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RESUMEN

La estabilidad y propiedades reoldgicas
de micro y nanoemulsiones aceite-en-
agua (E) estabilizadas con complejos
solubles (CSwpnp) hidrolizado de
proteina de lactosuero (WPH)-pectina
(P) fueron evaluadas. Dieciocho
variaciones de E se prepararon usando
una relaciéon en peso WPH:P de 6:1, y
variando el tamafio de gota (4000,
3000, 2500, 200, 100 y 30 nm) y el tipo
de pectina [pectinas de accesiones de
tejocote 26 y 50 (PTy, y PTsg,
respectivamente) y pectina citrica (P¢)].
Los valores de pH para generar
CSwpup Se establecieron mediante
determinaciones de potencial zeta y
turbidez. Ambos, el tipo de pectina y
tamafio de gota influenciaron la
estabilidad y propiedades reolégicas de
las E. Todas las E fueron estables, pero
aquellas con diametro volumétrico-
superficial medio (ds) < 100 nm
sufrieron la variacion més pequefa de
tamafio de gota  durante el
almacenamiento. Las Eptys Y Eprso
mostraron propiedades viscoelasticas y
viscosidades aparentes mas elevadas,
las cuales fueron mayores conforme los
valores de ds;, disminuyeron, en
comparacién con aquellas presentadas
por Epc.

Palabras clave: microemulsiones,
nanoemulsiones, propiedades
reolégicas, estabilidad, complejos

solubles.

ABSTRACT

The stability and rheological properties of oil-
in-water micro and nanoemulsions (E)
stabilized by whey protein hydrolysate
(WPH)-pectin  (P) soluble complexes
(CSweup) were evaluated. Eighteen E
variations were prepared using a weight ratio
WPH:P of 6:1 and by varying the droplet size
(4000, 3000, 2500, 200, 100, and 30 nm) and
the pectin type [pectins from 26 and 50 haw
accessions (PT,s and PTs, respectively), and
citrus pectin (P¢)]. The interaction pH values
to generate CSypyp Were established
through zeta potential and turbidity
determinations. Both pectin type and the
droplet size influenced the stability and
rheological properties of the E. All of the E
were stable, but those with volume-surface
average diameter (ds;,) < 100 nm suffered
the smallest droplet size variation during the
storage. The Eptys and Eprsg displayed higher
viscoelastic ~ properties and  apparent
viscosities, which increased as the dj,
values decreased, in comparison with those
presented by the Epc.

Keywords: microemulsions, nanoemulsions,
rheological properties, stability, soluble
complexes.
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I. INTRODUCCION

En la actualidad los consumidores demandan productos de alta calidad
nutricia y sanitaria, que contribuyan ademas a su salud; por tanto se ha
generado gran interés por el desarrollo de emulsiones aceite-en-agua, las
cuales pueden actuar como medios encapsulantes y de proteccion de
compuestos bioactivos liposolubles, y a la vez como sustitutos de grasa
saturada en distintos alimentos (Lobato-Calleros et al., 2010; Burapapadh et
al., 2012; Troncoso et al.,, 2012). El caracter no polar de aceites e
ingredientes hidréfobos es responsable de su separacion espontanea de la
fase acuosa (Given, 2009). Para solucionar este problema se ha propuesto
el desarrollo de micro- y nano-emulsiones, mediante el uso de diversos
agentes emulsificantes/estabilizantes (Rao y McClements, 2011). En adicion,
las emulsiones deben ser cuidadosamente disefiadas para proporcionar
atributos sensoriales y fisicoquimicos deseables en el producto final
(Piorkowski y McClements, 2013). Recientemente, la industria alimentaria ha
mostrado un creciente interés en la sustitucion de los emulsionantes
sintéticos por aquellos de origen natural, tales como polisacaridos y
proteinas (Hernandez-Marin et al., 2013; Piorkowski y McClements, 2013;
Hernandez-Rodriguez et al., 2014). En este sentido, se ha informado que
complejos biopoliméricos presentan propiedades funcionales mejoradas, en
relacion a aquellas mostradas por los biopolimeros individuales, en particular
han llamado la atencion aquellos de naturaleza proteina- polisacarido

(Ramirez-Santiago et al., 2012). Las proteinas son ingredientes ampliamente



utilizados en emulsiones alimentarias, debido a su caracter amfifilico estas
macromoléculas se adsorben en la interfase aceite-agua, disminuyen la
tension interfacial y estabilizan las gotas de aceite por repulsion
electrostatica y estérica (Lam y Nickerson, 2013). Por su parte, los
polisacaridos son macromoléculas hidrofilicas que se afiaden a la fase
acuosa de las emulsiones como agentes espesantes con el fin de frenar la
desestabilizacion de las emulsiones (Dickinson, 2003). Bajo condiciones
especiales de pH y relacién en peso entre biopolimeros, pueden obtenerse
complejos solubles proteina- polisacarido (Espinosa-Andrews et al., 2013),
los cuales pueden actuar como agentes emulsificantes/estabilizantes de
emulsiones, dependiendo su funcionalidad de su naturaleza quimica y la
fuerza de las interacciones proteina- polisacarido (Leal-Calderén et al.,
2007). En adicion, se ha informado que la disminucion del tamafio de gota
de las emulsiones, puede convertirlos en sistemas cinéticamente estables
(meta-estables) (Hernandez-Jaimes et al., 2013). El tamafio de gota de las
emulsiones también influye en sus propiedades reoldgicas; particularmente
cuando se vuelve pequefio (McClements, 2005), lo cual en turno
repercutird en las propiedades mecanicas de aquellos alimentos a los que
se incorporen. Con base en lo expuesto, en este trabajo se evalud la
estabilidad y las propiedades reol6gicas de micro y nanoemulsiones, usando
complejos solubles de hidrolizado de proteina de lactosuero (WPH) y
pectinas (dos de tejocote de las accesiones 26 y 50, y una citrica) como

agentes emulsificantes/estabilizantes.



ll. JUSTIFICACION
En la actualidad los consumidores demandan productos de alta calidad
nutricia y sanitaria, que contribuyan ademas a su salud; por tanto se ha
generado un gran interés por el desarrollo de emulsiones aceite-en-agua, las
cuales pueden actuar como medios encapsulantes y de proteccion de
compuestos bioactivos liposolubles, y a la vez como sustitutos de grasa
saturada en distintos alimentos. La gran mayoria de las investigaciones se
han enfocado a la preparacién y la caracterizacion de microemulsiones
(tamafio de gota > 100 nm); sin embargo, existen varios problemas por
resolver en este sentido, siendo algunos los siguientes: las microemulsiones
son sistemas termodinamicamente inestables, que sufren separacion de
fases en tiempos relativamente cortos; para la obtencion de microemulsiones
metaestables se requiere del uso de agentes emulsificantes/estabilizantes
incorporados individualmente o combinados, de los cuales en la gran
mayoria de los casos, al menos alguno es de origen sintético y, la
incorporacion de microemulsiones como sustitutos de grasa saturada, en
general resulta en alimentos con propiedades mecdanico-sensoriales
menores a aquellas de su contraparte conteniendo grasa saturada. Resulta
entonces interesante explorar la formacion, las propiedades mecéanicas y la
estabilidad de nanoemulsiones (tamafio de gota < 100 nm) formadas y
estabilizadas mediante compuestos de origen natural; por ejemplo, mediante
complejos biopoliméricos solubles, y comparar tales propiedades con

aquellas de microemulsiones preparadas de manera similar. Los complejos



biopoliméricos presentan propiedades funcionales mejoradas, respecto a
aguellas mostradas por los biopolimeros individuales. Las nanoemulsiones,
de las cuales existen escasos reportes relacionados con su formulacion y
aplicacion en sistemas alimenticios, constituyen sistemas coloidales con
mayor estabilidad que las microemulsiones y ofrecen una mayor
biodisponibilidad de los agentes bioactivos encapsulados en las mismas.

En este trabajo se propone utilizar complejos solubles de hidrolizado de
proteina de lactosuero (WPH) y pectinas (dos de tejocote y una citrica) como
agentes emulsificantes/establizantes, con la finalidad adicional de
aprovechar las propiedades funcionales de los péptidos bioactivos
contenidos en el WPH y al mismo tiempo desarrollar aplicaciones
alimentarias para las pectinas de tejocote, cultivo originario y tradicional de

nuestro pais.



[ll. OBJETIVOS
3.1. Objetivo general
Comparar las propiedades reolégicas y la estabilidad de micro- y nano-
emulsiones aceite-en-agua, formadas y estabilizadas mediante complejos

solubles de hidrolizado de proteina de lactosuero-pectina.

3.2. Objetivos particulares

Formar complejos solubles entre hidrolizado de proteina de lactosuero y tres
tipos de pectina (pectina citrica y pectinas de tejocote accesiones 26 y 50).
Establecer el método de preparacion de micro- y nano-emulsiones, utilizando
los complejos solubles de hidrolizado de proteina de lactosuero-pectina
como agentes emulsificantes/estabilizantes.

Comparar las propiedades reologicas y estabilidad de las micro- y nano-
emulsiones como funcion de su tamafio de gota y el tipo de pectina

formando parte de los complejos solubles.



IV. REVISION DE LITERATURA
4.1. Emulsiones
Las emulsiones, son dispersiones termodinamicamente inestables de dos
liguidos inmiscibles, generalmente de agua y aceite (Mufioz et al., 2007).
Mediante la incorporacion de agentes emulsificantes/estabilizantes, los
cuales presentan la capacidad de adsorberse a la superficie de las gotas,
estos sistemas dispersos pueden convertirse en cinéticamente estables
(meta-estables; Hernandez-Jaimes et al., 2013; Bortnowska et al., 2014).
Las emulsiones estan constituida por tres regiones, las cuales presentan
propiedades fisico-quimicas diferentes: la fase dispersa, la fase continua y
la interfase. Todas las moléculas o ingredientes de la emulsion se
distribuyen segun su concentraciéon y polaridad a lo largo de las regiones
mencionadas anteriormente (Aranberri et al., 2006). Las moléculas que
constituyen una emulsién tienden a moverse de una regiébn a otra,
alterando de esta forma las condiciones fisicas y quimicas de la misma.
Este movimiento, asi como la concentracion e interacciones entre sus
constituyentes tienen una influencia significativa en las propiedades
fisicoquimicas, de textura y de aplicacion de estos sistemas dispersos

(Sonneville-Aubrun et al., 2004; McClements, 2005).

4.1.1. Clasificacion de las emulsiones
4.1.1.1. De acuerdo a la fase dispersa. En general, las emulsiones se

clasifican de acuerdo a la organizacién espacial relativa de su fase



continua o dispersante: agua-en-aceite (W/O) y aceite-en-agua (O/W).
Estas ultimas permiten la incorporacion de agentes funcionales liposolubles
a sistemas alimenticios. También existen emulsiones dobles de agua-en
aceite-en-agua (W/O/W) y de aceite-en-agua-en-aceite (O/W/O; Benichou

et al., 2007; Herndndez-Marin et al., 2014).

4.1.1.2. De acuerdo al tamafio de gota. Las emulsiones pueden
clasificarse de acuerdo al tamafio de las gotas de la fase dispersa; sin
embargo, aun no hay una homogeneidad sobre los rangos de este criterio. A
continuacion se muestra la clasificacion establecida por McClements y Rao
(2011); Rao y McClements (2011):

» Emulsiones (radio de gota 100 nm — 100um)

» Nanoemulsiones (radio de gota 10 — 100 nm)

» Microemulsiones (radio de gota 2 — 100 nm)
Mason et al. (2006) y Salvia-Trujillo et al. (2013) mencionan que las
nanoemulsiones son aquellas constituidas por gotas de la fase dispersa

menores a 200 nm.

4.2. Nanoemulsiones
En los dltimos afios, debido a la introduccion de nuevas tecnologias de alta
presion (homogeneizadores y microfluidizadores), las industrias quimica,
alimentaria, farmacéutica y cosmeética se han dado a la tarea de producir
emulsiones con tamafos de gota pequefias (en escala nanomeétrica;
Junyaprasert et al.,, 2009; Rao y McClements, 2011; Burapapadh et al.,

2012; Hernandez-Jaimes et al., 2013; Salvia-Trujillo et al., 2013).



Algunas ventajas de nanoemulsiones con respecto a emulsiones
convencionales (emulsiones en escala micrométrica) son: pueden ser
transparentes, si no dispersan luz en la region visible; tienen una alta
estabilidad a la agregacion y separacion gravitacional; tienen caracteristicas
reologicas Unicas y pueden aumentar en gran medida la biodisponibilidad de
los componentes lipofilos encapsulados (por ejemplo, antioxidantes,
sabores, colores, antimicrobianos y bactericidas; Weiss et al., 2009; Huang
et al., 2010; Salvia-Truijillo et al., 2013). En los ultimos afios ha despertado el
interés por el uso de nanoemulsiones, debido a sus propiedades funcionales,
tales como apariencia, estabilidad fisica, quimica y de textura, y la actividad
de compuestos bioactivos encapsulados (Rao y McClements, 2011; Rao y

McClements, 2012; Burapapadh et al., 2012; Salvia-Trujillo et al., 2013).

4.2.1. Métodos de emulsificacion

Las nanoemulsiones pueden obtenerse por métodos de alta energia y
métodos de baja energia.

Los métodos de emulsificacion de alta energia incluyen homogeneizadores
(por ejemplo, agitacion a alta cizalla), valvulas de alta presion,
microfluidizadores y métodos ultrasonicos (Burapapadh et al.,, 2010;
Hernandez-Jaimes et al., 2013; Piorkowski y McClements, 2013; Salvia-
Trujillo et al., 2013).

También los métodos de emulsificacion de baja energia estan recibiendo
cada vez mas atencion. En estos métodos, las nanoemulsiones se obtienen
como resultado de transiciones de fases producidos durante la
emulsificacion (Ostertag et al., 2012; Mayer et al., 2013; Saberi et al., 2013).

En la practica, una combinacion de métodos de emulsificacion de alto y bajo
8



consumo de energia han demostrado ser una forma eficaz de obtener
nanoemulsiones con tamafio de gota pequefio y distribucion uniforme (Mayer
et al., 2013). No obstante, en la actualidad los métodos de alta energia son
probablemente los comunmente utilizados para la preparacion de
nanoemulsiones, debido a que se pueden producir a gran escala y se puede
usar una gran variedad de materiales (Piorkowski y McClements, 2013). El
tamafio minimo de particula que puede ser producido utilizando uno u otro
tipo de método depende de diversos factores, los cuales se mencionaran a

continuacion.

4.2.1.1. Métodos de alto consumo energético. El tamafio de las gotas
generadas por los métodos de alta energia estd determinado por un
equilibrio entre dos procesos opuestos que ocurren dentro del
homogeneizador: ruptura y coalescencia de gotas (Jafari et al., 2007). Sélo
los dispositivos mecanicos son capaces de generar fuerzas extremadamente
intensas de ruptura para producir gotas pequefias, es decir,
homogeneizadores de valvulas de alta presién, microfluidizadores y
dispositivos ultrasonicos (Piorkowski y McClements, 2013; Salvia-Trujillo et
al., 2013; Hernandez-Jaimes et al., 2012).

El tamafio de gota producido por un dispositivo depende de la alta energia
del disefio del homogeneizador (por ejemplo, el flujo y perfiles de fuerza);
condiciones de operacion del homogeneizador (intensidad energética y
duracion); condiciones ambientales (temperatura); composicion de la
muestra (tipo de aceite, tipo y concentracion de emulsionantes) y las
propiedades fisico-quimicas de la composicion de fases (tension interfacial,

viscosidad; Wooster et al., 2008; Piorkowski y McClements, 2013). Los
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métodos de alta energia son adecuados para la producciéon de micro- y
nanoemulsiones; sin embargo, como se menciono, el tamafo de las gotas
producidas no s6lo depende de un factor. Por ejemplo, es mas facil producir
gotas muy pequefas cuando la fase oleosa presenta una viscosidad y/o
tension interfacial baja, que cuando se tiene una alta viscosidad y/o tension
interfacial (Rao y McClements, 2012).

Una vez que se han optimizado las condiciones de homogeneizacion, las
nanoemulsiones pueden contener en la fase oleosa, aceites ricos en acidos
grasos poliinsaturados, aceites esenciales con actividad antimicrobiana,
antioxidantes. Como agentes emulsificantes y/o estabilizantes pueden
utilizarse proteinas, polisacaridos o fosfolipidos. Algunos instrumentos que
se utilizan en los métodos de emulsificacion de alto consumo energético, se

presentan a continuacion:

Homogeneizadores de valvulas de alta presion (HVAP). Actualmente, los
homogeneizadores de valvulas de alta presiéon (HVAP) son los equipos de
alta energia mas comunmente usados para producir nanoemulsiones.
Inicialmente, se prepara una emulsion gruesa o micrométrica utilizando un
mezclador de alto cizallamiento y en seguida, ésta se alimenta directamente
a la entrada del HVAP. A medida que la emulsion gruesa pasa por la valvula
experimenta una combinacion de fuerzas de ruptura intensas que causan
gue las gotas mas grandes se descompongan en otras mas pequefas.

