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1. RESUMEN

Considerando la importancia que tiene el hierro en la biosintesis de moléculas vitales
(hemoglobina, miohemoglobina, enzimas metabdlicas, etc.), hay una tendencia creciente a
enriquecer la dieta con hierro. Entre las fuentes de hierro utilizadas, el hierro biglicinado tiene
mejor potencial como fortificante para alimentos debido a su nivel de absorcion en el
intestino, y que esta absorcion no se ve disminuida por precipitacion ni por su unién con otras
moléculas. Sin embargo, el hierro biglicinado aumenta en mayor grado la oxidacién de &cidos
grasos insaturados en comparacion con otros fortificantes. Otro inconveniente es su
inestabilidad, debido a que es oxidado a su forma férrica. Dicho inconveniente puede ser
atenuado mediante su encapsulacion en una emulsion. Por ese motivo, en este trabajo se
entrampd una solucién acuosa de hierro biglicinado en la fase acuosa interna (W,) de una
emulsion maltiple (W/O/W,).

Se formulé una emulsion primaria (W1/O) la cual contuvo 15% (p/p) de hierro biglicinado,
equivalente a una fraccion mésica de fase dispersa (¢) de 0.5 constituida por una solucion
acuosa de hierro biglicinado al 30% de solidos. Se seleccionaron los tensoactivos adecuados
para estabilizar a la emulsion W1/O en base al valor de su balance hidrdfilo lipofilo (HLB), y
se determiné la concentracion y proporcion de tensoactivos mas adecuados para estabilizar a
la emulsion W,/O, encontrandose que la emulsion W1/O maés estable fue la estabilizada con
una mezcla de Grindsted PGPR 90:Panodan SDK (proporcién 6:4) con una concentracion
total de tensoactivos de 10% (p/p). La emulsion primaria fue reemulsificada para preparar la
emulsion maltiple W1/O/W,, la cual contuvo una fraccion masica de fase dispersa de 0.2.

Se establecieron los valores de pH a los cuales existia interaccion electrostatica entre la
proteina (concentrado de proteina de suero de leche (WPC)) y los polisacaridos probados

(goma ardbiga (GA), goma de mezquite (MG), y pectina de bajo metoxilo (LMP)) para
1
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formar complejos biopoliméricos. Se encontr6 que hay un valor de pH donde existe la
méaxima diferencia estequiométrica de cargas electrostaticas entre proteina y polisacarido
(pHe), y que este valor de pH coincide con el pH al cual se obtuvo el maximo rendimiento de
coacervado (pHc) para cada complejo proteina:polisacérido (Pr:Ps) probado, siendo igual a 3
para el sistema binario WPC:GA, 3.5 para el sistema WPC:MG, y 3.0 para el sistema
WPC:LMP.

Se evaluaron diferentes concentraciones y proporciones entre biopolimeros en solucion
acuosa para determinar cudles producian el mayor rendimiento de coacervado. Se encontro
que una proporcién Pr:Ps igual a 2:1 produjo el mayor rendimiento de coacervado para los
tres sistemas binarios. La concentracion total de biopolimeros a la cual se obtuvo el maximo
rendimiento de coacervado vari6 para cada sistema binario, encontrandose que era necesaria
una concentracion total de biopolimeros de 5% (p/p), para los sistemas WPC:GA y
WPC:MG, y de 0.7% (p/p) para el sistema WPC:LMP.

Se formularon emulsiones W./O/W, en base a los resultados obtenidos de interaccion entre
biopolimeros y rendimiento de coacervado. Se determinaron las cinéticas de coalescencia de
las emulsiones multiples, siguiendo el cambio en el tamafio de particula (dso) en el tiempo,
encontrandose que la emulsién W1/O/W, estabilizada con WPC:MG presentd tamafios de
gota més pequefios (2.05 pm), y menor tasa de coalescencia (7.09 x 107 s™).

Se evaluo el efecto protector de las emulsiones multiples contra la oxidacion del hierro
biglicinado, encontrandose una mejor proteccion contra la oxidacion del hierro biglicinado
(29.75% Fe**) proporcionada por la emulsién W1/O/W, estabilizada con WPC:MG.

Se determinaron las cinéticas de liberacion de hierro biglicinado desde W; hacia W; en las
emulsiones multiples, y los datos experimentales fueron ajustados a siete diferentes modelos
cinéticos de liberacion, siendo el modelo de Higuchi el que mejor ajustd a los datos

experimentales. Se encontr6 una tasa de liberacion de hierro biglicinado mas lenta desde W,

2
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hacia W (Ky = 0.69 mg mL™ min®° en las primeras 24 horas y Ky = 0.07 mg mL™ min®®
para los siguientes 19 dias de almacenamiento, siendo Ky la constante cinética de liberacion
del modelo de Higuchi) en la emulsion multiple estabilizada con WPC:MG.

Se evaluaron las propiedades reoldgicas de las emulsiones multiples W,/O/W, encontrandose
que todas las emulsiones presentaron un comportamiento reoadelgazante, y que la emulsion
estabilizada con el sistema binario WPC:LMP present6 un caracter mas elastico (G" > G™) lo
cual dio como resultado una emulsion con mayor tamafio de particula y mayor
polidispersidad debido a que ofrecié mayor dificultad para la redispersion de la emulsién
primaria, siendo por consecuencia menos estable.

Se obtuvieron mejores resultados en cuanto a eficiencia de encapsulacion, proteccion contra
la oxidacidn, y tasas de liberacion mas lentas de hierro biglicinado conforme aumentd el peso
molecular del polisacarido que formo al complejo proteina:polisacérido.

De acuerdo a estos resultados, el factor que probablemente afecté en mayor medida la
funcionalidad global de las emulsiones mdaltiples fue el grosor del complejo adsorbido
alrededor de las gotas de aceite en las emulsiones W;/O/W,. Dicho grosor fue determinado
indirectamente midiendo el diametro z-promedio de los complejos, resultando que el valor

mayor (529.4 nm) fue encontrado para el complejo WPC:MG.

3
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2. ABSTRACT

A boost in the use of iron as food fortificant has occurred recently due to its importance in the
biosynthesis of vital molecules (hemoglobin, miohemoglobin, metabolic enzymes, among
others). Ferrous bisglycinate has a higher potential as fortificant, among the diverse sources
of iron, because of its high bioavailability and absorption through the intestine are not limited
by precipitation or by interaction with other molecules. Nevertheless, compared with other
fortificants, ferrous bisglycinate increases markedly the oxidation of unsaturated fatty acids.
Another disadvantage is its instability against oxidation. This disadvantage can be diminished
through its encapsulation within an emulsion. Thus, a ferrous bisglycinate aqueous solution
was entrapped in the inner phase (W;) of water-in-oil-in-water (W1/O/W,) multiple
emulsions.

A ferrous bisglycinate aqueous solution-in-mineral oil (W:/O) emulsion containing 15%
(w/w) ferrous bisglycinate and a dispersed phase mass fraction of 0.5 was formulated. Based
on the hydrophilic-lipophilic balance (HLB) the most appropriate surfactants were selected
for the stabilization of the W1/O emulsion. The concentration and ratio between surfactants
were determined, finding that the W1/O emulsion was best stabilized with a mixture of
Grindsted PGPR 90:Panodan SDK (6:4 ratio) with a total emulsifiers concentration of 10%
(w/w). This primary emulsion was re-emulsified in order to prepare W1/O/W, multiple
emulsions with a dispersed mass fraction of 0.2.

The pH value at which the strongest electrostatic interaction between the protein (whey
protein concentrate (WPC)) and the polysaccharides (gum arabic (GA), mesquite gum (MG),
and low methoxyl pectin (LMP)) exists was determined. It was found that there is a pH value
at which the maximum difference of electrostatic charges between protein and polysaccharide

(pHe) is reached, and this pH value agrees with the pH value at which the maximum

4
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coacervate yield was reached (pHc) for each protein:polysaccharide complex (Pr:Ps) tested,
being equal to 3 for the binary system WPC:GA, 3.5 for the system WPC:MG, and 3.0 for the
system WPC:LMP.

The coacervate yield varying the concentration and ratios between the polysaccharides in
aqueous solutions was determined. It was found that the highest coacervate yield took place
at 2:1 ratio (Pr:Ps) for all the binary systems. The total biopolymers concentration, at which
the maximum coacervate yield was obtained, was different for each binary system, finding
that a total biopolymers concentration of 5% (w/w) was necessary for the WPC:GA and
WPC:MG binary systems, and 0.7% (w/w) for the WPC:LMP binary system.

Based on the results regarding the biopolymers interaction and coacervate yield, W1/O/W,
multiple emulsions were formulated. The coalescence rates of the W3/O/W; multiple
emulsions were determined following the change in their droplet size (dsp) through time,
finding that the W1/O/W, multiple emulsion stabilized with WPC:MG showed the smallest
droplet sizes (2.05 um), and a slower coalescence rate (7.09 x 107 s).

The protective effect of the W;/O/W, multiple emulsions against oxidation of ferrous
bisglycinate was evaluated, finding that the W:/O/W, multiple emulsion stabilized with
WPC:MG was the one that provided a better protection against ferrous bisglycinate oxidation
(29.75% Fe*).

The rate of ferrous bisglycinate release from W; to W, in the W1/O/W, multiple emulsions
was determined. The experimental data were fitted to seven different release kinetic models,
best fitting model being Higuchi’s. A slower release rate (Ky) of ferrous bisglycinate, from
W; to W, (Ky= 0.69 mg mL™ min®®°) occurred in the first 24 hours, followed by a release
rate of 0.07 mg mL™ min®® during the next 19 days of storage time in the W1/O/W, multiple

emulsion stabilized with WPC:MG.
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The rheological properties of the W1/O/W, multiple emulsions were evaluated, finding that
all the emulsions showed a shear-thinning behavior, and the emulsion stabilized with the
WPC:LMP binary system showed an elastic modulus (G’) larger than the viscous modulus
(G™), which resulting in the least stable emulsion, with a bigger droplet size and a higher
polydispersity because it was more difficult to re-disperse in the primary emulsion.

Better encapsulation efficiencies, enhanced protection against oxidation and slower release
rates of ferrous bisglycinate were achieved as the molecular weight of the polysaccharide
making up protein:polysaccharide complex was higher. The multiple emulsion showing the
best functional properties was that stabilized with the WPC:MG complex. Thus, the factor
that probably affected most the overall functionality of multiple emulsions was the thickness
of the complex adsorbed around the multiple emulsion oil droplets. These thicknesses were
determined indirectly by measuring the z-average diameter of the complexes, and that of the

WPC:MG (529.4 nm) was the largest.
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3. INTRODUCCION

El hierro biglicinado tiene un gran potencial como fortificador de alimentos porque su
absorcion no es disminuida por la accion de otras moléculas contenidas en los alimentos
como los fitatos y polifenoles, siendo hasta seis veces mejor absorbido que otras fuentes de
hierro como el sulfato ferroso, sin embargo, las soluciones acuosas de hierro biglicinado no
son estables a la oxidacion del ion ferroso (Fe*"), tornandose de un color verde caracteristico
de Fe*" a un color rojo caracteristico del ion férrico (Fe’"). Puesto que la fortificacion de
alimentos con hierro ha resultado ser una estrategia efectiva para solucionar problemas
nutricionales de la poblacion, es importante proteger al hierro biglicinado contra la oxidacion
mediante una emulsion multiple cinéticamente estable. Las emulsiones son sistemas
termodindmicamente inestables constituidos por una dispersion de particulas liquidas en el
seno de otra fase liquida no miscible. Comtinmente una de las fases de la emulsion es acuosa,
pudiendo contener disueltas substancias hidrofilas, y la otra fase es oleosa, la cual puede
contener substancias lipofilas. Las emulsiones multiples pueden ser del tipo agua en aceite en
agua (W1/0O/W,) o del tipo aceite en agua en aceite (O;/W/O;). Por ejemplo una emulsion
multiple del tipo W1/O/W; consiste de gotas de agua dispersas en grandes gotas de aceite
(W1/0), las cuales son redispersadas a su vez en una fase acuosa externa (W»). Existen varios
factores que afectan la estabilidad de una emulsion W,;/O/W,. Entre los cuales tenemos: La
migracion del emulsionante lipofilo presente en la formacion de la emulsion primaria a la
fase acuosa externa; la adecuada seleccidon de la concentracién del emulsionante hidrofilo
secundario, ya que tiende a originar una inversion de fases de la emulsion multiple W,/0/W,
a una emulsion sencilla O/W, debido a que durante la segunda etapa de emulsificacion, el uso
de este tensoactivo en grandes concentraciones hace las gotas externas tan pequefias que

ocurre una desestabilizacion de las gotas acuosas internas (Sela, Magdassi, y Garti, 1995;
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Jager-Lezer, Terisse, Bruneau, Tokgoz, Ferreira, Clausse, Seiller y Grossiord, 1997). Un
tercer factor que afecta la estabilidad de las emulsiones multiples W;/O/W; es la migracion
de agua entre la fase acuosa interna y la fase acuosa externa, que se ve afectada por las
magnitudes de los gradientes de presion osmotica entre ambas fases, las que a su vez se ven
influenciadas por la naturaleza y concentracion de los emulsificantes, de la fase oleosa, y de
todos los ingredientes que se encapsulan en la fase acuosa interna, o de aquéllos que se
separan de la fase acuosa externa (Ozer, Baloglu, Ertan, Muguet y Yazan, 2000). Las
investigaciones en el area de este tipo de emulsiones multiples se han encaminado a mejorar
su estabilidad usando mezclas binarias de tensoactivos de bajo peso molecular en la
formulacion de la emulsion W /O, y sustituyendo el tensoactivo hidroéfilo presente en W, por
materiales biopoliméricos. Considerando que varios factores fisicoquimicos afectan Ia
estabilidad de la emulsion multiple W/O/W,, es necesario el uso de biopolimeros o mezclas
de biopolimeros que actuen como agentes emulsificantes y estabilizantes, que presenten no
solo una actividad superficial relativamente alta (como las proteinas), sino también
propiedades de solvatacion de la fase acuosa (como los polisacaridos hidrofilos). Lo anterior
implica el uso de mezclas conjugadas de proteinas-polisacaridos (Baeza, Carp, Pérez y
Pilosof, 2002; Tolstoguzov, 2003). La naturaleza y fuerza de las interacciones entre estas
moléculas contribuyen a la estabilidad, caracteristicas estructurales y funcionales del sistema
disperso. Dependiendo de la quimica del biopolimero y de las condiciones de solucion
(Temperatura, pH, fuerza idnica, entre otras) estas interacciones pueden ser repulsivas o
atractivas, débiles o fuertes, especificas o no especificas (de Kruif'y Tuinier, 2001).

Actualmente existe un creciente interés en producir emulsiones multiples cinéticamente
estables, las cuales pueden ser usadas para controlar la liberacion de ciertos ingredientes,
reducir el contenido total de grasa en los productos alimenticios a base de emulsiones, aislar

un ingrediente de otro, o proteger a un ingrediente labil contra la accion de agentes
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deteriorativos. Recientemente se han preparado emulsiones W;/O/W,; con una mejor
estabilidad y tamafo de particula mas homogéneo utilizando para su estabilizacion complejos
biopoliméricos proteina:polisacarido (Pr:Ps) en la interfase aceite-agua externa (Benichou,
Aserin y Garti, 2002). El acomplejamiento electrostatico entre los biopolimeros en la
interfase externa permite una mejor cobertura en la interfase y con ello se incrementa la
estabilidad de las emulsiones W;/O/W, contra mecanismos agregativos a través de efectos
estéricos. En la preparacion de emulsiones con mezclas de biopolimeros existe una difusion
de las distintas especies a la interfase, que dependera de su concentracion relativa, su peso
molecular y su conformacion en solucion, entre otros factores. Al difundirse a la interfase, los
biopolimeros compiten por sitios interfaciales donde se adsorben y, a través de procesos
lentos de reacomodo e interacciones, que dependen de la naturaleza de sus grupos
funcionales, forman una estructura entretejida alrededor de las gotas (Wilde, Mackie,
Husband, Gunning y Morris, 2004; Goddard, 2002; Dickinson, 2003). Esta estructura genera
una barrera interfacial que permite tener un mejor control del transporte difusivo, mejora la
resistencia al corte de las gotas formadas, mejora las propiedades de encapsulacion y
estabilidad cinética del sistema; también disminuye el transporte micelar y limita la
migracion de los agentes emulsionantes o tensoactivos. El acomplejamiento Pr:Ps depende de
las concentraciones y proporciones relativas entre los biopolimeros (Espinosa-Andrews,
Béaez-Gonzalez, Cruz Sosa y Vemon-Carter, 2007), ademds estas variables influyen
fuertemente en las propiedades estructurales y mecanicas de sistemas alimenticios
multicomponentes (Tolstoguzov, 1990), dichas propiedades pueden ser caracterizadas
mediante estudios reologicos. Las propiedades reoldgicas se basan en la respuesta en el flujo
y la deformacion de los sistemas alimenticios cuando son sometidos a un esfuerzo. Los
sistemas alimenticios fluidos, como las emulsiones, que contienen grandes cantidades de

biopolimeros o de solidos suspendidos exhiben un comportamiento no Newtoniano, y
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muchos alimentos no Newtonianos también exhiben propiedades tanto elasticas como
viscosas, es decir, presentan un comportamiento viscoelastico. Es dificil predecir magnitudes
precisas de viscosidad de emulsiones alimenticias, principalmente porque los alimentos son
mezclas complejas de compuestos bioquimicos que muestran una amplia variaciéon en
composicion. Por lo tanto el estudio de las propiedades reologicas de las emulsiones es muy
util e importante para sus aplicaciones, las cuales incluyen manejo y procesamiento, control
de calidad, y evaluacion sensorial de los alimentos que las contienen (Rao, 1999).

Una vez que el ingrediente de interés ha sido entrampado en la fase acuosa interna de una
emulsion W;/O/W,, es importante determinar su cinética de liberacion. Se han hecho estudios
recientes para la cinética liberacion de magnesio de emulsiones W;/O/W, (Bonnet, Cansell,
Berkaoui, Ropers, Anton y Leal-Calderon, 2009) encontrandose que la liberacion se da por
mecanismos de difusion y/o permeacion. Pimentel-Gonzalez, Revah, Campos-Montiel,
Monroy-Hermosillo y Vernon-Carter (2008) emplearon emulsiones W;/O/W; con un
consorcio microbiano entrampado en la fase acuosa interna, para degradar metil terbutil éter
(MTBE) contenido en la fase acuosa externa, el tensoactivo disuelto en la fase oleosa ayudoé a
transportar el MTBE desde la fase acuosa externa hacia la fase acuosa interna. Este tipo de
difusion es conocido como transporte facilitado, y puede trabajar en sentido inverso para
liberar un ingrediente contenido en la fase acuosa interna (Kralj y Brecevic, 1998).

Este trabajo propone proteger al hierro biglicinado contra la oxidacion entrampandolo en la
fase acuosa interna de una emulsion W,/O/W,, estabilizada con una mezcla de tensoactivos
en la emulsion W;/O y con complejos biopoliméricos Pr:Ps en la fase W,. Para ello se
determiné el efecto de las concentraciones y proporciones relativas entre los tensoactivos y
entre los biopolimeros, asi como el pH en el cual se maximiza el acomplejamiento
electrostatico entre biopolimeros para obtener emulsiones W;/O/W; con mejor estabilidad y
tamafio de particula, mejor rendimiento de encapsulacion de hierro biglicinado, mejor
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proteccion contra la oxidacion del hierro biglicinado, y una liberacion mas controlada del
hierro biglicinado desde W, hacia W5 en las emulsiones multiples. Finalmente se llevo a cabo

la caracterizacion reoldgica de las emulsiones multiples obtenidas.
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4. ANTECEDENTES
4.1. Hierro y su importancia bioquimica

El hierro que se consume con los alimentos debe estar presente en las primeras dos porciones
del intestino delgado (el duodeno y la parte superior del yeyuno) en una forma soluble para
poder absorberse. De las dos formas de hierro existentes en alimentos (Fe*” y Fe*"), solo el
ion Fe’™ es soluble, y el ion Fe’™ debe seguir un proceso biologico mas largo para su
absorcion. La adicidon de secreciones intestinales aumenta el pH a 7, en cuyo punto la mayoria
del Fe’* se precipita. El ion Fe*" es soluble a un pH de 7 y en consecuencia esta disponible
para la absorcion. La eficacia de la absorcion de hierro se determina hasta cierto grado por los
alimentos en los cuales ocurre. Estos alimentos pueden contener agentes formadores de
complejos como fitatos o polifenoles que inhiben la absorcion. El Instituto Nacional de
Nutricién Salvador Zubiran recomienda una ingesta diaria de 10 mg de hierro para los
varones y las mujeres posmenopausicas (Tabla 1). La deficiencia de hierro es la deficiencia
nutricional mas frecuente, asi como la causa mas frecuente de anemia en nifios y mujeres
durante los afios reproductivos en México y a nivel mundial.

Tabla 1. Requerimientos dietéticos recomendados para el hierro.

