gelatina se calienta, estos enlaces entre las cadenas ceden
y se separan, convirtiendo la sustancia quimica en un liquido (estado sol). A medida que el
agua se enfria, se ralentiza hasta que se puede restablecer el enlace uniendo el agua a la

cadena de gelatina formando un s6lido (estado gel).

La utilidad de la gelatina se basa en la combinacién de sus propiedades de transicion
reversible de gel a sol en soluciones de agua, la formacion de peliculas, permeabilidad al
agua, la capacidad para actuar como coloide protector y para productos gelificantes, ademas

de su insolubilidad en agua fria pero completa solubilidad en agua tibia (33).

Algunas de las aplicaciones de la gelatina son como hidrogeles, principalmente en la industria
alimentaria, como agente estabilizador y / o emulsionante, y en la formulacion de peliculas y
recubrimientos para conservar los alimentos (24,34), lo anterior es gracias a determinadas
caracteristicas que posee la gelatina, ya que también es un polimero no toxico, es

biodegradable, de bajo costo, no inmunogénico y soluble en agua (11).

Estudios recientes sobre hidrogeles a base de gelatina aptos para aplicaciones médicas (35),
destacan por la incorporacidon de otros materiales y el uso de agentes reticulantes y se estan

utilizando para la liberacidon de sustancias y principios activos (15).

1.2.2. Fructanos

Los fructanos son polisacaridos no reductores, conformados por cadenas largas de moléculas
de fructosa ligadas quimicamente por enlaces glicosidicos fructosa-fructosa, y que a su vez
son parte del reservorio energético en un amplio margen del reino vegetal. Entre los

principales fructanos destacan la inulina y sus derivados (oligofructosa o
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fructooligosacaridos). Dentro de los polisacaridos no estructurales, los fructanos ocupan el
segundo lugar de abundancia en la naturaleza, después del almidén y estan presentes en
muchas especies de plantas del género Cichorium sp., Allium spp., y Cynara sp.; en hongos
del género Aspergillus sp., y en bacterias del género Erwinia sp., Zymomonas sp. y Bacillus

sp., entre otros (36).

Los fructanos se pueden encontrar de manera lineal, ramificada o ciclica, lo cual depende si su
origen es vegetal o microbiano (37), ademas se definen de acuerdo al grado de polimerizacion
maxima y al grado de polimerizacion promedio (38). El grado de polimerizacion y la posible
aparicion de ramificaciones vienen siendo importantes propiedades que inciden en la funcion
de los fructanos, cuando el fructano se conforma entre 2 y 10 moléculas de fructosa se le
denomina oligosacarido o fructooligosacarido, mientras que un fructano con mas de 10

moléculas de fructosa es llamado inulina.

HO
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Figura 2. Estructura general de los fructanos, n - grado de polimerizacion de cada tipo de fructano.

(Imagen original, autor).
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Las plantas que almacenan fructanos se estiman en 40 000 especies y pueden contenerlos en
raices, bulbos, hojas o tubérculos. A continuacién se presentan las especies mas

representativas de vegetales productores de fructanos, Tabla 1:

Tabla 1. Principales especies vegetales productoras de fructanos (37).

Especie representativa Fructano

Alcachofa comun (Cynara scolymus)
Chicorea (Cichorium spp.) Inulina lineal

Tupinambos (Helianthus tuberosus)

Cebolla (A!/lium cepa)
Esparrago (Asparagus officinalis) Inulina ramificada

Agaves (Agave spp)

"Pasto ovillo” (Dactylis glomerata)
Cebada (Hordeum vulgare) Levanos

Trigo (Triticum spp)

Adicionalmente, una mayor diversidad de microorganismos tiene la capacidad de sintetizar
fructanos, comprendiendo bacterias propias del tracto intestinal de mamiferos y patdégenos de
plantas. Distintas especies de bacterias sobresalen como microorganismos productores de

fructanos, Tabla 2:

Tabla 2. Principales especies de microorganismos productoras de fructanos (37).

