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1. RESUMEN

El presente trabajo busca utilizar las técnicas electroquimicas de voltametria ciclica
e impedancia eléctrica como métodos de apoyo alternativos para predecir la
formacion de coacervados complejos y emulsiones O/W. Para este fin, el presente
trabajo se dividié en dos etapas:

En la primera etapa, se realizaron pruebas de espectroscopia de impedancia
eléctrica (EIS) para estudiar el proceso de complejacion entre goma arabiga (GA;
dispersiéon acuosa, pH 4.75, 1% p/p) y quitosano (Ch; dispersion de acido acético,
pH 3.5, 1% p/p) en solucién. Los datos de EIS se obtuvieron para diferentes
relaciones de masa GA/Ch (Reaich = 1:1 a 10:1) en frecuencias que oscilan entre 1
y 1000 Hz. Se utiliz6 un circuito Randles de orden fraccional para estimar los
pardmetros de resistencia y capacitancia como funcion de Reaich. Los coacervados
complejos se obtuvieron sometiendo la solucion a centrifugacion y cuantificando la
velocidad y la altura de sedimentacién. Los parametros equivalentes del circuito
mostraron cambios bruscos en el punto isoeléctrico de los coacervados complejos.
La capacidad y la precision de la EIS, se compararon con las obtenidas a través de
las mediciones tradicionales de potencial-C. Los resultados indicaron que la técnica
EIS se puede usar en rangos de frecuencia especificos como un método practico
para monitorear el proceso de complejacion entre biopolimeros.

Por otro lado, en la segunda etapa del trabajo, se exploré el uso de la voltametria
ciclicay la EIS para caracterizar la estabilidad de emulsiones O/W con el tensoactivo
no iénico Tween-80. Para este fin, las emulsiones O/W con una fraccion de fase
oleosa 25% v/v se prepararon a varias concentraciones de surfactante, 0.25 a 4%
v/v con respecto a la fase acuosa. Como paso previo, las emulsiones se
caracterizaron en términos de diametro medio de gota, tasa de cremado por
centrifugacion analitica y potencial- . Como era de esperar, los resultados
mostraron que el didmetro medio de las gotas y la velocidad de cremado
disminuyeron a medida que se aumentd la concentracion de tensoactivo. En
contraste, el potencial- ¢ mostré un comportamiento decreciente, probablemente
causado por el desplazamiento de especies idnicas a partir de la interfase

aceite/agua. En un segundo paso, se llevaron a cabo mediciones de voltametria
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ciclica y EIS. La primera indica el aumento de la capacitancia del sistema con la
incorporacion de moléculas de tensoactivo. Un circuito equivalente Randles se
utilizé para ajustar las mediciones de EIS, lo que indica que la resistencia de doble
capa disminuye y la capacitancia incrementa con el aumento de la cantidad de
tensoactivo para concentraciones de hasta 2% v/v. Para concentraciones mas altas,
los pardmetros alcanzan un valor casi constante, que se interpreté como el alcance
de la concentracion de tensoactivo en la que se satura la interfase aceite/agua. De
esta manera, se puede decir que la voltametria ciclica y la EIS son técnicas
adecuadas para ayudar a la caracterizacion de la estabilidad de las emulsiones con

tensoactivos no ionicos.
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2. INTRODUCCION GENERAL

El uso de coacervados complejos y emulsiones es amplio en industrias tales como
la farmacéutica, alimentaria, quimica, bioquimica, petroquimica, entre algunas mas.
Debido a la importancia que los coacervados complejos y emulsiones representan
para estas industrias, se ha convertido en parte esencial en los procesos de
fabricacion contar con las técnicas ideales (rapidas, sencillas, de bajo costo y
confiables) para conocer las condiciones a las cuales se obtiene el mayor
rendimiento, la mejor estabilidad, la relacidbn Optima de biopolimeros o la
concentracion critica micelar (CMC) de emulsificantes. Por tal motivo, la
caracterizacion de las propiedades fisicoguimicas de emulsiones y coacervados
complejos ha sido durante muchos afios un tema de interés para cientificos e
ingenieros (Ghasemi et al., 2014). Lo anterior surge de la necesidad de reducir los
costos de produccidn y mejorar la eficiencia de los productos.

Partiendo de lo dicho antes, las investigaciones han encontrado que una
caracteristica central de la coacervacion compleja es la atraccion electrostéatica
entre polielectrolitos cargados opuestamente. Por lo tanto, se sabe que las
mediciones de la movilidad de las cargas dentro de los dominios del coacervado
proporcionan informacion valiosa como complemento de otros métodos, dentro de
los procesos de complejamiento (Butstraen & Salain, 2014). En este sentido,
técnicas como potencial-, microscopia Optica, o centrifugacion analitica han sido
empleadas para caracterizar fisicoquimicamente los coacervados complejos y
monitorear sus procesos de formacion.

Respecto a las emulsiones, evaluar la CMC es critico en la polimerizacion de la
emulsién y otros procesos similares donde la CMC desempefia roles cruciales en la
estabilidad coloidal, afinidad de enlace, procesos de nucleacién y cinéticas de
reaccion entre otros. Por lo tanto, conocer la concentracion optima de emulsificante
es importante en el proceso para obtener el producto deseado (Gilbert, 1995). En la
CMC, varias propiedades fisicoquimicas, tales como tensién superficial, turbidez y
conductividad eléctrica son sometidas a cambios sustanciales (Adamson & Gast,
1967). Asi, numerosas técnicas han sido desarrolladas para medir la CMC en
sistemas coloidales y por tanto estimar la estabilidad, por ejemplo: la medicion de

3
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tensién interfacial, conductividad eléctrica, presion osmética, indice de refraccion,
viscosidad o reologia (Frindi, Michels, Levy, & Zana, 1994).

Aunque muchas de las técnicas usadas en el monitoreo de las propiedades
fisicoquimicas de coacervados complejos y emulsiones han sido aceptadas por
muchos afos, en la actualidad se vuelven dificiles de ejecutar, esto debido a que
necesitan de mucho tiempo o son muy costosas. Ante ello, el uso de técnicas que
puedan ser igual de confiables y repetibles se ha vuelto necesario. Atendiendo a
esta necesidad, se ha explorado el uso de técnicas electroquimicas como la
espectroscopia de impedancia eléctrica (EIS por sus siglas en inglés) o la
voltametria ciclica (Galia et al., 2007; Oliveira et al., 20011; (H. P. de Oliveira & de
Melo, 2011; Galia, Scialdone, Begue, Piazza, & Filardo, 2007; Ghasemi et al., 2014,
Macdonald & Barsoukov, 2005).

La idea detras de EIS es la estimacidn de la impedancia eléctrica de un medio como
funcion de una frecuencia variable. En lo que concierne a la voltametria ciclica, se
estima como la concentracion de tensoactivo en el que la corriente anddica/catddica
exhibe una transicion brusca.

En consecuencia, en este trabajo se explord la aplicacion de EIS y voltametria
ciclica como técnicas alternativas para evaluar el proceso de coacervacion compleja

y estimar la estabilidad de emulsiones O/W en funciéon de la CMC.
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3. CAPITULO I: Generalidades
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3.1 Biopolimeros y su conjugacion

El termino biopolimero se refiere a moléculas de cadena larga que se producen
naturalmente, pero también a materiales que se derivan de estos o de monémeros
de base biolégica (Song, Murphy, Narayan, & Davies, 2009). Los biopolimeros
provienen de cuatro grandes fuentes: origen animal (colageno/gelatina), origen
marino (quitina/quitosano), origen vegetal (ceras, gomas, proteinas, polisacaridos)
y origen microbiano (acido polilactico, pululano) (Tharanathan, 2003). El uso
individual de ellos es importante, pero su interaccion es indispensable en el
mejoramiento, desarrollo e innovacion de materiales para su uso en la industria
alimentaria, farmacéutica, cosmetoldgica entre otras.

3.2 Biopolimeros de interés cientifico

Actualmente los biopolimeros estdn atrayendo la atencién de la comunidad
cientifica e industrial, ya que entre otras caracteristicas, son biodegradables,
biocompatibles, de bajo costo, provienen de fuentes naturales y renovables (Davis
& Song, 2006). Debido a estas caracteristicas el interés (industrial y cientifico) por
ellos se ha incrementado de forma importante. Prueba de ello, es que, en los Ultimos
20 afos, el numero total de investigaciones publicadas relacionadas con
biopolimeros es de 22,332, las cuales son en diversas areas tecnoldgicas (Figura
1). Entre los biopolimeros de alto valor tecnolégico e industrial, encontramos
almidén (Roldan-Cruz, Garcia-Hernandez, Vernon-Carter, & Alvarez-Ramirez,
2017), pectina (Seslija et al., 2018), gelatina (M. Li, Guo, Wei, MacDiarmid, & Lelkes,
2006), colageno (Avila Rodriguez, Rodriguez Barroso, & Sanchez, 2018), alginato
(Rhim, Lee, & Hong, 2006), carragenina (L. Li, Ni, Shao, & Mao, 2014), goma guar
(Muldoon, Loughlin, Sweeney, & Boyd, 2018), proteina de suero de leche (Douglas
et al., 2018), goma arabiga (Salih, 2018) y quitosano (M Ways, Lau, &
Khutoryanskiy, 2018). (Roldan-Cruz et al., 2016)
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Otros

Inmunologiay 8%
Microbiologia Ciencia de los Materiales

19%

Media%a
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Ciencias Bioldgicas y
Agricolas

4%

Medio Ambiente

5%

Fisica y Astronomia
7%

Quimica
18%

Ingenieria
9%

Bioquimica, Genética y Biologia

Molecular
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Figura 1. Porcentaje de investigaciones publicadas por area (22,332) en el periodo comprendido
del afio 2000 al 2018 que incluyen la palabra biopolimero en el titulo, resumen o palabras clave del
trabajo (Scopus) 29 de junio de 2018.

3.3 Interaccion entre biopolimeros

Los biopolimeros con carga opuesta en solucién pueden interactuar para formar
estructuras mas complejas a través de interacciones electrostaticas y fenomenos
de transferencia de carga. A las estructuras formadas entre los biopolimeros se les
llama coacervados (Schatz et al., 2004). Entonces, el proceso de coacervacion se
define como la separacion en dos fases liquidas en sistemas coloidales, donde la
fase mas concentrada en el componente coloidal es el coacervado y la otra fase es
la solucion en equilibrio (IUPAC, 1997). La interaccidn entre biopolimeros se puede
clasificar como débil o fuerte.

3.3.1 Interacciones débiles
Las interacciones débiles conducen a la formacién de complejos solubles vistos
como una solucion turbia, asi como también geles débiles. Este tipo de interaccion
se puede formar por dos mecanismos: el primero cuando los biopolimeros

involucrados comparten el mismo tipo de carga aunque no necesariamente la
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misma magnitud (McClements, 2006); y el segundo cuando la diferencia entre la
magnitud de cargas es muy amplia (Klein, Aserin, Ishai, & Garti, 2010).
3.3.2 Interacciones fuertes

Las interacciones fuertes tienen como resultado la formacién de un precipitado en
el que participan biopolimeros con cargas diferentes. Cuando existen biopolimeros
con carga opuesta, estos tienden a buscar el equilibrio protolitico por medio de
atraccion electrostatica, llevando con ello a la formacion de un precipitado
(Gonzalez-Martinez et al., 2017).

3.4 Emulsiones

Las emulsiones son dispersiones inestables desde el punto de vista termodinamico,
sin embargo bajo la presencia de tensoactivos pueden convertirse en cinéticamente
estables (Kronberg & Lindman, 2003). El tamafio de didmetro de las gotas liquidas
que se encuentran dispersas esta en el rango de 0.1 a 20 um (Aranberri, Binks,
Clint, & Fletcher, 2006). En la mayoria de las emulsiones una de las fases es acuosa
y la otra un aceite apolar. Las emulsiones con el aceite como fase dispersa se
conocen como emulsiones de aceite en agua (oil-in-water, O/W) y las emulsiones
con agua como fase dispersa se conocen como emulsiones de agua en aceite
(water-in-oil, W/O).
3.5 Surfactantes

Los agentes tensoactivos (SURface ACTive AgeNT), son moléculas con una
estructura muy caracteristica (una parte polar y otra apolar) y que presentes en
bajas concentraciones en un sistema, tienen la propiedad de absorberse en
superficies e interfases de este y asi alterar la energia libre (Rosen & Kunjappu,
2012).

La parte polar o hidrofila de la molécula puede llevar una carga positiva 0 negativa,
y es esta parte la que define al agente tensoactivo como catidnico o anionico
respectivamente. Otros agentes tensoactivos en cambio, no muestran carga idnica

(no-06nicos).
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Cabeza Hidrofilica Cola Hidrofoba

Tensoactivo no ionico

NN

Tehsoactivo anionico

NN

Tensoactivo cationico

NN

Tensoactivo anfotero

Figura 2. Tipos de tensoactivos

3.5.1 Clasificacion de los surfactantes
Los agentes tensoactivos se pueden clasificar en funcién de la naturaleza iénica de
la cabeza (Figura 2): i) No-i6nicos: Los no-idnicos carecen de grupos polares
cargados, pero poseen grupos como los etoxilatos, -(O CH2-CH2)m OH, que
muestran gran afinidad hacia las moléculas de agua debido a las fuertes
interacciones dipolo-dipolo en los enlaces de hidrogeno; ii) Anidnicos: se trata de
los agentes tensoactivos que presentan la cabeza hidrofila con carga negativa.
Todos ellos poseen un contra-ion positivo que suele ser el Na*; iii) Catidnicos: Los
agentes tensoactivos presentan una cabeza positiva, como por ejemplo el ion
trimetil amonio (-N (CHzs)3*) y contra-iones negativos como el Br; iv) Zwitteriénicos

0 anféteros: Estos agentes tensoactivos contienen cargas positivas y negativas en
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la misma molécula, convirtiéndola en moléculas neutras sin contra-iones (de
Guertechin, 2009).

