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Resumen

Se desarrollaron matrices coloidales de pectina nativa y oxidada para mejorar la
biodisponibilidad del hierro a través del tracto digestivo. El bisglicinato ferroso (Gly-Fe),
obtenido por precipitacion de la quelacion de glicina a Fe2+, se mezcld con pectina citrica
nativa y oxidada con peroxido, y posteriormente se liofiliz6. Los controles incluyeron
matrices con hierro y glicina sin quelacion. Las muestras resultantes se caracterizaron
mediante FTIR, SEM y TGA/DSC antes y después de la digestion in vitro, que se realizd
en fluidos simulados salivales, géastricos e intestinales. Durante estas digestiones se
evalud la capacidad de hinchamiento y la liberacion de hierro. Todas las formulaciones
de matriz fueron porosas y, si bien la oxidacion de la pectina no altero la estructura,
cambié sus propiedades, aumentando la estabilidad térmica, probablemente debido a un
mayor numero de posibilidades de interaccidn a través de los grupos carbonilo generados
durante la oxidacion. Esto también dio como resultado una menor capacidad de
hinchamiento, observandose una mayor estabilidad cuando se usaba el complejo quelado.
Se encontré mayor hinchamiento en los fluidos gastricos e intestinales. La oxidacion de
la pectina también incremento la retencién de la forma quelada, al contrario de lo que se
observo con el hierro no quelado. Por lo tanto, existe un efecto importante de la oxidacién
de pectina combinada con hierro en forma de bisglyscinato ferroso sobre la estabilidad de
la matriz y la liberacion de hierro a través del tracto digestivo. Estas matrices podrian
potencialmente mejorar la biodisponibilidad del hierro, disminuyendo los cambios

organolépticos en los alimentos fortificados con hierro.

Palabras clave: pectina citrica; pectina modificada; bisglicinato ferroso; transporte de

hierro; digestion matricial



Abstract

Colloidal matrices of native and oxidized pectin were developed to improve iron bioa-
vailability through the digestive tract. Ferrous bisglycinate (Gly-Fe ), obtained by
precipitation of glycine chelation to Fe2+, was mixed with native and peroxide-oxidized
citrus pectin, and subsequently lyophilized. Controls included matrices with iron and
glycine without chelation. The resulting samples were characterized through FTIR, SEM,
and TGA/DSC before and after in vitro digestion, which was performed in simulated
salivary, gastric, and intestinal fluids. During these digestions, swelling capacity and iron
release were assessed. All matrix formulations were porous, and while pectin oxidation
did not alter architecture, it changed their properties, increasing thermal stability, likely
due to greater number of interaction possibilities through carbonyl groups generated
during oxidation. This also resulted in lower swelling capacity, with greater stability
observed when using the chelated complex. Higher swelling was found in gastric and
intestinal fluids. Pectin oxidation also increased retention of the chelated form, contrary
to what was observed with unchelated iron. Thus, there is an important effect of pectin
oxidation combined with iron in the form of ferrous biglyscinate on matrix stability and
iron release through the digestive tract. These matrices could potentially improve iron

bioavailability, diminishing organoleptic changes in fortified iron foods.

Keywords: citrus pectin; modified pectin; ferrous bisglycinate; iron transport; matrix

digestion



Resum

Es van desenvolupar matrius col-loidals de pectina nativa i oxidada per millorar la
biodisponibilitat del ferro a través del tracte digestiu. El bisglicinat férric (Gly-Fe),
obtingut per precipitacié de la quelacio de la glicina a Fe2+, es va barrejar amb pectina
citrica nativa i oxidada amb peroxid, i posteriorment es va liofilitzar. Els controls incloien
matrius amb ferro i glicina sense quelacié. Les mostres resultants es van caracteritzar
mitjancant FTIR, SEM i TGA/DSC abans i després de la digestio in vitro, que es va
realitzar en fluids salivals, gastrics i intestinals simulats. Durant aquestes digestions es va
avaluar la capacitat d'inflor i I'alliberament de ferro. Totes les formulacions de la matriu
eren poroses i, tot i que I'oxidacio de la pectina no va alterar l'arquitectura, va canviar les
seves propietats, augmentant I'estabilitat termica, probablement a causa del major nombre
de possibilitats d'interaccié mitjancant grups carbonil generats durant I'oxidacio. Aixo
també va provocar una menor capacitat d'inflor, amb una major estabilitat observada quan
s'utilitzava el complex quelat. Es va trobar una inflor més gran en els liquids gastrics i
intestinals. L'oxidacio de la pectina també va augmentar la retencio de la forma quelada,
al contrari del que es va observar amb el ferro no quelat. Aixi, hi ha un efecte important
de l'oxidacio de la pectina combinada amb el ferro en forma de biglyscinate ferric sobre
I'estabilitat de la matriu i l'alliberament de ferro a través del tracte digestiu. Aquestes
matrius podrien millorar potencialment la biodisponibilitat del ferro, disminuint els

canvis organoléeptics en els aliments fortificats amb ferro.

Paraules clau: pectina de citrics; pectina modificada; bisglicinat férric; transport de ferro;

digestio matricial
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CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

En Ecuador los productos secundarios que se generan en los procesos industriales de
frutas, se tratan generalmente como desechos, si bien pueden ser potenciales materias
primas para nuevos productos en funcién de sus caracteristicas, solo una minima parte es
usada para la produccion de fertilizante, el resto ha ocasionado conflictos ambientales por
la dificultad en la gestion de estos desechos (Ulloa, 2012). La gran disponibilidad de
frutas y el crecimiento de la produccion industrial de bebidas han permitido que en el pais
incremente la elaboracion de jugos frescos, el cual genera una gran cantidad de residuos
compuestos principalmente por cortezas, restos de pulpa y semillas. En el pais estos
residuos son tratados como desechos sélidos urbanos y pasan por un sistema de
recoleccion, almacenaje y disposicion final que en resumen genera gastos tanto para las
comercializadoras como para los sistemas publicos de aseo. Los residuos que se obtienen
del procesamiento de la fruta estdn constituidos principalmente por carbohidratos
mayoritariamente pectinas, fibra y proteinas, ademas de aceites esenciales en distintos
porcentajes. Estos compuestos pueden ser extraidos o separados para la generacion de
nuevos productos de valor comercial por medio de distintos procesos, tales como el
aislamiento de la pectina. Por ejemplo, el 75% del cultivo de maracuyé se industrializa
para la obtencién de jugo concentrado, ya que el jugo representa un 30% - 40% de la
fruta, mientras que la cascara se presenta el 50-60%, y las semillas 10-15%. (Macias
Camacho, 2014). En la industria de la preservacion de alimentos, la pectina es utilizada
principalmente como un agente gelificante, en la fabricacion de jaleas, mermeladas y
gelatinas. La pectina también encuentra aplicacion en varias operaciones de
procesamiento de alimentos tales como sopesar, estabilizacion o agente formador de
espuma. La pectina es una materia prima cuya demanda ha aumentado de acuerdo a los

8



datos provistos por el Banco Central del Ecuador, en los que se muestra que, en el 2013,
la demanda era cercana a las 53 120 toneladas de pectina, pero, no hay empresas
productoras nacionales por lo que la mayoria de la demanda se provee a través de las
importaciones de paises productores como Colombia, México, Alemania, Brasil, entre

otros (Macias Camacho, 2014).

Por otro lado, en el campo de la fortificacion de alimentos se conoce la incorporacion de
metales como el hierro para prevenir y contrarrestar enfermedades, sin embargo, no se
garantiza la biodisponibilidad o absorcion adecuada por el organismo, gracias a
componentes que se encuentran en los alimentos que atrapan el hierro y otros cationes

metalicos, asocidndolo con problemas de salud como la anemia (Yunarti et al., 2013).

Por esta razon se ha pensado en una forma de aprovechamiento que puede ser de alto
valor econdémico y ambiental, proponiendo la extraccién de pectina a partir de los
desechos de fruta, puesto que se conocen varias aplicaciones para este compuesto tanto
en el campo médico como en la industria, para poder aportar con el cambio en la matriz
productiva del Ecuador y contribuir con el aprovechamiento de desechos para el uso
industrial y cuidado ambiental, junto con el mejoramiento de productos agroalimentarios

para cuidar y mejorar la salud de las personas.

1.1.  El hierro como catién para la fortificacion de alimentos.

La deficiencia nutricional del hierro es una de las mas extendidas. Globalmente mas de 2
billones de personas sufren de anemia por deficiencia de hierro, por esta razon la
fortificacion de alimentos con hierro ha sido recomendada como uno de los enfoques
preferidos para prevenir y erradicar la deficiencia de hierro (Mehansho, 2006). El éxito
de la fortificacion de hierro depende de un nivel significativo de hierro biodisponible en

los alimentos sin afectar el sabor y la apariencia del producto final consumido. La
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biodisponibilidad del hierro en el cuerpo no esta completamente garantizada porque los
componentes de los alimentos pueden atrapar el hierro y otros cationes metalicos como
zinc y cobre, lo que provoca problemas de salud como la anemia. El contenido de Fe 'y
otros minerales es generalmente alto en las legumbres. Sin embargo, las legumbres
también contienen factores antinutricionales, como inhibidores de proteinasa, lectina,
oligosacaridos de rafinosa, saponinas, polifenoles y fitatos. Los factores antinutricionales
reducen el valor nutricional de un alimento al reducir la digestibilidad o la
biodisponibilidad de los nutrientes. El fitato, y algunos de los productos de degradacion
del fitato, son inhibidores bien conocidos de la absorcion de minerales dietéticos
esenciales, en particular el hierro no hemo y el Zn. Ciertos polifenoles que se unen al Fe
son potentes inhibidores de la absorcion del hierro no hemo (Sandberg, 2002). El 4cido
fitico no es digerible para humanos o animales, y se sabe que es antinutritivo como
inhibidor de la adsorcion de hierro en alimentos a base de soya como la leche de soya, el
tempeh y el tofu (0,4% p/v, 0,2% p/v, 0,1% p/v, respectivamente), asi como en granos,
legumbres, semillas oleaginosas y frutos secos (Yunarti et al., 2013). El fitato
(hexafosfato de inositol) constituye del 1 al 3 % de los granos de cereales, las semillas de
legumbres y las nueces, y también se presenta en bajas concentraciones en las raices, los
tubérculos y las verduras. En particular, los cereales integrales y las legumbres tienen un
alto contenido de fitato y también de los minerales Zn, Fe y Mg. En las semillas de
leguminosas, el fitato se encuentra en los cuerpos proteicos del endospermo. El fitato se
presenta como un complejo aminado, que es insoluble al pH fisioldgico del intestino. Se
considera antinutricional y reduce la absorcion en el intestino humano de minerales
dietéticos esenciales como Fe, Zn y Ca. Se ha demostrado una inhibicion dependiente de
la dosis de la absorcion de Fe, Zn y Ca por parte del fitato en humanos. Ademas,

recientemente se descubrid que el trifosfato de inositol y el tetrafosfato contribuyen al
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efecto negativo sobre la absorcion de Fe de los alimentos procesados que contienen una
mezcla de fosfatos de inositol, probablemente por interacciones con los fosfatos de

inositol mas fosforilados (Sandberg, 2002).

Ciertos polifenoles son capaces de unirse al Fe, o que hace que el Fe unido al complejo
no esté disponible para la absorcion. Segun Sandberg (2022), la cantidad de grupos
galoilo fenolicos que se unen al Fe en los alimentos corresponde aproximadamente al
grado de inhibicion de la absorcidn de Fe, sin embargo, llego a la conclusion de que todos
los tipos principales de polifenoles alimentarios pueden inhibir fuertemente la absorcién
dietética de hierro no hemo. Las legumbres contienen cantidades variables de polifenoles
y generalmente las cantidades se consideran mas altas en las semillas de colores. Se
encontré que los frijoles de la especie Phaseolus vulgar contienen altas cantidades de
polifenoles, mientras que el contenido de polifenoles en los guisantes es muy bajo

(Sandberg, 2002).

Las sales de oxalato también son poco solubles en el pH intestinal. Se sabe que el &cido
xalico disminuye la absorcion de Ca en animales monogastricos. El efecto del oxalato en
la absorcion de Ca en humanos es menos claro. Sin embargo, los estudios con oxalato de
calcio sugieren que otros factores en las espinacas contribuyen a la baja absorcion de Ca.

Cierta cantidad de acido oxalico también existe en los frijoles (Sandberg, 2002).

Las fuentes de hierro altamente biodisponibles (sulfato ferroso y fumarato ferroso) son
solubles en ambientes acuosos neutros o &cidos, pero pueden causar cambios
organolépticos que dan como resultado una baja aceptabilidad y una vida util mas corta
del producto (Hurrell, 2022). La fortificacidén con hierro puede causar resabio metalico,
sabor inaceptable como resultado de la rancidez mediada por la oxidacion de las grasas,

cambios de color indeseables como resultado de interacciones con antocianinas,
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flavonoides y taninos, y degradacion de vitaminas, por ejemplo, vitamina C y vitamina
A, que son importantes para la absorcion y utilizacion de hierro, y metales como el yodo
de la oxidacién de yoduro y yodato a yodo libre que escapa como gas (Hurrell, 2022;
Mellican et al., 2003). El desarrollo de una tecnologia de enriquecimiento que hace que
las fuentes de hierro sean mas biodisponibles y méas compatibles con el vehiculo
alimentario, sigue siendo un desafio para los cientificos de alimentos y la industria
alimentaria. Por lo tanto, este problema se ha abordado mediante la quelacion de
minerales con un aminodcido, mas comunmente glicina (C2H5NQO2), que tiene una
estructura lo suficientemente estable para la proteccién mineral en el proceso digestivo y
lo suficientemente débil para la liberacion de minerales en el intestino. Los suplementos
de hierro producidos con este método han tenido éxito en la reduccién de la anemia por
deficiencia de hierro en mujeres embarazadas (Abdel Moety et al., 2017). La capacidad
quelante de la glicina también se puede utilizar con varios cationes metalicos como el
zinc y el cobre, entre otros (Tepavitchar vitcharova et al., 2012). Lo mas importante es
que en varios casos se ha demostrado la alta biodisponibilidad de los quelatos en los
procesos de absorcion digestiva, como el bisglicinato de hierro como alternativa en la
prevencion y tratamiento de la anemia en recién nacidos (Bagna et al., 2018; O. Pineda &

Ashmead, 2001).

1.2.  La Glicina como transportador de cationes

La glicina forma parte en la sintesis de colageno y elastina, constituyen la tercera parte
del total de residuos de aminoacidos de estas proteinas. Ademas, este aminoacido
participa en la sintesis de muchos compuestos en el metabolismo, como el glutation, que
actla principalmente en la lucha contra el estrés oxidativo. La glicina también participa
en la desintoxicacion de acido benzoico y como neurotransmisor (Jackson A.A., 1991).