El tamafio de gota producido usando un HVAP, generalmente disminuye a
medida que se incrementa el numero de pases y/o la presion del
homogeneizador; también depende de la relacion de las dos fases (aceite y

agua; Piorkowski y McClements, 2013).
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Microfluidizadores. La formacion de nanoemulsiones usando
microfluidizadores  también implica forzar una emulsidbn gruesa, sin
embargo, el disefio de los canales a través del cual la emulsion fluye dentro
del microfluidizador es diferente a la de los HVAP; a diferencia de este
altimo, el microfluidizador divide una emulsion en dos corrientes, que luego
chocan entre si en una camara de interaccion, llevando a una ruptura de
gotas eficientes. Algunos estudios han examinado la posible aplicacion de
microfluidizadores para la produccion de nanoemulsiones (Gharibzahedi et
al., 2012; Nam et al., 2012; Salvia-Trujillo et al., 2013). Estos estudios han
demostrado que las nanoemulsiones se pueden producir siempre y cuando
las condiciones faciliten la ruptura de gotas e inhiban la coalescencia de las
mismas.

El tamafio de gota tiende a disminuir al aumentar la presion de
homogeneizacion, numero de pases, la concentracion de emulsionante y el
incremento de la relacion viscosidad fase dispersa/fase continua (Wooster et

al., 2008; Troncoso et al., 2012).

Homogeneizadores por ultrasonido. Este tipo de homogeneizador utiliza
alta intensidad en ondas ultrasénicas para generar fuerzas perturbadoras
intensas (generado principalmente por cavitacién) que rompen las fases de
aceite y agua en gotas muy pequefas (Quintanilla-Carvajal et al., 2010;
Singh et al., 2012; Herndndez-Jaimes et al., 2012).

El tamafio de las gotas producidas utilizando este tipo de dispositivos tiende
a disminuir a medida que la intensidad de las ondas ultrasonicas se
incrementa o el tiempo de residencia en la zona de rompimiento se

incrementa (Peshkovsky et al., 2013; Hernandez-Jaimes et al., 2012).
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La eficiencia de homogeneizacion también depende del tipo y cantidad de
emulsionante presente, la viscosidad de las fases oleosa y acuosa (Jafari et

al., 2007; Leong et al., 2009).

4.2.1.2. Métodos de bajo consumo energético. La formacion de
emulsiones utilizando métodos de baja energia se basa en la formacion
espontanea de gotas de aceite en mezclas tensoactivo-aceite-agua, cuando
su composicién o su entorno se alteran de alguna manera. Una serie de
meétodos para la preparacion de nanoemulsiones se basa en el enfoque de
baja energia, incluyendo emulsificacion espontanea y métodos de inversion
de fases (Sonneville-Aubrun et al., 2009; Ostertag et al., 2012; Mayer et al.,

2013; Saberi et al., 2013). Los métodos de bajo consumo de energia son:

Métodos de emulsificacion espontanea. Mediante el método se forma una
emulsibn de manera espontanea cuando una fase organica y una fase
acuosa se mezclan entre si (Saberi et al., 2013). La fase organica por lo
general contiene aceite, tensoactivo y posiblemente disolvente miscible en
agua, mientras que la fase acuosa contiene generalmente agua Yy
posiblemente co-disolvente y co-tensoactivo. Las dos fases pueden ser
incorporadas de dos maneras: la fase organica se puede valorar en la fase
acuosa, o la fase acuosa se puede valorar en la fase organica (Sonneville-
Aubrun et al., 2009).

Cuando las dos fases entren en contacto con el agente tensoactivo hidrofilo
y/o disolvente de la fase oleosa a la fase acuosa, generara pequefas gotas
de aceite en el limite de la fase (Saberi et al., 2013). El tamafio de gotas

producido puede ser controlado por las composiciones de las dos fases
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iniciales, asi como las diferentes condiciones de mezcla.
La principal ventaja de este método es que es barato, sencillo y no requiere
ningun equipo importante, mientras que la desventaja es que los niveles de

tensoactivos que se requieren son relativamente altos.

Métodos de inversidon de fase. Varios métodos han sido desarrollados para
formular nanoemulsiones que dependen de la induccion de una inversion de
fase de una W/O a una forma de O/W, por ejemplo, inversién de fase de
temperatura y el punto de inversion de la emulsion (PIT, EPI, pos sus siglas
en inglés respectivamente; Ostertag et al., 2012; Mayer et al., 2013). En el
método PIT el cambio de un tipo de una emulsibn a otra implica una
inversion de fase de transicion, esto se produce cuando las propiedades del
tensoactivo son alterados mediante el ajuste de una variable de formulacién,
tales como la temperatura, pH o fuerza i6nica; mientras que en el método de
EPI se trata de una inversion de fase catastrofico y esta se produce cuando
la relacion de las fases aceite-agua es alterada, mientras las propiedades

tensoactivas, se mantienen constantes.

4.3. Propiedades fisico-quimicas de micro y nanoemulsiones
Las propiedades fisico-quimicas de la mayoria de las emulsiones (por
ejemplo, propiedades Opticas, estabilidad, reologia y caracteristicas de
liberacion) estan determinadas en gran medida por las propiedades de las
gotas que contienen (McClements, 2005), tales como la composicion, la

concentracion, el tamafio, y la carga
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4.3.1. Composicion de la gota

La composicion de la fase de aceite tiene una gran influencia en la formacion
y estabilidad de las emulsiones.

Las emulsiones pueden contener una variedad de diferentes componentes
hidrofilicos; tales como aceites esenciales, de sabor, con una gran cantidad
de acidos grasos poliinsaturados, vitaminas, nutracéuticos, agentes
antimicrobianos, bactericidas, estos componentes varian en sus
caracteristicas moleculares (peso molecular, conformacién molecular y
grupos funcionales), lo que conduce a cambios en sus propiedades fisico-
quimicas (polaridad, solubilidad en agua, densidad, viscosidad, indice de
refraccion, estado fisico y punto de fusion). Muchas de estas propiedades
fisico-quimicas y moleculares tienen una gran influencia en la formacion, la

estabilidad y la funcionalidad de las emulsiones (Rao y McClements, 2012).

4.3.2. Concentracién de gotas

En general, la concentracién de las gotas en una emulsién tiene influencia
en la textura, estabilidad, apariencia, atributos sensoriales y calidad
nutricional (McClements y Rao, 2011). La concentracibn de gotas se
caracteriza generalmente en términos de fraccion volumétrica de la fase
dispersa (), que es el volumen de las gotas de la emulsion dividido por el

volumen total de la emulsion.

4.3.3. Distribucion del tamafio de gota
La distribucion del tamafio de gotas en una emulsion tiene un fuerte impacto
sobre su estabilidad fisica (por ejemplo; separacion gravitacional, floculacion,

coalescencia y la maduracion de Ostwald) y sus propiedades Opticas (por
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ejemplo, la transparencia y color; McClements, 2005).
Tipicamente, producir una emulsion que tenga una distribucion monomodal

estrecha, proporciona estabilidad a largo plazo.

4.3.4. Carga de las gotas

Las gotas en la mayoria de las emulsiones tienen una carga eléctrica debido
a la adsorcion de especies ionicas a sus superficies, por ejemplo; proteinas,
polisacéaridos idnicos, tensoactivos idnicos, fosfolipidos, acidos grasos, y
algunos pequefos iones (McClements, 2005). Las caracteristicas eléctricas
de una superficie de gota dependen del tipo, concentracion y organizacion
de las especies ionizadas presentes, asi como la composicion ionica y las
propiedades fisicas de la fase acuosa circundante. Las caracteristicas
eléctricas de una gota en una emulsion se caracterizan usualmente en
términos de su densidad de carga superficial, potencial eléctrico, y/o
potencial zeta (PC; Hunter, 1986).

P, se define como la distancia desde la superficie de las gotas por debajo
del cual los contra-iones permanecen firmemente unidos a la gota cuando se
mueve en un campo eléctrico. Practicamente, el P{ es una mejor
representacion de las caracteristicas eléctricas de una gota de aceite, ya que
representa la adsorcién de contra-iones o especies iénicas a la superficie de
la gota. La repulsidn electrostatica juega un papel importante en la
determinacion de estabilidad de los agregados de gotas de aceite
recubiertas por emulsificantes cargadas que solo forman capas delgadas
que generan repulsion estérica de corto plazo, tales como proteinas
globulares y tensoactivos ionicos. Por otro lado, la repulsion electrostéatica es

menos importante en sistemas en los que las gotas de aceite son recubiertas
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por emulsionantes que forman capas interfaciales gruesas que generan
repulsion estérica a largo plazo, tales como polisacaridos (goma arabiga y

almidones modificados).

4.3.5. Interacciones coloidales

Las interacciones coloidales atractivas y repulsivas, que se dan entre las
gotas de aceite de las emulsiones determinan su estabilidad a la floculacion
y coalescencia, que a su vez influye en su estabilidad en la formacion de
cremado y reologia (Friberg et al., 2004; McClements, 2005).

Las interacciones coloidales entre dos gotas de aceite pueden ser descritos
en términos de un potencial de interaccion, que es la energia necesaria para
conseguir que dos gotas a una distancia aparten una separacion de
superficie a superficie. Generalmente el potencial de la interaccién se
compone de las contribuciones de los distintos tipos de interacciones, siendo
las mas importante las de van der Waals, estérica, electrostatica,
agotamiento e interacciones hidrofébicas (McClements, 2005; Israelachuvili,
2011). Estas interacciones individuales varian en su signo (atraccién o de
repulsion), magnitud (débil a fuerte) y rango (corto a largo). Cada una de las
interacciones individuales por lo general tiene una dependencia simple en la
separacion de superficie a superficie, pero la suma de las interacciones

puede exhibir una dependencia mas compleja.

4.3.6. Reologia
Las propiedades reoldgicas de las emulsiones son un factor importante para
determinar su fabricacion y utilizacion.

Las caracteristicas de flujo de emulsiones estan influenciadas por diversas
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fuerzas de interaccibn que se producen en el sistema durante la
sedimentacion o formacion de crema, floculacién, coalescencia y la
maduracion de Ostwald. Varios factores afectan la reologia de la emulsion
tal como fraccion de volumen, viscosidad de la fase dispersa y de la
continua, composicion quimica (polaridad, pH), naturaleza y concentracion
de electrolitos y reologia interfacial (Tadros, 1994). Hay numerosos métodos
disponibles para investigar las propiedades de flujo de emulsion. Es posible
llevar a cabo experimentos de flujo, de arrastre, dinAmicos y oscilatorios.

En mediciones oscilatorias, un material viscoelastico es sometida a una
tensidén que varia sinusoidalmente (o estrés). La respuesta al estrés (tension,
respectivamente) se monitorea. A partir de estas mediciones, es posible
determinar los pardmetros viscoelasticos de una emulsion tales como el
modulo de almacenamiento (G’) y el modulo de perdida (G”). EI médulo de
almacenamiento representa la energia almacenada y la elasticidad en la
emulsién, y el modulo de perdida la energia disipada en el flujo viscoso
(Tadros, 1994). Dependiendo de sus propiedades, las emulsiones pueden
mantener la fluidez necesaria para su transporte, distribucion o exhibir un
comportamiento de flujo a bajo esfuerzo cortante.

A partir de la variacién de los diferentes parametros reoldgicos, es posible
inferir la estabilidad de las emulsiones, su textura, inyectabilidad, y posibles

condiciones para aplicaciones futuras (Tadros, 1994).

4.4. Mecanismos fisicos de desestabilizacion de emulsiones
Las emulsiones son sistemas termodinamicamente inestables y suelen
presentar uno 0 varios mecanismos de desestabilizacion a la vez,

incluyendo separacion gravitatoria, floculacion, coalescencia y maduracion
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de Ostwald (Friberg et al.,, 2004; McClements, 2005). Todos estos
mecanismos de inestabilidad conducen a un cambio en la organizacion
estructural de los componentes del sistema. En la Figura 1 se muestran

éstos mecanismos.
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o0 Maduracién
de Ostwald Separacion
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Figura 1. Mecanismos fisicos de inestabilidad de una emulsiéon (McClements y Rao, 2011).

4.4.1. Separacion gravitacional

Es una de las formas mas comunes de la inestabilidad fisica en emulsiones
y puede llevarse a cabo por medio de la formaciéon de crema (cremado) o
sedimentacion dependiendo de las densidades relativas de las gotas de
aceite y la fase dispersante. Se puede inhibir o prevenir la separacion
gravitacional por medio de tres enfoques: la primera es haciendo coincidir la
densidad de las fases dispersas (aceite) y continuos (acuosa); en segundo
lugar, por la reduccidon del tamafio de las gotas en la emulsion, ya que la
velocidad de formacion de crema es proporcional al tamafio de las gotas al

cuadrado (ley de Stoke). Si las gotas son lo suficientemente pequefias,
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entonces los efectos de movimiento browniano dominaran y el sistema se
mantendra estable a la formacion de crema o sedimentacion; en tercer lugar,
por el aumento de la viscosidad de la fase acuosa, por ejemplo, mediante la
adicion de agentes espesantes o gelificantes. Este enfoque no siempre
puede ser viable, ya que influird también en la textura y sensacion en la boca
del producto final (Sonneville-Aubrun et al., 2004; Piorkowski y McClements,

2013).

4.4.2. Agregacion de gotas

La tendencia para que ocurra agregacion de gotas en una emulsion depende
del equilibrio de fuerzas atractivas y repulsivas que operan entre las gotas y
de las propiedades fisico-quimicas de las fases dispersa, continua e
interfacial (indice de refraccién, pH, fuerza ibnica, presion osmdtica,
temperatura, etc.). Las interacciones de van der Waals tienen fuerzas
atractivas; mientras que las interacciones estéricas y electrostaticas son
generalmente de fuerza repulsiva. En este sentido las interacciones de van
der Waals van operar en todos los tipos de gotas y ocurrira una agregacion
si no hay fuerzas de repulsién opuestas; para contrarrestar esto, se pueden
incorporar emulsificantes (polisacaridos y tensoactivos no idnicos con
grandes grupos hidréfilos) que pueden generar una repulsion estérica
suficientemente fuerte, estas fuerzas repulsivas superaran a las fuerzas
atractivas de van der Waals y con ello se puede estabilizar el sistema frente
a la agregacion (Piorkowski y McClements, 2013). Las dos formas

principales de agregacion en emulsiones son la floculacion y la coalescencia.

19



4.4.2.1. Floculacion

Es el proceso mediante el cual dos o0 mas gotas se unen para formar un
agregado en el que las gotas conservan su integridad individual.

La floculacién es generalmente perjudicial para la calidad de la emulsion
debido a que acelera la velocidad de la separacion gravitatoria reduciendo
asi su vida util. También puede causar un aumento en la viscosidad de la
emulsién y puede incluso conducir a la formacion de un gel (McClements,
2005)

La floculacién se puede producir en las emulsiones a través de una variedad
de diferentes procesos que aumentan las fuerzas de atraccion o disminuyen
las fuerzas de repulsidbn que operan entre las gotas, los mecanismos mas

comunes que se dan en la floculacion se presentan a continuacion.

Agotamiento por atraccion. La presencia de no-adsorcion en entidades
coloidales en la fase continua de una emulsion, tales como biopolimeros o
micelas de tensoactivos, generan un aumento en la fuerza de atraccién entre
las gotas debido a un efecto osmaético asociado con la exclusién de las
entidades coloidales de una estrecha region que rodea a cada gota
(Israelachvili, 2011). Esta fuerza atractiva aumenta a medida que la
concentracion de entidades coloidales incrementa, hasta que finalmente se
hace lo suficientemente grande como para superar las interacciones
repulsivas entre las gotas y flocula. Este tipo de agregacion de las gotas se

conoce normalmente como floculacion de agotamiento.

Formacion de puentes de biopolimeros. Muchos tipos de biopolimero

promueven la floculacion mediante la formacién de puentes entre dos o mas
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gotas. Los biopolimeros pueden adsorberse ya sea directamente a las
superficies desnudas de las gotas de aceite o de las moléculas adsorbidas
de emulsionantes que forman la capa interfacial. Para ser capaz de unirse a
las gotas debe haber una fuerte interaccion atractiva entre los segmentos de
los biopolimeros y la superficie de las gotas. Por ejemplo, un biopolimero
con carga positiva (quitosano) puede adsorberse a la superficie de dos gotas
de la emulsion cargados negativamente haciendo que floculen (Ogawa et al.,
2003) o un biopolimero con carga negativa (pectina, carragenina o xantano)
pueden adsorberse a la superficie de dos gotas cargadas positivamente

haciendo que floculen (Dickinson, 2003; Guzey y McClements, 2005).