3.5.2 Tween-80
Un surfactante no-ibnico muy usado en la industria alimentaria, farmacéutica y
cosmeética es el Tween-80. Este surfactante origina emulsiones de fase externa
acuosa (O/W), estables y de textura fina, poco afectados por altas concentraciones
de electrolitos o por cambios de pH ligeros. Se utilizan en farmacia para la
preparacion de cremas, pomadas lavables, y bases de supositorios, asi como para
emulsificar aceites, esencias, y vitaminas liposolubles, y como humectantes en
suspensiones orales o parenterales. También se utilizan para incrementar la
absorcién de la dieta grasa en casos de esteatorrea, debida a trastornos celiacos y
esprue. Se usan como surfactantes en spray, insecticidas y pesticidas, asi como
emulgentes en cremas cosméticas e industria alimentaria (Helenius, McCaslin,
Fries, & Tanford, 1979). La parte hidrofoba del agente tensoactivo generalmente es
una cadena simple de hidrocarburo la cual contiene principalmente grupos
olefinicos.
3.5.3 Surfactantes en la interfase

Debido a la baja solubilidad de las cadenas de los hidrocarburos en el agua, los
agentes tensoactivos tienden a minimizar la interfase o la superficie de contacto
agua-hidrocarburo en la disoluciébn acuosa. Para ello, existen dos posibles
mecanismos: 1) A bajas concentraciones de agente tensoactivo, las moléculas se
acumulan en la interfase agua-aire, de manera que la parte hidréfoba pueda escapar
del medio acuoso mientras que la parte hidréfila se mantiene inmersa en el agua;
2) sin embargo, por encima de cierta concentracion, conocida como la
concentracion critica micelar (CMC), la interfase se ocupa completamente de
moléculas de agentes tensoactivos y éstas se asocian en el seno de la fase acuosa
formando agregados.

La interaccion entre las cadenas de hidrocarburo y el agua de la disolucién se
minimiza gracias a la formacion de estas estructuras tridimensionales, en las cuales
las cadenas apolares se direccionan hacia el centro del agregado y las cabezas

polares hacia la disolucion. Estos agregados, denominados micelas, pueden tomar
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varias formas y tamafios en funcion de la concentracion y naturaleza del tensoactivo
(Aranberri et al., 2006).

3.6 Técnicas analiticas para el monitoreo de la formacion de coacervados

complejos y emulsiones
El monitoreo de la formacién de coacervados complejos y emulsiones es una
actividad importante, ya que con ello se puede intuir el mecanismo de interaccion.
El tipo de interaccion, ademas que ayuda a establecer las condiciones necesarias
para obtener el resultado deseado. Bajo esta idea, las técnicas analiticas usadas
con mayor frecuencia son FTIR, microscopia, potencial-C y estabilidad acelerada.
3.6.1 FTIR

La espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR, por sus siglas
en inglés) es una técnica que se basa en la informacién quimica de la muestra. Su
principio de funcionamiento es hacer pasar radiacion infrarroja a través de la
muestra, entonces parte de la radiacion es absorbida y otra parte es transmitida
(Berthomieu & Hienerwadel, 2009). La sefal resultante (interferograma) contiene
toda la informacion referente (tipos de enlace) a los grupos funcionales de la
muestra sobre todas las longitudes de onda. El espectro de la muestra se calcula
del interferograma por transformada de Fourier. Este espectro representa una
"huella dactilar" molecular del material analizado. Dicho lo anterior, la utilidad de la
espectroscopia infrarroja surge porque las estructuras quimicas (moléculas) arrojan
espectros con “huellas dactilares” especificas (J. Schmitt & Flemming, 1998).

3.6.2 Microscopia dptica

La microscopia 6ptica es una técnica importante dentro del monitoreo de los
procesos de emulsificaciébn y coacervacion. Con ella es posible seguir el
comportamiento fisico de los materiales, asi como observar el resultado final de su

interaccion.

3.6.3 Centrifugacion analitica

La caracterizacion del estado disperso de suspensiones y emulsiones es esencial
para aplicaciones técnicas en diversos campos industriales y cientificos. A menudo

necesario medir la distribucién del tamafio de particula a una concentracibn mas

11
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alta, porque la dilucidon podria afectar las propiedades de las particulas y su
interaccion, por lo que la caracterizacion de la muestra a la concentracion original
es lo més razonable. En este sentido, determinar la distribucién del tamafio de
particula por analisis la centrifugacion tiene un gran potencial (Detloff, Sobisch, &
Lerche, 2007). La medicion de la estabilidad acelerada se da por medio de una
centrifuga analitica. En esta medicion, se hace pasar luz a través de la muestra que
esta siendo centrifugada, colectando perfiles de transmision de Iluz vy
correlacionandolos con las propiedades fisicas del sistema (Detloff, Sobisch, &
Lerche, 2006). El someter la muestra a una fuerza centrifuga, ocasiona que exista
una sedimentacion acelerada, provocada por los fenbmenos de agregacién de las
gotas. Dicha agregacion, sera dependiente del tiempo y de la velocidad de
centrifugacion, debido a que estos dos factores pueden acelerar el envejecimiento
de la emulsion a través de la desorcion de las moléculas tensoactivas en la interfase
aceite-agua.
3.6.4 Potencial-C

El desarrollo de una carga neta en la superficie de la particula afecta la distribucion
de iones en los alrededores de la region interfacial, resultando en un incremento de
la concentracién de iones contenidos (iones de carga opuesta a la de la particula)
cerca de la superficie. Asi, una doble capa eléctrica existe alrededor de cada
particula.

La capa liquida que rodea a la particula existe como dos partes: una region interior
llamada capa de Stern, donde los iones son fuertemente ligados y una region
externa difusa donde ellos estdn menos firmemente unidos. Dentro de la capa difusa
hay un limite teérico dentro del cual los iones y las particulas forman una entidad
estable. Cuando una particula se mueve (por ejemplo, debido a la gravedad), los
iones no viajan con la particula. Este limite es llamado superficie de corte
hidrodinamico o plano de deslizamiento.

El potencial que existe en este limite es conocido como potencial-{. La magnitud del
potencial- { da una indicacion del potencial de estabilidad de un sistema coloidal.

Para medir el potencial- { se utiliza la combinacién de técnicas: electroforesis y

12
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electroforesis de laser Doppler. Este método mide que tan rapido se mueve una
particula en un medio liquido cuando un campo eléctrico es aplicado.

3.7 Técnicas electroquimicas como herramientas complementarias en el

monitoreo de la formacion de coacervados complejos y emulsiones
3.7.1 Voltametria ciclica

La voltametria ciclica (CV, por sus siglas en inglés) es quizds la técnica
electroanalitica mas versatil para el estudio de especies electroactivas. Su
versatilidad, combinada con la facilidad de medicién, ha dado lugar a un amplio uso
de CV en los campos de la electroquimica, quimica inorganica, quimica organica y
bioguimica. La voltametria ciclica es a menudo el primer experimento realizado en
el estudio electroquimico de un compuesto, un material bioldgico o la superficie de
un electrodo. La efectividad de CV se debe a su capacidad para observar
rapidamente el comportamiento redox en un amplio rango de potencial. El
voltamograma resultante es analogo a un espectro convencional en que transmite
informacion en funcién de un barrido de energia.
La CV consiste en ciclar el potencial de un electrodo, que se sumerge en una
solucion sin agitacion, y medir la corriente resultante. El potencial de este electrodo
de trabajo se controla frente a un electrodo de referencia, como un electrodo de
calomel saturado (SCE) o un electrodo de cloruro de plata (Ag/AgCl). El potencial
de control que se aplica a través de estos dos electrodos puede considerarse una
sefal de excitacion (Kissinger & Heineman, 1983).
La sefial de excitacion para CV es un barrido de potencial lineal con una forma de
onda triangular como se muestra en la Figura 3. Esta sefial de excitacion con
potencial triangular barre el potencial del electrodo entre dos valores, a veces
llamados los potenciales de cambio. La sefial de excitacién en la Figura 3 hace que
el potencial primero se escanee negativamente de +0.80 a -0.20 V en comparacion
con SCE, momento en el que la direccion de barrido se invierte, provoca un barrido
positivo de regreso al potencial original de +0.80V. La velocidad de escaneo, como
es reflejado por la pendiente, es de 50 mV/s. Un segundo ciclo esta indicado por la

linea discontinua. Ciclos unicos o multiples se pueden usar.

13
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Figura 3. Sefal tipica de excitacion para la

voltametria ciclica (onda de potencial triangular
con cambio en potenciales 0.8 y 0.2 contra SCE

(Kissinger & Heineman, 1983).

Esta técnica permite electrolizar una especie e invertir el potencial para comprobar

la formacién de su par redox, de esta forma es posible dilucidar mecanismos de

reaccion. Al variar la velocidad de barrido se puede estudiar la cinética de las

reacciones o bien, detectar la aparicion de especies intermedias en procesos redox.

Si se analiza una muestra con dos o mas analitos presentes, su comportamiento es

particular, por lo que el voltamperograma resultante no es necesariamente la suma

de los voltamperogramas individuales de cada analito. En la Figura 4 se muestran

los pardmetros de un voltamperograma ciclico, donde:

ES = potencial de pico catédico.

Ef = potencial de pico anddico.

iy = intensidad de corriente de pico catodico.

iy = intensidad de corriente de pico anddico.

i1A]

Linea base d
oxidacion

I Pico anédico

E% V] : N
A —

Linea base de
reduccion

Pico catodico

Figura 4. Magnitudes de un voltamperograma ciclico de
acuerdo al convenio planteado por la IUPAC.
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3.7.2 Espectroscopia de impedancia eléctrica
La espectroscopia de impedancia eléctrica (EIS) es una técnica directa y no
destructiva para analizar sistemas coloidales. Para poner en contexto, se dara una
breve descripcion de los conceptos de la EIS de la siguiente manera (Macdonald &
Barsoukov, 2005). La impedancia eléctrica se lleva a cabo normalmente utilizando
pequefias sefiales de excitacion para obtener una respuesta pseudo-lineal. La sefial
de excitacion es producida por el potencial aplicado a la celda electroquimica como

E(t) =E,sin(at), donde @ y E, son la frecuencia de excitacién y la amplitud,
respectivamente. Cabe recordar que la relacion entre la frecuencia radial @
(expresada en rad/s) y la frecuencia f (expresada en Hz) esta dada por w = 24f .
La sefial de respuesta viene dada por la corriente en la forma () =1,sin(at +¢),
donde @ es el desfase entre el potencial de excitacion y la respuesta de las sefiales
de corriente. Con la relacion de Euler exp(jaot) =cos(at) + jsin(at), Se puede
expresar la impedancia como una funcién compleja. El potencial de excitacion esta
dado por E(t) =E,exp(jat) y la corriente de respuesta como 1(t)=1,exp(jat—¢).

Mediante el uso de la ley de Ohm en el dominio complejo, se puede definir la

impedancia como una version dindmica del concepto de resistencia tradicional. Es
decir, Z(w)=E(t:w)/1(t;w) . De esta manera, Z(®)=2Zg(®)+ }Z,,(®) donde
Zo(@)=2Z,(w)cos(p) y Z,,(®)=Z,(@)SIN(#) son, respectivamente, los médulos

reales e imaginarios, y Z,(»)=|Z(w)| es la magnitud de la impedancia. Las partes

real e imaginaria corresponden a los modulos de pérdida (o resistencia) y de
almacenamiento (o reactancia). Un componente puramente reactivo no se disipa la
energia. Esto significa que el componente alternativamente absorbe energia de la
membrana limite del sistema, una reactancia pura no se disipara cualquier potencia.
Finalmente, la magnitud de la impedancia esta relacionada con la conductancia

dependiente de la frecuencia G (@) y la capacitancia C (@) como sigue:
G(w)=[2 cos(®) (1)

y
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C(w) = (wfz]) " sin( ¢) )

respectivamente.
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4. JUSTIFICACION

El crecimiento de las industrias y el aumento en la demanda de sus productos, ha
llevado a la comunidad cientifica y tecnologia a desarrollar y emplear nuevas
técnicas para caracterizar, optimizar y hacer mas eficiente la fabricacion de los
productos.

En las industrias farmacéuticas, alimentarias, quimicas, petroquimicas o
biotecnolégicas, el uso de materiales como biopolimeros o emulsionantes ha ido en
aumento. Esto debido a que muchos productos de interés y de alto valor agregado
para tales industrias son sensibles a cambios de luz, pH, presencia de oxigeno,
enzimas, entre otros, y la necesidad de conservarlos se ha vuelto un reto
interesante, que durante muchos afios ha venido revolucionando las técnicas y
tecnologias empleadas. Ejemplo de ello es el uso de coacervados complejos o
emulsiones, donde se garantiza la proteccion y liberacion especifica de los
compuestos de interés. Por lo tanto, la caracterizacion fisicoquimica y el monitoreo
de la formacion de estas dos tecnologias (coacervados complejos y emulsiones)
juega un papel fundamental dentro del desarrollo industrial. Para ello se han
buscado técnicas que cumplan con las necesidades que toda industria demanda:
rapidez, confiabilidad, reproducibilidad y bajo costo. En este sentido se han utilizado
técnicas como potencial-, microscopia 6ptica, centrifugacion analitica, reologia y
tension interfacial, por mencionar algunas. El problema con ellas es que no
satisfacen en su totalidad los atributos que la industria ha establecido, por ejemplo
facilidad de medicién, rapidez, repetitividad, bajo costo, por mencionar algunos. Y
aqui es cuando surge la necesidad de encontrar técnicas alternativas que puedan
ser complementarias 0 en algun punto suficientes para las demandas que la
industria indica. Ejemplo de ellas son las técnicas electroquimicas (espectroscopia
de impedancia eléctrica y voltametria ciclica), las cuales son rapidas, precisas,
reproducibles y de bajo costo. Aungque su uso se ha incrementado y existen algunas
investigaciones, estudios a partir de los cuales se pueda inferir su uso como técnica
alternativa en el analisis de coacervados complejos y emulsiones, son necesarios.

Por tal motivo el desarrollo del presente trabajo pretende atender a estas demandas.
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5. OBJETIVOS
5.1 0bjetivo general

% Evaluar la sensibilidad de técnicas electroquimicas como herramientas
auxiliares para estudiar la formacién de coacervados ccomplejos y
emulsiones O/W.

5.2 Objetivos particulares

Capitulo tres

% Verificar que la compatibilidad de ambos biopolimeros es la adecuada para
llevar a cabo el proceso de coacervacion.

% Encontrar la relacion en concentracién a la cual el coacervado alcanza su
mayor rendimiento.

% Monitorear con métodos analiticos y graficos la formacion del complejo
coacervado.

% Proponer y programar un modelo de circuito equivalente que ayude a
predecir y monitorear el proceso de coacervacion compleja entre quitosano
y goma arabiga.

% Probar la coacervacion a partir del uso de otros biopolimeros y verificar la
factibilidad de la EIS para monitorear el proceso de coacervacion.

Capitulo cuatro

% Formular emulsiones O/W con diferente concentracion de tensoactivo.

% Caracterizar las emulsiones en términos de diametro medio de gota, tasa de
cremado y potencial- C.

+ Evaluar la estabilidad de emulsiones O/W, en funcién de la concentracion de
tensoactivo Tween-80.

+ Efectuar mediciones de voltametria ciclica y espectroscopia de impedancia
eléctrica (EIS) para conocer el comportamiento electroquimico de las
emulsiones.