Ingesta diaria recomendada (IDR)

Edad (aflos) (mg/dia)
Lactantes
0.0-0.5 6
0.5-1.0 10
Nifios
1-10 10
Hombres
11-18 12
19-51 + 10
Mujeres
11-50 15
51+ 10
Embarazo 30
Lactancia
Primeros doce meses 15

Fuente: Instituto Nacional de Nutricion Salvador Zubiran, 1989.
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La etapa final de la deficiencia de hierro se manifiesta por anemia hipocrémica microcitica,
que se corrige al proporcionar suplementos de hierro. Las fuentes comunes de hierro para
suplementacion son: el 6xido férrico, pirofosfato ferroso, tartrato ferroso, cloruro férrico,
carbonato ferroso, citrato férrico de amonio, fumarato ferroso y el sulfato ferroso. Una
excelente alternativa a las sales inorganicas para la suplementacion de hierro es el uso de
minerales aminoquelados que tienen ventajas enormes comparados con las sustancias
tradicionales. La administracion de drogas y alimentos de Estados Unidos (FDA) ha definido
oficialmente un mineral aminoquelado como “el producto resultante de la reaccion de un ion
metalico de una sal soluble con aminoacidos en una relacion molar de una mol de metal y de
una a tres (preferentemente dos) moles de aminoacidos para formar enlaces covalentes
coordinados. El peso promedio de los aminodcidos es de aproximadamente 150 y el peso

molecular resultante del aminoquelado no excede de 800 (Ashmead, 2001).

4.1.1. Hierro biglicinado

El hierro biglicinado es un mineral aminoquelado, y mas importante aun, es un aminoquelado
funcional y nutricionalmente probado. Una vez absorbido en las células de la mucosa y hasta
cierto limite, en los tejidos, es hidrolizado en sus componentes individuales y metabolizado
por el organismo (Ashmead, 2001). Las moléculas de glicina que conforman al hierro
biglicinado adoptan una orientacion espacial mas estable con los dngulos tetraédricos (Fig. 1).
Esta orientacion es fundamental para la proteccion de la molécula contra la accion de fosfatos,

fitatos, taninos y fibras los cuales son componentes normales de la dieta humana.
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Figura 1. Dibujo del hierro biglicinado para representar correctamente la orientacion de los
enlaces de O, N, C y el metal y la orientacion tetraédrica resultante de las dos
estructuras de anillo del ligando. La figura est4 basada en espectrometria de difraccion
de rayos x de cristales puros de hierro biglicinado (Ashmead, 2001).

El resultado del proceso de quelacion es una molécula neutra relativamente estable, por lo que

la absorcion de los minerales ingeridos en esta forma es hasta seis veces mayor que la de las

fuentes inorganicas (Bovell-Benjamin, Viteri y Allen, 2000). El hierro aminoquelado ha sido
aceptado por la FDA como un suplemento nutritivo y aditivo alimenticio seguro que cumple
con las buenas practicas de manufactura y tiene ventajas enormes en comparacion con las
sales inorganicas. Ha sido demostrado que el hierro biglicinado es menos toxico que las sales
inorganicas de hierro y que puede ser administrado diariamente en dosis Unicas, ademas, el
costo del tratamiento con hierro biglicinado es menor en comparaciéon con las sales
inorganicas debido a que es mas corto (Bovell-Benjamin, Viteri y Allen, 2000). La absorcién
del hierro biglicinado es en el yeyuno y no es afectado por la accién de los componentes
normales de la dieta. En la figura 2 se muestra la formacion del hierro biglicinado, los anillos
resultantes del quelado son anillos heterociclicos de cinco miembros. Cada anillo
heterociclico contiene dos enlaces los cuales se localizan entre el ion ferroso y el ligando
glicina en cada anillo. El primer enlace entre el cation y la porcion anidnica o porcion polar

del ligando es de naturaleza covalente debido a que comparten un electron del grupo

carboxilo y un electron del ion ferroso, esto es, el enlace entre el oxigeno del grupo COO’, y
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el Fe*". El segundo enlace es un enlace covalente coordinado, en este caso, el hierro se
comporta como 4acido de Lewis y la glicina como base de Lewis. La donacion de ambos
electrones del mismo 4tomo en el grupo amino del ligando al ion metdlico establece el enlace
covalente coordinado. Esta donacion de electrones ird al orbital de menor energia del ion

ferroso, el cual en este caso es el orbital p.

I HC . F c +
2 HoN =CH) = C=O0H + Fe¢* —— [ € [ + 2H

Figura 2. Formacion del hierro biglicinado a partir de dos ligandos de glicina y un atomo de
i6n ferroso (Fez+).

Se han hecho estudios evaluando el efecto de los metales aminoquelados sobre la oxidacion
lipidica y se ha concluido que el hierro biglicinado incrementa marcadamente la oxidacion de
acidos grasos insaturados, y lo hace mucho mas fuertemente que otros fortificantes como el
sulfato ferroso, hierro triglicinado y el hierro quelado con EDTA soédico (Bovell-Benjamin,
Viteri y Allen, 2000). Esta oxidacién impacta en el sabor de los alimentos a los cuales se
adiciona, y por esa razon su utilizacion se ha visto limitada en la industria alimentaria,
empleandose actualmente en la fortificacion de muy pocos productos alimenticios
comercializados. Sin embargo, la oxidacion del hierro biglicinado, y su interaccién con otros
componentes alimenticios como los acidos grasos insaturados podria ser prevenida mediante
su encapsulacion en la fase acuosa interna de una emulsion W,;/O/W, propuesta en este

trabajo.
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4.2. Emulsiones multiples W1/O/W,

Las emulsiones multiples del tipo agua en aceite en agua (W,/O/W,) consisten de gotas de
agua dispersas en grandes gldbulos de aceite los cuales estan dispersos a su vez en una fase
acuosa continua (McClements, 2005). Aprovechando su estructura de doble compartimento
(Fig. 3), ha surgido un interés creciente hacia las emulsiones multiples, desde su primera
descripcion en 1925 (Seifriz, 1925), al ser consideradas como reservorios de substancias
encapsuladas para ser liberadas bajo condiciones variables. Aunque las emulsiones multiples
permanecen sin ser usadas frecuentemente en la industria, sus aplicaciones potenciales son
numerosas y el estudio de estos sistemas es actualmente un campo activo de la investigacion,
especialmente en dreas como biorremediacion (Pimentel-Gonzalez, Revah, Campos-Montiel,
Monroy-Hermosillo y Vernon-Carter, 2008), farmacéutica, cosméticos (Bais y Lapasin, 2003)
y alimentos (Dickinson y McClements, 1996; Okochi y Nakano, 2000; Lobato-Calleros,
Rodriguez, Sandoval-Castilla, Vernon-Carter y Alvarez-Ramirez, 2006). Las emulsiones
W1/O/W, permiten la encapsulacion de moléculas activas en la fase acuosa interna, y esto
hace posible enmascarar sabores u olores; proteger contra la oxidacion, luz o degradacion
enzimatica; o para asegurar la liberacion controlada de los ingredientes activos encapsulados.
Las emulsiones dobles son preparadas tradicionalmente mediante el método de dos etapas con
dos tensoactivos de solubilidad opuesta. Para producir una emulsion W;/O/W,, primero un
tensoactivo con un valor de balance hidrofilo-lipofilo bajo (HLB< 5) es disuelto en aceite.
Después, se anade agua, se homogeniza y se forma una emulsion W,/O. El sistema es
entonces re-emulsionado en una solucidén acuosa de tensoactivo con un HLB alto (>10) para

producir una emulsion doble (W,/O/W;). Ambos tensoactivos se mezclan en las interfaces
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agua/aceite, y el tiempo de vida de las peliculas formadas en las interfaces es gobernada por la
composicion de la mezcla binaria de surfactantes (Pays, Giemanska-Kahn, Pouligny, Bibette
y Leal-Calderdén, 2001). Sin embargo las emulsiones formuladas asi, no son del todo estables,

particularmente cuando se usan en sistemas hidrodindmicos sujetos a altas tasas de corte.

o
#“' 2y B
[} :': afe [ : 5
[ Oy & A emulsificante primario
-~ :
l‘s-_-.-"“t 0904 .
i&‘: o, _ L aceite
E Uy E‘I peted
b} i P e fase acupsa interna
Py ifi s 2 (729
.Ii - B q."
o~ X
v B & emulsificante secundario
.. ) L
Gl B
"I'.l_..'_ 6% ...." fase acuosa externa
(A

Figura 3. Esquema de una emulsion multiple W,/O/W,.

4.2.1. Estabilidad de emulsiones multiples

Por regla general, para las emulsiones se habla de estabilidad desde el punto de vista cinético,
ya que su separacion en las fases que la componen es suficientemente lenta, al cabo de un
tiempo. La inestabilidad de las emulsiones dobles de tipo W;/O/W; se representa en la figura

4, mostrando los siguientes mecanismos:

1) La coalescencia entre los globulos de aceite.
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2) La coalescencia entre las gotas internas.
3) Laexpulsion de las gotas internas de forma individual 6 multiple.

4) El incremento o disminucidn en tamaio de las gotas de la fase interna acuosa.

La coalescencia, el mecanismo por el cual las pequefias gotas en contacto se combinan para
formar gotas mas grandes, puede ocurrir en una variedad de formas, dependiendo de la
formulacion de la emulsion, y puede ser provocada para que ocurra en unos pocos minutos o
puede ser controlada para ocurrir gradualmente durante un periodo de tiempo de semanas
meses o afios. Estos mecanismos de desestabilizacion son debido a que: (a) el tensoactivo
liposoluble tiende a desorberse de la interfase interna agua-aceite y migrar a la interfase O/W,

externa donde compite por lugares interfaciales y puede desplazar al tensoactivo hidrofilo,

Ta

Figura 4. Representacion global de la variedad de posibles vias de desestabilizacion para
emulsiones W/O/W: (a), coalescencia de los globulos de aceite; (b) a (e), expulsion
secuencial de gotas internas individuales; (f), (g), expulsion multiple de gotas
internas; (h) a (k), coalescencia y expulsion de las gotas internas; (I) a (n)
disminucién de tamafio de las gotas internas; (o) a (q), incremento de tamafio y
expulsion de las gotas internas (Dickinson y McClements, 1996).
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desestabilizando la emulsion multiple, y (b) como el tensoactivo hidréfilo se usa en muy baja
concentracion para que el tamafio de globulo externo sea lo suficientemente grande, de
manera que en su interior quepan un nimero suficientemente grande de globulos internos, el
niumero de moléculas de este tensoactivo en la interfase aceite-agua externa es bajo, y la
pelicula interfacial no resiste tasas de corte altas, rompiéndose y desestabilizando la emulsion.
A determinadas proporciones de surfactante, la energia de curvatura, la cual estd dada por la
diferencia de presiones internas entre las dos fases, favorece un cambio de la curvatura en la
interfase de una gota de la fase acuosa interna en contacto con la interfase aceite-agua externa,
debido a que la presion interna de la fase acuosa externa aumenta, produciendo una ruptura y
una repentina liberacion del contenido de la gota hacia la fase acuosa externa (Gonzalez-
Ochoa, Ibarra-Bracamontes y Arauz-Lara, 2003). Por lo tanto, el principal problema
encontrado al formular emulsiones multiples estabilizadas con tensoactivos es que sus
membranas interfaciales estdn muy poco estructuradas, debido a la relativamente sencilla
estructura quimica de los tensoactivos. Una opcion para sobreponernos a este problema es
buscar lograr una composicion mas compleja de las membranas interfaciales (interna y
externa) de las emulsiones multiples. Esto se puede lograr en la emulsion W,/O, utilizando
una mezcla de tensoactivos lipodispersables e hidrodispersables (pero con HLB global
lipofilo) compatibles que interactiien a través de la interfase, formando efectivamente una
membrana interfacial mas gruesa y compleja. En la emulsion externa se usarian mezclas
binarias de biopolimeros formando complejos electrostaticos (polisacaridos, proteinas), que
permitan la adsorcion de una gruesa capa interfacial en la interfase externa O/W, pero a la vez
permitiendo obtener un globulo externo sustancialmente mayor a los glébulos de emulsion

internos. El tener una capa adsorbida externa de complejo biopolimérico gruesa presenta tres
19

Estudio del efecto de complejos biopoliméricos en la estabilizacion y propiedades funcionales de emulsiones maltiples conteniendo
hierro biglicinado




Rubén Jiménez Alvarado Antecedentes

ventajas fundamentales en emulsiones multiples: (1) debido a efectos estéricos la energia de
repulsion entre gotas de emulsion vecinas son muchisimo mayores que las proporcionadas por
dobles capas eléctricas, haciendo la contribucion debido estas ultimas, despreciables. Los
efectos de agregacion de gotas son minimizados; (2) las capas adsorbidas son muy resistentes
a la ruptura, por lo que se retardan efectos de coalescencia, siendo mucho mas estables las
emulsiones; (3) con la gran variedad de biopolimeros disponibles, se puede disefiar “a la
medida” la composicion de las capas adsorbidas permitiéndonos tener un mayor control sobre

los efectos difusivos a través de la interfase.
4.2.1.1. Estabilidad por efectos estéricos

Uno de los papeles principales de los biopolimeros presentes en la fase acuosa externa de las
emulsiones W1/O/W, es adsorberse en la superficie de las gotas de aceite de la emulsion
W,/O. Los biopolimeros adsorbidos pueden prevenir la agregacion de las gotas de aceite
mediante estabilizacion estérica. En la figura 5 se representa esquematicamente la manera en

que las macromoléculas pueden adsorberse sobre la superficie de las gotas de aceite.

P

ZAS 3@7 Homopolimero moderadamente soluble

B T AT P S

-
///

Injerto muy soluble

rur U b A 5 Homopolimero poco soluble/con carga
S e B -~
V70 L

Copolimero de bloques

Figura 5. Representacion esquemdtica de diferentes tipos de macromoléculas
protuberantes (Walstra, 1993).
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El hecho de que una macromolécula se adsorba o no depende mucho de su solubilidad. Para
asegurar la adsorcion en la superficie de la gota de aceite (por una parte), y
un buen volumen de la macromolécula en la fase acuosa externa (por la otra), se han usado
copolimeros, formados por dos bloques, uno poco soluble capaz de adsorberse facilmente, y
otro muy soluble que sale hacia la fase acuosa externa. Algunos biopolimeros como la goma
arabiga y la goma de mezquite poseen una estructura quimica formada principalmente por
carbohidratos y ademads incluyen de forma natural en su molécula una porcion proteica que es
la responsable de la adsorcion. Las proteinas pueden adsorberse de muchas maneras, ya sea en
su forma nativa, con algunos cambios en su conformacion o casi completamente desdobladas.
La figura 6 muestra los dos mecanismos que tienen que ver con la estabilizacion estérica: 1)
Cuando una superficie aproxima a otra sus macromoléculas protuberantes, éstas se ven
restringidas en su movimiento libre, por lo tanto hay una disminucién de la entropia del

sistema, y por lo tanto hay una energia libre repulsiva. Esta energia libre de restriccion de
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Figura 6. Representacion esquematica de los mecanismos de estabilizacion estérica por
moléculas protuberantes: restriccion de volumen (izquierda) y mezclado (derecha)
(Walstra, 1993).

21

Estudio del efecto de complejos biopoliméricos en la estabilizacion y propiedades funcionales de emulsiones maltiples conteniendo
hierro biglicinado




Rubén Jiménez Alvarado Antecedentes

volumen es siempre positiva y causa una fuerte repulsion entre las gotas; 2) Si la otra
superficie también posee macromoléculas protuberantes, la concentracion de material
macromolecular entre las dos gotas se incrementara a medida que se acercan y cuando las
capas de macromoléculas se traslapen habrd un aumento en la presion osmotica causando una

fuerte repulsion (Walstra, 1993).

4.2.1.1.1. Biopolimeros

El término biopolimero incluye proteinas y polisacaridos. Ambas macromoléculas
contribuyen a la estructura, textura y estabilidad de sistemas alimenticios. Debido a su
actividad superficial, las proteinas suelen ser los agentes emulsionantes de eleccion,
especialmente para la formacion de espumas y emulsiones aceite en agua (O/W), mientras que
los polisacaridos son conocidos como agentes espesantes o gelificantes que modifican y
controlan las propiedades de flujo. Dentro de los polisacaridos usados en alimentos se
encuentran las gomas exudadas por diversas plantas y algunos biopolimeros modificados
quimica y/o enzimaticamente a partir de la celulosa (Dickinson, 2003). En muchos sistemas
alimenticios estos dos componentes se encuentran mezclados y bajo ciertas condiciones (p. €j.
pH, concentracion, proporcion y fuerza ionica) pueden interactuar positivamente formando
complejos biopoliméricos, los cuales han demostrado ser efectivos en la estabilizacion de

emulsiones mediante mecanismos estéricos y electrostaticos (Benichou, Aserin y Garti, 2002).

a) Goma de mezquite

La goma de mezquite (MQG) es el exudado en forma de lagrima de color ambar producida por

arboles de Prosopis spp., ha sido propuesta como un sustituto de la goma arabiga; se ha
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reportado que es un excelente agente encapsulador de aceites esenciales dentro de un amplio
intervalo de actividades acuosas y un agente emulsificante y estabilizante de colorantes
naturales, proveyéndoles de una mayor proteccion en comparacion con la goma ardbiga
(Pérez-Alonso, Baez-Gonzalez, Beristain, Vernon-Carter y Vizcarra-Mendoza, 2003;
Beristain, Garcia y Vernon-Carter, 2001; Beristain, Azuara y Vernon-Carter, 2002;
Rodriguez-Huezo, Pedroza-Islas, Prado Barragén, Beristain y Vernon-Carter, 2004).
Quimicamente es una sal neutra de un polisacdrido ramificado de naturaleza acidica formado
por un nucleo de residuos de B-D-Galactosa, constituyendo un esqueleto de uniones (1-3) y
ramificaciones (1-6) y contiene L-Arabinosa (formas ciclicas de Piranosa y Furanosa), L-
Ramnosa, B-D-Glucuronato y 4-o-metil-B-D-Glucuronato como azlcares simples y cadenas
laterales de oligosacaridos. La MG obtenida de Prosopis laevigata contiene una pequena
fraccién de proteina (2.7 + 0.06%) ligada a la parte central de la estructura primaria de
carbohidratos. Es una mezcla compleja de al menos cinco fracciones distintas con diferentes
composiciones quimicas. La parte de proteina es asociada a la fraccion de masa molecular
mas alta, que representa menos del 11% del total de la goma (Orozco-Villafuerte, Cruz-Sosa,
Ponce-Alquicira y Vernon-Carter, 2003). La MG es un agente emulsionante muy efectivo,
propiedad que esté relacionada con su contenido de proteina, y que le permite tener una buena
actividad superficial; ademads la gran masa molecular del componente polisacarido le provee a
los sistemas dispersos una estabilidad a largo plazo, debido a factores estéricos (Vernon-

Carter, Beristain y Pedroza-Islas, 2000).
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b) Goma arabiga

La goma arabiga (GA) es el hidrocoloide anidonico mas utilizado en las industrias de los
alimentos y farmacéutica. Se obtiene del exudado de la corteza del arbol Acacia senegal. La
adsorcion de la GA sobre una gota de emulsion produce una membrana interfacial gruesa y
cargada negativamente que estabiliza la emulsion a través de mecanismos estéricos y
electrostaticos. La GA es una mezcla compleja de carbohidratos que contienen una pequefia
porcién de proteina unida a través de enlaces covalentes. Se ha clasificado como un complejo
arabinogalactano proteina (AGP). La GA es un heteropolisacarido ramificado que contiene
cerca del 2% de proteina. La parte de los carbohidratos estd compuesta por D-galactosa (~
40%), L-arabinosa (~ 24%), L-ramnosa (~13%), y dos é4cidos urdnicos, responsables del
caracter polianionico de la goma, el 4cido D-glucurénico (~ 21%) y el 4cido 4-o-metil-D-
glucurdnico (~ 2%). La estructura de la goma ardbiga es compleja y no es conocida
completamente. La estructura principal estd formada por bloques de cadena -galactopiranosa
con enlaces 1,3 y unidades 1,6-galactopiranosa de cadenas colgantes unidas con [(-D-
glucuronopiranosa y 4-o-metil- f-D-glucuronopiranosa, también o-L-arabinofuranosa y a-L-

rhamnopiranosa son enlazados a través de enlaces 1,3 y 1,4 respectivamente (Islam, Phillips,

Sljivo, Snowden y Williams, 1997).

La GA puede formar peliculas, lleva a la formacion de una capa macromolecular estable
alrededor de una gota de aceite. La actividad superficial es relativamente baja comparada con
las proteinas. Es necesario utilizar una relacion alta de goma a aceite, por ejemplo, 1:1
comparado con 1:10 para la emulsion equivalente estabilizada con proteinas. La GA es un

ingrediente caro, por lo que se ha propuesto que se reemplace por otros biopolimeros con
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capacidad emulsificante como los almidones modificados (Trubiano, 1995) y la goma de

mezquite (Vernon-Carter, Beristain y Pedroza-Islas, 2000).

c) Pectinas

Las sustancias pécticas son un grupo de polisacaridos estrechamente relacionados con la
estructura de la pared celular y las regiones intercelulares de las plantas superiores. La
caracteristica principal de las pectinas es su cadena lineal de unidades de D-acido
galacturénico unidos mediante enlaces a-(1—4). A dicha cadena se unen proporciones
variables de grupos acidos presentes como metoxil (metil) ésteres. El término sustancia
péctica se usa comunmente para englobar el metoxil éster, la pectina, el acido péctico
desesterificado y sus sales, pectatos y ciertos polisacaridos neutros (arabinanos,
arabinogalactanos, galactanos) sin el esqueleto de galacturonano encontrado frecuentemente
asociado a pectinas. Pectina de alto metoxilo (HMP) y pectina de bajo metoxilo (LMP), son
términos usados para pectinas comerciales que tienen alto y bajo contenido de metoxilo,
respectivamente, aplicados principalmente en la industria alimentaria como agentes gelantes.
Las pectinas de bajo metoxilo (grado de metoxilacion < 50%) pueden formar geles en

presencia de iones divalentes (Voragen, Pilnik, Thibault, Axelos y Renard, 1995).