Sin embargo, algunas investigaciones han demostrado problemas en cémo se distribuye
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la glicina en la sintesis de colageno y en otras funciones metabolicas cuando existe una
deficiencia en la dieta (Meléndez-Hevia et al., 2009). La estequiometria de una reaccién
catalizada por la enzima glicina hydroxymethyltransferasa (GHMT) que usa el
tetrahidrofolato (THF) como coenzima, limita gravemente la capacidad de sintesis de
glicina para satisfacer las demandas del metabolismo, que es menor de lo que necesita el
ser humano o un animal de gran tamafo. La glicina es catalogada como un aminoéacido
no esencial, porque puede ser sintetizada por el metabolismo del cuerpo, a pesar de que
existen evidencias de que el cuerpo no lo produce en la cantidad suficiente. Incluso varios
estudios clinicos y nutricionales han demostrado la relacién entre ciertos problemas de
salud y la deficiencia de glicina, por lo que la glicina deberia considerarse como un

aminoéacido condicionalmente esencial (Jackson A.A., 1991; Zhong et al., 2003)

Se sugiere que problemas como la artrosis se debe en parte a la deficiencia de glicina, ya
que esta relacionados con los tejidos conectivos, en los que el colageno y la elastina son
componentes mayoritarios. La evaluacion detallada de todas las posibles fuentes de
glicina, ya sea de la sintesis, alrededor de 3 g / dia, junto con la disponible de la dieta, en
el rango de 1.5-3.0 g / dia, puede ser significativamente menor que la cantidad necesaria
para todos los usos metabolicos, incluida la sintesis de colageno en alrededor de 10 g por
dia para un humano de 70 kg de peso. Este resultado apoya sugerencias anteriores en la
literatura que la glicina es un aminoacido semi-esencial y que debe tomarse como un
suplemento nutricional para garantizar un metabolismo saludable (Meléndez-Hevia et al.,

2009)

El pH de la solucidn de glicina es importante, debido a que dos de sus grupos principales,
amino y carboxilo, se pueden encontrar protonados o no. A pH acido se encuentra como
un &cido diprético, es decir, tanto el grupo carboxilo como el grupo amino, estan

protonados; el valor debe estar por debajo del pK1 (COOH) (2,34). Al afiadir equivalentes
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de base el grupo a-carboxilo (-COOH) se disocia cediendo protones al medio y
convirtiéndose en un grupo (COO); el grupo carboxilo no estaria protonado, pero el
grupo amino si. En el pl (punto isoeléctrico) practicamente el aminoacido es Zwitterion,
es decir, el aminoacido es eléctricamente neutro; en el caso de la glicina su pl = 5,97.
Afadiendo mas equivalentes de base, el grupo amino (-NH3+) se disocia también,
obteniéndose la forma totalmente desprotonada de la glicina (pK2 > 9,60) (Clemente J.
et al., 2017). En las figuras 1 y 2 se pueden apreciar estas diferencias en el aminoacido

respecto a su pH.

+ 4

NH, NH, NH,

| pK, | pK: |
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COOH COO~ COO~

Figura 1: Diferentes estados de protonacion segun pH. Fuente: (Nelson D., 2019)
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Figura 2: Curva titulacién Glicina. Fuente: (Nelson D., 2019)
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En la publicaciéon cientifica de la agencia europea de seguridad alimentaria “EFSA
Journal”(EFSA, 2006), se publicé que la solubilidad y la estabilidad del bisglicinato
ferroso depende del pH; en el caso de este compuesto también se menciona que es
inestable a pH basico debido a la rotura de los enlaces quelatos. Por esta razon no se
obtendran los cristales a pH basico. Por otro lado, segun el estudio realizado por

Clemente, J. 2017, a pH neutro no se detectd quelacion Gly-Fe.

1.3.  Bisglicinato ferroso

En una investigacion realizada por Yunarti R. 2013, se fortifico tres alimentos a base de
soja (leche de soja, tempeh y tofu), con FeSO4.7H20, bisglicinato ferroso y la mezcla de
Na-glicina con FeSO4.7H20, como fuentes de hierro. Los resultados mostraron que con
el bisglicinato ferroso aumenta la biodisponibilidad y absorcion del cation metalico,
debido a que se pudo prevenir en un mayor porcentaje la formacién del fitato de hierro,
que es un complejo insoluble y no absorbible en el intestino (Yunarti et al., 2013). El
porcentaje maximo de biodisponibilidad para el tofu y tempeh se produjo con la adicion
de 50 mg de FeSO4.7H20 con el 51% y 74% respectivamente. Sorprendentemente la
biodisponibilidad maxima de la leche de soja alcanzara el 48% después de la adicién de
100 mg de FeS0O4.7H20. El porcentaje méximo de biodisponibilidad para tofu y tempeh
con la adicion de 36 mg de bisglicinato ferroso fue 55% y 86%, respectivamente, mientras
que de la leche de soja alcanz6 el 55% después de la adicion de 75 mg de bisglicinato
ferroso. La fortificacion con hierro también se hizo con la adicidn in situ de la mezcla
entre Na-glicina y FeSO2.7H.0 a la matriz de muestra. El porcentaje de efectividad de la
fortificacion disminuy6 con una mayor cantidad de adicion de hierro. La eficacia maxima
en porcentaje de tofu, y tempeh se produjo en la adicion de 50 mg de FeSO,.7H20 con el
46% y 56%, respectivamente, mientras que la eficacia maxima de la leche de soja alcanza

el 33% después de la adicion de 100 mg de FeSO».7H0. La fortificacion con bisglicinato
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ferroso mostrO mejores resultados para cada muestra. La adicion de fortificante de
bisglicinato ferroso proporcionar mayor eficacia que los otros fortificantes. Los iones en
forma de bisglicinato ferroso son mas estables porque los iones Fe estan en forma de
quelatos que se unen a la glicina, esto hace que sea mas dificil que el acido fitico ataque
a los iones de Fe. Mientras que el uso de la mezcla in situ de Na-glicina y FeSO2.7H20
como fortificante podrian hacer posible que no todos los iones Fe en FeSO,.7H20 se unan

con glicina para formar un complejo de bisglicinato estable (Yunarti et al., 2013)

El bisglicinato ferroso es una fuente de hierro quelado con glicina, pero al igual que otros
compuestos de hierro solubles en agua, se oxida facilmente a Fe®** lo que provoca un
desarrollo descolorido y oxidacion de grasas cuando se agrega a alimentos y bebidas. Un
pH por encima de 5, favorece la formacion de Fe®*" sobre Fe?*. La propiedad
electroquimica del hierro se utilizd para desarrollar una tecnologia de fortificacion con
hierro. Se basa en un modelo denominado “Bloquear-Desbloquear”. Durante la "Etapa de
bloqueo”, la tecnologia estd disefiada para mantener el hierro no reactivo. Se
utilizaron dos estrategias diferentes, 1 ) quelacion-modulacién redox (para productos con
un pH <5) y 2) encapsulacién (para productos con un pH >5). (Yunarti et al., 2013). La
regulaciéon oxido-reduccién del hierro se puede aplicar para prevenir la oxidacion de
ferroso a férrico. EI medio se reduce disminuyendo el pH agregando acidos organicos y
agentes reductores. Bajar el pH con acido citrico y reducirlo con acido ascérbico evita la
oxidacion del hierro ferroso a férrico. Por el contrario, cuando el bis-glicinato ferroso se
afiadia al agua sin la tecnologia de modulacién redox, se oxidaba rapidamente a la forma
férrica. Sin embargo, como lo indica la absorbancia a 560 nm y el porcentaje de hierro
ferroso recuperado, la tecnologia de modulacién redox es efectiva para prevenir la
oxidacion de [Fe 2* ] a [Fe** ]. Es importante sefialar que este fendmeno de oxidacion de

hierro no es exclusivo del bis-glicinato ferroso. Se sabe que los compuestos ferrosos en
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general se oxidan a la forma férrica cuando se agregan a alimentos y bebidas (Yunarti et

al., 2013).

La estabilizacion del hierro ferroso por modulacion redox tiene su propia limitacion en
un ambiente por encima de pH 5. Un pH mas alto favorece la formacion de [Fe 3 ] sobre
[Fe 2" ]. Ademas, la tasa de reduccion del hierro férrico por agentes reductores como el
acido ascorbico disminuye notablemente a medida que aumenta el pH. Por lo tanto, se ha
utilizado una tecnologia basada en encapsulacion para resolver los problemas
relacionados con el hierro en productos con un pH superior a 5. El hierro se volvié no
reactivo durante la formulacién y el almacenamiento aislandolo de los componentes del
vehiculo (p. €j., taninos, grasas y vitaminas) y agentes oxidantes. (p. ej., oxigeno disuelto
y cloro) utilizando emulsionantes formadores de vesiculas o liposomas (p. ej.,
lecitina). La tecnologia funciona solo para fumarato ferroso y succinato ferroso. La razon
probable es que estos son menos polares gque las otras fuentes de hierro solubles en agua,
como el citrato ferroso, el tartrato ferroso y el sulfato ferroso. EI fumarato ferroso se
mezcla con lecitina, que es un emulsionante formador de vesiculas. Cuando la mezcla de
hierro y lecitina se expone al agua, las moléculas de lecitina forman rapidamente una
bicapa. Después de mezclar, se transforman en vesiculas. Los resultados obtenidos
mediante la adicion de estabilizadores de bicapa conocidos (p. ej., colesterol y
fitoesteroles) mostraron que la estabilizacidn del fumarato ferroso y el succinato ferroso

depende de la formacidon de bicapa por lecitina (Yunarti et al., 2013).

Se ha demostrado que la tecnologia de fortificacién con hierro basada en la quelacion-
modulacion redox. 1) resuelve el problema del desarrollo de mal color y mal sabor
mediado por el hierro, y 2) entregan hierro biodisponible clinicamente probado. Ademas,
los datos de estabilidad tanto en forma de polvo como de bebida mostraron que no tiene

efecto sobre la estabilidad de las multiples vitaminas y el yodo que se administraron junto
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con el hierro. Se ha demostrado que la tecnologia es sélida durante la fabricacion, el
almacenamiento, la distribucion y el consumo de una bebida de fruta en polvo fortificada
(Mehansho, 2006). Tenga en cuenta que existe una limitacion en el uso del hierro redox-

estabilizado. Debido a que depende del pH, solo funciona en productos con pH <5.

Se ha demostrado que la encapsulacion de fumarato ferroso a base de lecitina es eficaz
para prevenir el desarrollo de mal gusto, mal sabor y regusto metalico sin comprometer
la biodisponibilidad. Ademas, debido a que es compatible con productos con pH superior
a 5, tiene potencial para amplias aplicaciones de fortificacion de alimentos. Sin embargo,
la solidez de la tecnologia aun no se ha demostrado durante la ampliacién, el
almacenamiento, la distribucion y el consumo. Actualmente, hay varias fuentes de hierro
encapsulado (p. €j., sulfato ferroso, fumarato ferroso y pirofosfato férrico micronizado)
disponibles en el mercado. Los aceites hidrogenados se utilizan para encapsular las
fuentes de hierro. Sin embargo, la tecnologia tiene limitaciones en productos que
probablemente estén expuestos a temperaturas mas altas durante el procesamiento,
almacenamiento o preparacion. Se ha demostrado que los productos fortificados con
hierro encapsulado provocan un desarrollo de mal color cuando la preparacién se lleva
por encima del punto de fusion de los aceites hidrogenados (45-65°C). Ademas, se
observo que las sales fortificadas con fuentes de hierro encapsuladas en aceite
hidrogenado (sulfato ferroso, fumarato ferroso) desarrollan una apariencia indeseable

cuando se almacenan en un ambiente relativamente himedo (Zimmermann, 2004).

La generacion de formas coloidales obtenidas mediante gelificacion idnica de
carbohidratos, como la pectina, con Fe*? es uno de los métodos alternativo para la
elaboracion de suplementos con el objetivo de maximizar la biodisponibilidad de los

nutrientes (Olive Li et al., 2014), mediante el cual, el nutriente que deseamos absorber,
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es encapsulado con una capa continua de material, como un revestimiento, que permite

hacer una separacion fisica con la matriz del alimento.

Se han desarrollado varias tecnologias para la fortificacion de hierro evitando la pérdida
de yodo en la sal debido a la adicion de hierro. Estas tecnologias incluian el uso de
estabilizadores y potenciadores de la absorcion y la microencapsulacion de hierro. Las
tecnologias minimizaron la interaccion adversa entre el hierro y el yodo en la sal,
ayudaron a la biodisponibilidad del hierro y minimizaron el impacto adverso del hierro
en las propiedades organolépticas de la sal fortificada (Olive Li et al., 2014). El estudio
comparativo realizado sobre estas tecnologias mostro que el hierro (premezcla de hierro)
hecho por microencapsulacién basada en extrusion es mejor que el resto en términos de
propiedades sensoriales, biodisponibilidad del hierro y estabilidad del yodo. El
encapsulante forma una barrera fisica entre el hierro y el yodo y enmascara el color no
deseado (marrén) del fumarato ferroso (hierro). Li et al. (2014) optimizaron esta
tecnologia a escala de laboratorio. Ambos estudios propusieron el uso de sémola de trigo
duro como aglutinante y manteca vegetal como lubricante para la extrusion, diéxido de
titanio como agente de enmascaramiento del color e hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC)
como material de recubrimiento de la superficie para reemplazar parcial o totalmente el
recubrimiento hidrofébico (estearina de soja) en la formulacion original. La optimizacion
involucré consideraciones cuidadosas para seleccionar los materiales y la cantidad
utilizada para lograr la bioaccesibilidad deseable del hierro en la premezcla; no es
necesario disponer de una premezcla de hierro perfectamente recubierta cuyo hierro no
sea biodisponible para realizar sus funciones metabdlicas. Por lo tanto, la capa se disefid
para liberar el hierro encapsulado después de la fase de digestion estomacal exponiéndolo

apH 1.
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Otro ejemplo tenemaos el de los polifenoles de orujo de naranja, que tienen potencial para
su uso como ingredientes nutracéuticos en alimentos y bebidas funcionales. Sin embargo,
debido a su baja solubilidad en agua y bioaccesibilidad, no se utilizan en todo su
potencial. En una investigacion se evalud el impacto de la encapsulacion en la solubilidad
en agua, la actividad antioxidante y la bioaccesibilidad in vitro de la hesperetina (aglicona
flavonoide de cascara de citricos) utilizando la aglicona flavonoide citrica (HT) dentro de
complejos coloidales dispersables en agua (d = 350 + 8 nm) formados por atraccién
electrostatica del aislado de proteina de guisante y pectina con alto contenido de metoxilo.
La cantidad maxima de HT que se pudo dispersar en agua fue mucho mayor para la forma
encapsulada (99 = 7 pg ml?) que para la forma no encapsulada (<10 pg ml™?). La
actividad eliminadora de radicales de la HT encapsulada (>90 %, pH 4) fue mucho mayor
que la de la forma no encapsulada (<15 % a pH 4 o 7). La bioaccesibilidad in vitro de la
HT encapsulada (27 + 7 %) también fue mucho mayor gque la de la forma no encapsulada
(<7 %). (Olive Li etal., 2014). Estos resultados sugieren que un sistema de administracion
basado en biopolimeros bien disefiado puede mejorar la incorporacion efectiva de HT, y

potencialmente de otros nutrientes, en productos alimenticios y bebidas.

