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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue
determinar la morfologia, la
estabilidad y las propiedades
reoldgicas de emulsiones mdltiples
W31/O/Wy(EM)al usar complejos
proteina de lactosuero(WPC)-
carboximetilcelulosa (CM) como
peliculas interfaciales. Los valores
de relacibn en peso WPC:CMC
(Pwpc:Pcme) Yy de pH de interaccion
(pH;) para generar complejos WPC-
CMC, fueron establecidos mediante
determinaciones de potencial Zeta
y turbidimetria.

Se prepararon doce variaciones de
EMvariando los siguientes factores:
pHi (3.7, 4.0 y 4.3); relacion
PWPC:PCMc(Zl Yy 31) e
incorporacion secuencial (SE) vy
mixta (MI) de los biopolimeros.

Las EM obtenidas estuvieron
formadas por gotas de aceite
teniendo 2.6 a 5.5 um de didmetro
volumétrico-superficial(Ds ), las
cuales contuvieron  numerosas
gotas de agua (0.2 um de
didmetro). El tamafio de gota, la
estabilidad y las propiedades
reolégicas de las EM fueron
significativamente afectados por los
factores de preparacion estudiados.
Asi el valor de pH; mas alto (4.3),
una relacién Pypc:Pcuc de 2:1 y la
incorporacion SE de WPC y CMC
resultaron en EM mostrando los

SUMMARY

The aim of this work was to
determinate the morphology,
stability, and rheological properties
of multiple emulsions W1/O/W,(EM)
using whey protein concentrate
(WPC)-carboxymethylcellulose

(CMC) complexes as interfacial
films. WPC:CMCweight ratio
(Pwpc:Pcmc) andinteraction pH (pH;)
values to generate WPC-CMC
complexes were establishedby Zeta

potential and turbidimetry
determinations.
Twelve EM variations  were

prepared varying the following
factors: pHi(3.7, 4.0 vy 4.3);
Pwpc:Pcmcratio  (2:1  and3:1),and
sequential (SE) and mixed (MI)
incorporation of the
biopolymers.The EM obtained were
formed by oil droplets having 2.6 to
5.5 um of volume-surface diameter
(D32), which contained numerous
water droplets(0.2 um of diameter).
The droplet size, stability and
rheological properties of the EM
were significantly affected by the
studied preparation factors.Thus,
the highest pH; value (4.3), a
Pwpc:Pcmcratio of 2:1, and SE
incorporation of WPC and CMC
resulted in EM showing the highest
values (p < 0.05) of elastic and
viscous moduli (G and G”,
respectively ), consistency index (K)




valores mas altos (p < 0.05) de
modulos eldstico y viscoso (G'y G”,
respectivamente), indice de
consistencia  (K) y  caracter
pseudoplastico. La estabilidad de
las EM fue mejorada al usar un
pHide 4.3, una relacion
Pwpc:Pcucde 2:1 y la incorporacién
SE de WPC y CMC.

Palabras clave: emulsiones
multiples, carboximetilcelulosa,
proteina de lactosuero, complejos
biopoliméricos, Reologia.

and pseudoplastic character. EM
stability was improved using a pH;
of 4.3, a Pwpc:Pcwmcratio of 2:1, and
SE incorporation of WPC and CMC.
Key words: multiple emulsions,
carboxymethylcellulose, whey
protein, biopolymer complexes,
Rhelogy.
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1. INTRODUCCION

Avances en el campo de la Biotecnologia han permitido el descubrimiento de
numerosos compuestos bioactivos con beneficios potenciales importantes para
la salud del ser humano; siendo sefalada la ruta oral como la forma mas
conveniente para su administracion (Delie y Blanco-Prieto, 2005). Puesto que la
biofuncionalidad de los compuestos bioactivosdepende en gran medida de la
preservacion de su naturaleza hasta alcanzar su sitio activo, se requiere de la
disponibilidad de sistemas dispersos grado alimenticio que constituyan
reservorios y matrices, que permitan su proteccion y regulen la velocidad de su
liberaciéon (Limet al.,, 2010). Entre estos sistemas pueden citarse micro o
nanocapsulas, peliculas comestibles, complejos biopoliméricos, hidrogeles vy
micro o nanoemulsiones. Comunmente se utilizan biopolimeros individuales o
sus mezclas -polisacéridos y/o proteinas-, como materiales formadores y de
pared de estos sistemas; no obstante, en la gran mayoria de los casos la
funcionalidad esperada no es lograda satisfactoriamente, debido a limitantes en
las propiedades de los biopolimeros y/o a la aplicacion de técnicas basadas
predominantemente en conocimientos empiricos. Asi, las proteinas son
degradadas por las enzimas de los jugos gastrico e intestinal ricos en proteasas
como tripsina y quimotripsina, presentando una vida corta en el tracto
gastrointestinal (Delie y Blanco-Prieto, 2005); en contraste, las proteinas
exhiben excelentes propiedades emulsificantes y formadoras de peliculas. Por
su parte los polisacéridos, en general, no poseen propiedades de actividad
superficial, y no son agentes emulsificantes efectivos, pero son agentes
espesantes que modifican la viscosidad de los sistemas y tienen ademas la
capacidad de formar estructuras tipo gel (Lobato-Calleroset al., 2009). En
adicién, los polisacaridos como las gomas, son considerados como fibra

soluble, por no ser metabolizados por el organismo humano (Pszczola, 2008).

Una alternativa interesante a explorar para el desarrollo de nuevos sistemas de
proteccion y liberacion contralada de agentes bioactivos, la constituye el

desarrollo de complejos biopoliméricos via interacciones electrostaticas



biopolimero-biopolimero. Las propiedades de estos complejos -mecanicas,
térmicas, fisicas, etc.- en general, son mejores que las de los biopolimeros
individuales o sus mezclas (Van de Velde y Kiekens, 2002; Ye, 2008), con la
ventaja adicional de que pueden ser moduladas a través de la variacion de los

factores que intervienen en las interacciones biopolimero-biopolimero.

Para la finalidad en particular de la elaboracién y la estabilizacion de
emulsiones  mdultiples  agua-en-aceite-en-agua  (W1/O/W5), sistemas
termodinamicamente inestables, es factible el aprovechamiento de las
interacciones entre un biopolimero con actividad superficial (de naturaleza
proteinica) y otro con propiedades espesantes y de retencién de agua (de
naturaleza polisacarida). ElI complejo biopolimérico —proteina-polisacarido-
formado en la interfase agua-en-aceite, pudiera dar origen a una pelicula
interfacial gruesa, viscoelastica, que favorezca la formacion y la estabilidad de
gotas de aceite de tamarfios relativamente pequefios y homogéneos (Benichou,
2002). Las propiedades de estas emulsiones, dependeran en gran medida de la
funcionalidad del complejo biopolimérico formado, por lo cual el entendimiento y
el control de las interacciones presentes en complejos biopoliméricos puede
contribuir al disefio de nuevos productos con una estructura, textura y
funcionalidad deseada (Turgeonet al., 2003). En este sentido, las propiedades
reolégicas de las emulsiones multiples, pueden proporcionar bases para el
entendimiento de la estructura y el proceso de formacion de peliculas
interfaciales via interacciones entre las moléculas de los biopolimeros

involucrados (Lobato-Calleroset al., 2004).

Con base en lo expuesto, el objetivo de este trabajo fue determinar la
morfologia, la estabilidad y las propiedades reoldgicas de emulsiones mdltiples
W1/O/W,, al usar complejos carboximetilcelulosa-proteina de lactosuero como

peliculas interfaciales.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

En los paises industrializados, se ha observado en los Ultimos afios una
modificacion importante en los patrones dietéticos de la poblacion, dando
prioridad a una alimentacion orientada a la salud. Las recomendaciones van
dirigidas a la disminucién de la ingesta de alimentos con altos contenidos de
grasa, azucar, colesterol y sodio, lo que ha provocado un gran auge en el
consumo de productos “light” o ligeros (Martinez-Torrijos, 2003), con el fin de
mantener una buena salud en general y reducir el riesgo de enfermedades del
corazén (Akalinet al., 2007). La obesidad en México, va en ascenso, mas de la
mitad de su poblacion tiene sobrepeso y mas del 15 % son obesos,
acentuandose en los nifios, ya que uno de cada cuatro nifios de 4 a 10 afios de
edad tiene sobrepeso o presenta obesidad (Fausto-Guerra et al., 2006). A nivel
mundial, se estima que cerca de 287 millones de nifios para el afio 2010
tendran obesidad y el total de la poblacion obesa podria subir a 700 millones
para el afio 2015 (Donnellyet al., 2008).

2.1.Biopolimeros

En la formulacion de sistemas dispersos; por ejemplo emulsiones, normalmente
se distinguen dos tipos de ingredientes, los emulsificantes y los estabilizantes,
los cuales promuevensuformacion y estabilizacion mediante su accion
interfacial. Los estabilizantes son generalmente macromoléculas (polimeros),
término que comprende a las proteinas y polisacaridos; ambas macromoléculas
contribuyen a la estructura, la textura y la estabilidad de los sistemas
alimenticios (Jafari, 2008). Los agentes emulsificantes y encapsulantes son

llamados también materiales de barrera o de pared.

Las proteinas pueden participar como agentes emulsionantes debido a que
presentan actividad superficial y por tanto influyen en la formacién de espumas

y emulsiones aceite en agua (O/W); mientras que los polisacaridos son

-3-



conocidos como agentes espesantes o gelificantes que modifican y controlan
las propiedades de flujo de la fase dispersante o continua; estos biopolimeros
pueden ser de origen natural o sintético y sus propiedades son mostradas en la
Tabla 1.

Tabla 1. Tipos de materiales de pared utilizados para la microencapsulacionde

distintos ingredientes alimentarios.

Naturaleza Biopolimeros Propiedades

del

biopolimero

Polisacaridos | Pectina, almidén, almidones | Agentes espesantes, blandos

guimicamente modificados, | e insipidos, sus dispersiones

alginatos, carragenina, | acuosas muestran viscosidad
maltodextrinas, jarabes de | variable, proporcionan
maiz, ciclodextrinas y | excelente proteccién a
derivados, sacarosa, | componentes volatiles y sobre

guitosano, gomas vegetales, | todo son de de bajo costo,
carboximetil-celulosa,
metilcelulosa, etilcelulosa,

nitrocelulosa, acetilcelulosa.

Proteinas Gluten, caseinatos, proteina | Agentes emulsificantes,
de suero de leche, grenetina, | exhiben solubilidad elevada en
proteina de soya, albumina. agua y habilidad de interaccion

con el agua.

Fuente: Jafari (2008).

