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RESUMEN GENERAL

Emulsiones mdltiples (W1/O/W5) como sistemas funcionales

Las emulsiones mdultiples agua-en-aceite-en-agua (W1/O/W5) (EW) consisten de
pequefias gotas de agua (W;) contenidas en gotas de aceite mas grandes (O)
gue se encuentran dispersas en una fase acuosa continua.

El abanico de aplicaciones de las emulsiones multiples es muy amplio;
relacionadas con el disefio de alimentos reducidos en grasa, el
enmascaramiento de sabores, o bien la proteccion y liberacién controlada de
diferentes compuestos bioactivos.

En tal contexto, en el presente trabajo se plante6 el desarrollo y caracterizacion
de emulsiones (W1/O/W,) geladas. Se formularon cinco emulsiones multiples
estabilizadas con pectinas de bajo metoxilo en ambas fases acuosas, y geladas
con iones calcio, las cuales se analizaron en cuanto a la capacidad de retencion
de agua, liberacion de aceite a temperatura ambiente, y después de su
calentamiento y analisis de perfil de textura.

Las emulsiones multiples geladas, en donde la concentracién de iones calcio
fue mayor, presentaron los valores mas altos en cuanto a dureza,
fracturabilidad, masticabilidad, elasticidad, capacidad de retencién de agua; por
Su parte, a menores concentraciones de iones calcio, éstas presentaron mayor
cohesividad y mayor liberacién de aceite después del calentamiento.

Palabras clave: emulsiones multiples, textura, capacidad de retencion de agua,
pectinas de bajo metoxilo amidadas.

Tesis de Maestria en Ciencia y Tecnologia Agroalimentaria-Universidad
Auténoma Chapingo

Autor: Ing. Sinai Alvarado Ambriz

Directora: Dra. Ofelia Sandoval Castilla Xii



GENERAL ABSTRACT

Multiple emulsions (W1/O/W,) as functional systems

Water-in- oil-in- water (W1/O/W,) multiple emulsions consist of small-sized water
droplets (W3) contained within larger oil droplets (O) that are dispersed within a
continuous aqueous phase (W5).

The range of applications of multiple emulsions is very broad; they are related to
the design of reduced-fat foods, masking flavors or protection and controlled
release of different bioactive compounds.

In this context, the objective of this work was to develop and characterize
W1/O/W; gelled emulsions. Five multiple emulsions stabilized by amidated low
methoxyl pectins in both aqueous phases were made and gelled with calcium
ions. The water holding capacity, oil release at room temperature and after
heating and texture profile of the emulsions were evaluated.

The gelled multiple emulsions, in which the concentration of calcium ions was
increased, showed the highest values for hardness, fracturability, chewability,
elasticity, and water holding capacity, while at lower concentrations of calcium
ions they had greater cohesiveness and increased oil release after heating.

Keywords: gelled multiple emulsions, texture, water holding capacity, amidated
low methoxyl pectins.

Masters Thesis-Universidad Autonoma Chapingo
Author: Ing. Sinai Alvarado Ambriz
Advisor: Dra. Ofelia Sandoval Castilla Xiii



l. INTRODUCCION GENERAL

La ingesta indiscriminada de alimentos chatarra, ricos en sales, grasas
saturadas y/o con altos contenidos de azlcar es algo cotidiano y trae consigo
diversos trastornos graves en el equilibrio del organismo (Jiménez-Colmenero,
2013).

El desarrollo y formulacion de productos alimenticios con ventajas nutricionales
constituye, entonces, una oportunidad real para contribuir al mejoramiento de la
salud y el bienestar del consumidor. Dentro de esta nueva gama de alimentos
destacan aquellos que han sido modificados, o que les han incorporado nuevos
ingredientes para ofrecer beneficios superiores a los proporcionados por los
alimentos tradicionales denominados comunmente como alimentos funcionales

(Jiménez-Colmenero, 2013).

En este sentido, la formulacién de sistemas coloidales como las emulsiones,
constituyen una alternativa promisoria; sin embargo, el agregado de un tipo de
emulsiones multiples en un estado liquido origina productos con propiedades
mecanico-sensoriales diferentes a la de un alimento tradicional, provocando con

ello su rechazo por parte del consumidor (Jiménez-Colmenero, 2013).

Con base en lo anterior, un tema de investigacion actual es el disefio apropiado
de emulsiones multiples geladas que puedan funcionar como un sistema de
encapsulaciéon para la proteccion vy liberacion controlada de diferentes
compuestos bioactivos y/o como material estructurante, o bien, como sustituto

de grasa.

Por lo que, el objetivo de este trabajo estuvo dirigido a evaluar la formulacion de
una emulsiéon multiple gelada en cuanto a la composicion de la fase continua,

hecha a partir de una pectina de bajo metoxilo amidada con capacidad

14



gelificante y alta sensibilidad al calcio (material utilizado para la gelificacion),
afectando las propiedades fisicoquimicas y mecénicas de los emulgeles durante

el tiempo de almacenamiento.

15



I. REVISION DE LITERATURA

2.1 Alimentos funcionales

En los ultimos afios la ciencia de la nutricion y la alimentacién se han encargado
de estudiar la relacibn que existe entre la salud y el consumo de ciertos
alimentos, dando como resultado una ingesta saludable de combinaciones de
alimentos que ayudan a mejorar e, incluso, a prevenir algunas enfermedades
cronicas, surgiendo como una alternativa los alimentos funcionales. “Un
alimento funcional es todo aquel alimento semejante en apariencia fisica al
alimento convencional, consumido como parte de la dieta diaria, que ademas de
sus funciones nutricionales béasicas, es capaz de producir efectos metabdlicos o

fisiolégicos benéficos” (Wildman, Wildman & Wallace, 2016).

Entre las tendencias para el desarrollo de alimentos funcionales destacan la
reduccion del indice cal6rico, el desarrollo de productos con menor contenido
en grasas o con grasas mas saludables, productos de bajo indice glicémico,
liberacién controlada y proteccion de ingredientes labiles durante el procesado y
conservacion de alimentos o, incluso, después de su ingesta, entre otros

(Jimenez-Colmenero, 2013).

2.2Emulsiones
Una emulsion es un sistema heterogéneo de liquidos inmiscibles, donde al
menos uno se encuentra disperso en otro en forma de gotitas. La fase
constituida por las pequefias gotitas se denomina fase interna o dispersa y la
matriz en la que estan dispersas se denomina fase externa o continua
(Derkach, 2009).

16



2.2.1 Clasificacion de emulsiones

Las emulsiones se clasifican de acuerdo a su organizacién espacial relativa de
la fase continua o dispersante; de esta manera existen dos tipos de emulsiones
primariasen funcion de su fase dispersa: la denominada aceite-en-agua (O/W),
en la cual el aceite es disperso en forma de gotas en la fase continua que es el
agua, y viceversa, las emulsiones Illamadas agua-en-aceite (W/O). Las
emulsiones multiples agua-en-aceite-en-agua (W1/O/W,) y aceite-en-agua-en-
aceite (0O1/W/O;) son denominadas “emulsiones de emulsiones” (Figura 1),
debido a que son sistemas de emulsion en donde las gotas de la fase dispersa
contienen dentro de ellas otras gotas pequefias dispersas (Benichou, Aserin &
Garti, 2004).

Emulsiones simples Emulsiones multiples
Q % O
o © [. | o ~ ©
o ©O e % o ©O
O/W W/O W/O/W O/W/O

Figura 1. Clasificacion de emulsiones.
Fuente: McClements, Decker y Weiss, (2007).

En este tipo de emulsiones existen dos diferentes peliculas interfaciales, la
pelicula que rodea a la gota de agua en la emulsion W./O y la pelicula que
rodea la gota de aceite en O/W,. Por consiguiente, se necesitan dos diferentes
tipos de emulsificante para estabilizar las emulsiones W1/O/W,: un emulsificante
soluble en aceite para las gotas internas de agua y un emulsificante hidrofilico
para las gotas de aceite (Figura 2). En este sistema es posible controlar el
tamafio de las gotas y la concentracion de las gotas de agua internas y las

gotas de aceite (McClements et al., 2007).
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Emulsionante primario

Aceite
Fase acuosa interna

Ji

Emulsionante secundario

Fase acuosa externa

Figura 2. Esquema de una emulsién mdaltiple.
Fuente: Kosegarten-Conde y Jiménez-Munguia, (2012).

2.2.2 Mecanismos de desestabilizacién de emulsiones

Las emulsiones mdltiples son altamente susceptibles a desestabilizarse durante
el almacenamiento o cuando son expuestas a medios de estrés comunmente
usados en la industria alimentaria, tales como fuerzas mecénicas, procesos

térmicos, congelamiento y deshidratacion (Figura 3) (Rao & McClements, 2011).

Emulsiéon cinéticamente metaestable

Agregacion de gotas

L T Rl

Sedimentacion Cremado Floculacion Mad. Ostwald

Figura 3. Mecanismos de inestabilidad de una emulsién.

Fuente: Rao y McClements, (2011).
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Las gotas de aceite en las emulsiones W,/O/W; son susceptibles al cremado,
floculacion, coalescencia y a la maduracion de Ostwald, asi como las gotas
internas de agua también lo son a la floculacion convencional y coalescencia;
sin embargo, también pueden llegar a ser inestables debido a la difusion de las
moléculas de agua entre las gotas internas y externas de las fases acuosas o
debido a la expulsion de las gotas de agua de las gotas de aceite (Benichou et
al., 2004).

Separacioén gravitacional (cremado)

Se trata de un mecanismo de inestabilidad fisica causado por la accién de la
gravedad y de un gradiente de densidades relativas entre las fases que causan
su separacion vertical, sin variar la distribucion del tamafio de las mismas y

puede llevarse a cabo por cremado o sedimentacion (McClements, 2007).

El cremado describe el movimiento de las gotas hacia la parte superior del
sistema, esto es debido a que la densidad de la fase dispersa es menor que la
de la fase continua; mientras que en la sedimentacion, las gotas migran hacia la

parte inferior (Tadros, 2009).

Se puede inhibir o prevenir la separacién gravitacional por medio de tres
enfoques: el primero consiste en hacer coincidir la densidad de las fases
dispersa (aceite) y continua (acuosa); en segundo lugar, por la reduccién del
tamafo de las gotas de la emulsion, ya que la velocidad de formacién de crema
es proporcional al tamafio de las gotas al cuadrado (Ley de Stokes); es decir, Si
las gotas son lo suficientemente pequeias, entonces los efectos de movimiento
Browniano dominaran y el sistema se mantendra estable; en tercer lugar, por el
aumento de la viscosidad de la fase acuosa; por ejemplo, mediante la adicién
de agentes espesantes. Este enfoque no siempre puede ser viable, ya que
influird también en la textura y en la sensacion en la boca del producto final
(Piorkowski & McClements, 2013).
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Agregacion de las gotas (floculacién y coalescencia)

Este mecanismo de inestabilidad depende del equilibrio de fuerzas atractivas y
repulsivas que operen entre las gotas y de las propiedades fisicoquimicas de
las fases dispersa, continua e interfacial (indice de refraccion, pH, fuerza ionica,
presidbn osmotica, temperatura, etc.). Las interacciones de van der Waals
ejercen fuerzas atractivas; en contraste, las interacciones estéricas y
electrostaticas son generalmente de fuerza repulsiva (Piorkowski &
McClements, 2013).

Las dos formas principales de agregacion de gotas en emulsiones son la
floculacion y la coalescencia. La floculacion consiste en la adhesion o
agregacion de las gotas dispersas sin fusionarse, debido a las colisiones
provocadas por el movimiento Browniano, y no existe una variacion en la

distribucion de tamafio de gotas (Piorkowski & McClements, 2013).

Este proceso es reversible y esta controlado por un equilibrio global entre las
fuerzas de atraccion electrostaticas de van der Waals, repulsivas, de tipo
estérico y de hidratacion. Por su parte la coalescencia involucra la colision o
fusion irreversible de las gotas dispersas para crear gotas mas grandes con la
eliminaciéon de parte de la interfase liquido/liquido, conduce a una reduccion del
area interfacial, y por ende de la energia libre superficial del sistema. Este
cambio irreversible requeriria un aporte extra de energia para restablecer la

distribucion de tamafio de particula original (Cubero, Monferrer & Villalta, 2002).

Engrosamiento de gotas (maduracién de Ostwald)

El engrosamiento de gotas (Maduracién de Ostwald) se define como un
mecanismo de coalescencia donde el crecimiento de las gotas mas grandes se
da a costa de las mas pequefias hasta que estas Ultimas practicamente
desaparecen; este proceso ocurre a una velocidad que es funcion de la

solubilidad de la fase dispersa en la fase continua y se debe a la presion interna
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de las gotas (Presion de Laplace), la cual es mayor en las gotas mas pequefas
(Aranberri, Binks, Clint & Fletcher, 2006).

Inversion de fases

En un proceso de inversion de fases, la fase dispersa pasa a ser continua y
viceversa, lo cual es equivalente a una transformacion de una emulsion tipo
W/O a una tipo O/W o viceversa. Este proceso puede ocurrir por cambios en el
volumen relativo de las fases (inversion catastréfica) o en la afinidad del

emulsionante por las fases (inversion transicional) (Trados, 2013).