« Proponer un circuito eléctrico que ejemplifique correctamente los datos de

las mediciones eléctricas.
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6. HIPOTESIS

% La espectroscopia de impedancia eléctrica y la voltametria ciclica son
métodos alternativos tan eficientes como el potencial-¢, tamafio de particula
0 microscopia optica, para predecir y monitorear la formacion de coacervados

quitosano-goma arabiga y emulsiones O/W.
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7. CAPITULO II: Materiales y

meétodos
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7.1 Materiales

Quitosano de peso molecular medio (Ch, 92.2% grado de desacetilacion) y goma
arabiga (GA; Acacia Senegal), fueron comprados de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA). Acido acético, acido clorhidrico e hidroxido de sodio fueron comprados en
J.T. Baker (Xalostoc, México). El emulsionante Tween-80 (numero CAS 9005-65-6,
peso molecular aprox. 1310, CMC 0.012 mM, densidad de 1.06 g/ml a 25°C) y aceite
mineral (nimero CAS 8042-47-5, densidad de 0.84 g/ml a 25°C) fueron adquiridos
de Sigma-Aldrich (Toluca, México). Se usO agua desionizada para todos los

ensayos experimentales.

7.2 Preparacion de dispersiones stock

Las dispersiones stock de ambos polisacaridos fue preparada por la dispersioén de
quitosano (1% p/p) en agua desionizada con acido acético (1% v/v) y la goma
arabiga se prepar6 en al 1% p/p en agua desionizada. Ambas dispersiones stock
fueron agitadas por 12 horas a 20°C, para asegurar la completa hidratacion de los
biopolimeros.

7.3 Titulacion protolitica

Se llevaron a cabo valoraciones protoliticas para estimar la relacién estequiométrica
entre las dispersiones de quitosano y goma arabiga. Una muestra de dispersion de
quitosano (20 ml) se titul6 con NaOH (0.1 M) y se registré el pH (Vernier pH-BTA,
Beaverton, OR, EE. UU.). Asimismo, se valoré una muestra de dispersion de goma
arabiga (20 ml) con HCI (0.1 M), con control continuo del pH. Los resultados de la
titulacion se contrastaron con los obtenidos para la solucién de acido acético (1%
v/v) utilizada para la preparacion de la dispersién de quitosano y para el agua
desionizada utilizada en la preparacion de la dispersién de goma arabiga. Todas las

titulaciones se realizaron por triplicado.

7.4 Titulacion de la dispersion de quitosano con la dispersion de goma ardbiga

La dispersion de goma arabiga fue lentamente adicionada a la dispersiéon de
quitosano bajo condiciones de agitacion moderada y 20°C. La evaluacion de la

interaccion quitosano-goma arabiga fue evaluada por el muestreo de la mezcla a
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diferentes relaciones de concentraciéon quitosano-goma arabiga ([GA]/[Ch]), de 1:1
a 1:10. Las muestras fueron directamente medidas.
7.5 Potencial-{

Las mediciones de potencial-¢, fueron realizadas usando el equipo Zetasizer Nano
ZS90 (Malvern Instruments, Worcestershire, UK). Las muestras de dispersion de los
polisacaridos fueron transferidas al autotitulador MPT-2 (Malvern Instruments,
Worcestershire, UK), para ajustar el pH de las dispersiones se utiliz6 HCI 0.1N o
NaOH 0.1N. Los experimentos fueron realizados en un rango de pH de 2 a 7 cada
0.5 unidades con una resolucion de pH de +0.05 unidades. Para las emulsiones no
se realiz6 ningun ajuste en el pH. El potencial-C, fue determinado por la medicién de
la direcciéon y velocidad de la dispersion de los biopolimeros y las emulsiones
mientras se movian en la direccidon del campo eléctrico aplicado. El software del
equipo convierte las mediciones de movilidad electroforética en valores de potencial

zeta usando el modelo matematico de Smoluchowski.

7.6 Microscopia dptica

Las muestras de coacervados complejos fueron observadas con un microscopio
optico (Olympus BX45, Olympus Optical Co., Tokio, Japan) acoplado a un sistema
analizador de imagenes (Camara digital Olympus, C3030 y el software Imagen Pro
plus version 4.5, Media Cybernetics, Inc, Rockville, MD, USA). Seleccionando las
mejores micrografias.

Para las emulsiones, las micrografias fueron tomadas una hora después de su
preparacion bajo el siguiente método: las muestras se colocaron en un micro-
portaobjetos con cuidado para reducir la posible destruccion de las estructuras de
la emulsion por la tension de cizallamiento. Posteriormente, se cubrieron con un
cubreobjetos y se sellaron usando grasa de vacio para minimizar la evaporacion de
agua. La intensidad de luz se mantuvo a valores minimos para reducir el
calentamiento de la muestra. Se presentan micrografias seleccionadas tomadas a
100 x.
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7.7 Estabilidad acelerada

La estabilidad del proceso de coacervacion y de las emulsiones fueron
determinadas con un analizador de dispersiones LUMiSizer (L.U.M. GmbH, Berlin,
Germany). Para el caso de los coacervados, se tomaron 0.4mL de la dispersion y
se colocaron en una celda PC 110-131xx. Las mediciones se hicieron a 25°C, con
una velocidad de 4000 rpm, durante 126 minutos. El LUMiSizer utiliza un método de
sedimentacion con la ayuda de la fuerza centrifuga, para determinar la estabilidad
de la dispersién permitiendo simultaneamente medir la intensidad de la luz
transmitida como una funcion del tiempo y la posicién sobre la posicion de la interfaz
de separacién a través de toda la longitud de la muestra. Para el andlisis de los
diferentes perfiles obtenidos se us6 el software SEPView.

Respecto a las emulsiones, muestras (0.4 ml) de las emulsiones Ex se sometieron
a las mismas condiciones de velocidad, tiempo y temperatura que los coacervados
complejos. La tasa y la altura del cremado se obtuvieron con el software del equipo.
La tasa de cremado se correlaciona con la estabilidad de la emulsion; es decir, entre
mayor sea la tasa de cremado, menor sera la estabilidad de la emulsién.

7.8 Conductividad DC

Para comparar los resultados del EIS con la conductividad eléctrica, se midi6 la
conductividad de DC de las muestras con un medidor de conductividad (Orion Star,
Thermo Scientific, EE. UU.). Todas las mediciones se realizaron a 20°C. Se
realizaron tres mediciones para cada muestra.

7.9 Preparacion de emulsiones

El Tween-80 se disolvié en agua desionizada utilizando agitacion mecéanica a 3500
rpm durante 2 minutos (Ultra-Turrax modelo T-25). Posteriormente, el aceite mineral
(25% v/v) fue incorporado. Finalmente, la emulsion se forma con la ayuda de
agitacion mecanica (Ultra-Turrax modelo T-25) a 10,000 rpm durante 5 minutos.
Todas las emulsiones se almacenaron a 4°C antes de la caracterizacién por un
tiempo maximo de 1 hora. La caracterizacion de las emulsiones se centré en el
efecto de la concentracion de emulsionante Tween-80 en la estabilidad de la

emulsion. Con este fin, las concentraciones de emulsionante fueron 0.25, 0.5, 1.0,
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1.5, 2.0, 2.5, 3.0y 4.0% v/v con respecto a la fase acuosa. Para efectos practicos,
las emulsiones fueron etiquetadas como Ex, donde el subindice x representa la

concentracion de emulsionante.

7.10 Tamaiio de gota

El diametro medio de las gotas (d43) de las diferentes emulsiones se estimo
utilizando un Mastersizer 2000 (Malvern Instruments, Malvern, Worcestershire,
Reino Unido) usando agua desionizada (indice de refraccion 1.333) como
dispersante 1 hora después de la preparacion.

7.11 Voltametria ciclica

Las emulsiones se caracterizaron electroquimicamente mediante la aplicacién de
un barrido de potencial en la direccion anddica. EI montaje del analisis consistio en
una celda tipica (volumen=50ml) con tres electrodos, que consistia en un electrodo
de referencia de sulfato de mercurio saturado Hg/Hg2S04/K2S0O4 (saturado), SSE,
(E = 0.645 V/SHE, XR200 Radiometer), barra de grafito como contraelectrodo y una
placa de platino como electrodo de trabajo. La celda se conecta a un
potenciostato/galvanostato (PARSTAT, modelo 2273, Applied Research Princeton,
Oak Ridge, TN, E.U.A)), y los voltamperogramas se obtuvieron a una tasa de
escaneo a 100 mV/s, en un rango de potencial entre 1.0 y -1.0 V. Antes de cada
experimento, la superficie del electrodo de trabajo fue pulida con polvo de alimina
Buehler (tamafio de grano final <0.05 m) para un acabado de espejo. A
continuacion, el electrodo se enjuago6 con agua desionizada y se coloc6 en un bafio

ultrasénico durante 5 minutos.

7.12 Espectroscopia de impedancia eléctrica (EIS)

Se utiliz6 un potenciostato/galvanostato (PARSTAT, modelo 2273, Princeton
Applied Research, Oak Ridge, TN, E.U.A.), las muestras se cargaron en una celda
(volumen=50ml) equipada con una jaula de Faraday. Se obtuvieron mediciones de
espectroscopia de impedancia eléctrica en condiciones de circuito abierto
nominales (es decir, tensién de polarizacion cero DC) mediante el escaneo de la
frecuencia potencial excitante de 1 a 1000 Hz. La celda estaba equipada con tres

electrodos: (1) un electrodo de referencia saturado (sulfato de Hg/Hg2SO4/K2S0a4),
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SSE, (E=0.645V/SHE, XR200 Radiometer), (2) una barra de grafito como
contraelectrodo, y (3) una placa de platino como electrodo de trabajo. Antes de cada
experimento, la superficie del electrodo de trabajo fue pulido usando polvo de
alumina Buehler (tamafio de grano final < 0,05 m) para un acabado de espejo. A
continuacion, el electrodo se enjuago con agua desionizada y se coloc6 en un bafio
ultrasonico durante 5 min. La celda de reaccion estaba equipada con un sistema de
control de temperatura para mantener el sistema a 25°C.
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8. CAPITULO III:
Espectroscopia de impedancia
eléctrica para controlar el proceso
de complejacién de goma arabiga-

quitosano en el seno de la solucidn
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8.1 INTRODUCCION

Los biopolimeros cargados opuestamente en soluciones, pueden llevar a
interacciones complejas que involucran atraccion electrostatica y fenémenos de
transferencia de carga. La caracterizacion de las propiedades fisicoquimicas de los
complejos polielectroliticos de biopolimeros, es un tema de vital importancia para la
ingenieria y la ciencia, porque los complejos polielectroliticos determinan en gran
medida la textura, la morfologia y la estabilidad mecénica de la materia coloidal
(Schatz et al., 2004).

Las interacciones entre biopolimeros polielectroliticos, puede manifestarse en
varias formas. Interacciones débiles conducen a la formacion de pequefios
complejos solubles, reflejandose como soluciones turbias, asi como también la
formacion de geles débiles. Por otro lado, interacciones fuertes conducen a la
precipitacion de los complejos coloidales, formado por ambos biopolimeros
(Walstra, 2003). La naturaleza y alcance de la formacion de complejos por los
biopolimeros es afectada por las caracteristicas moleculares (por ejemplo: densidad
de cargay distribucion de grupos reactivos), la concentracion relativa de biopolimero
y condiciones de solucién (pH, fuerza i6nica y temperatura).

La coacervacion compleja, conduce a la formacion de un precipitado de ambos
biopolimeros, a lo cual se le ha encontrado una gran diversidad de aplicaciones
tecnoldgicas en biotecnologia, industria alimentaria y farmacéutica. Por ejemplo, los
coacervados proteina/polisacarido han encontrado algunas aplicaciones en
productos alimenticios (C. Schmitt, Turgeon, & science, 2011), con interesantes
resultados para la estabilizacion de emulsiones (Butstraen & Salalin, 2014;
Jiménez-Alvarado, Beristain, Medina-Torres, Roman-Guerrero, & Vernon-Carter,
2009), inmovilizaciébn de probidticos (Hernandez-Rodriguez, Lobato-Calleros,
Pimentel-Gonzéalez, & Vernon-Carter, 2014) y dispositivos de microencapsulacion
(Dong et al., 2011). Métodos de coacervacion simple han sido también propuestos
para disefiar medios de encapsulacion de liberacion eficiente de farmacos (Rauck,
Novosat, Oudega, & Wang, 2015; Shimokawa, Saegusa, Wada, Ishii, &
Biointerfaces, 2013).
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En general, el proceso de coacervacion es afectado por el pH, fuerza ionica,
densidad de carga, longitud de cadena y relacion de carga (Kayitmazer, Koksal, &
lyilik, 2015). ElI monitoreo de la formacién es un aspecto muy importante para
determinar las condiciones 6ptimas en términos de morfologia, rendimiento y
propiedades funcionales. De hecho, se ha sefialado que la aplicacion de la
coacervacion compleja para produccién a gran escala no es trivial, ya que la
morfologia y tamafio, son altamente afectados por las condiciones de proceso
(Lemetter, Meeuse, & Zuidam, 2009). En este sentido, los métodos de monitoreo
juegan un rol importante para especificar y realizar un seguimiento de variables
observables que indican un cambio significativo en el proceso de coacervacion.
Debido a que la coacervacion implica el autoensamblaje inducido por atraccion
electrostatica y la formacion de complejos entre polielectrolitos con cargas opuestas,
el potencial zeta es ampliamente utilizado para asegurar la formacion de
morfologias complejas con propiedades deseadas (Espinosa-Andrews et al., 2013).
Ademas, la coacervacién toma lugar cuando las condiciones termodinamicas no son
adecuadas para mantener la solubilidad de los polielectrolitos cargados. Por lo
tanto, mediciones de turbidez han sido también usadas para monitorear el proceso
de precipitacion del coacervado (Ru, Wang, Lee, Ding, & Huang, 2012). Ademas, la
microscopia es rutinariamente usada para la evaluacion visual de la morfologia del
coacervado. La dispersion de bajo angulo ha sido también propuesta para delimitar
el tamafio y espaciamiento de los dominios del coacervado (Krogstad et al., 2014).
Una caracteristica central de la coacervacion compleja es la atraccién electrostatica
entre polielectrolitos cargados opuestamente. De esta manera, se ha considerado
que las mediciones de la movilidad de las cargas dentro de los dominios del
coacervado proporcionan informacion valiosa como complemento de otros
métodos, dentro de los procesos de complejamiento (Butstraen & Salaln, 2014).