En la mayoria de los sistemas alimenticios tanto las proteinas como los
polisacaridos se encuentran mezclados bajo condiciones que influyen
directamente en su interrelacion y formacion de complejos biopoliméricos;
ejemplo de ello es el pH, la concentracion total yla proporcion en peso entre

-4 -




biopolimeros y la fuerza i6nica. Las condiciones mencionadas definiran el grado
de estabilidad de sistemas dispersos como las emulsiones, mediante

mecanismos estéricos y electrostaticos (Benichou, 2002).
2.1.1. Concentrado de proteina de lactosuero

El concentrado de proteina de lactosuero(WPC) esta constituido
fundamentalmente por las proteinas solubles en el suero lacteo. Estas ultimas
representan alrededor del 20% del total de las proteinas de la leche y estan
compuestas principalmente por la B-lactoglobulina, alactoalbamina, albamina

sérica bovina, inmunoglobulinas y fragmentos de p-caseina (Girardet al., 2002).
2.1.2. Carboximetilcelulosa

La carboximetilcelulosa (CMC) es un polisacéarido anionico lineal derivado de la
celulosa y su solubilidad incrementa en funcion del grado de sustitucion. La
CMC tiene un valor de pKa de 4.0, por lo que puede ser usada para solubilizar
proteinas del suero avalores de pH acidos o para recubrir compuestos a través
de la formacion de complejos insolublesque pueden dar lugar a la formacion de
peliculas(Girardet al., 2002);

2.2.Microencapsulacion

La microencapsulacion desde el punto de vista tecnologico puede definirse
como el proceso de recubrimiento de compuestos, bajo la forma de moléculas,
particulas solidas o globulos liquidos, con materiales de distinta naturaleza,
para dar lugar a particulas de tamafio micrométrico. En algunos trabajos el
objetivo principal delamicroencapsulaciénes la liberacién controlada de sabores,
colores, aromas, perfumes, drogas, fertilizantes, vitaminas, aceites esenciales,
precursores en impresiones, compuestos de actividad bioloégica (ADN,

farmacos, proteinas, probidticos, enzimas, etc.) e incluso células animales o

-5-



vegetales, evitando de tal forma su pérdida por oxidacion ante la luz u oxigeno
o la reaccion con otros compuestos presentes en el alimento.El producto
resultante de este proceso tecnolégico recibe la denominacion de “microesfera”
0 “microcapsula”, dependiendo de cual sea su morfologia y estructura interna.
Las microcapsulas se diferencian de las microesferas principalmente por el tipo
de estructura interna (Figural). En el primer caso, el principio activo, que puede
ser de naturaleza liquida o solida, se encuentra incluido en una especie de
reservorio recubierto por una fina pelicula de material. En el caso de las
microesferas, el principio activo se encuentra altamente disperso bajo la forma
de diminutas particulas o de moléculas en una matriz de material que puede el
mismo del recubrimiento. La obtencidn de un tipo de estructura u otro, depende
de las propiedades fisicoquimicas del principio activo y del material de

recubrimiento, asi como del proceso tecnoldgico elegido (Lopretti, 2007).

Principio activo

7

Capsula

Matriz + Principio activo

-«
=
=5
<
2
=
=
>
=
=)
&,
O
=5

Cépsula

Figura 1. Estructura de microesferas y microcapsulas
Fuente: Lopretti (2007).

2.3.Complejos biopoliméricos

Las mezclas de biopolimeros determinan la capacidad hidrofilica de
unamicrocapsula y por tanto su hidratacion durante el almacenamiento. Su

concentracion en una emulsion esta definida por el tamafio de gota y su
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distribucién unimodal, asi como por su estabilidad en el tiempo. Se ha
propuesto el uso de mezclas de biopolimeros, uno con actividad de adsorcién
superficial (proteinas) y otro con propiedades espesantes y retencion de agua
(polisacaridos), que interactuen entre ellos. El complejo interfacial resultante,
debera dar origen a una membrana gruesa viscoeléstica y a la formacién de
gotas de tamafios relativamente grandes y homogéneos, este resultante da en
principio, una mayor estabilidad a la fase externa de una emulsion doble
(Benichou, 2002). Se ha informado que el uso de polielectrolitos con cargas
opuestas da origen a la formacion de complejos interpoliméricos capaces de
formar y estabilizar emulsiones y espumas (Fredheim y Christensen, 2003).

Las propiedades de las emulsiones no sélo dependen de la funcionalidad de
cada biopolimeropor separado, sino también de las fuerzas de interaccion
proteina-polisacarido, las cuales pueden ser fuertes o débiles, especificas
(enlaces covalentes) o no especificas (ibnicas, dipolo-dipolo, van der Waals,
puentes de hidrégeno, interacciones hidrofdbicas, etc.). El entendimiento y el
control de las interacciones biopolimero-biopolimero puede contribuir al
disefiode nuevos productos con estructura, textura y funcionalidad deseada
(Turgeonet al., 2003).

La determinacion del potencial Zeta -medida de la magnitud de repulsion o
atraccion entre particulas opotencial eléctrico entre el volumen de solucién y el
plano de deformacion alrededor de la particula-tanto de la proteina como del
polisacarido como funcién del pH, permiten obtener el valor de pH en el que la
interaccion entre biopolimeros para formar complejos es Optima. La maxima
interaccion  entre  biopolimeros coincide con la maxima diferencia

estequiométrica de cargas electrostaticas entre ambos (Weinbreck, 2004).

2.4.Tensoactivos



Un tensoactivo es un compuesto quimico o mezcla de compuestos debajo peso
molecular que promueve la formacion de una emulsion y le brinda estabilidad a
corto plazo como consecuencia de su actividad superficial amfifilica. Estos
compuestos poseen una region hidrofilica(afin al agua) y otra lipofilica (afin al
aceite) (Tesch y Schubert, 2002).

Los tensoactivosforman capas monomolecularesen la interfase, aunque en
ciertas condiciones pueden formar multicapas de naturaleza liquido-cristalina,
gue aumenta la viscoelasticidad de la interfase, favoreciendo el procesado y

estabilidad de las emulsiones.

Mufioz (2007) indica que un concepto importante para la seleccion de un
emulsionante o una mezcla de estos es el balance hidrdfilo lipofilo (HLB) (Tabla
2). Los emulsionantes son de naturaleza amfifilica, pero pueden tener una
mayor o menor tendencia a solubilizarse en medio oleoso 0 acuoso,
dependiendo de la proporcion de sus grupos hidrofpilicos (cabezas polares o
grupos etoxilados) e hidrofébicos(cadenas hidrocarbonadaslargas, C = 12) y

pueden clasificarse como sigue:

Tabla 2. Usos de algunos agentes tensoactivosde acuerdo al valor de su
balance hidrofilico-lipofilico (HLB).

.~ HLB USOS
4-6 Emulsionante (agua en aceite)
7-9 Humectante
8-18 Emulsionante (aceite en agua)
13-15 Detergente
15-18 Solubilizante

Fuente: Mufioz (2007).



Si el emulsionante es soluble en agua serd util para la preparacion de
emulsiones O/W y si es soluble en medio oleoso sera util para la formacion de

emulsiones W/O.

Otra clasificacion importante de los agentes tensoactivos se basa en su carga
eléctrica: anidnicos (sales de acidos grasos, estearoil-2-lactato de sodio);
cationicos, anféteros o zwitteriénicos (lecitina) y no idnicos (monoacilgliceroles,
ésteres de 4cidos grasos de sacarosa). También existen tensoactivossintéticos,
derivados de la industria del petréleo (dodecil sulfato de sodio, alcoholes grasos
polietoxilados, sales alquilicas de amonio cuaternarias, alquil-betainas) o
tensoactivosderivados de materias primas alternativas (fosfolipidos a partir de
lecitinas de soya y de huevo, monoglicéridos a partir de grasas y aceites
interesterificados con glicerol, ésteres de sacarosa, ésteres de sorbitan,
polisorbatos, etc). Se utilizan ademas ésteres de monoglicéridos con acidos
organicos del tipo: acético, lactico, diacetiltartarico y citrico, con lo que se logran
emulsionantes con propiedades amfifilicas diferentes a aquellas de los
monoglicéridos (Krog, 1997). Algunos tensoactivos comerciales se muestran en
la Tabla 3.

Tabla 3. Valores del balance hidrofilico-lipofilico (HLB) de algunos tensoactivos
utilizados como emulsionantes en la industria agroalimentaria.

Emulsionante HLB

Acido oleico 1.0
Monoglicéridosacetilados (ACETEM) 1.5
Trioleato de sorbitan (Spam 85) 1.8
Triestearato de sorbitan (Spam 65) 2.1
Monoestearato de propilenglicol 3.4
Monoestearato de glicerol (Monestriol GE) 3.8
Monooleato de sorbitan (Spam 80) 4.3
PoliglicerolPolirricinoleato (Grindsted PGPR) 4.3
Monoestearato de sorbitan (Spam 60) 4.6
Hexadecileterdietoxilado (Brij 52) 5.3
Monoestearato de diglicerido 5.5
Monopalmitato de sorbitan (Spam 40) 6.7




Monoestearato de triglicerol 7.0
Esteres del acido acetil tartarico (Panodan DATEM) 8.0
Monopalmitato de lactoilo 8.1
Monolaurato de sorbitan (Spam 20) 8.6
Dioleato de hexaglicerol 9.0
Laurileterpolietoxilado (Brij 30) 9.7
Trioleato de sorbitan y polioxietileno (Tween 85) 10.5
Triestearato de sorbitan y polioxietileno (Tween 65) 10.9
Oleileterpolietoxilado (Brij 97) 12.4
Monogliceridoetoxilado 13.0
Octifenolpolietoxilado (Triton X-100) 13.5
Monooleato de decaglicerol 14.0
Monolaurato de sorbitanpolietoxilado (Tween 20) 14.9
Monooleato de sorbitanpolietoxilado (Tween 80) 15.0
Monopalmitato de sorbitanpolietoxilado (Tween 40) 15.6
Monolaurato de sorbitanpolietoxilado (Tween 20) 16.7
Oleato de sodio 18
Oleato de potasio 20
Estearoil 2 lactilato de sodio 21

Fuente: Mufioz (2007);McClements (2005).

2.5.Emulsiones

Una emulsion es una dispersion coloidal de dos liquidos inmiscibles. La fase
dispersa se obtiene al romper uno de los liquidos por medios mecanicos en
pequefias gotas entre 0.1 y 10 um, que se distribuyen en la fase continua o
dispersante. Las emulsiones son sistemas termodindmicamente inestables y se
pueden romper a través de diferentes procesos fisicoquimicos, dependiendo de
su composicion, microestructura, etc. (McClements, 2005).Las emulsiones
pueden convertirse en cinéticamente estables en presencia de agentes
tensoactivos (emulsionantes) que se adsorben en las superficies de las gotas y
reducen la tension superficial. Una emulsion estable es aquella que no muestra
cambios notables en el tamafo y la forma de sus gotas, en su estado de
agregacion o en el arreglo espacial, a través de un tiempo de almacenamiento
establecido (Aranberri, 2006).
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Existen dos tipos posibles de emulsiones sencillas, dependiendo cuél fase esté
dispersa en la otra; en una emulsion aceite-en-agua (O/W), el aceite es
disperso en forma de gotas en la fase continua que es el agua y el fenémeno
contrario ocurre en una emulsion agua-en-aceite (W/O). Las emulsiones
multiples o dobles son denominadas “emulsiones de emulsiones”, debido a que
son sistemas de emulsién donde las gotas de la fase dispersa contienen dentro
de ellas otras gotas pequefias dispersas. Cada glébulo disperso en una
emulsién multiple forma una estructura vesicular con un comportamiento simple
0 multiple separado por una capa de aceite o de agua. Un tipo de emulsién
multiple es aquella constituida por agua-en-aceite-en-agua (W1/O/W,) (Garti,
1997).En una emulsién mdultiple agua-en-aceite-en-agua (W1/O/W,) se pueden
encapsular compuestos bioactivos dentro de la fase acuosa interna, de la fase
oleosa intermedia y/o de la fase acuosa externa, haciendo posible el desarrollo
de un so6lo sistema de liberacién conteniendo multiples compuestos bioactivos,
los cuales pueden ser liberados en un sitio especifico, como la boca, estbmago

o intestino delgado (Weisset al., 2006).

Los componentes de una emulsién se distribuyen de acuerdo a su polaridad y
concentracion en el sistema, constituyendo tres regiones principales: fase
interna, fase continua y la interfase; en esta Ultima se localizan las moléculas
amfifilicas que actan como agentes emulsificantes y/o estabilizantes
(Dickinson y Stainby, 1982; McClements, 1999). La proteccion conferida por
estos sistemas a los principios activos incluidos en su fase dispersa es funcién
de la estabilidad de la emulsion, asi como de las propiedades de barrera de los
agentes emulsificantes y/o estabilizantes usados en su preparacion (Garti,
1997). Aun cuando la emulsion se encuentre en equilibrio, existe intercambio
continuo de moléculas entre las diferentes regiones, mas aun cuando existe
alguna alteracion en el medio (temperatura, presion, agitacion mecanica),
modificandose asi la estabilidad de las emulsiones (Dickinson y Stainby, 1982;
McClements, 1999).
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La formacion de una emulsién sencilla puede realizarse en presencia de
emulsificantes de bajo peso molecular y biopolimeros, tales como las proteinas
lacteas (Lobato-Calleroset al., 2002). La emulsién (O/W) es elaborada mediante
homegenizacion de una fase oleosa y una fase acuosa en la presencia de uno o
mas emulsificantes. Durante la homogenizacion, los emulsificantes se adsorben
en la superficie de la gotas recién formadas y reducen la tension interfacial
formando una capa protectora alrededor de las gotas, lo cual ayuda a
protegerlas de la agregacion mediante fuerzas repulsivas (McClements, 2006;
McClements, 2007).