4.2.1.1.2. Complejos biopoliméricos

La estabilidad de una emulsion doble puede ser mejorada mediante la adicion en la fase
acuosa externa de diferentes biopolimeros tales como proteinas y polisacaridos, de los cuales,
los primeros proporcionan mayor adsorcion en la interfase de emulsiones dobles y los

segundos tienen propiedades espesantes y de retencion de agua. Ademas ambos biopolimeros
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contribuyen a las caracteristicas texturales y estructurales de los sistemas que los contienen.
Dichas propiedades no s6lo dependen de la funcionalidad por separado de cada biopolimero
sino también de la naturaleza y fuerza de las interacciones proteina-polisacarido. Existe una
variedad de biopolimeros naturales y modificados disponibles como ingredientes en
emulsiones, cada uno de los cuales tiene propiedades funcionales unicas y un intervalo 6ptimo
de aplicaciones. Las interacciones atractivas entre proteinas y polisacaridos pueden ser fuertes
o débiles, y especificas (p. ej. enlaces covalentes) o no especificas. Las interacciones
atractivas no especificas pueden ser el resultado de diferentes interacciones quimicas
individuales entre los diferentes grupos funcionales que forman parte de las moléculas de
biopolimero, y pueden ser ionicas, dipolo-dipolo, van der Waals, por puente de hidrogeno,
interacciones hidrofobicas, entre otras. Pueden ocurrir interacciones atractivas fuertes entre
proteinas cargadas positivamente (pH<punto isoeléctrico) y polisacaridos anidnicos en
soluciéon acuosa, causando una espontanea separacion de fases, un sobrenadante rico en
solvente y un precipitado rico en complejos biopoliméricos. Esto es causado por una
coprecipitacion de complejos biopoliméricos bajo la influencia de interacciones atractivas
proteina-polisacarido (Dickinson, 1993). Dichos complejos biopoliméricos tienen Ia
capacidad de formar y estabilizar emulsiones mediante mecanismos estéricos y
electrostaticos. La adsorcion de los complejos biopoliméricos en la interfase puede llevarse a
cabo mediante tres mecanismos: a) adsorcidon competitiva, b) adsorcidon asociativa, y c)
adsorcion en capas (Bergenstahl, 1995). Se han preparado emulsiones W,/O/W, con mayor
estabilidad y mayor homogeneidad en cuanto a su distribucion de tamafio de particula usando
en la interfase aceite-agua externa complejos proteina-polisacarido (Benichou, Aserin y Garti,

2002). El acomplejamiento electrostatico entre los biopolimeros en la interfase externa
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permiti6é un mejor recubrimiento de la interfase, y por lo tanto una mayor estabilizacion de las
emulsiones W;/O/W; contra mecanismos de agregacion. El acomplejamiento entre proteina y
polisacarido depende de las concentraciones relativas y proporciones entre los biopolimeros
(Benichou, Aserin y Garti, 2002; Weinbreck, Nieuwenhuijse, Robjin y de Kruif, 2003;
Weinbreck, Tromp y de Kruif, 2004; Espinosa-Andrews, Béaez-Gonzilez, Cruz Sosa y
Vernon-Carter, 2007). Como una herramienta para determinar el intervalo de condiciones de
pH a las cuales los biopolimeros i6nicos, tales como proteinas y polisacaridos, interactiian de
manera atractiva para formar complejos biopoliméricos, se hace uso del potencial zeta. El
potencial zeta de una particula es un parametro que puede ser deducido a partir de su
movilidad electroforética. El potencial zeta es el potencial eléctrico entre el volumen de
solucién y el plano de deformacion alrededor de la particula. El plano de deformacién es una
esfera imaginaria alrededor de la particula en la cual el disolvente se mueve junto con la
particula cuando la particula se mueve a través de la solucion. Las graficas de potencial zeta
en funcion de pH pueden ser utilizadas para encontrar ventanas de interaccién entre
biopolimeros (Espinosa-Andrews, Lobato Calleros, Pérez-Alonso, Cruz-Sosa y Vernon-
Carter, 2008) donde la méxima interaccion coincide con la méxima diferencia estequiométrica

de cargas electrostaticas entre los dos biopolimeros (Weinbreck, Tromp y de Kruif, 2004).

4.2.1.2. Estabilidad por efectos electrostaticos

La estabilidad de las emulsiones desde el punto de vista de la contribucion electrostatica de
sus componentes puede ser descrita mediante la teoria D.L.V.O. (llamada asi por las iniciales
de cada uno de sus autores). El punto principal de esta teoria es el concepto de que las gotas

dispersas estan sujetas a dos tipos de fuerzas las cuales pueden influir en que dos de esas gotas
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se unan y permanezcan en contacto o no bajo la influencia del movimiento Browniano. Tales
fuerzas son: 1) Las fuerzas de atraccion de London-van der Waals; y 2) La repulsion
electrostatica entre dobles capas eléctricas del mismo signo. Dichas fuerzas son de origen
completamente diferente y se pueden evaluar por separado (Kitchener y Mussellwhite, 1969).
Una forma de evaluar la repulsion electrostatica entre dobles capas eléctricas es mediante la
determinacion de potencial zeta (ver anexo 13.2). La interaccion neta entre las particulas se
obtiene sumando las fuerzas para cada distancia entre ellas. Si las fuerzas de atraccién son
mayores que las fuerzas de repulsion a cualquier distancia entonces la emulsion serd inestable
y coagulard tan pronto como las particulas puedan unirse. Si por el contrario, la repulsion
electrostatica es mayor que las fuerzas de atraccion, habrd una barrera energética que se
oponga a la union de las dos gotas. Si la barrera energética que se forme es comparable con la
energia cinética de las gotas entonces la union de las gotas serd lenta, pero no evitada. Si la
barrera energética es mucho mas grande que dicha energia cinética entonces la tasa de unién

de las gotas serd practicamente cero (Kitchener y Mussellwhite, 1969).

4.2.1.2.1. Tensoactivos

Por definicion, un tensoactivo es una molécula anfifilica que tiene una “cabeza” hidrofila la
cual tiene una alta afinidad por el agua y una “cola” lipdfila la cual tiene afinidad por el
aceite. Las emulsiones dobles W/O/W, requieren al menos dos tensoactivos, un tensoactivo
lipofilo y un tensoactivo hidréfilo que ayuden a formar y estabilizar la emulsion. Los
tensoactivos pueden ser clasificados de diferentes maneras, se clasifican por su numero de

regiones hidréfilas en monofuncionales y multifuncionales.
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Tabla 2. Clasificacidon de tensoactivos usados en alimentos.

A. Naturales

[6nicos: No i6nicos:
Sales Biliares Colesterol
Fosfolipidos Saponinas
Proteinas Gomas
Gomas
B. Sintéticos
I6nicos: No i6nicos:
Sales de 4cidos grasos Esteres del glicerol
Estearoil-2-lactato de sodio Esteres del poliglicerol

Esteres del propilenglicol

Esteres de la sacarosa

Esteres de acidos grasos con sorbitan
Esteres polioxietilénicos de sorbitan

Fuente: Badui-Dergal, Bourges-Rodriguez y Anzaldua-Morales, 1996.

Los surfactantes monofuncionales poseen solo una region hidrofila; los multifuncionales, en
contraste, tienen varios grupos hidrofilos y también, en la mayoria de los casos mas de un
grupo lipofilo. Por su carga eléctrica se clasifican en anidnicos, anfotéricos, cationicos y no
i6nicos. También pueden ser clasificados en poliméricos y monoméricos, tales clasificaciones
no son excluyentes, por ejemplo el Grindsted (Poliglicerol polirricinoleato) puede ser
clasificado como polimérico a pesar de ser multifuncional. Los tensoactivos utilizados en la
industria alimentaria son principalmente no ionicos (p. ej., monoacilgliceroles, ésteres de
acidos grasos de sacarosa), anionicos (p. ej. sales de acidos grasos, estearoil-2-lactato de
sodio), o anfotéricos (p. ej., lecitina). En la Tabla 2 se presenta una clasificaciéon de
tensoactivos utilizados en la industria alimentaria. En el mercado existe un gran numero de
tensoactivos pero no todos funcionan adecuadamente en cualquier alimento; de acuerdo con
su composicion y estado de dispersion, cada sistema requiere de un tensoactivo especifico.
Por esta razon, la seleccion del tensoactivo adecuado debe ser muy cuidadosa. Realmente no

hay un método ideal para dicha seleccion; la mejor manera es probar algunos directamente en
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el sistema y observar su comportamiento (Badui-Dergal, Bourges-Rodriguez y Anzaldua-

Morales, 1996).

4.2.1.2.2. Balance hidrdfilo lipofilo

El balance hidrofilo lipéfilo (HLB) es un método semiempirico que es ampliamente usado
para la clasificacion de tensoactivos. El nimero HLB de un tensoactivo nos da una indicacién
de su solubilidad en la fase acuosa o en la fase oleosa y puede ser usado para predecir el tipo
de emulsion que serd formada. Cada tensoactivo tiene asignado un HLB de acuerdo con su
estructura quimica. Una molécula con un HLB alto tiene una mayor proporcion de grupos
hidréfilos que lipofilos y viceversa. Un tensoactivo con niimero HLB bajo (3 a 6) es
predominantemente lipdfilo, es soluble preferentemente en aceite, estabiliza las emulsiones
agua en aceite, y forma micelas inversas en aceite. Un tensoactivo con un nimero HLB alto (8
a 18) es predominantemente hidrofilo, es soluble preferentemente en agua, estabiliza las
emulsiones aceite en agua y forma micelas en agua. Un tensoactivo con numero HLB
intermedio (6 a 8) no tiene una preferencia particular entre aceite o agua, las emulsiones
formadas con estos tensoactivos son inestables y coalescen rapidamente debido a que la
tension interfacial es tan baja que se requiere una energia muy baja para romper la membrana
interfacial (McClements, 2005). Algunos tensoactivos utilizados en la industria alimentaria y
su HLB son presentados en la Tabla 3. Los nimeros HLB so6lo han sido calculados para
tensoactivos no i6nicos, los nimeros HLB tan grandes como 40 son niimeros relativos o
comparativos para indicar la solubilidad de un surfactante i6nico y no proceden de un calculo
matematico. Por otra parte, las mezclas de los distintos tensoactivos ofrecen una alternativa

cuando no se tiene uno con el HLB deseado para un sistema en particular.
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Tabla 3. Tensoactivos empleados en la industria alimentaria.

TENSOACTIVO HLB
Acido oleico 1.0
Monoglicéridos acetilados (ACETEM) 1.5
Dioleato de glicerol 1.8
Triestearato de sorbitan (Span65) 2.1
Monoestearato de propilenglicol 34
Monoestearato de glicerol 3.8
Poliglicerol Polirricinoleato (Grindsted PGPR) 4.3
Monoestearato de sorbitan (Span 60) 4.6
Monoestearato de diglicerilo 5.5
Monopalmitato de sorbitan 6.7
Monoestearato de triglicerol 7
Esteres del 4cido acetil tartarico (Panodan DATEM) 8
Monolaurato de sorbitan 8.6
Dioleato de hexaglicerol 9
Trioleato de sorbitan y polioxietileno (Tween 85) 10.5
Triestearato de Sorbitan y polioxietileno (Tween 65) 10.9
Dioleato de decaglicerol 12
Monoglicérido etoxilado 13
Monooleato de decaglicerol 14
Monolaurato de sorbitan y polioxietileno (Tween 20) 14.9
Monooleato de sorbitan y polioxietileno (Tween 80) 15.0
Monopalmitato de sorbitan y polioxietileno (Tween 40) 15.6
Oleato de sodio 18
Oleato de potasio 20
Estearoil-2-lactato de sodio 21

Fuente: Compilado de: Sherman, 1969; McClements, 2005; y Badui-Dergal, Bourges-Rodriguez y Anzaldua-
Morales, 1996.

4.2.2. Cinéticas de liberacién en emulsiones W{/O/W,

Las emulsiones W;/O/W, presentan varias posibilidades interesantes para la liberacion
controlada de ingredientes activos hidrosolubles, a los cuales protegen contra su degradacion
y regulan su tasa de liberacion para mejorar su eficacia (Ozer, Baloglu, Ertan, Muguet y
Yazan, 2000). Se ha visto que esta liberacion depende de varios mecanismos, entre ellos se

encuentra la diferencia de concentraciones entre W; y Wy, lo cual genera un gradiente de
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presion osmotica que impulsa la difusion y/o permeacion de materiales a través de la
membrana oleosa (Bonnet, Cansell, Berkaoui, Ropers, Anton y Leal-Calderon, 2009). Se ha
demostrado que los tensoactivos lipdfilos juegan un papel determinante en la liberacion del
ingrediente activo entrampado, funcionando como transportadores de sustancias a través de la
fase oleosa, dicho mecanismo de liberacion es conocido como transporte facilitado (Kralj y
Brecevi¢, 1998). Existen en la bibliografia diferentes modelos matematicos para describir la
cinética de liberacion de ingredientes activos, cada uno de ellos varia dependiendo del
mecanismo de liberacién que domine el proceso, la naturaleza de la matriz que contiene a la
sustancia activa, el tamafio de las gotas y la estabilidad de la emulsion (Andreetta, 2003). En
la Tabla 4 se presentan algunos modelos usados para describir cinéticas de liberacion.

Tabla 4. Modelos usados para describir cinéticas de liberacion.

MODELOS CINETICOS DE LIBERACION

Orden cero [Fe ]=[Fe ]-Kt Tasas de liberacion constantes.
w2 w20 0
Primer orden In[Fe ]=In[Fe ]-K't Tasa de liberacion dependiente
w2 w20 1
de [Fe ]
w270
Segundo orden 1/[Fe 2] = 1/[Fe 2]0+K2t Tasa de liberacion dependiente
W W 2
de [Fe ]
w270
1 1/3 . .y
Hixson & Crowell (1—-[Fe V[Fe 1) =-K t+1 Tasas de liberacion
w2 w2 HC relativamente altas.
Peppas-Higuchi [Fe J[Fe ] =K t Difusion en tiempos cortos.
W2 W20 PH
. 1/(1-n) . y
Jorgensen & Christensen [Fe J[Fe ] =1-[(1-n)K (t-t)] leera010n por transporte
W w2 7o micelar.
. . 12 . .y .
Higuchi [Fe ]=K t Difusién por gradiente de
w2 H concentracion.

Donde [Fewz] es la concentracion de hierro total en W2 al tiempo t, [Ffs]0 es la concentracion inicial de hierro
total en Wz, n es un parametro de ajuste y KHC, KPH, KJ, Ko’ K1’ K2, y KH son las constantes de liberacion para

cada modelo respectivamente.
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El procedimiento general consiste en obtener valores experimentales y posteriormente
proponer una serie de modelos matematicos para interpretar ese mecanismo de liberacion. El
modelo que se ajusta mas a los resultados experimentales es el que se utiliza para describir el

Pproceso.
4.3. Reologia

Reologia es la ciencia que estudia las relaciones de las propiedades de deformacion y flujo de
la materia cuando ésta es sometida a un esfuerzo. Todo fluido se va deformar en mayor o
menor medida al someterse a un sistema de fuerzas externas. Dicho sistema de fuerzas se

€69

representa matematicamente mediante el esfuerzo cortante “t”, mientras que la respuesta

dindmica del fluido se cuantifica mediante la velocidad de deformacion 7" (Macosko, 1997).
La elasticidad dentro de la reologia, se refiere a las propiedades mecénicas de los soélidos
elasticos, los cuales se rigen por la ley de Hooke en donde el esfuerzo es directamente
proporcional a la deformacion pero independiente de la rapidez de deformacién. Las
propiedades de los liquidos viscosos se rigen por la ley de Newton que establece que el
esfuerzo es proporcional a la rapidez de deformacion pero independiente de la deformacion
(Medina-Torres, 2005). Aquellos materiales que presentan propiedades intermedias a las
descritas por la ley de Hooke y la ley de Newton se les denominan materiales viscoelasticos
(Gallegos, Navarro y Martinez-Boza, 2001). Asi pues, el término de “viscoelasticidad” hace
referencia a la coexistencia de propiedades viscosas y eldsticas de un material. Cuando el
cuerpo es sometido a un esfuerzo o a una deformacidén, en su interior se generan

“reacomodos” moleculares que requeriran tiempos finitos de acuerdo a la estructura del
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material. Cuando el tiempo invertido en estos es menor al tiempo de observacion, el
comportamiento de este material se describird como ‘“‘comportamiento viscoso”. En
consecuencia, cuando los reacomodos en el interior del cuerpo se llevan a cabo en tiempos
muy grandes, mayores al tiempo de observacion, el comportamiento se describe como
“comportamiento eldstico” (Herrera-Alonso, 2003). En la viscoelasticiadad lineal las
funciones materiales: los mddulos de almacenamiento, G’ y de pérdida, G’’, indican la
cantidad de energia que se almacena en el material en cada ciclo de deformacion, y el Gltimo
es un indicativo de la cantidad de energia disipada durante cada ciclo de deformacion. De esta
manera, para un sélido perfectamente eldstico, donde toda la energia se almacena y se
recupera en cada ciclo, G’ tendréd un valor de cero y el esfuerzo y la deformacion estaran en
fase (0=0); contrariamente, para un liquido perfectamente viscoso, donde toda la energia se
disipa en forma de calor, G’’ tendrd un valor de cero y el esfuerzo y la deformacion estaran
desfasados 90°. Por lo tanto, para un material viscoelastico donde tanto la componente eléstica
como la viscosa estan presentes, el angulo de desfasamiento (d) tendra un valor intermedio
entre 0° y 90° (Medina-Torres, 2005). Para la mayoria de los materiales poliméricos con pesos
moleculares altos (por encima del peso molecular critico Mc, el cual se define como el peso
molecular en donde se empiezan a observar interacciones entre cadenas poliméricas) se han
identificado cuatro zonas viscoelésticas: vitrea, transicion, meseta o plastica, y terminal o de
flujo (figura 7). Donde la zona terminal estd representada a bajas frecuencias y tiene como
caracteristicas generales pendientes de 1 para G’’ y 2 para G’ en escala logaritmica: la zona

de terminal sigue a la zona de meseta y empieza por un maximo en G’ (% ) denominado G’

y se presenta en una frecuencia = ™; luego G’’ pasa por un minimo para volver a aumentar, en
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esta zona G’ permanece relativamente constante y se denomina como moédulo de meseta
0 o s o

(Gn)); en la zona de transicion G’ vuelve a ser mayor que G’, y por ultimo, en el inicio de la

zona vitrea vuelven a cruzarse G’ y G”°, siendo G’* menor que G’, la cual se vuelve casi

constante (Medina-Torres, 2005).
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Figura 7. Curva maestra para los mdodulos de almacenamiento y de pérdida en el dominio de
la frecuencia (Medina-Torres, 2005).

El conocimiento de las propiedades viscoelasticas y de flujo de los sistemas emulsionantes
tiene gran aplicacidon en ingenieria, ya que nos permite disefiar e instrumentar la tecnologia
para su formulacion, transporte y almacenamiento. Los estudios reologicos proveen de
informacion muy valiosa para determinar la estabilidad y microestructura de los sistemas
dispersos (Pal, 1996), asi como de la naturaleza y fuerza de las interacciones intergotas
provocadas por la adsorcion de las moléculas con actividad superficial. Estudios reologicos
comparativos han demostrado el incremento en estabilidad que se presenta en las emulsiones
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estabilizadas con mezclas de biopolimeros comparado con emulsiones estabilizadas con
biopolimeros individuales. Chen y Dickinson (1998) determinaron, midiendo como variable
la viscosidad aparente interfacial en la interfase agua-aceite, que la pelicula interfacial
constituida por la mezcla de proteinas P-Lactoglobulina y gelatina presenta mejores
propiedades viscosas que las peliculas formadas por los constituyentes puros. Cuando uno de
los biopolimeros se comporta como un polielectrolito fuerte, puede interactuar con otro de
carga opuesta para formar un complejo biopolimérico de comportamiento predominantemente
elastico (de Kruif, Weinbreck y de Vries, 2004), sin embargo, algunos sistemas como los
formados con quitosano y goma ardbiga muestran comportamientos reologicos donde el
caracter viscoso domina sobre el componente elastico (Espinosa-Andrews, Sandoval-Castilla,
Torres, Vernon-Carter y Lobato-Calleros, 2009). En ambos casos el pH juega un papel muy
importante, puesto que existen intervalos bien de finidos de pH en los cuales existe
interaccion entre biopolimeros y existe un valor de pH al cual la interaccién entre los
biopolimeros se maximiza. Esta variacion en la interaccion entre los biopolimeros en funcién
del pH, repercute en la estructura de los complejos biopoliméricos formados, y por
consecuencia en sus propiedades reologicas. Se ha demostrado que cuando existe una mayor
interaccion electrostatica entre biopolimeros se obtienen complejos biopoliméricos mas
viscosos comparados con complejos biopoliméricos formados a valores de pH donde la

interaccion es mas débil (Weinbreck, Wientjes, Nieuwenhuijse, Robjin y de Kruif, 2004).

Chen y Dickinson (1998) hacen alusion a las mejoras que proporciona el uso del suero de
leche como agente emulsificante y sobre las interacciones que presenta, analizando los

modulos de pérdida (relacionado al comportamiento viscoso) y de almacenamiento
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(relacionado al comportamiento elastico) del sistema. Los mismos autores también llevaron a
cabo un estudio sobre las interacciones al usar la 3-Lactoglobulina y tensoactivos mediante el
estudio de los modulos ya descritos. Hemart, Hall, Munro y Singh (2002), caracterizaron las
interacciones que presenta la k-Carragenina con las proteinas k-Caseina, -Lactoglobulina
mediante la estimacion de las propiedades reoldgicas de los geles (sistemas con estructura
mas similar a un so6lido que a un liquido); los estudios indicaron que la gelacion de las

proteinas es acelerada por la adicion del polisacérido.