Gram Positivas Gram Negativas Mohos
Bacillus subtilis Zymomonas mobilis Aspergillus
Bacillus circulans Erwinia herbicola Aureobasidium
Bacillus polymyxa Pseudomonas syringae Calviceps
Lactobacillus reuteri P. syringae pv phaseolicola Fusarium
Acetobacter diazotrophicus Phytophthora

En el humano no se puede llevar a cabo la hidrélisis de los fructanos por las enzimas
digestivas presentes en la saliva y el estomago, por lo que atraviesan intactos el tracto

gastrointestinal en su parte superior (38). Sin embargo, s6lo es en la parte inferior del tracto
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gastrointestinal, intestino grueso y colon, en donde las bacterias tienen la capacidad de
hidrolizarlos y fermentarlos en su totalidad dando como resultado que los fructanos se

comporten como fibra dietética (39).

1.2.2.1. Inulina

Un carbohidrato no digerible es la inulina, la cual estd constituida por moléculas de fructosa
unidas por enlaces p-(2—1) fructosil-fructosa, teniendo un nUmero importante de

ramificaciones B-(2—6) y estd presente en diversas frutas, vegetales, y cereales (38).

Actualmente en la industria, la inulina se muestra como polvo blanco, inoloro y con sabor
neutro. Su fuente principal es la raiz de achicoria (Cichorium intybus) (38), a partir de dicha
materia prima de origen vegetal se obtienen inulinas con valores no mayores a 200 en su
grado de polimerizacion y éstas son usadas en alimentos funcionales. Si estas inulinas se
someten a una hidrolisis parcial se pueden obtener fructooligosacaridos u oligofructdsidos,
con un grado de polimerizacion por definicion menor a 10. Adicionalmente, la inulina
contiene azlcares libres (sacarosa, glucosa y fructosa), lo que le proporciona cierto dulzor
(considerando a la sacarosa como un 100% de dulzor, en comparacion, la inulina solo
proporcionaria el 10% de dulzor) (36) y se ofrece como alimento que contiene pocas calorias
(< 2 kcal / g) (37). La inulina de alta pureza presenta menor solubilidad, a causa de una

ausencia de azlcares libres casi en la totalidad de su composicion (0.5 % de materia seca).

1.2.2.2.  Fructooligosacaridos

Los oligofructosacaridos, oligofructuosas, fructooligosacaridos o FOS por su abreviatura, son
carbohidratos que contienen en su estructura una molécula de glucosa y de 2 a 4 de fructosa
unidas entre si por enlaces glucosidicos B (2—1), fructosil-fructosas que pueden estar unidos
o no unidas a una sacarosa terminal (40). Estos compuestos suelen identificarse debido a que
son de cadena corta con un grado de polimerizacion de 2 a 10 monoémeros de fructosa, lo cual
le confiere una propiedad resistente a la hidrdlisis enzimatica en el aparato digestivo humano.

Debido a esta propiedad de ser oligosacaridos no digestibles se denominan prebidticos (41).

Actualmente existen diferentes especies de plantas en donde se pueden encontrar los FOS de

forma natural como son: agave (Agave spp.), yuca (Smallanthus sonchifolius), alcachofas
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(Helianthus tuberosus), cebolla (Allium cepa) y ajo (Allium sativum) (37). Por otra parte, los
FOS también se pueden obtener mediante la hidrolisis enzimatica de la inulina presente en
mayor proporcion en achicoria (Cichorium intybus) y raices de la planta de ornato llamada

Dalia (Dalia imperialis) (38).

1.2.2.3. Intolerancia a fructanos

Debido a su composicion estructural, el destino de los fructanos no absorbidos en el intestino
es el colon, en donde llegan a fermentarse y generan un efecto osmotico que provoca el
movimiento de agua hacia la luz intestinal, a su vez, modificando la motilidad y acelerando el
transito  (42), produciendo sintomas gastrointestinales como hinchazén, espasmos
abdominales, gases, dolor de estdbmago o incluso diarrea (43); no obstante también se
presentan algunas manifestaciones generalizadas como pueden ser dolores musculares o de

articulaciones, el cansancio fisico y dificultad en la concentracion.

En el ambito clinico la absorcion inadecuada de los fructanos ha recibido interés en los
estudios de consumo de alimentos y bajo esta premisa, se ha optado por la creacion de una
dieta que promueva la facil digestion y elimina toda sustancia nociva para el organismo de los
pacientes, controlando el consumo de alimentos del tipo “oligosacaridos, disacaridos,
monosacaridos y polioles fermentables” (44,45), denominados FODMAP (por sus siglas en
inglés), ya que se sabe que tienen un complejo proceso de digestion e inclusive puede llegar a
ocurrir una asimilacion inadecuada, ademas de sobrealimentar a las bacterias de la microbiota
intestinal que llevan a cabo su fermentacion (46), dando lugar a todos los sintomas. Lo
anterior, se trata de un cuadro clinico que seglin la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
y la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (ONUAA o
mas conocida como FAO, por sus siglas en inglés: Food and Agriculture Organization), ha
aumentado considerablemente entre la poblacidn, sin embargo, ain hay dudas acerca de su

diagnostico y tratamiento, asi como de los mecanismos fisiopatologicos involucrados.