4.4.2. Coalescencia

Es el proceso mediante el cual dos o mas gotas se fusionan entre si para
formar una gota mayor. La coalescencia provoca en las gotas de emulsion,
cremado o sedimentacibn aumentando mas rapido su tamafio (Lobo y
Svereika, 2003).

La susceptibilidad de una emulsion a coalescencia es altamente dependiente
de la naturaleza del emulsionante utilizado para estabilizar el sistema, ya
que este mecanismo de inestabilidad implica la fusién de dos 0 mas gotas.
En general, la susceptibilidad de las gotas de aceite a la coalescencia se
determina por la naturaleza de las fuerzas que actdan entre las gotas (es
decir, fuerzas gravitatorias, coloidales, hidrodinamicas y mecanicas) y la
resistencia de la capa interfacial a la ruptura. La estabilidad de las
emulsiones a coalescencia se puede mejorar mediante la seleccion de un

emulsionante apropiado.
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4.4.3. Maduracion de Ostwald

Esta susceptibilidad esta determinada principalmente por la solubilidad de la
fase oleosa en la fase acuosa: cuanto mayor es la solubilidad, mas inestable
la emulsion. Fases oleosas con muy baja solubilidad en agua no presentan
este fendbmeno, pero las fases oleosas con alta solubilidad en agua pueden
ser muy inestables. Mecanicamente, la maduracion de Ostwald es el
proceso por el cual el tamafio de las gotas de aceite en una emulsion de
aceite-en-agua aumenta con el tiempo debido a la difusién de moléculas de
aceite desde gotas pequefias a grandes a través de la intervencion de la
fase acuosa (Kabalnov, 2001; Chebil et al., 2013).

La presencia de este gradiente de concentracion significa que las moléculas
de aceite tienden a moverse de la zona de gotas mas pequefias a la de
gotas mas grandes. Esto conduce a un aumento en el tamafio medio de las
gotas con el tiempo, pero para impedir este fenbmeno las proteinas y
agentes tensoactivos idnicos (emulsificantes que forman interfases
altamente cargados) pueden generar una fuerte repulsion electrostatica
entre las gotas que impidan este fendmeno, sin embargo, estos
emulsificantes pueden ser propensos a la inestabilidad cuando se cambia el

pH o la fuerza iénica.

4.5. Agentes que propician la estabilidad en las nanoemulsiones
4.5.1. Emulsificantes
Muchos de los emulsionantes utilizados en aplicaciones alimentarias son
agentes tensoactivos de pequefias moléculas sintéticas debido a su bajo

costo y alta eficiencia (Kralova y Sjoblom, 2009). En general, los
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tensoactivos de moléculas pequefias consisten en una cabeza (grupo polar)
y una cola (grupo no polar). ElI grupo de cabeza puede ser no ionico,
aniénico o catidnico, mientras que el grupo de cola puede variar en el
namero, la longitud y grado de insaturacion de las cadenas (Kralova y
Sjoblom, 2009; McClements, 2005). Muchos tensoactivos se pueden utilizar
para la fabricacion de emulsiones usando enfoques de alta o baja energia.
Los tensoactivos sintéticos son capaces de estabilizar emulsiones en
concentraciones mas bajas que los biopolimeros amfifilicos. Algunos
tensoactivos sintéticos que pueden ser utilizados en la elaboracion de
emulsiones son: Tweens (conocidos comercialmente como polisorbatos)
son tensoactivos no iénicos sintéticos que consisten en un grupo de acido
graso no polar esterificado a un grupo de sorbitan polioxietileno polar. La
naturaleza de las cadenas de &cidos grasos y polioxietileno determina la
nomenclatura y las propiedades funcionales del tensioactivo. Tween 20
(monolaurato), Tween 40 (monopalmitato), Tween 60 (monoestearato) y
Tween 80 (monooleato) son moléculas hidrofilicas con valores
relativamente altos de HLB (14.9 - 16) (McClements, 2005). Ellos son por lo
tanto predominantemente solubles en agua, formar micelas en soluciones
acuosas, y estabilizan emulsiones de aceite-en-agua.

Existe un creciente interés dentro de la industria alimentaria en la
sustitucion de ingredientes sintéticos con alternativas naturales a fin de
crear productos mas saludables para el consumidor (Piorkowski y
McClements, 2013).

Algunos emulsificantes naturales son las proteinas de superficie activa, las
cuales se pueden ser aisladas de diversas fuentes, incluyendo la leche, la

carne, el pescado y las plantas, pero el mas utilizado en la industria
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alimentaria son los derivados de la leche de vaca: las proteinas de caseina

y el lactosuero (Dickinson, 2010).

4.5.1.1. Mecanismo de accion. Los emulsificantes son moléculas de
superficie que se utilizan en emulsiones para facilitar la ruptura de las gotas
dentro del homogeneizador (formando de este modo gotas mas pequefas)
y para prevenir el crecimiento de las gotas después de la formacion
(aumentando con ello la estabilidad a largo plazo; McClements, 2005;
Stauffer, 1999). Durante la homogeneizacion, los emulsificantes se
absorben a la interfaz aceite-agua, lo que conduce a una reduccion en la
tensién interfacial facilitando asi la lejania entre gotas. Una vez que se han
adsorbido a la superficie de la gota, los emulsionantes impiden que exista
coalescencia entre si, pues forman una capa protectora alrededor de las

gotas de aceite.

4.5.1.2. Factores que influyen en la seleccion. Dos de los factores mas
importantes a considerar cuando se selecciona un emulsionante apropiado
para la formacion de una nanoemulsién es su capacidad para producir
gotas pequefias durante la homogeneizacién y la cantidad minima de
emulsionante necesaria para formar un sistema estable (McClements,
2005).

Las caracteristicas fisicas mas importantes de un emulsificante son: (a) la
velocidad a la que se absorben a la interfase aceite-agua durante la
homogeneizacion; (b) la cantidad que reducen la tension interfacial después
de la absorcion y (c) la cantidad requerida para cubrir un area de la

interfase (carga superficial). Tipicamente, el tamafio de las gotas
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producidas bajo condiciones estandarizadas tiende a disminuir con el
aumento de la cinética de absorcion, la disminucion de la tension interfacial,
y la disminucion de la superficie de carga.

Cuando se selecciona un emulsificante es importante establecer el conjunto
de condiciones (por ejemplo, intervalo de pH, intervalo de temperatura,
composicién idnica y composicion del disolvente).

Los emulsificantes pueden variar considerablemente en su capacidad para
formar emulsiones estables bajo diferentes condiciones ambientales. Por
ejemplo, muchas proteinas globulares forman emulsiones estables a bajas
fuerzas idnicas y valores de pH lejos de su punto isoeléctrico, pero tienden
a flocular a fuerzas iénicas elevadas o valores de pH cercanos a su punto
isoeléctrico (McClements, 2005). Ademas, tienden a flocular cuando se
calienta por encima de su temperatura de desnaturalizacion térmica debido
a un aumento de la hidrofobicidad de la superficie de gotas.

Las emulsiones estabilizadas por algunos tipos de tensoactivos no iénicos
también son inestables a temperaturas elevadas (Rao y McClements,
2010), en este caso debido a que la tasa de coalescencia de las gotas
aumenta cuando el agente tensoactivo se acerca a su temperatura de
inversion de fase (PIT).

Emulsiones estabilizadas por polisacaridos amfifilicos, tales como goma
arabiga y almidon modificado, tienden a tener una buena estabilidad a la
agregacion a través de una amplia gama de valores de pH, fuerzas ionicas
y temperaturas (Chanamai y McClements, 2002; Charoen et al., 2011; Qian
et al.,, 2011). Sin embargo, estos emulsificantes a menudo no son muy
eficientes en la produccion de gotas pequefas, o tienen que ser utilizados

en niveles altos. Las caracteristicas de estabilidad de un emulsificante
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particular, se determinan en gran parte por su influencia en las
interacciones coloidales que operan entre las gotas de aceite (McClements,

2005).

4.5.2. Agentes espesantes

4.5.2.1. Mecanismo de accion. Los agentes espesantes son ingredientes
gue se afiaden a las emulsiones para aumentar la viscosidad de la fase
acuosa y por lo tanto, retardan el cremado y alteran la sensacion en la boca
del producto. Los agentes espesantes son generalmente biopolimeros
hidrofilos que se disuelven en la fase acuosa y ocupan un volumen que es
mucho mas grande que el volumen de la cadena de polimero en si
(McClements, 2005). La eficacia de un agente espesante en el aumento de
la viscosidad de una solucion acuosa que es determinada en gran parte por
sus caracteristicas moleculares (por ejemplo, peso molecular, conformacion
y las interacciones).

La mayoria de los agentes espesantes utilizados en las emulsiones son:
polisacéaridos hidréfilos de cadena larga, tales como; goma de algarrobo, de
Xxantana, pectina o carragenina. Cabe sefialar que los agentes espesantes
pueden realmente promover la inestabilidad de la emulsion en determinadas
condiciones, debido a su capacidad para inducir la floculacion-puente o el

agotamiento.

4.5.2.2. Factores que influyen en la seleccion. Hay una serie de factores
que deben ser considerados al seleccionar un agente espesante adecuado
para su uso en nanoemulsiones. Es importante establecer la solucion y las

condiciones ambientales bajo las cuales debe funcionar el agente
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espesante. Esto por lo general requiere el conocimiento de las propiedades
fisico-quimicas de las moléculas del biopolimero involucrado, tales como:
temperaturas, propiedades eléctricas (grupos de carga y valores de pKa),
hidrofobicidad, la sensibilidad de iones y la estabilidad quimico/enzimatica
(Burapapadh et al., 2010); también las caracteristicas eléctricas de las
moléculas de biopolimeros utilizados (potencial { vs perfil de pH), ya que las
interacciones electrostaticas influyen en la interaccion de los ingrediente,
estabilidad de la emulsién y sensacion en la boca.

La carga eléctrica en biopolimeros depende de la naturaleza de los grupos
i6nicos a lo largo de la cadena, asi como las condiciones de la solucion (pH
y la composicién ionica). Algunos biopolimeros son neutrales (almidon,
celulosa), algunos son anionicos (alginato), algunos son catidnicos
(quitosano), y algunos son anfoteros (gelatina). La magnitud de la carga
eléctrica en biopolimeros i6nicos depende del pH en relacion con el valor

pKa de los grupos idnicos.

4.6. Emulsiones estabilizadas con proteina

Las proteinas son ampliamente utilizadas en la industria alimentaria para
estabilizar diversos alimentos comerciales y productos de bebida.

Los recubrimientos interfaciales formados por las proteinas son por lo
general relativamente delgados y eléctricamente cargados, y por lo tanto, el
principal mecanismo de la prevencion de floculacion en las emulsiones
estabilizadas por proteina es la repulsion electrostatica (en lugar de
repulsion estérica). Por consiguiente, las emulsiones estabilizadas con
proteina son particularmente sensibles a los efectos del pH y fuerza ionica

(Piorkowski y McClements, 2013), y tienden a flocular a valores de pH cerca
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de sus puntos isoeléctricos o cuando la fuerza idnica excede de un cierto

nivel (McClements, 2005; Dickinson, 2010).

Proteinas de superficie activa se pueden aislar de varias fuentes, incluida la
leche, carne, pescado, y plantas, pero la mas ampliamente utilizada en la

industria alimentaria son los derivados de la leche bovina: las proteinas de

caseina y suero de leche.

Otros métodos también han sido desarrollados para mejorar las

propiedades emulsionantes de las proteinas, incluyendo hidrélisis limitada a

péptidos, la modificacion de la estructura de proteinas por medios quimicos,

medios fisicos, enzimaticos o0 genéticos, y mezcla de las proteinas con otros

ingredientes (Piorkowski y McClements, 2013).

Algunos emulsificantes utilizan una combinacion de repulsiéon electrostatica y
estérica para estabilizar el sistema, este es el caso de las caseinas y

proteinas de lactosuero (Piorkowski y McClements, 2013).

4.6.1. Proteinas del suero

Proteinas de suero de leche son una mezcla de B-lactalbumina (18,300
g/mol), a- lactoglobulina (14,200 g/mol) y varias otras proteinas de menor
importancia (inmunoglobulinas, albamina de suero) que son menos flexibles
que las caseinas.

Un namero de diferentes ingredientes de proteina de suero de leche estan
disponibles para su uso en la industria alimentaria como emulsificantes,
incluyendo concentrado de proteina de lactosuero, aislado de proteina de
lacto suero, hidrolizado de proteina de lacto suero (WPC, WPl y WPH,
respectivamente, por sus siglas en inglés) y las fracciones de proteinas

altamente purificadas, tales como B-lactoglobulina y a-lactoalbumina.
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WPC y WPI son comunmente utilizados como emulsificantes en productos
alimenticios y bebidas lacteas (Ramirez-Santiago et al., 2012).

La proteina de suero contiene en realidad una mezcla de proteinas
globulares: ~55 % [-lactoglobulina; ~24 % a-lactoalbumina; ~15 %
inmunoglobulinas y ~5 % albimina de suero (McClements, 2005).

Las proteinas del lactosuero son aquellas que permanecen solubles
después de la coagulaciéon de la caseina a pH 4.6 durante la manufactura
de queso (Khwaldia et al., 2004). La temperatura de desnaturalizacion
térmica de estas proteinas es de alrededor de 70-80 °C y por lo que las
gotas son propensas a la agregacion cuando se calienta por encima de esta
temperatura (Kim et al., 2002).

Representan el 20 % de las proteinas totales de la leche. Son proteinas de
naturaleza globular y termosensibles. Se encuentran integradas por una
mezcla de 5 grupos de proteinas incluyendo la a-lactoalbiminas, R-
lactoglobulina, seroalbumina, inmunoglobulinas y proteosas-peptonas
(Khwaldia et al., 2004; Pérez y Krochta, 2001).

La B-lactoglobulina comprende aproximadamente el 57 % de las proteinas
presentes en el lactosuero. Se encuentra compuesta por 162 aminoacidos
y por arriba de 65 °C, la estructura globular de la 3-lactoglobulina se abre y
expone sus grupos sulfhidrilo e hidrofébicos (Kahwaldia et al., 2004).

La a-lactoalbumina comprende el 19 % de las proteinas del lactosuero. Es
una proteina globular que contiene 123 aminoacidos y 4 enlaces disulfuro.
Esta proteina sufre cambios conformacionales a pH 4, relacionados con la
pérdida de calcio. A pH 6.5 y a una temperatura de 62° C inicia su

desdoblamiento, pero con enfriamiento, la molécula puede volver a su
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estructura nativa siempre y cuando los enlaces disulfuro no hayan sido

dafados por el calentamiento (Pérez y Krochta, 2001).

4.7. Emulsiones estabilizadas con polisacéaridos
Los polisacaridos son conocidos por su retencion de agua y propiedades
espesantes debido a su caracter hidrofilico y de alto peso molecular.
Polisacéaridos no adsorbentes no tienen o tienen limitada actividad superficial
y mejoran la estabilidad de la emulsidén por gelificacion o la modificacion de
la viscosidad de la fase continua acuosa, lo que ralentiza el movimiento de

gotas y los fendmenos de desestabilizacién (Paraskevopoulou et al., 2004).

4.7.1. La pectina

La pectina es un polisacarido complejo extraido de las paredes celulares
vegetales, cascaras de citricos, especialmente de manzanas y pulpas de
remolacha azucarera. Su estructura se compone principalmente por
unidades de &cido (1-4) a-D-galacturénico esterificado con unidades de
metanol.

De acuerdo a su contenido en ésteres de metilo o el grado de esterificaciéon
(GE), las pectinas se dividen en: alto metoxilo (HM, GE > 50 %) o de bajo
metoxilo (LM, GE < 50 %). El GE tiene un efecto decisivo sobre la
solubilidad de la pectina y sus propiedades gelantes. Las propiedades de
emulsificacion de pectina se han atribuido principalmente a su contenido de
proteinas y también a sus grupos acetilo (Leroux et al., 2003; Siew y
Williams, 2008). En efecto, la presencia de grupos acetilo en pectinas (4-5

%) aumenta la naturaleza hidrofoba del polisacarido.
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Se han formulado peliculas comestibles a base de emulsiones utilizando
pectinas comerciales, generalmente de importacién (Murillo-Martinez et al.,
2011); sin embargo, existen escasas investigaciones sobre el
aprovechamiento de pectinas obtenidas a partir de cultivos nacionales para

la formulacién de alimentos; este es el caso de las pectinas de tejocote.