Los métodos de conductividad eléctrica de corriente directa (DC) dan mediciones
simples, rapidas y relativamente baratas de la movilidad de carga. Sin embargo, un
inconveniente de DC es su baja sensibilidad y exactitud en muchas instancias,
especialmente con medios despliega relativamente una alta conductividad

(Ghasemi et al., 2014). En este sentido, la espectroscopia de impedancia eléctrica
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(EIS por sus siglas en inglés) ha sido propuesta como una alternativa directa y no
destructiva para mediciones de conductividad de DC en sistemas coloidales (H. De
Oliveira, Andrade, de Melo, & science, 2008; H. de Oliveira, Oliveira, de Melo, &
science, 2006; Wu, Ben, Chang, & Nanofluidics, 2005). La idea detras de EIS es la
estimacion de la impedancia eléctrica de un medio como funcion de una frecuencia
variable. El potencial de EIS para probar la evolucion del sistema coloidal todavia
esta en exploracion. Galia et al. (2007), estudidé el comportamiento de
autoensamblaje de anfifilos solubles en di6xido de carbono supercritico utilizando
EIS. Por otro lado, de Olveira'y Melo (2011) exploraron la relacion entre impedancia
eléctrica y la formacién de agregados en soluciones acuosas de colorantes y
surfactantes.

Scandurra, Tripodi, and Verzera (2013), reportaron que EIS es un método practico
y rapido para evaluar el origen floral de miel. Ghasemi et al. (2014), investigo
cambios en impedancia eléctrica para determinar la concentracion critica micelar de
emulsificantes ionicos. Recientemente Abdollahi, Darestani, Ghasemi, Gomes, and
Science (2014), usaron EIS para explorar el comportamiento coloidal de
emulsificantes no ibnicos en solventes no polares.

En este trabajo, se exploré la aplicacibn de EIS para evaluar el proceso de
coacervacion compleja de dos polisacaridos, quitosano de mediano peso molecular
y goma arabiga. Se uso la EIS para detectar la formacion de coacervados complejos
en el seno de la fase acuosa y se comparé la exactitud y sensibilidad de este
enfoque con el método de potencial zeta, para determinar el punto de equivalencia.

8.2 RESULTADOS Y DISCUSION

8.2.1 Estequiometria protolitica
La Figura 5 presenta los resultados de las titulaciones protoliticas para las
dispersiones de Ch (pH 3.5) y GA (pH 4.5) (Apéndice A). La Figura 5a corresponde
a la dispersion de quitosano y los resultados se contrastaron con la solucién de
acido acético utilizada para su preparacion. Para lograr un valor de pH dado, la
dispersién de quitosano requiri6 mas adicion de NaOH que la solucién de acido
acético, lo que indica que las moléculas de quitosano estaban protonadas de
manera efectiva. La protonacion efectiva se puede expresar en términos del NaOH
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agregado después de restar la adicién correspondiente a la solucién de acido
aceético. Para el valor de pH en el que se produjo la formacién del complejo (pH 3.5),
la protonacién de quitosano requirié 0.18 mL de la solucién de titulacion de NaOH
0.1 M/g de la dispersién de guitosano. Esto corresponde a 1.8x10 mol de NaOH/g
de quitosano. De manera similar, la titulacion de la dispersion de goma arabiga
(Figura 5b) result6 en 8x10“ mol HCl/g goma ardbiga. De esta manera, la
estequiometria de neutralizacion protolitica entre el quitosano y las soluciones de
goma arabiga puede representarse como la neutralizacion entre NaOH y HCI,
correspondiente a una relacion de aproximadamente 2.25. Es decir, se requeriran
aproximadamente 2.25 g de dispersién de goma ardbiga para equilibrar 1 g de

dispersiéon de quitosano.
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quitosano (1% p/p) y (b) goma arabiga (1% p/p).

30



’Uﬂﬁ\/l-lztaga[aga Doctorado en :Biotecno[ogia Cagitu[o II7

8.2.2 Potencial-{
Dado que las interacciones entre polisacaridos aniconicos y catidnicos son
principalmente debidas a interacciones electrostaticas, mediciones de potencial
zeta son comunmente usadas para probar la formacion de complejos coacervados.
La Figura 6 muestra los valores de potencial-¢ en funcion del pH para las
dispersiones de quitosano (1% p/p) y goma arabiga (1% p/p). Los grupos amino del
quitosano se protonan en condiciones acidas, lo que confiere un comportamiento
cationico a sus dispersiones. En contraste, la goma ardbiga contiene grupos
carboxilo desprotonados, lo que lleva a un comportamiento anidénico de sus
dispersiones. Por lo tanto, el quitosano exhibi6 valores de potencial- ¢ siempre
positivos, que se volvieron cada vez mas positivos a medida que disminuia el pH,
mientras que la goma arabiga exhibio valores de potencial- { negativos, que se
volvieron cada vez mas negativos a medida que el pH aumentaba a valores neutros.
Los valores de potencial de Ch variaron de aproximadamente de + 47 mV a pH 3 a
+42 mV a pH 5, mientras que los de GA variaron de aproximadamente de -6 mV a
pH 3 a -13 mV a pH 5. Dado que la interaccion entre biopolimeros cationicos y
anionicos involucran fuerzas electrostaticas, las mediciones del potencial- { se usan
comunmente para probar la formacién de complejos de biopolimeros. La diferencia
en la carga de protonacion entre las moléculas de polisacaridos puede verse como
la fuerza impulsora de las interacciones electrostaticas. El proceso de titulacion
comenzé cuando la dispersion de goma arabiga (pH = 4.75) se agregaba gota a
gota en la dispersion de quitosano (pH = 3.5). Los efectos de esto fueron un
aumento gradual del pH de la mezcla de los biopolimeros, mientras que el valor
positivo inicial de Ch se redujo a cero a medida que avanzaba la valoracién con GA,
hasta que finalmente se convirtid en un valor cada vez mas negativo. La Figura 6
también muestra, la trayectoria de titulacion seguida a medida que las relaciones de
masa de los biopolimeros variaban de Rceach = 1:1 a Rceach = 10:1. Teniendo en
cuenta que se logré un valor potencial de cero, considerado como el punto
isoeléctrico, para un Rcaich de aproximadamente 5.5:1 y un pH de ~3.9. La titulacién
protolitica en la Figura 5 indicé una relacion Rea/ch de aproximadamente 2:25 para

lograr la neutralizacion. Esto significa que la interaccion del biopolimero para Rcarch
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menor que 2:25 se debe a los mecanismos de neutralizacion. Para valores mas
altos de Raca/ch, la goma arabiga estd en un exceso estequiométrico en relacién con
el quitosano, incorporando cargas negativas en la estructura compleja. Entendiendo
gue el objetivo del exceso de biopolimero es estabilizar la estructura del coacervado

complejo formando un entorno permeable.
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Figura 6. Trayectoria de titulacién en el plano potencial-{-pH. El punto isoeléctrico se logra en
alrededor de 5.5:1 relacion de concentracion.

8.2.3 Morfologia
La Figura 7 muestra la formacion de complejos [GA]/[Ch] hasta la relacion 10:1.
Para la relacién 1:1 (Figura 7a) la concentracion de goma arabiga es tan baja, que
solo son observadas las formaciones de estructuras incipientes con forma de oblea.
La incorporacion de mas aniones de goma ardbiga incrementa la interaccion
electrostatica con los cationes del quitosano lo cual es observado como agregados
dispersos en el bulk del agua (Figura 7b y 7c¢). El surgimiento de una membrana
similar, aunque fraccionada aparecié en la relacién 4:1 (Figura 7d). La morfologia

de este coacervado complejo fue consolidada con la adicion de mas moléculas de
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goma arabiga (Figura 7e). De hecho, la presencia de una membrana limite se
observo facilmente en la Figura 7f, en una relacion 6:1 de concentracion. El tamafio
de estos coacervados complejos se encuentra entre 30-35 um. La adicién de mas
goma arabiga conduce a la irrupcién del complejo coacervado, dominando las
cargas negativas, lo que afecta la distribucion molecular de los enredos. De hecho,
el interior del dominio del coacervado complejo se fracciona en varios subdominios
(Figuras 7g y 7h).

La formacion de una fase no coacervada dentro del coacervado es evidente a
medida que la concentracion se aumenta aproximadamente 9:1y 10:1 (Figuras 7iy
7).

La titulacién de la dispersion de quitosano con la adicion de goma ardbiga
incrementa la complejidad de los agregados coloidales en la fase acuosa.
Interacciones electrostaticas cation-anion, asi como también polisacaridos cargados
en agua son los responsables del surgimiento de complejos (Figura 7). Esta
variedad de fases refleja las multiples vias disponibles para los complejos goma

arabiga-quitosano.
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Figura 7. Imagenes Opticas que ilustran la morfologia de coacervados complejos formados en
diferentes proporciones de polisacaridos. Imagenes de (a) a (j) corresponden con las Reachde 1:1
a 10:1, respectivamente. Magnificacion 100x.
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8.2.4 Centrifugacion Analitica

La complejacion entre goma arabiga y quitosano formo aislamientos y agregados
de dimensiones coloidales que se reflejaron en dispersiones turbias. El rendimiento
y la estabilidad de los complejos coloidales se pueden estudiar mediante
centrifugacion analitica. Los biopolimeros fuertemente complejados precipitan,
mientras que los biopolimeros débilmente complejados se descomponen y
permanecen solubles. La Figura 8a muestra la altura de sedimentacion en funcion
de Rcarch. Esta altura es una medida del rendimiento del coacervado complejo, que
alcanzo su valor maximo para Reach de 5:1. Esto esta de acuerdo con informes
anteriores en los que se obtuvo el maximo rendimiento para una proporcion de masa
de goma arabiga/quitosano de 5:1 (Espinosa-Andrews, Baez-Gonzélez, Cruz-Sosa,
& Vernon-Carter, 2007). A medida que la relacidbn de masa entre los biopolimeros
se desviaba de este valor, el balance de densidad de carga entre los polisacaridos
cargados de manera opuesta también se alejé de su valor estequiométrico y el
balance eléctrico, lo que llevé a una produccion reducida de coacervados complejos
insolubles o la formacién de ellos pero en menor tamafo.

La velocidad de sedimentacion de los complejos insolubles se puede considerar
como una medida de estabilidad (Detloff et al., 2006). Los valores altos de velocidad
de sedimentacion indicaron una alta estabilidad de los complejos de biopolimeros.
Las velocidades de sedimentacion mas altas ocurrieron a Reach de 5:1y 6:1 (Figura
8b). Las micrografias de la Figura 7 pueden relacionarse con los resultados de las
Figuras 8a y 8b considerando en términos generales tres regiones distintivas con
respecto al eje Rea/ch: @) Reaich de ~1:1 a 4:1, caracterizado por una pequefia altura
de sedimentaciéon y una baja velocidad de sedimentacion, donde los aniones de
goma arabiga no eran suficientes para formar enredos moleculares fuertes con los
cationes de quitosano. Los complejos formados eran suficientemente pequefios
para resistir la accion de la fuerza centrifuga (Figuras 7a a 7d). Después de la
centrifugacion, la dispersion se mantuvo como un liquido turbio. b) Rea/ch de ~ 5:1
a 6:1, caracterizados por complejos agregados, densamente empaquetados y
rodeados por una membrana limite (Figura 7e a 7g), que resistieron las tensiones

de corte causadas por la fuerza centrifuga, produciendo un precipitado. Espinosa-
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Andrews et al. (2007) informaron gue los coacervados complejos de goma arabiga-
quitosano obtenidos en una relacion de masa de 5:1 exhibian un comportamiento
viscoelastico predominantemente liquido ya que el modulo de pérdida (G") era
mayor que el modulo de almacenamiento (G') en el rango de frecuencia de 1-100
rad/s, pero que habia indicios claros de que un punto de cruce (G'= G") podria ocurrir
en frecuencias ligeramente superiores a 100 rad/s. Este comportamiento confirmé
la presencia de una red reticulada, con caracteristicas viscoelasticas mas altas a pH
4.5 que a pH 6.0 y 3.0. Estos resultados coinciden estrechamente con la altura de
sedimentacion y las velocidades observadas para el Reach de ~ 5:1 a 6:1, y las
micrografias (Figura 7e a 7g) de los complejos consolidados. ¢) Reach de 7:1 a 10:1,
donde tanto la altura de sedimentacion como la velocidad eran pequefas. A pesar
de los tamafios relativamente grandes de estas estructuras (Figura 7h a 7j), la
disposicion de celdas circundantes era inestable e incapaces de resistir el ataque
de deformaciones externas por cizallamiento, causando el desmembramiento de los
complejos agregados, en entidades coloidales de menor tamafo. El cual no
precipitd bajo las condiciones de centrifugacion aplicadas. El exceso de aniones de
goma arabiga probablemente introdujo fuerzas repulsivas dentro del dominio de los
complejos, lo que dio lugar a la formacion de subdominios fragmentados e incluso

aislados.
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Figura 8. Altura de sedimentacion (a) y velocidad (b) como funcion de la relacién de concentracién
de polisacarido. La estabilidad 6ptima y la eficiencia fueron obtenidas a concentraciones en el
rango de 5:1 a 6:1.

8.2.5 Espectroscopia de Impedancia Eléctrica (EIS)
La Figura 9 muestra los resultados de EIS en formatos de Bode (Figura 9a) y Nyquist
(Figura 9b) para las dispersiones de goma arabiga y quitosano como funcién de una
sefal excitada de frecuencia. Es notado que los modulos eléctricos Zre (W) y Zim (w)
estdn decayendo en funcion de la frecuencia. Este efecto es causado por la
atenuacioén de los materiales probados en respuesta a la sefial eléctrica alterna. La
dispersion de quitosano muestra menores médulos de impedancia que la dispersion
de goma arabiga sobre un amplio rango de frecuencias. Esto puede ser explicado
desde que se prepar6 la dispersion de quitosano, la cual se hizo en condiciones

acidas usando acido acético, que actia como un electrolito.
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Figura 9. Mediciones de EIS para las dispersiones stock de goma arabiga y quitosano. Gréficas en
formato Bode (a) y Nyquist (b).

Los siguientes conceptos estan en orden para guiar la discusion de los resultados
de EIS mostrados en la Figura 9. La aplicacion de un potencial alterno a un material
excita un campo electromagnético inherente para la estructura del material. A su
vez esto genera iones polarizados positivos y negativos, los cuales se mueven en
direccion del campo eléctrico. El potencial eléctrico alterno conduce a un campo
eléctrico alterno en el material, aunque con un retardo de tiempo que es
consecuencia del tiempo de recuperaciéon del estado de los iones. Es importante
destacar que el retardo de tiempo es un retardo de tiempo de relajacion que
depende de la frecuencia de excitacion y de las propiedades intrinsecas del material
(Macdonald & Barsoukov, 2005). Uno tiene que valores pequefos de retardo de
tiempo estan relacionados con propiedades de resistencia eléctrica inherente del
material.