Estabilidad de emulsiones

Para contrarrestar la inestabilidad de las emulsiones se emplean diferentes
tipos de materiales. Los factores que determinan la estabilidad de una emulsién
son: una barrera energética que es eléctrica en origen y que influye sobre la
tasa de floculacion y la distancia entre gotas, que en términos finales, separa a
las gotas, y crea una barrera mecéanica alrededor de las gotas de la fase
dispersa, cuya estructura y propiedades afectan su resistencia a la ruptura y
consecuentemente a la tasa de coalescencia (Ozer, Muguet, Roy, Grossiord &
Seiller, 2000).

Los factores fisicos pueden ser modulados por carga superficial de tipo
electrostatica, estérica o una combinacion de ambos: electroestérica, mediante
el uso de moléculas emulsificantes capaces de absorberse superficialmente y
de formar peliculas interfaciales alrededor de las gotas de la emulsién, de tal
forma que sus grupos no polares se orientan hacia la fase oleosa y los grupos
polares hacia la fase acuosa, formando una barrera fisica contra los procesos
de desestabilizacion (Patel & Velikov, 2011).
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2.2.3 Estabilidad por efectos estéricos

Homopolimero moderadamente

soluble

Injerto muy soluble

ST GEE e ¥ ¢ ~—¢ Homopolimero poco soluble/con carga

Copolimero de bloques

Figura 4. Representacion esquematica de diferentes tipos de macromoléculas
protuberantes.

Fuente: Walstra, (1993).

Uno de los papeles principales de los biopolimeros presentes en la fase acuosa
externa de las emulsiones W1/O/W, es adsorberse en la superficie de las gotas
de aceite de la emulsion W4/O. Los biopolimeros adsorbidos pueden prevenir la
agregacion de las gotas de aceite mediante estabilizacion estérica. En la Figura
4 se representa esquematicamente la manera en que las macromoléculas

pueden adsorberse sobre la superficie de las gotas de aceite.

Emulsionantes

Los emulsionantes son compuestos con actividad superficial y pueden ser
clasificados en funcion de su peso molecular como: tensoactivos (de bajo peso
molecular) y gomas y proteinas (de alto peso molecular); por su parte, los
estabilizantes son compuestos de alto peso molecular que no presentan
actividad superficial pero que son capaces de absorber agua y aumentar la
viscosidad del medio en el que se encuentran (McClements, 2015). Las
emulsiones dobles W1/O/W; requieren al menos dos emulsionantes, uno lipéfilo

y uno hidréfilo que ayuden a formar y estabilizar la emulsion.
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En la industria de alimentos el uso de emulsionantes es restringido segun lo
establecido por el Codex Alimentarium, debido a que pueden presentar
caracteristicas toxicologicas, por lo que su uso se limita a tres grupos: las
lecitinas, los monos y diglicéridos y sus esterificaciones. Estos ultimos son
emulsionantes de bajo peso molecular, entre los que se encuentran el
ricinoleato de propilenglicol (Grindsted PGPR) que es una mezcla de mono y
diglicéridos de acidos grasos, ésteres de poliglicerol y estearato de potasio en
glicerol con agua y propilenglicol con un HLB de 4.3. Por su parte el Panodan
son ésteres de &cido acetil tantarico con un HLB de 8.0 (Mufioz, Alfaro &
Zapata, 2007).

Biopolimeros
Los biopolimeros son macromoléculas que comprenden a las proteinas, gomas
y polisacaridos y se utilizan generalmente en la estructuracion de alimentos y
como agentes emulsificante-estabilizantes de emulsiones (Jafari, Assadpoor &
Yinghe, 2008).

Pectina

La pectina es un polisacarido natural que es biodegradable, extraida a partir de
la piel de los citricos y pomaceas bajo condiciones acidas o alcalinas. Es
relevante en alimentos por sus propiedades funcionales y suelen utilizarse

como gelificantes, espesantes o estabilizantes (Sriamornsak, 2003).

e Homogalacturano (HG): es un polimero lineal constituido por (1-4)-a-D-

acido galacturonico.

e Ramnogalacturano | (RGI): polimero cuya unidad estructural basica es el
disacarido [-4)- a-D-AGal-(1-2)-a-L-Ram-(1/] con cadenas de azucares,

principalmente arabinosas y galactosas, unidas a las ramnosas.



Ramnogalacturano 1l (RGII): llamado confusamente asi, ya que su
cadena principal es un homogalacturano en lugar de un
ramnogalacturano, con cadenas laterales compuestas de diversos

azucares, unidas a los residuos de acido galacturonico.

Rhamnogalacturonan ||

Rhamnogalacturonan |

Acetyl ester % Methyl ester

-

Galacturonic acid (GalA)
Rhamnose (Rha)
Apiose (Api)

Fucose (Fuc)

Acenc acid (AceA)
Galactose ((Gal)
Arabinose (Ara)

Xylose (Xyl)

Glucuronic acid (GlcA)

® O O O © Q0 o @ @ O

Ketodeoxymanno-

O Deoxylyxo-
heptulopyranosylaric acid (Oha)  octulopyranosylonic acid (KDO)

Figura 5. Diagramas esquematicos de las dos estructuras propuestos de
pectina A) El RGI se encuentra unido de forma lineal al HG, RGIl y XG, dichas
regiones estan parcialmente metil-esterificadas, cadenas laterales neutras
tipicas de RGI son galactanos y arabinanos lineales, ramificados galactanos y
arabinanos, y arabinogalactanos. B) Una estructura alternativa en la que HG
son cadenas laterales de RGI

Fuente: Williats et al. (2006).
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Independientemente de la estructura secundaria de las pectinas, el &cido
galacturonico, presente tanto en la cadena de homogalacturano como de
ramnogalacturano mediante enlaces a-(1-4), puede estar metilesterificado y/ o
acetilado (Figura 8). Estos acidos urdnicos tienen grupos carboxilo, algunos de
los cuales se encuentran naturalmente presentes como metil éster y, otros son

tratados con amonio para producir grupos carboxilamida (Willats et al. 2006).

Generalmente se clasifica por el grado de esterificacion en pectina de alto
metoxilo, si la mitad o mas de los grupos carboxilo estan esterificados y pectina
de bajo metoxilo, si menos del 50 % de los grupos carboxilo estan esterificados
(Giancone, Torrier, Masi & Michon, 2009).

Pectinas de bajo metoxilo

Este tipo de pectinas poseen la mayoria de los grupos carboxilo libres,
estimandose, que del 20 % al 40 % de los grupos carboxilo estan esterificados
(Figura 6). Por lo tanto, la mayoria estan disponibles para formar enlaces

cruzados con iones divalentes como el calcio (Ridley O'Neill, & Mohnen, 2001).

cooH COOH oH GOOCHs

OO0

COOH COOH OH

Figura 6. Pectina de bajo metoxilo.
Fuente: Dergal, (2006).

Pectinas de bajo metoxilo amidadas

Las pectinas de bajo metoxilo amidadas, son aquellas que pueden tener por
encima del 25 % de grupos amidados en su estructura (Figura 7). En este tipo

de pectina algunos de los grupos restantes de acido galacturénico han sido
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transformados en amidas, mediante una desesterificacion alcalina en presencia

de amoniaco (Dergal, 2006).

COOH OH COOH OH COONHz

0 | | 0 0
0 O
OH OH
OH OH OH
0 0
0 0
OH OH

COOH COOH OH

Figura 7. Pectina de bajo metoxilo amida.
Fuente. Dergal, (2006).

Mecanismos de gelificacion de las pectinas

Las pectinas son ampliamente usadas como agentes estabilizantes y
gelificantes en la industria de alimentos y farmacéutica. Las pectinas gelifican
cuando las cadenas de homogalacturano se entrecruzan para formar una red
tridimensional en la cual el agua y los solutos se encuentran atrapados (Willats
et al., 2006).

La gelificacion de las pectinas esta determinada por varios factores, entre los
cuales se pueden citar la temperatura, el tipo de pectina, el grado de
esterificacién, grado de acetilacion, pH, azlucar y otros solutos, y el calcio
(Willats et al., 2006).
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Figura 8. (a) Estructura quimica de pectina y sus grupos funcionales en la
cadena: b) grupo carboxilo, c) grupo éster y d) grupo amida.

Pérez et al. (2013).
En este modelo (Figura 9), pares de dobles hélices de cadenas de pectina se
mantienen unidas por iones calcio entre dos grupos carboxilos opuestos
simulando el empacamiento de huevos (iones calcio) en su caja (Kim, Kim, Ju,
Kim, Yoo & Kim, 2016).

& b
,r’~’\ff~\if\fﬂ\‘ﬁf\if\ffﬁ\ff\:f“‘\\\ gﬁ o

OCHg HyCO,

HO o
COO HO COO_ o -0
7 7 e
OH OH c o- *°
& HO B C¢O
-00C oH%0C SNH,  HoN
L

Figura 9. Gelificacibn de pectinas de bajo grado de esterificacion a)
Conformacion de cadenas de pectinas (sitios de coordinacién del ion calcio) y
representacion esquematica de la formacién de la matriz b) Representaciéon de
la gelacion de pectinas de bajo metoxilo amidadas.

Fuente: Yapo y Gnakri. (2015).
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Las cadenas presentes en dichas pectinas se ordenan y forman complejos
i6nicos en donde participan dos secciones de cadenas diferentes de pectinay el
ion calcio en solucién. La gelificacion de pectinas con grupos amida sigue un
comportamiento similar a pectinas de bajo grado de esterificacion, sugiriendo
que los residuos de amidas en el &cido galacturénico tienen una funcién
comparable a los grupos carboxilo en pectinas de baja esterificacion, en la
formacion de complejos con calcio (Gilsenan, Richardson & Morris, 2000).

2.24 Geles

Un gel esta constituido por una o varias macromoléculas o polimero con
capacidad de formar redes que inmovilizan todo el disolvente presente (agua,
por lo general). En geles alimenticios, las macromoléculas suelen ser
polisacéaridos o proteinas que, de manera previa a la gelificacion, adoptan una
conformacion ordenada e inicia una serie de entrecruzamiento entre
macromoléculas vecinas, con la cual se generan grandes zonas de union que
se extienden hasta ocupar todo el volumen de la solucion (punto gel). Estos
entrecruzamientos pueden ser permanentes o de vida corta, y se forman y

deshacen de manera continua (Oakenfull, 1991).

Las pectinas de bajo metoxilo forman geles por interacciébn con el calcio
presente en el medio; el pH y la concentracibn de soélidos son factores
secundarios que influyen en la velocidad y la temperatura de gelificacién y
ademas en la textura final del gel. En efecto estas pectinas tienen la propiedad
de formar gel cuyo soporte estd constituido por una estructura reticular de
pectinatos de calcio, mientras su contenido de solidos solubles puede bajar
hasta 2%, y el valor de pH acercarse a la neutralidad para la gelificacién, por
esto, la sola presencia de la pectina y de las sales de calcio es necesaria y
suficiente (Recape, Thibault, Reitsma & Pilnik, 1989).
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2.2.5 Emulgeles o emulsiones geladas

En los ultimos afios ha surgido gran interés en el uso de biopolimeros baratos,
disponibles, biodegradables y de grado alimenticio que posean propiedades
emulsificantes, espesantes y/o gelificantes que permitan la formulacion de
emulsiones con mejores propiedades funcionales, entre ellas emulsiones

geladas.

La presencia de un agente gelificante en la fase acuosa, convierte a una
emulsién convencional en un emulgel (Bonacucina, Cespi & Palmieri, 2009). Asi
pues, se ha explorado el uso de varias proteinas geladas via enzimética o por
temperatura, como lo son: caseinato de sodio (Dickinson & Merino, 2002),
proteina de soya (Kim, Renkema, & Van Vliet, 2001), B-lactoglobulina de
manera aislada (Knudsen, @gendal & Skibsted, 2008) y proteinas de suero de
leche (Sala, Van Aken, Stuart & Van de Velde, 2007); asi mismo, se ha
considerado el uso hidroxietilcelulosas modificadas (Akiyama et al., 2007) y
algunos polisacaridos como la goma gellan (Lorenzo, Zaritzky & Califano, 2013),
K-carragenina (Sala et al., 2007) y agar (Piazza & Benedetti, 2010) para la
obtencion de emulgeles.

Las emulsiones geladas se pueden describir como sistemas compuestos en los
cuales, las gotas de aceite se pueden considerar como particulas de relleno,
entrampadas dentro de una matriz gelada (Langley, 1990); por lo tanto, las
propiedades viscoelasticas de un emulgel estaran en gran parte determinadas
por las interacciones que surjan entre las moléculas biopoliméricas adsorbidas
en la superficie de las gotas y las moléculas conformando la matriz del gel
(Chen & Dickinson, 1999), y se veran afectadas por las concentraciones
relativas de gotas de aceite (Van Vliet, 1988), y del biopolimero en el seno de la
fase continua (Dickinson & Hong, 1995). Siendo entonces, las propiedades
viscoelasticas, una caracterizacion fundamental de estos sistemas (Akiyama et
al., 2005).
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. ARTICULO CIENTIFICO

DISENO Y CARACTERIZACION DE EMULSIONES MULTIPLES
MULTIFUNCIONALES (W,/O/W,), ESTABILIZADAS CON
PECTINAS DE BAJO METOXILO AMIDADAS

RESUMEN

En el presente trabajo se formularon dos emulsiones primarias (EWs7s y EWsgo)
y dos emulsiones multiples (EWs75/0/Ws75 Yy EWsg0/O/Wsgo) estabilizadas con
pectinas de bajo metoxilo amidadas, las cuales fueron caracterizadas en cuanto
a su estabilidad a través del tiempo de almacenamiento, mediante las técnicas
de observacion visual macroscopica, tamafio de particula, indice de
polidispersidad, tasa de coalescencia, microscopia éptica, y reologia.