Para la preparacion de una emulsion W1/O/W,, primero se forma una emulsion
interna (W./O) (Figura2) mediante el uso de emulsificantes de bajo peso
molecular, en cuya fase acuosa u oleosa se encuentra solubilizado el principio
activo. Posteriormente, la emulsion multiple W1/O/W,es obtenida a través de la
dispersiéon de la emulsion interna en una dispersion acuosa de biopolimeros con
actividad superficial (Musashinoet al., 2001; Alloucheet al.,, 2003). Los
polisacaridos son usualmente afiadidos a la fase acuosa de emulsiones
alimenticias aceite-en-agua para mejorar su estabilidad al cremado. Su
eficiencia depende de la concentracién del polimero en la fase acuosa, asi
como también de caracteristicas estructurales del polimero en sistema acuoso.
La formacion de una estructura de gel débil del polimero en la fase continua,
causa viscosidades altas en el rango de bajo estrés e imparte propiedades
elasticas adicionales al sistema completo, asi el cremado de la emulsién es
fuertemente inhibido (McClements, 2000).
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Etapa 1

Fase acuosa

N

Aceite + Surfactante lipofilico  Emulsion WO

Etapa 2

Emulsion WO
i S
P LA

Agua + Surfactante hidrofilico Emulsién WO

Figura 2. Diagrama del método de elaboracion de emulsiones mdltiples.

Dickinson y Houg (1996), informaron que conforme se incrementa la relacion
molar emulsificantehidrofilico (Tween 20, monolaurato de sorbitanpolioxietileno)
. proteina, en geles de proteinas de lactosuero conteniendo gotas de aceite
emulsionadas, mas proteina de la interfase es desplazada, lo cual reduce el
modulo elastico del gel. Los autores antes citados, atribuyen este
comportamiento a una reduccion en la extension de las interacciones entre las

gotas de emulsién con la red proteinica.

La morfologia de las emulsiones multiples es variada y suelen presentarse
morfologias denominadas del tipo A, cuyas gotas de la emulsion mudltiple
contienen una sola gota de fase interna; del Tipo B, que presentan un namero

pequefio de gotas internas; y del tipo C, en donde la mayoria de las gotas de la
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emulsion mudltiple contienen varias gotas internas, que por lo general se
encuentran floculadas y cercanamente empacadas (Figura3). De acuerdo a la
aplicacion de la emulsién multiple es el tipo de morfologia que se prefiere; por
ejemplo, si se desea tener un mejor control para la liberacion de una especie,
se prefiere la del tipo C, pues presenta mayor area de transferencia; si sélo se
desea encapsular y proteger algun compuesto, puede emplearse la del tipo B o
A (Florence y Whitehill, 1981).

Tipo A
Tipo B
Fase
Dispersa
Primaria o

Tipo C O °

Fase
Continua
Final

Figura 3. Morfologias de las emulsiones multiples caracterizadas por el nUmero de
gotas de la fase interna.
Fuente:Dickinson y Houg (1996).

2.5.1. Estabilidad de las emulsiones

Existen varios factores que afectan la estabilidad de una emulsion W1/O/W,,
algunos de ellos son: migracion del emulsionante lipofilicode la emulsién interna
(W1/0) a la fase acuosa externa (W5); inversion de fases de la emulsién multiple

W./O/W> a una emulsion sencilla O/W, debido al uso de emulsionante hidrofilico
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en elevadas concentraciones durante la re-emulsificacién de la emulsion interna
en W, lo que causa la formacion de gotas externas tan pequefias que ocurre
una desestabilizacién de las gotas acuosas internas (Selaet al.,1995; Jager-
Lezer, 1997) y migracion de agua entre la fases W; y W5, provocada por las
magnitudes de los gradientes de presibnosmoética entre ambas fases y en
consecuencia dependiente de la naturalezay la concentracion de los
emulsionantes de la fase oleosa y de todos los ingredientesque se encapsulan
en la fase acuosa interna o de aquellos que se separan de lafase acuosa
externa (Ozeret al., 2000).

Otros factores fisicos que intervienen en la estabilidad de las emulsiones son
por un lado, la estabilizacibn por sodlidos finamente divididos, donde las
particulas pequefias de soélidos (sales béasicas de metales y fragmentos
celulares de plantas) pueden estabilizar una emulsion al localizarse en la
interfase de los dos liquidos, donde actuaran como barrera mecéanica para
prevenir la coalescencia de las gotas; la distribucion de las particulas sélidas en
una emulsién depende de las tensiones de interfase del sistema, principalmente
de la tension entre soélido y agua (ySW); la tension entre agua y aceite (YWO) y
la tension entre soélido y aceite (ySO) y por el otro lado, la estabilizacion por
macromoléculas, donde las sustancias de elevado peso molecular (gomas y
proteinas) son capaces de formar peliculas relativamente gruesas alrededor de
las gotas de una emulsion, formando una barrera fisica contra la floculacion y
coalescencia. Cuando estas macromoléculas son proteinas, las moléculas se
extienden y adsorben en la interfase, de forma que sus grupos no polares se
orientan hacia la fase oleosa y los grupos polares hacia la fase acuosa. El
efecto estabilizante sobre la emulsién se ve reflejado sobre las caracteristicas
reoldgicas o viscoelasticas y del grosor de la pelicula proteinica (Fennema,
2000).
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Segun Kabalnov (1998) y Dalgleish (2006), los factores mas importantes que
determinan la estabilidad de una emulsion son: una barrera energética que es
eléctrica en origen y que influye sobre la tasa de floculacion y la distancia, que
en términos finales, separa a las gotas en los agregados tridimensionales, y una
barrera mecanica alrededor de las gotas de la fase dispersa, cuya estructura y
propiedades afectan su resistencia a la ruptura y consecuentemente a la tasa

de coalescencia.

2.5.2. Mecanismos de desestabilizacién de las emulsiones

El proceso de ruptura de las emulsiones puede ocurrir mediante cinco

mecanismos:

Cremado o sedimentacién. Se trata de un proceso causado por la acciéon de la
gravedad y produce un gradiente de concentracién vertical de las gotas, sin
variar la distribucion del tamafio de las mismas. El cremado describe el
movimiento de las gotas hacia la parte superior del sistema, esto es debido a
que la densidad de la fase dispersa es menor que la de la fase continua.

Mientras que en la sedimentacién las gotas migran hacia la parte inferior.

Floculacion. Consiste en la adhesion o agregacion de las gotas dispersas sin
fusionarse, debido a las colisiones provocadas por el movimiento Browniano, y
no existe una variacion en la distribucion de tamafio de gotas. Este proceso es
reversible y estd controlado por un equilibrio global entre las fuerzas de
atraccion electrostaticas, de van der Waals, repulsivas, de tipo estérico y de

hidratacion.

Coalescencia. Involucrala colision o fusion irreversible de las gotas dispersas
para crear gotas mas grandes con la eliminacion de parte de la interfase
liquido/liquido, conduce a una reduccién del area interfacial, y por ende de la

energia libre superficial del sistema. Este cambio irreversible requeriria un
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aporte extra de energia para restablecer la distribucion de tamafio de particula

original.

Engrosamiento de gotas (Ostwaldripening). Se debe al crecimiento de las gotas
mas grandes a costa de las mas pequefias, hasta que estas Ultimas
practicamente desaparecen. Este proceso ocurre a una velocidad que es
funcién de la solubilidad de la fase dispersa en la fase continua y se debe a que
la presion interna de las gotas (presion de Laplace) es mayor en las gotas mas

pequefias.

Inversion de fases. Es el proceso mediante el cual una emulsion de agua en

aceite se convierte en una emulsion de aceite en agua, o viceversa.

En general, el complejo proceso de la inestabilidad de las emulsiones suele
ocurrir mediante la combinacibn de los cuatro posibles procesos de
inestabilidad, los cuales pueden suceder simultaneamente a diferentes
velocidades. La mayoria de las veces, dos de los procesos anteriormente
citados se suelen acoplar; por ejemplo, las velocidades de flotacion en las
emulsiones diluidas son mas rapidas en sistemas floculados que en los no-
floculados, debido al aumento del tamafio de particula flotante en el primer caso
(Aranberri, 2006).

2.5.3. Propiedades de las emulsiones

Las propiedades de las emulsiones mas importantes son: facilidad de dilucion
(generalmente con agua, y en ocasiones con algun disolvente selectivo),

viscosidad, color, estabilidady propiedades mecanicas.

Estas propiedades dependen de las propiedades de la fase continua, el tamafio
promedio de particula de la emulsidn, la relacién entre la fase continua y la fase
dispersa y la tension superficial de la particula. Por lo anterior en la formulacion
de una emulsion, es importante considerar el tipo, cantidad y calidad del
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emulsionante, la relacién entre ingredientes (agente emulsionante y agente
emulsificado) y el orden en que se afladen los ingredientes de la emulsién (Mc
Clements, 2005; Dalgleish, 2006).

2.6.Propiedades reoldgicas

Una mejor descripcion del comportamiento de un sistema disperso como efecto
de su estructura, puede adquirirse mediante los datos de viscosidad aparente
como funcion de la tasa de corte.Lobato-Calleros (1987) define las
caracteristicas mecanicas de un material como el grupo de caracteristicas
fisicas que surgen de la forma en la cual sus componentes estructurales estan
arreglados en una macro y microestructura;estas caracteristicas ademas estan
relacionadas a la deformacion, la desintegracion y el flujo del material, bajo una
fuerza, y se miden objetivamente a través de funciones de masa, tiempo y
distancia (Giese, 2003).

Los alimentos se acompafian de un amplio rango de atributos sensoriales que
estan ligados a su microestructura. EI como se comporta en la boca durante su
consumo; es decir, como es que es percibido por el consumidor, es lo que hace
preferirlo sobre otro; por ello el entendimiento de los factores fisico-quimicos,
microestructurales y fisiol6gicos que gobiernan en tiempo real la percepcion, el
aroma y el sabor de un alimento, durante la accién de comer es muy importante
(Malone et al. 2003).

La reologia es la ciencia de la deformacion y flujo de la materia. En otras
palabras se involucra con la respuesta de los materiales a la aplicacion de
fuerzas y deformaciones. Los conceptos basicos de esfuerzo (fuerza por area) y
deformacion (deformacion por longitud) son importantes para todas las
evaluaciones reolégicas (Tabilo-Munizaga y Barbosa-Canovas, 2005). Todos
los materiales tienen propiedades reoldgicas y el area de aplicacion es

relevante en algunos campos de estudio (Steffe, 1996).
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El esfuerzo es la medida de fuerza por unidad de area superficial, expresada en
Pascales (Pa). La direccion de la fuerza con respecto a la incidencia sobre el
area superficial determina el tipo de esfuerzo. El esfuerzo normal (o) ocurre
cuando la fuerza es directamente perpendicular a la superficie y puede
realizarse durante tension o compresion. El esfuerzo de corte (1) ocurre cuando
la fuerza actua en paralelo a la superficie (Tabilo-Munizaga y Barbosa-Canovas,
2005).

Todo esfuerzo aplicado a un material le produce deformacion. Las
deformaciones pueden ser angulares o longitudinales, segin sea el tipo de
esfuerzo aplicado. Los esfuerzos normales producen deformaciones
longitudinales, que pueden ser alargamientos o acortamientos, dependiendo si
el esfuerzo es de traccion o compresion. Los esfuerzos tangenciales producen

deformaciones angulares (Ibarz y Barbosa-Canovas, 2005).