Aunque los quelatos minerales que utilizan diferentes secuestrantes (EDTA,
aminoéacidos, etc.) se produjeron ampliamente para su uso en la fortificacion de alimentos,
su estructura quimica y caracteristicas aun no se presentan claramente. Aln falta la prueba
solida de que estas combinaciones sean verdaderamente quelatos y la mayoria de las
publicaciones suponen que los productos obtenidos son quelatos debido al hecho bien
conocido de quelacion de minerales. De hecho, estos productos podrian ser simplemente
mezclas fisicas de reactivos 0 mezclas secas sin reaccionar (Mattar et al., 2022). Yunarti
et al. (Yunarti et al., 2013) han producido quelatos de hierro utilizando glicina y han

utilizado el espectro FTIR del quelato obtenido para probar la quelacion asignando
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algunos picos para Fe-OC (511/cm) y Fe-N (3000-3200/cm). cm) ya presente en la glicina
sola. Por tanto, la evidencia en la que se basa para demostrar la quelacion no parece ser
lo suficientemente solida. En el andlisis por HPLC pretendian ampliar el tiempo de los
analisis de modo que apareciera un tercer pico correspondiente al complejo en un tiempo
de retencion mayor. De manera similar, en espectrometria de masas, se identificaron picos
m/z correspondientes al peso molecular de los complejos de aminoacidos. Pero los
autores mencionaron que los aminoacidos libres todavia estaban presentes en los quelatos

y también se cuantificaron mediante HPLC.

A partir de estos resultados se puede considerar que estos cristales son cristales impuros

de FeSO. (Mattar et al., 2022).

Todos estos hallazgos podrian permitirnos comprender que los cristales obtenidos podrian
ser simplemente cristales impuros de hierro, glicina 0 ambos que han precipitado por una
cuestion de solubilidad o cambios de pH en lugar de quelatos formados, especialmente
porque el sulfato ferroso solo y la glicina sola pueden precipitar. Esta suposicion
contradice los hallazgos de (Chen et al., 2007; Yunarti et al., 2013) donde el cristal o el

precipitado se consideraron el quelato.

Segun el andlisis de (Mattar et al., 2022) la coloracion verde de los cristaleses a pH 2y
marron a PH 6 que coincide con el estado de oxidacion que tiene el hierro o las formas
impuras de sulfato ferroso que no fue quelado en los cristales. Sin embargo, las mejores
condiciones para la quelacion de hierro con glicina son una proporcién de 1:1 a pH menor
al pKa de la glicina que es 2,4 proporcionando una cantidad equivalente de quelatos
alrededor del 70%, pero esto sucede solamente en la solucion o sobrenadante que queda
después de la precipitacion de los cristales, es decir separa de los cristales y realiza la

cuantificacion de quelatos en el sobrenadante de las soluciones precipitadas.
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1.4.  Caracteristicas estructurales de la pectina y sus aplicaciones.

La pectina también denominado &cido poligalacturonico, es un polisacarido que
constituye principalmente las paredes celulares de células vegetales (Willats et al., 2006),
y se lo puede obtener mediante un proceso de extraccion acida; el rendimiento de este
método depende de la fruta que se utiliza; sin embargo, generalmente, las frutas citricas

tienen un mayor porcentaje de pectina, hasta un 30% (Adetunji et al., 2017a).

La importancia de este polisacarido en la industria se debe a las varias aplicaciones que
tiene. Funcionan como una emulsion estabilizadora para emulsiones de agua y aceite.
Peliculas hechas de productos naturales son de creciente interés porque son
biodegradables y potencialmente reciclables e incluso pueden ser utilizados en algunas
aplicaciones farmacéuticas. Debido a sus propiedades de formar peliculas, la pectina es
atil como agente de encolado para papel y textiles. Es Util para la preparacion de
membranas para ultra centrifugacion y electrodidlisis. La pectina se utiliza en solucion
sulfurica para uso en acumuladores de plomo. Las soluciones libres de burbujas de aire
se preparan mezclando pectina a un nivel de aproximadamente 1% en acido sulfurico.
Las mezclas de pectina y almidén pueden ser utilizadas para hacer peliculas fuertes y
autosuficientes. Las pectinas se han utilizado en la fabricacion de pajitas para beber
biodegradables en las que se liberan sustancias colorantes y aromatizantes en una capa de

pectina cuando los liquidos pasan a través de la paja (Thakur et al., 1997).

La pectina se ha utilizado en la prevencion y tratamiento de cancer de colon, por a su alta
digestibilidad en esta parte del intestino grueso y evitando su temprana digestion en el
tracto intestinal superior (Liu et al., 2003). El pectinato de calcio, la sal insoluble de la
pectina, se puede utilizar potencialmente como un sistema de administracion de farmacos

especifico al colon (Hoffman, 2012; Rubinstein et al., 1993). Los hidrogeles de polimeros
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extraidos de residuos organicos presentan ventajas de biodigeribilidad y
biocompatibilidad, lo que asegura su baja toxicidad y potencial uso como biomaterial

(Hoffman, 2012).

El término "pectina” describe una familia de oligosacéaridos y polisacaridos que tienen
caracteristicas comunes, pero son extremadamente diversas en su estructura. Sin
embargo, todas las pectinas son ricas en acido galacturénico (GalA), y la FAO y la UE
estipula que la 'pectina’ debe consistir en al menos un 65% de GalA (Willats et al., 2006).
Se reconocen tres polisacaridos pécticos principales, todos contienen GalA (figura 3) en
mayor o menor medida. Se ha presentado el desarrollo reciente de pectina especializada
para la estabilizacion de bebidas de leche acidificada. Las pectinas evitan la
sedimentacion de proteinas de la leche por la unién electrostatica homogalacturonica a la

caseina (Willats et al., 2006).

La pectina puede ser clasificadas segun su grado de metoxilacién, que determina la
capacidad de formar geles. Las pectinas de bajo grado de metoxilacion tienen un grado
de esterificacién menor al 50% Yy se gelifica por entrecruzamiento i6nico comdnmente
con calcio. Las pectinas de alto grado de metoxilacion tiene un grado de esterificacion
mayor al 50% y sus geles se forman a pH &cido en presencia de solutos como la fructosa
o0 sacarosa. La maxima estabilidad de la pectina es a pH 4, que es cuando empieza a perder
grupos metoxilo y se hidrolizan, perdiendo su capacidad para formar geles (Bochek et al.,
2001). Las pectinas con un bajo grado de esterificacion (<50%) son Utiles para la
gelificacion ionotrépica (Das, 2021; Liu et al., 2003). La maxima estabilidad de la pectina
se da a pH 4, que es cuando comienza a perder grupos metoxilo e hidrolizarse, perdiendo

su capacidad de formar geles.
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La gelificacion ionotrdpica se ha explorado principalmente con calcio y zinc, y se ha
hecho poco con el uso de hierro. Sin embargo, el estudio de la gelificacion de pectina
ionotrdpica con hierro es relevante, ya que la mayor parte del hierro ingerido se absorbe
tanto en el duodeno como en el colon, donde la mucosa también posee proteinas de
absorcion de hierro que permiten absorber el 30% del hierro que pasa por el tracto
gastrointestinal (Ghibaudo et al., 2018). Los carbohidratos no digeribles, como la pectina,
resisten la digestion en el intestino delgado, pero se fermentan en el colon para formar
acidos grasos de cadena corta, con algunos beneficios para la salud, incluida una mejor

absorcion de hierro (Ghibaudo et al., 2018).

COOCH;,
O H
H COOH
H
H
H OH

Figura 3. Estructura polimerica conformada por unidades de acido a-D-galacturénico y
derivados metoxilados unidas entre si por enlaces a-1-4. Fuente (Garcia V. et al., 2011)
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1.5.  Beneficios de la pectina en la salud

Mas alla de la importancia de la pectina en la industria, tenemos también los beneficios
que tiene en la salud que pueden ser aprovechadas para la utilizacion en la fortificacion
de alimentos. Se ha afirmado que las pectinas tienen un efecto prebiotico, que depende
del peso molecular; tienen un olor aceptable y son bajos en calorias, esto permite su
utilizacion en dietas contra la obesidad (Chen et al., 2021; Garna et al., 2006). Olano-
Martin et al., 2002 fueron los primeros en comparar el efecto de la pectina en el
crecimiento de cultivos puros del microbiota del tracto gastrointestinal, informaron que
las pectinas de bajo peso molecular tienen un prebidtico potencial mejor que los de alto

peso molecular.

Otras investigaciones muestran que pequefios oligémeros de acido galacturénico fueron
los responsables de la inhibicion de la adherencia de las bacterias a las células epiteliales,
la etapa inicial y crucial de una infeccion bacteriana (Manderson et al., 2005). Ademas,
con el uso de pectina extraida a partir de cascara de naranja, se observo un aumento en la
poblacién de eubacterium rectale y los niveles de butirato, que es un sustrato energético
del epitelio del colon, que regulan multiples procesos celulares y se ha descrito como un

posible agente terapéutico frente al cancer colorrectal (Olano-Martin et al., 2002).

Los oligosacaridos pécticos también pueden ser utilizados como tratamientos, se han
demostrado poseer actividad antioxidante (Ho et al., 2006) y tienen un importante efecto
que reduce los niveles séricos de colesterol total y triglicéridos, y la inhibicion en la
acumulacién de grasa corporal; ademas protege contra enfermedades cardiovasculares in
vivo; el tratamiento con dosis mas altas (150-300 mg / kg) redujo significativamente el
aumento de peso en ratones (Li et al., 2010). Informes indican que regula el metabolismo

de los lipidos y la glucosa con disminucion de la respuesta glucémica y los niveles de
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colesterol en la sangre (Garna et al., 2006). Los oligosacaridos acidos derivados han sido
evaluados por su potencial genotdxico y la seguridad para el consumo humano fue
probado por (Garthoff et al., 2010). Después de ingerir una mezcla de pectinas, se observo
el grupo Clostridium histolyticum en pacientes con VIH y hubo un aumento en las
poblaciones de Bifidobacteria y una disminucion considerable del Clostridium

lituseburense (Gori et al., 2011).

1.6. Pectina de maracuya

La cascara de maracuya es uno de los desechos agroindustriales en Ecuador, con un gran
potencial de obtener un valor agregado para la industria alimentaria. En un estudio
realizado por Garrido 2017, se utilizdé 10 variedades de frutas producidas en Ecuador
(cacao, limén, naranja, granadilla, mandarina, taxo, achotillo, pitahaya, maracuya,
naranjilla) para la obtencion de pectina y caracterizacion a partir de las cascaras
desechadas. EI maracuya tuvo el mayor rendimiento (62%) con respecto al resto de frutas
que fue del 6% hasta el 35%. En la industria de pectinas comerciales normalmente se
extrae la pectina de fuentes como la manzana y citricos con un rendimiento del 15% vy
20% respectivamente (J. E. D. Pineda, 2012).

La esterificacion de la pectina de naranja (74%) y de la pectina de limén (61%) son
similares a la de la pectina comercial que proviene de la manzana (72%), esto quiere decir
que los grupos carboxilos esterificados en estas pectinas son mas abundantes que en las
demas, gque son catalogadas como como de bajo grado de metoxilacion (<50%), como el
caso del maracuyéa con un 41% de metoxilacion (Garrido 2017). Los distintos grados de
metoxilacién se deben a factores como, la variedad de la fruta, grado de maduracion y
tipo de extraccion. Incluso en frutas del mismo género hay variacion en la cantidad de

pectina y grado de metoxilacién (Srivastava & Malviya, 2011)
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Los diferentes métodos de extraccion (acido citrico, acido nitrico o a alta presion) también
generan una variacion en el rendimiento de la cantidad, capacidad de gelificacion y el

grado de metoxilacion (Liew et al., 2014).

1.7.  Modificaciones quimicas de la pectina

Como se muestra en la figura 4, la pectina tiene una estructura de azlcares neutros con
grupos hidroxilos y carbonilos, lo que facilita su amplio uso. Las modificaciones quimicas
que se pueden aplicar a la pectina producen derivados con caracteristicas diferentes a la
pectina nativa; estas caracteristicas pueden evidenciarse en las interacciones con el agua,
con grupos funcionales y el estado cristalino (Einhorn-Stoll et al., 2007). Las pectinas
citricas altamente metoxiladas, modificadas quimicamente (desmetoxilacion y
amidacion) y mecanicamente (desagregacion), se examinaron con un analisis térmico
simultaneo combinado (calorimetria diferencial de barrido (DSC), termogravimetria (TG)
y termogravimetria diferencial (DTG)), y se observo que todas las pectinas modificadas
quimicamente fueron mas sensibles a la degradacion térmica que sus materiales de
referencia no modificados, la entalpia de reaccion maxima fue mayor para todas las
pectinas modificadas quimicamente. Las pectinas degradadas mecanicamente mostraron
un comportamiento completamente diferente. Su degradacion térmica comenzé antes y
termind mas tarde con una disminucion del peso molecular (MW). La entalpia y la
velocidad maximas de reaccion se redujeron después de la modificacion (Einhorn-Stoll

et al., 2007).

La oxidacién de pectina se ha realizado usando hipoclorito de sodio (Chetouani et al.,
2014), acido periédico (Gupta et al., 2013) y permanganato de potasio en medio acido
(Abdel Moety et al., 2017). Con la oxidacion con peréxido de hidrogeno se espera

obtener resultados similares a la oxidacion con los agentes oxidantes antes mencionados,
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por lo que en la figura 4 se muestra las posibles reacciones que ocurrirdn con esta
oxidacion. En la oxidacion se incrementan los grupos carbonilos, pero ocurre una
degradacion de las cadenas poliméricas por lo que se reduciria el peso molecular de la

pectina (Chetouani et al., 2014).
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Figura 4: Principales rutas de oxidacion de pectina con hipoclorito de sodio. Fuente:
(Chetouani et al., 2014)

La pectina se puede utilizar en su forma nativa o modificada, teniendo esta Ultima,
propiedades diferentes. Se han creado varios tipos de productos basados en la
modificacion de pectinas, segun el grado de metoxilacion (Ralet et al., 2001), la adicion
de cadenas carbonadas a grupos carboxilo (Willats et al., 2006), oxidacion, entre otros.
La oxidacién de pectina genera grupos carbonilo en el esqueleto del polimero, los cuales

podrian formar iminas con grupos amino (Garrido, 2017) a través de bases de Schiff.