Asi mismo, se determind el punto de equivalencia de pectina - iones calcio
(Ca?") o6ptimo para formar emulgeles que puedan ser utilizados como un
sistema de encapsulacion de diferentes compuestos bioactivos, y/o como
material estructurante, o bien, como sustituto de grasa.

La emulsion EWs75/O/Ws7s presento las mejores caracteristicas en cuanto a
estabilidad (menor variacion en el tamafio de particula (6.03 £ 0.06 - 6.76 + 0.04
um), menores tasas de coalescencia (1.47 + 0.04 x 10°® s™), menor indice de
polidispersidad (2.13 + 0.06), Y menor tiempo de relajacion (94.13 £ 0.07 s) esta
fue seleccionada para determinar el punto de equivalencia (ALPM/Ca®"). Se
determind entonces que 0.051 g de Ca*" (0.0204 g de CaCl,) por gramo de
pectina corresponden a la cantidad minima del mismo requerida para
neutralizar los grupos carboxilo (COOH") disponibles.

Palabras clave: emulsiones mdltiples, caracterizacion de emulsiones,
estabilidad.
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ABSTRACT

In this paper two simple emulsions (EW575 and EW580) and two multiple
emulsions (EW575 / O / W575 and EW580 / O / W580) stabilized pectins, low
methoxy amidated were made, which were characterized in terms of its stability
through storage time, using techniques macroscopic visual observation, particle
size, polydispersity, coalescence rate, optical microscopy, and rheology.

Likewise, the equivalence point pectin determined - calcium ions (Ca®*) optimal
to form emulgeles that can be used as an encapsulation system of different
bioactive compounds, and / or as a structural material or as a fat substitute.

The EWs75/0/Ws75 emulsion present the best characteristics in terms of stability
(less variation in particle size (6.03 £ 0.06 - 6.76 + 0.04 microns), lower rates of
coalescence (1.47 + 0.04 x 10-6 s, lower polydispersity index (2.13 + 0.06)
and less relaxation time (94.13 + 0.07 s) that was selected to determine the
equivalence point (ALMP / Ca®").

It was then determined that 0.051 g of Ca®* (CaCl, 0.0204 g) per gram of pectin
applied to the minimum amount thereof required to neutralize the carboxyl
groups (COOH +) available.

Keywords: multiple emulsions, emulsions characterization, stability.

Masters Thesis-Universidad Autonoma Chapingo
Author: Ing. Sinai Alvarado Ambriz
Advisor: Dra. Ofelia Sandoval Castilla
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3.1Introduccion

Las continuas evidencias cientificas acerca del papel de la dieta y/o sus
componentes en el bienestar y la salud del consumidor, ha favorecido la
aparicion de los alimentos funcionales que en la actualidad constituyen uno de
los principales impulsores del desarrollo de nuevos productos saludables
(Jiménez-Colmenero, 2013).

La industria alimentaria ha implementado una serie de estrategias para el
desarrollo de alimentos funcionales entre las que se encuentran las basadas en
cambios en los sistemas de transformacion, la forma mas versétil de modificar
la composicién de los alimentos surge de la enorme posibilidad de introducir
cambios en los ingredientes utilizados en su elaboracién y en consecuencia
sobre la presencia de diversos compuestos bioactivos, la reformulacion de
alimentos permite, ademas de la utilizacion de ingredientes tradicionales, el
empleo de otros disefiados especificamente para ser dotados de atributos
convenientes para conferirles propiedades saludables, la aplicacién de
emulsiones multiples abre nuevas posibilidades en el disefio y desarrollo de

alimentos funcionales (Jiménez-Colmenero, 2013).

Las emulsiones multiples han sido clasificadas como: agua en aceite en agua
(W1/O/W,) o del tipo aceite en agua en aceite (0O1/W/O;). Una emulsién mdaltiple
del tipo W1/O/W, consiste de gotas de agua dispersas en grandes gotas de
aceite (W,/O), las cuales son redispersadas a su vez en una fase acuosa
externa (W,) (Ozer, Muguet, Roy, Grossiord & Seiller, 2000).

La aplicacion de las emulsiones multiples en alimentos ofrece interesantes
posibilidades ya que aparece como una estrategia potencialmente util en
procesos de reduccion de grasa (energia), enmascaramiento de sabores y
mejora de las propiedades sensoriales de los productos, o bien, en la proteccién

y/o liberacién controlada de ingredientes labiles durante el procesado y
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conservacion de alimentos o incluso de la accién de cierta actividad enzimatica

tras su ingesta (Dickinson, 2011).

Por sus propiedades, entre ellas la capacidad de atrapar y proteger diversas
sustancias y producir su liberacion controlada desde el interior de una fase a
otra, este tipo de emulsiones han sido empleadas como medio de

microencapsulacion (Muschiolik, 2007).

Las pectinas son ampliamente usadas como agentes estabilizantes y
gelificantes en la industria de alimentos, su caracteristica principal es que
gelifican cuando las cadenas de homogalacturano se entrecruzan para formar

una red tridimensional con iones calcio (McClements, 2007).

Dicho proceso de gelificacion se halla en funcién de la concentracion de calcio
utilizada, puesto que la misma permitira el acomodo o distribucion de los
bloques de &cido galacturénico presentes en la pectina. Por otro lado, una
sensibilidad de calcio amplia puede ser introducida cuando se utilizan pectinas
amidadas. No esta del todo claro por qué la amidacién amplia la sensibilidad de
la pectina al calcio, pero una simple sugerencia segun lo descrito por Racape,
Thibault, Reitsma y Pilnik, (1989) seria que la distribucién de los bloques
cargados disponibles para la unién de calcio se realiza de forma aleatoria

formando diversas regiones anudadas (zonas de union).

Con base en lo expuesto anteriormente, el objetivo del presente trabajo fue
formular y caracterizar emulsiones primarias(W,/O) y emulsiones mdultiples
(W1/O/W3) multifuncionales estabilizadas con pectinas de bajo metoxilo
amidadas, asi como determinar el punto de equivalencia pectina-iones calcio
(P/Ca?") que permitiria la formacién de un emulgel con caracteristicas
adecuadas para poder ser utilizados como matrices encapsulantes de

diferentes compuestos bioactivos, entre otros usos.
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3.2Materiales y métodos

Materiales

Para la formulacion de las fases acuosas de la emulsion multiple W1/O/W, se
utilizé pectina de bajo metoxilo amidada, (ALMP) YF575 y SF580 con grado de
amidacion de 21 y 29 % y grado de esterificacion de 23 y 25 %,
respectivamente (Danisco Mexicana, S.A. de C.V., Ciudad de México, México).
La fase oleosa de la emulsion estuvo constituida por aceite de canola (AC,
Aceite puro de Canola, 0.004 % TBHQ como antioxidante, ACH Foods México
S de RL., Ciudad de México, México). Los agentes emulsificantes utilizados
para formar las emulsiones fueron: monoesterato de glicerilo (Panodan® SDK
DATEM, Danisco, S. A. de C. V., Ciudad de México, México) y ésteres de
acidos grasos de poliglicerol y poliricinoleato (Grindsted® PGPR 90, Danisco S.
A. de C. V., Ciudad de México, México). Acido clorhidrico, hidroxido de sodio y
cloruro de calcio, grado analitico, fueron adquiridos en Quimica Laitz (Ciudad de

México, México). Agua destilada y/o desionizada (ADD).

Metodologia

3.2.1 Preparacién de la dispersién de biopolimeros

Se realizaron dispersiones de pectina de bajo metoxilo amidada (1 % p/p y 2.5
% p/p) utilizando agua destilada a 25 °C y agitacién moderada (600 rpm) en una
parrilla de agitacion RO 10 power IKAMAG® (Wilmington, Delaware, EUA). Las
dispersiones fueron mantenidas en refrigeracion durante 24 h a 4 = 1 °C para

lograr una hidratacion completa.

3.2.2 Formulacion y preparacion de las emulsiones multiples

Las emulsiones multiples se prepararon a temperature ambiente (20 = 2 °C)
usando el procedimiento de emulsificacion de dos pasos descrito por Lobato-
Calleros, Recillas-Mota, Espinosa-Solares, Alvarez-Ramirez. y Vernon-Carter,
(2009), con ligeras modificaciones. En el primer paso se prepard una emulsion
primaria agua-en-aceite (W;/O) con una fraccion masica de fase dispersa de 0.3

(eW,/O) empleando una concentracion total de emulsionantes de bajo peso
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molecular de 10 % p/p. Cien gramos de emulsion W1/O, estuvieron constituidos
por una fase acuosa (Wi: 28.4 g de ALMP al 1 % p/p), la cual se adicion6 gota a
gota a la fase oleosa (O: 63.6 g de AC + 6.4 g de PGPR+ 1.6 g de PANODAN)
usando un homogenizador de alto corte Ultra Turrax (modelo T50 basic IKA
Works, Inc., Wilminton, Delaware, EUA). De acuerdo al tipo de pectina SF580 o
YF575 utilizado, las emulsiones se codificaron como EWs;s y EWsg,
respectivamente. En la segunda etapa la emulsion W,/O se reemulsifico en las
dispersiones acuosas de las distintas pectinas (2.5 % p/p) usando el
homogenizador Ultra Turrax a 4600 rpm por 3 min. Se utilizé un bafio de hielo
para evitar el aumento de temperatura por arriba de 20 + 2 °© C. La fraccién
masica de la fase dispersa (g W1/O/W,) fue 0.4. Las emulsiones multiples se
codificaron como: EW575/O/Ws75, EW575/O/Wsg0, EWs80/O/Ws75 Y EWs80/O/W sg0.

3.2.3 Caracterizacion de emulsiones

Observacion visual de emulsiones primarias y emulsiones multiples

Se realiz6 la toma de fotografias mediante el uso de una camara (SONY Cyber-
Shot DSC-H10, Zoom Optico 10x, 8.1 MP, Sony Corporation, Konan, Minato,
Japon) a las emulsiones primariasdespués de 1, 14 y 28 d de su elaboraciéon y

de las emulsiones multiples después de 45 min de elaboradas.

Tamafio y distribucién de las gotas de las emulsiones

Se determin6 el didmetro hidrodinamico medio (dh) de las emulsiones
primariasdespués de 1, 14 y 28 d de almacenamiento a 4 £ 1 °C, mediante un
equipo Malvern Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments, Malvern,
Worcestershire, RU). El diametro volumétrico-superficial medio de gota (ds?)
inicial y su evolucion con el tiempo de almacenamiento a 4 + 1 °C (3, 5, 7, 14,
28 y 56 d) de las emulsiones multiples fue determinado con un analizador de
tamafio de particula Malvern serie 2600 (Malvern Instruments, Malvern,
Worcestershire, RU); adicionalmente se determind el indice de polidispersidad,
parametro adimensional calculado a partir de la distribucion de tamafo de las

gotas de las emulsiones (Lobato-Calleros et al., 2009).
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Tasa de coalescencia de las emulsiones

La tasa de coalescencia (K¢) de las emulsiones fue determinada de acuerdo a lo
reportado por Ruiz-Ramos et al. (2006). La estabilidad de las emulsiones fue
evaluada utilizando el criterio de que tasas de coalescencia en el rango de 1
%107 s indican emulsiones inestables, de 1 x 10°s” estables y de 1 x 10 s™
muy estables (Sherman, 1968).

Reologia de las emulsiones

El comportamiento reologico de las emulsiones se evalu6 mediante pruebas
dinamicas (curvas de flujo) usando un reémetro Physica MCR 301 (Physica
MeptechnikGmbH, Stuttgart, Alemania), empleando una geometria de cilindros
concéntricos (diametro interno = 14 mm y didmetro externo = 15 mm). Para
todas las mediciones, muestras de ~3.7 mL de las diferentes emulsiones se
colocaron en el sistema de medicioén, se dejaron reposar por 7 min para la
recuperacion de su estructura y equilibrio de su temperatura a 25 °C (Physica
TEK 150P). Se aplicaron tasas de corte que variaron de 10 a 10° st vy la
viscosidad aparente se registr0 como funcidbn de la tasa de corte. Las
mediciones reoldgicas se realizaron después de 1 dia de su elaboracion
(Lobato-Calleros et al., 2009).

Determinacion del punto de equivalencia de pectina - iones calcio (Ca?")
Muestras de 40 g de una solucién de pectina de ALMP al 2.5 % (p/p), fueron
tituladas con alicuotas de 0.1 mL de HCI (0.1 N) hasta un pH 3.5, valor pKa de
la misma (Giancone, Torrieri, Masi, & Michon, 2008). Un tiempo de 60 s
transcurrio entre la adicion de alicuotas consecutivas con el fin de que la
reaccion alcanzara el equilibrio (Espinosa-Andrews, Sandoval-Castilla,
Vazquez-Torres, Vernon-Carter & Lobato-Calleros, 2010).

El valor de pH de las soluciones de los biopolimeros se monitored
continuamente con un potenciometro (Hanna Instruments, modelo HI 2020-02,

Smithfield, RI, EUA) a 25 °C.
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Analisis de datos

Todas las mediciones se realizaron por triplicado a partir de tres experimentos
independientes llevados a cabo usando un disefio experimental completamente
al azar. Los datos experimentales fueron analizados usando un analisis de
varianza de una via (ANOVA) y en los casos mediante prueba de Tukey,
usando el software Statgraphics Plus Version 5.5 (Statistical Graphics Corp.,
Manugistics, Inc., Cambridge, MA, EUA). La significancia se establecio en p <
0.05.