Una pregunta interesante considerada en este trabajo es el estudio de la
sensibilidad de las mediciones de EIS para la formacion de coacervados complejos
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quitosano-goma arabiga. Para abordar esta pregunta, hagamos las siguientes
observaciones relacionadas a los resultados de EIS mostrados en la Figura 9. En
regiones de baja frecuencia (hasta aproximadamente 50 Hz), la pérdida o disipacion
del médulo Zre (W) decae mondtonamente. Mientras que, en la region de alta
frecuencia estos modulos alcanzan un valor constante. En contraste, el modulo de
almacenamiento Zm (w) exhibe un patron de decaimiento sin llegar a un valor
asintotico. El patrén de decaimiento de los modulos EIS puede ser relacionado a

cambios de capacitancia eléctrica del fluido que rodea el electrodo electroquimico.

_ il
De hecho, la impedancia eléctrica de un capacitor puro, esta dado por Z(o)=~]o

indicando un decaimiento en funcién con la frecuencia. Es bien conocido que la
doble capa idnica aparece cuando un fluido electrolitico esta en contacto con el
electrodo. La primera capa, contiene iones absorbidos en la superficie debido a
interacciones quimicas (Redox) o por mecanismos de solubilidad. La segunda capa
estd compuesta de iones atraidos a la vecindad de la primera capa por las fuerzas
de Coulomb. Esta capa no esta firmemente anclada a la superficie del electrodo,
pero es una capa suelta compuesta de iones que se mueven de forma difusiva bajo
los efectos de la atraccion eléctrica. De esta manera, la segunda capa se denomina
como capa difusa. En una analogia con circuitos eléctricos, la estructura de doble
capa comprende un efecto de capacitancia eléctrica debido a la acumulacion de
iones en la superficie y en la vecindad del electrodo. Ademas, la movilidad de los
iones en la capa difusa puede estar vinculada a una resistencia de transporte debido
a los efectos de difusion. En general, la capacitancia en la doble capa iénica
depende de la constante dieléctrica del electrolito y el espesor de la doble capa.

Una técnica util para estimar los parametros de capacitancia y resistencia asociados

a los datos EIS es determinar los pardmetros de un circuito eléctrico equivalente.

Se puede observar que en la regién de baja frecuencia de los médulos Zg, (w) y

Zlm(a)) decaen como O(a)_a), con un exponente descomposicion fraccional del

orden de a ~0.8 De esta manera, el potencial de polarizacion de las especies
iGnicas no se puede caracterizar con precision mediante circuitos equivalentes

simples de orden entero. Siguiendo a Westerlund, Ekstam, and Insulation (1994), la

39



’UJUVI-Iztaga[aga Doctorado en :Biotecno[ogia Cagitu[o II7

doble capa ionica puede ser descrita con mayor presién por una capacitancia de
orden fraccional que por una de orden entero. En este caso, el circuito equivalente
esta compuesto por la resistencia Rm de un electrolito activo (medio), en serie con
un arreglo en paralelo de una resistencia Rq de la doble capa (o de transferencia de
carga) y un elemento de fase constante (CP) que representa el condensador del
orden fraccional (véase la Figura 10). La impedancia del circuito de orden fraccional
equivalente esta dada por:

: R

Z(jo)=R, + %

l"‘(Jlea’) (3)

Donde 7, es la constante de tiempo de relajacion de la doble capa dado por
74 =Ry Cy . Donde, C, es la capacitancia de la doble capa. Este es valioso tener

en cuenta que el condensador de orden fraccional (jrd,a))_“ puede ser visto como

un dispositivo electrénico situado entre un condensador puro (a =1) y un elemento
de difusion Warburg (« =0.5).

Rm

Rai

Figura 10. Diagrama que esquematiza el circuito Randles equivalente de orden fraccional.

Usando la férmula de Euler, uno puede mostrar que los médulos de impedancia

Ryl 1+ 750" cos or
: @)
2 2
o« ar v o | O
l+rgw“cos| — || +| g0 sSin| ——
2 2
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Se puede demostrar que el modulo imaginario decae O(w™)como en la region de

Z,. ()= (5)

. . . -1 .
alta frecuencia (es decir, para las frecuencias @ >>7,’). Este comportamiento es

coherente con el patron mostrado por las dispersiones de quitosano y goma arabiga
en la Figura 9a. Las ecuaciones. (4) y (5) se utilizaron para describir los datos

experimentales de EIS en la Figura 9. Con este fin, se implementé un codigo
informatico Fortran adaptado para estimar el conjunto de parametros {Rm, Rai: Ta ,0!}

a través de la solucion numérica de un problema de error de minimos cuadrados.
La Figura 11 compara las funciones ajustadas con los datos experimentales, que
muestra una buena concordancia para ambos casos. Los pardmetros estimados se
exhiben en la Tabla 1. Como se esperaba, la dispersion de quitosano presenta
valores de resistencia mas pequefios que la dispersibn de goma arabiga. Sin
embargo, la constante de tiempo de relajacion para la dispersion de quitosano fue
mayor (aproximadamente 70%) que el valor obtenido para la dispersién de goma
arabiga.
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Figura 11. Circuito Randles de orden fraccional ajustado, usando los datos experimentales de EIS
de la Fig. 9.

Dado que 74 =Ry C,, la resistencia es mas pequefia y la constante de tiempo

mayor, implican que la capa doble de la dispersion de quitosano es mas capacitiva
que la respectiva doble capa de la dispersion de goma arabiga. El exponente
fraccionario fue ligeramente mayor para la dispersion de quitosano que para la
dispersién de goma arabiga.

Tabla 1. Pardmetros de circuito Randles de orden fraccional para las muestras stock.

a

Muestra pH R. ko) Ry ko) Ty (s)

Quitosano 355 048+ 002 4401F123 1686F122 0.89F0.02

Goma Arabiga  4.75 323+ 0.15 64.021+2.75 9.37+0.52 0.831+0.03

Los valores son medias de triplicados + error estandar.

La prueba de EIS también se aplicd al proceso de coacervacién compleja, con

modulos de impedancia que exhiben un patron similar a la de las dispersiones de
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quitosano y goma arabiga. De esta manera, las funciones de impedancia tedricas
estan dadas por las ecuaciones (4) y (5), las cuales se utilizaron para ajustar los
datos experimentales de EIS. La Figura 10 muestra el cambio de los parametros del

circuito equivalente {Rm, defd,,a} con la relacion de concentracion goma arabiga-

quitosano. Acerca de esto, se puede comentar lo siguiente:

* La resistencia del medio electrolitico (Rm) aumento con la adicidbn de goma arabiga.
El aumento fue aparentemente lineal hasta Rcach de 5:1, donde se muestra un
punto de inflexion. La linea vertical punteada representa el valor al que la mezcla
alcanza el punto isoeléctrico (Figura 6) y donde se obtuvo la méxima estabilidad del
coacervado complejo (Figura 7). Para méas adiciones de goma arabiga, la resistencia
del medio electrolitico también mostré un aumento sostenido, aunque con una tasa
menor.

* La resistencia de doble capa (Ra) también aumenté con la adiciébn de goma
arabiga, hasta Reach de 5:1. En contraste con la resistencia medio electrolitico Rm,
la resistencia de doble capa logra un valor maximo en el punto isoeléctrico para
mostrar una ligera disminucién de Reach mayores a 5:1.

* La constante de tiempo de relajacion (ta) se redujo con la adicion de goma arabiga.
Después de que el punto isoeléctrico que corresponde a aproximadamente a Rcarch
de 5.5:1, la constante de tiempo alcanza un valor constante de alrededor de 11,75
segundos.

* El exponente de orden fraccional (a) muestra una ligera disminucion con la adiciéon
de goma ardbiga. Parece que este exponente consigue un valor minimo en las
condiciones de punto isoeléctrico. La disminucion mostrada por el exponente de
orden fraccional indica que la adicibn de goma arabiga dio lugar a una ligera
disminucién de los componentes capacitores del elemento de fase constante.

En todos los casos, el comportamiento de los parametros del circuito equivalente
cambia su comportamiento cerca del punto isoeléctrico, donde se obtuvo la maxima
estabilidad y produccion del coacervado complejo. Esto significa que los parametros
del circuito equivalente son sensibles a la formacion de coacervados complejos
quitosano-goma arabiga. En términos generales, el punto de titulacion al que la

variacion de los parametros del circuito equivalente mostré un punto de ruptura,
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corresponde con las condiciones 6ptimas para obtener la mayor cantidad con la
méxima estabilidad del coacervado complejo.

Un tema interesante es cdmo se relaciona el punto de ruptura de los pardmetros del
circuito con el mecanismo involucrado en la formacion del complejo coacervado
estable. El punto de partida es el quitosano dispersado homogéneamente en una
solucién de &cido acético. El quitosano exhibe tres tipos de sitios funcionales que
pueden interactuar con otras moléculas por enlaces eléctricos o de hidrogeno; es
decir, un grupo amino y grupos hidroxilo primarios y secundarios en las posiciones
C-2, C-3 y C-6, respectivamente (Furusaki, Ueno, Sakairi, Nishi, & Tokura, 1996).
Ademas, el grupo acetilo muestra un cierto grado de hidrofobicidad (Leite & Ribeiro,
2012). El polielectrolito activo estaba compuesto por una pequefia cantidad de iones
obtenidos de la disociacién del acido acético, asi como por los grupos amino
protonados del quitosano. De esta manera, el quitosano actué como un polication
que podia transferir cargas y polarizarse frente a un potencial alternativo. Los grupos
carboxilo desprotonados de la goma ardbiga interactuaron con los grupos amino
protonados del quitosano interacciones electrostaticas y quimicas (a través de
reacciones redox), para formar complejos de biopolimeros en el centro de la
dispersion. El resultado fue una disminucién efectiva de los polielectrolitos activos,
logrando un minimo en el punto isoeléctrico donde los restos del grupo amina del
quitosano estaban equilibrados por los restos del grupo carboxilo desprotonado de
la goma arabiga. Desde el punto de vista eléctrico, la reduccién del electrolito activo
en la dispersion de prueba se reflejo6 como un aumento de la resistencia eléctrica y
una disminucién de la capacitancia eléctrica. Estos cambios fueron detectados
efectivamente por la respuesta EIS de los complejos de biopolimeros en la

dispersion.
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Figura 12. Cambios de los parametros del circuito Randles de orden fraccional con el coeficiente
de concentracién goma arabiga-quitosano. La linea vertical punteada en rojo representa las
condiciones en que se alcanza el punto isoeléctrico.

Los resultados obtenidos con el enfoque EIS se contrastaron con las mediciones de
conductividad de DC. La Figura 13 muestra simultdneamente la resistencia de doble
capa del circuito Randles y la conductividad de DC como funciones de la relacion
GA/Ch. La conductividad de DC disminuyo para proporciones pequefias de GA/Ch,
hasta aproximadamente 4:1. Posteriormente, la conductividad tendi6é a alcanzar un
valor casi constante para proporciones de GA/Ch mas altas. La disminucién de la
conductividad del sistema se puede atribuir a una disminucién de los polielectrolitos
disponibles en el medio a medida que el material se utiliza para la formacion de
complejos. A medida que se incorpora mas goma arabiga, mas alla del punto
isoeléctrico de 5.5:1, la conductividad mostré un ligero aumento inducido por la
mayor disponibilidad de iones libres de la goma arabiga. En relacion con los
resultados de las mediciones de IES donde la tasa de cambio de la resistencia de
doble capa disminuydé bruscamente en el punto isoeléctrico, los resultados
obtenidos con las mediciones de conductividad de DC no fueron claramente
la conductividad exhibi6 un valor minimo de

concluyentes. Aunque

aproximadamente 4:1, la falta de claridad en el cambio de conductividad con
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respecto a la proporcion de GA/Ch puede explicarse por la sensibilidad y precision
relativamente bajas en los medios que muestran una conductividad relativamente
alta (Ghasemi et al., 2014). El problema se basa en el efecto de saturacién en la
superficie del electrodo, lo que conduce a distorsiones en la conductividad efectiva
de las cargas en el medio. El uso de mediciones EIS disminuye los efectos de
saturacion ya que el voltaje de polarizacién permite la eliminacién de adsorbatos en

la superficie del electrodo.
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Figura 13. Conductividad DC en comparacion con la resistencia de doble capa en funcion de la
proporcion de goma arabiga-quitosano Rgasch.

8.2.6 Implicaciones mecanicistas de la formacién de complejos entre goma ardbiga y
quitosano.

La Figura 7 muestra que la formacion de complejo de GA/Ch depende de la

proporcion de biopolimero Reach. Sobre la base de los resultados y la discusion

descritos anteriormente, un mecanismo de formacién de coacervados complejos se

puede describir de la siguiente manera. Los mecanismos de equilibrio protolitico

dominan la formacion de complejos para valores pequefios de Rcach, hasta

aproximadamente 2.5, donde la estequiometria juega un papel importante. La
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relacion estequiométrica refleja un equilibrio entre los grupos amina protonados de
quitosano y los grupos carboxilo desprotonados de goma arabiga. Es posible que
los enlaces de hidrogeno y posiblemente las interacciones de Van der Waals estén
involucradas en esta fase, manteniendo la cohesion de la microestructura compleja
(Leite & Ribeiro, 2012). Los posibles mecanismos de interaccion electrénica entre
el quitosano y las moléculas de goma arabiga pueden ser causados por enlaces de
hidrégeno a través de grupos funcionales como los grupos hidroxilo, amino y
carbonilo. Mas alla del equilibrio estequiométrico, la mayor adicion de goma arabiga
aumenta las fuerzas repulsivas electrostaticas negativas, promoviendo la formacién
de una membrana permeable circundante. En el punto isoeléctrico correspondiente
a valores Rcaich de aproximadamente 5.5, las fuerzas electrostaticas se equilibran,
lo que lleva a la consolidacion de la microestructura compleja. Esto esta en contexto
con los estudios que sugieren que las fuerzas intermoleculares son mas importantes
que la neutralizacion protolitica en la formacion de floculos estables con quitosano
(Furusaki et al., 1996; Strand, Nordengen, & @stgaard, 2002). Para valores mas
altos de Rcarch, las fuerzas electrostéticas negativas inducidas por el exceso de
goma arabiga conducen al surgimiento de mecanismos de desestabilizacion, lo que
lleva a microestructuras complejas fragiles que pueden romperse por fuerzas de
corte.

8.3 CONCLUSIONES

La formacién de coacervados complejos quitosano-goma arabiga en fase acuosa
fue monitoreada por espectroscopia de impedancia eléctrica (EIS). Se observo que
los pardmetros que caracterizan los datos EIS cambian en funcién de la relacién de
concentracion de polisacéarido y frecuencia. EI cambio con la frecuencia refleja la
atenuacion de la polarizaciébn como proceso inducido por un potencial excitante
alterno. En contraste, el cambio con la relacion de concentracion fue debido a las
variaciones de las especies electroliticas activas como consecuencia de la
formacion de estructuras del coacervado complejo. Con el fin de detectar cambios
sensibles de los datos de EIS, se utilizd un circuito equivalente Randles de orden
fraccional para describir los datos experimentales. Se encontré que la resistencia

eléctrica en todo el rango de frecuencias (de 1 a 1000 Hz) era sensible a cambios
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en los arreglos moleculares cuando se forman coacervados complejos. Se
detectaron los cambios de resistencia como un punto de quiebre en las variaciones
de los pardmetros de resistencia involucrados en el circuito Randles de orden
fraccional.