Dickinson (1999) presenta un estudio completo sobre peliculas de proteinas adsorbidas en
interfases fluidas, en donde relaciona las caracteristicas de las interacciones y las
caracteristicas estructurales de los sistemas mediante reologia superficial de corte. Otros
estudios de Roth, Murray, y Dickinson (2000), presentan los efectos que tienen los
tratamientos térmicos y el desplazamiento por tensoactivos idnicos de las peliculas
interfaciales formadas con 3-Lactoglobulina sobre las propiedades reologicas de los sistemas
analizados. Por lo tanto, de acuerdo a estos estudios, es posible analizar la estabilidad de un
sistema en emulsion mediante el monitoreo del cambio de sus propiedades reoldgicas en

estado estacionario y en estado transiente.
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5. JUSTIFICACION

El hierro biglicinado representa una gran alternativa para ser usado como fortificante de
alimentos, sin embargo, tiene dos inconvenientes importantes que limitan su consumo y/o
sus propiedades funcionales: (1) interactia quimicamente con otros componentes
alimenticios, alterando el sabor de los alimentos a los cuales es adicionado, y (2) es
facilmente oxidado a su forma férrica. En este proyecto se cree que ambos inconvenientes
pueden resolverse incorporando el hierro biglicinado en la fase acuosa interna de una
emulsion multiple W1/O/W, estabilizada con complejos biopoliméricos, de manera que la
difusion del hierro hacia el exterior y la difusion de agentes prooxidantes al interior sean
controlados por las membranas interfaciales formadas en las interfases aceite-agua internas

y externas.
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6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo General

Entrampar hierro biglicinado en la fase acuosa interna de emulsiones maltiples agua
en aceite en agua (W1/O/W,) estabilizadas con complejos biopoliméricos
proteina:polisacarido en la interfase aceite-agua externa, y determinar el efecto de las
concentraciones, las proporciones relativas entre los biopolimeros y el pH de mayor
acomplejamiento electrostatico sobre: (a) el tamafio de gota y estabilidad de las
emulsiones W1/O/W; (b) el rendimiento de encapsulacion de hierro biglicinado; (c) la
proteccion que brindan las emulsiones contra la oxidacion del hierro biglicinado; (d)
las cinéticas de liberacion de hierro biglicinado desde la fase acuosa interna hacia la
fase acuosa externa de las emulsiones mdltiples; y (e) el comportamiento reoldgico de

las emulsiones multiples.

6.2. Objetivos particulares

Establecer la concentracion, relacion y tipo de tensoactivos adecuados para disefiar
una emulsion primaria W1/O con tamafio de particula, fraccién volumétrica de fase
dispersa (¢) y estabilidad deseadas.

Determinar intervalos de pH donde exista la mayor interaccion entre biopolimeros que
permitan la formacion de complejos electrostaticos adecuados para la estabilizacion de
las emulsiones W1/O/W,.

Establecer la concentracién, relacién, y tipo de biopolimeros termodinamicamente
compatibles para producir una emulsién Wi/O/W, estable que contenga Fe*
biglicinado en la fase acuosa interna.

Evaluar la eficiencia de entrampamiento de la emulsion y el efecto protector de la
emulsion contra la oxidacion del hierro biglicinado en el tiempo.

Determinar la cinética de liberacién del hierro biglicinado entrampado en las
emulsiones W1/O/W,.

Estimar la respuesta mecanica al flujo y viscoelastica de las emulsiones mdaltiples.
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7. HIPOTESIS

Es posible formar membranas interfaciales con mezclas de agentes tensoactivos en la
emulsion primaria y con complejos biopoliméricos en la interfase aceite-agua externa de la
emulsion maltiple W1/O/W, que permitan estabilizarla cinéticamente contra mecanismos
agregativos y controlar la difusion de materia hacia dentro y fuera de la emulsion mdltiple,

protegiendo al hierro biglicinado contra la oxidacion.
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1. Materiales

La fase acuosa interna (W;) de las emulsiones fue formada por una solucion de hierro
biglicinado al 30% de solidos. El hierro biglicinado en polvo fue proporcionado por
UNIPHARM de México, S.A. de C.V. (Veracruz, México), conteniendo 18-20% de hierro
elemental. La fase oleosa (O) estuvo formada por aceite mineral (NF-85 grado alimenticio)
adquirido de Materiales y Abastos Especializados, S.A. de C.V. (México, D.F., México). Para
la estabilizacion de la emulsion primaria (W;/O) se empled una mezcla de tensoactivos de
diferente solubilidad. El tensoactivo preferentemente hidrosoluble (WS) Panodan SDK
(ésteres de mono y diglicéridos del acido diacetil tartarico) y el tensoactivo preferentemente
liposoluble (OS) Grindsted PGPR 90 (ésteres de acidos grasos de poliglicerol y
polirricinoleato) fueron adquiridos de Danisco México, S.A. de C.V. (Jalisco, México). Los
complejos biopoliméricos formados para estabilizar a la emulsion multiple W;/O/W, en su
interfase aceite-agua externa, consistieron de concentrado de proteina de suero de leche
(WPC; Hilmar 8000) conteniendo 80% proteina en base seca que fue adquirido de Hilmar
Ingredients (Hilmar, CA, USA), y tres fuentes de polisacaridos, goma de mezquite (MG), que
fue recolectada en forma de lagrima en el estado de San Luis Potosi, México, pulverizada en
un molino Bicor y, para detener la actividad enzimatica, se disolvié en agua a 70°C por una
hora en un recipiente enchaquetado marca Polinox utilizando un agitador de propela,
posteriormente fue filtrada la solucidon y secada por aspersion con una temperatura de entrada
de 175°C (Vernon-Carter, Gomez, Beristain, Mosqueira, Pedroza-Islas y Moreno-Terrazas,

1996), pectina de bajo metoxilo (LMP) proporcionada por Dannova Quimica, S.A. de C.V.
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(México, D.F., México), y goma arabiga (GA) adquirida de Sigma-Aldrich Quimica S.A. de
C.V. (Toluca, Estado de M¢éxico, México). Para la determinacion de hierro se utilizaron los
siguientes reactivos analiticos: o,a’-bipiridilo adquirido de Sigma-Aldrich Quimica S.A. de
C.V. (Toluca, Estado de México, México), acido ascorbico adquirido de Tecsiquim S.A. de
C.V. (Toluca, Estado de México, México), estandar de hierro en polvo (99.99%), acetato de
sodio anhidro adquirido de Productos Quimicos Monterrey, S.A. (Monterrey, Nuevo Ledn,
México), y acido acético glacial adquirido de J.T. Baker, S.A. de C.V. (Xalostoc, Estado de
México, México). En todos los experimentos se utilizd agua desionizada, y se utilizod azida de
sodio (Hycel de México, S.A. de C.V., México, D.F., México) al 0.02% como conservador de

las soluciones de biopolimeros.

8.2. Preparacion de las emulsiones

Las emulsiones multiples W;/O/W, se prepararon a 25°C usando un procedimiento de
emulsion de dos etapas (Rodriguez-Huezo, Pedroza-Islas, Prado Barragan, Beristain y
Vernon-Carter, 2004). Dicho procedimiento fue modificado usando sonicacion (Sonics Vibra
Cell VCX 130 PB, Sonics & Materials, Inc., Newton, CT, USA) en vez de usar un
instrumento de rotor-estator para la homogenizacion de las emulsiones, con objeto de

disminuir la incorporacion de oxigeno al sistema en emulsion.

8.2.1 Formulacion de la emulsién primaria (W1/O)

La primera etapa en la preparacion de emulsiones multiples consiste en preparar la emulsion
primaria (W;/O). Se prepararon emulsiones primarias conteniendo una fraccidbn masica de
fase dispersa (¢w/0) de 0.5, con diferentes concentraciones totales de tensoactivo (6, 8, 10, 12
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y 14% w/w), y diferentes proporciones entre tensoactivos OS:WS (9:1, 8:2, 7:3, 6:4, y 5:5).
Las emulsiones primarias asi obtenidas fueron codificadas como (W;/O)yy, donde el subindice
X denota la concentracion total de tensoactivos, y el subindice y denota la proporcion entre
tensoactivos OS:WS. En todos los casos, una solucion de hierro biglicinado (W) al 30% de
solidos fue agregada gota a gota a la fase oleosa (O) homogenizando por medio de sonicacion
(Sonics Vibra Cell VCX 130 PB, Sonics & Materials, Inc., Newton, CT, USA) a una amplitud

de 70% y una frecuencia de 20 kHz por 15 minutos.

8.2.1.1. Tasa de coalescencia de emulsiones (W1/O)y,

Los tamanos de gota de las emulsiones (W,/O)yy fueron determinadas con un Malvern
Mastersizer 2000 (Malvern Instruments Ltd., Malvern, Worcestershire, U.K.), usando aceite
de soya comercial (Indice de refraccion de 1.475) como dispersante. El diametro volumétrico
medio (ds) de las emulsiones fue determinado en el tiempo. La tasa de coalescencia de las
emulsiones primarias (Kcwioyy,) fue determinada de acuerdo a lo reportado por Ruiz-Ramos,
Pérez-Orozco, Baez-Gonzalez, Boésquez-Molina, Pérez-Alonso, y Vernon-Carter (2006). La
emulsion primaria que presentd la menor tasa de coalescencia fue seleccionada para formular

las emulsiones multiples.

8.2.2. Condiciones para la formulacion de las emulsiones multiples W1/O/W,

Previo a la formulacion de las emulsiones multiples W,/O/W,, se determind el potencial zeta
en funcion del pH, de las soluciones acuosas de los biopolimeros por separado, asi como el

rendimiento y la composicion de los complejos biopoliméricos proteina:polisacarido (Pr:Ps)
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formados, y esta informacion se uso para establecer las condiciones de la fase acuosa externa

(W2).

8.2.2.1. Determinacion de potencial zeta

Se prepararon soluciones acuosas al 5% (p/p) de WPC, GA, MG, y al 2% (p/p) de LMP, y se
almacenaron a 4°C durante 24 h para permitir su completa hidratacion. El potencial zeta de
las soluciones acuosas de los biopolimeros se determin6 a diferentes valores de pH usando un
Malvern Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd., Malvern, Worcestershire, UK). El pH
de las soluciones acuosas de los biopolimeros fue ajustado mediante la adicion de acido
clorhidrico (HCI) 0.1IN y/o hidroxido de sodio (NaOH) 0.1N. Se construyeron graficas de
potencial zeta contra pH y a partir de éstas se determind el valor de pH donde existe la

maxima diferencia estequiométrica de cargas electrostaticas entre proteina y polisacarido

(pHE).

8.2.2.2. Acomplejamiento proteina:polisacarido, rendimiento de coacervado y diametro
z-promedio

Se prepararon soluciones de mezclas binarias de biopolimeros (Pr:Ps) usando diferentes
concentraciones totales de biopolimeros, de 1 a 10% (p/p) para los sistemas binarios
WPC:GA y WPC:MG, y de 0.4 a 1.6% (p/p) para el sistema binario WPC:LMP, y a diferentes
proporciones (0.5:1, a 4:1), y almacenados por 24 h a 4°C para permitir su completa
hidratacion. El pH de estas mezclas binarias se ajustd en un intervalo de 1.5 a 5 usando acido
clorhidrico 0.IN, y monitoreados para determinar si se formaba el complejo a través de su
precipitacion (complejos coacervados). Estas mezclas fueron almacenadas a 4°C durante 48

horas para permitir la completa precipitacion de los complejos formados. Los complejos
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precipitados fueron separados del sobrenadante por decantacion y el precipitado fue
deshidratado a 45°C hasta llegar a tener un peso constante. El rendimiento de coacervado fue

determinado a parir de la siguiente ecuacion:

%RC = ¢ 100 (1)
Mgp
donde %RC es el rendimiento de coacervado, mgp es la masa total de biopolimeros usados en

la preparacion de la mezcla binaria, y mc es la masa del complejo coacervado deshidratado.

Adicionalmente, se midid el didmetro z-promedio de los complejos Pr:Ps antes de su
deshidratacion, por medio de dispersion de rayo laser usando un Malvern Zetasizer Nano ZS,
como un medio indirecto de obtener informacion acerca del grosor de la capa de biopolimeros

que seria adsorbida alrededor de las gotas de aceite de las emulsiones multiples.

8.2.2.3. Composicién de los complejos proteina:polisacarido

La composicion elemental de los complejos biopoliméricos fue determinada usando un equipo
de andlisis elemental PE2400 serie II CHNS/O (Perkin-Elmer, USA), calculando las
concentraciones totales de carbono, hidrégeno y nitrégeno presentes en los complejos, y
usando el nitrégeno como elemento diferencial entre la proteina y el polisacarido utilizado. La
cantidad de polisacarido presente en el complejo biopolimérico fue calculado a partir de la

siguiente ecuacion:

YoNg — % Nypc
%0Nps — % Nypc

%POLISACARIDO = x 100 ()
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donde %N¢, %Nwpc, Yy %Nps, son las concentraciones de nitrogeno encontradas en los

complejos Pr:Ps, en WPC, y en los polisacaridos usados respectivamente.

8.2.2.4. Formulacion de emulsiones multiples (W1/O/\M3)a b c

La emulsion primaria (W/O)yy con el menor valor de Kcuwioyn, fue reemulsificada en una
mezcla binaria de biopolimeros (WPC:GA, WPC:MG, y WPC:LMP) en solucién acuosa,
produciendo emulsiones multiples (W;/O/W;)apc, donde el subindice a denota Ila
concentracion total de biopolimeros, el subindice b denota la proporcion Pr:Ps, y el subindice
¢ denota la mezcla binaria de biopolimeros usada. La concentracion total y proporcion entre
los biopolimeros usados para la formulacion de las emulsiones multiples (W/O/W>)apc fue
establecida en base a los resultados de rendimiento de coacervado. Por lo tanto, se obtuvieron
las siguientes emulsiones (W1/O/W2)504.2:1.WPC:GA, (W1/O/W2)592:1 wpc:MG» y
(W1/O/W2)o.79%2:1 wec:mp. La reemulsificacion de la emulsion primaria se hizo mediante
sonicacion (Sonics Vibra Cell VCX 130 PB, Sonics & Materials, Inc., Newton CT, USA) con
una amplitud de sonicacion del 50% y una frecuencia de 20kHz por 15 minutos. La fraccion
masica de fase dispersa en la emulsion multiple (dpwyom=) fue de 0.2 en todos los casos.
Inmediatamente después de haber formado las emulsiones multiples, se les ajust6 el pH al
valor en el cual se encontré la maxima formaciéon de complejo Pr:Ps (pHc), usando HC1 0.1N

para permitir la formacion de un complejo biopolimérico en la interfase aceite-agua externa.

8.2.2.5. Tasa de coalescencia de las emulsiones maltiples (W1/O/W3)ap ¢

La tasa de coalescencia de las emulsiones multiples (Kcwiomzps.), fue determinada de acuerdo
con la metodologia descrita en la seccion 8.2.1.1, usando agua en sustitucion de aceite de soya

como dispersante. Adicionalmente se determind el pardmetro “span”, un parametro
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adimensional que puede proporcionar una medida relativa acerca de la polidispersidad del
tamafio de las gotas de las emulsiones, calculado a partir de su distribucion de tamafio. Dicho
parametro es obtenido en los resultados dados por el software del analizador de tamano de
particula Malvern Mastersizer 2000 (Malvern Instruments Ltd., Malvern, Worcestershire,

UK.

8.2.3. Efecto protector de las emulsiones (W1/O/W5)ap contra la oxidacion del hierro
biglicinado

El contenido de hierro en estado ferroso (Fe*"), hierro total, y hierro en estado férrico (Fe’") se
determind espectrofotométricamente (AOAC, 1995, Cap. 18). Se disolvieron 10 mL de la
emulsion (W1/O/W3)ape en HCl (0.2% v/v) y se diluyd con agua para lograr una
concentracién de ~3mg de hierro total por cada 100 mL. El contenido de Fe*™ se determind
por medio de su acomplejamiento con o,o’ -bipiridilo a un pH de 4.5 y midiendo la
absorbancia a 523 nm usando un espectrofotometro (Spectronic Genesys 2, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA., USA). El contenido de hierro total se determiné mediante la

2+ ;s , . .y s g e e e e
con acido ascorbico, y acomplejandolo con a,o’-bipiridilo. El

reducciéon del Fe'* a Fe
contenido de Fe’* se determin a partir de la diferencia entre el contenido de hierro total

menos el contenido de Fe*". Estas determinaciones fueron hechas en el tiempo por 480 h.

8.2.3.1. Rendimiento de encapsulacién y cinéticas de liberacion

La fase acuosa externa (W) fue separada de las emulsiones multiples (W1/O/W3)ap mediante
centrifugacion a 1500 rpm por 15 minutos usando una centrifuga de alta velocidad HERMLE
7323K (Hermle, Labortechnic, Germany). Posteriormente se determiné la concentracion de

hierro total contenido en W, durante el tiempo de almacenamiento como una medida de la
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cinética de liberacion de hierro biglicinado. El rendimiento de encapsulacion se determind

mediante la siguiente ecuacion:

Fe -F
Ey = Cwom) T8 a0 3)

I:e(vv, /O/W,)

donde EY es el rendimiento porcentual de encapsulacion de hierro biglicinado, Fewyom:) es la
cantidad de hierro total presente en la emulsion multiple (W/O/W3)apc, Y Few. es la cantidad
de hierro total presente en la fase acuosa externa (W;). EY se determind para las emulsiones

recién preparadas y para las emulsiones después de 20 dias de almacenamiento.

Las cinéticas de liberacion de hierro biglicinado desde la fase acuosa interna (W) hacia la
fase acuosa externa (W,) de las emulsiones multiples, fueron ajustadas a los modelos

cinéticos presentados en la tabla 4.

8.2.4. Reologia de las emulsiones multiples (W1/O/W3)ap c.

Se evaluaron las propiedades viscoelasticas de las emulsiones (W1/O/W3)apc, aplicando un
barrido de deformacién a 1 rad s para determinar la region viscoelastica lineal de los
sistemas; una vez establecida dicha region se realizé un barrido de frecuencia de 0.1-600 rad
s y se determinaron los modulos de pérdida (G’) y almacenamiento (G’’). Para obtener las
curvas de flujo se realizé un barrido de velocidad de cizallamiento de 1-600 s™'. Con los datos
obtenidos de las propiedades viscoelasticas y las curvas de flujo se construyeron graficas para
probar la regla de Cox-Merz. Todas las determinaciones se realizaron en un reémetro TA
AR2000 (Waters-TA Instruments, México) a 25 °C y utilizando una geometria de cilindros

concéntricos.
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8.2.5. Andlisis estadistico

Los datos experimentales fueron analizados usando un andlisis de varianza de una via
(ANOVA) y una prueba de Tuckey como estadistico de prueba para una significancia
estadistica p<0.05, usando el software NCSS 2000 (Kaysville, Utah, USA). Se construyeron
disefios factoriales completamente al azar, siendo de 5°x2 para la formulacion de la emulsién
primaria, y de 5°x8x3x2 para la determinacién de las condiciones para la formulacién de las

emulsiones multiples. Todos los experimentos fueron hechos por duplicado.
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9. RESULTADOS Y DISCUSION
9.1. Caracterizacion de la emulsion primaria (W1/O)y,y

El efecto de la proporcion entre tensoactivos (OS:WS) sobre el tamafio de gota d; de las
emulsiones primarias (W;/O)yy preparadas con una concentracion total de biopolimeros de

10% (x=10%) en funcién del tiempo se muestra en la figura 7. Un efecto similar se

2.2 5

2.0 4

1.8 -

1.6

1.4 5

d,, (um)

1.2 4

10-f R i o = X

- v v 3y v

0.8 ¥~

0.6

I I I I I I I I I I
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30
Tiempo ( dias)

Figura 8. Cambio en el didmetro volumétrico medio (dsp) de las emulsiones primarias:
(Wi/O)iowo:1 (0); (Wi/O)io%s:2(9);  (Wi/O)iow,7:3(A);  (Wi/O)iowsa(V); Yy
(W1/0)10%,5:5(m) en el tiempo.

observé para las concentraciones totales de tensoactivo de 6, 8, 12 y 14% (Anexo 13.3). El

dso de las emulsiones primarias recién preparadas vari6 en un intervalo de 0.8 a 2 um,

incrementandose en proporcion inversa a la concentracion de OS (Fig. 8). Después de 30 dias

de almacenamiento a temperatura ambiente, el ds; o de las emulsiones primarias se incremento

significativamente cuando fueron preparadas con una concentracion total de tensoactivos
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menor que 9% (p/p). La Kcwiony N0 varid significativamente cuando la concentracion total de
tensoactivo fue mayor que 10% (p/p), indicando que las emulsiones tuvieron una buena
estabilidad contra la coalescencia de las gotas de acuerdo a los criterios establecidos por
Kitchener y Mussellwhite (1969). El valor de Kcwiony, de las emulsiones primarias mas
estables se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Tasas de coalescencia (Kcwioyy) de las emulsiones primarias (W1/O)yy. El subindice

X denota la concentracion total de tensoactivos y el subindice y denota la proporcion entre
tensoactivos (OS:WYS).