4.8. Sistemas emulsionantes mixtos
Ha habido un creciente interés en el uso de sistemas emulsionantes mixtos
con el objetivo de producir mas ingredientes amigables con el ambiente. Un
namero de investigadores han demostrado que los complejos de proteina-
polisacarido pueden tener mejores propiedades emulsionantes que si estos
biopolimeros fueran utilizados solos (Guzey y McClements, 2006; Dickinson,
2011). Estos complejos pueden ser unidos ya sea por interacciones fisicas o
covalentes y se pueden formar ya sea antes o0 después de la
homogeneizacion (McClements 2005). En la fase acuosa, la mezcla
proteina-polisacarido puede exhibir una de las tres diferentes situaciones de
equilibrio: (a) miscibilidad, (b) incompatibilidad termodinamica vy, (c)
coacervacion compleja. Ocurre miscibilidad comunmente a bajas
concentraciones de biopolimero; la incompatibilidad termodindmica implica la
separacion de dos fases acuosas distintas dentro de la misma fase, una rica
en proteina y la otra rica en hidrocoloide; en la coacervacion compleja una
fase es rica en los dos biopolimeros y la otra fase es baja en ambos.
Estrictamente hablando, la coacervacion compleja representa la mitad de
una base de una fase separada (liquida) de mezcla de biopolimero que esta
fuertemente hidratada y osmoticamente “hinchada” por la retencién de

microiones (Grinberg y Tolstoguzov, 1997).
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4.8.1. Emulsiones estabilizadas con proteina-polisacarido

La combinacion en el mismo sistema, de las ventajas de las proteinas
(adsorcion rapida en comparacion con polisacaridos) y polisacaridos
(repulsidn estérica o mejora de la viscosidad) para estabilizar emulsiones se
ha estudiado cada vez méas (Ramirez-Santiago et al., 2012; Hernandez-
Marin et al., 2013). En efecto, las proteinas y polisacéridos contribuyen tanto
por sus propiedades emulsionante/estabilizantes asi como para crear
nuevas emulsiones con estabilidad y funcionalidad mejorada. El desarrollo
de complejos activos de superficie de proteina-polisacarido se puede lograr
ya sea por unién covalente o interacciones electrostaticas. En este ultimo
caso, es importante elegir sabiamente los polimeros y las condiciones fisico-

guimicas de manera que la proteina y polisacarido tengan cargas opuestas.
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V. MATERIALES Y METODOS
5.1. Materiales
Para la formacion de complejos solubles proteina-polisacarido, se utilizd
hidrolizado de proteina de lactosuero (WPH; Hilmar™ 8390, 80 % de
proteina en base seca, Hilmer Cheese Company, Hilmar, CA, EUA) y las
siguientes pectinas: de tejocote de las accesiones 26 y 50 (PTz¢, PT s0; grado
de esterificacion de 66.2 'y 72.2 %, respectivamente Banco de Germoplasma
de la Universidad Autébnoma Chapingo, Texcoco, Edo. de México, México) y
pectina comercial (Pc; pectina citrica de gelacion rapida, CEDROSA®, grado
de esterificacion 74.2 %, Central de drogas S.A. de C.V., Naucalpan, Edo. de
México, México). La fase oleosa de emulsiones aceite-en-agua (O/W) estuvo
constituida por aceite de canola (O; Great Value, Wal-Mart, México, D.F.).
Otros reactivos utilizados fueron, acido clorhidrico (HCI) e hidréxido de sodio
(NaOH) grado analitico (J.T. Baker, Xalostoc, Edo. de México, México). En

todos los experimentos se utilizd agua desionizada.

5.2. Extraccién de pectinas de tejocote
Las pectinas de tejocote (Figura 2a) se obtuvieron por hidrolisis acida de
acuerdo a la metodologia propuesta por Yapo, (2009a), con ligeras
modificaciones. Brevemente, 100 g de pulpa de tejocote libre de semillas
(Figura 2b), se combinaron con 1 000 mL de HCI 0.1 M; la mezcla
resultante se calent6 a 80 °C £+ 1 por 60 min (Figura 2c), se dejé enfriar a

20 °C y se filtré (Figura 2d) con malla metalica. Al filtrado se le adicion6
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etanol al 96 % v/v en una relacién 1:1 (v/v) con el objeto de precipitar las
pectinas, obteniéndose un gel, el cual se dejo reposar por24 ha 5+ 1° C
(Figura 2e). El gel se filtr6 dos veces usando etanol al 70% v/v en una
relacion 1:1 (v/v) con el objeto de eliminar impurezas (Figura 2f); el
excedente de alcohol fue eliminado por centrifugacién a 8 000 rpm por 25
minutos a 20° C (Centrifuge 5810 R, Eppendorf, AG, Hamburg, Alemania;
Figura 29) y el pellet resultante se separé del alcohol para su posterior
purificacion en membranas de 12,000 peso molecular de corte
(Spectra/Por® Dialysis Membrane, CA, EUA) Las membranas conteniendo
el pellet de pectina se sumergieron en recipientes de agua destilada
durante 72 h; el agua de dialisis se cambié tres veces cada 24 h (Figura
2h). Las pectinas purificadas se secaron a 35 + 1° C, por 24 h en una
estufa Wisconsin Oven (Wisconsin over distributors, Inc. East Trroy. Model
ULM 500, WI, EUA; Figura 2i) y se molieron en licuadora (Osterizer® Model.

4655, México, DF) hasta obtener un polvo fino (Figura 2j).

Figura 2. Proceso de extraccion y obtencién de pectina de tejocote.
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5.3. Determinacion del grado de esterificacion de pectinas de tejocote
El grado de esterificacion (GE) de Pc, PT2sy PTso Se determiné mediante el
procedimiento de valoracién de Schultz (1965), con modificaciones hechas
por Singthong et al., 2004 y Yapo 2009b, para lo cual una mezcla de 500
mg de pectina con 2 mL de etanol 96% (v/v), se disolvieron en 100 mL de
agua destilada aplicando agitacion (Hotplate/Stirrer 984TH7CHS, Thomas
Scientific®, NJ, EUA) durante 15 min. La disolucién resultante se adicion
con 5 gotas de fenolftaleina y se titul6 con NaOH 0.5 M; el gasto utilizado
se registréo como “Titulacion A”. Después se agregaron 10 mL de NaOH al
0.5 M, aplicando agitacién y dejando reposar por 15 min, se adiciond 10 mL
de HCI 0.5 N agitando hasta que el color rosa desaparecio y finalmente la
disolucion se titulé con NaOH 0.5 M; el gasto utilizado se registré como
“Titulacién B”

El grado de esterificacion se calcul6 utilizando la ecuacion 1 propuesta por
Schultz, (1965):

Titulaciéon B 100 (1)
*
(Titulacion A + Titulacién B)

% GE =

5.4. Contenido de proteinay humedad de pectinas
El contenido de proteina de las tres pectinas se determind por el método
Kjeldahl, utilizando un factor de conversién de 6.25; mientras que humedad
por secado en termo-balanza (Ohaus MB23, Precision Moisture Analyzer

IR Heating, Ohaus®, NJ, EUA) (AOAC, 1995).
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5.5. Formacion de complejos solubles hidrolizado de proteina de
lactosuero-pectina

5.5.1. Disoluciones base
Disoluciones de WPH (6 % p/v) y de las P¢, PTx y PTs (1 % p/v) se
prepararon a temperatura ambiente (20 + 2 °C), aplicando agitacién durante
8 h (Hotplate/Stirrer 984TH7CHS, Thomas Scientific®, NJ, EUA) y se
refrigeraron (5 £ 1 °C) durante 12 h para asegurar la completa hidratacién de
los biopolimeros.
En trabajos previos se encontré6 que la mejor relaciéon de Pr: Ps para la
formacién de nanoemulsiones estables era de 6:1 de WPH: PT,s; WPH: PTsg
y WPH: P, lo cual coincide con lo reportado por Perrechil y Cunha (2010),
donde estabilizaron microemulsiones utilizando como emulsificante natural al
caseinato de sodio (6 % p/v) y como agente espesante a la goma de
algarrobo (1.5 % p/v)
Los valores de pH de las soluciones resultantes fueron: WPH (7.68), PT

(2.86) PTs50(3.09) y P, (2.67).

5.5.2. Determinacion de la ventana de pH de interaccion

Para determinar la ventana de pH de interaccion electrostatica entre WPH y
las distintas pectinas, se midié el cambio en los valores del potencial zeta ()
de disoluciones base de estos biopolimeros en el rango de pH de 2.0 a 7.0,
con variaciones de 0.5 unidades (Jiménez-Alvarado et al., 2009; Hernandez
Marin et al., 2013) usando un equipo Zetasizer Nano ZS (Malvern

Instruments Ltd., Malvern, Worcestershire, RU).
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5.5.3. Determinacién del pH 6ptimo para la formacion de complejos
solubles

Mediante mediciones turbidimétricas se determind el valor de pH 6Optimo
para la formacion de complejos solubles (CS) entre WPH vy las distintas
pectinas (Pc, PT2 Y PTsp), al usar una relacion en peso WPH: pectinas de
6:1, respectivamente. La metodologia seguida fue acorde a la propuesta por
Ramirez-Santiago et al. (2012), con ligeras modificaciones: (1) se prepararon
mezclas WPH: P., WPH: PT, y WPH: PTs,, conteniendo 7 % pl/v de
biopolimeros totales, de los cuales 1 % p/v correspondié a la pectina en
particular y 6 % p/v al WPH; (2) el pH de las mezclas se ajusté a valores de
2.0, 3.0, 3.25, 3.5, 3.75, 4.0, 4.25, 4.5, 4.75, 5.0, 5.25, 5.5 y 6.0 (pH-metro
HANNA®, HI-221, Hanna Instruments Inc, Woonseket, RI, EUA.), utilizando
HCI 0.1N o NaOH 0.1N; (3) las mezclas se agitaron suavemente durante 30
min y dejaron en reposo durante 48 h a temperatura ambiente para permitir
gue alcanzaran la fase de equilibrio; (4) los complejos solubles formados se
separaron de aquellos insolubles (coacervados) mediante centrifugacién a
3000 rpm durante 15 min a 20 °C (Centrifuge 5810 R, Eppendorf, AG,
Hamburg, Alemania) y (5) se midio la absorbancia de los sobrenadantes
conteniendo los CS a una longitud de onda de 400 nm (espectrofotbmetro
UV, Spectrophotometer CS- 200PC® Globe™, 340- 1000 nm, Spectronics

Instruments Inc., Rochester, NY, EUA).

5.6. Variaciones y método de preparacion de las emulsiones
5.6.1. Variaciones.
Se prepararon 18 emulsiones, las cuales variaron en el tipo de pectina (Pc,

PTyx vy PTso) usada para la formacion del CS utilizado como agente
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emulsificante/estabilizante y el diametro volumétrico-superficial medio de
gota (ds2): ~ 4000, 3000 y 2500 (microemulsiones) y ~200, 100 y 30 nm
(nanoemulsiones). Las emulsiones se codificaron como Eyy; donde x= tipo
de pectina, mientras que y= valor aproximado de ds,. Los complejos
solubles se codificaron como CS,y, donde x= WPH, mientras que y= el tipo

de pectina.

5.6.2. Método de preparacién

La fase oleosa (O) de las emulsiones aceite-en-agua constituyé una fraccién
gravimétrica (P) de 0.1. La fase acuosa (W) contuvo los distintos CS
dispersos en agua. Para preparar las fases continuas se partié6 de mezclas
WPH: PT, WPH: PTso y WPH: Pc, conteniendo 7 % (p/v) de biopolimeros
totales (6 % p/v de WPH y 1 % p/v de pectina), a las cuales se ajusté su pH
al valor determinado como aquel en el que ocurre la maxima formacién de
CS. Las mezclas se dejaron reposar durante 48 h a temperatura ambiente
para que la formacién de CS alcanzara el equilibrio.

El método general usado para preparar las emulsiones se bas6 en lo
propuesto por Hernandez-Jaimes et al. (2013) y Kaltsa et al. (2013) con
modificaciones. Las microemulsiones se prepararon incorporando la fase O
gota a gota a las distintas fases continuas usando un homogeneizador
(Ultra-Turrax® T50 basic IKA Works, Inc. Wilminton, EUA). Para la obtencion
de los rangos de ds, aproximados establecidos para las microemulsiones,
durante su preparaciébn se variaron las condiciones de operacion del
homogeneizador (rpm: 5200 a 8800 rpm; tiempo de homogeneizacién: 2 a
10 min). El d3» de las microemulsiones recién preparadas se verifico usando

un equipo Malvern Mastersizer 3000 (Malvern Instruments, Ltd.,
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Worcestershire, RU), estableciendo un indice de refraccion de 1.334 para la
fase O (determinado previamente).

Para la preparacion de las nanoemulsiones se parti6 de microemulsiones
con gotas presentando un valor dz, de ~ 2500 nm, preparadas como se
describi6. Las microemulsiones se sometieron a un ndamero variable de
ciclos de sonicacion (Ultrasonic processor, Model VCX 130PB 500 y 750 W,
20 kHz. Newtown, CT, EUA) utilizando una punta de 8 mm de diametro.
Cada ciclo de sonicacion consisti6 en la aplicacion de amplitudes que
variaron de 40 a 70 %, a una frecuencia de 20 kHz, con una duracién de 2
min. La amplitud y el nimero de ciclos aplicados dependié del ds» a obtener
en las nanoemulsiones. Entre cada ciclo de sonicacién se permitié un reposo
de 4 min. El didmetro hidrodinamico (dy) de gota de las nanoemulsiones
recién preparadas se determiné con un equipo Zetasizer (Modelo Nano-
ZS2000 Malvern Instruments Ltd. Malvern, Worcestershire, RU). Muestras
diluidas (1:10) de las nanoemulsiones (para evitar errores debidos a la
aglomeraciéon de gotas y disminuir la polidispersidad) se colocaron en el
equipo y se dejaron en reposo durante 120 s antes de la medicion de su
tamafo de gota. A partir de los valores de dy obtenidos, se calcularon los
valores ds, de las gotas de aceite de las nanoemulsiones utilizando la

ecuacion 2 propuesta por propuesta por Thomas, (1986).

ds, = dp * (1 +IP)? (2)
Donde: IP es el indice de polidispersidad, determinado durante la medicién
del tamafo de gota.
Durante el proceso de elaboracion de las emulsiones, la temperatura se

mantuvo debajo de 20° C, mediante un bafo de hielo.
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5.7. Caracterizacion de las emulsiones
5.7.1. Estabilidad de las emulsiones con el tiempo de almacenamiento
La estabilidad de las emulsiones se determiné mediante la evaluacién de
variaciones en su tamafo de gota, determinado como se describié en la

seccion 5.6.2, durante su almacenamiento por 35d a5 1 °C.

5.7.2. Propiedades reologicas

El comportamiento reologico de las Eyy y de los CSy,, se determiné después
de un dia de preparacion, aplicando pruebas oscilatorias (barridos de
amplitud y de frecuencia) y dindmicas (curvas de flujo), en un redmetro
Physica MCR 301 (Anton Paar, Messtechnik, Stuttgart, Alemania), usando
una geometria de cilindros concéntricos (diametro interno= 14 mm vy
didmetro externo= 15 mm). Para todas las mediciones, muestras de ~ 3.7
mL de Eyy y de los CS;y, se colocaron en el sistema de medicion, se dejaron
reposar por 5 min para la recuperacion de su estructura y equilibrio de su
temperatura a 25° C (Physica TEK 150P).

Las Eyxy y los CSy, se sometieron a barridos de amplitud en un rango de
deformacion de 0.01 a 100 % a una frecuencia de 1 Hz, para determinar la
zona viscoelastica lineal (ZVL), en la cual las propiedades reoldgicas no son
dependientes del esfuerzo o de la deformacion. Posteriormente, las Eyy y los
CSxy se sometieron a barridos de frecuencia aplicando una deformacion de
0.3 % para las Exy y 0.2 % para los CSy, (correspondientes ambas a la
ZVL), aplicando un rango de frecuencia de 0.01 a 100 Hz. Mediante el
software del equipo (Rheoplus/32 V2.62) se obtuvieron los valores de
modulo de almacenamiento (G’), modulo de pérdida (G”), y a partir de estos

se calcul6 el valor del factor de cedencia (Tan & = G”/G’).
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Curvas de flujo de las E,y y de los CS, y se obtuvieron aplicando tasas de
corte de 102 a 10° s™. Los datos de las curvas viscosidad aparente-tasa de
corte resultantes, se fijaron usando el software del reémetro a los modelos
reologicos de Carreau, Casson, Cross, Herschel-Bulkley y Ellis (Steffe,

1996) que describen el comportamiento independiente del tiempo de fluidos.