La dificultad para el diagnostico de intolerancia a fructanos reside en que la Unica prueba
aplicada para determinar el efecto de una dieta alta en fructanos es el test de hidrogeno
espirado utilizando fructosa (42). Si se obtiene un resultado positivo en ese test, se sugiere
que ocurre la fermentacion de fructosa no absorbida por parte de las bacterias en el colon, lo

anterior debido a mala digestion, transito acelerado o ineficiente proceso de absorcion, sin
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embargo aun se carece de consenso sobre la dosis de fructosa administrada y de los
parametros de corte, ademds se cuestiona la reproducibilidad del test, lo cual dificulta la
interpretacion y afecta la credibilidad de la prueba. Adicionalmente, no existen biomarcadores
validados para diagnosticar de manera puntual la sensibilidad o intolerancia a sustancias

especificas en alimentos como son los fructanos (47,48).

1.2.2.4. Propiedades y aplicaciones de los fructanos

La propiedad de la inulina y de los fructanos derivados mas extensivamente estudiada es su
comportamiento como prebidtico, éstos se definen como componentes alimenticios que no se
digieren y que influyen de manera positiva al hospedero estimulando de manera selectiva la
actividad y/o el crecimiento de una cantidad acotada bacterias en el colon (49,50). Una vez
que los fructanos llegan al colon, cepas bacterianas pueden fermentarlos produciendo 4cidos
grasos de cadena corta (42). Estos ultimos promueven de forma selectiva el crecimiento de
bacterias beneficiosas de la mucosa colorrectal del tipo bifidobacterias (41) y lactobacilos y
como efecto opuesto la minimizacion de otras especies que pueden afectar el estado de
bienestar (por ejemplo: E. coli y bacterias de la especie Clostridium spp.) (51).

Adicionalmente, se considera que los alimentos que contienen algiin ingrediente con actividad
beneficiosa selectiva y que sumado a su valor nutricional conceden un impacto fisioldgico
adicional, se les denomina alimentos funcionales (50). Entre otras propiedades beneficiosas
de los fructanos hacia la salud, se contemplan el refuerzo de las funciones inmunologicas
(52), favorecimiento al metabolismo de las grasas y de la respuesta glicémica y la mejora de

la biodisponibilidad de minerales (53).

En la industria alimentaria los fructanos, principalmente la inulina, se utilizan ampliamente
como ingredientes espesantes, emulsificantes, depresores del punto de congelacion y sustituto
de endulzantes y lipidos (54). En la industria quimica-farmacéutica y de procesamiento son
usados como excipientes, aditivos, agentes coadyuvantes (55,56) retienen agua y estabilizan

geles (57) formados a partir de efecto mecéanico o térmico (58).

En el area médica, existen recientes estudios que utilizan fructanos producidos por
microorganismos para su aplicacion como alternativa de biomateriales de recubrimiento
(59,60) y se han desarrollado algunos hidrogeles de inulina para su uso como portadores

potenciales para el direccionamiento de sustancias hacia el colon (61), los hidrogeles de
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inulina se han disefiado en combinacién con sustancias como la soya (62) y el alginato de
sodio. Hajaratul ef al. (63), produjeron hidrogeles de alginato de sodio e inulina por el método
de gelificacion ionotrdpica para encapsular albumina de suero bovino (BSA), y se estudio el
hinchamiento y la estabilidad de los hidrogeles en el fluido gastrointestinal simulado.
Ademas, Tarone et al. (64), investigaron los efectos de los fructooligosacaridos (FOS) y la
inulina con diferentes grados de polimerizacion en las propiedades reolodgicas, fisicas y
microestructurales de los sistemas estructurados a base de pectina y su rendimiento como

matrices de encapsulacion de polifenoles.
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2. Planteamiento del Problema:

De acuerdo a la FAO y la OMS, los cambios en el consumo de alimentos, el aumento de
enfermedades inflamatorias y sindromes intestinales, incluidas las infecciones, asi como el
sindrome del intestino irritable, ha originado el surgimiento de nuevas vias de investigacion
en alimentos y alternativas para examinar los aspectos funcionales y alteraciones de la

microbiota intestinal relativos al efecto de los alimentos.