3.3Resultados y discusién

3.2.1 Caracterizacion de emulsiones

Observacion visual de emulsiones primarias y emulsiones multiples
En la Figura 10 se puede apreciar que las emulsiones primarias no difirieron
notablemente en su aspecto después de 28 d de su elaboracién, presentando

una buena estabilidad macromolecular y aspecto homogéneo. Para el caso de

las emulsiones W4/O, la accién del emulsificante lipofilico es preponderante.

Figura 10. Aspecto visual de las emulsiones primarias después de 1, 14y 28 d
de su elaboracidon respectivamente: a) EWs7s ¥y b) EWsgo, E: Emulsion primaria,
W,: pectina utilizada en la fase acuosa.
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Los emulsificantes, debido a su caracter anfifilico, migran rapidamente a la
interfase y cubren la superficie de las gotas proporcionando una barrera que
reduce la oportunidad de que dos gotas sufran coalescencia al chocar
(Pomeranz, 2012).

Durante la preparacion de las emulsiones W/O, las moléculas del emulsificante
lipofilico, Grindsted, se difunden rapidamente a la interfase agua-aceite y sus
grupos lipofilicos penetran la fase oleosa (mediante interacciones hidrofobas y
fuerzas de atraccién de van der Waals) formando una pelicula interfacial que
confiere estabilidad a la emulsién. Por otra parte, el emulsificante hidrofilico,
Panodan, se difunde lentamente en la interfase, orientandose preferentemente

hacia la fase acuosa mediante interacciones dipolo-dipolo.

Efecto de la ALMP en la emulsion primaria

Algunos polisacaridos tienen la capacidad de adsorberse en las interfase de las
emulsiones, proporcionando como consecuencia de ello emulsiones estables
contra diferentes mecanismos de desestabilizacion (Dickinson, 2013). Para
mejorar la estabilidad de las emulsiones multiples, se ha propuesto la
incorporacion de un biopolimero gelificante en la fase acuosa interna de la

emulsion primaria, en este caso ALMP.

La presencia de ALMP conduce a una estructura viscoelastica en todas las
gotas acuosas internas o a la interfase entre la fase acuosa interna y la fase
oleosa intermedia, misma que actuara como una barrera fisica para evitar la

coalescencia de las gotas de la emulsion interna (Dickinson, 2013).

Una vez que una emulsion de gotas pequefias ha sido preparada, lo importante
para la estabilidad a largo plazo, es que el ALMP adsorbida produzca una
barrera macromolecular robusta en la interfase, y que ésta debido a sus grupos
no polares permanezca anclada a esta interfase y por consecuencia tenga una
mayor adsorcion y mayor capacidad emulsionante (Leroux, Langendorffa,
Schickb, Vaishnavc & Mazoyera, 2003).
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Lobato-Calleros, Rodriguez, Sandoval-Castilla, Vernon-Carter y J. Alvarez-
Ramirez (2006) mencionan que cuando se agregan biopolimeros como pectina
de bajo metoxilo y carboximelticelulosa en la fase acuosa de emulsiones
sencillas, estos confieren mayor estabilidad a las emulsiones durante su
almacenamiento, debido a que estos biopolimeros inmovilizan la fase continua
de la emulsion, por aumentos en viscosidad o la formacién de una estructura

similar a un gel.

Las emulsiones primarias fueron caracterizadas con la finalidad de elegir la

ALMP a utilizar en las emulsiones multiples, esto con respecto a su estabilidad.

En la Figura 11 se muestran las diferentes emulsiones multiples después de 45
min de su elaboracion, pudiendo observar que EWs75/0O/M/s75 Yy EWsg0/O/W g,
tendieron a mostrar un proceso de inestabilizacion en la forma de cremado. Por
lo anterior dichas combinaciones fueron descartadas para los subsecuentes

experimentos.

Figura 11. Aspecto visual de las emulsiones multiples después de 45 min de su
elaboracion: a) EW575/O/W580, b) EW580/O/W575, C) EW575/O/W575 Yy d)
EWs550/O/Wsg0. EW/O/W: Emulsion maltiple (W1/O/W5), Wy pectina utilizada en la
fase acuosa interna (W1), Wy: pectina utilizada en la fase acuosa externa (W»).

Morfologia y tamafio de gota de la emulsién primaria (W1/O)

La dilucién en aceite y la observacion microscopica de la emulsién agua en
aceite (Figura 12) confirma la formacion de emulsiones del tipo W,/O,
constituida por pequefias gotas esféricas de agua (ALMP al 1 %) distribuidas

individualmente en la fase oleosa de la misma (Derkach, 2009).
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Figura 12. Micrografias de las emulsiones primarias: (a) EWs7s y (b) EWsgo. E:
Emulsion primaria, W,: pectina utilizada en la fase acuosa. Amplificacion 100x;
barra de escala = 10 pm.

A partir de la morfologia exhibida se puede inferir que el proceso de
emulsionado fue adecuado, interviniendo en su eficiencia los emulsionantes
utilizados, asi como en el trabajo mecanico ejercido mediante el proceso de
homogenizacién (Garti, 1997).

La dispersion de una fase acuosa en una oleosa, en forma de numerosas gotas,
representa un aumento importante en la superficie de contacto entre ambas
fases, produciéndose por tanto, un incremento en la energia del sistema. Esta
energia, llamada tension superficial, es superada a través de la aplicacion de
energia mecanica (homogenizacion) y la actividad superficial de emulsificantes

de bajo peso molecular (Pomeranz, 2012).

En la Figura 13 se muestra la variacion en el diametro hidrodinamico (dy; 0.39 +
0.01 a 0.42 + 0.02 um) de las gotas de la emulsion utilizando diferentes ALMP
como fase acuosa, en funcion del tiempo de almacenamiento. Los valores de
diametro obtenidos concuerdan con lo descrito por Schmidts, Dobler, Nissing y
Runkel, (2009) quienes obtuvieron tamafos de gota (W/O) en el rango de 0.45-
0.55 ym y con lo obtenido por Hernandez-Marin, Lobato-Calleros, y Vernon-
Carter (2013) al utilizar lecitina de soya y cafeina obteniendo una emulsién W/O
con gotas con d, de 0.27-1.28 um y una minima variacion de tamafio durante su

almacenamiento.
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Figura 13.Variacion del diametro hidrodinamico de las emulsiones
primariasdurante su almacenamiento por 28 dias a 5 £ 1 °C. E: Emulsion
primaria, Wy: pectina utilizada en la fase acuosa.

Tasa de coalescencia de las gotas de agua contenidas en las emulsiones
primarias(W1/O)

Los valores de tasa de coalescencia (Cuadro 1) de las emulsiones revelaron su
caracter estable, de acuerdo con Sherman (1968). No existio diferencia
significativa (p = 0.05) entre las medias de las cinéticas de coalescencia
calculadas para las EWsgp y EW57s,

Cuadro 1. Tasa de coalescencia de las gotas de agua de las emulsiones
primarias (W1/O) después de 28 dias de almacenamiento.

Tratamiento Ke(x 10) (s
EWs75 1.47+0.022
EWssgo 1.47+0.01%

ab Superindices distintos en la misma columna indican que las medias difieren
significativamente (p < 0.05). E: Emulsion primaria, W,: pectina utilizada en la fase
acuosa. K.: Tasa de coalescencia.

Dado que la variacion del tamafio (Figura 13) y la variacion del tamafio de gotas
de agua (Figura 14) para ambas emulsiones durante los primeros 28 d fueron
practicamente nulas (p = 0.05), indicando una gran estabilidad, se procedio a

utilizar ambas formulaciones para el desarrollo de las emulsiones multiples.
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Figura 14. Variacion en el niumero de gotas de agua de las emulsiones
primarias con respecto al tiempo de almacenamiento. E: Emulsiéon primaria, Wjy:
pectina utilizada en la fase acuosa, LnN;; Logaritmo natural de nimero de gotas
en funcién del tiempo de almacenamiento.

Morfologia de las emulsiones multiples (W1/O/W5)

Todas las emulsiones multiples consistieron en gotas de aceite de emulsiéon
interna dispersas en una fase acuosa externa (ALMP al 2.5 %). En el interior de
las gotas de aceite se aprecia la presencia de numerosas gotas de agua (ALMP
al 1.0 %), caracteristica que permite su clasificacion como una morfologia tipo C
(Garti, 1997) (Figura 15).

Los valores de ds 2 de las gotas de aceite de las emulsiones multiples después
de 1 dia de su elaboracién presentaron diferencia estadistica para ambas
pectinas (p < 0.05) y variaron en un intervalo de 5.27 + 0.04 a 6.03 + 0.04 pm
(Figura 16). Al transcurrir el tiempo de almacenamiento el ds2 aumento
alcanzando valores de 6.76 + 0.04 a 6.81 + 0.07 um a los 56 dias de su
almacenamiento (Figura 17), indicando con ello mecanismos de

desestabilizacion.
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Figura 15.Micrografias de las emulsiones mdltiples constituidas por gotas
esféricas de aceite conteniendo un gran numero de gotas de agua: (a)
EWs75/0O/Ws75 y (b) EWsgo/O/Wsgo después de un dia de su elaboracién y (c) y
(d) después de 56 dias de almacenamiento. Barra de escala = 10 um. EW/O/W:
Emulsion multiple (W1/O/W;), W, pectina utilizada en la fase acuosa interna
(W1), Wy: pectina utilizada en la fase acuosa externa (W»).

Asi mismo, el tamafio de las gotas de aceite de la emulsiébn EWsgoio/Wsgo difirid
significativamente (p<0.05) al finalizar el periodo de almacenamiento,
presentando tamafios mas grandes (p<0.05) que los encontrados en la
emulsiéon EWs75Ws75, ademas de presentar un indice de polidispersidad y una
tasa de coalescencia mayor. Por lo anterior, un menor valor del indice de
polidispersidad combinado con un tamafio de gota mas pequefio, dio como
resultado emulsiones con mayor estabilidad, es decir, un menor cambio en su

tamafo de particula por unidad de volumen en el tiempo.

34



Cuadro 2.Valores medios (+ DE) del d2) de las emulsiones mdltiples después

de 56 dias de almacenamiento.

Tratamiento

Dia EW575/O/W575 EW550/O/Wsgo
1 6.03 + 0.06*" 5.27 + 0.04%F
3 6.25 + 0.02%* 5.37 + 0.00%8
5 6.46 + 0.03%" 5.77 + 0.04>B
7 6.53 + 0.02%* 5.86 + 0.01"B
14 6.58 + 0.04%" 6.16 + 0.04"B

28 6.71 + 0.05%* 6.70 + 0.03>4

56 6.76 + 0.04%" 6.81 + 0.07°A

ab Superindices distintos en la misma columna indican que las medias difieren
significativamente (p < 0.05). A, B, C Superindices distintos en la misma fila indican
que las medias difieren significativamente (p < 0.05). EW/O/W: Emulsién mdultiple
(W/O/MW,), W, pectina utilizada en la fase acuosa interna (W,), Wy: pectina utilizada en
la fase acuosa externa (W,).
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Figura 16.Variacion del didametro volumétrico-superficial de las gotas de aceite
de las emulsiones mdltiples durante su almacenamiento por 56 diasa 5 + 1 °C.
EW575/O/W575, (I) Yy EW580/O/W580 (.) EW/O/W: Emulsion mL]ItlpIe (W1/O/W2),
Wy pectina utilizada en la fase acuosa interna (W31), Wy: pectina utilizada en la
fase acuosa externa (Wy).
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Figura 17.Variacion en el numero de gotas de aceite de las emulsiones
multiples con respecto al tiempo de almacenamiento por 56 dias a 5 + 1 °C.
EW575/O/W575, (I), EW580/O/W580 (.) EW/O/W: Emulsion ml]ltlple (W1/O/W2), Wy
pectina utilizada en la fase acuosa interna (W), Wy: pectina utilizada en la fase
acuosa externa (W5), LnN;; Logaritmo natural de nimero de gotas en funcion
del tiempo de almacenamiento.

Los valores de tasa de coalescencia de las emulsiones mdltiples (Figura 17)
revelaron su caracter estable, al encontrarse dentro del rango (10° - 10

establecido por Sherman, (1968).

Cuadro 3. indice de polidespersidad (+ DE) y variacion de la tasa de
coalescencia de las gotas de aceite de las emulsiones multiples (W1/O/W5,)
después de 56 dias de su almacenamiento.

Tratamiento IP (adimensional) Ke(s™)
EWs75/O/MWs7s 2.13 + 0.06% 1.47 +0.04 x 10
EWsg0/O/M/sgo 2.32 +0.012 1.55 +0.03 x 10"

ab Syperindices distintos en la misma columna indican que las medias difieren
significativamente (p<0.05). EW/O/W: Emulsiébn multiple (W./O/W,), Wy pectina
utilizada en la fase acuosa interna (W,), Wy: pectina utilizada en la fase acuosa externa
(W,), K: tasa de coalescencia, IP: indice de polidispersidad.
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Asi mismo, los tamafios de particula obtenidos en el desarrollo de esta
investigacién concuerdan con los obtenidos por Oppermann, Renssen, Schuch,
Stieger, y Scholten, (2015), Pérez-Moral, Watt y Wilde, (2014) y Surh,
Vladisavljevic, Mun, y McClements, (2007), quienes utilizando diferentes
componentes como fase acuosa (aislado de proteina de lactosuero, grenetina,
alginato y carragenina) obtuvieron tamafios de particulas en el intervalo de 6-10

um.