5.8. Analisis de datos
Todos los experimentos y las mediciones de cada uno de ellos se realizaron
por triplicado, usando un disefio completamente al azar. Los datos de
tamafio de gota y aquellos de los parametros reoldgicos se sometieron a
analisis de varianza de clasificacion simple y cuando fue adecuado a analisis
de comparacion de medias de Tukey. Analisis de varianza multifactorial se
llevé a cabo para determinar cuales factores, el ds;, o el tipo de pectina,
tuvieron efecto significativo sobre las propiedades de las emulsiones. El
analisis de datos se realizé usando el paquete estadistico Statgraphics Plus
software (Statistical Graphics Corp., Manugistics, Inc., Cambridge, MA,

EUA).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1. Rendimiento, grado de esterificacion y contenido de proteina de las
pectinas
La obtencion de micro y nanoemulsiones, depende de muchos factores tales
como las condiciones de homogeneizacion, asi como de las caracteristicas
fisicoquimicas de la fase dispersa y la fase continua; es por ello que se
deben de elegir correctamente los materiales formadores para este sistema;
en este sentido se opté por dos biopolimeros; hidrolizado de proteina de
lactosuero y pectinas, estas Ultimas provenientes de tejocote de las
accesiones 26 y 50, y citrica (comercial), algunas caracteristicas

fisicoquimicas se presentan el en Cuadro 1.

Cuadrol. Rendimiento, grado de esterificacion y contenido de proteina

de las pectinas.

Tipo de GE Contenido de Rendimiento
pectina (%) proteina (%) (9/100 de pulpa)
Pc 74.2 £0.2° 2.6+0.1° -
PTos 66.2 + 0.6% 1.8 +0.0° 4.6 +0.4°
PTso 72.2+0.0° 3.6+0.1° 5.7 £0.9°

Pc= pectina citrica; PT,s= pectina de la accesion 26 de tejocote; PTso= pectina de la
accesion 50 de tejocote; GE= grado de esterificacion.
Superindices distintos en la misma columna indican que las medias difieren

significativamente (p < 0.05).
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En el cuadro 1, se presentan los valores de grado de esterificacion (GE),
contenido de proteina y rendimiento de las pectinas usadas en este estudio,
pudiendo observarse que los parametros de GE y contenido de proteina
difirieron (p < 0.05), dependiendo del origen de la pectina, sin embargo, el
rendimiento obtenido no fue estadisticamente significativo. Los valores de GE
de las pectinas variaron de la siguiente manera: PTy< PTso < Pc. Estos
resultados muestran que los GE de las pectinas de tejocote difirieron entre si y
fueron menores que aquel de la Pc; sin embargo, todas las pectinas mostraron
valores de GE mayores a 50 %, por lo que pueden ser clasificadas como de alto
metoxilo. Lo anterior, indica que mas del 50 % de los grupos carboxilicos de las
tres pectinas se encontraron esterificados con grupos metoxilo (Yapo, 2009b).
Se ha informado que la presencia de grupos metoxilo puede mejorar la
naturaleza hidréfoba de las moléculas de pectina, dandole un caracter
superficial activo, con potencial para actuar como agente interfacial en la
formacién y estabilizacibn de emulsiones aceite-en-agua (Burapapadh et al.,
2010). Autores como Vivar-Vera et al. (2007) han informado GE para el género
Crataegus de 92 + 0.06 % los cuales difieren a los encontrados en este estudio,
probablemente atribuido a la compleja variabilidad biolégica, genética y
taxonémica del genero Crataegus en América del norte (Nieto-Angel et al.,
2009; Edwards et al., 2012); Bagherian et al. (2011) informan para pectinas
citricas GE de 74.9 — 76.3 %, otras fuentes de pectina con alto metoxilo son
frutos de Passiflora edulis en los cuales Yapo, (2009b) informa GE de 52-73 %.
Los valores de contenido de proteina de las pectinas variaron como sigue:

PT.6< Pc < PTso. La proteina asociada a las pectinas les confiere cierto caracter
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emulsificante, debido a que las proteinas son moléculas amfifilicas, poseen
tanto porciones de cadena polares, como no polares. Esta caracteristica
permite a las proteinas adsorberse en interfases aceite-agua y reducir la tension
interfacial (Leroux et al., 2003; Siew y Williams, 2008).

Con base en lo anterior, las proteinas y los polisacaridos son dos tipos de
macromoléculas que juegan un papel importante en la formacion y la
estabilizaciéon de emulsiones aceite-en-agua (O/W). Ambas macromoléculas
contribuyen a la estructura, textura y estabilidad de estos sistemas dispersos,
debido a sus propiedades fisicoquimicas (Dickinson, 2009).

En cuanto al rendimiento de las pectinas de tejocote Vivar-Vera et al. (2007)
encontré un rendimiento de pectinas de tejocote de 21 + 2.5 g/ 100 g de fruto
deshidratado; Bagherian et al. (2011) reporta rendimientos de pectinas citricas
de 19.6- 26.27 g/100 g para pectinas citricas y finalmente Yapo, (2009b)
informa un rendimiento de 6.8 + 0.9 g/100 g de peso seco para Passiflora
edulis. La humedad contenida en las pectinas utilizas en este trabajo fue de

10.0 % para PT2s y PTso; mientras que de 8.0 % para Pc.

6.2. Formacion de complejos solubles hidrolizado de proteina de
lactosuero- pectina
6.2.1. Variacion de los valores de potencial zeta () de los biopolimeros
como funcién del pH
La presencia de interacciones de atraccién proteina- polisacéarido en interfases
aceite-agua puede influir profundamente en la estabilidad de micro y

nanoemulsiones (Jiménez-Alvarado et al., 2009; Lee et al., 2011; Hernandez-
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Marin et al., 2013), por lo que es importante determinar las caracteristicas
eléctricas de los biopolimeros utilizados en este trabajo. Para ello se realizé un
barrido de pH vs C y se determiné el rango de pH en el que cada par pectina-
hidrolizado de proteina de lactosuero (WPH) exhibieron la maxima diferencia

estequiometrica entre sus cargas eléctricas de signo opuesto (Figura 3).
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Figura 3. Variacién del potencial zeta (7) como funcion del pH de disoluciones de

Potencial- { (mV)

WPH (6% p/v) y pectinas (1% p/v). WPH (¢), Pc (m), PTo5 (o) y PTso (A).

Los valores de C para las disoluciones de pectinas fueron negativos en todo el
intervalo de pH estudiado, debido a los bajos valores de pKa de sus grupos
carboxilo (Espinosa-Andrews et al., 2013). Los valores de ( negativos
presentados por las pectinas bajo estudio, fueron acordes con aquellos
informados por Bengoechea et al. (2011) al estudiar la formacion de complejos
electrostaticos lactoferrina-pectina comercial de alto grado de metoxilo; asi

como con aquellos informados por Jones et al. (2010) al formar complejos
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B-lactoglubulina- pectina de bajo y alto grado de metoxilo, para la preparacion
de nanoparticulas.

Los valores de ( de las pectinas bajo estudio variaron de la siguiente manera:
para Pc de —3.0 £ 0.1 mV a pH= 2.0 hasta —29.4 £ 0.8 mV a pH= 7.0; para PT
de —2.9 + 0.2 mV a pH= 2.0 hasta —29.6 £ 1.4 mV a pH= 7.0 y finalmente para
PTso de —=3.1 £ 0.4 mV a pH= 2.0 hasta —34.6 + 1.7 mV a pH= 7.0. Incrementos
en la magnitud de los valores negativos de C al aumentar el pH, reflejaron la
conversion de los grupos carboxilicos (-COOH) presentes a bajos valores de
pH, en grupos carboxilato (-COO") conforme aument6 el pH. El valor de pH
relacionado con la pendiente maxima de la curva de C de las soluciones de
pectinas estuvo en un intervalo de pH= 3.0 a 4.0 (Figura 3). Jones et al. (2010),
informaron que la pendiente en el perfil de { de pectinas de alto y bajo GE
versus pH, correspondié aproximadamente con el pK, de las soluciones del
polisacéarido, que es de alrededor de 3.2.

Para WPH, el { varié de 30.0 £ 0.75 mV a pH= 2,0 hasta —-30.7 £ 1.2 mV a pH=
7,0. Un valor de C cero se produjo en el punto isoeléctrico (pl; pH de 4.27) de
WPH. Los valores de ( negativos que se produjeron a valores de pH > 4.27 se
pueden atribuir a la ionizacién de los grupos carboxilicos (-COOH) en grupos
carboxilatos (-COQO’); mientras que los valores de ( positivos a valores de pH <
4.27 son debidos a la protonacion de los grupos amino (-NH) resultando en
grupos amonio (-NHs"). Esta tendencia concuerda con lo reportado por
Jiménez-Alvarado et al. (2009); Hernandez-Marin et al. (2013) usando
concentrado de proteina de lacto suero; Jones et al. (2010); Jones et al. (2011)

empleando B-lactoglubulina; Bengoechea et al. (2011) utilizando lactoferrina y
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Herndndez-Rodriguez et al. (2014) con aislado de proteina de lactosuero.

El pH del medio afect6 fuertemente la densidad de carga de los biopolimeros
estudiados, lo que repercute en consecuencia en la fuerza de acomplejamiento
o0 interaccion entre los mismos. La fuerza de interaccion electrostatica entre los
polielectrolitos con cargas opuestas puede ser calculado como el producto del
valor absoluto de { de ambas macromoléculas a diferentes valores de pH (de
Kruif et al., 2004). El intervalo de pH en el que los biopolimeros (WPH y
pectinas) presentaron cargas eléctricas de signo opuesto, ocurrio entre 2.0 < pH
< 4.25 (Figura 3); aun cuando las pectinas presentaron carga negativa en todo
el rango de pH estudiado, las moléculas de WPH mostraron carga positiva solo
a valores de pH menores a su pl. La presencia de cargas eléctricas de signo
opuesto de maxima magnitud se presentd a un valor de pH de 3.25. A ese valor
de pH, potencialmente ocurre la maxima interaccion entre biopolimeros,
causando la formacién de complejos biopoliméricos solubles e insolubles
(Espinosa-Andrews et al., 2010; Klemmer et al., 2012; Espinosa-Andrews et al.,

2013).

6.3. pH de maxima formacién de complejos solubles hidrolizado de
proteina de lactosuero-pectina
En la Figura 4 se presenta la variacion en los valores de absorbancia de los
complejos solubles formados entre WPH (6 % p/v) y las distintas pectinas (1 %
p/v) como funcién de la longitud de onda, pudiendo observarse que las lecturas
de absorbancia méas elevadas se obtuvieron a una longitud de onda de 400 nm

para todas las combinaciones WPH-pectinas. En contraste, a esta longitud de
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onda, los biopolimeros individuales mostraron bajas lecturas de absorbancia
(datos no mostrados). La turbidez de una disolucion, medida como absorbancia,
es un indicador de los sdlidos disueltos presentes y es debida principalmente a
la dispersion de la luz por estas particulas. Ha sido también usada como un
indicador de la formacion y disociacion de complejos proteina- polisacarido
(Ramirez-Santiago et al., 2012; Hernandez-Marin et al.,, 2013; Hernandez-
Rodriguez et al., 2014). Con base en lo expuesto, una longitud de onda de 400
nm fue seleccionada para la determinacion turbidimétrica del pH 6ptimo para la
formacion de CS WPH-pectinas (Figura 4). Esta longitud de onda concuerda
con aquella informada por Ramirez-Santiago et al. (2012) como de maxima
absorbancia para CS de aislado de proteina de lactosuero-pectina de bajo
metoxilo y con aquella encontrada por Hernandez-Marin et al. (2013) para CS

de concentrado de proteina de lactosuero-carboximetilcelulosa.
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Figura 4. Variacion de la absorbancia de los complejos solubles hidrolizado de proteina de
lactosuero-pectinas como funcién de la longitud de onda. WPH: Pc (m), WPH: PTx (®) ¥

WPH: PTso (A).
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Se ha informado que disoluciones acuosas de mezclas de proteina-
polisacarido pueden exhibir una de las tres situaciones de equilibrio siguientes:
(1) miscibilidad, (2) incompatibilidad termodinamica y (3) acomplejamiento. En
esta Ultima las interacciones atractivas entre los dos biopolimeros pueden llegar
a ser evidentes en varias maneras: (a) formacion de complejos soluble (CS),
gue se manifiesta por si misma como soluciones turbias; (b) formacién de un
gel débil homogéneo, si las interacciones son débiles y (c) la precipitacion de
ambos biopolimeros, si las interacciones son fuertes (Walstra, 2003). El interés
de este trabajo se centro en la formacién de CS.

La Figura 5 muestra los perfiles de turbidez de los CS como funcion del pH.
Todos los perfiles mostraron tendencias similares y se caracterizaron por tres

regiones observadas de altos a bajos valores de pH de la siguiente manera:
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Figura 5. Absorbancia de mezclas de WPH (6% p/v): pectinas (1% p/v) en funcion del pH.

WPH: P¢ (m), WPH: PT,s (o) y WPH: PTs, (A).
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Region A, en la cual a valores de pH relativamente elevados (pH > 5.5) se
obtuvieron lecturas de absorbancia bajas, debido a la coexistencia de los
biopolimeros individuales sin interactuar como resultado de la carga negativa de
ambas. A estos valores de pH ambas macromoléculas presentaron carga
negativa (Figura 5).

Region B, en la cual conforme los valores de pH disminuyeron de 5.5 hasta
alrededor de 3.75, se observan incrementos en las lecturas de absorbancia
hasta alcanzar un maximo, este ultimo atribuido a la presencia de la maxima
cantidad de CS. Esta region indica la union de cadenas positivas del WPH a las
cadenas negativas de las pectinas, formandose complejos biopoliméricos que
permanecieron solubles, como resultado de la neutralizacion incompleta de los
grupos de pectina cargados negativamente por grupos positivos de las cadenas
de WPH (Park et al., 1992). Las distintas combinaciones de WPH-pectinas
presentaron maxima formaron de CS en los siguientes rangos de pH: WPH: P¢
(5.25 a 3.75), WPH: PTy (4.25 a 4.0) y WPH: PTso (4.0 a 3.75). De acuerdo a
estos valores, se observa que la mezcla WPH: Pc, presentd una elevada
formacion de CS en un intervalo de pH relativamente amplio; mientras que las
mezclas WPH: PTys y WPH: PTso mostraron un intervalo de pH mas estrecho
para una elevada formacién de CS. A partir de los resultados mostrados en la
Figura 5, se eligieron los valores de pH para cada mezcla WPH-pectinas
correspondientes a la maxima absorbancia; relacionada esta ultima con la
maxima formacion de CS: WPH: Pcy WPH: PTy (pH= 4.25) y WPH: PTso (pH=
4.0).

Region C, en la cual al disminuir el pH a valores < 3.5 para WPH: PT,s y WPH:
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PTso, ¥ < 4.0 para WPH: Pc, se observa una disminucion pronunciada de las
lecturas de absorbancia. Estos resultados indican la agregacion progresiva de
los CS, conforme se alcanza la neutralizacion completa de las cargas
electrostaticas entre biopolimeros y la formacion de complejos insolubles o
coacervados complejos. La coacervacion compleja de los biopolimeros,
involucra la separacion espontanea de dos fases, una rica en solvente y la otra
reducida en solvente consistente de un co-precipitado de ambos biopolimeros
(Dickinson, 1995).

Ru et al. (2012) mencionaron que el pH critico en el que se produce la
separacion de fases cambia con la composicion inicial de la proteina y el
polisacéarido y que cuando el pH disminuye a valores por debajo del pKa del
polisacéarido, coacervados de proteina- polisacarido pueden disociarse en
complejos solubles o incluso en proteina individual no interactiva y moléculas de
polisacéarido, debido a las bajas cargas de la cadena del polisacarido y la fuerte

repulsion entre las cargas positivas de las proteinas.