La ausencia de investigaciones o técnicas a nivel internacional sobre la metodologia y pruebas
especificas para el diagnostico de intolerancia a los fructanos, ha promovido que se utilicen
empiricamente encuestas sobre frecuencia de alimentos consumidos con las cuales se realizan
suposiciones a partir de los resultados obtenidos. No existe un procedimiento que garantice la
identificacion del o de los fructanos involucrados en la intolerancia y tampoco existe

estadistica relativa a dicha intolerancia o de los efectos adversos.

En la actualidad, diversos estudios se han enfocado en examinar la evidencia cientifica sobre
los aspectos funcionales del uso de hidrogeles de gelatina como contenedores de
medicamentos u otras sustancias para su liberacion en sitios especificos, por ejemplo, en la
liberacion de sustancias en el tracto gastrointestinal, donde son bien tolerados cuando son

administrados por via oral a los pacientes.

Derivado a lo anterior, surgi6 la propuesta de formular y caracterizar un hidrogel de gelatina
con fructanos del tipo inulina y fructooligosacaridos y hacer la descripcion de la cinética de
hinchamiento de estos hidrogeles, encausado a establecer las caracteristicas de un hidrogel
que un futuro facilite una segura administracion via oral a pacientes con intolerancia
alimentaria a fructanos (inulina, fructooligosacaridos). Con esta técnica se podria identificar
qué fructano es el causante de los sintomas y signos de la intolerancia alimentaria.

En esta investigacion, se sintetizaron hidrogeles de gelatina con los fructanos inulina y
fructooligosacaridos a partir de sustratos grado quimico y grado alimenticio y se estudio la

cinética de hinchamiento de los tipos de hidrogeles sintetizados.
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Pregunta investigacion:
(Existe diferencia entre la cinética de hinchamiento del hidrogel de gelatina grado quimico y
la cinética de hinchamiento del hidrogel de gelatina grado alimenticio si se incorpora un

fructano del tipo inulina o si se incorpora un fructano del tipo fructooligosacarido?
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3. Hipétesis:

Hipotesis alterna:

Existe diferencia entre la cinética de hinchamiento del hidrogel de gelatina grado quimico y la
cinética de hinchamiento del hidrogel de gelatina grado alimenticio, cuando se incorpora un

fructano del tipo inulina o cuando se incorpora un fructano del tipo fructooligosacarido.

Hipotesis nula:

No existe diferencia entre la cinética de hinchamiento del hidrogel de gelatina grado quimico
y la cinética de hinchamiento del hidrogel de gelatina grado alimenticio, cuando se incorpora

un fructano del tipo inulina o cuando se incorpora un fructano del tipo fructooligosacarido.
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4. Objetivos:

General:

Sintetizar un hidrogel de gelatina tipo B grado quimico y un hidrogel de gelatina grado

alimenticio con inulina y fructooligosacaridos y caracterizar su cinética de hinchamiento.

Especificos:

Incorporar inulina y fructooligosacéaridos en un hidrogel de gelatina tipo B grado quimico y

grado alimenticio.

Describir las caracteristicas del hidrogel a través de la cinética de hinchamiento.

Comparar las caracteristicas del hidrogel de gelatina tipo B grado quimico contra la gelatina

tipo B grado alimenticio.
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5. Justificacion:

Actualmente, el conocimiento sobre los habitos de alimentacion tiene una trascendencia en
salud debido a que proporcionan la informacién necesaria para la creacion de herramientas
que permitan contrarrestar los problemas de nutricién en la poblacion. Cabe mencionar que
los cambios de consumo de alimentos ha provocado el aumento de enfermedades
inflamatorias y alteraciones en la microbiota intestinal. Un padecimiento que se ha
identificado es la intolerancia alimentaria, sin embargo, aun carece de pruebas diagnosticas
para determinar la intolerancia a sustancias especificas presentes en alimentos cémo lo son los

fructanos.