Curvas de flujo de las emulsiones
Las variaciones de la viscosidad aparente como funcién de la tasa de corte para

las diferentes emulsiones se muestran en la Figura 18 y la Figura 19.

Cuando se incrementa la magnitud de la velocidad de cizallamiento, las gotas
de las emulsiones comienzan a cambiar de forma de la particula conduciendo a
un elongamiento en un mayor grado en la direccién del flujo, dando como
resultado una disminucion en la viscosidad del sistema. Este ultimo
comportamiento se denomina reo-adelgazante al corte o pseudoplastico (shear
thinning), y es caracteristico de emulsiones, emulsiones multiples, dispersiones

floculadas y fluidos poliméricos (Evans, Ratcliffe & Williams., 2013).

Hua, Wang, Yang, Kang & Zhang (2015), reportan que algunas dispersiones
elaboradas a partir de ALMP de girasol al 0.4, 0.6 y 3.0 % tienen la facultad de
formar agregados o aglomerados en forma de racimos cuando se encuentran
en dispersibn acuosa y cuando se someten a altas velocidades de
cizallamiento, éstas sueles comportase como un fluido newtoniano, debido a el
reordenamiento de sus moléculas y su elongaciéon en direccion del flujo,
producto del rompimiento o desorganizacion de los mismos. Comportamientos
semejantes mostraron las emulsiones tanto sencillas como mudltiples
elaboradas, en las que se puede observar (Figuras 18 y 19) que a altas
velocidades de cizallamiento se comportan como fluidos newtonianos, debido al

arreglo estructural formado por las particulas de ALMP, aceite tensoactivos.
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(Wo).
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Suspensiones de particulas agregadas tienden a exhibir un comportamiento de
adelgazamiento pronunciado al corte. La deformacion de los agregados resulta
en su conversion alargada y alineada con la zona de corte, produciendo una
reduccion de la viscosidad de los sistemas. La desorganizacion de los
agregados disminuye su fraccion volumétrica efectiva y por lo tanto contribuye a
disminuir la viscosidad de la suspension, pudiéndose observar que la viscosidad
alcanza un valor constante a altas tasas de corte, ya sea porque los agregados
estan completamente desorganizados, de manera que solo permanecen gotas
individuales o porque el numero de gotas agregadas se mantiene constante ya
que la velocidad de formacion y desorganizacion de agregados es igual
(McClements, 2015).

En la Figura 18, las emulsiones EWsgy mostraron ligeramente mayores (p <
0.05) valores de viscosidad aparente que las emulsiones EWs7s. Por su parte, la
figura 19 muestra que las emulsiones EWSs575/O/WSs75 exhiben valores de

viscosidad menores (p < 0.05) a los obtenidos en las emulsiones EWsgo/O/Wsg.

Una vez obtenidas las curvas de flujo de las emulsiones estas fueron
modeladas, obteniéndose un mejor ajuste a los datos de viscosidad aparente
con respecto a la tasa de corte con el modelo de Carreau con una R? = 0.95 a

0.99 (Ecuacion 1):
No—Noo
(A+(@Av)H"

+ Moo (Ec 1)
Donde n. es la viscosidad infinita a tasas de corte altas, no es la viscosidad
inicial, A es el tiempo de relajacion, y tasa de corte y n es el indice de

comportamiento de flujo (Rao, 2010).

Los valores de la ecuacion de Carreau para las emulsiones primariasy las
emulsiones multiples muestran diferencias estadisticas significativas (p<0.05)

entre si (Ecuacion 1).
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Cuadro 4. Valores medios (x DE) de los parametros reoldgicos de las curvas de

flujo de las emulsiones.

Caodigo de la A n
emulsion (s) (adimensional)
EWs7s 754.33 +4.71° 0.20 + 0.02°
EWsgo 747.64 +1.17° 0.19 + 0.00°
EWs575/0/Ws75 94.13 + 0.072 0.14 + 0.002
EW5g0/O/Wsgg 142.00 + 1.74° 0.15 + 0.01%

a bed gyperindices distintos en la misma columna, indican que las medias difieren
significativamente (p < 0.05). E: Emulsién primaria, W,: pectina utilizada en la fase
acuosa. EW/O/W: Emulsion multiple (W,/O/W,), W, pectina utilizada en la fase acuosa
interna (W3), Wy: pectina utilizada en la fase acuosa externa (W), A: tiempo de
relajacion y n: indice de comportamiento de flujo.

Los tiempos de relajacion (1) estan relacionados directamente con la ruptura y
el tiempo de recuperacion de los enlaces del sistema. En este caso, las

emulsiones primariaspresentaron los valores mas altos de dicho parametro.

Por su parte las emulsiones EWsgo/O/MWsgy presentan A mayores que las
emulsiones EWSs575/O/Ws75. Bajos valores de A han sido relacionados con
menores tiempos de recuperacién de la estructura de las emulsiones dobles
(Murillo-Martinez, Pedroza-Islas, Lobato-Calleros, Martinez-Ferez &Vernon-
Carter, E, 2011) al ser sometidos sus enlaces estructurales a deformacion y
estiramiento (Steffe, 1996).

Por su parte, el parAmetro n es un exponente adimensional y esta relacionado
con el indice de comportamiento de flujo, reflejando qué tanto se acercan las
emulsiones a un comportamiento newtoniano. Si n = 1 se trata de flujo
newtoniano, n < 1 el fluido presenta un comportamiento de adelgazamiento al
corte, n > 1 el fluido presenta un comportamiento de espesamiento al corte
(Ercelebi y Ibanoglu, 2009).
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Todas las emulsiones presentaron valores menores de 1 (Cuadro 4) por lo que
demostraron un comportamiento de adelgazamiento al corte, comportamientos
similares fueron reportados por Logaraj, Bhattacharya, Udaya y Venkateswaran
(2008) para emulsiones con aceite de aguacate y sandia y concentrado de
proteina de lactsuero como estabilizante en la fase acuosa de las emulsiones

sencillas.

La emulsion EWs75/O/Ws75 presentd la mejor estabilidad en el tiempo de
almacenamiento evaluado (menor variacion en el tamafio de particula, menores
tasas de coalescencia, menor indice de polidispersidad, menor tiempo de
relajacion); debido a ello fue el tratamiento seleccionado para evaluar el punto
de equivalencia entre los grupos carboxilo del &cido galacturénico de la ALMP y
los iones divalentes Ca** del cloruro de calcio (ALMP/ Ca?*).necesario para la

formacién de geles estructurados.

Determinacion del punto de equivalenciapectinay iones calcio (Ca*")

El punto de equivalencia, definido como el nimero estequiométrico, proporciona
una medida cuantitativa del volumen de HCI requerido para neutralizar los
grupos carboxilo del acido galacturénico de las ALMP (Moreira et al., 2014). En
la figura 20 se muestra la curva de valoracién potenciometrica obtenida para la

dispersiéon de ALMP al 2.5 % (p/p).

En ella se observan claramente diferenciadas dos regiones. La region AB
corresponde a la neutralizacion de los grupos funcionales existentes en la
dispersiéon de ALMP vy la region CD, donde ocurre un salto abrupto del pH,
caracteristica que permite definir la localizacién del punto de equivalencia, a un

valor de pH 3.5 (3.6 mL), equivalente a 0.3676 miliequivalentes (g / mol).

A partir de estos resultados, se determiné que 0.051 g de Ca®" (0.0204 g de
CacCly) por gramo de ALMP corresponde a la cantidad minima requerida para

neutralizar los grupos carboxilo disponibles en la misma.
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Figura 20. Determinacién del punto de equivalencia de ALMP/Ca®*.

Resultados semejantes obtuvo Kim et al., (2016) al determinar relaciones de
0.030, 0.060 y 0.090 g de CaCl,/ g de ALMP para la formaciéon de geles. Kim et
al., (2016) establecen que bajas concentraciones de Ca®*, permiten la
neutralizacion de aproximadamente el 50 % de grupos carboxilo del acido
galacturénico de las ALMP, formando unidades sencillas en una configuracién
antiparalela; sin embargo, concentraciones altas del mismo permiten la
formacién de agregados en forma laminar, lo cual permitira la formacion de
geles con un nivel de estructuracién mas alto; asi mismo Chasquibol y Morales
(2010) reporta que el nivel de estructuracibn controla las propiedades

mecanicas.

3.3 Conclusiones

El uso de ALMP (YF575 y SF580) al 1 % en combinacion con emulsificantes de
bajo peso molecular en la fase acuosa de emulsiones primarias(W/O) permitié
la obtencion de gotas de diametro medio hidrodinamico de 0.39 + 0.01- 0.42 +
0.02 um, una minima variacion de tamafio y bajas tasas de coalescencia (1.47+

0.01 x 10™*?) después de 28 dias de su elaboracion.
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La emulsibn EWs5:5/0O/Ws75 presentd las mejor estabilidad durante su
almacenamiento (menor variacion en el tamafio de particula (6.03 £ 0.06 - 6.76
+ 0.04 um), menores tasas de coalescencia (1.47 + 0.04 x 10 s™), menor tasa
de polidispersidad (2.13 = 0.06) y menor tiempo de relajacion (94.13 £ 0.07 s),
razon por la cual esta fue seleccionada para realizar la determinacion del punto
de equivalencia (ALMP/Ca*").

Se determiné que 0.051 g de Ca®" (0.0204 g de CaCl,) por gramo de ALMP
corresponden a la cantidad minima del mismo requerida para neutralizar los

grupos carboxilo (COOH") disponibles en la misma.
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IV ARTICULO CIENTIFICO

ESTRUCTURACION Y CARACTERIZACION DE LAS PROPIEDADES
FISICOQUIMICAS Y MECANICAS DE EMULGELES A PARTIR DE
EMULSIONES MULTIPLES (W1/0O/W5,)

RESUMEN

En el presente trabajo se estructuraron emulgeles a partir de emulsiones
multiples conteniendo pectina de bajo metoxilo amidada con distintos niveles de
iones Ca?", cinco tratamientos fueron formulados: EMGg 102, EMGo 153, EMGo 204,
EMGo 255 YEMGo 306 Y pOsteriormente fueron caracterizados en su capacidad de
retencién de agua (WHC), liberacion de aceite a temperatura ambiente (LAS),
liberaciébn de aceite después de calentamiento (LAC) y analisis de perfil de
textura durante 7 dias de almacenamiento; asi mismo se realizé el analisis de la
microestructura de los mismos.

Los resultados obtenidos sefialan que la concentracién de iones Ca?*, utilizada
para la formacion de los emulgeles influye significativamente sobre el nivel de
estructuracion de la red de pectato de calcio y afecta directamente las
propiedades fisicoquimicas y mecanicas generadas.

En términos generales, los emulgeles EMGg 204, EMGg 255 YEMGg 306 presentaron
mayor (p < 0.5) capacidad de retencién de agua (> 60 %), menor (p < 0.5)
liberacion de aceite a temperatura ambiente (0.01- 0.22 %) y tras el
calentamiento a 70°C (0.30- 0.60 %), asi como valores mayores (p < 0.5) en
sus propiedades texturales de elasticidad, masticabilidad, dureza vy
fracturabilidad.

Palabras claves: emulgeles, analisis de perfil de textura, capacidad de retencion
de agua, liberacion de aceite, microestructura.
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ABSTRACT

In this paper emulgeles they were structured from multiple emulsions containing
low methoxyl amidated pectin with different levels of Ca®" ions, thus formulating
five treatments coded as: EMGg 102, EMGg 153, EMGo,204, EMGg 255 YEMGo_gos and
then they were characterized in their water holding capacity (WHC), release of
oil at room temperature (LAS), release of oil after heating (LAC) and texture
profile analysis for 7 days storage; Likewise microstructure analysis thereof was
performed.

The results show that the concentration of Ca®" ions, used for the formation of
the emulgeles significantly influences the level of the network structure of
calcium pectate and directly affects the generated physicochemical and
mechanical properties.

Overall, the EMGg 204, EMGg 255 YEMGo 306 €mulgeles had greater (p <0.5) water
retention capacity (> 60%), lower (p <0.5) release of oil at room temperature
(0.01- 0.22 %) and after heating to 70 ° C (0.30- 0.60%) and higher values (p
<0.5) in its textural properties of elasticity, chewiness, hardness and
fracturability.

Keywords: emulgeles, texture profile analysis, water holding capacity, oil
release, microstructure
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4.1Introduccion

Actualmente no existe mucha informacién sobre disefios apropiados de
sistemas de encapsulacion para la liberacion controlada de los mismos, y por
otro lado, su funcionalidad como material estructurante o como sustitutos de

grasas satu radas.

Las emulsiones, constituyen una alternativa prominente (Jimenez-Colmenero,
2016) para actuar como sustituyente total o parcial de la grasa saturada de
diferentes alimentos. Sin embargo, la principal desventaja de estas, es que al
ser agregadas de manera liquida a los diferentes productos presentan
diferencias de importancia con los productos completos en grasa, por lo que el

consumidor rechaza el producto.