6.4. Condiciones de proceso para la obtencion de micro y nanoemulsiones
con tamafio de gota preestablecido

Las condiciones de proceso determinadas para la obtencion de 18 emulsiones,

nueve microemulsiones y nueve nanoemulsiones, asi como sus tamafos de

gota, expresados como diametro volumétrico-superficial medio (ds,) se

presentan en el Cuadro 2.
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Cuadro 2. Condiciones de obtencién y diametro volumétrico-superficial

medio (d32, nm) de micro y nanoemulsiones.

ds promedio
(nm)

CSweH, Pc

CSweH, PT26

CSwepH, PT50

4114.0 +130.2

3022.2 + 34.6

2598.9 +126.8

203.2+235

102.7 +9.0

37.7+26

5200 rpm, 2min
(3943.31£ 25.2)

5200 rpm, 2 min +
7600 rpm, 4 min
(3010.0 £ 10.0)

5200 rpm, 2 min +
7600 rpm, 4 min +
8800 rpm, 5 min
(2473.3 £ 115.4)

1 ciclo de 40 %
amplitud, 2 min
(213.5+£5.0)

1 ciclo de 40 %
amplitud, 2 min +
1 ciclo de 70 %
amplitud, 2 min
(112.5 + 4.6)

1 ciclo de 40 %
amplitud, 2 min +
1 ciclode 70 %
amplitud, 2 min +
3 ciclos de 70 %
amplitud, 2 min
(35.4+1.5)

5200 rpm, 4 min +
7600 rpm, 2 min
(4210.0 £ 26.5)

5200 rpm, 4 min +
7600 rpm, 2 min +
7600 rpm, 10 min
(3053.3 £47.3)

5200 rpm, 4 min +
7600 rpm, 2 min +
7600 rpm, 10 min
+ 8800 rpm, 3 min
(2590.0 £ 0.0)

1 ciclo de 40 %
amplitud, 2 min +
1 ciclo de 70 %
amplitud, 2 min
(221.1 £ 10.0)

1 ciclo de 40 %
amplitud, 2 min +
1 ciclo de 70 %
amplitud, 2 min +
3 ciclos de 70 %
amplitud, 2 min
(93.4 £ 0.5)

1 ciclo de 40 %
amplitud, 2 min +
1 ciclo de 70 %
amplitud, 2 min +
3 ciclos de 70 %
amplitud, 2 min +
2 ciclos de 70 %
amplitud, 2 min
(46.8 £ 1.4)

5200 rpm, 4 min +
7600 rpm, 2 min
(4190.0 £17.3)

5200 rpm, 4 min +
7600 rpm, 2 min +
7600 rpm, 10 min
(3003.3 £ 15.3)

5200 rpm, 4 min +
7600 rpm, 2 min +
7600 rpm, 10 min
+ 8800 rpm, 3 min
(2733.3 £ 11.6)

1 ciclo de 40 %
amplitud, 2 min +
1 ciclo de 70 %
amplitud, 2 min
(173.5+£1.3)

1 ciclo de 40 %
amplitud, 2 min +
1 ciclo de 70 %
amplitud, 2 min +
2 ciclos de 70 %
amplitud, 2 min
(101.9+2.1)

1 ciclo de 40 %
amplitud, 2 min +
1 ciclo de 70 %
amplitud, 2 min +
2 ciclos de 70 %
amplitud, 2 min +
2 ciclos de 70 %
amplitud, 2 min
(37.2 £ 0.6)

CSweh, re: cOmplejo soluble de hidrolizado de proteina de lactosuero- pectina citrica; CSwpn, pr2e:

complejo soluble de hidrolizado de proteina de lactosuero-pectina de tejocote accesion 26;

CSwpH, ptso: complejo soluble de hidrolizado de proteina de lactosuero- pectina de tejocote

accesion 50. Valores en paréntesis se refieren al d; , de cada emulsion.

52



Independientemente del CS usado para su formacién y estabilizacion, se
lograron obtener emulsiones con valores de dz, acordes a aquellos
preestablecidos, mediante el ajuste de las condiciones de proceso usadas para
su preparacion: tipo de equipo homogeneizador, velocidad y tiempo de
homogeneizacion. Los valores medios de d3, obtenidos para las variaciones de
microemulsiones fueron: 4114 + 130.2 (E4000), 3022.2 £ 34.6 (E3000) Y 2598.9 +
126.8 (E2s00) NM.

Para el caso de las nanoemulsiones, los valores de d;, medios de las gotas de
aceite obtenidos fueron: 203.2 + 23.5 (Ezo0), 102.7 + 9.0 (E100) Y 37.7 * 2.6 (Ea30)
nm.

El tamafio de las gotas de aceite de la fase dispersa de una emulsion, es
determinado por los dos procesos fundamentales que ocurren durante su
preparacion: la fragmentacion de la fase dispersa en gotas pequefias y la
coalescencia de estas Ultimas. Estos dos procesos se desarrollan
concurrentemente y las velocidades relativas de ambos determinan el tamafio
final de gota. Los agentes emulsificantes/estabilizantes tienen efectos sobre
ambos procesos, mediante: (a) la reduccion de la tensién superficial y la
energia interfacial, promoviendo asi la ruptura de la fase dispersa en pequefas
gotas y (b) la formacién de una barrera contra la coalescencia; en este caso por
una pelicula biopolimérica interfacial constituida por los complejos WPH:
pectinas, la cual impide el fenbmeno de coalescencia cuando dos gotas
colisionan (Lobo y Svereika, 2003).

Las condiciones necesarias para la preparacion de las emulsiones variaron de

acuerdo al tamafio de gota deseado y al tipo de pectina conformando los CS
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usados como agentes emulsificantes/estabilizantes (Cuadro 2). Asi, para
obtener tamafos de gota menores, se requirio de aumentos en la velocidad y el
tiempo de homogeneizacion. Se observé ademas que variaciones en el tipo de
pectina acomplejada al WPH, involucraron diferencias en las condiciones de
homogeneizacion necesarias para la obtencion de un tamafio de gota en
particular. En este sentido, el uso de CS incluyendo pectinas de tejocote
(CSweH, pt26 Y CSweh, pT50) COMO agentes emulsificantes y estabilizantes de las
emulsiones, requiri6 de la aplicacion de condiciones mas severas de
homogeneizacion para la obtencion de un tamafio de gota en particular, en
comparacion con aquellas condiciones aplicadas al usar CSwpn: pc. Por ejemplo,
para obtener un dz» ~4000 nm usando CSweh: pc, fue suficiente la aplicacion de
un ciclo de homogeneizacién a 5200 rpm durante 2 min; mientras que para la
obtencion de ese mismo tamafio de gota en emulsiones formadas vy
estabilizadas con CSwpn, p126 Y CSweH, P50, S€ nhecesitaron dos ciclos de
homogeneizacion, uno a 5200 rpm por 4 min y otro subsecuente a 7600 rpm
durante 2 min. Las condiciones de homogeneizacion mas severas requeridas
cuando se utilizaron los CSwen, pt26 Y CSweh, P50, pueden ser atribuidas a la
mayor viscosidad de estas fases acuosas, en comparaciéon con aquella de las
fases acuosas conteniendo CSwpy: pe, Ya que como lo han informado Wang et
al. (2007) la viscosidad de pectinas de tejocote es de cuatro a seis veces
superior en comparacion de aquellas pectinas comerciales de limon y/o
manzana.

De manera similar a lo observado durante la preparacion de las

microemulsiones, la aplicacion de mayores amplitudes y tiempos de sonicacion
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rindieron nanoemulsiones con gotas de menor tamafo.

El uso de los CSwpH pr26 Y CSwpH p1so, COmMO agentes
emulsificantes/estabilizantes también involucré la aplicacion de condiciones
mas severas de homogeneizacion para la obtencion de un tamafio de gota
determinado. Sin embargo, a diferencia de lo observado durante la preparacion
de las microemulsiones, donde las condiciones de homogeneizacion para
obtener valores de ds3, de ~4000, 3000 y 2500 nm fueron similares al usar
indistintamente CSwpy, pr26 Y CSweh, P50, €N 12S Nanoemulsiones no siempre se
observo esta tendencia. En la mayoria de los casos, el uso de CSwpu, pr2s
requirio6 de la aplicacion de un mayor numero de ciclos de sonicacion, en
comparacion con el uso del CSwpy, prs0; @ademas en general, los valores de ds»
de las gotas de las nanoemulsiones obtenidas con el CSwpn prso fueron
menores que aquellas obtenidas con el CSwpn, pr2s. EStos resultados pueden
explicarse con base en el mayor contenido de proteina asociado a la PTsg (3.6
%), en comparacion con aquel asociado a la PT,s (1.8 %); efecto evidenciado al
incrementarse el area superficial de las gotas de aceite en las nanoemulsiones.
Se ha informado que el contenido de proteina asociada a la pectina desempefia
un papel importante en la formacién y la estabilidad de las emulsiones, dado su
caracter amfifilico (Leroux et al., 2003; Siew y Williams, 2008). El contenido de
proteina asociada la PTso pudo tener un efecto sinérgico con aquel presente en
el WPH en relacion a la capacidad de adsorcion del CSprsp €en la interfase.

El contenido de proteina asociado a las pectinas no fue el Unico factor que
determiné las condiciones de formacion de las nanoemulsiones, también

intervino la viscosidad de las fases acuosas conteniendo los CS; esta uUltima
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afectada predominantemente por el tipo de pectina acomplejada al WPH. Asi, a
pesar de que el contenido de proteina asociado a P¢ (2.6 %) fue menor a aquel
presente en la PTso, se requirieron menos ciclos de sonicacion para llegar al
tamafio de gota deseado al utlizar el CSwpy, pc COmMoO agente
emulsificantes/estabilizante, en comparacion con aquellos requeridos cuando se
uso el CSwen, prso. LO anterior parece indicar que menores viscosidades de la
fase acuosa favorecen la formacion de las gotas de aceite de nanoemulsiones
bajo condiciones de preparacién menos severas (Wang et al., 2007). Otro factor
a considerar para el establecimiento de las condiciones de preparacion de las
emulsiones en general, lo constituye el grado de metoxilo de la pectina.
Burapapadh et al. (2010), mencionaron que el grado de metoxilo influye en el
tamafo de gota de nanoemulsiones, debido a que encontraron que pectinas de
alto metoxilo brindan buenas propiedades a la emulsion en comparacion con
aguellas de bajo metoxilo; debido a la alta cantidad de moléculas hidrofébicas
(grupos éster de metilo, acetil y amida), que puede causar efecto emulsificante,
proporcionando mayor estabilidad a la emulsion. Lo anterior coincide con lo
encontrado en este estudio, debido a que el GE de las pectinas que contenian
las fases acuosas variaron de la siguiente manera: Pc> PTs0> PTog, por lo tanto,
para la formacion de nanoemulsiones con pectinas de mayor GE (Pc y PTso;
74.2 'y 72.2 %, respectivamente) requirieron condiciones de preparacion menos

severas, de aquellas elaboras con PT,s (GE= 66.2 %).

6.5. Estabilidad de micro y nanoemulsiones con el tiempo

La evaluacion de la estabilidad de las micro y las nanoemulsiones durante 35
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diasa b =1 °C, se realiz6 mediante el analisis de la variaciéon en los valores de

ds » de sus gotas (figuras. 6ay 6b).
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Figura 6. Variacion del diametro volumétrico-superficial de las gotas de aceite de las

microemulsiones (a) y nanoemulsiones (b) durante su almacenamiento por 35 diasa 5+ 1 °C.

Epc, (m), Epras (@) Y Eprso (A).
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Ambas, las micro y las nanoemulsiones mostraron ligeros aumentos en sus
valores de d3, conforme se incrementd el tiempo de almacenamiento (Cuadro

3), los cuales en general fueron mas pronunciados en las microemulsiones.

Cuadro 3. Valores de diametro volumétrico-superficial medio (ds>) inicial y

final de micro y nanoemulsiones.

Cadigo de ds 2 inicial (O dias)  ds »final (35 dias)
emulsion (nm) (nm)

Epc, 2000 3943.3 + 25.2°% 4276.7 + 70.9°
Epo6, 4000 4210.0 + 26.5% 4470.0 + 75.5°
EpTs0, 4000 4190.0 + 17.32 4420.0 = 458b
Epc. 3000 3010.0 + 10.0? 3116.7 +5.8°
Ep126, 3000 3053.3 +£47.32 3350.0 = 458b
Epso, 3000 3003.3 + 15.3% 3470.0 + 43.5°
Epc, 2500 2473.3 + 115.5° 2673.3 +15.3°
Epro6, 2500 2590.0 + 0.0? 2720.0 +0.0°
EpTs0, 2500 2733.3+11.6° 2906.7 + 30.6"
Epc, 200 2135+ 4.9 236.4 +10.7°
EPT26, 200 222.7 +11.52 244 4 + 13b
Epts0, 200 173.5+1.3% 191.4+1.3°
Epc, 100 112.8 + 6.0° 129.5 + 3.7°
EpT26. 100 93.4+0.52 106.5 + 2.6
EpTs0, 100 101.9 +2.1° 107.2 + 2.0°2
Eprc, 30 35.4 +1.42 40.4 + 2.6%
Ep126, 30 40.3 + 2.62 457 + 1.52
EpTs0, 30 37.2+0.6% 40.2 +0.3%

E.y: emulsiones aceite-en-agua, donde x se refiere al tipo de pectina (Pc= pectina citrica; PTs=
pectina de tejocote accesion 26 y PTs,= pectina de tejocote accesion 50) y y se refiere al
didametro volumétrico-superficial aproximado de las gotas de aceite. Superindices distintos en la

misma fila indican que las medias son diferentes (p < 0.05).
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Sin embargo, es importante sefialar que puede considerarse que todas las
emulsiones fueron estables durante el periodo de almacenamiento, no
observandose separacion de fases debido a efectos gravitacionales (cremado o
sedimentacion) o de coalescencia.

A partir de los resultados obtenidos, puede inferirse que los complejos WPH:
pectina se adsorbieron a la superficie de las gotas de aceite, formando una
barrera vigorosa en la interfase, la cual evitd en gran medida que las gotas de
aceite se agregaran o coalescieran. Mientras WPH tiene la capacidad de
promover la formacion y estabilizacion de las emulsiones mediante su accion
interfacial, las pectinas, en especial aquellas de tejocote, pueden conferirles
larga estabilidad, debido a que inmovilizan la fase continua al aumentar la
viscosidad.

Los mecanismos mediante los cuales la pelicula interfacial biopolimérica
estabiliz6 a las emulsiones involucraron tanto efectos estéricos como
electrostaticos, evitando asi los fendmenos de desestabilizacion de las
emulsiones (Dickinson, 2011). Para disefiar una emulsion estable a la
agregacion se debe asegurar que las interacciones repulsivas (electrostaticas y
estéricas) dominen sobre las interacciones atractivas.

De manera individual, la actividad superficial de proteinas como el WPH y de
polisacaridos como las pectinas, permite la formaciéon de micro vy
nanoemulsiones (Sriamornsak et al., 2004; Sriamornsak et al., 2005; Piorkowski
y McClements, 2013), y es a través de la formacion de complejos biopoliméricos
solubles proteina-polisacarido que las propiedades estabilizantes de emulsiones

de estos biopolimeros son mejoradas (Hernandez-Marin et al., 2013).
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Aun cuando todas las emulsiones fueron estables durante el periodo de
almacenamiento, los valores ds iniciales y finales de las microemulsiones y las
nanoemulsiones con valores de ds, iniciales de ~ 200 nm difirieron
significativamente; mientras que aquellos correspondientes a las
nanoemulsiones con valores dsz, iniciales de ~ 100 y 30 nm fueron
estadisticamente iguales (p > 0.05), a excepcidn de la Epcipo (Cuadro 3). Asi, la
estabilidad con el tiempo aumenté a medida que disminuyd el tamafio de las
gotas de aceite de las emulsiones. Huang et al. (2010) y Salvia-Trujillo et al.
(2013) informaron que las nanoemulsiones tienen alta estabilidad a la
agregacion y a la separacion gravitacional.

Asi como el tamafio de gota ejerce efecto en la estabilidad de emulsiones,
también la distribucion y la polidispersidad se emplean con frecuencia para
caracterizar este fenomeno. En este estudio se encontré que la distribucion del
tamafio de gota en microemulsiones fue bimodal (datos no presentados);
mientras que aquella de las nanoemulsiones fue unimodal. Esto es, las
nanoemulsiones presentaron una distribucion de tamafio de gota estrecha, con
un indice de polidispersidad (IPD) alrededor de 0.2. Troncoso et al. (2012)
reportaron valores de IPD < 0.1 para nanoemulsiones preparadas por el método
de emulsificacion de alta energia, involucrando el uso de homogeneizadores de
alta presion (microfluidizador), mientras que en este estudio de utilizé un
método de sonicacién. Los microfluidizadores son mas eficientes en la
disminucién y distribucion estrecha del tamafio de gota, en comparacion con
aguellas obtenidas por sonicacion; sin embargo, los equipos de alta presion

presentan desventajas en los costos de produccion, gasto de energia y
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contaminacion del equipo, en comparacion a los equipos de sonicacion
(Abismail et al., 1999). Los equipos de sonicacién pueden generar emulsiones
muy estables e incluso producir emulsiones con tamafos de gota pequefios
(Tadros, 2009; Kaltsa et al., 2013) y este estudio no fue la excepcion.

El comportamiento de estabilidad de micro y nanoemulsiones de este trabajo,
concuerda con lo informado por Weiss et al. (2009), quien menciona que
emulsiones termodinamicamente inestables se pueden convertir en
completamente estables cuando el tamafio de gota cae por debajo de un valor
critico (diametro de particula ~100 nm). Lo anterior, debido a que los efectos del
movimiento browniano de las gotas dominan los efectos gravitacionales,
evitandose asi la formacion de cremado o sedimentacion (McClements, 2005).
En este estudio se demostré que la gran mayoria de las nanoemulsiones con
valores iniciales de d3 , de ~ 100 nm, fueron cinéticamente estables durante 35
d; propiedad que las hace muy atractivas, no solo para la industria alimentaria,
sino también para la farmacéutica y cosmética (Junyaprasert et al., 2009;
Burapapadh et al., 2010; Troncoso et al., 2012).