(Wllo)x,y KC(Wl/O)x,y
X y s
9:1 1.15x10°b
8:2 1.23x10%a
6 7:3 145x10%°a
6:4 1.91x10°d
5:5 1.82x 10°%¢
9:1 1.81x10%¢
8:2 1.87x10°%¢
8 7:3 1.85x 10°¢
6:4 1.47x10°d
5:5 1.84x 10° ¢
9:1 6.51x107 f
8:2 9.52x 107 ¢
10 7:3 9.16x 107 ¢
6:4 252x107 g
5:5 8.99x 107 ¢
9:1 6.72x 107 f
8:2 948x 107 e
12 7:3 920x 107 ¢
6:4 253x107 g
5:5 9.12x107e
9:1 945x 107 e
8:2 5.52x 107 f
14 7:3 416x 107 f
6:4 252x107 g
5:5 3.95x 107 f

Los wvalores en la misma columna con letras diferentes son
significativamente diferentes (P<0.05).
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El menor valor de Kcuwiony S€ logrdé con una proporcion OS:WS de 6:4 y una concentracion
total de tensoactivos a partir del 10% (p/p). El incremento de la concentracion total de
tensoactivos por arriba del 10% (p/p) no produjo una disminucion significativa del valor de
Kcwiops, de tal manera que la emulsion primaria (W;/O);v6:4 fue usada como fase dispersa

en la elaboracion de las emulsiones multiples (W1/O/W3)ap.c.

9.2. Efecto del pH, concentracion, y proporcién de biopolimeros sobre el rendimiento de
coacervado

Como se puede apreciar en la figura 9, el punto isoeléctrico (pI) del WPC es 4.3 (fuerza idnica
~0.02), mientras que el pH al cual los polisacaridos (GA, MG, LMP) pierden la capacidad de
ionizacion de sus grupos carboxilos fue cercano a 1.5 (fuerza idnica ~0.04). Se han reportado
valores similares para GA y proteina de suero (WP) por Weinbreck, Wientjes,

Nieuwenhuijse, Robjin y de Kruif (2004).

20

Potencial zeta (mV)

—— 1 1 1 1 T "~ 1 1T 1T
15 20 25 3.0 35 4.0 4.5 5.0 55
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Figura 9. Potencial zeta en funcion del pH para las soluciones de biopolimeros: (o) WPC; (#)
GA; (A)MG;y (o) LMP.
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Figura 10. Rendimiento de coacervado en funcién del pH y la concentracion total de
biopolimeros para los sistemas binarios: a) WPC:GA; b) WPC:MG; y ¢c) WPC:LMP.
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Las interacciones entre WPC y los polisacaridos fueron establecidas a través de barridos de
potencial zeta de soluciones acuosas de biopolimeros en un intervalo de pH de 1.5 a 5. El
valor de pHg varié dependiendo del polisacéarido usado, resultando un pHg igual a 3 para el
sistema binario WPC:GA, 3.5 para el sistema WPC:MG, y 3.0 para el sistema WPC:LMP
(Fig. 9). De la figura 9 también se puede observar que el maximo rendimiento de coacervado
para las mezclas binarias WPC:GA (51.35%) y WPC:MG (50.59%) ocurri6 a una
concentracion total de biopolimeros de 5% (p/p). Cuando la concentracion total de
biopolimeros disminuy6 a 3% y 1% (p/p), el rendimiento total de coacervado disminuyd
significativamente, pero permanecid practicamente constante cuando la concentracion total de
biopolimeros se increment6 a 7 y 10% (p/p) (Fig. 9a, b). Este efecto de la concentracion total
de biopolimeros sobre el rendimiento de coacervado puede ser quizd mejor explicado en
términos del comportamiento polielectrolitico de las macromoléculas (Pasika, 1977). La
ionizacidn de los grupos funcionales unidos al polielectrolito contribuyen a su solubilidad, de
manera que cuando un polielectrolito se disuelve, actia como un poli-ion, el cual atrae una
gran cantidad de iones individuales de carga opuesta (contra-iones), los cuales se unen
fuertemente a los grupos ionizables presentes en la estructura macromolecular del poli-ion, y
aunque el poli-ion tiene movilidad, los contra-iones no tienen esa misma posibilidad. No
todos los contraiones son libres de moverse. Los iones libres forman una nube de contra iones
sobre el poli-ion, mientras que los iones sin movilidad se unen a sitios o puntos especificos de
la estructura macromolecular. Conforme la solucion de polielectrolitos se diluye, la molécula
se va expandiendo y los sitios especificos de unién de contraiones en la macromolécula se van
exponiendo, construyendo la carga del macro-ion. La expansion de la estructura

macromolecular no puede ocurrir indefinidamente debido a las limitaciones de flexibilidad
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que presentan las estructuras moleculares. Entre mas se expande un poli-ion, mas “rigida” es
su estructura y los sitios expuestos tienen menos libertad para interactuar con los contra-iones.
Este fenémeno, ademés del hecho de que el nimero de poli-iones disponibles en sistemas
diluidos es menor, explican la disminucion del rendimiento de coacervado a bajas
concentraciones de biopolimeros. A concentraciones relativamente altas de biopolimeros, el
grado de ionizacién de la macromolécula es menor y la flexibilidad de la estructura
macromolecular es mucho mayor conforme estd menos expandido, de tal manera que sus
sitios de interaccion estan mas facilmente disponibles para interactuar con los contra-iones,
resultando en valores mdas altos de rendimiento de coacervado. Estos resultados son
importantes porque ellos indican que para tener un eficiente rendimiento de coacervado no
son adecuadas ni muy altas ni muy bajas concentraciones de biopolimeros (Espinosa-
Andrews, Baez-Gonzdlez, Cruz Sosa y Vernon-Carter, 2007). El maximo rendimiento de
coacervado para la mezcla binaria WPC:LMP (90.21%) ocurrié al 0.7% (p/p) (Fig. 9c¢), lo
cual fue casi dos veces mejor rendimiento que los obtenidos para las mejores concentraciones
de las mezclas WPC:MG y WPC:GA (5-10%) (Fig. 9a, b). Estas diferencias de rendimiento
de coacervado pueden atribuirse a la diferencia en las estructuras moleculares de los
polisacéridos. Mientras que MG y GA consisten de una mezcla de heteropolimeros de
arabinogalactano altamente ramificados (Fenyo y Vandevelde, 1990; Vernon-Carter, Beristain
y Pedroza-Islas, 2000), La caracteristica predominante en la estructura molecular de LMP es
una cadena lineal de unidades de acido D-galacturénico unidas con enlaces a-(1—4)- con
proporciones variables de los grupos acidos presentes como metoxil (metil) ésteres (Voragen,
Pilnik, Thibault, Axelos y Renard, 1995). Un macro-ion lineal (LMP) continuaria

expandiéndose mas en ausencia de una limitacion estructural, comparado con un macro-ion
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ramificado (MG y GA) el cual alcanza un limite de expansion antes que el macro-ion lineal

(Pasika, 1977). Por lo tanto, LMP tiene una mayor capacidad de interaccion.

proporcién 0.5:1
BXA proporcién 1:1
EEE proporcién 2:1
E=1 proporcién 3:1
BN proporcion 4:1

254
20 1
15

10 1

Rendimiento de coacervado (%)

1 3 5 7

Concentraci6n total de biopolimeros (%p/p)

Figura 11. Rendimiento de coacervado basado en la proporcion entre biopolimeros y la
concentracion total de WPC:MG a pH 3.5 en la fase acuosa externa de las
emulsiones multiples.

El rendimiento de coacervado no solo fue afectado por la concentracion total de biopolimeros

usada, sino también por la proporcidn entre los biopolimeros. En la Figura 11, se observa que

el maximo rendimiento de coacervado fue obtenido al pHg usando una proporcion Pr:Ps igual

a 2:1 para la mezcla binaria WPC:MG. Para las mezclas binarias WPC:GA y WPC:LMP se

obtuvieron resultados similares (datos no mostrados). Esta proporcion fue confirmada

experimentalmente mediante la determinacion del numero de equivalentes quimicos de cada
biopolimero por titulacion con NaOH 0.1N, siendo 0.7 mEq/g para GA, 1.35 mEq/g para MG,

y 1.3 mEq/g para LMP. La concentracion de GA, MG, y LMP en los coacervados fue

determinada mediante analisis elemental, y fue usada como indicativo del rendimiento de
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coacervado. La concentracion maxima de polisacaridos en los coacervados coincidié con el
pHc, usando una concentracion total de biopolimeros de 5% para WPC:GA y WPC:MG, y
0.7% para WPC:LMP, y una proporcion entre biopolimeros de 2:1, lo cual estuvo de acuerdo

con los resultados expresados anteriormente.

9.3. Caracterizacion de las emulsiones multiples (W1/O/W3)ap ¢

Todas las emulsiones multiples formadas fueron de tipo C (Fig. 12) donde la mayoria de las
gotas de la emulsion multiple contienen un numero sustancial de gotas internas; las gotas
internas en una emulsion tipo C se encuentran usualmente floculadas y compactas (Dickinson
y McClements, 1996). Las mezclas binarias de biopolimeros afectaron significativamente el
ds y el pardmetro “span” (medida relativa de la polidispersidad) de las emulsiones multiples
(W1/O/W3)apc recién preparadas, y en consecuencia el valor de Kcwiomzase (Tabla 6). La
emulsion (W1/O/W3)se,2:1.wpe:mg mostrd los valores mas bajos de dsj inicial, pardmetro
“span” 'y  Kcwiomzase, seguido por la  emulsion (W/O/W2)sy2:1.wpc:Ga, Y por
(W1/0/W2)o.79%2:1.wpc:Lmp respectivamente. Por lo tanto, un menor valor del parametro “span”
inicial combinado con un tamafo de gota mas pequefio en las emulsiones recién preparadas,
dio como resultado emulsiones con mayor estabilidad, es decir, un menor cambio en su
tamafio de particula por unidad de volumen en el tiempo (Fig. 13). Las emulsiones
alimenticias normalmente contienen un intervalo de diferentes tamafnos de gota y las gotas
mas grandes tienden a cremar mas rapidamente que las gotas pequenas, de tal manera que
existe una distribucion de tasas de cremado en una emulsion, con la resultante neta de que
existen tanto un perfil de concentraciones de gotas como un perfil de tamafios de gotas, en

direccion vertical, en una emulsion. Como las gotas mas grandes se mueven hacia arriba mas
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Figura 12. Micrografias de la emulsion multiple (W;/O/W3)sy, 2.1 wee:ma conteniendo hierro
biglicinado: a) inmediatamente después de haber sido preparada, b) después de 2
dias de almacenamiento, y ¢) después de 20 dias de almacenamiento.
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Tabla 6. Tamano de gota a tiempo cero y Kcwuvowzw. de las emulsiones multiples
(W1/O/W3)apc después de 20 dias de almacenamiento.

Emulsiones multiples Taman(_) dso Parametro Kc wiom2)ab,c
de emulsiones g
(W/O/W2)apc multiples Span después de 20 dias de
adimensional almacenamiento (s
a b c (W1/O/W3)ap,c (M) ( ) &)
5.0% 2:1 WPC:GA 3.24+0.08, 3.85+0.04, 8.16 x 107},
5.0% 2:1 WPC:MG 2.05+0.07, 1.70+0.03, 7.09 x 10'731
0.7% 2:1 WPC:LMP 7.97+0.39. 8.79+0.18, 1.25x 10°°,

Los valores en la misma columna con letras diferentes son significativamente diferentes (P<0.05).
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Figura 13. Cambio en el didmetro volumétrico medio (d3o) de las emulsiones multiples:
(W1/O/W2)s59,2.1,wec:ga (#), (W1/O/W2)se, 2.1 weema (A), Y (W1/O/W2)o 7921, wpc:Lmp

(@) en el tiempo.
rapido, ellas colisionan con gotas mas pequefias en su trayecto (McClements, 2005),
formando agregados  tridimensionales de  gotas que eventualmente coalescen y

desestabilizan las emulsiones.

9.4. Efecto protector de las emulsiones multiples (W1/O/W,)ap contra la oxidacion del

hierro biglicinado

Todas las emulsiones (W;/O/W;)ap c mostraron una disminucion significativa en su contenido

de Fe*" durante el tiempo de almacenamiento, lo cual se ilustra con los subindices estadisticos
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en mintscula para cada columna de concentracion de Fe** en la tabla 7. Dado que las
concentraciones de Fe*" no son comparables con los valores de la concentracion de Fe®*, los
subindices estadisticos se agruparon en dos, A, B, y C para comparar las concentraciones de
Fe** y J, K, y L para comparar las concentraciones de Fe’" entre las tres distintas
formulaciones de emulsiones multiples a un tiempo determinado de almacenamiento. La
emulsion (W1/O/W2)su2:1wpc:me presentd la menor diferencia entre el contenido de Fe?'
inicial (emulsioén fresca) y final (después de 480 h de almacenamiento), seguido por la
emulsion (W1/O/Wy)su2:1wpc:ca ¥ (W1/O/W2)o792:1.wpc:Lmp respectivamente. La emulsion
(W1/0/W3)o0.79%.2:1 wpc:Lmp N0 mostrd una diferencia significativa en el contenido inicial de Fe?'
con respecto a la emulsion (W /O/W7)su2:1.wec:me, pero fue la que sufrio la pérdida mas
drastica del contenido de Fe** con el tiempo (de 92.0% a 39.78%). Por otro lado, la emulsion
(W1/O/W3)sm2:1wpc:ca  recién  preparada entrampd una cantidad inicial de Fe*'
significativamente menor, pero su contenido de Fe*" no fue significativamente menor que el
de la emulsion (W/O/W2)o79%2:1wpc:Lmp al final del tiempo de almacenamiento (Tabla 7).
Estos resultados sugieren que tanto la capacidad de entrampamiento de Fe*" como la
proteccion contra la oxidacion de hierro biglicinado fueron dependientes del tipo de
polisacérido utilizado en el complejo Pr:Ps presente en la membrana interfacial externa de las
emulsiones multiples. La emulsion (W;/O/W3)s02:1wpc:MG  proporciond una proteccion
significativamente mayor contra la oxidacion de hierro biglicinado comparado con la
emulsion (W/O/W3)su 2:1.wpc:ca a pesar de que GA y MG poseen una composicién quimica y
caracteristicas fisicoquimicas similares (Vernon-Carter, Beristain y Pedroza-Islas, 2000). Se
ha reportado que MG tiene un peso molecular (~2, 120, 000 Da) (Vernon-Carter, Pedroza-

Islas y Beristain, 1998) considerablemente mayor que GA (< 1, 000, 000 Da) (Fenyo y
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Vandevelde, 1990), lo cual coincide con los resultados de diametro z-promedio de los
complejos Pr:Ps presentados en la Tabla 8, de tal manera que es probable que la capa
adsorbida en la interfase externa de la emulsién multiple conteniendo MG sea mas gruesa que
la que contiene GA, y que la resistencia que se oponga a la difusion de agentes prooxidantes
sea directamente proporcional al grosor de la membrana biopolimérica adsorbida.

Tabla 7. Variacion de la cantidad de Fe*" y Fe*™ en el tiempo, rendimiento de encapsulacion

(EY) para las emulsiones multiples (W;/O/W3)apc, v pérdida de hierro total en W, después de
480 h de almacenamiento.

(Wl/O/WZ)S%,ZZl,WPCZGA (WIIO/WZ)S%,ZZI,WPC:MG (Wl/O/W2)0.7%,2:l,WPC:LMP
Tiempo
") Fe" (%) Fe® (%) Fe?" (%) Fe3* (%) Fe?" (%) Fe* (%)
0 60.38£0.51;5 | 39.6240.51, | 89.88+0.65,5 | 10.12£0.65,; | 92.01=1.60,5 7.99+1.60,,
48 59.12460.70p | 40.88£0.70, | 87.85£0.52,c | 12.1580.52,, | 57.082045., | 4292045,
72 53.856042.p | 46158042, | 85.72£021pc | 14284021, | 51.24+042., | 48.76+0.42.;
96 532840315 | 46724031, | 85.7240.15;c | 14.28+0.15., | 47.1240.49.4, | 52.88+0.494.;
144 | 50732025, | 49274025, | 84.06+0.38.c | 15.94+038,, | 47.89£030,, | 52.1120.304;
168 | 49224029, | 50.78£029, | 81.37£0.27,c | 18.63£0.27., | 452240.15., | 54.78+0.15.;
192 | 46.80£0.53,4 | 53.20£0.53. | 81.97£0.19,5 | 18.03£0.19,, | 46302035, | 53.70+0.354.x
240 | 55.34+1.65,5 | 44.66£1.65,x | 77.5240.54.c | 22.48+0.54; | 42.49+0.61,5 | 57.51£0.615
336 | 42.99:0.57,5 | 57.01:0.57; | 69.77+0.75,c | 3023£0.75,; | 39.12:0.67,, | 60.88£0.67,;
480 | 40.58£0.26,, | 59.42£026,x | 71.25:0.58,5 | 29.75:0.58,, | 39.78+0.45,, | 60.22+0.45,«
EY (%) 73.84£1.51 88.14+1.645 91.02+1.483
Pérdida
dteoth;fg;o 36.0+0.53 2224035, 66.3£0.42¢
W, (%)

Los valores en la misma columna con diferentes letras minusculas son significativamente diferentes (P<0.05).
Los valores de en la misma fila con diferentes letras mayusculas son significativamente diferentes (P<0.05).

La emulsion (W1/O/W3)o.79%.2:1.wpc:Lmp fue la que menos protegio al hierro biglicinado contra

de la
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Tabla 8. Didmetro Z-promedio de los complejos Pr:Ps.

Complejos Pr:Ps Diametro z-promedio (nm)
WPC:GA 484.90+0.45 b
WPC:GM 529.40+0.49 ¢
WPC:LMP 398.10+0.36 a

Los valores con letras diferentes son significativamente diferentes (P<0.05).

capa de biopolimeros adsorbida podria ser en gran medida la responsable del grado de
proteccion brindada contra la oxidacion del hierro, debido a que LMP fue el biopolimero con
menor peso molecular (~150, 000 Da) y el didmetro z-promedio del complejo WPC:LMP fue
el mas pequeno de los tres complejos biopoliméricos usados en este trabajo.

Tabla 9. Parametros cinéticos de liberacion para hierro biglicinado desde W hacia W, en las

emulsiones multiples (W;/O/W3)apc durante las primeras 24 h y después de 24 h de
almacenamiento para cada modelo cinético probado.

Parametros cinéticos de liberacion en las emulsiones multiples (primeras 24 h)

(W1/O/\W2)s96, 2:1, wec:ca R? (W1/O/W2)s96, 2:1, wee:mc R? (W1/O/W2)0.796, 2:1, wee:Lmp R?

K (min™) 2.00 x10™ 0.18 2.00 x10™ 0.11 3.00 x10™ 0.16
Kp (Min'?) 4.40x107 0.66 5.20 x107 0.46 8.00 x107 0.60
K (min') 4.60 x10™! 0.68 9.00 x10-1 0.74 1.60 x10' 0.70
Ko (mg-mL%-min™) 1.68 x10” 0.85 1.64 x107 0.88 2.14x102 0.84
Ky (min') 1.10x10? 0.82 1.10x10° 0.84 1.00 x10? 0.78
K, (mL-mg™-min’) -9.00 x10° 0.69 -9.00 x10° 0.67 -6.00 x10° 0.56
Ky (mg-mL*-min%) 7.02 x10™ 0.97 6.88 x10"! 0.98 8.99 x10™! 0.96

Parametros cinéticos de liberacion en las emulsiones multiples (después de 24 h)

K (min') 7.00 x10°° 0.39 9.00 x10°° 0.86 3.00 x10° 0.78
Kpn (Min?) 1.40 x10™! 0.69 1.70 x10™! 0.83 5.00 x10™! 0.90
Ky (min®) 2.40x10° 0.49 2.60x103 0.82 2.40x103 0.89
Ko (mg-mL*-min'%) 4.00 x10™ 0.90 3.00 x10™ 0.82 1.90 x10? 0.85
Ky (min) 1.00 x10° 0.87 8.00 x10°° 0.80 3.00 x10° 0.85
K, (mL-mg™-min™) -3.00 x107 0.85 -2.00 x107 0.78 -6.00 x107 0.79
Ky (mg-mL*-min®%) 9.43 x1072 0.96 7.46 x107 0.92 4.46 x10™ 0.93

Kie, Ken, Ky, Ko, K, Ko, y Ky son las constantes cinéticas de liberacion para los modelos de: Hixson & Crowell, Peppas-Higuchi,
Jorgensen & Christensen, orden cero, primer orden, segundo-orden, e Higuchi respectivamente.
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El grosor de la capa de biopolimeros adsorbida también parece ser un factor clave que afecta
la estabilidad de las emulsiones multiples contra la coalescencia. Entre mayor fue el peso
molecular del polisacarido que formé el complejo biopolimérico Pr:Ps, mayor fue el grosor de
la capa adsorbida, mayores fueron las fuerzas de repulsion por efectos estéricos (McClements,
2005), menores fueron los valores de Kcwuomwszese, ¥ mayor la estabilidad de las emulsiones

multiples (Tabla 9).