Por lo tanto, una prioridad en la industria alimentaria es el de desarrollar
alternativas novedosas que generen propiedades texturales agradables y
adecuadas a las necesidades del consumidor del alimento. Esto ha conllevado
a explorar el uso de diferentes tecnologias para la encapsulacién de moléculas
de lipidos, tales como liposomas, micelas, nanoparticulas, emulgeles , entre
otros (Torres, Murray & Sarkar, 2016). Cada uno de estos tienen diferentes
ventajas y desventajas en términos de proteccion, costo, facilidad de uso, y
biocompatibilidad (McClements & Li, 2010).

Se ha comenzado a explorar el uso de emulgeles, que son emulsiones
convencionales cuya fase continua esta gelada (Panwar et al., 2011), para la
estructuracion de alimentos reducidos en grasa, de manera que éstos
presenten propiedades mecanicas similares a sus contrapartes completos en
grasa, cuando son expuestos tanto pequeias y grandes deformaciones (Al-
Remawi & Maghrabi, 2013).

La etapa inicial en la formulacion de un emulgel por lo general, implica la

produccion de una emulsion estabilizada (Pintado, Ruiz-Capillas, Jiménez-
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Colmenero, Carmona & Herrero, 2015); que se convierte en un gel por
gelificacion de la fase continua de la misma. El estado estructural de una
emulsiéon gelada ha sido asociado con la presencia de (a) una red de gotitas de
aceite y/o agua floculadas o (b) una red formada por los biopolimeros presentes

en la fase acuosa de la misma (Dickinson, 2013).

Las técnicas para la formulacion de geles que actualmente se utilizan son:
gelacion por calor, inducidos por acidos o gelacién via enzimatica (Dickinson,
2012) y gelificacién en frio, cuando el agente a gelificar son polisacéaridos y/o
proteinas que son capaces de establecer interacciones idnicas y formar con ello

una red estructural.

En este sentido, la pectina es un polisacarido, que es de particular interés
debido a su capacidad para formar geles con una matriz estructurada; los
cuales consisten en moléculas poliméricas reticuladas para formar una red
tridimensional que contiene una fraccidbn grande de agua en su estructura,
presentando por consecuencia resistencia mecanica (Roopa & Bhattacharya,
2010).

En este contexto, el objetivo de este estudio fue desarrollar emulgeles mediante
la formacion de zonas de union producto de la interaccion idnica entre los
grupos carboxilos (COOH") presentes en la cadena de acido galacturénico de la

2+), asi como, establecer una

pectina y los iones divalentes del calcio (Ca
relacion entre las caracteristicas estructurales , sus propiedades fisicoquimicas
y mecanicas para evaluar su uso tecnolégico potencial como material
estructurante, sustituto de grasa o método de encapsulamiento para la

proteccion y la liberacion controlada de diferentes compuestos bioactivos.
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4.2 Materiales y métodos
Materiales

Como material de las fases acuosas de la emulsion multiple W1/O/W,, se utilizo
pectina de bajo metoxilo amidada SFsz;s con grado de amidacion de 21 % y
grado de esterificacion de 23 % (ALMP) (Danisco Mexicana, S.A. de C.V,
Ciudad de México, México). La fase oleosa de la emulsién estuvo constituida
por aceite de canola (AC, Aceite puro de Canola, 0.004 % TBHQ como
antioxidante, ACH Foods México S de RL., Ciudad de México, México).

Los agentes emulsificantes utilizados para formar la emulsion fueron
monoesterato de glicerilo (Panodan® SDK DATEM, Danisco, S. A. de C. V.,
Ciudad de Meéxico, México) y esteres de &acidos grasos de poliglicerol y
poliricinoleato (Grindsted® PGPR 90, Danisco S. A. de C. V.,Ciudad de México,
México). Cloruro de calcio, grado analitico, fue adquirido en Quimica Laitz,
(Ciudad de México, México). Agua destilada y/o desionizada (ADD) fue

utilizada en todos los experimentos.

Metodologia

4.2.1 Formulacion de emulsiones multiples

Las emulsiones multiples se prepararon a temperatura ambiente (20 + 2 °C)
usando el procedimiento de emulsificaciébn de dos pasos descrito por Lobato-
Calleros, Recillas-Mota, Espinosa-Solares, Alvarez-Ramirez. y Vernon-Carter,
(2009), con ligeras modificaciones. En el primer paso se prepardé una emulsion
primaria agua-en-aceite (W1/O) con una fraccion masica de fase dispersa de 0.3
(6W1/O) empleando una concentracion total de emulsionantes de bajo peso
molecular de 10 % p/p. Cien gramos de emulsion W,/O, estuvieron constituidos
por una fase acuosa (Wi: 28.4 g de ALMP al 1 % p/p), la cual se adicion6 gota a
gota a la fase oleosa (O: 63.6 g de AC + 6.4 g de PGPR+ 1.6 g de PANODAN)
usando un homogenizador de alto corte Ultra Turrax (modelo T50 basic IKA

Works, Inc., Wilminton, Delaware, EUA).
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En la segunda etapa la emulsion W1/O se reemulsificé en las dispersion acuosa
de la pectina (2.5 % p/p) usando el homogenizador Ultra Turrax a 4600 rpm por
3 min. Se utilizé6 un bafio de hielo para evitar el aumento de temperatura por
arriba de 20 £ 2 ° C. La fraccion masica de la fase dispersa (g W1/O/W5) fue 0.2;

la emulsion mdaltiple se codifico como: EW575/0O/Ws7s.

4.2.2 Formulacion y elaboracion de emulgeles
Se determiné que 0.051 g de Ca®* (0.0204 g de CaCl,) por gramo de ALMP
corresponde a la cantidad minima requerida para neutralizar los grupos

carboxilo disponibles en la misma.

A partir de estos resultados, se formularon cinco tratamientos diferentes de
emulgeles usando diferentes relaciones en peso ALMP/Ca®": 1/0.102, 1/0.153,
1/0.204, 1/0.255, y 1/0.306; dado que la ALMP contenida en la fase acuosa
(W) de la emulsion, se encuentra en una concentracion de 2.5 % (p/p), la
cantidad de CacCl, afadida fue de 0.255, 0.382, 0.510, 0.633 y 0.765 g /100 g,
respectivamente. Los emulgeles fueron codificadas como: EMGg 102, EMGg 153,
EMGo.204, EMGo 255 Y EMGg 306, donde el subindice numérico corresponde a la
relacion ALMP /Ca?*.

Para elaborar los emulgeles, 20 gramos de la emulsion multiple contenidos en
recipientes de plastico (5 cm de didmetro), fueron gelados mediante la adicién
gota a gota de cloruro de calcio (CaCl,) con agitacibn manual constante. La
emulsion multiple se mantuvo en la solucion del mismo durante 24 ha + 4 °C
para lograr con ello un equilibrio de la concentracién de iones calcio en todo el
gel. Posteriormente, el residuo acuoso fue eliminado y los emulgeles
almacenados bajo condiciones de refrigeracion (4+1 °C) hasta su

caracterizacion.
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4.3.2 Caracterizacion de los emulgeles

Los emulgeles fueron caracterizados de manera macroscopica con respecto a
su color, liberacion de aceite, aroma, capacidad de retencion de agua, y nivel de
estructuracion, ademas, se realizo la toma de fotografias mediante el uso de
una camara (SONY Cyber-Shot DSC-H10, Zoom Optico 10x, 8.1 MP, Sony
Corporation, Konan, Minato, Japéon) de los diferentes tratamientos de emulgeles

después de 1, 3,7 y 14 d de su elaboracion.

Liberacion de aceite (LA)

Para evaluar la liberacion de aceite de los emulgeles, se coloc6 papel filtro
(Whatman N°1) secado hasta peso constante, en la parte superior e inferior de
muestras de 20 g de cada emulgel, contenidos en cajas Petri cerradas y
mantenidos durante un periodo de 24 h a temperatura ambiente (25 + 2 °C).
Posteriormente, la muestra fue retirada y el papel filtro fue sometido a secado
en una estufa (Wisconsin Oven, Model ULM 500, Industrias Owen, Minneapolis
,Minnesota, EUA) a 60 °C durante 12 h, para la eliminacion de la humedad que
este pudiera haber adquirido. La liberacién de aceite se calcul6 de acuerdo a la
ecuacion 2; donde Pi corresponde al peso del papel filtro a peso constante y Pf
corresponde al peso del papel filtro después de su contacto con el emulgel y

secado hasta peso constante.

% LA = Pi—Pf

%100 (Ec 2)

Capacidad de retencion de agua (CRA)

Para evaluar la capacidad de retencién de agua de los geles, muestras de cada
emulgel se sometieron a la medicion de la misma de acuerdo con lo descrito por
Tang, Yang, Liu, y Chen, (2013) con ligeras modificaciones. Muestras de 5 g de
emugel fueron transferidas a tubos de centrifuga con capacidad de 50 mL y
centrifugadas a 10.000 xg durante 30 min a 4 ° C. Los tubos se invirtieron para
drenar el agua expulsada, y se seco cuidadosamente el excedente de humedad

del tubo con papel filtro (Whatman N°1).

49



La CRA se calcul6 de acuerdo a la ecuacion 3; donde Pi corresponde al peso
de la muestra antes de la centrifugacion y Pf corresponde al peso de la muestra

después de la centrifugacion.

Pi;f’ T 4100 (Ec 3)

l

% CRA =

Liberacién de aceite después de calentamiento
Para evaluar la liberacion de aceite de los emulgeles después de ser sometidos
a calentamiento, se tomaron 20 g de emulgel y se colocaron en tubos para
centrifuga de 50 mL, sellados herméticamente y sometidos a bafio maria
durante 30 min a 70 °C. Posteriormente fueron abiertos, colocados boca abajo y
mantenidos en reposo (durante 50 min) para liberar los trozos de la emulsién en
un plato (Herrero et al., 2014). Los tubos con las muestras de emulgel antes (Pi)
y después del proceso de calentamiento (Pf) se pesaron.

Pi—

4100 (Ec 4)

2

% ALC =

Propiedades texturales

Las propiedades texturales de los diferentes emulgeles se determinaron usando
un texturémetro Stable Micro Systems, modelo TA-XT2i (Texture Technologies
Corp., White Plains, NY, EUA), equipado con una celda de carga de 5 kg.
Debido a la heterogeneidad de la gelacion, muestras cilindricas fueron tomadas
del centro y costados de cada pieza de emulgel, con un sacabocados de %
pulgada de diametro interno; posteriormente se ajustd su altura a 1.0 cm. Las
muestras se sometieron a una compresion del 40 % con respecto a su altura,
en dos ciclos, utilizando una sonda cilindrica de acrilico con un area de contacto
de 35 mm, una velocidad pre, ensayo y post ensayo de velocidad 1 mm s™y
una temperatura de 25°C (Herrero, Carmona, Jiménez-Colmenero, & Ruiz-
Capillas, 2014). Las propiedades texturales se obtuvieron usando el Software

del equipo Texture Expert Windows Version 3.2.
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Microscopia confocal laser de barrido (CLSM)

La observacion de la microestructura de los emulgeles fue evaluada después de
1, 15 y 30 dias de su almacenamiento mediante Microscopia confocal laser de
barrido mediante el uso de un microscopio de barrido laser confocal Olympus
FV 1000 Multifténico (Olympus, Tokio, Japén), utilizando Rojo Nilo como
colorante fluorescente para la fase oleosa, con una longitud de onda de
excitacion de 633 nm. Finalmente, las imagenes CLSM se obtuvieron con una
magnificacion de 60 x. El analisis del diametro de Feret fue analizado

posteriormente mediante el Software Fiji Life-Line version, 2013.

Analisis de datos

Todas las mediciones se realizaron por triplicado a partir de experimentos
independientes llevados a cabo usando un disefio experimental completamente
al azar. Los datos experimentales fueron analizados usando un analisis de
varianza de una via (ANOVA) y en los casos mediante prueba de Tukey,
usando el software Statgraphics Plus Version 5.5 (Statistical Graphics Corp.,
Manugistics, Inc., Cambridge, MA, EUA). La significancia se establecio en p <
0.05.

4.4 Resultados y discusion

4.4.2 Caracterizacion de emulgeles
En los cuadros 5, 6, 7 y 8 se muestra la apariencia de los diferentes

tratamientos de emulgeles durante su almacenamiento.

El aroma de los emulgeles se modifica cuando se ha utilizado 7.5 veces la
concentracion minima requerida de iones calcio para comenzar la gelificacion
de la fase acuosa de las emulsiones multiples. Todos los emulgeles recién
elaborados tienen un aroma tipico a aceite (fase oleosa de la emulsién) y a
medida de que la concentracion de iones calcio es mayor el aroma tiende a ser
un aroma citrico (aroma caracteristico de la ALMP utilizada en la fase acuosa
de la emulsidn). Asi mismo, el aroma a aceite para todos los emulgeles fue mas

intenso a medida que transcurria el tiempo de almacenamiento.
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En cuanto al color, se pudo observar que todos los emulgeles presentaron un
color blanco, color caracteristico de la emulsion utilizada para su elaboracion, y
este no presento modificaciones aparentes después de 14 dias de su

almacenamiento.

Con respecto a la morfologia, estos presentaron una forma heterogénea, pero
con una fuerte tendencia a presentar formas ovaladas, dicha morfologia esta

influenciada directamente por el método de elaboracion de los emulgeles.