Una herramienta muy 0til para la obtencion de emulsiones estables la
constituye la modulacion de su potencial zeta (). El ¢ describe la magnitud de
la carga existente sobre una particula coloidal. Es calculado a partir de la
movilidad eletroforética de un coloide y es definido como la carga sobre la
particula en el “plano de corte”. Este plano es una posicion teérica fuera del
coloide (mas alla de la capa de Stern y las capas difusas, la asi llamada “doble
capa”), donde las particulas interaccionan libremente con el medio que las

rodea.
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Particulas con alto ¢ se estabilizan asi mismas, debido a que su carga inhibe el
fendmeno de coalescencia y aumenta su estabilidad (Morrison y Ross, 2002).
Puesto que los valores de ( pueden proporcionar informacién sobre la
naturaleza de la carga en interfases aceite-agua de particulas coloidales, se
estimo conveniente su determinacion con la finalidad de explicar las diferencias
en la estabilidad de las micro y nanoemulsiones obtenidas. En la Figura 7
puede observarse que todas las emulsiones exhibieron valores de { negativos,
indicando ello el signo de la carga presente en sus interfases aceite-agua.

En adicion, los valores de ( de las emulsiones variaron al modificar tanto los
valores de ds iniciales de sus gotas, como el tipo de pectina constituyendo el

CS usado para su formacion.
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Figura 7. Potencial-¢ de micro y nanoemulsiones EP¢ (m) EPTys (o) y EPTso (A).

En efecto, el analisis de varianza multifactorial (Cuadro 4) mostré que ambos,
los valores de ds, iniciales de las gotas de aceite de las emulsiones y el tipo de

pectina constituyendo el CS usado para su formacion, influyeron
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significativamente en los valores de C.

Cuadro 4. Andlisis de varianza multifactorial de potencial zeta (mV) de
micro y nanoemulsiones como funcién del didmetro volumétrico-

superficial inicial promedio (ds2) y del tipo de pectina.

Tipo de pectina ds 2 inicial promedio(hm)

PC PT26 PT50 | 37.7 102.7 203.2 2598.9 3022.2 4114.0

-28.5% -31.9° -30.6°|-37.0° -34.3° -33.3° -26.3* -25.9% .252°

Pc: pectina citrica, PT,s: pectina de tejocote accesion 26, PTsy: pectina de tejocote accesion 50.
Superindices distintos en la misma fila indican que las medias difirieron significativamente (p <

0.05).

En términos generales, a medida que disminuy6 el tamafio de gota de las
emulsiones, la magnitud negativa de C incrementé (Figura 9, Cuadro 4), dicho
comportamiento de { estuvo asociado a aumentos en el area superficial de las
gotas de aceite, lo cual en turno, causé la adsorcion de una mayor cantidad de
CS con carga negativa en las interfases aceite-agua formadas. De acuerdo a la
prueba de comparacion de medias de Tukey (Cuadro 4), puede observarse que
los valores de  variaron en tres rangos de valores de ds3,, en el siguiente orden
ascendente: 4114.0 - 2598.9 nm (-25.2 a -26.3 mV) < 203.2 - 102.7 nm (-33.3 a
-34.3 mV) < 37.7 nm (-37.0 mV). Este comportamiento es similar a lo informado
por Lee et al. (2011) para emulsiones aceite-en-agua estabilizadas con aislado
de proteina de lactosuero. Estos autores encontraron valores de ¢ de -31.0 y -
62.0 mV para emulsiones con radio de gota medio de 163 y 33 nm,
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respectivamente, ellos mencionan que la razén mas probables en torno a estas
diferencias se deba a la fuerza idnica de las soluciones acuosas que rodean las
gotas de aceite, debido a que las nanoemulsiones tienen mayor niumero de
gotas por unidad de volumen y por lo tanto contenian mayor cantidad de
proteina adsorbida a las gotas de aceite.

Por su parte, el tipo de pectina constituyendo el CS usado para la formacion de
las emulsiones influydo sobre los valores de { en orden ascendente de la
siguiente manera: PC (-28.5 mV) < PT50 (-30.6 mV) < PT26 (-31.9 mV). La
variacion en los valores de £ como funcién del tipo de pectina pueden ser
explicados con base en variaciones en el GE de las pectinas. Un menor GE de
la pectina, indica la presencia de mayor proporcién de grupos carboxilicos (-
COOH), que de grupos carboxilo esterificados (-COOCHj3), pudiendo los
primeros ionizarse en grupos carboxilato (-COQ") bajo las condiciones de pH
aplicadas en la preparacion de las emulsiones, aumentando la carga negativa
del sistema. La magnitud de los valores de ( de las emulsiones estuvo
relacionada negativamente con el GE de las pectinas, variando estos ultimos en
orden ascendente de la siguiente forma: PTy (66.2 %) < PTso (72.2 %) < Pc
(74.2 %).

El comportamiento de los valores de { de las emulsiones al variar el GE de la
pectina usada para su preparacion, es acorde al informado por Krzeminski et al.
(2014) para soluciones acuosas de pectina (1% pl/v). Estos autores
determinaron valores de { de -48.20 + 0.80 mV y -36.33 = 0.23 mV, para

pectinas con GE de 53y 70 %, respectivamente.
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6.6. Propiedades reoldgicas

6.6.1. Barridos de amplitud

Las propiedades reoldgicas de materiales viscoelasticos pueden ser descritas a
través de dos parametros, el médulo de almacenamiento (G’), el cual es una
medida de su naturaleza elastica y el médulo de pérdida (G”), el cual es una
medida de su naturaleza viscosa (Lobato-Calleros et al., 2006). En adicion, el
parametro de factor de cedencia (Tan 6 = G”/G’), es un valor adimensional que
indica si en un material predominan las propiedades viscosas o0 elasticas,
debido a que compara la cantidad de energia pérdida durante un ciclo de
prueba con la cantidad de energia almacenada durante este tiempo (Lobato-
Calleros et al., 2009).

En las figuras 8 a 10, se presentan las variaciones de los médulos G’y G” como
funcion de la deformacion para las distintos CS y micro y nanoemulsiones. En
general, los CS y las emulsiones mostraron perfiles similares de G’ y G” versus
% de deformacion, los cuales fueron caracterizados por una region viscoelastica
lineal (RVL) a bajas deformaciones, en la que los valores de G’ y G” fueron
constantes, seguida por una region no lineal en la que los valores de G’ y G”
disminuyeron de manera mas o menos pronunciada. La inflexion en los valores
de G" y G” sugieren el rompimiento de las estructuras de los CS y de las
emulsiones. La cantidad de deformacién que el material puede soportar antes
de su rompimiento es evidenciada por el cambio en el punto de inflexién (Tunick

et al., 1990).
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Figura 8. Variacién de los médulos G’ (simbolos rellenos) (a) y G” (simbolos vacios) (b) del
CSwpH, pc Y de micro y nanoemulsiones formadas con este complejo a pH= 4.25, como funcién

de la deformacion. CSwpy, pc, (m) y emulsiones Epc, 4000 (®), Epc, 3000 (A), Epc, 2500 (#), Epc, 160 (7)),

Erc.s0(®) Y Epc, 30 (»).
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CSweh, p26 Y de micro y nanoemulsiones formadas con este complejo a pH= 4.25, como funcién

de la deformacion. CSyp, pros, () y emulsiones Epras, 4000 (®), Epr2s, 3000 (A), Epr26, 2500 (¢), Epr2s,

160 (%), Epr26, 80 ( ®) Y Epr26, 30 (»)
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Figura 10. Variacién de los médulos G’ (simbolos rellenos) (a) y G” (simbolos vacios) (b) del
CSweh, prs0 Y de micro y nanoemulsiones formadas con este complejo a pH= 4.0, como funcién

de la deformacion. CSweh, prso, (W) Y emulsiones Eprso, 4000 (®), Eptso, 3000 (A ), Eprso, 2500 (¢), Eprso,

160 (%), Eprs0, 80 (') Y Eprso, 30 (P).
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Los barridos de amplitud mostraron diferencias en el comportamiento reolégico
de los CS (figuras. 8 a 10). El CSwpn, pc (Figura 8) mostré valores de G’ y G”
poco dependientes de la deformacion, exhibiendo una RVL hasta 10 % de
deformacion. Sin embargo, este CS presentd un comportamiento
predominantemente liquido (G” > G’) en todo el rango de deformacion
estudiado, evidenciado por los valores de G” mayores a aquellos de G’. Por su
parte, los CSwen, pr26 Y CSweh, prso (figuras 9 y 10), conteniendo pectinas de
tejocote, mostraron una RVL hasta porcentajes de deformacion de 0.8 y 0.4,
respectivamente; valores de deformacién menores a que aquel presentado por
el CSwen, pc (Figura 8). No obstante, estos CS, a diferencia del CSwpy, pc,
exhibieron comportamiento predominantemente elastico a bajos % de
deformacion, hasta 0.4 % para el CSwen, prso Y hasta 0.6 % para el CSwepn, pr2s;
a valores mayores de deformacidn su comportamiento reoldgico fue
predominantemente viscoso.

El mayor caracter elastico de los CSwen, prso Y CSwen, pr26 CONteniendo pectina
de tejocote, respecto al CSwpy, pc cOnteniendo pectina citrica, se corrobora al
comparar los valores de G’ de estos CS en la RVL (Cuadro 5).

La magnitudes de G’ de los CSwpn, pr26 (0.6 kPa) y CSwen, prs0 (0.3 kPa) fueron
considerablemente mayores el valor exhibido por el CSwpu, pc (0.1 kPa). Estos
resultados indican que la pectina de tejocote imparti6 a los CS un mayor
caracter elastico, respecto a aquel proporcionado por la pectina citrica al CSwpy,
pc, esto es, las interacciones WPH: PTy, y WPH: PTso contribuyeron a una
respuesta mas elastica en los CS generados, en comparacion a aquella

desarrollada mediante las interacciones WPH: Pc. La explicacion a estas

69



diferencias puede deberse a variaciones en la composicion, peso molecular,
tamafo y forma de las moléculas de las pectinas. Sin embargo, no se cuenta
con informacién al respecto y no estuvo dentro de los limites de este trabajo el

generar esos conocimientos.

Cuadro 5. Analisis de varianza multifactorial de los valores del médulo de
almacenamiento (G’, kPa) de micro y nanoemulsiones, correspondientes a

la zona viscoelastica lineal.

Tipo de pectina ds 2 inicial promedio (nm)
PC PT26 PT50 | 37.7 102.7 203.2 2598.9 3022.2 4114.0
0.1? 48° 34° |79° 3.8% 1.7 06* 0.8 1.8

Pc: pectina citrica, PT,q: pectina de tejocote accesion 26, PTsy: pectina de tejocote accesiéon 50.
Superindices distintos en la misma fila indican que las medias difirieron significativamente (p <

0.05).

Cuadro 6. Andlisis de varianza multifactorial de los valores del médulo de
perdida (G, kPa) de micro y nanoemulsiones, correspondientes a la zona

viscoelastica lineal.

Tipo de pectina ds 2 inicial promedio(nm)

PC PT26 PT50 |37.7 102.7 203.2 2598.9 3022.2 4114.0

0.22 1.5° 13> |23° 1.3% 0.82 042 0.52 0.82

Pc: pectina citrica, PT,s: pectina de tejocote accesion 26, PTs,: pectina de tejocote accesion 50.
Superindices distintos en la misma fila indican que las medias difirieron significativamente (p <

0.05).
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Cuadro 7. Analisis de varianza multifactorial del factor de cedencia (Tan 3§,

kPa) de micro y nanoemulsiones, correspondientes a la zona viscoelastica

lineal.

Tipo de pectina ds 2 inicial promedio(nm)
PC PT26 PT50 |37.7 102.7 203.2 2598.9 3022.2 4114.0
2.2° 0.5* 04% |0.6" 1.0% 1.2°  12° 12> 1.0*

Pc: pectina citrica, PT,g: pectina de tejocote accesion 26, PTsy: pectina de tejocote accesion 50.
Superindices distintos en la misma fila indican que las medias difirieron significativamente (p <

0.05).

El analisis de varianza multificatorial indicé que el comportamiento reolégico de
las micro y nanoemulsiones fue influenciado (p < 0.05) por el tipo de pectina del
CS (cuadros 5y 6). Los valores de G’ y G” de las emulsiones formadas con el
CSweH, pc, fueron considerablemente menores que aquellos presentados por las
emulsiones formadas con los CSwpy, p126 Y CSweh, prso- En adicion, todas las
Ewpn, pc presentaron comportamiento reoldgico predominantemente viscoso, de
manera similar al CSwpn, pc. Por su parte las Ewpn p126 Y Ewpn, prso €xhibieron
comportamiento reolégico predominantemente elastico a deformaciones de
alrededor del 20 %.

De manera acorde, los valores de Tan 6 de las emulsiones formadas con los
CSweh, pr26 Y CSwen, ptso No difirieron entre si (p > 0.05) y fueron menores a la
unidad (0.5 y 0.4, respectivamente) indicando ello un comportamiento reolégico
predominantemente elastico; en contraste, el valor de Tan 6 de las emulsiones

formadas con el CSwpy, pc fue en promedio de 2.2, indicando ello un
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comportamiento reolégico predominantemente viscoso (Cuadro 7). Diferencias
en la reologia de las emulsiones al variar el tipo de pectina del CS, pueden ser
explicadas en términos de las interacciones entre gotas vecinas de aceite, a
través de las macromoléculas que conformaron sus peliculas interfaciales; asi
como de aquellas entre macromoléculas presentes en la fase acuosa o
dispersante. En términos generales, entre mayor es el numero de interacciones
tomando lugar en la interfase y en la fase dispersante, mayor es el nUmero de
uniones en la estructura de la emulsion y mayor la elasticidad del sistema
(Everett y Olson, 2000). Los resultados obtenidos, indican que existid un mayor
namero de interacciones en aquellas emulsiones formadas con los CSwpy, pr2s Y
CSweH, pT50, €N CcOmMparacion con las que ocurrieron en las emulsiones formadas
con el CSWPH, PC.

El tamafio de gota también influyé significativamente sobre las propiedades
viscoelasticas de las emulsiones (cuadros 5 y 6). El analisis de varianza
multifactorial mostré que disminuciones en el tamafio de gota de las
microemulsiones, de 4114.0 a 2598.9 nm, no causaron diferencias (p > 0.05) en
sus valores de G’ y G”. En contraste, disminuciones en el tamafo de gota de
las nanoemulsiones de 203.2 a 37.7 nm, resultaron en incrementos en los
valores de G’ y G”, existiendo diferencia significativa entre los valores de estos
parametros correspondientes a las nanoemulsiones con valores de ds iniciales
de 203.2 y 37.7 nm. Reducciones pronunciadas en el tamafio de gota de las
nanoemulsiones, resultaron en un aumento en el numero de gotas por unidad
de volumen, lo cual pudo favorecer las interacciones entre los biopolimeros

adsorbidos en la interfase aceite-agua de gotas vecinas y asi generar una
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respuesta mecénica mas elastica de la emulsiobn (Hernandez-Marin et al.,
2013). Las variaciones de los valores de Tan & (Cuadro 7) siguieron un
comportamiento similar al de G’ y G”, al modificar el tamafio de gota. Asi, no se
observaron diferencias significativas en los valores de Tan & al disminuir el
tamafo de gota de las microemulsiones, pero si se observdé una disminucion

significativa en su valor al reducir el tamafio de gota de las nanoemulsiones.

6.6.2. Barridos de frecuencia

Los barridos de frecuencia de los CS y las emulsiones se realizaron bajo
deformaciones de 0.2 y 0.3 %, respectivamente, debido a que correspondieron
a la RVL de estos sistemas, determinada mediante barridos de amplitud.

La informacion proporcionada por los barridos de frecuencia puede ser utilizada
para caracterizar o clasificar una dispersion. Las cuatro clasificaciones mas
comunes son: solucion diluida, solucién concentrada o sistema de red
enmarafada, gel débil y gel fuerte. Una solucién diluida muestra valores de G”
mayores que G” en todo el rango de frecuencia, a pesar de que ambos modulos
se aproximan a frecuencias mas altas. El sistema de red enmarafiada muestra
curvas de G” y G’ que se intersectan a la mitad del rango de frecuencia
indicando una clara tendencia a un mayor comportamiento viscoelastico sélido
a altas frecuencias (Ross-Murphy, 1984; Steffe, 1996). Los geles débiles
presentan valores de G’ mayores que aquellos de G”, encontrandose estos
modulos casi paralelos uno respecto a otro. Los geles fuertes exhiben valores
de G’ mayores que aquellos de G”; sin embargo, G’ tiene una pendiente de ~0 y

G” presenta un minimo a frecuencias intermedias (Clark y Ross-Murphy, 1987).
73



Los cambios en G’ y G” de los distintos CS y emulsiones como funcién de la
frecuencia se muestran en las figuras 11 a 13, pudiendo observarse diferencias

de acuerdo al tipo de pectina acomplejada con WPH.