9.5. Rendimiento de encapsulacion y cinéticas de liberacion

El rendimiento de encapsulacion (EY) de las emulsiones multiples (W;/O/W;)apc s€ muestra
en la Tabla 7. Los resultados para EY fueron muy similares y siguieron la misma tendencia
que los resultados obtenidos para la concentracién de Fe** en las emulsiones multiples
(W1/O/W3)ap.c, es decir que las emulsiones (W1/O/W2)s02:1.wpc:me Y (W1/O/W2)o.706,2:1,wpc:Lmp
no mostraron diferencia significativa entre sus valores de EY, pero fueron significativamente
mayores que para la emulsion multiple (W;/O/W;)su02:1wec:ca. La concentracion de hierro
total en la fase W; de las emulsiones multiples disminuyo6 significativamente durante el
tiempo de almacenamiento, la disminucién fue de 22.2% para la emulsion
(W1/O/W3)s0.2:1wpc:me, 36.0% para la emulsion (W/O/W>)su 2:1wpc:ca, ¥ 63.3% para la
emulsion (W1/O/W3)o.79%,2:1wpc:Lmp, debido probablemente a que la porcion de hierro que fue
liberada hacia W, se oxid6. En la figura 14 se presentan las curvas experimentales de
liberacion de hierro biglicinado de las emulsiones multiples (W1/O/W3)apc. El ajuste de los
datos experimentales a los modelos cinéticos de Hixson & Crowell, Peppas-Higuchi,
Jorgensen & Christensen, orden cero, primer orden y segundo orden, resultd en valores de

coeficientes de correlacion relativamente bajos (R” entre 0.11 y 0.9), probablemente debido a
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que los datos experimentales mostraron una tendencia a seguir un proceso de liberacion global
que ocurria en dos etapas consecutivas con diferentes constantes cinéticas de liberacion: (1)
una etapa de liberacion inicial que se caracterizaba por un gradiente inducido por la
relativamente alta concentracion inicial de hierro total en W comparado con su concentracion
inicial en W», esta etapa tuvo lugar a periodos de tiempo de almacenamiento relativamente
cortos (~24 h), y (2) una segunda etapa que ocurrid a periodos de tiempo mayores a 24 h,
donde el gradiente disminuy6 drasticamente, probablemente debido a que las concentraciones

de hierro total entre W; y W, tienden al equilibrio.
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Figura 14. Datos experimentales y predichos tedricamente, usando el modelo de Higuchi
(lineas discontinuas), de la liberacion de hierro biglicinado de W; a W, en las
emulsiones mﬁltiples: (Wl/O/W2)5%,2;1’Wpc;GA ------ ;0), (Wl/O/W2)5%’2;1,Wpc;MG
(== A), y (Wi/O/W2)o.7%2:1.wpc:mp (— = @) en el tiempo.
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Los datos experimentales de ambas etapas fueron ajustados al modelo de Higuchi (Higuchi,
1961), obteniendo altos coeficientes de correlacion (R? de 0.92 a 0.98) (Tabla 9). Las
constantes cinéticas de liberacion para el modelo de Higuchi (Ky) para ambas etapas tuvieron

A -1 . .05
los siguientes valores en orden ascendente: 0.69 mg mL~ min

para la emulsion
(W1/O/W3)s02:1.wpc:ma, 0.70 mg mL"! min®? para la emulsion (W1/O/W3)s0.2:1wpc:ca, ¥ 0.90
mg mL"! min®® para la emulsion (W;/O/W3)o.702:1wpc:Lmp €n la primera etapa o etapa de
liberacion rapida, y 0.07 mg mL"! min®? para la emulsion (W1/O/W3)s9 2:1.wpc:mc, 0.09 mg
mL"! min®? para la emulsion (W/O/W2)se2:1 wec:ca, Y 0.45 mg mL"! min®? para la emulsion
(W1/O/W3)o7%2:1wpc:Lmp en la segunda etapa, o etapa de liberacion lenta. Estos resultados
parecen indicar y confirmar que las cinéticas de liberacion de hierro biglicinado desde la fase
acuosa interna hacia la fase acuosa externa de las emulsiones multiples son altamente
dependientes de la longitud de sus vias de difusion, es decir, entre mayor sea el grosor del

complejo interfacial Pr:Ps en las emulsiones multiples (W;/O/W;)apc, mas lenta serd la

cinética de liberacion.

9.6. Reologia de las emulsiones multiples (W1/O/\W3)ap.c.

Las curvas de flujo de las emulsiones multiples (W1/O/W>)ap ¢ recién formadas y después de
siete dias de almacenamiento se muestran en la Figura 14. Todas las emulsiones multiples
(W1/O/W3)apc exhibieron un comportamiento reoadelgazante como consecuencia de la
rapidez de deformacion aplicada. Las gotas de la emulsion son afectadas por la accion de dos
fuerzas opuestas cuando son sometidas a un flujo de corte estacionario macroscopico (Pal,

1996), las cuales estan dadas por: (1) el esfuerzo viscoso de magnitud 7.y, el cual tiende a

deformar en forma longitudinal las gotas (7. es viscosidad de la fase continua, y es la
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velocidad de cizallamiento) y (2) el esfuerzo de magnitud /R que tiende a minimizar la

energia superficial y, por lo tanto, tiende a mantener las gotas en forma esférica (c es la
tension interfacial y R es el radio de las gotas). Cuando se incrementa la magnitud de la
velocidad de cizallamiento, las gotas de las emulsiones empiezan a elongarse en un mayor
grado en la direccion del flujo, dando como resultado una disminucion en la viscosidad del
sistema (caracter pseudoplastico o reoadelgazante).

Las propiedades fisicoquimicas en las interfases tienen un papel importante en la estabilidad
de la emulsion multiple. La elasticidad de la interfase y la repulsion estérica de las gotas son
las razones que se anteponen para explicar el incremento en la estabilidad de una emulsién
(Michaut, Perrin y Hébraud, 2004). Para nuestro caso, estas propiedades son afectadas por el
tipo de polisacarido presente en el complejo biopolimérico usado durante la segunda etapa de
emulsificacion.

La emulsion (W/O/W3)su,2:1.wpc:mg Mostrd un menor cambio en el comportamiento de flujo
después de siete dias de almacenamiento (Fig. 15 a), comparado con las emulsiones
(W1/O/W3)sm2:1wpe:ea, (Fig. 15 b) y (W1/O/W2)orw2:awec:vme (Fig. 15 ¢), lo cual es
indicativo de que las gotas de la emulsion (W;/O/W;)su2:1.wpc:Mc presentan una mayor
estabilidad como consecuencia de la adsorcion de una pelicula biopolimérica mas gruesa en la
interfase aceite-agua externa, la cual incrementa la barrera energética interfacial, aumentando
la resistencia contra los mecanismos de desestabilizacion. La Figura 16 muestra los modulos
Gy G’ de las emulsiones multiples (W;/O/Wj)apc. Para las emulsiones
(W1/O/W2)sw, 1 wpema Y (W1/O/W2)sy, 2.1 wee:ga, €l mddulo viscoso predomind sobre el
modulo elastico (G > G’). La presencia de LMP en la emulsion maultiple
(W1/O/W2)0.79%2:1 wec:mp produjo un aumento en el caracter elastico (mayor valor de G’).
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Figura 15. Viscosidad en funcion de la velocidad de cizalla de las emulsiones multiples
frescas y después de 7 dias de almacenamiento: a) (W/O/W2)sy.2:1.wpc:ma; D)
(W1/O/W2)s9.2:1.wpc:Ga, Y €) (W1/O/W2)o.79.2:1,wpc:Lmp.
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Dicho caracter se ve maximizado por la interaccion del complejo formado por la mezcla
WPC:LMP en la interfase aceite-agua externa de la emulsion multiple, dando como resultado
que en la emulsion (W/O/W2)o.7%2:1.wec:amp €l modulo eldstico haya predominado sobre el
modulo viscoso (G” > G”).

La menor estabilidad presentada por la emulsion multiple (W;/O/W3)0.79%2:1wpc:Lmp €Sta en
estrecha relacion con sus caracteristicas reologicas, puesto que un mayor moédulo eldstico
proporciona mayor dificultad para redispersar la emulsion primaria en la fase acuosa externa
que contiene al sistema WPC:LMP, resultando en una emulsiéon multiple con mayor tamafio
de particula, mayor polidispersidad (mayor valor del parametro “span”) y menor estabilidad

(mayor valor de K¢ (wi/o/w2yb,c) (Tabla 6).
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Figura 16. Comportamiento reolodgico de la emulsion multiple en funcién del tipo de
polisacarido usado en la formacion del complejo biopolimérico.
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La regla de Cox-Merz establece que para un material bien estructurado, la viscosidad
(obtenida mediante pruebas de flujo) y la viscosidad compleja (obtenida mediante pruebas
oscilatorias) son idénticas funciones de la velocidad de corte y de la frecuencia de la
oscilacion. Aunque carece de una base tedrica, este hecho es extrapolado satisfactoriamente
en un gran nimero de sistemas. (Barnes, Hutton y Walters, 1989). De esta forma es posible
construir graficas en las que la viscosidad y la viscosidad compleja se superponen, con lo cual
se comprueba la regla de Cox-Merz. En las figuras 17-19 se muestran graficas para verificar
que la regla de Cox-Merz se cumpla en las emulsiones multiples obtenidas. En la emulsién
(W1/O/W2)se,2:1.wpc:Ga, la regla de Cox-Merz se cumple s6lo en la emulsion recién hecha
(Fig. 17a), lo cual indica que hubo una pérdida de estructura de la emulsioén preparada con
goma arabiga en el tiempo (Fig. 17b). La regla de Cox-Merz se cumple para la emulsion
(W1/O/W2)s,2:1.wpe:mg tanto a tiempo cero (Fig. 18a) como después de 7 dias de
almacenamiento (Fig. 18b), aunque éste ultimo en menor grado. Para el caso de la emulsion
(W1/0/W3)o.79%.2:1wee:Lmp la regla de Cox-Merz no se cumple (Fig. 19 a y b). Estos resultados
también concuerdan con los resultados de estabilidad de las emulsiones y de proteccion contra
la oxidacion del hierro biglicinado anteriormente discutidos puesto que la emulsion mas
estructurada es (W1/O/W2)se,2:1.wpe:ma, aquella que presentd mayor estabilidad y mejor

proteccion contra la oxidacion del hierro biglicinado.
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Figura 17. Aplicacion de la regla de Cox-Merz para la emulsion (W1/O/W>)so, 2.1 wec:Ga Tecién
preparada (a); y después de 7 dias de almacenamiento (b).
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Figura 18. Aplicacion de la regla de Cox-Merz para la emulsion (W1/0/W3)se, 2:1 wpc:gm recién
preparada (a); y después de 7 dias de almacenamiento (b).
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Figura 19. Aplicacion de la regla de Cox-Merz para la emulsion (W1/O/W2)o.79%.2:1 wpc:Lmp
recién preparada (a); y después de 7 dias de almacenamiento (b).
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10. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo podemos concluir los siguientes

puntos principales:

El grosor de la membrana interfacial formada por los complejos biopoliméricos
adsorbidos en la interfase aceite-agua externa de las emulsiones agua en aceite en
agua, estd directamente relacionado con la estabilidad cinética y quimica de las
emulsiones mudltiples, y dicho grosor es dependiente del tipo de polisacarido
empleado en la formacién de los complejos biopoliméricos.

A mayor peso molecular del polisacarido se obtiene un mayor grosor de la capa
adsorbida, tamafios de gota mas pequefios, menor tasa de coalescencia, mejor
proteccion contra la oxidacion del hierro biglicinado, y se logra controlar mas
adecuadamente la liberacion de hierro biglicinado.

Las emulsiones multiples exhibieron un comportamiento reoadelgazante, siendo la
estabilizada con el complejo WPC:MG la que presenta menor cambio en las
propiedades reoldgicas de flujo en el tiempo, lo cual implica mayor estabilidad.

En este trabajo se establecio la metodologia y procedimientos generales para lograr
una eficiente encapsulacion del hierro biglicinado, incrementando la proteccion contra
su oxidacion y controlando la tasa de liberacion del hierro biglicinado de emulsiones
multiples tipo agua en aceite en agua estabilizadas con complejos biopoliméricos
proteina:polisacarido.

Dado que la deficiencia de hierro es la deficiencia nutricional mas comun en paises

desarrollados y en vias de desarrollo, afectando principalmente a lactantes, nifios y
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mujeres en edad reproductiva, se espera que este trabajo contribuya a mitigar este

problema.
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11. PERSPECTIVAS

A la luz de los resultados obtenidos en el presente trabajo, surgen nuevas preguntas e ideas las

cuales podrian perseguirse en futuras investigaciones, ya sea con el objetivo de fortificar

productos alimenticios empleando las emulsiones madltiples producidas mediante la

metodologia descrita en este estudio, o de profundizar méas sobre estudios fisicoquimicos de

dichas emulsiones. A continuacion se sugieren algunos estudios que podrian derivarse a partir

del presente trabajo de investigacion:

Aunque la alta biodisponibilidad del hierro biglicinado es bien reconocida, seria
conveniente llevar a cabo estudios de biodisponibilidad del hierro biglicinado
encapsulado en las emulsiones multiples ya sea in vivo o in vitro simulando
condiciones gastrointestinales.

Una vez que los productos alimenticios sean fortificados con el hierro biglicinado
encapsulado en las emulsiones multiples, sera posible realizar un estudio de
evaluacion sensorial de los alimentos fortificados, y podran estudiarse las posibles
interacciones que ocurran entre los demas componentes alimenticios y el hierro
biglicinado, que causen alguna alteracion en el sabor de los alimentos, por ejemplo
con acidos grasos insaturados.

El estudio de la estabilidad térmica de las emulsiones mdltiples conteniendo hierro
biglicinado seria de gran importancia para cuando se pretendan agregar a alimentos

gue sean sometidos a procesos térmicos durante su proceso de elaboracion.
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e Una parte importante de este trabajo fue la formacion de complejos proteina-
polisacérido, y a partir de este tema se pueden derivar estudios relacionados con la
caracterizacion fisicoquimica de dichos complejos, los cuales incluyan su
caracterizacion reoldgica y el estudio de su capacidad de adsorcion en interfases agua-
aceite mediante estudios de reologia y tension interfacial, asi como corroborar que el
grosor de los complejos formados esté directamente relacionado con la estabilidad de
la emulsion.

e EIl secado por aspersion es una alternativa para la aplicacion en alimentos solidos del
hierro biglicinado microencapsulado, y a partir de aqui pueden derivarse estudios
sobre las condiciones que minimicen la degradacion del hierro biglicinado durante el
proceso de secado por aspersion de las emulsiones mdltiples, y una vez que se
obtengan las microcapsulas secadas por aspersion, estudiar su estabilidad en el
almacenamiento a diferentes condiciones de humedad, temperatura y actividad de

agua para determinar sus condiciones de maxima estabilidad termodinamica.
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13. ANEXOS

13.1. Articulo

Rubén Jiménez-Alvarado, C. Ignacio Beristain, Luis Medina-Torres, Angélica Roman-
Guerrero, E. Jaime Vernon-Carter (2009) Ferrous bisglycinate content and release in
W,1/O/W, multiple emulsions stabilized by protein-polysaccharide complexes. Food
Hydrocolloids. 23: 2425-2433.
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Ferrous bisglycinate aqueous solution was entrapped in the inner phase (W) of water-in-oil-in-water
(W1/0/W3) multiple emulsions. The primary ferrous bisglycinate aqueous solution-in-mineral oil (W1/O)
emulsion contained 15% (w/w) ferrous bisglycinate, had a dispersed phase mass fraction of 0.5, and was
stabilized with a mixture of Grindsted PGPR 90:Panodan SDK (6:4 ratio) with a total emulsifiers
concentration of 5% (w/w). This primary emulsion was re-emulsified in order to prepare W1/O/W
multiple emulsions, with a dispersed mass fraction of 0.2, and stabilized using protein (whey protein
concentrate (WPC)):polysaccharide (gum arabic (GA) or mesquite gum (MG) or low methoxyl pectin
(LMP)) complexes (2:1 ratio) in the W, aqueous phase. The W1/O/W; multiple emulsion stabilized with
WPC:MG (5% w/w total biopolymers concentration) provided smaller droplet sizes (2.05 pm), lower rate
of droplet coalescence (7.09 x 107 s~1), better protection against ferrous bisglycinate oxidation (29.75%
Fe>*) and slower rate of ferrous bisglycinate release from W to W5 (Ky = 0.69 mg mL~! min~%° in the
first 24 h and 0.07 mg mL! min %> for the next 19 days of storage time). Better encapsulation
efficiencies, enhanced protection against oxidation and slower release rates of ferrous bisglycinate were
achieved as the molecular weight of the polysaccharide making up protein:polysaccharide complex was
higher. Thus, the factor that probably affected most the overall functionality of multiple emulsions was
the thickness of the complex adsorbed around the multiple emulsion oil droplets. These thicknesses
determined indirectly by measuring the z-average diameter of the complexes, and that of the WPC:MG
(529.4 nm) was the largest.
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Protein:polysaccharide complexes
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a water-in-oil-in-water (W1/0/W>) multiple emulsion. W1/O/W>
emulsions consist of water droplets dispersed within larger oil

1. Introduction

Ferrous bisglycinate has a great potential as food fortificant
because its absorption in humans is not limited by action of phytates
or polyphenols. The supplementation of ferrous bisglycinate is
usually made by incorporating it directly as a solution in food
systems, but two inconveniences occur: (1) ferrous bisglycinate
interacts with other food components changing the taste of foods,
which is detected by consumers, and (2) it is oxidized easily
(Bovell-Benjamin, Viteri, & Allen, 2000). Thus, an actual research
challenge is how to incorporate ferrous bisglycinate in food systems
in order to diminish or delete these negative effects. One possibility
is to entrap ferrous bisglycinate in the inner aqueous phase of

* Corresponding author. Tel.: +52 55 5804 4648; fax: +52 55 5804 4900.
E-mail address: jvc@xanum.uam.mx (E.J. Vernon-Carter).

0268-005X/$ - see front matter © 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.foodhyd.2009.06.022

droplets, which are on turn dispersed in an aqueous continuous phase
(McClements, 2005). A boost in their use has occurred recently in
diverse fields such as water treatment (Pimentel-Gonzalez, Revah,
Campos-Montiel, Monroy-Hermosillo, & Vernon-Carter, 2008), foods
(Dickinson & McClements, 1996; Lobato-Calleros, Rodriguez,
Sandoval-Castilla, Vernon-Carter, & Alvarez-Ramirez, 2006; Lobato-
Calleros et al., 2008; Muschiolik, 2007), natural colorants protection
(Rodriguez-Huezo, Pedroza-Islas, Prado-Barragan, Beristain, &
Vernon-Carter, 2004), and cosmetics (Bais & Lapasin, 2003), due to
improvements in their stability, primarily through the use of
biopolymers as stabilizing agents in the outer aqueous phase.
Protein-hydrocolloid interactions play a significant role in the
structure and stability of many processed foods, and the control of
these macromolecular interactions is a key factor in the development
of novel food processes and products (Lutz, Aserin, Portnoy, Gottlieb,
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& Garti, 2009), including multiple emulsions. These biopolymers can
chemically interact through covalent bonds or physically through
electrostatic interactions (Dickinson, 2008; Ettelaie, Akinshina, &
Dickinson, 2008). These interactions can be attractive or repulsive,
weak or strong, and specific or non specific (Tolstoguzov, 1998). In
systems as W1/O/W- multiple emulsions, containing several surface-
active components, three types of adsorption mechanisms at the
interface have been described: a) competitive adsorption, b) asso-
ciative adsorption, and c) layered adsorption (Bergenstahl, 1995).

W1/0/W; emulsions with improved stability and homogeneity
in droplet size distribution were prepared by using protein:poly-
saccharide (Pr:Ps) complexes at the external oil-water interface
(Benichou, Aserin, & Garti, 2002). Electrostatic complexation
between biopolymers at the external interface led to a better
coverage of the interface, and to an enhanced stabilization of the
W1/0O/W; emulsions against aggregative mechanisms through
steric effects. Pr:Ps complexation depends on the relative concen-
trations and ratios between the biopolymers (Benichou et al., 2002;
Espinosa-Andrews, Baez-Gonzalez, Cruz Sosa, & Vernon-Carter,
2007; Weinbreck, Nieuwenhuijse, Robjin, & de Kruif, 2003;
Weinbreck, Tromp, & de Kruif, 2004). Furthermore, these variables
influence, to a large extent, the structural and mechanical proper-
ties of multicomponent food systems (Tolstoguzov, 1990).

Studies on the release kinetics of W1/O/W, emulsions have been
done for magnesium (Bonnet et al., 2009) showing that the release
kinetics seemed to be determined by diffusion and/or permeation
mechanisms. Pimentel-Gonzalez et al. (2008) used double emul-
sions with a microbial consortium entrapped in the inner aqueous
phase for degrading methyl tert-butyl ether (MTBE) contained in
the outer aqueous phase. The emulsifier dissolved in the oil phase
helped to transport the MTBE from the outer to the inner aqueous
phase. This type of diffusion is known as facilitated transport, and
can work in the reverse direction for leaching out a material
contained in the inner aqueous phase (Kralj & Brecevic, 1998).

The aim of this work was to entrap ferrous bisglycinate in the
inner aqueous phase (Wj) of W1/O/W, emulsions stabilized by
protein:polysaccharide complexes in the outer aqueous phase (W5)
and to determine the effect of the relative concentrations and ratios
between the biopolymers, and the pH where -electrostatic
complexation is maximized on: (a) W1/O/W, emulsions droplet
size and stability; (b) ferrous bisglycinate encapsulation yield; (c)
ferrous bisglycinate protection against oxidation; and (d) release
kinetics of ferrous bisglycinate from the inner aqueous phase to the
outer aqueous phase of the multiple emulsions.