Creemos que las estructuras coloidales formadas a través del bisglicinato ferroso y la
pectina oxidada podrian fortalecerse mediante la gelificacién ionotrépica y las bases de

Schiff entre el grupo amino de la glicina y los grupos carbonilo en la pectina oxidada. Por
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lo tanto, el presente trabajo tuvo como objetivo estudiar el efecto combinado de estas dos
interacciones sobre la estructura de la matriz, la estabilidad y la capacidad de retener
hierro a través del tracto digestivo. Mediante el uso de una matriz de pectina previamente
oxidada como portador de bisglicinato ferroso, seria posible encontrar un mecanismo para
fortalecer la estabilidad del hierro y evitar su oxidacion en alimentos fortificados; ademas,
se espera que, mediante el uso de esta matriz, se mejore la biodisponibilidad del hierro a
través del tracto digestivo hasta el colon. El desarrollo de estas matrices podria resultar
en una tecnologia capaz de transportar hierro, en su forma aminoquelada, dentro del
cuerpo y lograr una biodisponibilidad prolongada y una liberacién controlada en areas

especificas del tracto digestivo, como el duodeno y el colon (Zhang & Feng, 2006).
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2.

2.1.

CAPITULO 2

OBJETIVOS

General

Desarrollar una matriz, a base de pectina modificada, capaz de proteger, transportar y

aumentar la biodisponibilidad del hierro al unirse a un quelado de glicina y hierro

conocido como bisglicinato ferroso.

2.2.

Especificos

Obtener quelados de glicina-hierro (bisglicinato ferroso), a partir del sobrenadante

y cristales que se forman mediante el método de precipitacion.

Realizar la extraccion de pectina a partir de los desechos de cascara de maracuyéa

y evaluar su aplicacién comparada con la pectina comercial.

Modificar pectina nativa mediante la oxidacion con peréxido de hidrogeno para

obtener més carbonilos libres en la estructura molecular de la pectina.

Sintetizar complejos de pectina mas bisglicinato ferroso y de pectina mas glicina

y hierro, para comparar la union del hierro a la matriz de pectina.

Analizar la estructura e interaccion de la matriz de pectina con el bisglicinato

ferroso

Determinar la estabilidad térmica y estructural de las matrices pectina-glicina-

hierro, en simulaciones de fluidos géastricos
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e FEvaluar las diferencias en la biodisponibilidad y retencion del hierro que se
presentan en las distintas digestiones in vitro con las simulaciones de fluidos

gastricos.
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CAPITULO 3

3. MATERIALES Y METODOS

Los principales materiales utilizados en el estudio fueron L-glicina (99% de pureza) grado
reactivo de la marca Lobachemie; FeSO4.7H.O como fuente de hierro marca
Lobachemie; pectina citrica comercial grado reactivo con bajo grado de metoxilacion
marca Lobachemie; restos de cascara de maracuyd, acido citrico anhidro riqueza 99,55%
de marca Panreac, peroxido de hidrogeno al 30% v/v y etanol al 96% v/v, proporcionado
por el laboratorio de Ingenieria Ambiental. Colegio de Ciencias e Ingenierias,

Universidad San Francisco de Quito USFQ, Quito, Ecuador.
3.1.  Obtencidn de bisglicinato ferroso

En primer lugar, se obtuvieron muestras de bisglicinato ferroso por precipitacion, segin
el método propuesto por Yunarti et al., 2013, con una relacion molar entre glicina y hierro
de 1:1. La glicina se disolvié con Fe2SO4 al 80 % p/v en agua destilada y el pH se ajusto

por debajo de 2,34, que es el pKa del grupo carbonilo de la glicina (Yunarti et al., 2013).

Se inyectd nitrogeno en matraces herméticamente cerrados durante 5 min, bajo agitacion
continua para favorecer la formacién de cristales (Yunarti et al., 2013). Luego, los frascos
se mantuvieron en agitacion continua a 50 °C durante 24 h, y se refrigeraron a 4 °C hasta
la precipitacion de cristales, entre 8 a 11 dias, dependiendo del nivel de precipitacion.
Finalmente, todo el producto tanto cristales como sobrenadante se filtrg, se lavd con
etanol al 96 %, se sec6 a 40 °C, y se pulverizo mediante liofilizacion para obtener una

muestra en polvo homogénea.
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3.2.  Extraccion de pectina a partir del maracuya
La pectina extraida que mejor se ajusta para la aplicacion en nuestro estudio es la de
maracuya. Debido a que, de todas las frutas utilizadas por Garrido 2017, el rendimiento
de la extraccion de pectina de maracuya es el mas alto (62%), y con un grado de
metoxilacidn bajo (41%), ademas, la pectina extraida de maracuya logré tener mejores
condiciones en las cantidades de aldehidos y carbonilos libres, después de la oxidacion,

que es parte de la metodologia de nuestro estudio.

La obtencién de pectina a partir de residuos de fruta consiste en una extraccién cida. En
este caso, se selecciond el &cido citrico porque es el que reporta mayor rendimiento en

comparacion a los otros acidos (Ulloa C., 2012).

Inicialmente, se secaron los residuos de fruta a 60°C hasta llegar a un peso constante,
luego se triturd hasta obtener la harina, de la que se pesé 100 g y fue emulsionado en 1,5
L de una solucion 1 M de &cido citrico. Las condiciones de tiempo, pH y temperatura
fueron llevadas a cabo en el estudio de Liew et al., 2014, en las que se optimiza en base
al rendimiento, por lo tanto, se dejé la emulsidon en agitacién por 75 minutos, a una

temperatura de 55 °C y a pH 2 (Liew et al., 2014).

Posteriormente, se filtro el extracto para retirar los sélidos en exceso, y en el filtrado se
agrego el doble de volumen de etanol al 96% para precipitar la pectina. Después de 24
horas de afiadido el alcohol, se filtré la pectina y se hicieron varios lavados con agua
destilada y etanol para purificarla. Finalmente, se dej6 secar en un horno a 40°C hasta
tener un peso constante(Liew et al., 2014). Las cascaras de maracuya no deben tener un
estado de madurez avanzado, puesto que en ese estado actlan enzimas (pectinasas) que

degradan la pectina en azlcares (Iglesias & Lozano, 2004)

El porcentaje de rendimiento de la extraccidn se determiné utilizando la ecuacion (3).
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%Rendimiento=(Pf/P0) x100 3)

En donde Pf es el peso del producto después de la extraccion y PO es el peso de materia

prima.

3.3.  Caracterizacion de pectina

El grado de metoxilacion se refiere al nimero de grupos carboxilo esterificados presentes
en el &cido poligalacturénico de la pectina. Para establecer grupos carbonilo libres y
esterificados, se tituld potenciométricamente con NaOH 0,1 M, una solucién de pectina
al 1 % p/v disuelta en agua a 40 °C con agitacién constante (Bochek et al., 2001;
Ciriminna et al., 2017). Para cuantificar el porcentaje de carboxilo libre, se utilizd la

ecuacion propuesta por Bocheck, et al: (1)

Kf = (N(NaOH) * V(NaOH) x 0.045) /(a)) x 100 (1)

donde, Kf es el porcentaje de carboxilo libre, a es el peso de la muestra, N (NaOH) es la
concentracion molar de hidroxido de sodio y V (NaOH) es el volumen utilizado para la

titulacion (ml).

Después de la primera titulacion se afiadieron 10 ml de una solucién de NaOH 0,1 My la
mezcla se agité durante 2 h a temperatura ambiente para saponificar los grupos carboxi
esterificados de la pectina. Posteriormente, el exceso de base se neutralizé con 10 ml de
HCI 0,1 My se titul6 con NaOH 0,1 M. El porcentaje de carboxilo esterificado se calculd

a través de la ecuacién (2) propuesta por Bocheck, et al:

Ke = (N(NaOH) * V(NaOH) x 0.045 )/(a)) x 100 (2)
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donde, Ke es el porcentaje de carboxilo esterificado, a es el peso de la muestra, N (NaOH)
es la concentracion molar de hidréxido de sodioy V (NaOH) es el volumen utilizado para

la titulacion.

Los grupos carboxilo totales se calcularon como la suma de Kf (1) y Ke (2) como % p/v.
El grado de metoxilacion se calcula con la relacion entre los carboxilos esterificados y

los carboxilos totales.

3.4.  Oxidacioén de pectina

El &cido poli galacturénico de la pectina se oxidé (figura 5) para obtener carbonilos libres
(aldehidos) que pueden reaccionar con los grupos amino del bisglicinato ferroso. Se
utilizé peroxido de hidrégeno (H202) como agente oxidante, de acuerdo con el método
propuesto por Gupta et al., 2013. Brevemente, la pectina se disolvi6 en (H202) al 2 % a
una concentracion final de pectina del 2 % p/v. La reaccion se llevo a cabo durante 30
min, a pH 1, bajo agitacion constante y protegida de la luz. La pectina oxidada se precipitd
con etanol al 96% durante 24 h. El precipitado se filtrd, se lavé con agua destilada, y se

seco a 40 °C (Garrido, 2017).

La cuantificacion de aldehidos se utilizé como pardmetro para determinar la eficiencia de
oxidacion, a través de la metodologia reportada por (Siggia & Maxcy, 1947), la cual se basa
en una reaccién con sulfito de sodio en un medio &cido y una titulacién potenciométrica
con una base fuerte. Brevemente, se disolvieron 0,2 g de muestra en 5 ml de acido
sulfarico 1 My 25 ml de sulfito de sodio 1 M. La mezcla se tituld potenciométricamente
para girar con t. La concentracion de aldehido se determing utilizando una curva estandar

generada con soluciones conocidas de butirilaldehido.
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3.5.  Preparacion de matrices de pectina, glicina, hierro y bisglicinato ferroso

La pectina que se utilizd a partir de este paso, fue la pectina comercial, descartando la
pectina extraida de maracuya, después de observar los resultados con contaminacién de
pigmentos y azucares, pero su grado de metoxilacion y carbonilos libres eran suficientes
para continuar el estudio (literal 4.2), en donde la pectina comercial tenia buenas
condiciones para analizar las interacciones de los grupos funcionales de la pectina con los

complejos de glicina y hierro.

Las interacciones entre pectina (nativa y oxidada), glicina y hierro se estudiaron de 3
formas: primero, haciendo soluciones de pectina nativa y hierro. Segundo, obteniendo
previamente quelados de glicina y hierro (bisglicinato ferroso) a partir del sobrenadante
y cristales que se forman por el método de precipitacion (Yunarti et al., 2013), para luego
interactuar en solucién con pectina. Tercero, realizando soluciones de pectina, glicina 'y
hierro, sin quelacion previa (tabla 1). Todos estos procedimientos se realizaron a cabo
segun las formulaciones descritas en la tabla 1, las soluciones fueron agitadas por 30 min
a temperatura ambiente. A continuacion, las soluciones resultantes se congelaron y

liofilizaron, obteniendo matrices tipo aerogel.

Adicionalmente, se obtuvieron también perlas individuales de pectina sumergidas en
soluciones de glicina y hierro como un método adicional de obtencién de este tipo de
matrices, descrito en la literal 3.6 (figura 5) (Ghibaudo et al., 2018). Con el objetivo de
ver si mediante esta metodologia segun se obtenia algun resultado diferente a las matrices

realizadas inicialmente.

36



Figura 5. Muestras liofilizadas de pectina més bisglicinato ferroso precipitado.

Para unir los grupos carbonilo de la pectina oxidada con los grupos amino de la glicina,

fue necesario formar una base de Schiff a pH 5 (Lobaina et al., 2005). La mitad de los

grupos carboxilo de la pectina estan ionizados a partir de pH 3.5, por lo tanto, pueden

unirse al hierro y/o glicina; luego, se comparé mediante FTIR la competencia entre el

enlace del hierro con el carboxilo y la formacion de la base de Schiff.

Tabla 1. Composiciones de las soluciones. Pectina (Pect), pectina oxidada (Pectox),
hierro (Fe), Glicina (Gly), Bisglicinato Ferroso (Gly-Fe) obtenido del sobrenadante y

precipitado previo.

Pect + Fe | Pectox Pect + Pectox + | Pect + Pectox +
+Fe | (Gly-Fe) | (Gly-Fe) | Fe+Gly | Fe+ Gly
Concentracion | 10+10 | 10+10 | 10+ 10 10+10 | 10+5+ | 10+5+5
(% wiv) 5
(9/50ml)

Hubo 4 repeticiones por muestra.
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3.6.  Preparacion de perlas de pectina hierro y glicina

En esta investigacion también se propuso, como objetivo especifico, el sintetizar
complejos de pectina mas glicina y hierro, en el que el metal actie como entrecruzante.
Especificamente se quiso construir un sistema de perlas de pectina, hierro y glicina a pH
5, para evaluar la competencia entre las cargas positivas del metal y de la glicina al
interactuar con los carboxilatos (carga negativa) de la pectina. Esto con el objetivo de

poder aplicar en la fortificacion de alimentos como fuente de hierro biodisponible.

Figura 6. Perlas de pectina al 4% con glicina al 10%, sumergidas en la solucion de
FeSO4a 150mM

Se prepard una solucion de pectina al 4% y se mezclé con soluciones de glicina al 10%.
De cada una de las mezclas se tomd 200ul y se sumergié en una solucién FeSO4 a 150mM
de concentracion por 30 minutos, las gotas de pectina que se mantuvieron insolubles, se
diferencian visualmente (figura 6), entonces se extrajeron y se colocaron en microtubos

para congelar y liofilizar. Las muestras liofilizadas se analizaron por FTIR.
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Estos ensayos se realizaron tanto con pectina nativa, como con pectina modificada por
oxidacion con peroxido de hidrogeno.

Todas las muestras fueron realizadas a pH 5, debido a que es al pH en el que se puede
formar una base de schiff entre los carbonilos libres de la pectina y el grupo amino de la
glicina (Lobaina et al., 2005), y asi poder evaluar la estabilidad de las particulas.

Cada uno de los ensayos y muestras tuvieron 3 repeticiones, para verificar la regularidad

de los espectros FTIR y descartar errores.