La deformacion es una cantidad adimensional de la deformacion relativa de un
material; si el esfuerzo aplicado es de tension o compresion, la deformacion se
conoce como ¢ Y si el esfuerzo aplicado es de corte, la deformacion se denota

como y (Tabilo-Munizaga y Barbosa-Canovas, 2005).

Debido a la gran diversidad y comportamiento de los materiales, se toman
puntos de referencia constituidos por sustancias ideales: al solido ideal se le
conoce como solido de Hooke, en memoria de Robert Hooke descubridor de la
elasticidad; mientras que al liquido ideal se le conoce como liquido Newtoniano,
en honor a Isaac Newton (Giese, 2003).

2.7.Clasificacion de los fluidos

De un modo muy general puede hacerse una primera distincion entre fluidos
con comportamiento newtoniano y no newtoniano, segun si su comportamiento

reoldgico puede describirse mediante la ley de Newton de la viscosidad o no.
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Ademas, existen alimentos en los que su comportamiento depende del tiempo
de actuacion del esfuerzo realizado sobre ellos. Los fluidos cuyo
comportamiento es Unicamente funcién del esfuerzo cortante se denominan
independientes del tiempo, y su viscosidad, a una determinada temperatura,
s6lo depende de la velocidad de deformacion. Los fluidos dependientes del
tiempo son aquellos en los que su viscosidad depende, no sélo del gradiente de
velocidad, sino también del tiempo que actia dicho gradiente. Ademas, existen
fluidos que presentan conjuntamente comportamiento de fluido viscoso y sélido

elastico, es decir son fluidos viscoelasticos (Ibarz y Barbosa-Canovas, 2005).
2.7.1. Fluidos newtonianos

Cuando se somete un fluido a un esfuerzo cortante, fluye y se deforma con una
velocidad que crece al mismo tiempo que el esfuerzo cortante. Los liquidos
simples, soluciones verdaderas, disolventes de baja masa molecular,
dispersiones macromoleculares diluidas, soluciones de polimeros que no
interaccionan y pastas con bajo contenido en solidos presentan comportamiento

ideal newtoniano (Ibarz y Barbosa-Canovas, 2005).
2.7.2. Fluidos no newtonianos

Roudot (2004) sefiala que los fluidos no newtonianos pueden clasificarse en
varias categorias relacionadas con los diferentes comportamientos reolégicos;
entre estos, algunos tienen un comportamiento newtoniano, con la diferencia de
que es preciso alcanzar un esfuerzo cortante minimo antes de que se produzca
el flujo. Se les da el nombre de plasticos o plastico de tipo Bingham; los fluidos
pseudoplasticos agrupan a la mayoria de los fluidos no newtonianos, los fluidos
dilatantes tienen un comportamiento reologico opuesto al de los
pseudoplasticos y son aquellos que aumentan su viscosidad al incrementar la
velocidad de corte, no es comun que este tipo de comportamiento se encuentre

en materiales alimenticios, pero puede encontrarse en alimentos que fueron
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adicionados con hidrocoloides (Hegedusicet. al.,2000), y los fluidos plasticos de
tipo Casson estan proximos a los pseudoplésticos pero necesitan un esfuerzo

minimo.
2.7.3. Materiales viscoelasticos

Algunos productos semi-liquidos presentan conjuntamente propiedades de flujo
viscoso y solido elastico, denominandose viscoelasticos. El conocimiento de las
propiedades viscoelasticas es muy Gtil en el disefio y la prediccion de la
estabilidad de muestras almacenadas. Los materiales viscoelasticos presentan
comportamientos caracteristicos que los diferencian notablemente de los otros

fluidos (Ibarz y Barbosa-Canovas, 2005).

Los fluidos a base de leche muestran un comportamiento reoldgico complejo,
dependiendo principalmente de la concentracion de sélidos, la temperatura, y el
estado fisico de sus grasas y proteinas. En leche que no ha sido calentada, los
glébulos de grasa son los que mayormente contribuyen a la reologia de un
producto; sin embargo, durante la elaboracion de bebidas lacteas fermentadas,
donde se somete la leche a un sobre calentamiento, la estructura cuaternaria de
las proteinas cambia, y se producen re-arreglos que dan como resultado la
formacién de un gel compuesto por una compleja red de proteinas, que domina
las propiedades reoldgicas resultantes (Steventonet al., 1990) La acidificacion
de la fase acuosa de la leche convierte a la dispersion coloidal de la leche
(comportamiento liquido) en un agregado suave de comportamiento solido
(Dickinson, 2001).

La percepcion de la consistencia de un producto liguido depende casi
enteramente del esfuerzo cortante que es percibido en la boca. En contraste
con los sistemas newtonianos simples, muchos alimentos fluidos, incluyendo
particularmente aquellos que incorporan polisacaridos, no tienen una viscosidad

Gnica ni invariable, pero muestran un marcado descenso en la viscosidad (n)
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incrementando la tasa de corte. Por lo que escoger apropiadamente el régimen
de corte es un punto central de atencion para relacionar la viscosidad definitiva

de un alimento a aquella percibida en la boca (Rao, 1999).
2.8. Pruebas dindmicas

Se utilizan pruebas dinamicas para evaluar las propiedades de
sistemasviscoelasticos, determinandolos  valores  de: moédulo  de
almacenamiento (G’), que es una medida de la energia de deformacion
almacenada en la muestra durante la aplicacion de esfuerzos cortantes y
representa el comportamiento elastico de la muestra; médulo de pérdida (G”),
que es el valor que mide la energia de deformacion usada en la muestra
durante la aplicacion de esfuerzos cortantes y representa el caracter viscoso de
la muestra (Tabino-Munizagaet al., 2005; Rao, 1999; Steffe, 1996). Si G’ es
mayor que G”, el material se comportard predominante como un sélido; esto es,
las deformaciones pueden ser esencialmente elasticas o recuperables. En
contraste, si G” es mayor que G’, la energia usada para deformar el material es
disipada por el flujo y el material se comporta predominantemente como liquido
(Rao, 1999).

El factor de cedencia tan (8) (G”/G’) revela la proporcién del comportamiento
viscoso al elastico ante la deformacion. Un valor de tan (&) igual a cero
corresponde a una respuesta elastica; si tan (8) es igual a infinito se trata de
una respuesta viscosa y si tan (8) se encuentra mayor a cero y menor a infinito,
el material muestra respuesta viscoelastica (Tabilo-Munizaga y Barbosa-
Céanovas, 2005).

La region viscoelastica lineal, es el rango de amplitud en el cual el médulo de
almacenamiento (G’) es constante. Al seleccionar grandes valores de esfuerzos
y deformaciones, este rango de viscoelasticidad lineal queda fuera, y la muestra

es deformada a tal grado que las uniones secundarias de las moléculas son
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destruidas. La region viscoeldstica lineal se puede determinar a través de
barridos de esfuerzo o deformacion, y la informacion recabada sirve para
realizar otro tipo de analisis, como las pruebas de frecuencia (Steffe, 1996;

Gunasekaran y Mehmet, 2000).

3. OBJETIVOS

3.1.0bjetivogeneral

Determinar la morfologia, la estabilidad y las propiedades reoldgicasde
emulsiones multiples W1/O/W,(EM), al usar complejos proteina de lactosuero

(WPC)-carboximetilcelulosa (CMC) como peliculas interfaciales.

3.2.0bjetivosparticulares

Establecer las condiciones de pH y relacion en peso que permiten la formacion
de complejos WPC-CMC.
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Establecer las variaciones y el proceso de elaboracién de EM, en las los
complejos WPC-CMC sirvan como agentes emulsificantes/estabilizantes de la

interfase aceite-agua.
Determinar la morfologia, la estabilidad y las propiedades reoldgicasde las EM.

Relacionar las caracteristicas de las EM con los factores de formacion

estudiados.

4. MATERIALES Y METODOS

4.1.Materiales

Para la preparacion de los complejos biopoliméricos se utilizé6 concentrado de
proteina de lactosuero(WPC, conteniendo 83.7% de proteina y 6.4% de
grasa,Hilmar8000, Hilmar, California 95324 EUA) y carboximetilcelulosa(CMC,
CMC® CEROL 50 000, Grupo Dermet, S. A. de C. V. México). Los materiales
usados para la elaboracion de las emulsiones mdltiples (EM), ademéas de los
complejos WPC-CMC, fueron CMC, aceite de canola (AC, Maravilla, Aceites,
Grasas y Derivados,S.A. de C.V., México), mono y diglicéridos esterificados con

acido diacetiltartarico como emulsificantehidrofilico (EH, Panodan® SDK
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DATEM, Danisco, S. A. de C. V., México) y ricinoleato de propilénglicol como
emulsificantelipofilico (EL, GRINDSTED® PGPR 90, Danisco S. A. de C. V.,
México). Para ajustar los valores de pH de las dispersiones de los biopolimeros
se usaron acido clorhidrico (HCI) e hidroxido de sodio, ambos en
concentraciones 0.1 N y 0.5 N (J.T. Baker, Xalostoc, Estado de México,
México).

4.2.Métodologia
4.2.1. Determinacién de los valores de potencial Zeta (Z) delos

biopolimeros como funcién del pH.

Se prepararon dispersiones acuosas de WPC (2 % p/p) y CMC (0.5 % p/p), a
temperatura ambiente (20 + 2°C), aplicando agitacion constante durante 2 h.
Posteriormente, las dispersiones se mantuvieron bajo refrigeracion (4 £ 1°C)
durante 24 h para lograr hidratacion completa de las moléculas de los
biopolimeros. Se ajusté el valor de pH de las dispersiones de WPC y CMC en el
rango de 1 a 7, usando disoluciones de NaOH y HCIl, ambas en
concentraciones de 0.1 y 0.5 N y un potenciémetro (Hanna Instruments®,
HI98240; pH/°C Meter R-4-45 FC231D, Padova, Italia). Se determind el

-25-



potencial zeta de las dispersiones usando el equipo Zetasizer Nano ZS90
modelo ZEN3690, Malvern Instruments Ltd., Malvern, Worcestershire, RU). Se
construyeron graficas de potencial Z de los biopolimeros versus pH de sus
dispersiones, y a partir de éstas se determiné el rango de valores de pH, en el
que existi6 una méaxima diferencia en la magnitud de las cargas electroestaticas

de signo contrario de las moléculas de los biopolimeros.
4.2.2. Evaluacién de la formacion de complejos WPC-CMC

La evaluacibn de la formacibn de complejos WPC-CMC se realizé
espectrofotométricamente (Savant y Torres, 2000), variando el valor de pH de
interaccion (pH;) entre biopolimeros en 2, 3, 4, 5y 6 y la relacion en peso
WPC:CMC (Pwec:Pcmc) en 1:1, 2:1, 3:1y 4:1, respectivamente. Para este Ultimo
caso se mantuvo constante la concentracion de CMC en 0.5 % p/p y se vari6
aguella de WPC en 0.5, 1, 1.5y 2 % p/p. Las dispersiones acuosas conteniendo
WPC y CMC se ajustaron a los distintos valores de pH; estudiados y se hicieron
reaccionar a temperatura ambiente. El porcentaje de transmitancia (% T) de las
mezclas WPC: CMC se determind después de 24 h de reposo a temperatura
ambiente usando un espectrofotometro (SpectronicsGenesys 5 UV/Vis,

SpectronicUnicam, Rochester, N.Y. EUA) a una longitud de onda de 600 nm.