Lo anterior ha promovido la blsqueda de alternativas con fundamento cientifico que
garanticen la identificacion de las sustancias que alteran la funcidn intestinal. Una opcidon
reciente es el uso de hidrogeles como vehiculos de transporte de sustancias para evaluar la
respuesta en sitios especificos del tracto gastrointestinal, donde son bien tolerados cuando son

administrados por via oral a los pacientes.

Con base en lo anterior, en esta investigacion se expone la elaboracién de un hidrogel de
gelatina con fructanos y se describen sus caracteristicas de cinética de hinchamiento con la
expectativa de que en un futuro estos hidrogeles podrian ser bien caracterizados y utilizados
como herramienta para el diagnostico certero de intolerancia alimentaria especifica debida a

fructanos.
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6. Material y Métodos:

6.1. Diseiio de Estudio

Tipo de estudio: Estudio experimental basico.

Universo: No aplica por el tipo de estudio.

Me¢étodo de muestreo: No aplica por el tipo de estudio.

Tamafio de muestra: Se sintetizaron por triplicado hidrogeles con diferente tipo de fructano:
inulina o fructooligosacaridos grado quimico y grado alimenticio, en una solucion de gelatina
grado alimenticio y grado quimico. Se establecieron 9 tiempos de muestreo y se obtuvo una

muestra de 27 elementos para cada hidrogel.

6.2. Criterios de inclusion, exclusion y eliminacion

No aplican por el tipo de estudio.

6.3. Procedimientos
1. Sintesis del sistema polimérico de gelatina tipo B grado quimico y grado alimenticio con

inulina y fructooligosacaridos grado quimico y grado alimenticio.

2. Cinética de hinchamiento de hidrogeles.

3. Modelado matematico de la cinética de hinchamiento de hidrogeles.

Sintesis del sistema polimérico de gelatina tipo B grado quimico y grado alimenticio con

inulina y fructooligosacaridos

Todos los productos se adquirieron en la presentacion en polvo. La gelatina tipo B grado
quimico (gelatina con pureza apta para aplicaciones de cultivo celular) se obtuvo del
laboratorio Sigma Aldrich—-Merck®, México. Se adquirid gelatina de grado alimenticio
(gelatina con pureza apta para consumo) sin sabor de la marca comercial Deiman®, México.

La inulina y los fructooligosacaridos (FOS) grado quimico fueron productos comercializados
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por Chem Cruz®, M¢xico. La inulina y FOS grado alimenticio se utilizaron de la marca
comercial Oro de agave® comercializada en México.

Para obtener los hidrogeles se utiliz6 agua destilada como disolvente. El agua destilada se
calent6 en bafo maria hasta llegar a una temperatura de 70° C. Posteriormente, se mezclaron
0.3 g de gelatina en polvo con 3 ml de agua destilada, para obtener una mezcla homogénea.
La mezcla se agit6 de forma constante con ayuda de un vortex, posteriormente se agregaron
0.9 g de fructano en polvo y una vez mas se coloc6 en bafio maria por 5 minutos y se continud
con la agitacion con vortex para asegurar la homogeneizacion de los componentes.
Posteriormente se transfirieron 350 pl de la mezcla en un molde de silicon y se dejaron
reposar durante 60 minutos a 25° C para su polimerizacion final, transcurrido el tiempo, con
ayuda de una espatula se extrajeron del molde y se almacenaron en cajas Petri de vidrio a
temperatura ambiente (~ 25° C). Todos los hidrogeles fueron sintetizados bajo las mismas
condiciones. En la Tabla 1 se exponen los compuestos de los hidrogeles sintetizados y la

nomenclatura que se utilizé para identificar cada hidrogel.

Tabla 3. Hidrogeles sintetizados a partir de gelatina, inulina y FOS.

Hidrogel Grado de gelatina Grado de Tipo de fructano
fructano

GelB-InQ Quimico , .
GelAl-InQ Alimenticio Quimico y
GelB-InAl Quimico Alimenticio Inulina
GelAl-InAl Alimenticio
GelB-FOSQ Quimico L.
GelAl-FOSQ Alimenticio Quimico FOS
GelB-FOSALI Quimico Alimenticio
GelAl-FOSAI | Alimenticio

Cinética de hinchamiento

Los hidrogeles se colocaron en un desecador y cada 24 horas se monitoreo el peso de cada
uno de ellos. En el dia 5 se observd que los hidrogeles mantuvieron un peso constante que
corresponde a un estado completo de deshidratacion conocido como xerogel. Posteriormente

se retiraron del desecador y se registro el peso seco de cada xerogel.