3.7.  Digestion in vitro

Las muestras de las matrices fueron liofilizadas y después digeridas en soluciones
gastrointestinales simuladas, como realiz6 Ghibaudo et al., 2018, para caracterizar la
estructura, estabilidad y retencion de hierro hasta su digestion intestinal en condiciones
similares al colon humano. Brevemente, se suspendieron 50 mg de muestra durante 2 min
en 1 ml de una solucién simulada de saliva preparada previamente (10 mg/ml de Bacillus
subtilis a-amilasa) en solucion salina tamponada con fosfato (PBS) (K2HPO4 0,144 g/L;
NaCl 9,00 g/L; Na2HPO4 0,795 g/L, pH 6,8). A continuacion, se afiadio a las muestras 1
ml de fluido de digestidn gastrica simulada (3 mg/ml de pepsina porcina, NaCl 125 mM,
KCI 7 mM, NaHCO3 45 mM, pH 2,5). Las muestras se incubaron durante 1,5 h a 37 °C
con agitacion a 50 rpm. Posteriormente, se agreg6 1 ml de fluido intestinal simulado (1
mg/ml de pancreatina, 1,5 mg/ml de sales biliares, NaCl 22 mM, KCI 3,2 mM, NaHCO3
7,6 mM, pH 8,0) a las muestras y se incubaron durante 3 h a 37 °C, con agitacion suave
continua (50 rpm) (Ghibaudo et al., 2018). Una vez obtenida cada una de las muestras
digeridas, estas fueron congeladas y liofilizadas, para luego ser analizadas mediante
Microscopia Electronica de Barrido (SEM), espectroscopia infrarroja por transformada
de Fourier (FTIR), andlisis termogravimétrico (TGA), calorimetria diferencial de barrido

(DSC), para el grado de hinchamiento y andlisis de liberacién de hierro.
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3.8.  Microscopia electronica de barrido (SEM)

Las muestras previamente congeladas y liofilizadas fueron analizadas en un microscopio
electronico de barrido JEOL JSM-IT300 para evaluar su morfologia a 50 Pay 20 kV. La
morfologia de la muestra se evalud con el software de control externo MP-96040EXCS.
La presencia de hierro se examind usando EDS (Deteccidn de Dispersion de Energia). es
una técnica analitica que permite la caracterizacion quimica elemental de materiales. Una
muestra excitada por una fuente de energia (como el haz de electrones de un microscopio
electronico) disipa parte de la energia absorbida al expulsar un electrén del nucleo-
capa. Luego, un electrdn de la capa externa de mayor energia procede a ocupar su lugar,
liberando la diferencia de energia en forma de rayos X que tiene un espectro caracteristico
basado en su atomo de origen. Esto permite el analisis compositivo de un volumen de
muestra determinado que ha sido excitado por la fuente de energia. La posicion de los
picos en el espectro identifica el elemento, mientras que la intensidad de la sefial

corresponde a la concentracion del elemento (Alvarez-Barreto et al., 2021).

3.9.  Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier, FTIR

La espectroscopia infrarroja es una técnica basada en las vibraciones de los atomos de
una molécula. Un espectro infrarrojo se obtiene cominmente pasando la radiacion
infrarroja a través de una muestra y determinando qué fraccion de la radiacion incidente
es absorbida en una energia particular. La energia a la que aparece cualquier pico en un
espectro de absorcion corresponde a la frecuencia de una vibracion de una parte de una

molécula de muestra (Kyomugasho et al., 2015).

Se realizé FTIR en todas las muestras de la tabla 1, para analizar sus espectros donde los
grupos funcionales y las posibles interacciones intermoleculares pueden identificarse

potencialmente. Se realiz6 tambien FTIR en las muestras de pectina extraida de maracuya
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para comparar el espectro con el de la pectina comercial y evaluar la factibilidad de
utilizar esta pectina para los siguientes procedimientos. Se utilizo el espectrofotometro
Spotlight 200i FT-IR Microscopy System, donde se obtuvieron espectros de 650 a 4000
cm™?, utilizando una resolucion de 4 cm™. Se escaned 4 submuestras de cada muestra, los
espectros de cada submuestra no cambiaban significativamente, y finalmente el cristal de

cuarzo se limpié con isopropanol entre cada cambio de muestras.

3.10. Andlisis térmicos

La estabilidad térmica de las muestras se estudié mediante andlisis termogravimétrico,
TGA y calorimetria diferencial de barrido, DSC. Estos analisis se llevaron a cabo para
evaluar los cambios potenciales en las interacciones entre los diferentes componentes de

la matriz.

Los andlisis termogravimétricos se realizaron en el equipo PerkinElmer Simultaneous
Thermal Analyzer STA 8000 (Analizador DT/TGA), con muestras de 10 mg, calibrado
segun la norma ASTM E968, de 20 °C a 600 °C, y una velocidad de calentamiento de 10
°C/min. La calibracién de la temperatura se realizd midiendo el punto de Curie estandar
del niquel en crisoles de platino abiertos, bajo un flujo de purga de nitrégeno seco de 20
ml/min, a una velocidad de calentamiento de 10 °C/min, un periodo de modulacion de

200 s y una temperatura de amplitud de £ 5 °C.

La calorimetria diferencial de barrido se realiz6 con muestras de 10 mg, en un DSC
Q1000, de TA Instruments, calibrado segun la norma ASTM E968, de -90 °C a 250 °C a
una velocidad de calentamiento de 10 °C/min. Segun la norma ASTM D3418, fueron

obtenidas las temperaturas de transicién vitrea y de fusion, asi como la entalpia.
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3.11. Grado de hinchamiento.

El grado de hinchamiento determina la estabilidad de la estructura después de cada
digestion, y se logra por la capacidad de absorcion de agua en el intersticio de estructuras
de pectina (Garrido, 2017). Las muestras se pesaron antes de las digestiones, después de
cada digestion se secaron por 5 min a 37 °C sobre papel de celulosa y se pesaron
nuevamente, segun la metodologia propuesta por (Begam et al., 2003). El grado de

hinchamiento se determind a través de la ecuacion 4.

% Swelling = (Wh — WdyWd) * 100 (4)
g

donde Wh y Wd son los pesos de las muestras hidratadas y deshidratadas antes de la

digestion, respectivamente.

3.12. Cuantificacion de liberacion de hierro

Para evaluar la estabilidad y la capacidad de retencion de hierro de las estructuras, se
cuantifico la cantidad de hierro en las muestras después de cada digestion in vitro,
mediante espectrofotometria. Primero, se diluyeron 250 mg de cada muestra en tubos con
5 ml de cada fluido digestivo simulado (agua, saliva, gastrico e intestinal). Los tubos se
centrifugaron a 10.000 rpm durante 15 min y se realiz6 una digestion acida con acido
nitrico (HNO:s), acido clorhidrico (HCI) y peroxido de hidrogeno (H202) al 30% segin
métodos estandar (EPA 3050 y 3052) hasta eliminar toda la materia organica. La solucion
digerida se filtr6 a través de un filtro de 0,45 um. Las curvas de calibracién se
construyeron a partir de una solucion ICP estandar multielemento 6VIII, grado Trace
CERT Certipur (Merck—Millipore Sigma Aldrich, EE. UU.), a una concentracion de 100
mg/L, como se describe en la publicacién (Capparelli et al., 2020). Luego las muestras se

analizaron utilizando un espectrofotometro a longitudes de onda de 529 y 940 nm (marca
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Thermo Scientific, modelo iCAP 7000) para cuantificar la concentracion de hierro (ppm)

en las soluciones.

3.13. Andlisis estadistico

Para los analisis de hinchamiento y liberacion de hierro in vitro, los valores se informan
como promedio + desviacion estandar (n = 4). Se utilizé el analisis de varianza (ANOVA)
para determinar la significacion estadistica y la comparacion por pares se realizo con la

prueba de Tukey con un nivel de confianza del 95 % (p < 0,05).

43



CAPITULO 4

4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1.  Quelados de glicina y hierro por precipitacion

Como vemos en la figura 7b y 7c, se obtuvieron cristales por el proceso de precipitacion
en medio &cido, método propuesto por Yunarti et al., 2013, en donde se puede observar
el cristal de glicina como control (7b), con una coloracion totalmente blanca, comparado
con el color rosa que toma la muestras por la presencia del hierro (7c). Sin embargo, segln
Mattar et al., 2022, en los cristales o precipitado no se encuentra la formacion de
aminoquelados, sino que son restos del sulfato ferroso utilizado. La mayor cantidad de
aminoquelados se encuentran en el sobrenadante que queda después de la precipitacion

(6a).

Segln (Yunarti et al., 2013) su método logra obtener quelatos en los cristales
precipitados, por esta razon iniciamos con este método, pero a medida que avanzabamos,
el trabajo (Mattar et al., 2022) se publico, y a la vista de los resultados en el que mostraban
que obtenian mas cantidad de quelatos en el sobrenadante de la solucion precipitada,
decidimos en nuestro trabajo utilizar todo el producto después de la precipitacion (figura
7 a), tanto los cristales precipitados, como el sobrenadante. Todo el precipitado mas el
sobrenadante lo volvimos a reunir y lo liofilizamos para tener una muestra lo méas
homogénea posible. Con este procedimiento, nos aseguramos de obtener tanto los
quelatos del sobrenadante, como los que puedan formarse por cristalizacion y precipitar.
Posteriormente se utilizo estas muestras de Bisglicinato ferroso impuro, para realizar las

soluciones con la pectina.
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(b)

Figura 7. (a) Separacion del sobrenadante con el precipitado (b) Cristal de glicina por
precipitacion. c) Cristal de glicina y hierro

Segun el anélisis de Mattar et al., 2022, la coloracion de sus cristales fue verde a pH 2y
marron a pH 6 que coincide con el estado de oxidacion que tiene el hierro o las formas
impuras de sulfato ferroso que no fue quelado en los cristales, pero en nuestro caso los
cristales que se prepararon a pH 2 fueron de color rosa-marrén ( figura 7 a, ), que quiere
decir que el hierro lleg6 a oxidarse a férrico, y puede deberse a una propiedad del
bisgliscinato ferroso que segun Yunarti et al., 2013, en el agua el hierro del bisglicinato
ferroso se oxida facilmente. La coloracién verde se presentd solamente cuando no se
realizé un precipitado, es decir cuando se prepararon las muestras en solucién a pH 2 de
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glicina hierro y se liofilizo directamente, pero nosotros decidimos utilizar las muestras de
Glicina-hierro obtenidas después de la precipitacion previa, en donde vemos que toma

una coloracion rosa-marrén (figura 7a).

Mattar et al., 2022, mediante HPLC consiguio cuantificar en los sobrenadantes de la
solucion Gly-Fe, una cantidad de formacion de quelatos de alrededor del 70%, dividiendo
el promedio del area del pico de quelacién por el promedio de la suma de las areas de
todos los demas picos. Cuantitativamente, la cantidad de glicina libre se calcul6 a partir

del area del pico después de interpolarla con la de glicina estandar.

En el trabajo de Mattar et al., 2022,la muestra de Gly-Fe con ratio 1:1 a pH 0 tiene el
porcentaje de quelato mas alto (72,01 %), seguida del ratio 1:3 a pH 1 (70,47 %), que es
estadisticamente similara 1:1apH Oy 1:4 a pH 1 (66,86 %). De todos estos hallazgos se
concluye que la relacién molar 1:1 en el pH inicial tiene la mayor proporcion de quelato
y las impurezas mas bajas; sin embargo, la muestra 1:4 en el pH isoeléctrico 5,97,
contiene la mayor cantidad de hierro en forma de quelato por volumen. Pero teniendo en
cuenta que esta muestra contiene NaOH en su preparacion, lo que da como resultado
glicinato de sodio, ademés de tener mas glicina libre y sus oligbmeros, hace que se
prefiera la muestra 1:1 al pH inicial debido a varios aspectos como la pureza del quelato
y la ausencia de NaOH. En el presente trabajo se realizd a una ratio de 1:1 bajo el pK1 de
la glicina 2,34. Por lo que a pesar de obtener un quelado impuro, se logré obtener una

muestra con un buen porcentaje de bisglicinato ferroso (alrededor del 70%).
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4.2.  Extraccion de pectina de maracuya
La extraccion de pectina a partir de la c&scara de maracuya, tiene algunas caracteristicas
diferentes al de la pectina comercial. El color de la pectina extraida de maracuya tiene
una coloracion mas oscura (figura 8), esto se debe a pigmentos que se han extraido
durante el proceso y estos pigmentos en algunas frutas también son solubles en medio

acuoso y se pueden extraer en medio &cido (Adetunji et al., 2017b).

Figura 8. Pectina extraida de cascara de maracuya, después de los procesos de
extraccion, filtrado, precipitacion y secado.

En el protocolo reportado por Ulloa 2012 y (Liew et al., 2014), no se propone alguna
forma de eliminar dichos pigmentos; sin embargo, se intenté emplear varios lavados de
etanol con la finalidad de retirar la mayor cantidad de pigmentos, pero no se logré un
cambio significativo. Por otro lado, el grado de maduracion de la fruta es otra variable
que afecta en la extraccion de la pectina; esto se debe a que existe un proceso enzimatico
gue degrada las cadenas de azucares en azucares simples lo que afecta en la distribucién,
peso molecular y grado de metilacion de las pectinas (Ding et al., 2017). Un factor

determinante en las propiedades fisicas de la pectina extraida, también es el proceso de
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secado de las cascaras de fruta, que debe ser por conveccion, caso contrario se produce la

caramelizacion de los azUcares y la generacion de coloracion adicional.

4.3.  Caracterizacion de la pectina extraida de maracuya
La extraccion de pectina utilizando acido citrico nos dio un rendimiento de 59,09+1,10%,
similar al obtenido en el trabajo de Garrido 2017 (63,31+1,08) %. Que resulta un buen
porcentaje de rendimiento considerando la cantidad de desechos de cascara de maracuya

gue no son aprovechados y se desperdicia.