La turbidez (1) de las combinaciones WPC:CMC se calculé mediante la
siguiente ecuacion (Skoog, et al. 1995):
(Turbidez) 7 = (%) Ln <IZ)
Donde:
T turbidez(cm™).
L: longitud oOptica (1 cm)
l:intensidad de luz transmitida (%T)

lo: intensidad de luz incidente (100)
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4.2.3. Variaciones de emulsiones multiples (W1/O/W5)

Se prepararon emulsiones mdultiples W./O/W, (EM) usando complejos WPC-
CMC como agentes emulsificantes/estabilizantes de la interfase aceite-en-agua
(O-W,). Las EM difirieron en las siguientes condiciones de formacion de los
complejos WPC-CMC: relacion Pwpc:Pcuc (2:1 y 3:1), valor de pH; entre CMC y
WPC (3.7, 4.0 y 4.3) y procedimiento de incorporacion de CMC y WPC
[incorporacion mixta (Ml) e incorporacion secuencial (SE)]. A las 12 variaciones
de EM resultantes de la aplicacion de un experimento factorial 2x3x2, les fueron
asignados cdédigos EM con subindices que indican la relacién Pwpc:Pcme, €l
valor de pH; y el procedimiento de incorporacion de los biopolimeros (Ml y SE),
respectivamente: EMa.1, p 3.7, mi; EM2:1, pH 4.0, mi; EM2:4, pH 4.3, mi; EM3:1, pH 3.7, mi;
EMa:1, pH 4.0, mi; EM3:1, pH 4.3, Mi; EM2:1, pH 3.7, sE; EM2:1, pH 4.0, sE; EM2:1, pH 4.3, sE; EMa:1,

pH 3.7, SE; EM3:1, pH 4.0, se Y EM3:1, pH 4.3, SE-
4.2.4. Proceso de elaboracion de las emulsiones multiples

Las EM se prepararon mediante un procedimiento de emulsificaciéon en dos
etapas (Lobato-Calleroset al., 2008). En la primera etapa se preparé una
emulsién interna W1/O teniendo 40 g de fase acuosa interna (W) 100 g* de EM
(fraccion en peso ¢1 = 0.4). W, estuvo constituida por 37.8 g de agua destilada,
0.1 g de CMC y 2.1 g de EH; mientras que la fase oleosa (O) estuvo
conformada por 51.47 g de AC y 8.53 g de EL (Tabla 4). La fase acuosa Wise
incorpord gota a gota a la fase oleosa (O) usando un homogenizador (Ultra-
turrax® T50 basic IKA Works, Inc. Wilminton, EUA), operado a 6 400 rpm

durante 5 min.

Tabla 4. Composicién de la emulsion interna (W1/O).

Componente Fase acuosa (W) Fase oleosa (O)
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g 100 g™ g 100 g™

Agua destilada 37.8 -
Emulsificantehidrofilico (EH) 2.1 -
Carboxilmetilcelulosa (CMC) 0.1 -
Aceite canola - 51.47
Emulsificantelipofilico (EL) - 8.53

En la segunda etapa, la emulsién interna W1/O (30 g 100 g™ de EM, fraccién en
peso ¢, = 0.3) fue re-emulsificada en dispersiones acuosas externas (W,, 70 g
100 g* de EM), que variaron en su composicién en biopolimeros y pH, de
acuerdo a lo establecido para cada variacion de EM. Asi, para el caso de las
EM en las que WPC y CMC se incorporaron por procedimiento mixto (Ml), las
fases W, contuvieron 1 0 1.5 g de WPC y 0.5 g de CMC (Pwpc:Pcuc de 2:1y
3:1, respectivamente). El valor de pH de estas fases se ajusté al pH; establecido
para las variaciones de EM mediante laadicion de HCI 0.1 N, inmediatamente
antes delprocedimiento de re-emulsificacion; este Ultimo se realizé6 mediante el

uso delhomogenizador a 4 000 rpm durante 5 min.

Para el caso de las EM en las que WPC y CMC se incorporaron por
procedimiento secuencial (SE), la fase acuosa externa W, fue dividida en dos
sub-fases: W», wpc conteniendo WPC y W5, cuc conteniendo CMC. La fase W,
wpc contuvo 1 0 1.5 g de WPC y la fase W5, cuc contuvo 0.5 g de CMC, para
obtener relaciones de Pwpc:Pcvc de 2:1 o 3:1, respectivamente. La emulsion
W3/O se re-emulsifico en la fase W, wpc operando elhomogenizador a 4 000
rom durante 5 min, y después de 1 h a temperatura ambiente, se adiciond la
fase W5, cvc, incorpordndola mediante homogenizacion a 4 000 rpm durante 5
min. El pH de las fases W>, wpc Y W2, cmc S€ ajustd previamente a los valores
establecidos para cada variacion de EM usando HCI 0.1 N. Todos los procesos
de homogenizacion se realizaron usando un bafio de hielo para mantener la

temperatura por debajo de 40°C.
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Las variaciones de EM se prepararon por triplicado aplicando un disefo

experimental completamente al azar.

4.2.5. Caracterizacion de las emulsiones
4.2.5.1. Determinacion del tamafio de gota de las emulsiones

multiples

El diametro volumétrico-superficial medio (D3 ;) de las gotas de aceite de las EM
fue medido mediante la técnica de difraccion de rayo laser, usando un equipo
analizador de tamafio de particula y gota (Mastersizer 2000 modelo APA2000,
Malvern Instruments, Worcestershire, RU). El diametro lineal medio (Do) de las
gotas de agua de la fase acuosa interna W, de las EM se determin6 usando un
microscopio 6ptico (Olympus BX45, OlympusOptical Co., Tokio,Japon)
acoplado a un sistema analizador de imagen (camara digital Olympus C3030,
OlympusAmerica Inc., EUA y paquete Image Pro-Plus version 4.5, Media
Cybernetics, Inc., L.P., SilverSpring, EUA). Los analisis se realizaron por
triplicado antes de 1 h después de preparadas las emulsiones.

425.2. Determinaciobn de la tasa de coalescencia de las

emulsiones multiples

Se determind la tasa de coalescencia (C) de las EM, para lo cual se
mantuvieron bajo refrigeracion (4 + 1°C) durante 28 dias, periodo durante el
cual se determinaron los valores D3, de sus gotas de aceite y analizaron
variaciones entre los mismos. Para el calculo de la tasa de coalescencia de las

EM se utilizaron las siguientes ecuaciones:

N¢= Ng et
Ni= 6¢210% /rt (D32 t)°
Donde:

N¢: nimero de gotas de aceite mL™ de EM con el tiempo
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No: nimero inicial de gotas de aceite mL™ de EM (antes de 1 h después de
elaboradas)

¢2: fraccion en peso de la fase oleosa (en este caso ¢,= 0.3).

D3 o(t): didmetro volumétrico-superficial medio (um) en el tiempo

t: tiempo (S)

C: tasa de coalescencia (s™)

Para cada emulsion se graficoLn (N;) contra tiempo (s) obteniéndose rectas
cuyas pendientes correspondieron a los valores de C (s™) de las EM. A partir de
los valores de C, las EM se clasificaron en: muy estables (<10™?), estables (10°
-10") e inestables (>10°) (Sherman, 1968).

4.2.5.3. Analisis reolégicode las emulsiones multiples

Las EM se sometieron a pruebas oscilatorias dinamicas en un reémetro Physica
MCR 301 (AntonPaar, Messtechnik,Stuttgart, Alemania. La geometria usada fue
cono-plato (CP50-1-SN5550), en la cual el cono rotatorio tuvo 50 mm de
diametro y un angulo de 1°. La distancia entre cono y plato se fij6 en 0.051 mm
y todas las mediciones se llevaron a cabo a una temperatura de 5°C +1°C,
utilizando un sistema de control y medicion de temperatura Physica TEK 150P.
Muestras de emulsiones (~2 mL) se colocaron cuidadosamente en el plato,
posteriormente se sometieron a barridos de amplitud para determinar la regién
viscoelastica lineal, aplicando una deformacién de 0.01 a 100 % y una
frecuencia de 1 Hz (Sandoval-Castillaet al., 2004). Posteriormente las
emulsiones fueron sometidas a barridos de frecuencia a una deformacion de
0.5%correspondiente, a la region en la que las EM mostraron comportamiento
viscoelastico lineal, y una frecuencia de 0.1 a 10 Hz. Los valores de los modulos
de almacenamiento (G’) y de pérdida (G”) se calcularon mediante el software
del reometro (RHEOPLUS/32 V2.62).
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Para determinar el comportamiento de flujo de las EM, éstas se sometieron a

tasas de corte desde 102 a 10° st

Mediante el software del redmetro se
determind el modelo reolégico al que mejor se ajustaron los datos de las curvas
de viscosidad de las EM, analizando los modelos de Ley de la potencia,

Carreau, Carreau-Yasuda, Casson, Cross y Herschel-Bulkley.

Todas las mediciones reologicas de las emulsiones se realizaron por triplicado

después de 24 h de su elaboracion.
4.2.6. Analisis de datos

Los datos de las variables de respuesta de las EM (D32, C y reoldgicas) se
sometieron a Analisis de Varianza de Clasificacion Simple, y en los casos
pertinentes a pruebas de comparacion de medias de Tukey. Analisis de
Variancia Multifactorial se aplicé a los datos de las EM para determinar cuales
factores (pH, relacion en peso entre biopolimeros, procedimiento de
incorporacion de los biopolimeros y/o sus interacciones) tuvieron efecto
significativo sobre las variables de respuesta evaluadas en las EM. Para cada
factor significativo se utilizaron pruebas de comparacion de medias de Tukey
para determinar cuales medias fueron significativamente distintas de otras. La
significancia se establecidé en p<0.05. El analisis estadistico se realizd con los
paquetes SAS version 9 en espafol (Instituto SAS, 2002) y Statgraphics Plus

software (StatisticalGraphics Corp., Manugistics, Inc., Cambridge, MA).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1.Valores de potencial Zeta de WPC y CMC como funcién del pH

En la Figura 4 y Tabla 5 se muestra la variacion de los valores de potencial Zeta
(2) de las dispersiones acuosas de CMC (0.5 % p/p) y WPC (2 % p/p), como
funcién del pH. Los valores de potencial Z de CMC variaron en el rango de -
6.06 mV (pH=2) a -105 mV (pH=8.0). Las moléculas de CMC exhibieron valores
negativos de potencial Z en todo el intervalo de pH estudiado, debido a la
presencia de grupos carboxilato (-COO’) en su estructura. Los valores de
potencial Z de CMC se redujeron con incrementos en la acidez de sus
dispersiones, debido a disminucién en la ionizacion de sus grupos carboxilato (-
COO), acompafiada de aumento en la presencia de grupos carboxilico (-
COOH) sin carga eléctrica neta. Por su parte WPC presentd valores de
potencial Z que variaron de 21.7 mV (pH=2) a -24.6 mV (pH=8.0). Las proteinas
de lactosuero incluidas en WPC, presentaron una magnitud de carga global de
cero a pH 4.2 (Figura4), indicativa de su punto isoeléctrico (pl). A valores de pH
superiores a 4.2, las proteinas de WPC exhibieron carga negativa, como
consecuencia de la ionizacion de sus grupos carboxilico (-COOH) en grupos
carboxilato (-COQ); en contraste, a valores de pH menores a 4.2, las proteinas
contenidas en WPC adquirieron carga positiva como resultado de la ionizacién
de sus grupos amino (-NH;) en grupos -NHs". Otros autores han informado
valores de potencial Z para dispersiones de WPC, similares a los encontrados
en este trabajo (Weinbrecket al.,, 2004; Jiménez-Alvarado et al., 2009;

Koupantsis y Kiosseoglou, 2009).

En la Figura 4, puede observarse que el rango tedrico de pH en el que las
moléculas de CMC y aquellas de las seroproteinas de WPC pueden
interaccionar con mayor intensidad, comprende valores alrededor de 3 + 0.5,
bajo los cuales las moléculas de WPC se encuentran cargadas positivamente y

aguellas de CMC se encuentran cargadas negativamente. Los valores de
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potencial Z constituyen un criterio para la seleccion del valor de pH al cual
existirh mayor interaccion atractiva entre biopolimeros para la formacién de
coacervados estables (Espinosa-Andrewset al., 2010). Por tanto, la
combinacion de CMC y WPC a valores de pH cercanos a 3, debera inducir la

formacion de complejos biopoliméricos insolubles o coacervados complejos.

Tabla 5. Valores de potencial zeta (+ DE) de las dispersiones de CMC y WPC
como funcioén del pH.