El enfoque de EIS fue capaz de determinar el punto en que se formaron
coacervados quitosano-goma ardbiga. EI método es relativamente simple de
implementar y, junto con las mediciones de potencial-{, se convierte en una
alternativa practica para vigilar la evolucién de coacervacion compleja. EI método
requiere algunas mejoras, incluyendo pruebas con otros sistemas (por ejemplo,
proteina-polisacéridos) y los efectos del orden de titulacion (por ejemplo, afadir

goma arabiga a la dispersién de quitosano o viceversa).
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9. CAPITULO lll: Evaluacién de la
estabilidad de emulsiones O/W
basadas en Tween-80 con
voltametria ciclica y espectroscopia

de impedancia eléctrica.

49



’Uﬂﬁ\/l-lztaga[aga Doctorado en :Biotecno[ogia Cayitu[o IV

9.1 Introduccion

Las emulsiones son ampliamente utilizadas en la industria farmacéutica, alimentaria
y cosmeética para el suministro de agentes bioactivos tales como antioxidantes,
vitaminas, antibidticos, nutricion parenteral, fitoesteroles y acidos grasos omega-3
(Cavazos-Garduiio, Ochoa-Flores, Serrano-Nifio, Beristain, & Garcia, 2014; Cui,
Cho, McClements, Decker, & Park, 2016; Tamnak et al., 2016; Zhang, Zhang,
Zhang, Decker, & McClements, 2015). Las emulsiones elaboradas con tensoactivos
de calidad alimentaria tales como di- y triglicéridos, polyoxylglycerides
caprilocaproilo (Labrasol), polietilenglicol (25) éter -cetostearyl (Cremophor) vy
polioxietileno (20) sorbitan monooleato (Tween 80) son susceptibles a la
desestabilizacion por factores del entorno, tales como pH, temperatura y fuerza
iGnica. La coalescencia, agregacion, cremado y la inversion de fases son los
principales mecanismos implicados en la inestabilidad de la emulsion. Por ejempilo,
el cremado es causado por diferencias en la densidad de masa entre la fase
dispersa y la fase continua. Por otro lado, la coalescencia se produce cuando las
gotas se acercan por algun tiempo.

Atendiendo a estas razones, se han tomado algunos enfoques sistematicos para
evaluar la estabilidad de las emulsiones. La reologia interfacial es un enfoque
fundamental ya que el fendmeno interfacial se ha vinculado a la estabilidad de la
emulsion (Kragel, Derkatch, & science, 2010). La idea subyacente es que el
comportamiento de flujo interfacial es controlado por la presencia de compuestos
(por ejemplo, tensoactivos, proteinas, monocapas insolubles, lipidos,
macromoléculas o particulas) en la capa interfacial. La microestructura de la
interfase esta formada por la adsorcién de moléculas activas interfaciales y la unién
de particulas o mediante la difusion o formacién de la capa de sustancias anfifilicas
insolubles. Aunque el uso de la medicién de las propiedades interfaciales para
predecir la estabilidad de la emulsion esta en aumento, la interpretacion de los
resultados no es siempre una tarea facil y directa. La estabilidad de las emulsiones
ha sido tradicionalmente reportada como el cambio de tamafo de gota en el tiempo.
En este sentido, la centrifugacion analitica se ha considerado como una técnica

fiable para obtener informacion en la estabilidad de la emulsion por efectos de
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cremacion, agregacion y coalescencia (Detloff et al., 2006; Lerche, Sobisch, &
Technology, 2011). La técnica se basa en mediciones de dispersiéon de la luz bajo
centrifugacion acelerada y la estabilidad de la emulsion se cuantifica en términos de
fusidn/formacion de tasa de cremado. Por otra parte, métodos tomados de la
electroquimica (por ejemplo, voltametria ciclica y espectroscopia de impedancia
eléctrica (EIS)) también se han explorado para la caracterizacion de emulsiones
(Perini, Prado, Sad, Castro, & Freitas, 2012). Los resultados mostraron que los
parametros de los circuitos eléctricos equivalentes utilizados para los ajustes de las
mediciones de EIS pueden proporcionar informacion valiosa en la estabilidad de las
emulsiones W/O.

Por otro lado, el Tween-80 es un tensoactivo no idnico sintético tipico con amplias
aplicaciones en la industria de alimentos y de polimeros. EI mecanismo de
estabilizacion reside en la capacidad del tensoactivo para reducir la tension
interfacial por periodos relativamente cortos. La molécula de Tween-80 es anfifilica,
lo que significa que tiene cabezas hidréfobas e hidréfilas. Cuando se afiade a una
mezcla de aceite/agua, las moléculas de Tween-80 migran a la interfase para
acomodar la cabeza hidrofila en la fase acuosay la cola hidréfoba en la fase oleosa.
El resultado es la reduccion de la tension interfacial, y por lo tanto la tendencia de
la interfaz aceite/agua a colapsarse. La estabilidad de la emulsion se logra cuando
las moléculas de tensoactivo cubren toda la interfase aceite/agua, evitando de esta
manera la coalescencia de las gotas y la agregacion de los efectos de repulsion
eléctrica. Para una fraccion dada de fase oleosa, una cuestion interesante es la
cantidad minima de agente tensoactivo necesario para alcanzar la méaxima
estabilidad de las emulsiones. La cuestion tiene también un aspecto econémico ya
gue la concentracion de tensoactivo excesiva no conduce necesariamente a una
mayor estabilidad, aunque el costo de fabricacion de emulsiones puede verse
afectado negativamente.

Por lo expuesto anteriormente, el objetivo de ésta etapa del trabajo fue evaluar la
estabilidad de emulsiones O/W, en funcién de la concentracion de tensoactivo
Tween 80. Con este fin, se utilizaron los métodos de electroquimica (Macdonald &

Barsoukov, 2005) para caracterizar la estabilidad de las emulsiones de aceite/agua
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con respecto a la cantidad de tensoactivo. La voltametria ciclica se ha utilizado para
la determinacion de la concentracion micelar critica (CMC), la cual fue estimada
como la concentracion de tensoactivo en el que la corriente anddica/catddica exhibe
una transicioén brusca (Ma et al., 1998; Mandal, Nair, & Ramaswamy, 1988; Mandal
& Nair, 1991). Se ha demostrado que las mediciones de EIS pueden proporcionar
informacion valiosa de la estructura y la estabilidad de particulas coloidales (H. De
Oliveira et al., 2008; H. P. de Oliveira & de Melo, 2011). La EIS se ha propuesto
para la determinacion de CMC (Ghasemi et al., 2014). En este trabajo la CMC se
estimé como la concentracion a la que los parametros del circuito equivalente
Randles exhiben una transicion brusca. La EIS también se ha utilizado para la
caracterizacion del comportamiento coloidal de emulsionantes i6nicos en
disolventes no polares (Abdollahi et al., 2014). La estabilidad de emulsiones agua-
en-aceite (petréleo) se caracterizé por las mediciones de EIS in situ a través de
parametros estimados (resistencia y conductividad) de un circuito eléctrico
equivalente (Perini et al., 2012).

9.2 Resultados y discusion

La estabilizacion de emulsiones a través de tensoactivos no idnicos se basa en la
repulsion estérica como la interfase aceite/agua se cubre con la cabeza hidrofébica
apuntando hacia la fase acuosa. En lo que sigue, la estabilidad de la emulsion se
discutira en términos de cambios de diametro medio de las gotas y tasa de cremado,
ademas se compara con los resultados obtenidos a partir de voltametria y EIS.
9.2.1 Morfologia y didmetro medio de las gotas de la emulsion

La Figura 14 presenta las imagenes de microscopia Optica ilustrativas de
emulsiones para 0.25, 1.0 y 3% v/v de concentracién de Tween-80. La figura 14a
muestra que bajas concentraciones de tensoactivo (0.25% v/v) no conducen a una
distribucion de gotas uniforme. De hecho, gotas de diametro pequefio y grande se
pueden observar, 1o que refleja la falta de moléculas de surfactante para cubrir la
mayor area interfacial de las gotas de pequefio diametro. Como era de esperar, una
mayor cantidad de moléculas de tensoactivo permite la estabilizacion de una zona
interfacial mas grande, lo que lleva de esta manera a gotas de diametro mas

pequefio (Figura 14b). Es evidente que el aumento de la concentracion de
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tensoactivo produce una emulsion mas estable como el exceso de moléculas de

tensoactivo permite un recubrimiento homogéneo de la interfase aceite/agua.

Figura 14. Imagenes de microscopia Optica de emulsiones con diferentes cantidades de tensoactivo
Tween- 80. (a) 0.25, (b) 1.0 y (c) 3.0% v/v. Es notable que a mayor concentracion de tensoactivo,
menor tamafio de diametro de gota.

La Figura 15 presenta el didmetro medio de las gotas en funcion de la concentracion
de tensoactivo para las emulsiones frescas (0 dias) y después de 7 dias. El diametro
medio de las gotas de la emulsion fresca exhibié un decaimiento exponencial con
una tasa de decaimiento de aproximadamente 1.6 + 0.2 (% v/v). Basicamente, el
diametro de gota cambié ligeramente sélo para concentraciones de tensoactivo
superior a aproximadamente 2.0% v/v. Para concentraciones relativamente altas de
surfactante, el diametro de gota logré un didmetro medio casi constante de
aproximadamente 0.75 micras. La reduccion adicional del diametro de las gotas por
las moléculas de tensoactivo no ionico Tween-80 agregadas en exceso no es
posible debido a la capacidad limitada para estabilizar la curvatura de las pequeias
gotas, segun lo propuesto por la ecuacion de Young-Laplace (Komaiko &
McClements, 2015). Después de 7 dias, el diametro medio de las gotas de las
emulsiones de baja concentracion de agente tensoactivo muestra un importante
cambio de aproximadamente 50%. Por el contrario, un aumento de la concentracion
de tensoactivo dio lugar a una estabilizacion de la emulsion O/W como el diametro
medio de las gotas aumento sélo ligeramente. Una mayor cantidad de moléculas de
tensoactivo permite un recubrimiento mas uniforme de la interfaz, mejorando de esta

manera los mecanismos estéricos.
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Figura 15. Diametro medio de gota (D4 3) de emulsiones frescas (0 dias) y emulsiones
almacenadas (7 dias).

9.2.2 Estabilidad acelerada
Las emulsiones se sometieron a centrifugacion analitica para evaluar la estabilidad
en términos de la tasa de cremado. Los resultados se muestran en la Figura 16
como funciéon de la concentracion de tensoactivo. La tasa de cremado fue aprox.
450 um/h para concentraciones de tensoactivo de hasta 1.5% v/v. La tasa de
cremado exhibié una fuerte reduccion en a la concentracién de tensoactivo
alrededor de 2.0% v/v, para alcanzar un valor de aproximadamente 50 um/h para
concentraciones de tensoactivo superiores. Los resultados anteriores indicaron que
la emulsion O/W era inestable para bajas concentraciones de tensoactivo, hasta
1.5% v/v. En contraste, se obtuvo estabilizacion para concentraciones de
tensoactivo superiores a 2% v/v. Es evidente que la estabilizacion de la emulsion se
logré cuando la concentracién de tensoactivo alcanz6 un valor cercano a 2% v/v
cuando la interfaz aceite/agua estaba totalmente cubierta por las moléculas de
tensoactivo. Tal cubierta reduce drasticamente la coalescencia de las gotas y

floculacion en virtud de los efectos estéricos.
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Figura 16. Tasa de cremado estimada de la centrifugaciéon analitica. Un rapido decaimiento de la
tasa de cremado es exhibido en concentraciones de tensoactivo cercanas a 2% Vv/v.

9.2.3 Potencial-{

La Figura 17 presenta la variacion del potencial- ¢ de emulsiones con respecto a la
concentracion de Tween-80. El potencial- { es negativo y su valor absoluto
disminuy6é con la concentracion de tensoactivo. De hecho, el potencial- ¢ era
aproximadamente -42 mV para 0.25% v/iv y cambi6 gradualmente a
aproximadamente -15 mV para las altas concentraciones de tensoactivo. La Figura
17 también presenta la derivada del potencial- ¢ con respecto a la concentracion de
Tween-80, que muestra que los cambios mas importantes se produjeron para
concentraciones de tensoactivo menores que 2% v/v. Para valores de concentracién
mas altos, el potencial- ¢ tiende a un valor constante como se refleja por acercarse
el derivado de un valor cero. Los resultados en la Figura 17 mostraron una supresion
de la carga superficial, medida en términos del potencial- {, sobre la adsorcién
tensoactivo.

La naturaleza de las cargas en la interfase aceite/agua no esta claro en absoluto.
Se ha postulado que la carga interfacial se puede atribuir al desequilibrio en la
superficie de los iones producidos por el agua en si misma (a saber, H* y OH"). El
desequilibrio es presumiblemente inducido por la adsorcién preferencial de iones

OH- en las interfaces de agua (Exerowa, Zacharieva, Cohen, Platikanov, & Science,
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1979; Manev & Pugh, 1991). Los iones producidos por el diéxido de carbono disuelto
(HCOs y CO3?%) podrian inducir un efecto adicional. Se ha postulado que el aumento
de la adsorcion de moléculas de tensoactivo puede conducir e inducir el
desplazamiento de los iones desde la interfaz (Manev & Pugh, 1991). Este efecto
s6lo se produce en la cobertura relativamente alta de interfaz y resulta en una
reduccion de la carga de la interfaz y por lo tanto también de la magnitud del
potencial- {. En este escenario, los resultados en la Figura 17 sugieren que la
cobertura de interfaz casi completa por moléculas de tensoactivo se logré a
concentraciones de aproximadamente 2% v/v. Moléculas de tensoactivo excesivo
no se adsorben, dando lugar a la formacion de estructuras micelares en la mayor

parte de la fase acuosa.
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Figura 17. Potencial- ¢ de las emulsiones en funcion de la cantidad de surfactante. Es notado que
el potencial-{ decrece conforme mas tensoactivo es agregado.