A continuacidén se procedid a realizar el ensayo de cinética de hinchamiento, en el paso

inicial, los xerogeles se colocaron en cajas Petri de vidrio, se adicionaron 25 ml de agua
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destilada a temperatura ambiente, el ensayo de hinchamiento se llevo a cabo por triplicado

para cada hidrogel.

Para registrar los datos de la cinética de hinchamiento, los hidrogeles se retiraron del agua
destilada, se secaron superficialmente con papel absorbente, se realizO un registro
gravimétrico y se volvieron a colocar en el agua destilada, éste proceso se repitio a partir del
inicio del ensayo y transcurridos los 8, 16, 32, 64, 128 y 256 minutos y posteriormente a las
24, 48 y 72 horas. Se calcularon el porcentaje de hinchamiento de los hidrogeles (% H) y la
relacion de hinchamiento (/) a través de las siguientes ecuaciones (65,66) de proporcion de

hinchamiento(67) y porcentaje:

M M

W = himeda = ‘“seca
M;eca (1)
b H=W x 100 )

Modelado matematico de la cinética de hinchamiento de hidrogeles

La propiedad de hinchamiento juega un papel importante en la sintesis y caracterizacion de un
hidrogel. De acuerdo a la literatura, para un andlisis cinético simple se utiliza el modelo de
cinética de Schott (10), el cual propone que la difusion del solvente y la relajacion de las
macromoléculas controlan la velocidad de hinchamiento del gel (14), con base en esto, se
plantea que los hidrogeles exhiben una velocidad de hinchamiento que se apega a lo

contemplado en la siguiente ley.

dW—k w W)
dt (Weq ) (3)
En donde:

W es la cantidad de solvente absorbido a un tiempo ¢, W,, es el hinchamiento maximo cuando
el hidrogel alcanza el equilibrio, y & es la constante cinética de hinchamiento.
Para realizar el modelado tedérico del hinchamiento de hidrogeles a partir de los datos

experimentales obtenidos, se retomd la Ecuacion 3 descrita previamente y se integrd entre los
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limites de la condicion inicial: W= 0 en un tiempo (t = 0) y W= W,,, para llegar a la siguiente

ecuacion (14):

—=A+Et
w4t )

En donde A4 es el reciproco de la velocidad de hinchamiento en una etapa inicial y B es la

inversa del maximo hinchamiento en equilibrio (11).

4= _ T

kW, )
p— -

W, (©)

Y para determinar los valores de 4 y B fue necesario graficar la proporcion ¢ / W contra el
tiempo z. De tal forma que 4 es la ordenada al origen y B es la pendiente de cada curva en el
grafico.

Como procedimiento siguiente, el mecanismo de hinchamiento de los hidrogeles se determin6

utilizando la siguiente ecuacion:

M, . - M
W = humeda seca _ Lt™

M ooca (7)

En donde W es la proporcion de hinchamiento en el tiempo ¢, Mjmeqs € €l peso de los
hidrogeles hinchados en el tiempo ¢ y M,.., es el peso de los hidrogeles secos en el tiempo ¢ =
0, k es la constante de hinchamiento que depende de la estructura de la red del polimero y n es
el exponente de hinchamiento, que indica el mecanismo de transporte de agua.

La ecuacion anterior se usé para estimar el valor n usando el 60 % de los valores de
hinchamiento W (10,68), para obtener el valor de n, se graficé la relacion entre /n W contra In

t y la pendiente de las lineas rectas obtenidas da el valor del exponente de hinchamiento .



6.4. Variables de Estudio

Independientes:
Grado de gelatina.
Tipo de fructano.
Grado de fructano.

Tiempo de hinchamiento del hidrogel.

Dependientes:

Porcentaje de hinchamiento del hidrogel.

Intervinientes:

No aplican por el tipo de estudio.