Sin embargo, el grado de metoxilacion es una de las caracteristicas importantes de la
pectina para definir su potencial como fuente de grupos carboxilos o carbonilos libres que
puedan reaccionar con el hierro o la glicina. EI grado de metoxilacion esta determinado
por la relacion entre la cantidad de grupos esterificados y la suma de los grupos carboxilos
y esterificados totales, en las unidades del acido poligalacturonico de la pectina. Por esta
razdn, mientras mas metoxilada esté, menos oportunidad tenemos de encontrar carboxilos
o carbonilos que reaccionen con el complejo de glicina y hierro. Los porcentajes de
grupos carboxilo libres (Kf) en la pectina extraida fueron 17,50 £ 1,90 %, y los
porcentajes de grupos carboxilo esterificados (Ke) fueron 18,20 + 0,95 %. Esto representa
el 49,02% de grado de metoxilacion, que es incluso mas que lo que logra Garrido 2017 y
Liew etal., 2014 (41,66 y 36,21 %, respectivamente). Pero, debido a la contaminacion de
pigmentos y azucares que puede tener estas pectinas, es mas conveniente utilizar la
pectina comercial, que un mayor grado de metoxilacion, pero que a través de la
modificacion por oxidacién se logra obtener grupos carboxilos y carbonilos que

reaccionen mejor con los complejos de hierro y glicina.
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4.4.  Oxidacion de pectina nativa

La oxidacion de pectina se realiz6 sobre muestra de pectina nativa comercial debido a
gue son muestras mas homogeéneas y puras, a diferencia de la contaminacion e impurezas
que podrian tener las pectinas extraidas de frutas citricas. EI producto oxidado muestra
dos fases, la fase superior en suspension corresponde a pectina con un alto grado de
oxidacion y la fase inferior precipitante tiene pectina con un menor grado de oxidacion.
A medida que incrementa el grado de oxidacion de la pectina, disminuye el grado de
metoxilacion y el rendimiento de oxidacion, que se obtiene comparando el peso inicial de
pectina contra el peso final de pectina oxidada seca (Garrido, 2017), esto se debe a la
degradacion de la pectina al romperse los anillos de la D-galactosa del &cido
poligalacturdnico de la pectina debido a la oxidacion (Chetouani et al., 2014); en la figura
4 se muestran las principales rutas de oxidacion de la pectina y en todas se observa la
fragmentacion del anillo de la D-galactosa, lo que desestabiliza la estructura de la pectina.
Sin embargo, el grado de oxidacion al 2% de peroxido result6 ideal con un contenido de

aldehidos de (0,400+ 0,035) mol/g.

(@)

Figura 9. (a) Muestra de oxidacion de pectina al 2% de perdxido de hidrogeno. (b)
Muestra de pectina oxidada despues del filtrado, lavado y secado.
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La pectina que posteriormente se utilizo para obtener las matrices con glicina, hierro y el
complejo Gly-Fe, fue en forma nativa y oxidada. Se pudo comprobar que la pectina
oxidada proporcion6 una mayor cantidad de interacciones tanto con la glicina y el hierro
separados, como con la muestra que contenia el complejo Gly-Fe. La caracterizacion de

estas matrices se detalla y analiza a continuacion.

4.5.  Caracterizacion de pectina nativa

El grado de metoxilacidn esta determinado por la relacion entre la cantidad de grupos
esterificados y el total de grupos carboxilo libres y esterificados en las unidades de acido
poligalacturénico de pectina, antes y después de la oxidacion con peroxido. Los
porcentajes de grupos carboxilo libres (Kf) en pectina nativa y oxidada fueron (22,50 +
2,10) % y (61 £ 1,90) %, respectivamente. Por otro lado, los porcentajes de grupos
carboxilo esterificados (Ke) en pectina nativa y oxidada fueron (11,30 + 1,58) %y (9,50
+ 1,40) %, respectivamente. De esta forma tenemos un grado de esterificacion de la

pectina nativa de 33,43% y de la pectina oxidada el 13,47%.

Como el contenido de carboxilo esterificado es inferior al 50%, se consideré que la
pectina tiene un bajo grado de metoxilacion, la pectina oxidada tuvo un menor grado de
esterificacion y un mayor porcentaje de carboxilos libres, posiblemente debido a la
oxidacion adicional de los grupos carbonilo en nuevos carboxilos, de acuerdo con las
diferentes rutas de oxidacion que puede sufrir la pectina (Chetouani et al., 2014). No se
observaron cambios significativos en cuanto a los carboxilos esterificados porque la
oxidacion no afecta a los grupos metoxilo (Bochek et al., 2001). El contenido de
carbonilo, por otro lado, se encontr6 en 0,400 £ 0,001 mol/g, lo que corresponde a un alto

grado de oxidacién (Chetouani et al., 2014).
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4.6. Morfologia de las matrices de pectina, glicina y hierro.

En la figura 10, podemaos ver el resultado de la liofilizacién de las soluciones con las
distintas formulaciones de pectina, glicina y hierro. Mediante SEM se analizaron

microscopicamente la estructura de las matrices.

Pectina Pectina Glicina 1% | Pectina- Pectina Pectina - Pectina
0,5% oxidada Glicina oxidada- (Gly-Fe) oxidada-
0,5% Glicina (Gly-Fe))

g

([ ]

piy.

Figura 10. Muestras a pH 5 después de la liofilizacion

Las diferencias en la morfologia de la matriz y los posibles cambios debido a la
digestion se analizaron mediante micrografias electronicas de barrido, complementadas
con una evaluacion de la distribucion de hierro a través de EDS, como se muestra en la

figura 11.
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2100 ym  Fe K C—— 100 pm Fe K
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Los circulos rojos indican los poros o huecos irregulares
Las flechas rojas sefialan los contornos que se han ido erosionando y
desvaneciendo

Figura 11. Micrografias electronicas de barrido de diferentes muestras (I-111) en
diferentes medios de digestion simulados: (a) sin digerir, (b) saliva, (c) gastrica y (d)
intestinal. Las imé&genes EDS que muestran la distribucion del hierro se muestran en
amarillo en el inserto inferior derecho. Barra de calibracion: 100 pm.

La morfologia inicial de las muestras no digeridas fue porosa tipo aerogel, similar a las
reportadas previamente en la literatura (Gunter et al., 2019). Su estructura es visualmente
micro porosa, con poros de 100 um aproximadamente (figura 11), heterogénea, donde los
poros no tienen un didmetro uniforme sino una forma de huecos irregulares, ramificados
e interconectados. Mientras va avanzando toda la digestion in vitro, no se observaron
diferencias importantes entre la pectina nativa y la oxidada (figura 11 I, Il), ambas
muestran un cambio similar en su estructura. Sin embargo, individualmente se ve un
cambio segun avanza la digestion. La figura 11 lay 11 Ila muestran huecos y poros con

perfiles y contornos bien definidos dando una apariencia mas sélida, pero que, a medida
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que la digestion in vitro avanza, la estructura va cambiando, se observa una porosidad o
huecos menos definidos, los contornos se desvanecen, toma una forma mas homogénea,
lo que da una apariencia mas blanda ( figura 11 1 b, c, d; Il b, ¢, d); la digestidn parece
haber provocado cierto nivel de erosion de la matriz, es decir hay un desgaste o
destruccion de las matrices. De hecho, macroscdpicamente, después de la digestion, se
hizo mas dificil manipular las muestras, y se necesitd un mayor cuidado ya que tenian
tendencia a desvanecerse mas facilmente al manipular, el efecto de la digestion cambio
la estructura de la matriz, tanto en las matrices con pectina nativa como con la oxidada,
de igual manera; es decir la modificacion de la pectina por oxidacién, no representé un

cambio significativo en la estabilidad de la estructura microscopica de las matrices.

Con respecto a la presencia de hierro a través de EDS (figura 11, insertos rectangulares
colores amarillos), al comparar el complejo quelado con el hierro solo, se ve claramente
que hubo una presencia de hierro (intensidad del color amarillo) mas fuerte en el Gltimo
(figura 11, 111), a lo largo de todas las etapas de digestion, mientras que para el primero
(figura 11, 1), hubo una disminucién importante en la presencia después de la digestion

con saliva. Se observo un efecto similar con la pectina oxidada (figura 11, 11).

Segun Ghibaudo et al., 2018, la porosidad de la pectina tiene una estructura estable no
homogénea, probablemente como resultado del proceso de preparacién de la muestra y la
digestion in vitro en medios &cidos, considerando que la estabilidad de los geles de pectina
es a pH 4 maxima. En el presente trabajo se muestra que la oxidacion de la pectina, en las
condiciones utilizadas, no fue lo suficientemente significativa como para generar cambios
estructurales. Ademas, la retencion de hierro muestra ser mayor cuando se usa hierro sin
haber realizado ningun proceso de posible quelacién previo, posiblemente porque el
hierro interactia mas facilmente con la pectina a través de enlaces idnicos cuando esta

solo, que cuando esta mezclado con glicina o como complejo Gly-Fe, en donde el hierro
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compite con la glicina para unirse a la pectina, ya que la glicina, a traves de bases de
schiff, puede unirse a los grupos carboxilos de la pectina, y disminuye la probabilidad de
que el amino quelado se una a través del hierro. (Ghibaudo et al., 2018; Glnter et al.,

2019).

4.7.  Andlisis del espectro de FTIR de la pectina extraida del maracuya
La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) es una tecnologia que se
utiliza para comprender la estructura de las moléculas individuales y la composicion de
las mezclas moleculares de una muestra. La espectroscopia FTIR usa energia del
infrarrojo medio modulada para analizar una muestra. La luz infrarroja se absorbe a
frecuencias especificas directamente relacionadas con las energias de enlace vibratorio
interatomico de la molécula. Cuando la energia de enlace vibratorio y la luz infrarroja
media son equivalentes, el enlace puede absorber dicha energia. Los diversos enlaces de
una molécula vibran con energias diferentes y, por lo tanto, absorben longitudes de onda
distintas de la radiacion por infrarrojos (IR). La frecuencia e intensidad de cada una de
estas bandas de absorcion contribuye al espectro total, lo que crea una identificacion

caracteristica de la molécula.

Los picos que se utilizan para determinar el contenido de acido poligalacturénico se encuentran
en la region de 1100-1200 cm™*. Ademas del grupo C=0 del grupo esterificado, esta el grupo C-
H del grupo éster en el rango de 2800-3000 cm™ que se encuentra presente en todas las pectinas,

aunque en algunas pueden estar ligeramente desplazados (Kyomugasho et al., 2015).
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Los circulos y flecha verdes, representan las regiones importantes del espectro
caracteristicos de la pectina.

Figura 12. Espectro de FTIR de la pectina comercial comparada con la pectina extraida
de maracuya.

La pectina extraida de maracuya tiene un espectro un poco diferente a la pectina
comercial, a pesar de mantener un patron similar que coincide en los rangos importantes
que corresponden al grupo C=0 y C-O (figura 12). Es probable que pigmentos y azlcares
qgue se mantienen en la pectina extraida, alteren el espectro FTIR. Esta hipdtesis se
corrobora con el estudio realizado por Garrido 2017, en donde extrae pectinas de otras
frutas y que tienen un espectro similar al de la pectina de maracuya y sus caracteristicas

fisicas son parecidas, como la pitahaya y la granadilla.

La pectina comercial tiene un grado de metoxilacion mayor a la pectina de maracuya

(70% y 40% respectivamente), este dato se comprueba a través de este espectro, ya que
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la pectina de maracuya no presenta un pico en el rango de 1700 a 1750 cm-1 (figura 12),
que es donde tienen absorbancia los carbonilos esterificados (Kyomugasho et al., 2015),
pero la pectina comercial (1700 cm™) si absorben en este rango ya que su grado de
metoxilacion es significativamente mayor al de la pectina de maracuya. Esto implica que
con un procedimiento mas efectivo para extraer pectina de maracuya sin residuos de
pigmentos ni azucares, seria una opcién ideal, con mas grupos carboxilos y carbonilos
libres para el proposito del estudio, de aumentar la interaccion con los complejos de
Glicina y hierro, y formar una matriz que aumente la biodisponibilidad del hierro en el

organismo humano.

Fue importante la extraccion de pectina a partir del maracuya para poder corroborar la
utilidad de reciclar los residuos de maracuya, principalmente la cascara, como una buena
fuente para obtener pectina y aprovecharlo a nivel industrial. Sin embargo, para objeto de
nuestro estudio de analizar la estructura e interacciones con el hierro y la glicina, fue
necesario utilizar en los siguientes ensayos solamente pectina comercial y asi no tener
interferencias en los espectros FTIR ni en el resto de métodos donde los residuos de

pigmentos y azucares de la pectina extraida puedan alterar los resultados.
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4.8.  Anadlisis de interacciones de union entre el hierro, glicina y bisglicinato

ferroso, con las matrices de pectina a través de espectros FTIR

Los espectros y picos mas relevantes que se analizaron en espectros FTIR, estan
interpretados segun el pH de 4,5 que se uso por ejemplo en el trabajo de Kyomugasho
2015, ya que en nuestro trabajo usamos pH 5. Segun la literatura (Chetouani et al., 2014;

Kyomugasho et al., 2015)los espectros relevantes fueron los siguientes:

+ 1000-1150 cm™*: C-O de los grupos C-O-Fe.

+ 1620-1690 cm™*: se espera que se forme la base de Schiff C=N entre el grupo amino de

glicina y carbonilo libre de pectina oxidada.

+ 1600-1650 cm™: C=0 de carboxilos de pectina.

+ 1690-1750 cm™: C=0 de carbonilos libres de pectina oxidada.
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Figura 13. Espectros infrarrojos transformados de Fourier (FTIR). (a) pectina nativa con
hierro, (b) pectina oxidada con hierro, (c) pectina nativa con bisglicinato ferroso, (d)
pectina oxidada con bisglicinato ferroso, (e) pectina, con hierro y glicina no quelada, (f)
pectina oxidada, con hierro y glicina no-quelada.
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En la figura 13, la sefial observada entre 1000 y 1150 cm™* se puede atribuir al
estiramiento C-O de los grupos carboxilo y metoxilo de la pectina. Como se menciono en
la cuantificacion de carboxilo (apartado 4.3.) la pectina nativa y oxidada mantienen
cantidades similares de grupos metoxilo, pero pueden tener diferentes cantidades de
carbonilos y carboxilos libres porque, después de la oxidacion, los carbonilos libres
pueden oxidarse alin mas a carboxilos (Chetouani et al., 2014; Kyomugasho et al., 2015).
Por lo tanto, al usar las versiones no queladas, el pico alrededor de 1650 cm™ en la pectina
oxidada (figura 13 b, f) tiene mayor intensidad que en la pectina nativa (figura 13 a, €),
debido a los carboxilos formados después de la oxidacién, corroborado por el aumento
significativo en la cuantificacion de carboxilo mostrada anteriormente en la literal 4.4. En
las muestras aminoqueladas (figura 13 c, d), por otro lado, la pectina oxidada (figura 13
d) presenta una sefial atenuada en este rango, posiblemente indicando interacciones
ionicas combinadas con el hierro e interacciones de carga con los grupos amino de la
glicina, y los grupos carboxilo del aminoacido interactuando significativamente en el

complejo quelado.

Desafortunadamente, los picos de imina de las bases de Schiff C=N (1620-1690 cm™) se
superponen con el estiramiento C=0 de los grupos carboxilo (1600-1640 cm™), por lo
que puede haber presencia de ambos grupos (C=N, C=0); sin embargo, la sefial que
aparece entre 1620 y 1650 cm™ en la pectina nativa (figura 13 c, ) puede deberse a
carboxilos que no reaccionaron con el hierro, por lo que se supone que la oxidacion

aumenta la afinidad por la interaccion C-O-Fe.