CMC WPC
Potencial Zeta (mV) Potencial Zeta (mV)
2 -6.1 £5.8 21.7£7.5
3 -25.7£3.7 15.9+ 4.7
4 -69.6 £ 3.4 1.76+ 3.8
5 -87.2£3.5 -10.9+3.1
6 -87.6+3.3 -18.5+ 4.7
7 -102 £ 3.8 -23.914.5
8 -105+3.3 -24.615.7
40 1 —e—WPC

20 - =@ CMC
0 PH

S
E
< 20 - 3 4
(]
N a0 -
0
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Figura 4. Variacion del potencial Zeta de las dispersiones de CMC (0.5 % p/p) y
WPC (2.0 % p/p) como funcion del pH.

5.2.Efecto del pH y la relacion en peso entre biopolimeros sobre la

formacion de complejos WPC-CMC

Con el fin de evaluar el efecto de la relacion en peso entre biopolimeros
(Pwpc:Pcmc) v el valor de pHien la obtenciéon de complejos WPC-CMC, se
realizaron determinaciones de turbidez a mezclas de dispersiones de estos
biopolimeros en relaciones Pwpc:Pcuc 1:1, 2:1, 3:1y 4:1, bajo valores de pHi de
2 a 6. Al observar las fotografias tomadas a los tubos en los que se mezclaron
las dispersiones de biopolimeros (Figura 5), puede apreciarse la formacion de
un precipitado de color blanco al mezclar dispersiones de CMC y WPC a un
valor de pHi de 3, en relaciones Pwpc:Pcuc de 3:1y 4:1. La naturaleza de este
precipitado es atribuida a la formacion del coacervado complejo WPC-CMC,
cuya precipitacion o insolubilizacion puede explicarse como resultado de la
neutralizacion de las cargas eléctricas de las moléculas involucradas en su
formacion. Cuando se mezclan biopolimeros en una relacion en peso y valor de
pH en los que las cargas opuestas de sus moléculas presentan magnitud
similar, la fuerza de atraccion entre éstas es maxima y una interaccion intensa
se desarrolla. En este punto, los grupos ionizados de ambos biopolimeros son
mutuamente neutralizados llevando a la formacion de complejos insolubles

(Espinosa-Andrewset al., 2010).

Para relaciones Pwpc:Pcuc de 1:1 y 2:1 también a un valor de pH de 3, puede
observarse una marcada aparicion de turbidez, pero no la formacion de un
precipitado, indicando ello una neutralizacion incompleta de las cargas
eléctricas de las moléculas de CMC y WPC. Valores de pH; menores o mayores
a 3 estuvieron relacionados con la aparicion de turbidez en menor grado que la
observada a pH 3, relacionada con la formacion de complejos parcialmente
solubles de WPC-CMC. Los resultados expuestos pueden ser apreciados
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mediante la variacion de los valores de turbidez de las mezclas WPC-CMC
(Figura6), pudiendo confirmarse que condiciones de pH de 3, previamente
determinado como el valor de pH en el que los biopolimeros presentaron
magnitudes elevadas en sus cargas de signo contrario, y relaciones
Pwec:Pcucde 3:1y 4:1, rindieron la formacién de un coacervado complejo entre
las moléculas de estos biopolimeros. Ha sido demostrado que biopolimeros
cationicos y anionicos pueden formar complejos solubles e insolubles
dependiendo del pH de la solucion y de las relaciones en peso de los
biopolimeros en la mezcla, como una funcién de la carga neta del complejo
(Vinayahanet al., 2010).

1WPC:1CMC 2WPC:1CMC

3WPC:1CMC
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Figura 5. Fotografias de mezclas de concentrado de proteina de lactosuero y
carboximetilcelulosa en diferentes relaciones en peso entre biopolimeros y valores de
pH.
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Figura 6. Valores de turbidez de mezclas de concentrado de proteina de lactosuero y
carboximetilcelulosa en diferentes relaciones en peso entre biopolimeros y valores de
pH.

5.3. Tamafio de particula y tasa de coalescencia de las emulsiones

multiples

La emulsion interna (W1/O) ¢1-0.4(Figura?) estuvo formada por pequefias gotas
de agua distribuidas en la fase oleosa continua. La estabilidad de las
emulsiones depende de la distribucion de los tamafos de las gotas, el estado
de agregacion de las mismas y de la reologia de la fase continua. La
distribucion del tamafio de las gotas se determina a partir de la energia aplicada
durante la emulsificacién y la naturaleza y la cantidad del agente emulsificante
(Dickinson, 1992). Para el caso especifico de las emulsiones
internas,elemulsificantelipofilicotiene el papel de mayor importancia debido al
caracter oleoso de la fase continua. Durante la preparacion de las emulsiones
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internas W1/O, las moléculas del emulsificantelipofilico usado, ricinoleato de
propilénglicol, se difundieron a la interfase agua-aceite, disminuyendo la tension
interfacial y confiriendo estabilidad a las gotas recién formadas(Pomeranz,
1991). En emulsiones W;/O las cadenas lipofiicas de los
emulsificanteslipofilicos adsorbidos a la superficie de las gotas de agua,
penetran en la fase oleosa continua, ocurriendo interacciones
hidrofébicasemulsificante-fase oleosa llamadas fuerzas de atraccion de van der
Waals(Pomeranz, 1991). El proceso descrito, resulta en la formacién de una
pelicula superficial que confiere estabilidad a la emulsion. La pelicula del
emulsificantelipofilico se extiende sobre el lado oleoso y la fase acuosa queda
encerrada en forma de pequefias gotas. En contraste, las moléculas del
emulsificantehidrofilico usado, mono y diglicéridos esterificados con acido
diacetiltartarico, se difundieron a la interfase, penetrandoa la fase acuosa
mediante interacciones dipolo-dipolo (Pomeranz, 1991; Dickinson, 1992; Owusu
y Zhu, 1996).

El diametro lineal medio (D1,) de las gotas de agua de la fase acuosa interna
W; en la fase oleosa fue de 0.2 £ 0.05 um. En la Figura 7 se muestra una

microfotografia de la emulsion W,/O.
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Figura 7.Microfotografia de la emulsion interna (W4./O). (Amplificacién 100x).

Las emulsiones multiples (W1/O/W,) consistieron de gotas de aceite de
emulsion interna W1/O (¢1, 0.4) conteniendo numerosas gotas pequefias de agua,
dispersas en una fase acuosa externa W3 (¢2, 03) (Figura8). La presencia de
numerosas gotas de agua en las gotas de aceite, fue la caracteristica
morfologica que permitié clasificar a las emulsiones multiples, como del tipo C.
Cuando las gotas de emulsion interna contienen una sola gota de fase dispersa,
la emulsibn mudltiple se clasifica como tipo A; cuando la emulsion interna
contiene pocas gotas de fase dispersa, la emulsion multiple se consideran de
tipo B y cuando la emulsidon interna contienen numerosas gotas de fase

dispersa, la emulsion mdltiple se clasifica como tipo C (Garti, 1997).

Figura 8. Microfotografia de las gotas de aceite de la emulsion EMy1, pn 43 se.
(Amplificacion 100 x).

La fase acuosa W, usada para la preparacion de las distintas variaciones de
EM se ajusté a valores de pH de 3.7, 4.0 o0 4.3; debido a que estos valores

fueron previamente determinados como adecuados para la obtencion de EM
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estables. El uso de valores de pH mas cercanos a 3, valor en el que ocurre la
méaxima interaccion entre WPC y CMC, fueron descartados por no dar lugar a la
formacion de EM estables, como resultado de la insolubilidad del complejo
WPC-CMC formado.

Las gotas de aceite de las EM mostraron didmetros volumeétricos superficiales
medios (D3 ) iniciales en el rango de 2.6 um (EMz.1, pH 4.3, mi) @ 5.5 um (EMa:1, pn
37, se) (Tabla 6 , Figura 9 ). En la Figura 9 puede apreciarse que en general las
EM exhibieron buena estabilidad durante los primeros 8 d de almacenamiento,
después de lo cual se observaron variaciones en los valores D3, de sus gotas
de aceite mas o menos pronunciados; siendo las emulsiones EMa.1, pH 3.7, mi,
EM2.1, pr a0, mi Y EM2.1, pH 3.7, se, 1@S que mostraron variaciones importantes en el

tamafo de gota después de 13 d de almacenamiento.

Tabla 6. Valores del didmetro volumétrico-superficial (Ds,) y tasa de

coalescencia (C) (xDE) de las emulsiones multiples.

Variacion de

D, , (pm)

Emulsion
1h

EM 12 pH 3.7, M 3.5 +0.0%A 28.1+2.12° 3.1 E%®+2.8E
EM 1.2, pH 4.0, i 2.7 +0.194 13.7 +1.6"® 21E%+1.7E%P
EM 1.2 pHa3 mi 2.6+0.09% 3.6 +1.1%8 1.7 E9747.0 E99¢0e
EM 1.3 pr37, mi 3.2+0.1°%A 2.4 +0.0® 2.8 E07+1 4 pO8cde
EM 1.3 pH 4.0, M 2.6 +#0.19* 3.8+1.6° 3.3 E%+1.7 %8
EM 13 pH 4.3, M 2.7 #0.19* 2.2 +0.0%4 1.6 E7+4.7 %%
EM 12 pH3.7 SE 5.5 +0.1%" 7.6+0.9°F 45E%+2 7 E®C
EM 1.2 pH 40, SE 4.1+0.1°* 4.1 +0.1%A 1.1 E+5.7 0%
EM 1.2 pH43 SE 3.6+0.1°" 3.9 +0.494 4.0 E%+8.1 E'0¢
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EM 1.3 pr37 SE 2.9 +0.0%9A 3.8 +0.79A 1.1 E%+ 5.7 g0%e
EM 1.3 pH a0, SE 2.8+0.4"9A 3.4 +0.594 1.2 E%+58 %%
EM 13 pras, s 3.2 +0.3% 4.1+0.5® 2.3 EV+1.4 g%

2 boed et 9gyperindices distintos en la misma columna indican que las medias difieren

significativamente (p<0.05).

A BSuperindices distintos en la misma fila indican que las medias difieren significativamente (p <

0.05).

EM: emulsiéon mudltiple; 2:1 y 3:1: relacion Pcyc:Pwec; MI: incorporacién mixta de WPC y CMC;

SE: incorporacion secuencial de WPC y CMC.

Las EM presentaron valores de tasa de coalescencia (C) en el rango de 4.0 E®

a 3.1 E (s™) (Tabla 6) por lo que pueden ser clasificadas como “emulsiones

estables” (10° -10™*) (Sherman, 1968).
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Figura 9. Variacion de los valores de didmetro volumétrico-superficial medio (D3,) de

las gotas W,/O de las emulsiones multiples con el tiempo.

El Analisis de Varianza Multifactorial (ANDEVAMF) revel6 que los valores D3,
iniciales de las gotas de las EM fueron afectados significativamente por todos
los factores de formacién de los complejos WPC-CMC estudiados: pH;, relacién
Pwpc:Pcmc Y procedimiento de incorporacion de los biopolimeros (Ml y SE)
(Tabla 7). A valores de pH; de 4.0 y 4.3 se formaron gotas de aceite de menor
(p < 0.05) tamafio que a pH; de 3.7, relacionado ello con la formacion de

complejos WPC-CMC con mayor solubilidad a valores de pHjde 4.0y 4.3 que a
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pH; de 3.7. La mayor solubilidad de los complejos WPC-CMC mejord su
actividad emulsificante/estabilizante.

Una relacion Pwpc:Pcuc de 3:1 rindié gotas de aceite de menor tamafio (p <
0.05) que aquellas obtenidas al utilizar una relacion 2:1 (Tabla 7); pudiendo
atribuir este fendmeno a la mayor presencia de proteinas de lactosuero durante
la formacion de las EM3.; que en las EM,.;. Las proteinas son conocidas por sus
propiedades emulsificantes y espumantes; mientras que los polisacaridos lo son
por sus propiedades espesantes y de retencion de agua (Singh et al., 2003).
Las propiedades emulsificantes de las proteinas permiten la obtencion de gotas
pequefias de fase dispersa a través de su habilidad para adsorberse y
desdoblarse rapidamente en la interfase aceite-en-agua naciente (Euston y
Hirst, 2000).