Por otra parte, como se ha mencionado ya con anterioridad la formacion del
emulgel se inicia en la interfaz y avanza hacia el interior a medida que la
superficie se encuentra saturada de iones calcio, el ion calcio se difunde
lentamente hasta alcanzar la cadena polimérica de la ALMP, permitiendo asi
qgue el nivel de estructuracion de los emulgeles este dado por la concentraciéon
del mismo, es decir, el uso de bajas concentraciones de iones calcio para la
formacién de emulgeles dara como resultado geles con centro semiliquido;
mientras que el uso de altas concentraciones del mismo, desarrollara geles con

centro semisélido (Kyomugasho, et al., 2016).
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Cuadro 5. Observacion de los diferentes emulgeles al dia 1.

Tratamiento EMG 0.102 EMG 0.153 EMG 0.204 EMG 0.255 EMG 0.306

Caracteristicas

Aroma Aceite Aceite Citricos Citricos Citricos
LBS +++ +++ ++ + +
CRA + + ++ +++ +++
Centro Liquido Liguido Semisolido Sdélido Sdélido
Color Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco
Forma Heterogénea Heterogénea Heterogénea Heterogénea Heterogénea
NDE Bajo Bajo Intermedio Intermedio Alto

EMGyx: EMG: Emulgel, x: relacién peso de ALMP/ Ca* utilizada para realizar el gelado, LAS: Liberacién de aceite
superficial, CRA: Capacidad de retencion de agua, NDE: Nivel de estructuracion.

Los tratamiento EMG (255 Y EMG 0306 presento mayor estructuracion con respecto al resto, lo anterior se asume
se debe a que la relacion ALMP-iones calcio utilizada para la formacién de los geles aumento (Kim et al., 2016).
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Cuadro 6. Observacion de los diferentes emulgeles al dia 3.

Tratamiento

EMG ¢.102

EMG q.153

EM

G 0.204

EMG ¢.306

Caracteristicas

o

Aroma Aceite Aceite Citricos Citricos Citricos

LBS +++ +++ ++ + +

CRA + + ++ +++ +++

Centro Liquido Liquido Semisolido Solido Solido

Color Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco
Forma Heterogénea Heterogénea Heterogénea Heterogénea Heterogénea
NDE Bajo Bajo Intermedio Intermedio Alto

EMGy: EMG: Emulgel, x: relacién peso de ALMP/ Ca?* utilizada para realizar el gelado, LAS: Liberacién de aceite

superficial, CRA: Capacidad de retencion de agua, NDE: Nivel de estructuracion.

Los tratamiento EMG (255 Y EMG 0306 presento mayor estructuracion con respecto al resto, por otra parte, los

tratamientos EMG 102, EMG 0153 Y EMG 204 presentaron mayor liberacién de aceite y menor capacidad de
retencién de agua que el dia 1 y que el resto de los tratamientos.
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Cuadro 7. Observacion de los diferentes emulgeles al dia 7.

Tratamiento

EMG ¢.102

EMG ¢.153

EMG ¢.204

EMG ¢.255

EMG ¢.306

Caracteristicas

Aroma Aceite Aceite Citricos Citricos Citricos

LBS +++ +++ ++ + +

CRA + + ++ +++ +++

Centro Liquido Liquido Semisélido Semisélido Solido

Color Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco
Forma Heterogénea Heterogénea Heterogénea Heterogénea Heterogénea
NDE Bajo Bajo Intermedio Intermedio Alto

EMGx: EMG: Emulgel, x: relacién peso de ALMP/ Ca* utilizada para realizar el gelado, LAS: Liberacion de aceite
superficial, CRA: Capacidad de retencion de agua y NDE: Nivel de estructuracion.

Los tratamientos EMG (255 Y EMG (306 presento mayor estructuracion con respecto al resto, por otra parte, los

tratamientos EMG 102, EMG 0153 Y EMG (204 presentaron mayor liberacion de aceite y menor capacidad de
retencion de agua que el dia 3 y que el resto de los tratamientos.
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Cuadro 8. Observacion de los diferentes emulgeles al dia 14.

Tratamiento

EMG ¢.102

EMG ¢.153

EMG ¢.204

Caracteristicas
Aroma Aceite Aceite Citricos Citricos Citricos
LBS +++ +++ ++ + +
CRA + + ++ +++ +++
Centro Liquido Liquido Semisolido Semisélido Sdlido
Color Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco
Forma Heterogénea  Heterogénea Heterogénea Heterogénea Heterogénea
NDE Bajo Bajo Intermedio Intermedio Alto

EMGy: EMG: Emulgel, x: relacion peso de ALMP/ Ca?* utilizada para realizar el gelado, LAS: Liberacion de aceite superficial,
CRA: Capacidad de retencion de agua y NDE: Nivel de estructuracion.

Los tratamientos EMG ¢ 255 Y EMG g 306 presentaron mayor estructuracion con respecto al resto, por otra parte, los

tratamientos EMG (102, EMG 0153 Y EMG (204 presentaron mayor liberacion de aceite, y menor capacidad de
retencion de agua que el dia 7 y que el resto de los tratamientos.
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Capacidad de retencion de agua (CRA)

El Cuadro 9 muestra los valores de capacidad de retencion de agua de los
emulgeles en funcién de la concentracién de iones calcio utilizada. Como se
puede observar, se produce un incremento significativo (p < 0.05) en la
capacidad de retencién de agua al aumentar la concentracién de Ca®" (Figura
21); este efecto se correlaciona directamente con la debilidad de la
estructuracion del gel, por lo que el tratamiento EMGg 102 presenta los valores
mas bajos (, < 005) de CRA (31 %). La baja concentracion de iones calcio
provoca que haya una menor cantidad de interacciones moleculares capaces
de formar una matriz mas estructurada que retenga grandes cantidades de

agua (Roopa & Bhattacharya, 2010).

Cuadro 9. Valores medios (+ DE) de la capacidad de retencién de agua de los
emulgeles.

Dia  EMG o.102 EMG 153 EMG o204 EMG ¢ 255 EMG o306
1 31.28+0.33** 39.53+0.17"* 65.97 +0.01°* 81.89 + 0.00°* 84.91 + 0.01°*
3 27.26+0.22*® 38.19+0.04"® 63.11 +0.24°* 78.62 +0.00°* 82.31+0.11°"
7 21.72+0.21*° 33.98+0.87°¢ 62.61 + 0.25°* 75.69 + 0.00°* 79.91 + 0.02°"

abede gyperindices distintos en la misma fila indican que las medias difieren
significativamente (p < 0.05). A, B, C Superindices distintos en la misma columna
indican que las medias difieren significativamente (p < 0.05). EMGyx: EMG: Emulgel, x:
relacion peso/ peso de ALMP/ Ca*" utilizada para realizar el gelado.

En geles de ALMP y otros sistemas que la contienen, este liquido es agua. Por
lo anterior, las propiedades del gel producido son el resultado neto de
interacciones complejas entre el soluto y el solvente; la influencia del agua
como solvente, la naturaleza y magnitud de las fuerzas intermoleculares que
mantienen la integridad del gel le permiten tener una gran capacidad de

retencién de agua (Willats, Knox & Mikkelsen, 2006).
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Figura 21.Capacidad de retencion de agua de los diferentes emulgeles.

En general, se observaron valores relativamente altos (p < 0.05) de la
capacidad de retencion de agua (> 60 %) para los tratamientos EMG ¢ 204, EMG
0255 Y EMG o306, Valores semejantes a los obtenidos por Yang, Liu, y Tang,
(2013) y Tang et al, (2013) en geles elaborados con emulsiones cuya fase
acuosa estaba constituida por proteina. Valores pequefios (p < 0.05) (21-33 %)
corresponden a los emulgeles gelados con la menor concentracion de iones

calcio.

Liberacion de aceite (LAS)

La Figura 22 muestra la liberacion de aceite de los diferentes emulgeles
evaluados. Los valores del porcentaje de la liberacion de aceite (LAS) de los
emulgeles, difirieron significativamente (p < 0.05) en funcion de la concentracion
de iones calcio utilizada para su gelacion. Valores pequefios (p < 0.05) (0.01-
0.09 %) corresponden a los emulgeles gelados con la mayor concentracion del
mismo (Cuadro 10); mientras que valores altos (p < 0.05) (0.26 - 0.34 %) estan
dados para aquellos emulgeles elaborados con la minima concentracién de
iones calcio. Debido a este comportamiento, se pudo inferir que bajas
concentraciones de iones calcio provocan redes mas abiertas, con menor

estructuracién y por consecuencia, con mayor liberacion de aceite.
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Figura 22. Porcentaje de liberacion de aceite (LAS) a temperatura ambiente.

Herrero et al. (2014) sugieren que el porcentaje de liberacion de aceite de estas
matrices del emulgel resulta entonces ser el resultado de la formacién de la
matriz, asi como las diferentes interacciones de los grupos funcionales de los

diferentes compuestos (aceite de canola y pectina).

Por otro lado, los valores obtenidos en la presenta investigacion para todos los
tratamientos concuerdan con lo obtenido por Herrero et al. (2014) quien
consiguié valores menores a 0.5 % al evaluar la exudacion de aceite en geles
elaborados con alginato y dextrina y con lo descrito por Delgado-Pando,

Cofrades, Ruiz-Capillas, Solas, y Jiménez-Colmenero, (2010).

Cuadro 10. Valores medios (+ DE) del porcentaje de la liberacion de aceite a
temperatura ambiente de los emulgeles.

Dia EMG ¢.102 EMG ¢.153 EMG 0204 EMG 255 EMG 0306

1 0.26+0.00* 0.21+0.00>* 0.18+0.00°* 0.12+0.00* 0.01+0.00%"
3 0.32+0.00*® 0.23+0.00® 0.21+0.00® 0.14+0.00 0.07+0.00%®
7 034+0.01%® 0.24+000*® 022+0.00°® 0.16+0.00 0.09+0.00%8

abed - Superindices distintos en la misma fila indican que las medias difieren

significativamente (p < 0.05). A,B, Superindices distintos en la misma columna indican
gue las medias difieren significativamente (p < 0.05). EMGyx: EMG: Emulgel, x: relacion
peso/ peso de ALMP/ Ca* utilizada para realizar el gelado.
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Liberacién de aceite después del calentamiento

Los diferentes emulgeles después de 7 dias de almacenamiento se muestran
aparentemente estables en su estructura al ser sometidos a un proceso de
calentamiento a 70 °C. Este comportamiento puede ser importante al realizar la
aplicacion de los mismos, ya que muchos productos alimenticios emulsionados
son sometidos a algun tipo de proceso térmico durante su elaboracion
(esterilizacion, pasteurizacion, coccion) o preparacion para consumo (freido,

fundido, horneado).

Cuadro 11.Valores medios (+ DE) de la liberacién de aceite de los emulgeles
sometidos a calentamiento.

Dia EMG g.102 EMG g.153 EMG 204 EMG o255 EMG 0.306

1 2.20+0.03%* 1.93+0.00°" 0.40 +0.00°”* 0.38 +0.00°* 0.30 +0.00%"
3  2.40+0.03% 2.37+0.01% 0.48 +0.00°* 0.41 +0.01°* 0.36 +0.00®*
7  2.94+0.04% 2.76+0.04°* 0.60+0.00°* 0.45 +0.00°* 0.42 +0.00*"

abede  gperindices distintos en la misma fila indican que las medias difieren
significativamente (p < 0.05). **A, B, C Superindices distintos en la misma columna
indican que las medias difieren significativamente (p < 0.05). EMGx: EMG: Emulgel, x:
relacion peso/ peso de ALMP / Ca** utilizada para realizar el gelado.

El comportamiento de desestabilizacidon de las emulsiones liquidas tras el
calentamiento es el resultado de un incremento de la coalescencia de las gotas
por la disminucién de viscosidad y de la atracciéon hidrofébica entre las gotitas
de aceite, sin embargo, cuando la fase acuosa externa se encuentra gelada, los
mecanismos de desestabilizacion disminuyen, debido a que se limita la

movilidad en la fase continua bajo condiciones ambientales.

Los resultados obtenidos muestran que la liberacion de aceite de los emulgeles
después de aplicar un proceso de calentamiento bajo las condiciones de
analisis estudiadas es pequeia (0.30-3.0 %) (Figura 24), aunque muestran
valores mayores (p<0.5) que los mostrados por los geles a temperatura
ambiente (figura 22), esto en parte puede deberse a que al someter los

emulgeles a calentamiento, hay un aumento en la velocidad del movimiento de
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las gotas de aceite de las emulsiones, asi como un reordenamiento de las
moléculas de la ALMP, lo que permite que estas comiencen a aglomerase y
liberen aceite con mayor facilidad (Sarkar, Kamaruddin, Bentley, & Wang,
2016).

3.00
2.50
2.00

< 1.50 mDial
1.00 ®mDia 3
0.50 Dia 7

EMG
EMG
EMG
0102 0.153 ;504 EMS EmG

Figura 23.Liberacion de aceite después de su calentamiento (LAC).

Resultados similares han sido reportados en geles de emulsiones de aceite-en-
agua preparadas con complejos proteicos (Delgado-Pando et al., 2010),
proteina de soya y/o caseinatos (Herrero et al., 2011) y geles de matrices de
diferentes polisacaridos: alginato-dextrina y alginato-inulina (Herrero et al.,
2014).