2. Materials and methods

Ferrous bisglycinate powder was provided by UNIPHARM de
Mexico, S.A. de C.V. (State of Veracruz, Mexico), containing 18-20%
of elemental iron. Mineral oil (NF-85 food grade from Materiales y
Abastos Especializados, S.A. de C.V., Mexico, D.F., Mexico) was used
as the oil phase (O) of the W1/O/W, multiple emulsions. The water-
soluble surfactant (WS) (Panodan SDK, esters of monoglycerides
and diglycerides of diacetyl tartaric acid) and the oil-soluble
surfactant (OS) (Grindsted PGPR 90, esters of polyglycerol and
polyricinoleate fatty acids) were purchased from Danisco Mexico,
S.A. de C.V. Mesquite gum (MG) tears were hand collected in the
Mexican State of San Luis Potosi, Mexico, were pulverized in a Bicor
mill and, in order to stop enzymatic activity, dissolved in water at
77 °C for 1 h in a Polinox jacketed vessel with a propeller type
agitator, filtered with high-flow supercel in a Shriver filter press
and dried in a Bowen BLSA spray-drier with an inlet temperature of
175 °C (Vernon-Carter et al., 1996). Low methoxyl pectin (LMP)
(Grindsted LC-950) was provided by Dannova Quimica, S.A. de C.V.
(Mexico, D.F, Mexico). Gum arabic (GA) was purchased from

Sigma-Aldrich Quimica S.A. de C.V. (Toluca, State of Mexico,
Mexico). Whey protein concentrate (WPC; Hilmar 8000) containing
80% protein in dry basis was acquired from Hilmar Ingredients
(Hilmar, CA, USA). Analytical reagents used for the determination of
iron were: o,0/-bipiridyl purchased from Sigma-Aldrich Quimica
S.A. de CV. (Toluca, State of Mexico, Mexico), ascorbic acid
purchased from Tecsiquim S.A. de C.V. (Toluca, State of Mexico,
Mexico), standard iron powder (99.99%), anhydrous sodium acetate
purchased from Productos Quimicos Monterrey, S.A. (Monterrey,
State of Nuevo Leon, Mexico), and glacial acetic acid purchased
from ]J.T. Baker, S.A. de C.\V. (Xalostoc, State of Mexico, Mexico).
Deionized water was used in all the experiments, and sodium azide
(Hycel de Mexico, S.A. de C.V., Mexico, D.F,, Mexico) was used as
preservative.

2.1. Preparation of emulsions

W1/O/W, multiple emulsions were prepared at 25 °C using
a two-stage emulsification procedure (Rodriguez-Huezo et al,,
2004).

2.1.1. Formulation of W;/0 emulsions

In the first stage, 0.5 dispersed phase mass fraction (gw1/0)
water-in-oil (W1/O) primary emulsions were prepared, with
different total surfactant concentrations (6, 8, 10, 12 and 14% w/w),
and OS:WS ratios (9:1, 8:2, 7:3, 6:4, and 5:5). The primary emul-
sions were coded as (W1/O)y,, where the subscript x denotes the
total surfactants concentration, and subscript y denotes the OS:WS
ratio. In all the cases a 30% (w/w) ferrous bisglycinate aqueous
solution (W) was dripped into the oil phase (O) homogenizing by
means of sonication (Sonics Vibra Cell VCX 130 PB, Sonics &
Materials, Inc., Newtown, CT, USA) at 70% amplitude and frequency
of 20 kHz for 15 min.

2.1.1.1. Rate of coalescence of (W3/0)yy emulsions. The droplet sizes
of the (W1/O)xy emulsions were determined with a Malvern Mas-
tersizer 2000 (Malvern Instruments Ltd., Malvern, Worcestershire,
U.K.), using commercial soy oil (refractive index 1.475) as disper-
sant. The number volume mean diameter (dsp) of the (W1/O)xy
emulsions was determined over time. The rate of coalescence (K¢
(w1joyy) of the primary emulsions was determined as reported by
Ruiz-Ramos et al. (2006). The primary emulsion that had the lowest
rate of coalescence was selected for formulating the multiple
emulsions.

2.2. Conditions leading to the formulation of W;/0/W,
multiple emulsions

Prior to formulating the W;/O/W, multiple emulsions, the zeta
potential of the individual biopolymers solutions, the yield and
composition of the Pr:Ps complexes were determined, and this
information was used for establishing the usage conditions to be
used in W5.

2.2.1. Zeta potential

Aqueous solutions 5% (w/w) of WPC, GA, MG, and 2% (w/w) LMP
were prepared and stored at 4 °C during 24 h in order to allow their
complete hydration. The zeta potential of the biopolymers aqueous
solutions was determined at different pH values using a Malvern
Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd., Malvern, Worcester-
shire, UK). pH of aqueous solutions of biopolymers was adjusted by
the addition of 0.1N HCl and/or 0.IN NaOH. The pH where the
maximum stoichiometric difference of the electrostatic charges
between protein and polysaccharide occurred (pHg) was
determined.
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2.2.2. Protein:polysaccharide complexation, coacervate yield
and z-average diameter

Solutions of binary mixtures of biopolymers (Pr:Ps) were
prepared at different total biopolymers concentrations (from 1 to
10% (w/w)) for the WPC:GA and WPC:MG mixtures, and from 0.4 to
1.6% (w/w) for the WPC:LMP mixture and at different ratios (0.5:1
to 4:1), and stored for 24 h at 4 °C in order to allow their complete
hydration. The pH of these solutions was adjusted in a range from
1.5 to 5 using 0.1IN HCl, and monitored to determine if Pr:Ps
complexes were formed through their precipitation (complex
coacervates). These biopolymers solutions were stored during 48 h
at 4 °C. The complex coacervates were dehydrated at 45 °C in an
oven until constant weight was achieved. The coacervate yield was
calculated with the following equation:

%RC = € 100 1)
mgp

where %RC is the coacervate yield, mgp is the total mass of the

biopolymers used in the preparation of the binary mixtures, and mc¢

is the mass of the dehydrated complex coacervate.

Additionally, the z-average diameter of the Pr:Ps complexes,
previous to their dehydration, was determined by means of laser
light scattering using Malvern Zetasizer Nano ZS, as indirect
method for providing information regarding the thickness of the
adsorbed biopolymer layers around the oil droplets of the multiple
emulsions.

2.2.3. Composition of the protein:polysaccharide complexes

Elemental composition of the complex coacervates was deter-
mined using an elemental analysis equipment PE2400 series II
CHNS/O (Perkin-Elmer, USA), calculating the total carbon,
hydrogen, and nitrogen concentrations in the Pr:Ps complexes
samples, using the nitrogen concentration as differential element
between the protein and the polysaccharides used. The quantity of
polysaccharide in the coacervate was calculated from the following
equation:

%Nc — %Nwec

%POLYSACCHARIDE = ———_"—~
%Nps — Nwpc

100 (2)
where %Nc, %Nwpc, and %Nps, are the nitrogen concentrations found
in the Pr:Ps complexes, in WPC, and in the polysaccharides used
respectively.

2.2.4. Formulation of (W1/O/W3)ap,c multiple emulsions

The (W1/0O)y, primary emulsion with the lowest Kcow1/oy,y was
re-emulsified in aqueous binary mixtures of biopolymers (WPC:GA,
WPC:GM, and WPC:LMP) producing (W1/O/W3)yp multiple
emulsions, where the subscript a denotes the total biopolymers
concentration, the subscript b denotes the Pr:Ps ratio, and the
subscript c denotes the mixture of biopolymers. Total concentration
and ratio of biopolymers used for formulating the (W1/O/W3)gp,c
multiple emulsions was established from the results of coacervate
yield. Thus, the three following emulsions (W1/0/W3)s%2:1.wpc:GA,
(W1/0/W2)s%2:1wpeme,  and  (W1/O/Wa)o.7%2:1.wpc:vp — Were
produced. The re-emulsification of the primary emulsion was made
by dripping it into the mixture of biopolymers, homogenizing by
means of sonication (Sonics Vibra Cell VCX 130 PB, Sonics &
Materials, Inc., Newtown, CT, USA) at 50% amplitude and frequency
of 20 kHz for 15 min. The dispersed phase mass fraction in the (W;/
O/W3)q,p,c emulsion (¢w1/0/w2) was 0.2 in all the cases. Immediately
after the emulsion was formed, the pH of multiple emulsions was
adjusted to the pH where the formation of Pr:Ps complexes was
maximized (pHc), using 0.1N HCl in order to allow the formation of
a biopolymeric complex at the outer oil-water interface.

2.2.5. Rate of coalescence of (W1/0/W3)ap multiple emulsions

The rate of coalescence of (W1/O/W3)qp, multiple emulsions
(Kcew1/oyw2)a,b,c)» Was determined using the methodology described
in Section 2.1.1.1, but using water instead of oil as dispersant.
Additionally the span of the (W;/O/W3)qp, multiple emulsions,
a dimensionless width parameter that can provide a relative
measure the polydispersity of the emulsions droplet size was
determined.

2.3. Protective effect of the (W1/O/W>),p,c multiple emulsions
against ferrous bisglycinate oxidation

The ferrous iron (Fe?™), total iron, and ferric iron (Fe>*) contents
were determined spectrophotometrically (AOAC, 1995, chap. 18).
10 mL of the (W1/O/W3)qp multiple emulsion were dissolved in
HCl (0.2% v/v) and diluted with water in order to achieve
a concentration of ~3 mg of total iron per 100 mL. Fe?* content was
determined by its complexation with a,¢/-bipiridyl at pH 4.5 and
measuring the absorbance at 523 nm using a spectrophotometer
(Spectronic Genesys2, Thermo Fisher Scientificc, Waltham, MA.,
USA). Total iron content was determined by reducing Fe3* with
ascorbic acid to Fe?*, and complexing it with a,o/'~dipiridyl. Fe**
content was determined by the difference between total iron minus
Fe?* along 480 h.

2.3.1. Encapsulation yield and release kinetics

W, was separated from (W;/O/W;),p, emulsion by centrifuga-
tion at 1500 rpm for 15 min at 4 °C using a HERMLE Z323K high-
speed centrifuge (Hermle, Labortechnic, Germany). Total iron in W5
was quantified during storage time, as a measure of the release
kinetics of ferrous bisglycinate.

Encapsulation yield was determined with the following
equation:

Fe(w1 JO/W,) — Few2 o
Feaw, 0w,

where EY is the ferrous bisglycinate encapsulation yield
percentage, Feqw1/o0/wz) is the total iron present in the whole (W1/0/
W3)qp,c emulsion, and Feyy, is the total iron present in W5. EY was
determined for fresh samples and for samples after 20 days of
storage.

EY =

100 (3)

2.2+

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30
Time (days)
Fig. 1. Change in the number volume mean diameter (dsg) of (Wi 0)xy primary

emulsions: (Wyjo)oxa:1 (€); (Wijo)ioxs:2 (@); (Wijo)ioxz:3 (A); (Wiohoxe:a (V):
and (Wy0)10%,5:5 (M) primary emulsions over time.



2428 R. Jiménez-Alvarado et al. / Food Hydrocolloids 23 (2009) 2425-2433

Table 1

Coalescence rates (Kcwijoxy) of the (Wq/O)y, primary emulsions, subscript x
denotes total surfactant concentration and subscript y denotes OS:WS ratio.

(W1/0)xy Keowijopwy
y (s
9:1 115 x 10> b
8:2 123 x107°a
7:3 145 x 107° a
6:4 1.91 x 10°%d
5:5 1.82 x 106 ¢
8 9:1 1.81 x 106 ¢
8:2 1.87 x 10 % ¢
7:3 1.85 x 10 % ¢
6:4 147 x 10°%d
5:5 1.84 x 106 ¢
10 9:1 651 x 107 f
8:2 952 x 107 e
7:3 9.16 x 107 e
6:4 252 %107 ¢g
5:5 899 x 107 e
12 9:1 6.72 x 1077 f
8:2 9.48 x 10" e
7:3 9.20 x 10" e
6:4 253 x107"g
5:5 912 x 107 e
14 9:1 945 x 107 e
8:2 552 x 1077 f
7:3 416 x 1077 f
6:4 252 x107¢g
5:5 395 x 1077 f

Values in the same column bearing different letters are significantly different

(P < 0.05).

Jorgensen & Christensen model : [Few, | /[Few,],

The release kinetic of ferrous bisglycinate from Wy to W, phase
of the multiple emulsions was fitted to the following models:

Hixson & Crowell model : (1 — [Fey,]/ [FeWZ}O)]/ ?
— —Kyct+1 (4)
Peppas-Higuchi model : [1 — Few, ]/ [Few,],= Kput" (5)

zeta potential (mV)

1.5 2.0 25 3.0 3.5 4.0 4.5

Fig. 2. Zeta potential in function of pH for biopolymers solutions: (o) WPC; (#) GA;

(A)MG; (@) LMP.

1/(1-n
=1-[(1—nK(t — )] /" (6)
Zero-order model : [Few,| = [Few,],—Kot (7)
a 5r
—— 1% wiw
SOF  —m 3%ww
< 45F —*— S%wiw
< —A— 7% wiw
T 4 s 10%ww
=
8 35¢
z
3 30
3
o 25|
20
15 L L L L L J
0 1 2 3 4 5 6
pH
b 55¢
—— 1% wiw
50F —m—3%ww
~ 45} —— 5% wiw
S —A— 7% wiw
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=
8 35
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8 30
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o 25F
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Fig. 3. Coacervate yield based on the pH value and total biopolymers concentration for
the binary systems: a) WPC:GA, b) WPC:MG, and c¢) WPC:LMP in a 2:1 ratio,
respectively.
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First-order model : In [Few,| = In [Few,]|,—K;t (8)
Second-order model : 1/[Few,| = 1/[Few,],+Kxt 9)
Higuchi’s model : [Few,] = Kyt'/? (10)

where [Fews] is the concentration of total iron in W, at time t, [Fe]o
is the initial concentration of total iron in W5, n is a fitting
parameter and Kyc, Kpn, Kj, Ko, Ky, K>, and Ky are release rate
constants.

2.4. Statistical analysis

Data were analyzed using a one way analysis of variance
(ANOVA) and a Tukey test for a statistical significance p < 0.05,
using the software NCSS 2000 (Kaysville, Utah, USA). All experi-
ments were done in duplicate.

3. Results and discussion
3.1. Characterization of the (W1/0)xy primary emulsion

The effect of OS:WS ratio on d3g of the (W;/O), primary
emulsions manufactured with a total biopolymer concentration of
10% (x = 10%) with time is shown in Fig. 1. Similar behavior was
observed for total surfactant concentrations of 6, 8,12 and 14% (data
not shown). The ds o of fresh primary emulsions varied from 0.8 to
2 um, increasing as the OS concentration decreased (Fig. 1). After 30
days of storage at room temperature, ds o of the primary emulsions
increased significantly when prepared with a total surfactant
concentration lower than 9% (w/w). The Kcwijoyxy did not vary
significantly when total surfactant concentration was higher than
10% (w/w), indicating that the emulsions had a good stability
against droplet coalescence in accordance to the criteria estab-
lished by Kitchener and Mussellwhite (1969). The Kcow1joy,y of the
most stable (W1/O)yy primary emulsions are shown in Table 1.
Lowest Kcowi1joyy was achieved with a 6:4 OS:WS ratio and 10%
total surfactant concentration. Increasing the surfactants concen-
tration above 10% did not produce significantly lower Kcow1/oy,y SO

55 —
50 -
45 -
40
35
30 -
25 -

20 +

Coacervate yield (%)

15 |

10

1 3

that the (W1/0)10%6:4 primary emulsion was used as the dispersed
phase in the elaboration of the W1/O/W, multiple emulsions.

3.2. Effect of pH, concentration, and ratio of biopolymers
on the coacervate yield

As can be seen in Fig. 2, the isoelectric point (pI) of the WPC was
4.3 (ionic strength ~0.02), whereas the pH value at which the
polysaccharides (GA, MG, LMP) lost the capacity to ionize their
carboxyl groups was near to 1.5 (ionic strength ~0.04). Similar
values have been reported for GA and whey protein (WP) by
Weinbreck, Wientjes, Nieuwenhuijse, Robjin, and de Kruif (2004).
Interactions between WPC and the polysaccharides were estab-
lished through zeta potential sweeps of the biopolymeric solutions
in a pH range from 1.5 to 5. The pHg varied depending on the type of
polysaccharide used, resulting a pHg of 3.0 for WPC:GA, 3.5 for
WPC:MG, and 3.0 for WPC:LMP (Fig. 2). Independently of the total
biopolymer concentrations used, the pH of maximum coacervate
yield (pHc) for each Pr:Ps binary mixture occurred at the same
values at which pHg occurred, i.e., 3.0 for WPC:GA, 3.5 for WPC:MG,
and 3.0 for WPC:LMP (Fig. 3). From Fig. 3 we can also observe that
the maximum coacervate yield for the binary mixtures WPC:GA
(51.35%) and WPC:GM (50.59%) occurred at a total biopolymer
concentration of 5% (w/w). When the total biopolymer concentra-
tion decreased to 3% and 1% (w/w), the total coacervate yield
decreased significantly, but remained practically constant as it
increased to 7% and 10% (w/w) (Fig. 3a, b). The effect of total
biopolymer concentration on coacervate yield can probably be best
explained in terms of the polyelectrolyte behavior of macromole-
cules (Pasika, 1977). lonization of the attached function aids in the
solubilization of the polyelectrolyte, which dissolves to yield
a polyion and counterions. The polyion holds a large number of
charges in close proximity because they are attached to the
macromolecular backbone, and although the polyion has mobility,
the individual charges attached to the chain do not. Not all of the
counterions are free to move about. The free ions form a counterion
cloud about the polyion, whereas the immobilized ions are bound
to a specific site or point of the macromolecular backbone. As the
polyelectrolyte solution is diluted, more and more of the site-bound
counterions are released, building the charge of the macro ion,

ratio 0.5:1
A ratio 1:1
EH ratio 2:1
E=] ratio 3:1
RN ratio 4:1

Total biopolymers concentration (%w/w)

Fig. 4. Coacervate yield based on the ratio between biopolymers and total biopolymers concentration of WPC:MG at pH = 3.5 in the outer aqueous phase of the multiple emulsions.
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Fig. 5. Micrographs of (W;/O/W,) multiple emulsions containing ferrous bisglycinate,
stabilized with whey protein concentrate (WPC):mesquite gum(GM) (2:1 ratio; 5%
w/w) complex: a) immediately after to be prepared, b) after 2 days, and c) after 20 days
of storage time.

Table 2

16

14 -

12

10

d3 o (um)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Time (days)

Fig. 6. Change in the number volume mean diameter (ds ) of: (W1/O/W2)sx2:1.wpc:ca
(®); (W1/O/W2)s2:1wec:mc (A ); and (W1/O/Wa)o7%2:1wec:vp (@) multiple emul-
sions over time.

which expands. Expansion on dilution cannot occur indefinitely,
due to flexibility constraints in the macromolecular backbone. The
more expanded is the polyion, the higher is the “stiffness” of the
macromolecular backbone and the exposed charged sites possess
less freedom for interaction. This phenomenon, in addition to the
fact that the numbers of polyions available in diluted systems are
lower explain the sharp decrease in coacervate yield at low
biopolymers concentrations. At relatively high biopolymers
concentrations, the degree of ionization of the macromolecule is
lower, and the flexibility of the macromolecular backbone is much
higher as it is less expanded, so that the charged sites are more
readily available for interaction, thus resulting in higher coacervate
yields. These results are important in that they pinpoint that
neither too low nor high total biopolymers concentrations allow for
an efficient coacervate formation (Espinosa-Andrews et al., 2007).

The maximum coacervate yield for the binary mixture
WPC:LMP (90.21%) happened at 0.7% (w/w) (Fig. 3c), which was
almost as twice better as the best concentrations (5-10%) for the
WPC:MG and WPC:GA mixtures (Fig. 3a, b). These coacervate yield
differences can be attributed to the differing macromolecular
structures of the polysaccharides. While MG and GA consist of
a mixture of highly branched arabinogalactan heteropolymers
(Fenyo & Vandevelde, 1990; Vernon-Carter, Beristain, & Pedroza-
Islas, 2000), LMP dominant’s feature is a linear chain of a-(1 — 4)-
linked p-galacturonic acid units with varying proportions of the
acid groups present as methoxyl (methyl) esters (Voragen, Pilnik,
Thibault, Axelos, & Renard, 1995). The linear macro ion (LMP)
continues to expand in the absence of structural limitation,
compared to the branched species (MG and GA) which reach a limit
of expansion earlier because of their structural makeup (Pasika,
1977). Thus, LMP has a greater capability for interaction.

Droplet size at zero time and Kcwi/ojwz2)ab,c Of the (W1/O/W2)qp multiple emulsions.

Multiple emulsions (W1/O/W3)gp,c ds o Fresh (W1/O/W2)qb,c

multiple emulsions (um)

Span (dimensionless)

Keew1/o/w2)ab.e
after 20 days of storage (s~)

a b c

5.0% 2:1 WPC:GA 3.24 + 0.08;, 3.85 + 0.04p 8.16 x 10’7b
5.0% 2:1 WPC:MG 2.05 + 0.07, 1.70 £ 0.03, 7.09 x 1077,
0.7% 2:1 WPC:LMP 7.97 £ 0.39. 8.79 £ 0.18, 1.25 x 1075,

Values in the same column bearing different letters are significantly different (P < 0.05).
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Change in the amount of Fe?* and Fe>* across the time and encapsulation yield for the whole (W1/O/W,)q 5. multiple emulsions, and loss of total iron in W, after 480 h of

storage time.