27
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Escala de Analisis
Variable Definicion conceptual Definicion operativa Tipo de variable
medicion Estadisticos
Polvo transparente, insaboro e Tipo de gelatina utilizada para
incoloro derivado de la hidrélisis del | sintetizar hidrogeles y realizar la
colageno. Esta clasificada como un comparacion entre gelatina grado
. producto alimenticio o producto de quimico caracterizada por su alto
Grado de gelatina. . . . Cualitativa Nominal Descriptiva
grado quimico para la industria grado de pureza, apta para
farmacéutica. aplicaciones de cultivo celular y
Agente para la sintesis de redes gelatina grado alimenticio con
poliméricas. calidad para consumo.
Polimeros de fructosa, tienen
diferentes estructuras y longitudes de
cadena, también difieren en el tipo de
enlace entre las unidades de fructosa | Tipo de fructano utilizado para
adyacentes y la posicion de los | sintetizar hidrogeles y realizar la
‘ residuos de glucosa. Se distinguen | comparacion entre hidrogeles de
Tipo de fructano. D, N . Cualitativa Nominal Descriptiva
por el valor de su polimerizacion, los | inulina e hidrogeles de
fructooligosacéaridos son fructanos | fructooligosacéridos.

con un grado de polimerizacioén de 2
a 10 y los que van de arriba de 10 a
cientos de unidades de fructosa son

del tipo inulina.
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Grado de fructano.

Polvo blanquecino de gusto dulce
con capacidad de formar geles en

presencia de agua. Se produce en la

Calidad del fructano utilizado para
sintetizar hidrogeles y realizar la

comparacion entre fructanos grado

industria para ser utilizados con | quimico caracterizado por su alto Cualitativa Nominal Descriptiva
alimentos o con un grado de | grado de pureza y fructanos grado
purificacion adicional en la industria | alimenticio con calidad para
quimica. consumo.
Periodo durante el cual se realizan ) )
Tiempo de o Duracion  total del  periodo
procedimientos ordenados y ‘ ‘
hinchamiento del . especificado para la obtencion de Cuantitati
metoddicos, que deben ser llevados a ‘ . uantitativa, Razén Descriptiva
hidrogel. o _ muestras para medir el porcentaje continua.
cabo para la realizacion exitosa de . _ _
o ' de hinchamiento de hidrogeles.
procedimientos de laboratorio
La absorciéon de liquido por una
Porcentaje de estructura  polimérica que  se Porcentaje,
hinchamiento del encuentra en estado vitreo y ocasiona | Capacidad de incorporar agua en la | Cuantitativa, R promedio, DE,
azon
hidrogel. un considerable incremento en la | estructura del hidrogel de gelatina. continua. ANOVA, Levene

movilidad a nivel macromolecular,

expresado en porcentaje.

y Bonferroni.
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6.5. Implicaciones Bioéticas

Todos los estudios fueron realizados bajo la NOM-087-ECOL-SSA1-2002 que establece la

“Clasificacion y especificaciones de manejo de residuos peligrosos biologico-infecciosos”.

Este proyecto fue aprobado por el Comité de Etica en Investigacion del Centro de Investigacion
en Ciencias Médicas de la Universidad Auténoma del Estado de México (numero de registro
2019/12) y se considerd una investigacion sin riesgo debido a su caracter de estudio

experimental basico.

6.6. Recoleccion de Datos

Se realiz6d una recoleccion de datos crudos de las variables de la investigacion y con ellos se

construyeron tablas para su analisis.

Los instrumentos de medicioén fueron previamente calibrados antes de su utilizacion de acuerdo

a lo que se requiri6 en la metodologia.

La magnitud de las variables de estudio, se expres6 de acuerdo al Sistema Internacional de

Unidades (SI).

6.7. Analisis Estadisticos

Los datos obtenidos del registro de cinética de hinchamiento se analizaron por medio del
software Origin Pro version 9.0. A los porcentajes de hinchamiento calculados a partir de los
datos obtenidos en cada uno de los ensayos, se les calculo la media y desviacion estandar. Se
construyeron las graficas de cinética de la media de hinchamiento para cada hidrogel
respetando los tiempos establecidos en el ensayo. Posteriormente, se efectudé un test de

normalidad Shapiro-Wilks, con un valor de significancia de a = 0.05.

Se realizd un analisis de varianza (ANOVA) de una via con o = 0.05, para identificar las
diferencias entre los hidrogeles sintetizados. Los resultados obtenidos de la prueba revelan una

diferencia significativa entre los porcentajes medios de hinchamiento de los hidrogeles.
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Ademas, se realizo la prueba de Levene para evaluar la homogeneidad de las varianzas a un
valor de significancia de o = 0.05.
Finalmente, para identificar entre cudles hidrogeles se mostraron diferencias, se aplico la

prueba de Bonferroni con a = 0.05.
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7. Discusion y conclusiones generales.