La incorporacion SE de WPC y CMC rindi6 gotas de aceite de mayor tamafio (p
< 0.05) que aquellas obtenidas por la incorporacion Ml de los biopolimeros
(Tabla 7); resultados que parecen indicar la formacién de una pelicula interfacial
de mayor grosor en las EMsg que en las EMy,. La pelicula interfacial de las
EMse probablemente se estructur6 mediante la interaccion y el depdsito de
moléculas de CMC sobre moléculas de proteinas de lactosuero inicialmente
adsorbidas a la superficie de las gotas de aceite, formando una doble pelicula
interfacial. Investigaciones en emulsiones sencillas O/W han mostrado que es
posible cubrir las superficies de las gotas de aceite con membranas interfaciales
consistentes de multicapas de diferentes materiales. Esta técnica esta basada
en el depdsito capa por capa de polielectrolitos sobre superficies cargadas
opuestamente a través de atracciones electrostaticas. Osawaet al. (2004)
produjeron emulsiones O/W estables conteniendo gotas de aceite rodeadas por
peliculas interfaciales mudltiples constituidas por lecitina-quitosano-pectina,

usando un proceso de preparacion en tres etapas.
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Los valores D3, de las gotas de las EM después de 28 d de almacenamiento
fueron afectados significativamente por todos los factores de formacion de los
complejos WPC-CMC estudiados, al igual que los valores D3, iniciales. (Tabla 6
y 7). La incorporacion SE de WPC-CMC rindié EMsg con tamafio de gota mas
estable que el observado en las EMy,. Lo anterior resultd en valores de tasa de
coalescencia (C) menores en las EMsg que en las EMy, (Tabla 6). Al final del
periodo de almacenamiento las gotas de las EMsg exhibieron valores Dj;
menores en comparacion con aquellos determinados en las gotas de las EMy,,
a pesar de que las gotas de estas Ultimas inicialmente tuvieron un diametro
menor (Tablas 6 y Figura 9). Estos datos refuerzan la idea de la formacion de
peliculas interfaciales distintas en las EMsg y EMy, lo cual en turno causé
diferencias en la estabilidad de estos sistemas dispersos. Puede inferirse que la
incorporacion SE de WPC y CMC permitid6 la formacion de una pelicula
interfacial doble, constituida por una pelicula interna formada por proteinas de
lactosuero adsorbidas directamente a la superficie de las gotas de aceite y una
pelicula externa conformada por moléculas de CMC interactuando con las
proteinas de lactosuero. En contraste, la incorporacion M|l de estos
biopolimeros genero la formacion de complejos WPC-CMC en la fase acuosa
externa W5, los cuales migraron y se adsorbieron en la interfase aceite-en-agua.
La pelicula interfacial doble al parecer tuvo un efecto estabilizante mayor que
aguella conformada por complejos WPC-CMC sobre las gotas de aceite de las
EM.

Valores de pH; de 4.0 y 4.3 resultaron en EM con tamafio de gota mas estable
(p < 0.05) que aquellas en las que se ajusto el pH; en 3.7 (Tablas 6, Figura 9). A
este ultimo valor de pH;, la interaccion entre las moléculas de WPC y CMC fue
mas fuerte que a valores de pH de 4.0 y 4.3 (Figura6), causando una
disminucibn mas acentuada en la densidad eléctrica de los biopolimeros

involucrados y en consecuencia también en su dispersabilidad en agua y
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capacidad estabilizante de las EM. Mayor solubilidad de los complejos WPC-
CMC favorecio la dispersion y estabilizacion de las gotas de aceite en la W»,.

La presencia de los biopolimeros en una relacion Pypc:Pcuc de 3:1, confirio
mayor estabilidad a las EM con el tiempo de almacenamiento, que aquella de
2:1 (Tabla 7); por lo que puede deducirse que la habilidad emulsificante de
WPC predominé sobre la actividad estabilizante de CMC para la obtencion de

EM con mayor estabilidad con el tiempo.
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Tabla 7. Andlisis de VarianzaMultifactorialdeldiametro volumétrico-superficial y pardmetros reologicos de las emulsiones

multiples
Factor Pwpc:Pcmvc Incorporacionbiopolimeros
Parametro 3.7 4.0 4.3 2:1 3:1 Mixta Secuencial
(SE)
(M)

D inicial (um)* 38+1.1° | 31207*| 3.0+0.4° 3.7+1.0° 2.9+0.3° 2.9 +0.4° 3.7 £1.0°
D3 final (um)** 10.5+11.1° | 6.2+£4.7% | 3.4+0.9° 8.9+9.9° 4.5+1.6° 10.1+9.2° 4.1+0.9°
G’ (Pa) 0.6+0.4% | 1.0+0.4° | 3.0+0.8° 1.9+1.2° 1.2+1.1°2 1.3 #1.0° 1.8+1.4°
G” (Pa) 1.2+0.7% | 1.7+06° | 3.8+1.1° 2.8+1.4° 1.7+1.3° 1.8+1.1° 2.7 £1.6°
K (Pas") 05+0.4% | 0.7+0.3% | 21+0.5° 1.3+0.8° 0.9+0.8° 0.8 +0.72 1.3+0.9°
n (adimensional) 0.8+0.1° | 0.7+0.0° | 0.6+0.0° 0.6 +0.1° 0.7+0.1° 0.7 +0.12 0.7 +0.12

abe, superindices distintos en uma columnaindican diferencias significativas (p < 0.05) entre las medias.

pH;: pH de interaccion de losbiopolimeros; Pypc:Pcwc: relaciénen peso entre concentrado de proteina de lactosuero (WPC) y carboximetilcelulosa

(CMC); MI y SE: incorporacionmixta y secuencial de losbiopolimeros, respectivamente; Ds,: didmetro volumétrico-superficial de las gotas de

aceite de las emulsiones, determinado antes de 1 h* y a los 28 dias** de elaboradas; G’: médulo de almacenamiento; G”: modulo de pérdida. las

emulsiones; K: indice de consistencia y n: indice de comportamiento de flujo.




5.4.Propiedades reoldgicas de las emulsiones multiples

Las EM son materiales viscoelasticos y sus propiedades reoldgicas pueden ser
descritas por dos parametros: el médulo de almacenamiento (G’), el cual es una
medida de sus naturaleza eléstica y el modulo de pérdida (G”), el cual es una

medida de su naturaleza viscosa (Murillo-Martinez et al., 2011).

Las curvas de G’ y G” versus % de deformacion de todas las EM (Figura 10 y
11) mostraron tendencias similares, exhibiendo una region viscoelastica lineal a
bajos valores de deformacion, en la que los valores de G’ permanecieron
practicamente constantes, seguida de una region viscoelastica no lineal en la
que los valores de G’ disminuyeron pronunciadamente. Los datos de G’
indicaron que la region viscoelastica lineal de las EM ocurri6 en términos
generales hasta una deformacién maxima de 1 % a una frecuencia de 1 Hz
(Figural0). A partir de la regionviscoelastica lineal una deformacion de 0.5 %

fue elegida para efectuar los barridos de frecuencia.

La region viscoelastica lineal esta relacionada con la cantidad de esfuerzo o
deformacion que el material bajo estudio puede soportar antes de la ruptura de
su estructura y en ella las propiedades reoldgicas no son dependientes de la
deformacion o el esfuerzo aplicados (Murillo-Martinez et al., 2011). En
contraste, la region de comportamiento viscoelastico no lineal se ha relacionado
con la ruptura y reforma de enlaces a diferentes velocidades dependiendo de la
estructura del material (Lobato-Calleroset al., 2006). Los distintos valores de G’
y G” mostrados por las EM indican diferencias en su comportamiento reoldgico
y en consecuencia diferencias en su arreglo estructural. Los valores de G’y G”
en la region viscoelastica lineal de las EM variaron dependiendo de las
condiciones aplicadas para su formacién y estabilizacion (Tabla 8), pudiendo
observarse que los valores de G’ variaron desde 0.3 Pa (EMa.1, pr 3.7, se) hasta
4.0 Pa (EM2.1, pr 43, se); mientras que aquellos de G” variaron de 0.6 Pa (EMs,
oH 3.7, Mi; EM3:1, pH 3.7, se) @ 5.2 Pa (EM2.1, pH 4.3, se)- LOs valores de G” de todas las

EM fueron mas elevados que aquellos de G’ bajo cualquier % de deformacion,



por lo que las EM exhibieron un comportamiento reoldgico predominantemente
viscoso, caracterizado por la disipacion de la energia usada para deformar el
material a través del flujo de estos sistemas dispersos (Tabino-Munizagaet al.,
2005; Rao, 1999; Steffe, 1996).

Tabla 8. Valores medios de los mddulo de almacenamiento (G") y de pérdida

(G”) (£ DE) de las emulsiones multiples en la region viscoelastica lineal.

Codigo de

emulsién
EM 12 pr37.mi 0.7+0.0° 1.2+0.0°
EM 12 pH 4.0, M 1.4+0.1° 2.1+0.1%
EM 12 pH 4.3, M 3.0+0.1° 3.7+0.1°
EM 13 pH3.7, M 0.5+0.0°' 0.6+0.0'
EM 13 pH 4.0, M 0.4+0.0°" 0.8+0.0'
EM 1:3, PH 4.3, MI 21iOOC 24101°
EM 12 pH37 SE 1.1+0.0° 2.3+0.1°
EM 12 pH 40 St 1.3+0.0° 2.3+0.0°
EM 12 pH4s3, SE 4.0+0.1% 5.2+0.1%
EM 13 pH37 SE 0.3+0.0 0.6+0.0'
EM 1.3 pHao0, SE 1.2+0.1¢ 1.9+0.2¢
EM 1.3 pras, e 3.240.1° 4.0+0.2°

a bocodoe 'Superindices distintos en la misma columna indican que las medias difieren

significativamente (p<0.05).
Emulsion mudltiple (EM), 1:2 y 1:3 Proporcion de biopolimeros CMC:WPC respectivamente,
Mezcla (ME) y secuencial (SE).

El ANOVAMF (Tabla 7) indicé que los valores de G’ y G” de las EM fueron
significativamente influenciados por el pH;, la relacién Pwpc:Pcumc Y el método de

incorporacion SE o MI de los biopolimeros. El caracter viscoelastico de las EM
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varié de acuerdo al valor de pH; en el orden: EMpn 4.3>EMpn 4.0 >EMpH 3.7. EStos
datos indican una mayor estructuracion de las peliculas interfaciales alrededor
de las gotas de aceite de las EM al aumentar el pH; de 3.7 a 4.3; pudiendo ello
ser explicado a través de incrementos en la habilidad emulsificante/estabilizante
de los complejos WPC-CMC como resultado de su mayor solubilidad. Adn
cuando en este trabajo se encontré que la maxima interaccién entre WPC y
CMC ocurre a un pH de 3 (Figura6), valor en el que estos biopolimeros
presentaron la mayor magnitud de cargas eléctricas de signo opuesto, también
se detectd la formacion de complejos WPC-CMC a valores de pH mayores a 3.0
y hasta alrededor de pH de 5, los cuales fueron mas solubles al aumentar el
pH;. Resulta interesante la formacion de complejos WPC-CMC a valores de pH
de 4.0 y 4.3 muy cercanos al punto isoeléctrico de las proteinas de lactosuero
contenidas en WPC (4.2) (Figura4), ya que a esos valores de pH la carga
eléctrica neta de las proteinas de lactosuero fue muy cercana a 0. Estos
hallazgos son acordes a lo informado por Vinayahanet al. (2010) acerca de la
formacion de complejos solubles entre proteinas de lactosuero y polisacaridos a
valores de pH cercanos o por arriba del punto isoeléctrico de las primeras.
Estos autores sefialaron que las interacciones en estos casos ocurren entre
algunas partes de las cadenas proteinicas cargadas positivamente y los grupos
carboxilato del polisacarido cargados negativamente, dando origen a la

formacion de complejos solubles.