En el caso de las muestras sin glicina (figura 13 a, b), se observa una intensidad
ligeramente superior en el pico de 1740 cm™, correspondiente a carbonilos libres,
producto de la oxidacién, y al no existir grupos amino de glicina, estan disponibles

libremente. Ademas, estos carbonilos pueden oxidarse a carboxilos (Chetouani et al.,
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2014; Kyomugasho et al., 2015), como se observa en un pico de pectina oxidada a 1015
cm* (figura 13 b). Por lo tanto, suponemos que se forman tanto enlaces de bases de Schiff
C=N como i6nico C-O-Fe, potencialmente con una afinidad ligeramente mayor por la

formacion de C-O-Fe, después de que se oxida la pectina.

Por otro lado, existe una diferencia entre, las muestras que se uso hierro sin ser sometido
a un proceso de quelacion con glicina, con aquellas muestras de Glicina-Hierro que
tuvieron un tratamiento de quelacion previa. Las muestras con aminoquelados (figura 13
¢, d) muestran mayor intensidad que los no aminoquelados (figura 13 e, f) entre 1690 y
1750 cm* de carbonilos libres; por lo tanto, es posible que, en los quelatos (figura 13 c,
d), la formacion de la base de Schiff fuera menos favorecida y se forman cantidades
iguales o quizads mayores de C-O-Fe que en las formas no queladas (figura 13 e, f). Sin
embargo, en las matrices de hierro no quelado (figura 13 e, f), aparentemente se forman
tanto C=N (1620-1690 cm™) como C-O-Fe (1000-1150 cm™), ya que no existe una
quelacion previa entre el hierro y la glicina, por lo que forman sus respectivos enlaces de
forma independiente. Por el contrario, en matrices con el complejo quelado (figura 13 c,
d), el amino Gly-Fe aparentemente quelado se mantiene e influye en la afinidad por el
carboxilo o carbonilo libre, donde parece tener una mayor afinidad por el enlace C-O-Fe

formador de carboxilo (1000-1150 cm™).

Se observo también una diferencia en los grupos carboxilo (1600-1650 cm™) y carbonilos
libres (1690-1750 cm't) entre las muestras de pectina nativa y las de pectina oxidada, pero
el complejo Gly-Fe quelado reacciona menos con la pectina que cuando se agregan Gly
y Fe por separado sin quelar de antemano. Por lo tanto, Fe?*, cuando se coordina con Gly,

puede evitar parcialmente que reaccione con la pectina.
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4.9.  Anadlisis de las interacciones de perlas de pectina con glicinay hierro a

traves de los espectros FTIR.

En primer lugar, se compararon los espectros de FTIR entre pectina nativa y pectina

oxidada al 10% con Gly,apH2ypH5

pH 2
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0,7
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Figura 14. Espectros infrarrojos con transformada de Fourier (FTIR) del sistema de
particulas con pectina nativa y pectina oxidada al 10% de Gly, a pH 2.
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pH 5
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Figura 15. Espectros infrarrojos con transformada de Fourier (FTIR) del sistema de
particulas con pectina nativa y pectina oxidada al 10% de Gly, a pH 5.

Tanto en los espectros a pH 2 como a pH 5 (figura 14 y 15), vemos que las muestras
con pectina oxidada presentan menor intensidad en los picos del rango de 1760-1620
cm* comparado con los espectros de pectina nativa.

Ahora comparamos los espectros de pectina nativa y pectina oxidada al 10% de Gly,

entre pH 2y pH 5,
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Figura 16. Espectros infrarrojos con transformada de Fourier (FTIR) del sistema de
particulas con pectina nativa al 10% de Gly,apH 2y pH 5
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Figura 17. Espectros infrarrojos con transformada de Fourier (FTIR) del sistema de
particulas con pectina oxidada al 10% de Gly,apH 2y pH 5

64



Analizando las figuras 16 y 17, los espectros a pH 5 se muestran con menor intensidad
que los espectros a pH 2, principalmente en los picos de interés en el rango de 1760-1620
cmt. Aparentemente esto indica que disminuye la cantidad de carbonilos libres y
carboxilos al enlazarse a la glicina, mediante la base de schiff, debido a que es el pH ideal
para su formacion, o empieza a perder grupos metoxilo y se hidrolizan, perdiendo su
capacidad para formar geles debido a que la estabilidad maxima de la pectina es a pH 4

(Bochek et al., 2001).

Y por ultimo se compard los espectros de las particulas con pectina nativa y pectina

oxidada directamente con hierro sin glicina, apH 2 y 5.

PECT-Fe VS PECTOX-Fe ApH2Y5
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Figura 18. Espectros infrarrojos con transformada de Fourier (FTIR) del sistema de
particulas con pectina nativa y oxidadaa pH 2y pH 5.
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En el caso del uso de pectina con hierro, no existe diferencia significativa entre los
espectros (figura 18), sin embargo, igualmente existe menor intensidad en los picos
conforme se utilice pectina nativa, por lo que aparentemente si se van enlazando a los

grupos carbonilos y carboxilos de la pectina oxidada.

No se observaron diferencias relevantes entre las muestras de matrices de pectina (literal
3.5) y las perlas de pectina (literal 3.), por lo que se continué el estudio de estabilidad

térmica con las matrices de pectina (literal 3.5).

4.10. Anadlisis de estabilidad térmica matricial con TGA y DSC de las

muestras de matrices.

Se realizd analisis termogravimétrico, TGA, para observar los cambios producidos en la
estabilidad térmica de muestras digeridas y no digeridas de las matrices, lo que podria
corroborar cambios en su estructura y composicion (Almeida et al., 2015). El analisis
termogravimétrico (TGA) es un método de analisis térmico en el cual se mide la pérdida
0 ganancia de masa de una muestra cuando ésta se somete a un programa controlado de
temperatura. Esta medicidn proporciona informacion sobre fendmenos fisicos, tales como
transiciones de fase, absorcion, adsorcidn y desorcion; asi como fendmenos quimicos que
incluyen reacciones quimicas, descomposicién térmica y reacciones de oxido reduccién

(Almeida et al., 2015)

Las figuras 16 a, b muestran cuatro etapas de degradacion: una primera etapa de 0 a 100
°C corresponde a la evaporacion del agua; una segunda, de 100 a 200 °C donde el peso
disminuye levemente, se relaciona con el inicio de la despolimerizacién de la pectina

(Kumar et al., 2011). Una tercera etapa, de 200 a 300 °C, se encuentra la temperatura
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maxima de degradacion, donde se produce una descomposicion rapida por deshidratacion

de los grupos hidroxilo de la pectina; y la cuarta etapa, de 300 a 600 °C, representa una

degradacion lenta debido a la formacion de residuos de carbono a partir de la

descomposicion térmica de la pectina (Almeida et al., 2015).
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Figura 19. Analisis termogravimétrico, TGA (a, b) y calorimetria diferencial de barrido,
DSC (c, d) de matrices antes y después de la digestion in vitro.
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Los resultados de degradacion son similares con cada tipo de fluido de digestion in vitro,
excepto para las muestras que no fueron sometidas a ningan fluido de digestion, y cuando
se uso saliva simulada, que se degradan por completo a 600 °C. Las muestras con pectina
oxidada (figura 19b) parecen tener menor contenido de agua ya que mantienen un peso
constante entre 0 y 100 °C (primera etapa). A partir de esta temperatura, comenzaron a
degradarse y disminuir drasticamente su peso alrededor de los 200 °C, a diferencia de la
pectina nativa (figura 19a), que inicia la disminucién de peso a los 150 °C. Por lo tanto,
se da a entender que las muestras con pectina oxidada poseen una mayor estabilidad
térmica que sus contrapartes nativas. Ademas, se ha informado previamente que la
temperatura maxima de degradacién de la pectina es alrededor de 250 °C (Almeida et al.,
2015), menor temperatura a lo encontrado en este trabajo, donde a esa temperatura
mantiene todavia el 50% del peso. EI cambio de peso a la misma temperatura no vario

comparando entre las muestras de Pect (figura 19a) y Pectox (figura 19b).
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Figura 20. Primera derivada de degradacion de peso. a) Pectina con complejo Gly-Fe b)
Pectina oxidada con complejo Gly-Fe. Digeridas in vitro con tres simulados de fluidos
(saliva, gastrico e intestinal).
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La primera derivada de la curva TGA con respecto al tiempo se conoce como curva DTG
(figura 20); es proporcional a la velocidad de descomposicion de la muestra. Las areas
bajo los picos de DTG son proporcionales a los cambios de masa de la muestra. Asi,
comparando las curvas de DTG, se pueden observar pequefios cambios que ayudan a
diferenciar los distintos tipos de digestion in vitro. Un parametro importante en las curvas
DTG es la T de maxima velocidad de reaccion, o de maxima velocidad del proceso de
degradacion en general que en todos los casos de digestion alcanza a temperatura entre

200y 250 °C.

La figura 20 muestra que los picos de velocidad maxima de degradacion disminuyen
significativamente en las muestras digeridas. En las matrices de Pect (figura 20a), los
picos ya no se observan tras la digestion gastrica, mientras que en las matrices de Pectox
(figura 20b) esto ocurre tras la digestion intestinal. Por lo tanto, se puede suponer que
estos ultimos son mas estables térmicamente, probablemente debido a las mayores
interacciones entre la pectina y el complejo quelado, como se desprende también del
TGA. La aparente degradacion mas avanzada después de las digestiones, particularmente
gastrica e intestinal, puede explicar el hecho de que estas tuvieran el mayor porcentaje de
masa residual a 500 °C; es posible que, tras la digestion, exista una mayor composicién
de hierro libre 0 aminoquelato, que es mas estable térmicamente que la pectina. Ghibaudo
et al., 2018, analizaron perlas de pectina-hierro y encontraron que la mayor pérdida de
peso debido a la descomposicion térmica comenz6 por encima de los 200 °C, e
informaron que la pérdida de masa por encima de los 250 °C puede explicarse por las
interacciones entre un compuesto organico (pectina) y porciones inorganicas (hierro)
dentro de la matriz, lo que requeriria temperaturas de calcinacion mas altas para eliminar

toda la materia organica (Einhorn-Stoll et al., 2007).
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De forma complementaria para obtener informacidén mas precisa sobre las caracteristicas
térmicas de las muestras, se realizd DSC para evaluar la temperatura de fusion (Tm). La
Tm maés alta indica una estructura con una caracteristica energéticamente favorable, es
decir, mas estable térmica y quimicamente (Amin et al., 2019; Chen et al., 2021; Jiang et
al., 2006). El analisis DSC muestra dos picos principales durante el andlisis térmico de la
pectina; el primer pico endotérmico, 100-150 °C, se atribuye a la evaporacion del agua,
y un segundo pico térmico, 210-270 °C, representa la degradacion térmica (Einhorn-Stoll

etal., 2007).

4.11. Grado de hinchamiento

Se evalué el grado de hinchamiento para evaluar la capacidad de absorcién de agua de las
diferentes matrices, y cdmo cambia después de la digestion. Este analisis da una idea de
la estabilidad estructural de la matriz a lo largo de las diferentes etapas del trayecto
gastrointestinal (Ghibaudo et al., 2018). Los porcentajes de hinchamiento de pectina
nativa y oxidada en cada uno de los fluidos digestivos simulados (saliva, gastrico e

intestinal) se muestran en la figura 21.
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Figura 21. Hinchamiento de matrices de pectina nativa y oxidada con hierro, glicina y
bisglicinato ferroso, en cuatro fluidos digestivos diferentes: agua, saliva, gastrico e
intestinal. (*) y (#) representan composiciones que no presentan diferencias
estadisticamente significativas entre ellas bajo un medio de digestiébn dado. Los
tratamientos digestivos con las mismas letras (A o B) no presentan diferencias
estadisticamente significativas (p > 0,05).

Segun ANOVA, la oxidacion disminuyd significativamente el grado de hinchamiento de
las matrices (figura 21), con respecto a las que contenian pectina nativa (p < 0,05). Esto
indica que la oxidacidn proporciona una mayor estabilidad a la estructura de la pectina
como se ve en los analisis de TGA y DSC. Sin embargo, estas diferencias fueron menos
preponderantes en las matrices con el complejo aminoquelado y se igualaron
estadisticamente después de la digestion intestinal. En el caso del hierro solo (Pect-Fe y
Pectox-Fe), no hubo diferencias de hinchamiento significativas entre pectina nativa y
oxidada. Las mayores diferencias se encontraron entre las muestras con glicina y hierro
no quelados (Pect-Gly-Fe y Pectox-Gly-Fe).
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Diferentes estudios han explorado previamente geles coloidales de pectina reticulados
con hierro, y han demostrado que este cation produce una de las formas mas estables, en
comparacion con otros geles mas utilizados como el cobre y el calcio (Glinter et al., 2019;
Popov et al., 2022). En este caso, se cree, a partir del analisis FTIR, que la oxidacion
produjo una mayor cantidad de grupos carboxilo que podrian participar potencialmente
en la gelificacion ionotropica, pero es posible que la cantidad de estos grupos adicionales
no fuera suficiente para causar una diferencia significativa en el grado de
entrecruzamiento y, por lo tanto, afecta el hinchamiento. A medida que se introduce la
glicina, puede competir con el hierro por los grupos carboxilo para las interacciones de
carga, pero, cuando se oxida la pectina, la glicina puede formar bases de Schiff con grupos
carbonilo y ademas proporcionar una mayor cantidad de grupos carboxilo disponibles
para la reticulacion ionotropica (red de canales con enlaces ionicos). Esto aumentaria la
rigidez de la matriz y, a su vez, se traduciria en una menor capacidad de absorcion de

agua.

Cuando se usa los complejos de Gly-Fe estos pueden contener gran cantidad de
bisglicinato ferroso; esta forma quelada tiene una estructura compleja que podria tener
cargas residuales de hierro y grupos amino en la superficie de la estructura que podrian
interactuar con la pectina de diferentes maneras: a) entrecruzamiento ionotropico, b)
interacciones de carga entre aminoacidos y acidos carboxilicos, y c) bases de Schiff entre
los grupos amino y carbonilo. Las dos primeras interacciones pueden ocurrir con ambos
tipos de pectina, mientras que la Gltima se produciria en pectina oxidada. Las diferencias
en el hinchamiento entre Pect-Gly-Fe y Pectox-Gly-Fe (entre 100% y 200% de
hinchamiento de diferencia) son un indicador de que las formaciones de iminas a través
de las bases de Schiff son importantes, aunque quizas menos favorables debido a los
efectos estéricos (Nowok et al., 2022).