Los porcentajes de hinchamiento de los hidrogeles sintetizados presentaron una magnitud
similar entre el andlisis de cinética y el modelado matematico de la cinética aplicando las leyes
de Fick y el modelo de Shott. En ambos ensayos coincidio que el hidrogel de mayor
hinchamiento fue el de gelatina b con inulina grado alimenticio y el hidrogel de menor
hinchamiento fue el de gelatina b con fructooligosacarido grado quimico. Se destacé que los
hidrogeles con inulina tuvieron un hinchamiento mayor que los hidrogeles con
fructooligosacaridos.

El tipo de gelatina utilizado ya fuese grado quimico o grado alimenticio no influyd en el

porcentaje de hinchamiento alcanzado por los hidrogeles.

De la investigacion plasmada en este documento se obtuvo como producto un articulo
cientifico de investigacion original y el manuscrito fue enviado a la revista Journal of
Biomedical Materials Research: Parte A (Anexo 9.1).

En el Anexo 9.2 se encuentra el resumen de la tesis en inglés.

Adicionalmente un producto del trabajo durante la maestria fue la escritura de un capitulo de
libro titulado“Bondades clinicas del Romero (Rosmarinus officinalis)” para el libro “Principios
activos de plantas usadas en la medicina tradicional mexicana”. Y sera publicado en este afio en
forma electronica en el repositorio institucional de la Universidad Auténoma del Estado de

Meéxico (Anexo 9.3).
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9.2 Resumen del articulo

Abstract

Hydrogels are materials that can incorporate different active agents into their structure. They
are widely used in food, agricultural and biomedical industries. Therefore, this study reports the
formulation and swelling kinetics of gelatin hydrogels with chemical and food-grade inulin and
fructooligosaccharides fructans. The swelling kinetics was performed experimentally and
theoretical information was analyzed by Schott's model. In the experimental results, the
hydrogel with the highest degree of swelling was GelB-InAl (gelatin b and food inulin
hydrogel, 306.47 + 5.12 %), and the hydrogel with the lowest degree of swelling was GelB-
FOSQ (gelatin b and chemical fructooligosaccharide hydrogel, 134.00 £+ 27.74 %). In addition,
hydrogels with fructooligosaccharides showed erosion after reaching equilibrium swelling. It
was found that there is no significant difference between the chemical or food-grade gelatin.
However, different swelling percentages were observed based on the type of fructan used; it
was identified that inulin promoted a higher percentage of swelling than fructooligosaccharides.
In theoretical analysis of the swelling kinetics, hydrogels were found to present Fickian and
non-Fickian diffusion mechanisms. The value of the kinetic constants was mostly influenced by
the equilibrium swelling reached by the hydrogels and by the swelling rate of the hydrogels in
the early minutes of the experiment. Finally, it is also suggested that the synthesized hydrogels

could be used in medical applications as diagnostic agents for food intolerances.



42

9.3 Carta de aceptacion del capitulo

Universidad Autdémoma del Estado de México
Facultad de Quimica

CARTA DE ACEPTACION DEL CAPITULD
Toluca, Estado de México a 28 de junio de 2021.

Cluetzali Salazar Mireles
Miriam YVerdnica Flores bMerino
Halina Kean Galeno

Ma. Vietoria Dominguez Garcla
Autores

PRESENTE

Por medio de la presente me es grato comunicarles que el capltulo titulado
‘Bondades clinicas del Romero (Rosmarinus officinalis)” ha sido aceptado
para ser considerado en el libro “PRIMCIPIOS ACTIVOS DE PLANTAS
USADAS EN LA MEDICINA TRADICIONAL MEXICANA". El capltule serd
publicade en este afic en forma electrdnica y estard disponible en el
repositonio institucional de la Universidad Autdnoma del Estado de México.

Muevamente, agradecemos su contribucidn y estamos en contacto para
cualquier aclaracidn yio duda.

“‘PATRIA, CIEMCIA Y TRABAJD”
“2021, Celebrackin de los 65 afos de ka Universidad Autdnoma del Estado de México™

Dra. Ma. Victoria Dominguez Garcia

Coordinadora del Libro

PRINCIPIOS ACTIVOS DE PLANTAS USADAS EN LA MEDICINA
TRADICIONAL MEXICANA

Profesora de Tiempo Completo
Facultad de Culmica