La relacion Pwpc:Pcvc también influyé en los valores de los médulos G’y G” de
las EM (Tabla 7); el uso de una relacion 2:1 de WPC:CMC resulté en EM,.; con
valores de G’ y G”, después de 24 h de preparadas, mayores significativamente
a los observados en las EM3.; en las que hubo una mayor proporcion de WPC
respecto a CMC (Tablas 7 y 8). Al parecer una relacion Pypc:Pcuc de 2:1 tuvo
un efecto méas favorable sobre la formacion y adsorcién en turno de complejos
WPC-CMC sobre la superficie de las gotas de aceite de las EM;;, en

comparacion con el ejercido por una relaciéon Pypc:Pcuc de 3:1. Lo anterior es
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confirmado al observar que la mezcla de WPC-CMC en una relacién 2:1 produjo
valores relativos de turbidez mayores que los observados cuando estos
biopolimeros se mezclaron en una relacion de 3:1 (Figura 6). Una mayor
concentracion de complejos WPC-CMC pudo ser responsable del incremento
en las propiedades viscoelasticas de las EM,1, respecto a aquellas
determinadas en las EMs.;. Se ha informado que la relacion en peso proteina-
polisacéarido es una factor reconocido como determinante para la estabilidad a
la coalescencia y el estado de agregacion de las gotas de una emulsion, y en
consecuencia en la determinacion de las propiedades reoldgicas que surgen a
partir de los arreglos estructurales de sus peliculas interfaciales (Leal-Calderon
et al., 2007).

El método de incorporacion de los biopolimeros durante la formacion de las
peliculas interfaciales de las EM también influyo significativamente sobre el
comportamiento reoldgico de estos sistemas dispersos (Tabla 7). La formacion
de una doble capa de biopolimeros mediante la incorporacion secuencial de
WPC y CMC rindi6 emulsiones EMseg con mayor caracter viscoelastico que
aquellas en las que los biopolimeros se incorporaron de manera mixta EMy;.
Muy probablemente en las EMsg se formé una pelicula interfacial gruesa
conteniendo moléculas de proteinas de lactosuero adsorbidas a la superficie de
las gotas de aceite, sobre las cuales se depositaron moléculas de CMC a través
de interacciones electrostaticas; en contraste en las EMy; las gotas de aceite se
encontraron rodeadas por peliculas relativamente delgadas conformadas por
complejos WPC-CMC,; las primeras peliculas confirieron mejores propiedades

viscoelasticas a estos sistemas dispersos respecto a las segundas.

En términos generales se puede ver que si G~ > G, por lo que las emulsiones
exhiben un comportamiento viscoso (Figura 10 y 11) (la energia usada para
deformar el material es disipada por el flujo) (Tabino-Munizagaet al., 2005; Rao,
1999; Steffe, 1996).
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El rango viscoelastico lineal, es el rango de amplitud en el cual G” es constante

en todas las emulsiones se encontro al 0.5% de deformacion segun la Figura
10.

10 4

—A—EM1:2, pH 3.7, MI
—@—EM1:2, pH 4.0, MI
—%— EM 1:2, pH 4.3, MI

EM 1:3, pH 3.7, MI

] S

1 = ~@— EM 1:3, pH 4.0, MI
lo—o—0—000-0-0-90-9 ¢ EM 1:3, pH 4.3, MI
] 29 o —A— EM 1:2, pH 3.7, SE|

~

©
a ——EM 1:2, pH 4.0, SE|
o 1 —k—EM 1:2, pH 4.3, SE|
—A—EM 1:3, pH 3.7, SE|
0.1 4 ——EM 1:3, pH 4.0, SE
3 EM 1:3, pH 4.3, SE|
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Figura 10. Variacién del médulo de almacenamiento (G") de las diferentes emulsiones,
en funcion de la deformacion.
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Figura 11. Variacién del modulo de perdida (G™) de las diferentes emulsiones, en

funcion de la deformacion.

Las emulsiones sometidas a barridos de frecuencia aplicando una deformacion
constante de 0.5 %, valor determinado mediante los barridos de amplitud
efectuados previamente, como correspondiente al rango de deformacion en el
gue la emulsion demostré6 comportamiento viscoelastico lineal. En la Figuras12
y 13 se muestra la variacion de los mdédulos G" y Gde las emulsiones, en
funcion de la frecuencia. Los valores de G’, incrementaron conforme se

aumento la frecuencia.

La variacion de los valores de G” siguié la misma tendencia que aquella
mostrada por los valores de G’, siendo ademas los valores de G” mayores a los
de G’ en todo el rango de frecuencia estudiado. Estos resultados sefialan que la
emulsidbn mostré el comportamiento mecanico de un material viscoelastico

predominantemente liquido (Rao, 1999).

-51-



100 5

—A—EM1:2, pH 3.7, MI
—@—EM 1:2, pH 4.0, MI
—%—EM 1:2, pH 4.3, MI

EM 1:3, pH 3.7, MI
—@—EM 1:3, pH 4.0, MI
—%—EM 1:3, pH 4.3, MI
—A—EM 1:2, pH 3.7, SE
—@—EM1:2,pH 4.0, SE
—%—EM1:2, pH 4.3, SE
—A—EM 1:3,pH 3.7, SE
—@—EM 1:3,pH 4.0, SE

EM 1:3, pH 4.3, SE

0.014

0.1 1 10
Frequencia [Hz]

Figura 12. Variacién del médulo de almacenamiento (G") de las diferentes emulsiones,
en funcion de la frecuencia.
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Figura 13. Variacién del médulo de perdida (G™) de las diferentes emulsiones, en

funcion de la frecuencia.
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Figura 14. Variacion dela viscosidadcompleja de las diferentes emulsiones como

funcion de la frecuencia.
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La viscosidad compleja (n*) de la emulsion fue relativamente alta a frecuencias
bajas (~0.1 Hz), cuando su estructura ain mantenia su integridad; sin embargo,
conforme aumentd la frecuencia, la viscosidad compleja de la emulsion

disminuyé6 progresivamente, como consecuencia de destruccion 'y
desorientacion de su estructura.

Las curvas de viscosidad (Figura 15) mostraron que conforme aumenté la tasa
de corte, la viscosidad aparente de todas las EM disminuy0, lo que representa
un comportamiento no newtoniano de caracter pseudoplastico. Los fluidos
pseudoplasticos presentan aumentos en el esfuerzo cortante y disminucion en

la viscosidad aparente con incrementos en la tasa de corte (Steffe, 1996).

—A—EM 1:2, pH 3.7, MI
—@—EM 1.2, pH 4.0, MI
—%—EM 1:2, pH 4.3, MI

EM 1:3, pH 3.7, MI
—@— EM 1:3, pH 4.0, MI

EM 1:3, pH 4.3, MI
—A—EM 1:2, pH 3.7, SE
—@—EM1:2, pH 4.0, SE
—k—EM 1:2, pH 4.3, SE
—A—EM 13, pH 3.7, SE
——EM 1.3, pH 4.0, SE

EM 1:3, pH 4.3, SE

Viscosidad [Pa-s]

0.01 AR | L | R | LR | T
0.01 0.1 1 10 100

Tasa de corte [1/s]

Figura 15. Variacion de los valores de viscosidad aparente de las emulsiones multiples,
como funcion de la tasa de corte.

Las curvas de viscosidad de las EM fueron ajustadas a diversos modelos

matematicos, siendo el modelo de Ley de la Potencia el que mostroel mejor
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ajuste (R? = 0.98) a los valores experimentales de viscosidad aparente (Steffe,
1996):

Modelo de Ley de la Potencia:
o=Ky"
n=KQym
Donde:
o. esfuerzo cortante (Pa)
7 velocidad de cizalla (s™)
K: indice de consistencia (Pa s ")
n: indice de comportamiento de flujo

n. viscosidad aparente (Pa).

Los valores de los parametros del modelo de Ley de la Potencia de las
variaciones de EM se encuentran en la Tabla 9, pudiendo observar que todas
ellas tuvieron valores de indice de flujo (n) menores a la unidad, confirmando su
caracter pseudoplastico. A pesar de que todas las EM mostraron disminucion
en su viscosidad aparente al aumentar la tasa de corte, exhibieron diferencias
en los parametros del modelo reoldgico que definié su comportamiento de flujo
(Tabla 9). Las condiciones de formacion que afectaron significativamente los
pardmetros reoldgicos de indice de consistencia (K) e indice de flujo(n) de las
EM fueron el valor de pH; y la relacién Pypc.cuc; €l método de incorporacion de
los biopolimeros sélo afect6 significativamente el valor de K, pero no asi el de n
(Tabla 6). El indice de consistencia relacionado con la viscosidad de las EM
aumentd (p < 0.05) con incrementos de pH; de 3.7 a 4.3, a una relacion
Pwpc:cmcde 2:1 y al aplicar el método SE de incorporacién de los biopolimeros.
Estos resultados son acordes a lo encontrado respecto a los médulos G’y G”
de las EM, confirmando la teoria acerca de que complejos solubles de WPC-
CMC formados de manera secuencial en la interfase aceite-en-agua, utilizando

una relacion Pwpccme de  2:1, formaron peliculas interfaciales que

-B55 -



proporcionaron mayor resistencia a las EM, en comparacién con aquellas

constituidas bajo las otras condiciones estudiadas.

Tabla 9. Valores medios (+ DE) de los pardmetros ajustados al modelo de la
Ley de la Potencia de las emulsiones.

Tratamiento

EM 12 pH 37 mi 0.4+0.0 0.7+0.0™
EM 1.5 pH 4.0, M 0.9+0.0° 0.6+0.0°
EM 1.2 pH 43, mi 1.9+0.0° 0.6+0.0°
EM 1.3 pr37 mi 0.04+0.09 0.8+0.0°
EM 1.3 pHa mi 0.3+0.0" 0.7+0.0°
EM 13 pH 4.3, M 1.4+0.1¢ 0.5+0.0'
EM 1.2 pH37 e 0.8+0.0° 0.7+0.0°
EM 1.2 pH4 SE 0.8+0.0° 0.7+0.0°
EM 12 pH 43, SE 2.7+0.1° 0.5+0.0'
EM 1.3 pH37 e 0.2+0.09 0.8+0.0°
EM 1.3 pH 4 SE 0.7+0.0° 0.7+0.0°
EM 13 pH 43, SE 2.2+0.2° 0.6+0.0'

a bocodoe fSuperindices distintos en la misma columna indican que las medias difieren

significativamente (p<0.05).
Emulsion mdltiple (EM), 1:2 y 1:3 Proporcion de biopolimeros CMC:WPC respectivamente,
Mezcla (ME) y secuencial (SE).

K, indice de consistencia; n, indice de comportamiento de flujo; 0, esfuerzo de fluencia.
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6. CONCLUSIONES

La formacion de complejos solubles e insolubles de proteina de lactosuero
(WPC)-carboximetilcelulosa (CMC) ocurrié bajo valores de pH de interaccién
(pH)) en el rango de 2.5 a 4.5 y relaciones en peso WPC:CMC (Pwpc:Pcmc) de

1:1 a 4:1, respectivamente.

El uso de complejos solubles  WPC-CMC como agentes
emulsificantes/estabilizantes de la interfase aceite-agua (O-W;) resulté en la
formacion de emulsiones multiples agua-en-aceite-en-agua (EM) estables,
formadas por gotas de aceite teniendo de 2.6 a 5.5 um de didmetro volumétrico-
superficial (D32), en cuyo interior se encontraron numerosas gotas de agua con

un didmetro lineal (D1,) de 0.2 um.

Variaciones en el pH;, relacion Pwpc:Pcuc Y método de incorporacion de los
biopolimeros, secuencial (SE) o mixto (Ml), resultaron en EM con distintas
caracteristicas de tamafio de gota, estabilidad y propiedades reoldgicas;
representando esto la posibilidad de modular las caracteristicas de EM
mediante variaciones de los factores que influyen en la formacion y propiedades
de los complejos biopoliméricos usados como agentes

emulsificantes/estabilizantes.
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