9.2.4 Voltametria ciclica
Las mediciones de potencial-¢ sugirieron que la adsorcion del tensoactivo no idnico
podria modificar el equilibrio idnico en la mayor parte de la fase acuosa. A su vez,
este efecto puede ser reflejado en las propiedades electroliticas de la emulsion
como especies mas ionicas estan contenidas en la fase acuosa. La Figura 18a

presenta los resultados de voltametria ciclica para tres valores diferentes de la
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concentracion de tensoactivo. Curiosamente, el patrén de potencial de corriente no
mostrd picos apreciables de oxidacion/reduccioén, lo que sugiere que el patron se
relaciona Unicamente con transferencia de cargas ionicas del seno de la emulsién
a la superficie del electrodo. Ademas, los picos de corriente anodica y catddica (a
+1.0y -1.0 voltios) aumentaron con la concentracion de tensoactivo. En términos de
los postulados por Manev y Pugh (1991), el incremento de la corriente podria estar
vinculado a especies idnicas desplazadas de la interfase aceite/agua como mas
moléculas de tensoactivos son adsorbidas. La figura 18b presenta el pico de
corriente catddica como funcion de la concentracion de tensoactivo. La corriente
anddica exhibié un patrén similar, como se ilustra en los patrones de la figura 18a.
La corriente exhibié un comportamiento creciente mon6tono, con una tendencia a
alcanzar un valor asintético de alrededor de 0.07 mA para altas concentraciones de
Tween-80. Por otro lado, la figura 18b también presenta la capacitancia de la doble

capa obtenida por integracién de la respuesta del potencial de corriente como sigue:

Vmax

j 1 (V)dV
Ce = U(\;:ax _Vm'n) ©)

donde U es la velocidad de barrido, v, Y V.., son, respectivamente, el voltaje

minimo y maximo. Se observa que la capacitancia aumenta en linea con la corriente
de pico catddico. Esta caracteristica, en combinacion con la falta de los picos de
oxidacion/reduccion sugirié que el sistema actia como un condensador débil donde
la respuesta de voltametria ciclica refleja sélo la transferencia de carga de la fase
acuosa a la doble capa eléctrica. Ademas, la capacitancia alcanza un valor maximo

para concentraciones de tensoactivo superior a aproximadamente 2% v/v.
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Figura 18. (a) llustra los patrones de voltametria de tres diferentes concentraciones de Tween-80.
La ausencia de picos de corriente es notable. (b) Capacitancia de la emulsion estimada por la
integracion del patron de potencial de corriente.

9.2.5 Espectroscopia de impedancia eléctrica (EIS)
La Figura 19a ilustra el comportamiento del diagrama de Nyquist para cinco valores
diferentes de la concentracion de Tween-80. En la regién de baja frecuencia, un
comportamiento de fase constante se puede observar, con la pendiente de fase
constante que aumenta con la concentracion de tensoactivo. Para todos los casos,
se muestra un semi-circulo, lo que indica que hay una distribucion homogénea de
las constantes de tiempo en el rango de escrutinio de baja frecuencia. La propuesta
de un circuito eléctrico equivalente para la respuesta EIS de emulsiones se muestra
en la Figura 19a. Especificamente, la respuesta EIS fue descrita por el circuito
Randles el cual se describe esquematicamente en la Figura 20. El circuito Randles
consta de una resistencia en serie con una configuracion en paralelo de una

resistencia y un elemento de fase constante (CPE) dada por:

CPE(jo) =

(jo)" (7)

jo
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junto con un condensador. El significado de un CPE no esta claro en absoluto. Se
observa que el CPE corresponde a un condensador ideal para a=1. Se ha sugerido
que CPE esta relacionada con la superficie del electrodo no homogénea o difusion
incluso andmala de especies idnicas en una zona de la superficie del electrodo
(Westerlund et al., 1994). De hecho, el CPE se introduce comunmente para tener
en cuenta para la distribuciéon no homogénea de las cargas en la superficie del
electrodo. La resistencia esta relacionada con la resistencia de la solucion (Rs),
mientras que el condensador en paralelo (Caq) + CPE + resistencia (Ra) esta
vinculada a la formacién de una doble capa eléctrica sobre la superficie del
electrodo.

Se utilizé un programa de minimos cuadrados con regresion no lineal para ajustar
los datos experimentales y estimar los parametros del circuito equivalente. La
resistencia de la solucion (Rs) era insignificante con relacion a la resistencia de doble
capa (Ral), lo que indica que los mecanismos de impedancia dominantes se pueden
atribuir a la acumulacion de cargas i6nicas en una zona de la superficie del
electrodo. Las figuras de 19b a 19d presentan los parametros eléctricos estimados
como funcién de la concentracion de tensoactivo. La resistencia de doble capa
disminuye monétonamente con la creciente cantidad de tensoactivo, indicando que
la adicién de tensoactivo mejora la conductancia de la solucién debido tal vez a la
incorporacion de OH- desplazados de la interfase aceite/agua. Por otro lado, el
exponente de la CPE en la figura 19c mostré un fuerte aumento en alrededor de 2%
v/v de concentracion de tensoactivo. El origen del cambio abrupto del exponente
CPE no esté claro, aunque podria estar reflejando el bloqueo de cargas i6nicas en
la zona de electrodo. La capacitancia de doble capa estimada a partir de las
mediciones de EIS se presenta en la Figura 19d como funcion de la cantidad de
tensoactivo. La capacitancia mostré una sostenida creciente de concentraciones por
debajo de 2% v/v. Para concentraciones mas altas, la capacitancia exhibié una
meseta a alrededor de 3.5 mF/cm?. Por Ultimo, la Figura 21 compara las mediciones
de potencial zeta con la capacitancia de doble capa estimado a partir del circuito
equivalente, que muestra una relacién inversa. Esto se podria esperar del

mecanismo propuesto por Manev y Pugh (1991). De hecho, la adicion de
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tensoactivo no iénico desplaza especie ionica (principalmente OH") de las interfaces
de aceite/agua. A su vez, las especies idnicas desplazadas mejora la conductividad
de la fase acuosa, que se refleja por un aumento de los valores de capacidad

reducida y resistencia.
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Figura 19. (a) Grafica de Nyquist de las mediciones de EIS para cinco diferentes concentraciones
de tensoactivo. (b)-(d) Parametros estimados (Ry;, a y Cg4;) obtenidos por el ajuste de las
mediciones de EIS a un circuito equivalente.
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Figura 20. Diagrama esquemaético de un circuito equivalente Randles usado en el ajuste de los
datos de EIS.
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Figura 21. Comparacion entre las mediciones de potencial-{ y la capacitancia estimada de la doble
capa.

9.2.6 Discusion
Los métodos tradicionalmente utilizados (por ejemplo, diAmetro medio de gota y la
tasa de cremado) para el seguimiento de la estabilidad, mostraron que la estabilidad
de las emulsiones O/W se ve reforzada por el aumento de la cantidad de tensoactivo
no iénico Tween-80. Se argumenta comunmente que los efectos estéricos son
responsables de la estabilidad de este tipo de emulsiones como la cabeza hidréfila
de la molécula de tensoactivo actia como una obstruccién para coalescencia y
agregacion de la gota (Rosen & Kunjappu, 2012). Las mediciones de potencial-{
indicaron que las cargas de las particulas disminuyeron con la adicién de moléculas
de tensoactivo, lo que sugiere que la repulsién electrostatica apenas se ve implicada
en la estabilizacion de la emulsion. Sin embargo, la disminucién del potencial- ¢
plantea una cuestion interesante sobre el papel de las cargas i6nicas que
intervienen en la formacion de emulsiones O/W. La cuestidn tiene una relevancia
importante como la magnitud del potencial-¢ mostré una disminucion rapida de la
concentracion de Tween-80 menor que 2% v/v y, a continuacion, alcanza un valor
casi constante. Curiosamente, una concentracion de Tween-80 de

aproximadamente 2% v/v se utiliza ampliamente en la practica para la formulacién
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de O/W con la fraccidon oleosa en el intervalo de 20 a 30% (Lv et al., 2014). Las
mediciones de voltametria ciclica y de EIS mostraron transiciones rapidas de los
parametros subyacentes (por ejemplo, resistencia y capacitancia) parametros en
valores de concentracion similares de Tween-80. De hecho, las capacitancias de
solucion y de doble capa aumentaron monétonamente con la concentracion de
Tween-80 para conseguir un valor casi constante para concentraciones superiores
al 2% v/v. Del mismo modo, la resistencia de doble capa mostré una disminucion
sostenida de la concentracion de tensoactivo menor que 2% v/v. Estos resultados
sugieren que la concentracién de Tween-80 de aproximadamente 2% v/v es un valor
critico para la estabilizacion de la emulsién O/W. Al apartarse de las ideas de Manev
y Pugh (1991), la disminucion de la resistencia y el aumento de la capacitancia se
pueden vincular a la acumulacién de especies ionicas desplazadas de la interfase
aceite/agua a través de la adsorcion de moléculas de tensoactivo. La transicion de
los pardmetros del circuito equivalente (Randles) y del potencial-C a los valores casi
constantes cercanos a 2% v/v indican que la adicién adicional de moléculas de
tensoactivo no contribuye a la cubierta de la interfaz. En este punto, la interfase
aceite/agua esta completamente cubierta por las moléculas de tensoactivo, que se
refleja por una reduccion de especies idnicas desplazadas como se detecta por
voltametria ciclica y mediciones de EIS. De esta manera, ambas mediciones
potencial-{ y métodos electroquimicos pueden proporcionar una estimacién de la
concentracion critica del tensoactivo no idnico a la que se satura la interfase
aceite/agua. La futura adicién de moléculas de tensoactivo no conduce a una mejora
significativa de la estabilidad de la emulsion.

9.3 Conclusiones

Los resultados de este trabajo mostraron que los métodos de electroquimica
(voltametria ciclica y espectroscopia de impedancia eléctrica) pueden proporcionar
informacion valiosa sobre el mecanismo y los fendbmenos que intervienen en la
formacion y estabilidad de emulsiones O/W por tensoactivos no ionicos. En
contraste con los tensoactivos ionicos, el mecanismo de estabilizacion de
tensoactivo no idnico es principalmente de naturaleza estérica. Sin embargo, la

transferencia de cargas ionicas por desplazamiento fisico en la interfase aceite/agua
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parece estar presente en la estabilizacion de la interfaz. Tales cargas ionicas
eventualmente son acumuladas en la fase acuosa, cuyo comportamiento
electrolitico puede caracterizarse por voltametria ciclica y mediciones de EIS.
Curiosamente, los parametros especificos derivados de estas mediciones
proporcionan una estimacion de la concentracion de tensoactivo en el que la interfaz
esta totalmente cubierta. El enfoque utilizado en el presente trabajo tiene un
interesante potencial practico dada la facilidad de las mediciones electroquimicas

incluso bajo condiciones in situ.
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11. Anexo A. Estructuras quimicas

11.1 Estructura quimica del quitosano de medio peso molecular
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Figura 22. Estructura quimica del quitosano de mediano peso molecular (Sigma-aldrich).

11.2 Estructura quimica de la goma ardbiga
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Figura 23. Estructura quimica de la goma arabiga (Sigma-Aldrich).
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11.3 Estructura quimica de Tween-80
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Figura 24. Estructura quimica de Tween-80 (Sigma-Aldrich).
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ABSTRACT

Electrical impedance spectroscopy (EIS) tests were carried out to study the complexation process between
gum Arabic (GA; agueous dispersion, pH 4.75, 1% w/w) and chitosan (Ch; acetic acid dispersion, pH 3.5,
1% w/w)in bulk solution. EIS data were obtained for different GA/Ch mass ratios (Rgayo, = 1:1-10:1) at fre-
quencies ranging from 1 Hz to 1000 Hz. A fractional-order Randles circuit was used to estimate resistance
and capacitance parameters as function of Rgaycn. Complex coacervates were obtained by subjecting the
bulk solutions to centrifugation, and quantifying the sedimentation velocity and height. The equivalent
circuit parameters showed sharp changes at the isoelectric point of the complex coacervates. The capa-
bility and accuracy of the EIS was compared with that obtained via traditional {-potential measurements.
The results indicated that the EIS technique can be used at specific frequency ranges as a practical method
for monitoring the complexation process between biopolymers.

@© 2016 Published by Elsevier B.V.

1. Introduction

Biopolymers with opposite charge in solution can engage in

complex interactions involving electrostatic attraction and charge
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erties of biopolymer complexes is a topic of vital importance
to engineers and scientists because they can determine to a
great extent the texture, morphology and mechanical stability
of colloidal matter [1]. The interactions between polyelectrolyte
biopolymers can be manifested in several forms. Weak interac-
tions lead to the formation of small soluble complex reflected as
murky solutions, as well to the formation of homogeneous weak
gels. On the other hand, strong interactions can lead to the precipi-
tation of the complex colloids formed by both biopolymers [2]. The
nature and extent of biopolymers complex formation are affected
by molecular characteristics (e.g., charge density and distribution
of reactive groups), relative biopolymer concentration and solution
conditions (e.g., pH, ionic strength and temperature).

Complex coacervation, leading to the formation of a precipitate
of both biopolymers, has found a large diversity of technological
applications in the biotechnology, food and pharmaceutical indus-
tries. Protein/polysaccharide and polysaccharide/polysaccharide
coacervates have been used for stabilizing emulsions [3], for
immobilizing probiotics [4], as milk-fat replacers [5], for the
microencapsulation and controlled the release of bioactives and
drugs [6-9], and in many other domains [10].

In general, the coacervation process is affected by pH, ionic
strength, charge density, chain length and the charge ratio [11]. The
monitoring of the coacervation formation is an important issue for
determining optimal conditions in terms of morphology, yield and
functional properties. In fact, it has been pointed out that scale-
up of complex coacervation for large-scale production is not trivial
since the morphology and size are highly dependent of the process-
ing conditions [12]. In this regard, the monitoring methods play an
important role for tracking significant variations in the coacerva-
tion process. Because coacervation involves self-assembly driven

by protolytic equilibrium, electrostatic attraction and complexa-
tion between oppositely charged polyelectrolytes, zeta potential is
widely used to assess the formation of complex morphologies with
desired properties [13]. Also, coacervation takes place when the
thermodynamic conditions are not adequate to sustain the solubil-
ity of the charged polyelectrolytes. Hence, turbidity measurements
have been also used to monitor the coacervate precipitation process
[14]. Besides, microscopy is routinely used for visual evaluation of
coacervate morphology. Small angle scattering has been also pro-
posed to delimitate the size and spacing of coacervate domains
[15].