Propiedades texturales de los emulgeles

La concentracion de iones calcio utilizada para la gelacion de las emulsiones
multiples para formar emulgeles, afecto de manera significativa (p < 0.05) las
propiedades texturales de los diferentes emulgeles. Los resultados obtenidos
indican que los emulgeles codificados como EMGq 0, mostraron valores
significativamente menores (p < 0.05) de dureza, elasticidad, masticabilidad y
fracturabilidad, asi como los valores mayores de cohesividad con respecto a los
valores obtenidos por el resto de los tratamientos. Los emulgeles EMGg 153 ¥

EMG (204 exhibieron valores intermedios en las propiedades texturales de
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dureza, cohesividad, masticabilidad, y fracturabilidad (Cuadro 11). Por otra
parte, los emulgeles EMGg 306 presentaron los valores mas altos (p < 0.05) de
dureza, elasticidad, masticabilidad y fracturabilidad, asi como los valores mas

bajos de cohesividad.

Las variaciones de todos los tratamientos con respecto al tiempo ocurrieron en
un intervalo muy estrecho de valores (Figura 23). Las caracteristicas texturales
de los emulgeles son determinadas por las propiedades estructurales de la red
tridimensional formada como consecuencia de la interaccion ionica de los
grupos carboxilo del &cido galacturdnico de la pectina con los iones de calcio
(Herrero et al., 2014).

Chasquibol y Morales (2010) sugieren que el entrecruzamiento de los grupos
carboxilato mediante el catién calcio, permite la formacion estructurada de una

red, la cual controla la resistencia y las propiedades mecéanicas de los geles.

Zhang, Daubert y Foegeding (2007) observaron que la firmeza de los geles de
alginato obtenidos por entrecruzamiento con iones calcio incrementa conforme
la concentracion de calcio en el medio; y ademas que el comportamiento de
mecanico exhibido al aplicar una fuerza a los geles es atribuido a la
deformacion de las zonas de interaccién y la reorientacion de las cadenas en la

red el gel.

Como era de esperarse, las caracteristicas texturales de los geles estan
estrechamente relacionadas con la capacidad de retencion de agua, pues
ambas aumentan conforme se aumenta la concentracidon de iones calcio
atribuyéndose lo anterior a la formacion de una red mas compacta y
estructurada. Resultados similares acerca de la estrecha relacion entre estos
dos parametros fueron encontrados por Yang et al. (2013) para emulsiones
geladas en frio via enzimatica. Asi mismo, Line, Remondetto y Subirade (2005)
y Pintado, Ruiz-Capillas, Jiménez-Colmenero, Carmona, y Herrero (2015)

reportaron resultados similares utilizando gelificacion por frio en emulsiones
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elaboradas a partir de aceite de girasol y b-lactoglobulina como fase acuosa y
emulgeles elaborados a partir de emulsiones O/W estabilizadas con harina de

chia y un agente gelificante en frio (alginato, gelatina, entre otros).

Ademas, tendencias semejantes fueron encontradas por Herrero et al (2014) en
geles elaborados con alginato y Triki, Herrero, Jiménez-Colmenero y Ruiz-
Capillas (2013) en geles hechos a base de carbohidratos que son utilizados
como sustitutos de grasa animal, dado que generan propiedades mecanicas
similares a las grasas de cerdo después de la molienda (Jiménez-Colmenero et
al., 2012).

Cuadro 12. Valores medios (+ DE) de los parametros instrumentales de textura
de los diferentes tratamientos de emulgeles.

Dia EMG g0z EMG o153 EMG 204 EMG 255 EMG ¢ 306

Dureza 1 3.88+% o.oza'i 4.46 + o.osz'z 4.77 + 0.08°': 5.47 £ 0.46:'2 6.34 0.076'2
(N) 3 3.83+0.08*" 4.22+0.01°® 4.38+0.00°® 4.89+0.01*" 6.08 +0.00%

7 3.82+0.00** 4.20+0.01"" 4.37+0.00" 4.88+0.01°* 6.07 +0.00°"

Cohesividad 1 064+ 0.013': 0.58 + o.ooZ': 0.58 + o.oob': 0.57 + 0.04:': 0.50 + o.oo°'i

(Adim) 3 091+ o.oo""B 0.87 + o.oob'C 0.76 + o.oo°'C 0.68 + o.ood'C 0.54 + 0.046'A
7 0.91+0.00*® 0.88+0.00>° 0.77+0.00° 0.71+0.00*° 0.55+0.01*

Elasticidad 1 0.95%+ o.ooa'i 1.07 + 0.01:2 133+ o.oac"; 1.56 + o.oo:': 1.65+ 0.039'2
(Adim) 3 095+ 0.01""A 1.06 + o.o1bfA 1.23 + o.oo°'B 1.29 + 0.03*® 1.39 + 0.00*

7 0.93+0.00** 1.05+0.01°* 1.22+0.00“® 1.20+0.02%° 1.32+0.06**

Masticabilidad 1 238+ 0.06""': 2.83+ 0.01:': 3.71+ 0.05°"B‘ 4.90 + 0.442': 5.33+ o.oze'z
) 3 3.36+0.01*® 3.91+0.02°® 4.11+0.02°® 4.33+0.02*® 4.61+0.27%

7 3.29+0.01*° 3.90+0.02>® 4.15+0.02%® 4.21+0.02°¢ 4.46 +0.07°"

Eracturabilidad 1 028+ 0.05""': 031+ 0.02:2 0.39+ o.o4°': 0.55 + 0.66:'2 0.67 + o.ose'i
) 3 0.27+0.05** 0.30+0.03"* 0.39+0.03°* 0.51+0.08** 0.66+ 0.36%

7 0.27+0.03** 0.29+0.06®" 0.38+0.04“* 0.51+0.10** 0.66+0.30°"

a,b,c,d,e Superindices distintos en la misma fila, indican que las medias difieren
significativamente (p < 0.05) ). A, B, C Superindices distintos en la misma columna
indican que las medias difieren significativamente (p < 0.05). EMGyx: EMG: Emulgel, x:
relacion peso/ peso de ALMP/ Ca* utlizada para realizar el gelado.
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Figura 24. Representacion de
la variacién en los valores de
las caracteristicas texturales de
los emulgeles a través del
tiempo.
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Determinacion del diametro de Feret

Los valores del d; de las gotas de aceite de los emulgeles EMG ¢ 55 Yy EMG ¢ 306
después de 1 dia de su elaboracién presentaron diferencia (p < 0.05) con
respecto al resto de los tratamientos y variaron en un intervalo de 5.72 + 0.01 a
7.06 £ 0.00 um (Figura 16). Al transcurrir el tiempo de almacenamiento el d;
aumento (p < 0.05) alcanzando valores de 8.13 + 0.00 a 6.81 + 0.02 um a los 30
dias de su almacenamiento (Figura 25), indicando con ello mecanismos de

desestabilizacion en la emulsion utilizada para la formulacion de los emulgeles.

Cuadro 13.Valores medios (+ DE) del ds de las emulsiones multiples después de
30 dias de almacenamiento.

Dia EMG ¢.102 EMG ¢.153 EMG 204 EMG o255 EMG 0.306
1 7.06+0.00*" 6.68+0.00*" 6.48+0.02*" 5.76 +0.04** 5.72 +0.01°

15 8.05+0.00*® 7.48 +0.03*® 7.37+0.02*® 7.17+0.01*® 7.16 +0.01*®
30 8.78 +0.02%® 8.74+0.00*® 8.41 +0.03*® 8.40+0.01*® 8.13 +0.00*"

abe  guperindices distintos en la misma fila indican que las medias difieren
significativamente (p < 0.05). **A, B Superindices distintos en la misma columna
indican que las medias difieren significativamente (p < 0.05). EMGyx: EMG: Emulgel, x:
relacion peso/ peso de ALMP/ Ca*" utilizada para realizar el gelado.

10.00
8.00
g_ 6.00
° L. mDial
g ' ®m Dia 15
g 200 Dia 30
o 0.00

Figura 25. Diametro de Feret para los emulgeles.
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Microestructura
El andlisis de microestructura mediante CLSM confirmé la presencia de
multiples gotas de ALMP al 1 % (p/p) contenidas dentro de gotas de aceite que

fueron atrapadas dentro de una matriz acuosa (ALMP) (Figura 26).

Figura 26. Micrografias obtenidas mediante CLSM de los emulgeles
constituidos por emulsiones multiples constituidas por gotas esféricas de aceite
conteniendo un gran numero de gotas de agua. Barra de escala = 10 pum.

Las Figuras 27, 28, 29, 30 y 31 muestran las imagenes obtenidas por CLSM al
analizar la microestructura de los diferentes tratamientos de emulgeles después

de 1, 15, y 30 dias de su almacenamiento.

Como puede observase, para el caso de los cinco tratamientos de emulgeles en
el dia 1 (Figuras 27a, 28a, 29a, 30a y 3la), estos presentaron gotas
individuales de tamafio pequefio distribuidas casi homogéneamente dentro de
una red o matriz aparentemente estructurada. Pudiéndose determinar que,
cuando la concentracion de iones calcio utilizada para la gelacién aumenta, la
red formada por la interaccién de los grupos carboxilos del acido galacturénico
de la ALMP y los iones Ca®" se observa més estructura y reforzada, siendo este
nivel de estructuracion el que permite un mejor entrampamiento de las gotas de

aceite dentro de la matriz de pectato de calcio formada.
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Lo anterior concuerda con lo descrito por Kyomugasho, et al. (2016), quienes
reportan que cuando se incrementa la cantidad de iones Ca** para la formaci6n
de geles de ALMP, se observa una red fibrosa mas entrelazada, esta
reticulacion en los emulgeles a partir de ALMP se favorece teniendo en cuenta
el elevado numero de grupos carboxilo libres; mientras que de acuerdo a Fang
et al (2008), bajas concentraciones de iones Ca**, solo se lleva a cabo un nivel
de estructuracién bajo (mono-complejacion), mostrando y una red débil, de
menor grado de estructuracion, y menos compacta y a medida que aumenta la
concentracion de cationes, la ALMP forma una red con mayor estructuraciéon a
través de la dimerizacion, siendo las interacciones ion-polimero esencialmente
cooperativas, originando asi una red mas compacta (Lopes da Silva & Rao,
2006).

Por otra parte, en las figuras 27b, 28b, 29b, 30b y 31b se registra una ligera
aparicion de agregados o fléculos después de 15 dias de su elaboracion,
presentando con ello una tendencia hacia la desestabilizacién de la emulsion

multiple utilizada para llevar acabo la formacién de los emulgeles.

Por dltimo, las figuras 27c, 28c, 29c, 30c y 31lc muestran el mismo
comportamiento después de 30 dias de su elaboracién, para todos los casos
podemos notar la presencia de agregados o floculados que se relacionan
directamente con un fendmeno de desestabilizacion de la emulsion, ademas, de
mostrar diferencias significativas (p<0.5) en el didmetro de la gota con respecto

a los dias 1 y 15 respectivamente.
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Figura 27. Micrografias obtenidas mediante CLSM de tratamiento EMGg 102 :(2) dia 1, (b) dia 15 y (c) dia 30. Barra
de escala = 10 pm.

.

Figura 28. Micrografias obtenidas mediante CLSM de tratamiento EMGg 153 :(a) dia 1, (b) dia 15 y (c) dia 30. Barra
de escala =10 um
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Figura 29. Micrografias obtenidas mediante CLSM de tratamiento EMGg 204 :(a) dia 1, (b) dia 15 y (c) dia 30. Barra
de escala = 10 pm.

.

Figura 30. Micrografias obtenidas mediante CLSM de tratamiento EMGg 255 :(a) dia 1, (b) dia 15 y (c) dia 30. Barra
de escala = 10 um
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(a)] (b)

Figura 31.Micrografias obtenidas mediante CLSM de tratamiento EMGg 306 :(a) dia 1, (b) dia 15y (c) dia 30. Barra de
escala =10 pm.
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4.5 Conclusiones

Los resultados obtenidos sugieren que los emulgeles elaborados en el presente
trabajo, muestran una alta estabilidad estructural, por lo que podrian ser
utilizados como sustitutos de grasa, como agentes estructurales de alimentos,
y/o bien como matriz encapsulante para la proteccion y liberacién controlada de
diferentes compuestos bioactivos.

Existe una relacion directa, entre el nivel de estructuracién de los emulgeles
elaborados utilizando ALMP, sus propiedades fisicoquimicas (capacidad de
retencion de agua, liberaciobn de aceite las propiedades texturales) y la

concentracion de iones calcio utilizada para la gelacion.

Las micrografias obtenidas mediante la técnica de CLSM confirman la
formacién de una red fibrosa estructurada y reforzada en los cinco tratamientos
evaluados, asi mismo, nos permite reafirmar que la concentracion de iones
calcio modula el nivel de estructuraciéon y la firmeza del emulgel, siendo
entonces los emulgeles EMG o306 l0S que prestan el nivel de gelacién mas alto,
asi como menor floculaciébn de las gotas de aceite a través del tiempo de

almacenamiento.

Los emulgeles EMG (306 exhibieron menores variaciones en cuanto a su
capacidad de retencion de agua, liberacion de aceite a temperatura ambiente y
después de ser sometidos a calentamiento con respecto al tiempo de
almacenamiento, se presume entonces que dicho tratamiento es el que
presenta mejor estructuracion y por consecuencia mejor resistencia mecanica,

lo anterior producto de la alta concentracion de calcio utilizada.

El desarrollo de emulgeles donde el proceso de gelificacién se realiza en frio,
permite entonces, considerar la posibilidad de utilizar a los mismos como una
matriz protectora de diferentes compuestos (vitamina C, grasas insaturada,

prebioticos, péptidos bioactivos, entre otros).
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