Time (h) (W1/0/W2)sx2:1,wec:ca (W1/0/W2)s%2:1,wpc:mG (W1/0/W2)o.7%.2:1,wpc:Lmp
Fe?* from total Fe>* from total Fe?*from total Fe>*from total Fe?*from total Fe>*from total
iron (%) iron (%) iron (%) iron (%) iron (%) iron (%)
0 60.38 £ 0.517n 39.62 £ 0.51,5 89.88 & 0.65n5 10.12 + 0.65,4 92.01 + 1.6055 7.99 £ 1.60,1
48 59.12 + 0.70¢p 40.88 + 0.70,8 87.85 £ 0.524¢ 12.15 + 0.52p 4 57.08 + 0.45¢4 42.92 + 0.45,c
72 53.85 + 0.42.5 46.15 £+ 042, 85.72 + 0.21¢¢ 14.28 + 0.21.5 51.24 + 0.42: 5 48.76 + 0.42.¢
9% 5328 + 031eg 4672 + 0315 85.72 + 0.15;¢ 1428 + 0.15.4 47.12 + 049 4 a 52.88 + 0.49.c
144 50.73 + 0254 4927 + 02545 84.06 + 038 15.94 + 03844 47.89 + 0.3044 5211 + 0.304c
168 49.22 + 0.2948 50.78 + 0.294 81.37 £ 0.274¢ 18.63 + 0.27.a 45.22 £+ 0.15. 5 54.78 + 0.15¢¢
192 46.80 + 0.53.a 53.20 + 0.53¢8 81.97 + 0.1948 18.03 + 0.19¢ A 46.30 £+ 0.35¢44 53.70 + 0.354,¢8
240 55.34 + 1.65,8 44.66 + 1.65p 77.52 £ 0.54.c 22.48 + 0.54¢5 42.49 + 0.61pa 57.51 + 0.61¢c
336 42.99 + 0.57p8 57.01 + 0.57¢g 69.77 £+ 0.75,¢ 30.23 £ 0.75p4 39.12 + 0.67,4 60.88 & 0.674¢
480 40.58 + 0.26,4 5942 + 0.26g8 71.25 + 0.58p 29.75 £ 0.58p 39.78 £ 0.45, 4 60.22 + 0.45g8
EY (%) 73.84 + 1.51, 88.14 + 1.64g 91.02 + 1.48g
Loss of total iron in W (%) 36.0 &+ 0.53p 22.2 + 0354 66.3 £ 0.42¢

Values in the same column bearing different small case letters are significantly different (P < 0.05). Values in the same row bearing different capital letters are significantly

different (P < 0.05).

Coacervate yield was not only affected by the total concentration
of the biopolymers used, but also by the ratio between the
biopolymers. In Fig. 4, it is observed that the maximum coacervate
yield was obtained using a Pr:Ps ratio equal to 2:1 for WPC:MG at
PHE, similar results were found for WPC:GA and WPC:LMP binary
mixtures (data not shown). This ratio was confirmed experimen-
tally by determining the chemical equivalents of each biopolymer
by titration with 0.1N NaOH, being 0.7 mEq/g for WPC, 1.4 mEq/g for
GA, 1.35 mEq/g for GM, and 1.3 mEq/g for LMP.

The GA, MG and LMP concentration in the coacervates was
determined by elemental analysis and used as an indicative of
coacervates yield. Maximum polysaccharides concentration in the
coacervates (data not shown) was obtained at pHc, total biopoly-
mers concentrations of 5% for WPC-GA and WPC-MG, and 0.7% for
WPC-LMP, and a biopolymer ratio of 2:1, agreeing with the results
given above.

3.3. Characterization of the (W1/O/W>)ap multiple emulsions

All the multiple emulsions formed were type C systems (Fig. 5)
where most of the multiple emulsion droplets contain a substantial
number of inner droplets; the inner droplets in a type C emulsion
are usually flocculated and rather close-packed (Dickinson &
McClements, 1996). The binary biopolymer mixtures affected
significantly the ds, and the span of the freshly prepared (W;/O/
W3)q,pc multiple emulsions, and in consequence in the Kcowijoy
W2)a,b,c (Table 2). The (W]/O/W2)5%‘2;1'Wpc;]v[c, multiple emulsion
exhibited significantly lower initial dsg, span and Kcwwijow2)
followed by the (W]/O/W2)5%231,WPQGA, and by the (W]/O/
W>)o.7%,2:1wpc:Lmp multiple emulsions, respectively. Thus, an initial
lower span value combined with a smaller droplet size in the fresh
emulsions, resulted in emulsions that showed a greater stability,
i.e,, a lesser change in their droplet size per unit volume with aging
time (Fig. 6). Food emulsions normally contain a range of different
droplet sizes and the larger droplets tend to cream more rapidly

Table 4
Z-average diameter of Pr:Ps complexes.

Pr:Ps complex Z-average diameter (nm)

WPC:GA 48490 + 045 b
WPC:GM 529.40 + 049 ¢
WPC:LMP 398.10 £ 0.36 a

Values bearing different letters are significantly different (P < 0.05).

than the smaller droplets, so that there is a distribution of creaming
rates within the emulsion, with the net result that there is both
a droplet concentration profile and a droplet size profile in the
vertical direction within an emulsion. As the larger droplets move
upward more rapidly they collide with smaller droplets
(McClements, 2005), forming three-dimensional droplets aggre-
gates that eventually coalesce and destabilize the emulsions.

3.4. Protective effect of the (W1/0/W>)ap multiple emulsions
against ferrous bisglycinate oxidation

All the (W1/0O/W3)gp, multiple emulsions showed a significant
decrease in their Fe’* content with storage time (Table 3). (W1/0/
W, )s%2:1wpc:mc  emulsion  presented the smallest difference
between the initial and final Fe?>* content, followed by the (W;/0O/
W2)s%,2:1.wpc:ca and (W1/O/W3)o.7%2:1,wpc:uvp multiple emulsions,
respectively. The (W1/O/W3)o.7%2:1.wpc:imp showed a non-signifi-
cant different initial Fe™ content from the (W |O/W3)5%2:1wpc:MG
multiple emulsion, but it was the one that suffered the most drastic
Fe?* content decrease with storage time (92.0%-39.78%). On the
other hand, the (W1/O/W3)s%2:1wpc:ca multiple emulsion entra-
pped a significantly initial lower amount of Fe*?, but its Fet?
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Fig. 7. Theoretically predicted (using Higuchi’s model; discontinuous lines) and
experimental data of ferrous bisglycinate release from W; to W, in: a) (W;/O/
W2)sz2:1wWpC:GA (ovvvvine ; #), b) (Wi/O/Wa2)sz2wpc:am (= = =5 A), and ¢) (W4/O/
W3)s92:zwec:vp (— —; @) multiple emulsions.
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Table 5

Kinetic parameters of release of ferrous bisglycinate from W, to W5 phases of (W;/O/W5)4 5 multiple emulsions during the first 24 h and after 24 h for each kinetic model
tested.

Kinetic parameters of release from multiple emulsions (first 24 h)
(W1/0/W2)s%, 2:1,.wpc:ca R? (W1/0/W2)s%, 2:1,wpc:MG R? (W1/0/W2)o.7%, 2:1,wpc:LMP R?

Kyc (min~') 2.00 x 104 0.18 2.00 x 104 0.11 3.00 x 104 0.16
Kpyz (min—2) 4.40 x 1072 0.66 5.20 x 1072 0.46 8.00 x 1072 0.60
Kj (min~") 460 x 107! 0.68 9.00 x 10-1 0.74 1.60 x 10! 0.70
Ko (mg mL~! min~!) 1.68 x 1072 0.85 1.64 x 1072 0.88 2.14 x 102 0.84
Ky (min~1) 1.10 x 103 0.82 1.10 x 1073 0.84 1.00 x 103 0.78
Ky(mL mg~' min~1) -9.00 x 10~° 0.69 —9.00 x 107> 0.67 —6.00 x 10~ 0.56
Ky (mg mL~" min~%%) 7.02 x 10! 0.97 6.88 x 10" 0.98 8.99 x 10" 0.96
Kinetic parameters of release from multiple emulsions (after 24 h)

Kyc (min~") 7.00 x 106 0.39 9.00 x 10~ 0.86 3.00 x 10~ 0.78
Kpy (min—2) 1.40 x 107! 0.69 1.70 x 107! 0.83 5.00 x 107! 0.90
Kj (min~") 240 x 1073 0.49 2.60 x 1073 0.82 240 x 1073 0.89
Ko (mg mL~! min~!) 4.00 x 10~* 0.90 3.00 x 10~* 0.82 1.90 x 103 0.85
Ky (min~') 1.00 x 107> 0.87 8.00 x 107 0.80 3.00 x 102 0.85
Ky(mL mg~' min~1) —3.00 x 1077 0.85 —2.00 x 1077 0.78 —6.00 x 1077 0.79
Ky (mg mL~! min—0°) 943 x 102 0.96 7.46 x 1072 0.92 446 x 107" 0.93

Kic, Kpn, Ky, Ko, K1, K2, and Ky are the release rate constants for: Hixson & Crowell, Peppas-Higuchi, Jorgensen & Christensen, zero-order, first-order, second-order, and Higuchi’s

model respectively.

content was non-significantly lower than that of the (W;/O/
W3)o.7%.2:1wpc:Lmp multiple emulsion at the end of the storage time
(Table 3). These results suggest that both the Fe?* entrapment
capacity and the protection against the oxidation of ferrous
bisglycinate were dependent of the type of polysaccharide used in
the Pr:Ps complex forming the outer interfacial membrane of the
multiple emulsions. A significantly higher protection against
ferrous bisglycinate oxidation was provided by the (W;/0/
W3)s%2:1wpe:mc than the (W1/O/W3)sy2:1.wpc:ca multiple emul-
sion, despite that GA and MG have similar chemical composition
and physicochemical characteristics (Vernon-Carter et al., 2000). It
has been reported that MG has a considerably greater molecular
weight (~2, 120, 000 Da) (Vernon-Carter, Pedroza-Islas, &
Beristain, 1998) than GA (<1, 000, 000 Da) (Fenyo & Vandevelde,
1990), which is in agreement with results of z-average diameter of
the Pr:Ps complexes presented in Table 4, so that it is probable that
the adsorbed layer around the multiple emulsion containing MG is
thicker than that containing GA, and that the resistance opposing
the diffusion of pro-oxidant agents is directly proportional to the
adsorbed biopolymer membrane thickness. The (W;/0/
W3 )o.7%.2:1.wpc:Lmp multiple emulsion provided the worst protection
against Fet? oxidation, and these results tend to confirm that the
thickness of the adsorbed biopolymer layer might be in great
measure responsible for providing protection to Fe?* against
oxidation, as LMP had the lowest molecular weight (~ 150, 000 Da)
among the three polysaccharides used and the WPC:LMP complex
zeta-average diameter was the smallest among the three
complexes used in this study. Adsorbed layer thickness seems to be
also the main factor affecting multiple emulsion stability against
coalescence. The greater the molecular weight of the poly-
saccharide making up the Pr:Ps complex, the greater the adsorbed
layer thickness, the greater the steric repulsion forces (McClements,
2005), the lower the (K¢ (w1jow2)ab,c) values, and the higher the
multiple emulsion stability (Table 2).

3.4.1. Encapsulation yield and release kinetics

The EY of the (W1/O/W3)qp multiple emulsions is shown in
Table 3. The results for EY were very similar and followed the same
tendencies as that displayed by the Fe?* concentrations the (W;/O/
W3)qp multiple emulsions, i.e., that the (W1/O/W2)s5%2:1.wpc:MG
and (W1/O/W2)o7%2:1wpc:imp multiple emulsions showed non-
significant differences in EY between themselves, but significantly
higher EY than the (Wllo/WZ)S%,Z:l,WPC:GA multiple emulsion.

The amount of total iron within W1 for each (W1/0/W3)q . multiple
emulsion diminished significantly in all cases with storage time as
follows: 22.2% for (W]/O/W2)5%‘2;1'Wpc;MG, 36.0% for (W]/O/
W2)s%,2:1,wpc:ca, and 66.3% for (W1/0/W3)o.7%,2:1,wpc:LMp, Tespec-
tively, probably because the portion of iron that was released into
W, was oxidized.

Experimental release curves of the ferrous bisglycinate from the
(W1/0/W3)gp,c multiple emulsions are given in Fig. 7. Fitting of the
experimental data to Hixson & Crowell, Peppas-Higuchi, Jorgensen
& Christensen, zero, first and second-order kinetics provided rela-
tively low correlation coefficients (R? ranged in between 0.11 and
0.90), probably because the data seemed to follow a global release
process that occurred in two consecutive single processes with
different release kinetic rates: (1) An initial stage characterized by
a steep gradient induced by the relatively high initial total iron
concentration in the interior of W1 compared to its concentration in
W5, which took place at short storage times (~24 h), and (2)
a second stage occurring at storage times larger than 24 h, where
the gradient drastically diminished, probably because the concen-
trations in total iron between Wy and W, tended to equilibrium.
The data of both the steep and the relatively flat gradient stages of
Fig. 7 were fitted to Higuchi’s model (Higuchi, 1961), obtaining high
correlation coefficients (R* from 0.92 to 0.98) (Table 5). Higuchi’s
release kinetics constants (Ky) for the steep gradient stage were
from lower to higher as follows: 0.69 mg mL~! min—°? for (W;/0/
W3)s%2:1wpe:mc, 0.70 mg mL~" min =02 for (W1/0/W2)s2:1wec:Ga,
and 0.90 mg mL™! min70'5 for (Wl/0/W2)0.7%,2:1'WPC:LMP, and for the
second relatively flat gradient stage were 0.07 mg mL~' min~°" for
(W1/O/W2)s52:1qwpeime, 009 mg mL~' min % for (W;/O/
W2)5%,2:1,WPC:GAy and 0.45 mg 1‘1‘1[‘71 min70'5 for (W]/O/
W2)o.7%2:1wpc:Lmp, Tespectively. These results seem to indicate and
confirm that release kinetics of ferrous bisglycinate from the inner
aqueous phase of the multiple emulsions to the outer aqueous
phase is highly dependent on the length of the diffusion pathways,
i.e. the thicker the Pr:Ps complex interfacial membrane thickness in
the (W;1/O/W3)qp, multiple emulsions, the slower the release
kinetics.

4. Conclusions
In this work a methodology and the general guidelines for

achieving an efficient encapsulation, enhancing the protection
against oxidation and controlling the rate of release of ferrous
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bisglycinate from water-in-oil-in-water multiple emulsions stabi-
lized with protein:polysaccharides complexes was established.
Given that ferrous deficiency is the most common nutritional
deficiency in both the industrialized and developing worlds,
affecting mostly infants, children, and women of childbearing age,
we hope that this work helps to mitigate this problem.
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13.2. Potencial zeta

Los coloides estan en todas partes y la medicion del potencial zeta puede ser utilizado para su
conocimiento y control. Entre ellos pueden incluirse complejos sistemas alimenticios como
las emulsiones, bioldgicos como la sangre o sistemas funcionales como las pinturas. En cada
caso las propiedades fisicas y funcionales de los sistemas estan fuertemente afectadas por las
propiedades de los coloides. Por su tamafio microscopico, las fuerzas de unién en la
superficie del coloide y el liquido son las que determinan su comportamiento. Uno de los
mayores efectos de la superficie son los fendmenos electrocinéticos. Cada coloide contiene
una carga eléctrica que suele ser de naturaleza negativa, aunque también puede ser positiva.
Estas cargas producen fuerzas de repulsion electrostatica entre los coloides vecinos. Si la
carga es suficientemente elevada los coloides permanecen discretos, dispersos y en
suspension. Reduciendo o eliminando estas cargas se obtiene el efecto opuesto y los coloides

se aglomeran y sedimentan fuera de la suspension.

La Doble Capa. Se usa el modelo de la doble capa para visualizar la atmdsfera idnica en la
proximidad del coloide cargado y para explicar como actlan las fuerzas eléctricas de
repulsion. Es posible entender este modelo como una secuencia de etapas que ocurren
alrededor de un solo coloide negativo, si los iones que neutralizan sus cargas son

repentinamente sacados.

Veamos primero el efecto del coloide sobre el ion positivo (llamado contra-ion) en la
solucion. Inicialmente, la atraccidon del coloide negativo hace que algunos iones positivos
formen una rigida capa adyacente alrededor de la superficie del coloide; esta capa de contra-
iones es conocida como la capa de Stern (Fig. 20). Otros iones positivos adicionales son
todavia atraidos por el coloide negativo, pero estos son ahora rechazados por la capa de Stern,

asi como por otros iones positivos que intentan acercarse al coloide. Este equilibrio dindmico
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resulta en la formacion de una capa difusa de contra-iones. Los contra-iones tienen una alta
concentracion cerca de la superficie, la cual disminuye gradualmente con la distancia, hasta
que se logra un equilibrio con la concentracién de los contra-iones en el seno de la

disolucién.

En forma similar, aunque opuesta, en la capa difusa hay un déficit de iones negativos,
Ilamados co-iones pues tienen la misma carga que el coloide. Su concentracion se incrementa
gradualmente al alejarse del coloide, mientras que las fuerzas repulsivas del coloide son
compensadas por los iones positivos, hasta alcanzar nuevamente el equilibrio. La capa difusa
puede ser visualizada como una atmdsfera cargada rodeando al coloide. A cualquier distancia
de la superficie, la densidad de carga es igual a la diferencia de concentracion entre iones
positivos y negativos. La densidad de carga es mucho mayor cerca del coloide y
gradualmente disminuye a cero cuando las concentraciones de iones positivos y negativos se
asemejan. Los contra-iones de la capa de Stern y de la capa difusa en conjunto dan origen a la
Ilamada doble capa. El espesor de esta doble capa depende del tipo y concentracién de los

iones de la solucion.

Contra-lon PoSItiVO  s——
Co-lon Negativo "1 Q ]
o
]
3 ]
e @
@
9
Coloide Altamente QO ° J
Negativo @
Lo Y
Capa de Stern Q% [} b <
*
Lo 9 o
Capa Dif @
apa Difusa : @ 5 ? Q
Q 5 Q
lones en Equilibrto © Q
con Solucion 4[ - ? ° [* ]

Figura 20. Esquema que muestra el modelo de la doble capa.
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El Potencial Zeta. El coloide negativo y su atmosfera cargada positivamente producen un
potencial eléctrico relativo a la solucién. Este tiene un valor maximo en la superficie y
disminuye gradualmente con la distancia, aproximandose a cero fuera de la capa difusa. La
caida del potencial y la distancia desde el coloide es un indicador de la fuerza repulsiva entre
los coloides en funcion de la distancia en la cual estas fuerzas entran en juego. Un punto de
particular interés es el potencial donde se unen la capa difusa y la de Stern. Este potencial es
conocido como el potencial zeta, el cual es importante porque puede ser medido de una
manera muy simple, mientras que la carga de la superficie y su potencial no pueden medirse
(Fig. 21). El potencial zeta puede ser una manera efectiva de controlar el comportamiento del
coloide puesto que indica cambios en el potencial de la superficie y en las fuerzas de

repulsion entre los coloides.

Potencial de superficie

Capa de Stern

Potencial Z

Potencial Z
( Baja concentracion)

Potencial
I

Capa difusa

| 1 1 [~ ] |

Distancia del coloide

Figura 21. Localizacién del potencial Zeta dentro de la doble capa.
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La determinacion del potencial zeta puede realizarse mediante la determinacion de la
movilidad electroforética de las particulas coloidales. Esta técnica consiste en la adaptacion
de dos electrodos colocados en los extremos de una camara (celda electroforética) y
conectados a una fuente de poder, creandose un campo eléctrico que cruza la celda. Los
coloides cargados migran en el campo y su movimiento y direccion estan relacionados con su
potencial zeta, la intensidad del campo, la constante dieléctrica y viscosidad del medio. Todos
estos parametros estan readicionados en la ecuacion de Henry:

_ 2851 (K,)

U E
3n 4)

donde:

S esel potencial zeta

Ue es la movilidad electroforética

€ es la constante dieléctrica del sistema
" es la viscosidad

f(K,) es la funcion de Henry, que generalmente presenta valores entre 1.0-1.5
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13.3. Cambio en el diametro volumétrico medio (dso) de las emulsiones primarias a
diferentes concentraciones totales de tensoactivo.

d,, (um)

Tiempo ( dias)

Figura 22. Cambio en el diametro volumétrico medio (ds;p) de las emulsiones primarias:

(Wi/O)sw9:1  (0);  (Wi/O)sws2(®);  (Wi/O)s%,73(A);  (Wi/O)svsa(V); Y
(W1/0)6%,5;5(I) en el tiempo.

d,, (um)

LA, LA EL A DL LA BN R
o 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30

Tiempo (dfas)

Figura 23. Cambio en el didmetro volumétrico medio (ds) de las emulsiones primarias:

(W1/0)8%.9:1 (©); (W1/O)ge.3:2(®); (W1/0)s39,7:3(A); (W1/O)s9,6:4( ¥ ); y (W1/O)ge,.5.5(m) en el
tiempo.
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0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30
Tiempo (dias)

Figura 24. Cambio en el didmetro volumétrico medio (d3 ) de las emulsiones primarias:

(W1/0)12%.9:1 (©); (W1/0)129%.8:2(®); (W1/O)129.7:3(A); (W1/0)129%,6:4( ¥ ); ¥ (W1/O)129,5:5(m)
en el tiempo..

Tiempo (dfas)

Figura 25. Cambio en el didmetro volumétrico medio (d3 ) de las emulsiones primarias:

(W1/0)14%.9:1 (©); (W1/0)14%,8:2(®); (W1/O)14%7:3(A); (W1/0)14%,6:4( ¥ )5 Y (W1/O) 149 5:5(m)
en el tiempo.
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