En cuanto a los efectos de los medios de digestion, por otro lado, no hubo diferencias

entre las muestras con agua y las digeridas en saliva simulada, para todas las
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formulaciones, posiblemente porque la pectina no es propensa al ataque enzimatico de la
amilasa. Después de la digestion gastrica en todas las muestras no hubo aumentos
estadisticamente significativos, excepto en Pect-Gly-Fe, que presentd un aumento
significativo después de la digestion intestinal (de 500% a 700% de incremento de
hinchamiento). Este aumento del 200% en el hinchamiento se correlaciona con una mayor
degradacion a través del debilitamiento de las interacciones moleculares en la matriz, que
se visualizan como cierta erosion en las imagenes SEM (figura 11). Es claro entonces que
las formulaciones que presentaron mayor estabilidad a través de la via gastrointestinal
fueron aquellas que pueden tener la presencia del complejo aminoquelado, lo que se

correlaciona con su mayor estabilidad térmica.
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4.12. Liberacion de hierro

La liberacion de hierro en diferentes medios de digestion se muestra en la figura 22. En
esta fase se han omitido muestras de hierro no quelado y glicina, ya que el objetivo
principal es la estabilizacion y caracterizacion del bisglicinato ferroso con pectina, 0

pectina con hierro directamente.
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Figura 22. Liberacion de hierro de muestras de pectina nativa y oxidada, con hierro (Pect-
Fe, Pectox-Fe) y bisglicinato ferroso Pect-(Gly-Fe), Pectox-(Gly-Fe). (*) y (#)
representan composiciones que no presentan diferencias estadisticamente significativas
entre ellas, los tratamientos digestivos con la misma letra (A o B) no presentan diferencias
estadisticamente significativas (p > 0.05).

Las matrices con hierro no quelado mostraron una liberacion rapida de hierro, en
particular aquellas con pectina oxidada (Pectox-Fe), que presentaron una liberacion

significativa superior (de 4300 ppm a 2300 ppm), con una diferencia de 2000 ppm de
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principio a fin de todo el recorrido de digestiones. Por su parte, Pect-Fe tuvo una menor
liberacion de hierro y més gradual, que pasé de 1400 ppm en saliva, a 500 ppm en fluido
intestinal; esto indica que hubo apenas una diferencia de 900ppm de principio a fin de las
digestiones. A pesar de tener similar capacidad de hinchamiento y morfologia, Pect-Fe y
Pectox-Fe tuvieron comportamientos diferentes en la liberacion del hierro (figura 22),
donde vemos que la oxidacion debilita las interacciones del hierro con la matriz y se

produce mayor liberacién de hierro.

Al utilizar la muestra que pueden contener complejos quelados (Gly-Fe), la liberacion de
hierro (entre 600ppm y 300ppm) disminuye hasta cuatro veces en comparacion con las
matrices sin glicina Pectox-Fe (entre 4300 ppm y 2300ppm). Sin embargo, las muestras
con glicina, en cambio, la oxidacion no hace que se libere mas hierro sino que, con pectina
nativa Pect-(Gly-Fe), tuvieron una liberacion de hierro ligeramente mayor (entre 800 ppm
en agua a 500ppm en intestinal), que las matrices con pectina oxidada Pectox-(Gly-Fe)
(entre 600 ppm en agua a 300 ppm en intestinal). De hecho, estos Gltimos hidrogeles
presentaron la mayor retencion en todas las condiciones de digestion, probablemente
debido a su menor capacidad de hinchamiento como resultado de interacciones mas
fuertes entre el hierro y la matriz. Este hecho puede explicar las sefiales de EDS de hierro
mas bajas que se observan después de la digestion cuando se utiliza los complejos Gly-
Fe, ya que es posible que solo se libere hierro sin reaccionar, mientras que el resto queda
atrapado en la estructura interna. Es importante destacar que Pect-Gly-Fe tiene una
presencia (intensidad de color) EDS ligeramente mas fuerte cuando se digiere en
condiciones gastricas, lo que corresponde al maximo observado en la figura 11. Cuando
el hierro no esta sometido previamente a un tratamiento de quelado, la matriz se degrada

en mayor medida, en comparacion con las formas posiblemente gqueladas, evidenciado
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por su gran capacidad de hinchamiento; en consecuencia, se libera hierro interno y se

observa una sefial EDS consistentemente fuerte en todas las condiciones de digestion.

Ghibaudo et al., 2018 evaluaron la liberacion de hierro de las perlas de pectina-hierro y
encontraron que la digestion gastrica aumentaba el tamafio de los poros de las perlas, lo
que se atribuye a un mayor hinchamiento, pero, por el contrario, en condiciones alcalinas,
la eliminacion de residuos de acido B galacturdnico de la pectina, da como resultado la
escision de la cadena y una rapida pérdida de viscosidad y propiedades gelificantes,
ademas de sufrir un proceso de desmetilacion. Por lo tanto, en ese caso, la digestion
intestinal alcalina de pH 8 fue el principal proceso que altero el tamafio y la estructura de
la pectina, y es donde una mayor cantidad de hierro comenzaria a liberarse de las perlas,
y luego se oxidaria para formar un agua. complejo Fe (I11)-oligopectina soluble (Ganji et
al., 2010). Sin embargo, en nuestro trabajo observamos que la liberacion de hierro sucede
desde el tratamiento con agua y se detiene ligeramente después de la digestion gastrica,
lo que sugiere que simplemente las muestras se quedan con poco hierro por ende se
presencia menor liberacion, pero en cambio vemos que el uso de los complejos de Gly-

Fe unidos a la pectina, si hace que se libere menos hierro que Pect-Fe.

Para resumir el comportamiento de las diferentes matrices en funcion del hinchamiento y

la liberacidon de hierro, se puede afirmar lo siguiente:

e EI complejo Gly-Fe con pectina oxidada aumenta la estabilidad quimica de la
matriz y la retencion de hierro dentro de la matriz, en comparacion con la Pect-
Fe.

e El complejo Gly-Fe con pectina oxidada aumenta la probabilidad de union con el
bisglicinato ferroso debido a la presencia del grupo carbonilo libre. Muestra

mayor estabilidad y retencion de hierro, en comparacién con las otras
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formulaciones, por ejemplo: Pectox-Fe libera 2300ppm de Fe, y Pectox-(Gly-Fe)
libera 300 ppm en fluido intestinal.

e El hierro no quelado y la glicina con pectina nativa presentaron menor estabilidad
de matriz y capacidad de retencidn de hierro que las matrices con hierro quelado
y pectina oxidada.

e El hierro quelado y la glicina con pectina oxidada presentaron mayor estabilidad
y capacidad de retencién de hierro, comparado con el hierro no quelado y la

pectina nativa.

Al hacer un andlisis global de hinchamiento y liberacion de hierro, junto con analisis
SEM, FTIR, TGA y DSC, los resultados pueden explicar lo siguiente: primero, la
oxidacion aumenta la probabilidad de entrecruzamiento ya que hay una mayor cantidad
de grupos carbonilo y carboxilo libres que pueden reaccionar, lo que da a las moléculas
una mayor estabilidad. En segundo lugar, la pectina probablemente interactia con el
bisglicinato ferroso, solo por una de las opciones, ya sea con hierro y pectina carboxilo,
o0 con glicina amino y pectina carbonilo, pero no por ambas. Se mantiene el remanente,
pero quedan grupos funcionales libres, contrario al uso de glicina y hierro no quelado,
donde cada uno interacttia y se entrecruza con la pectina por ambas opciones. Por lo tanto,
dado que no hay suficiente entrecruzamiento con bisglicinato ferroso, los grupos
funcionales que no forman parte del entrecruzamiento atraen agua y permiten un mayor
hinchamiento, ya que son sitios potenciales de interaccion electrostatica con moléculas
de agua (Ganji et al., 2010). Finalmente, el uso de pectina con hierro directamente, sin
glicina, disminuye su estabilidad en comparacién con otras muestras, debido a que la
glicina aumenta el entrecruzamiento que se produce con la pectina, dandole mayor

estabilidad, al contrario de las muestras que no contienen glicina.
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CAPITULO5

5. CONCLUSIONES

La administracion de hierro, en su estado Fe?*, sigue siendo un reto importante en el
campo de los alimentos fortificados. Para hacer frente a este problema, la presente tesis
propone construir un sistema de matrices de hidrogel coloidal de pectina (nativa y
oxidada) y hierro, en el que el efecto combinado de las interacciones hierro-glicina dentro
de un complejo quelado y las interacciones entre este complejo y la pectina podria ayudar
a retener el hierro en su camino a través del tracto gastrointestinal. Como el metal actla
como reticulante, la estabilidad de la matriz se ve afectada por la forma de presentacion
del hierro, ya sea libre o aminoquelado (bigliscinato ferroso), y si la pectina es nativa u
oxidada. Se da a entender que, al utilizar el complejo aminoquelado Gly-Fe, la oxidacion
aumenta la probabilidad de entrecruzamiento ya que hay un mayor nimero de grupos
carbonilo y carboxilo libres que pueden reaccionar, lo que le da mayor estabilidad a la
matriz. La pectina puede interactuar con el bisglicinato ferroso a través de diferentes
rutas: hierro-pectina carboxilo o glicina amino-pectina carbonilo. Asi, potencialmente, el
uso de pectina para crear una matriz protectora del hierro, en su forma de bisglicinato
ferroso, ayudaria a evitar la formacion de fitatos insolubles y cambios organolépticos en
los alimentos que han sido fortificados con este compuesto, y podria aumentar la

biodisponibilidad del hierro.

En el presente trabajo podemos se extraen las siguientes conclusiones que se destacan en

negrita.
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En primer lugar, podemos decir que los resultados obtenidos de la pectina extraida de
la cascara de maracuyda indican que es una buena alternativa para su uso como
matriz protectora de complejos de glicinay hierro, debido a su buen rendimiento de
extraccion y bajo grado de metoxilacion, que al tener mas cantidad de grupos
carboxilos libres que la pectina nativa comercial, le da mayores probabilidades de
conseguir la union al complejo Gly-Fe. Mas aun si se le da un tratamiento de
modificacion como por oxidacién, donde obtiene mas carbonilos libres que puedan

unirse al amino de la Gly-Fe.

Después de analizar los diferentes métodos de obtencién de quelados de glicina-hierro
(bisglicinato ferroso), concluimos que los quelados se pueden encontrar en mayor
cantidad en el sobrenadante (alrededor del 70%) que en el precipitado que se forma

mediante el método de precipitacion.

Con respecto a la modificacion de la pectina para la optimizacion de la matriz receptora
del amino quelado, concluimos que mediante la oxidacion con peréxido de hidrogeno
se puede modificar la pectina nativa para obtener mas carbonilos y carboxilos libres
en la estructura molecular de la pectina y asi aumentar los sitios de union al hierro
o glicina del bisglicinato ferroso. Los porcentajes de grupos carboxilo libres, en pectina
nativa fueron 22,50 + 2,10 % y después de la modificacidn por oxidacion subieron a 61

+ 1,90 %.
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En el analisis mediante FTIR de los grupos funcionales de interés en la pectina, en los
espectros FTIR la sefial que aparece entre 1620 y 1650 cm*solo en la pectina nativa,
puede deberse a carboxilos que no reaccionaron con el hierro, por lo tanto, al no
tener esta sefial en la pectina oxidada, vemos que la oxidacion aumenta la afinidad

por la interaccion C-O-Fe (1000-1150 cm™).

Con respecto a la estabilidad térmica y estructural de las matrices pectina-glicina-hierro,
las muestras con pectina modificada por oxidacion comenzaron a degradarse y
disminuir drasticamente su peso alrededor de los 200 °C, a diferencia de las
muestras con pectina nativa, que inicia la disminucién de peso a los 150 °C. Por lo
tanto, la modificacion por oxidacién aumenta la estabilidad térmicay estructural de

la matriz de pectina.

Adicionalmente, para el analisis de la estabilidad de la estructura de la matriz, en los
ensayos donde medimos el grado de hinchamiento, vemos que solo en las muestras con
Gly y Fe sin quelacion previa, la oxidacion de la pectina disminuyd
significativamente el grado de hinchamiento de las matrices, con respecto a las que
contenian pectina nativa (entre el 100% al 200% de diferencia). Esto indica que la

oxidacion proporciona una mayor estabilidad a la estructura de la pectina.

Continuando con el grado de hinchamiento, las formaciones de iminas a través de las
bases de Schiff que deberian suceder solo en la pectina oxidada, también son
importantes para aumentar la estabilidad de la estructura de la matriz, ya que hay
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una diferencia en el hinchamiento entre Pect-Gly-Fe y Pectox-Gly-Fe (entre 100% y
200% de hinchamiento de diferencia), mas que todo en las muestras sin quelacién previa
donde la Gly no compite con el Fe, sino que forman sus enlaces con la pectina de forma

independiente.

A medida que se introduce la glicina, puede competir con el hierro por los grupos
carboxilo para las interacciones de carga, pero, cuando se oxida la pectina, la glicina
puede formar bases de Schiff con grupos carbonilo y ademas proporcionar una
mayor cantidad de grupos carboxilo disponibles para la reticulacién ionotropica
(red de canales con enlaces i6nicos). Esto aumentaria la rigidez de la matriz y, a su vez,

se traduciria en una menor capacidad de absorcion de agua.

Para la medir la biodisponibilidad del hierro unido a la matriz de pectina, se realizaron
los ensayos de liberacion de hierro y podemos concluir que, los complejos de Gly-Fe
gue se unen tanto a pectina nativa como modificada, aumentan la retencion del
hierro (alrededor del 13% mas, que el uso de hierro solo sin glicina) y por ende

aumentaria la biodisponibilidad del hierro.

De forma general analizando todo el conjunto de resultados concluimos que, entre la
pectina y la glicina, se forman tanto enlaces de bases de Schiff C=N como idnico C-
O-Fe entre la pectina y el Fe?*, potencialmente con una afinidad ligeramente mayor

por la formacion de C-O-Fe, en las muestras que se oxida la pectina.
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Ademas, el complejo Gly-Fe quelado previamente, reacciona menos con la pectina, que
cuando se agregan Gly y Fe independiente sin un proceso de quelacion previa. Por lo
tanto, Fe?*, cuando se coordina con Gly, puede evitar parcialmente que el amino

guelado reaccione con la pectina.

Por lo tanto, se resume que, cuando se utiliza complejos de Gly-Fe sometidos a un
proceso de quelacion previa, la unién a la matriz de pectina puede darse por el
extremo amino de la glicina a través de una base de Schiff o por el grupo carboxilo
de la pectina al hierro, lo que asegura la formacién de una sola matriz enlazada

protegiendo al hierro.

Evidentemente la matriz, a base de pectina nativa o modificada, es capaz de proteger
y transportar dentro del tracto digestivo al hierro formando un complejo con

glicina, para aumentar su biodisponibilidad.

Finalmente, la modificacion de pectina por oxidacion puede aumentar la estabilidad
estructural y quimica de la matriz estudiada, siendo una potencial alternativa para una

posible aplicacién industrial en la fortificacion de alimentos.
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No obstante, serian necesarios mas estudios de viabilidad celular in vitro, asi como
evaluar la estabilidad de la matriz a largo plazo y el comportamiento de los

hidrogeles coloidales en una matriz alimentaria.
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