(@) 1000+
1003

10+

0.1 1 10 100

Frecuencia (Hz)

Frecuencia (Hz)

Figura 11. Variacion de los médulos G’ (simbolos rellenos) (a) y G” (simbolos vacios) (b) del

CSwpH, pc Y de micro y nanoemulsiones formadas con este complejo a pH= 4.25, durante el

barrido de frecuencia. CSypy, pc (m), Epc, 4000 (®), Epc, 3000 (A ), Epc, 2500 (#), Epc, 160 (%), Epc, 80 (@)

Y Epc, 30 (P).
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Figura 12. Variacion de los médulos G’ (simbolos rellenos) (a) y G” (simbolos vacios) (b) del

CSweh, pr26 Y de micro y nanoemulsiones formadas con este complejo a pH= 4.25, durante el

barrido de frecuencia. CSwew, pr2s (), Ept26, 4000 (®), Ept26, 3000 (A), Ept26, 2500 (#), Ept26, 160 (%),

Err26, 30 ( W) Y Epra, 30 ().
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Figura 13. Variacién de los médulos G’ (simbolos rellenos) (a) y G” (simbolos vacios) (b) del

CSweh, ptso Y de micro y nanoemulsiones formadas con este complejo a pH= 4.0, durante el
barrido de frecuencia. CSwph, prso (W), Eprso, 4000 (@), Eptso, 3000 (A), Eprso, 2500 (#), Eprso, 160 (%),

Eprso,80 (@) Y Eprso, 30 (P)-
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Los médulos G’ y G” del CSwph, pc Y las Epc (Figura 11) fueron fuertemente
dependientes de la frecuencia, incrementando sensiblemente conforme esta
ultima se elevd. Solamente a bajas frecuencias (< 5 Hz) fue posible distinguir
diferencias en los valores de G’ del CSwpn, pc Y las Epc, Observando que
Gnicamente la Epc, 30 exhibio valores de G° mayores a los presentados por el
CSweH, rc, probablemente debido al reducido tamafio de gota de esta emulsion.
Los valores de G” fueron mas altos que aquellos de G’ a frecuencias menores a
5 Hz, pero a frecuencias mayores las curvas de G’ traslaparon a aquellas de
G”, debido a que las pendientes de las curvas del primero fueron mayores que
aquellas de las curvas de G”. El comportamiento descrito indica que el CSwpy,
pc Y las Epc presentaron comportamiento viscoelastico predominantemente
liquido a bajos valores de frecuencia; mientras que exhibieron comportamiento
predominantemente soélido a frecuencias relativamente altas. Murillo et al.
(2011) informaron que el traslape de G’ sobre G” en ciertos rangos de
frecuencia en emulsiones dobles estabilizadas con complejos biopoliméricos,
puede relacionarse a una estructura consistente en una red embebida en una
matriz mas suave, y la rigidez en esas regiones puede ser producida por
entrecruzamiento quimico o fisico (Rodriguez-Gonzalez et al., 2004). De
acuerdo al comportamiento de G’ y G” como funcién de la frecuencia, el CSypy,
pc Y las Epc pueden ser clasificados como soluciones concentradas o sistemas
de red enmarafados (Ross-Murphy, 1984; Steffe, 1996)

Los médulos G’ y G” de los CSweH, pt26 Y CSwpH, pr2s Y de las Eproe Y Ep1so
(figuras 12 y 13) mostraron sensiblemente menor dependencia de la frecuencia,

que aquellos correspondientes al CSwen pc Y las Epc (Figura 11). En adicion, los
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valores de G’ de los CSwpn, pr2s Y CSweh, pr2s Y de las Eproe Y Eprso fueron
mayores a aquellos de G” en todo el rango de frecuencia estudiado, no
existiendo traslape entre sus curvas. Estos resultados indican que estos
sistemas dispersos presentaron comportamiento viscoelastico
predominantemente sélido y que su estructura correspondio a la de geles
débiles (Clark y Ross-Murphy, 1987). Martinez-Ruvalcaba et al. (2007) y
Hesarinejad et al. (2014) mencionan que geles débiles, muestran médulos G’ y
G” con ligera dependencia de la frecuencia, siendo los valores de G’ superiores
a los de G” en todo el rango de frecuencia.

Es interesante sefalar, que las Eptos ¥ Eprso mostraron valores de G’ y G”
mayores que los presentados por l10s CSwen, pt26 Y CSweH, pT26, COMportamiento
gue fue mas evidente a frecuencias relativamente bajas y conforme disminuy6
el tamafo de gota. EI comportamiento sefialado, contrario al observado en las
Epc vy el CSwen, pc, indica que la presencia de gotas de aceite emulsionadas y
estabilizadas con los CSweHn, p126 Y CSweH pr26, resultaron en arreglos
estructurales en las en las Epts Y Eptso con propiedades viscoelasticas
aumentadas, en comparacion con las presentadas por 10s CSwen, pr26 Y CSweh,
pT26 SOI0S. Esto es, las gotas de aceite actuaron como agentes de relleno que
reforzaron la estructura de gel de los CS. Se ha informado que la contribucién
de las gotas de aceite a las propiedades reoldgicas de emulsiones geladas
aceite-en-agua, depende de la concentracion y de las propiedades mecanicas
de las gotas de aceite; asi como de la naturaleza de las interacciones gotas de
aceite-matriz gelada (Chen et al., 2000). Diferencias en el comportamiento

reologico de las Ept26 Y Eptso, respecto a la Epc, pueden explicarse en términos
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de diferencias en las interacciones a través de la interfase entre las gotas de
aceite y la matriz gelada., siendo mas fuertes las ocurridas en las Ept26 Y Eptso0.
Disminuciones en ds, de las emulsiones, resultaron en un mayor nimero de
gotas de aceite por unidad de volumen y en consecuencia en un mayor numero

de interacciones en la interfase.

6.6.3. Curvas de flujo

Cuando se aplica un esfuerzo de corte se provoca una ruptura de la estructura
del material bajo estudio, lo que provoca que exhiba un comportamiento
dependiente del corte (Darby, 1996). Los perfiles de viscosidad aparente (nap)
versus tasa de corte para los distintos CS y emulsiones (figuras 14 a 16) fueron
similares y estuvieron caracterizados por una region Newtoniana a bajas tasas

de corte y una regién adelgazante al corte a mayores tasas de corte.

1003

10 4

0.1

Viscosidad aparente (Pa.s)

0.0H

0.0013

T T LR | LA |
0.001 0.01 0.1 1 10 100 1000
Tasa de corte (1/s)

Figura 14. Cambios en la viscosidad aparente como funcién de la tasa de corte de CSyph, prso Y

de micro y nanoemulsiones formadas con este complejo a pH= 4.25. CSypn. pc (m), Epc, 4000 (@),

Erc, 3000 (A), Epc, 2500 (#), Epc, 160 (%), Epc 80 ( ®) Y Epc, 30 ().
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Figura 15. Cambios en la viscosidad aparente como funcion de la tasa de corte de los CSyp,

p126 Y de micro y nanoemulsiones formadas con este complejo a pH= 4.25 CSypy, p126 (m), Epr2s,

4000 (.)r EPTZG, 3000 (A)v EPT26, 2500 (‘): EPT26, 160 (*)1 EPT26, 80 ( ' y EPTZG, 30 (»)

Viscosidad aparente (Pa.s)

100+

0.1
0.014

0.001 4

10 5 :

0.001

0.1 1 10 100 1000

Tasa de corte(1/s)

Figura 16. Cambios en la viscosidad aparente como funcién de la tasa de corte de los CSypn

p1s0 Y de micro y nanoemulsiones formadas con este complejo a pH= 4.0. CSypy, prso (m), Eprso,

4000 (.)r EPTSO, 3000 (A)v EPTSO, 2500 (‘)1 EPTSO, 160 (*)1 EPTSO, 80 ( .) y EPTSO, 30 (»)
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La presencia de una region Newtoniana es tipica de materiales caracterizados
por una viscosidad estructural, la cual se forma en reposo o0 en estado de
equilibrio. La aplicacion de pequefios esfuerzos provoca rupturas vy
reformaciones en las estructuras ordenadas, las interacciones cadena-cadena
se rompen y se reforman llegando a un equilibrio; el resultado es que la
viscosidad permanece constante.

El comportamiento adelgazante de corte asociado con disminuciones
progresivas de mnap, puede ser explicado por la alineacion de las moléculas de
los biopolimeros con el campo de corte, asi como por la ruptura de
interacciones entre cadenas de biopolimeros o interconexiones entre
macromoléculas (McClements, 1999; (Bortnowska et al., 2014). En esta region
la velocidad de reformacion de las interacciones inter-cadenas es menor que la
velocidad de ruptura y el resultado neto es una disminucion en la ngp al
incrementar la tasa de corte (Singthong, et. al., 2004). EI comportamiento de
viscosidad como funcion de la tasa de corte presentado por los CS vy las
emulsiones es caracteristico de muchos fluidos no—Newtonianos, tales como
fluidos poliméricos, emulsiones dobles, dispersiones floculadas y coloides
(Murillo et al., 2011).

El modelo que ajusté mejor los datos de nap como funcion de la tasa de corte

fue el de Ellis, ecuacién 3 (R? = 0.83 a 096) (Steffe, 1996):

_ Mo
nap - [1+()\y)2 ] p (3)

Donde nap= viscosidad aparente; no= viscosidad inicial a bajas tasas de corte;
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A= es un tiempo constante asociado al tiempo que toman los polimeros en
solucion para recuperarse del estiramiento y deformacion provocados por el
esfuerzo aplicado en todo el rango de tasa de corte; y= tasa de corte y p= indice
de adelgazamiento al corte (Steffe, 1996).

El analisis de varianza multifactorial de los valores de la ecuacion de Ellis es
presentado en los cuadros 8 a 10. Las Epc mostraron valores de no, Ay p

menores (p < 0.05) que aquellos mostrados por las Epr2s Y Eprso

Cuadro 8. Analisis de varianza multifactorial de la viscosidad inicial (no,

(Pa.s) de micro y nanoemulsiones.

Tipo de pectina ds 2 inicial promedio (nm)

PC PT26 PT50 | 37.7 102.7 203.2 2598.9 3022.2 4114.0

3.22 31.4° 226° |42.4° 275® 132% 106*® 9.2° 11.32

Pc: pectina citrica, PT,s: pectina de tejocote accesion 26, PTsy: pectina de tejocote accesion 50.
Superindices distintos en la misma fila indican que las medias difirieron significativamente (p <

0.05).

Cuadro 9. Andlisis de varianza multifactorial del tiempo de relajacion (A, s)

de micro y nanoemulsiones.

Tipo de pectina ds 2 inicial promedio (hm)

PC PT26 PT50 |37.7 102.7 203.2 2598.9 3022.2 4114.0

284.3* 746.1° 838.0° |588.4° 562.3* 475.3* 639.7*° 600.0° 871.0°

Pc: pectina citrica, PT,g: pectina de tejocote accesion 26, PTsy: pectina de tejocote accesiéon 50.
Superindices distintos en la misma fila indican que las medias difirieron significativamente (p <

0.05).
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Cuadro 10. Analisis de varianza multifactorial del indice de

adelgazamiento al corte (p) de micro y nanoemulsiones.

Tipo de pectina ds 2 inicial promedio (nm)

PC PT26 PT50 | 37.7 102.7 203.2 2598.9 3022.2 4114.0

0.2% 03> 03 |03 0.22 022 0.32 0.32 0.32

Pc: pectina citrica, PT,s: pectina de tejocote accesion 26, PTs: pectina de tejocote accesion
50. Superindices distintos en la misma fila indican que las medias difirieron significativamente (p

< 0.05).

Estos datos indican que en términos generales las Epr2s Y Eprso fueron sistemas
dispersos inicialmente mas estructurados, con mayor consistencia; evidenciada
esta Ultima por sus valores de no del orden de 7 a 10 veces mayores que
aquellos presentados por las Epc. Las diferencias en los valores de no de las
emulsiones pueden ser atribuidas a diferencias en las viscosidades producidas
por las distintas pectinas. Es conocido que las dispersiones acuosas de
pectinas de tejocote muestran viscosidades méas elevadas que aquellas
exhibidas por las pectinas de origen citrico (Li et al., 2008).

El valor de A proporciona un orden de la tasa de corte critica que marca el final
de la region Newtoniana y el establecimiento de la regién adelgazante al corte
(Rao, 1999); asi, valores bajos de A en las Epc indican que su estructura sufrié
ruptura a tasas de corte menores a aquellas necesarias para las estructuras de
las Ept26 ¥ Ep1s0. El parametro p tiende a valores de 1-n, donde n es el indice de
comportamiento de flujo de la Ley de la Potencia (Rao, 1999). El mas bajo valor

de p para las Epc indica que su comportamiento adelgazante fue menor al
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presentado por las Epr2s Y Eprso. Diferencias en los valores de los parametros
reologicos del modelo de Ellis, presentados por la Epc, respecto a aquellos
mostrados por las Ept2s Y Eprso, COrroboraron que las pectinas de tejocote
contribuyeron de forma diferente a la estructura de las emulsiones, en
comparacion con la Pc.

El tamafio de gota influyd significativamente sobre los valores de no, pero no
sobre los valores de A y p (cuadros 8 a 10). Las microemulsiones,
independientemente de su tamafio de gota, mostraron valores de mp
comparables (p > 0.05); sin embargo, las nanoemulsiones presentaron
incrementos en los valores de np al disminuir su tamafio de gota (Cuadro 9),
existiendo una diferencia significativa entre los valores correspondientes a las
Ezoo ¥ Es7. Estos resultados indican que valores muy bajos de ds, influyen
marcadamente en la estructura y las propiedades mecénicas de las emulsiones,
a través de la formacion de una estructura mas densa y particulas mas
pequefias (Mousazadeh et al., 2013). Noor EI-Din et al. (2013) informaron un
aumento significativo en la viscosidad de emulsiones estabilizadas por agentes
tensoactivos iénicos cuando el tamafio de gota se redujo, atribuyéndolo a
alteraciones en la relacion entre el espesor de la capa de Debye y el diametro
de las gotas, causando ello un aumento "virtual" en la concentracion de las
gotas. Weiss y McClements, (2000) encontré que nanoemulsiones con una
concentracion de aceite del 25 % en peso, estabilizadas con dodecil sulfato de
sodio (DSS), presentaron comportamiento reoldgico similar a la de emulsiones

convencionales (micro-) conteniendo mas del 70 % en peso de aceite.
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VII. CONCLUSIONES

Los valores de pH o6ptimos para la formacion de complejos solubles entre
hidrolizado de proteina de lactosuero (WPH) y pectinas de tejocote
accesiones 26 y 50, y pectina citrica (CSwen, pr26: CSwenH, P50 Y CSweH, pc,
respectivamente), usando una relacion en peso WPH: pectina de 6: 1, fueron

4.25, 4.0 y 4.25, respectivamente.

Mediante el uso de los CSwpn: p COMO agentes emulsificantes/estabilizantes
y la aplicacion de distintas condiciones de homogeneizacion, con o0 sin
sonicacién, se logré obtener microemulsiones con tamafio de gota, medido
como didmetro volumétrico-superficial medio (ds»), de alrededor de 4000,
3000 y 2500 nm; asi como nanoemulsiones con tamafios de gota de

alrededor de 200, 100y 30 nm.

Todas las emulsiones (E) fueron estables durante 35 dias de
almacenamiento; no obstante, aquellas con diametro volumétrico-superficial
medio (ds2) < 100 nm, y en particular aquellas estabilizadas con los CSypy,

p126, CSweh, pTs0, SUfrieron la variacion mas pequefia de tamafio de gota.

Ambos, el tipo de pectina y el tamafio de gota, influyeron sobre las
propiedades reoldgicas de las emulsiones. Asi, las Eprs Y Eptso mostraron

viscosidades aparentes y propiedades viscoelasticas relativamente elevadas
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y un comportamiento reologico predominantemente solido; mientras que las
Epc presentaron viscosidades aparentes y propiedades viscoelasticas muy

bajas y un comportamiento reologico predominantemente liquido.

Disminuciones en el tamafio de gota en el rango nanométrico, resultaron en
incrementos en los valores de los mdédulos elastico y viscoso de las

nanoemulsiones.

A partir de los resultados de estabilidad y reoldgicos se puede inferir que las
PT, y PTso de tejocote acomplejadas a WPH, contribuyeron a la formacion
de micro y nanoemulsiones estables, con propiedades mecéanicas superiores

a aquellas formadas usando Pc acomplejada con WPH.
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