A central feature of complex coacervation is the electrostatic
attraction between oppositely charged polyelectrolytes. In this
way, it has been considered that measurements of the mobility of
charges within the coacervate domains provide valuable insights,
as a complement to other methods, regarding the complexation
process [6]. The electrical DC conductivity methods give simple,
rapid and relatively inexpensive measurements of charge mobility.
However, a drawback of DC conductivity is its low sensitivity and
accuracy in many instances, especially with media displaying rel-
atively high conductivity [16]. Electrical impedance spectroscopy
(EIS) has been proposed as a direct and non-destructive alternative
to DC conductivity measurements incolloidal systems [17-19]. The
idea behind EIS is to estimate the electrical impedance of a medium
as function of variable frequency. The potential of EIS for testing the
evolution of colloidal systems is still under exploration. Galia et al.
[20] studied the self-assembly behavior of amphiphiles soluble in
supercritical carbon dioxide using EIS. The link between electrical
impedance and the formation of aggregates in aqueous solutions of
dyes and surfactants was explored by de Oliveira et al. [21]. Scan-
durra et al. [22] reported that EIS was a practical and rapid method
for assessing the floral origin of honey. Ghasemi et al. [ 16] investi-
gated changes in electrical impedance for determining the critical
micelle concentration of ionic emulsifiers. Recently, Abdollahi et al.
[23] used EIS to study the colloidal behavior of non-ionic emulsi-

fiers in non-polar solvents. Interestingly, IES can be also used for
estimating the size of microstructures [24].

In this work, EIS was used for evaluating the complexation
process between low molecular weight chitosan (cationic) and
gum Arabic (anionic) in the bulk of the aqueous phase. The EIS
results were contrasted with those obtained using the traditional
zeta potential method where the equivalence point between the
biopolymers is determined.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Low molecular weight chitosan (Ch; 92.2% degree of deacety-
lation, DDA) was purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA). Chitosan is a cationic heterogeneous binary polysaccharide
consisting primarily of 2-acetamido-2-deoxy-B-D-glucopyranose
and 2-amino-2-deoxy-B-D-glucopyranose residues [25]. Gum Ara-
bic (GA; Acacia senegal) was purchased from Sigma-Aldrich (5t
Louis, MO, USA). GA is a branched, neutral or slightly acidic, com-
plex polysaccharide obtained as mixed calcium, magnesium and
potassium salts [26]. Studies on the structure of GA indicate that the
molecules consist of a 8 (1 — 3) linked galactopyranose backbone
chain with numerous branches linked through 8(1 — 6) galactopy-
ranose residues and containing arabinofuranose, arabinopyranose,
rhamnopyranose, glucuronic acid and 4-0-methyl-d-glucuronic
acid, with small amount of proteinaceous material forming an
integral part of the structure. Acetic acid, hydrochloric acid and
sodium hydroxide were purchased from ].T. Baker (Xalostoc, State
of Mexico, Mexico). Deionized water was used in all the experi-
ments.

2.2. Preparation of biopolymer solutions

Chitosan (1% w/w) was dispersed in deionized water with acetic
acid (1%, v/v) and gum Arabic (1% w/w) was dispersed in deionized
water at 20°C. The dispersions were gently stirred for 12h and
stored overnight at 4°C to guarantee complete hydration of the
biopolymers.

2.3. Protolytic titrations

Protolytic titrations were carried out to estimate the stoichio-
metric relation between chitosan and gum Arabic dispersions. A
sample of chitosan dispersion (20mL) was titrated with NaOH
(0.1 M) and the pH was recorded (Vernier pH-BTA, Beaverton, OR,
USA). Likewise, a sample of gum Arabic dispersion (20mL) was
titrated with HCl (0.1 M), with continuous monitoring of the pH.
The titration results were contrasted with those obtained for the
acetic acid solution (1% v/v) used for the preparation of the chitosan
dispersion and for the deionized water used for the preparation of
the gum Arabic dispersion. All titrations were made in triplicate.

2.4, Titration of chitosan dispersion with gum Arabic dispersion

The GA dispersion was slowly added into the Ch dispersion
using gentle stirring conditions at 20°C. The pH values for gum
Arabic-chitosan mass ratios (Rgacn) ranging from 1:1-10:1 were
monitored with a Vernier pH-BTA (Beaverton, OR, USA) at 20 °C.

2.5. E-Potential

The ¢-potential measurements were performed with a Zeta-
sizer Nano Z590 (Malvern Instruments, Worcestershire, UK). The
pH of the GA and Ch dispersions (10 mL) was adjusted using either
0.1N HCl or 0.1 N NaOH with the help of the MPT-2 equipment
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autotitrator. Experiments were performed in a pH range from 2
to 5, every 0.5 units with a pH resolution of £0.05 units. The ¢-
potential was determined by measuring the direction and velocity
of the biopolymer dispersions as they moved in the direction of the
applied electric field. The equipment software converted the elec-
trophoretic mobility measurements into {-potential values using
the Smoluchowsky mathematical model.

At this point, it is important to mention that a vast majority of
published work regarding zeta potential measurements performed
with the Zetasizer do not consider the softness of the analyzed
material [27-29]. Electrophoretic mobility modifies the shape, and
hence the effective radius and potential, of soft material. The rea-
son is that a suitable procedure for correcting for these effects is not
available. Theoretical computations for interpretation of electroki-
netics measurements [28] are complex for most users and require
parameters that are commonly unavailable in most cases. In this
regard, zeta potential measurements should be taken in general
with some care and awareness that conclusive results may not be
drawn.

2.6. Optical microscopy

The murky dispersions of the biopolymer complexes formed at
different Rgaycn were observed with an optical microscope (Olym-
pus BX45, Olympus Optical Co., Tokyo, Japan) coupled to an image
analyzer system (digital Olympus camera C3030 and Image Pro-
Plus version 4.5 software, Media Cybernetics, Inc., Rockville, MD,
USA), prior to the formation of a precipitate, which could occur after
a few minutes of the addition of GA dispersion to Ch dispersion at
certain Rgajcy. Selected micrographs at 100x are presented.

2.7. Analytical centrifugation

Samples (0.4 ml) of the biopolymer complexes dispersions at
different Rgac, were subjected to centrifugal sedimentation at
4000 rpm for 126 min at 20°C, using a LUMiSizer dispersion ana-
lyzer (LU.M. GmbH, Berlin, Germany). Under these conditions,
relative strongly complexed biopolymers tend to precipitate as
complex coacervates. The LUMiSizer enables to simultaneously
measure the intensity of transmitted light as a function of time
and position over the separation interface across the entire sample
length. Sedimentation velocity and height of the complex coacer-
vates was obtained with the SEPView equipment software.

2.8. Electrical impedance spectroscopy

As in the case of the titration experiments, Ch dispersion
was loaded into a PARSTAT Potentiostat/Galvanostat (Princeton
Applied Research, Oak Ridge, TN, USA) model 2273 cell (vol-
ume=50mL) equipped with a Faraday cage, and GA dispersion
was added dropwise. Electrical impedance spectroscopy measure-
ments were obtained for Rga e, ranging from 1:1 to 10:1 under
nominal open-circuit conditions (i.e.,zero DC bias voltage) by scan-
ning the exciting potential frequency from 1 to 1000 Hz. The cell
was equipped with three-electrodes: (1) a saturated sulfate ref-
erence electrode (Hg/Hgy504/K2504), SSE, (E=0.645 V/SHE, XR200
Radiometer), (2) a platinum foil as counter-electrode, and (3) a
platinum plate as working electrode. Prior to each experiment, the
surface of the working electrode was polished using Buehler alu-
mina powder (final grain size < 0.05 um) to a mirror finish. The
electrode was then rinsed with deionized water and placed in an
ultrasonic bath for 5 min. The reaction cell was equipped with a
temperature control system to maintain the system at 20°C.

For the sake of completeness, a brief description of EIS con-
cepts will be given as follows. Electrical impedance is normally
performed using small excitation signals to obtain a pseudo-linear

response. The excitation signal is carried out by the potential
applied to the electrochemical cell as

E(t) = Eg sin(et), where e and E are the excitation frequency
and amplitude, respectively. It should be recalled that the relation-
ship between radial frequency e (expressed inrad/s) and frequency
f (expressed in Hz) is given by @ = 27f. The response signal is given
by the current in the form I{t) = Iy sin{wt + ¢), where ¢ is the phase
shift between the exciting potential and the response current sig-
nals. With the Euler's relationship exp(jewt) = cos(et) + jsin{ewt),
one can express the impedance as a complex function. The exciting
potential is given by E(t) = Egexp(jewt) and the current response
as I(t) = Iyexpljet — ¢). By using an Ohm's law in the complex
domain, one can define the impedance as a dynamical version of
the traditional resistance concept. That is, Z{ew) = E(t; e)/I{t; ). In
this way, Z(w) = Zg.(@) + jZ;,(w), where Zg.(w) = Zy(w) cos(¢) and
Zim(w) = Zp(w) sin(¢h) are respectively the real and imaginary mod-
ules, and Zp(w) = |Z(w)) is the impedance magnitude. The real and
imaginary parts correspond to the loss (or resistance) and storage
(orreactance) moduli. A purely reactive component does not dissi-
pate energy. This means that the component alternatively absorbs
energy boundary membrane system, a pure reactance will not dissi-
pate any power. Finally, the magnitude of the impedance is related
to the frequency-dependent conductance (G(w)) and capacitance
(C(ew)) as follows.

G(w) = |z~ cos(¢)
and

C(w) = (@iz)) ' sin(¢)

respectively.

2.9. DC conductivity

To compare the EIS results with electrical conductivity, the DC
conductivity of the samples was measured with a conductivity
meter (Orion Star, Thermo Scientific, USA). All measurements were
performed at 20 °C. Three measurements were carried out for each
sample.

3. Results and discussion
3.1. Protolytic stoichiometry

Fig. 1 presents the results of the protolytic titrations for the Ch
and GA dispersions. Fig. 1a corresponds to the chitosan dispersion
and the results were contrasted against the acetic acid solution used
for its preparation. To achieve a given pH value, the chitosan dis-
persion required more NaOH addition than the acetic acid solution,
indicating that chitosan molecules were effectively protonized. The
effective protonation can be expressed in terms of the added NaOH
after subtracting the corresponding addition to the acetic acid solu-
tion. For the pH value at which complex formation occurred (pH
3.5), the chitosan protonation required 0.18 mL of the 0.1 M NaOH
titration solution per g of the chitosan dispersion. This corresponds
to 1.8 x 103 mol NaOHj/g of chitosan. Similarly, the titration of the
gum Arabic dispersion (Fig. 1b) resulted in 8 x 104 mol HCl/g gum
Arabic. In this way, the stoichiometry of the protolytic neutraliza-
tion between the chitosan and the gum Arabic solutions can be
represented as the neutralization between NaOH and HCI, corre-
sponding to a ratio of about 2.25. That is, about 2.25 g of gum Arabic
dispersion will be required to balance 1 g of chitosan dispersion.
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Fig. 2. Titration trajectory on the {-potential-pH plane. The isoelectric point was
achieved at gum Arabic—chitosan mass ratio (R, ) of about 5.5:1.

3.2. {-Potential

Fig. 2 shows the {-potential values as a function of pH for the
chitosan (1% w/w) and gum Arabic (1% w/w) dispersions. The amine
groups of chitosan are protonated under acidic conditions, confer-
ring a cationic behavior to its dispersions. In contrast, gum Arabic
contains deprotonated carboxyl groups, leading to an anionic
behavior of its dispersions. Thus, chitosan exhibited always pos-
itive {-potential values which became increasingly positive as pH
decreased, while gum Arabic exhibited always negative {-potential
values which became increasingly negative as pH increased to neu-
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tral values. The {-potential values of Ch varied from about+47 mV
at pH 3 to +42mV at pH 5, while those of GA varied from about
—6mV at pH 3 to —13 mV at pH 5. Since the interaction between
cationic and anionic biopolymers involves electrostatic forces, (-
potential measurements are commonly used to test the formation
of biopolymer complexes. The difference in the protonation load
between the polysaccharides molecules can be seen as the driv-
ing force for electrostatic interactions. The titration process started
when gum Arabic (pH 4.75) dispersion was dripped into the chi-
tosan(pH 3.5) dispersion. The effects of this were a gradual increase
the biopolymers mixture pH, while the {-potential initial positive
value of Ch was decreased towards zero as titration with GA pro-
ceeded, until, eventually it was turned into an increasingly negative
value. Fig. 2 also shows, the titration trajectory followed as the
biopolymers mass ratios varied from Rgaycn, = 1:1 to Rgaycn = 10:1.
Motice that a {-potential value of zero, considered as the isoelectric
point, was achieved for a Rgy ey, of about 5.5:1 and a pH of ~3.9.
Protolytic titration in Fig. 1 indicates a ratio Rgyjcy, of about 2:25
to achieve neutralization. This means that biopolymer interaction
for Rgaycn smaller than 2:25 is due to neutralization mechanisms.
For higher Rgajcy values, the gum Arabic is in stoichiometric excess
relative to the chitosan, incorporating negative charges in the com-
plex structure. The aim of the excess biopolymer is to stabilize the
complex coacervate structure by forming a surrounding permeable.

3.3. Morphology

Fig. 3 shows illustrative instances of biopolymers complex for-
mation at the different Rgacn ratios. At Rgajcn of 1:1 only the
formation of incipient amorphous structures is observed (Fig. 3a).

As Rcacn isincreased to 2:1 and 3:1, increasingly larger aggregates
in the water bulk begin to emerge due to increased electrostatic

interactions between the gum Arabic macro-anions and the chi-
tosan macro-cations (Fig. 3b and c). At Rgacn of 4:1 membrane-like
structures commenced to surge around individual complex aggre-
gates (Fig. 3d). As Rgajcn increased to 5:1, the individual complex
aggregates tended to be consolidated into a whole, delineated by
a common boundary (Fig. 3e). At Ry of 6:1, a clearly defined
boundary membrane encloses complex aggregates tightly packed,
reminding the morphology of single cell organisms (Fig. 3f). The
size of these complex coacervate domains was about 30-35 pum.
Further increases in Rgpjch, ie., 7:1 and 8:1, led to the onset of
biopolymers complexes disaggregation, probably due to the excess
of zum Arabic macro-anions, whose negative charges affected the
distribution of molecular entanglements. In fact, the interior of the
biopolymers complexes domain became increasingly fractionated
into several sub-domains (Fig. 3g and h). Eventually, at relatively
very high Rgach (9:1 and 10:1), the biopolymer complexes reverted
to a morphology of individual aggregated structures (Fiz. 3i and
j). These figures illustrate the multiple pathways available to gum
Arabic-chitosan complexes formation as a function of biopolymers
mass ratios and relative opposing charge densities, which lead to
the formation of complex spatial structure domains. Overall, the
micrographs of Fig. 3 shows that well-defined complex coacervates
are formed at Rgp oy in between 5:1 and 6:1. These conditions cor-
respond to those of the consolidated biopolymers complexes with
well-defined boundary membranes observed in Fig. 3e and f. The
results described above are in agreement with those reported by
Espinosa-Andrews et al. [13,30], that found that maximum com-
plex yield between gum Arabic and chitosan occurred ata 5:1 mass
ratio. Colloidal micro-phases include “zipper” brushes, micelles
and micellar networks [31]. Although the phenomenology of coac-
ervation can be deduced from the observation of self-organized
microscopic structures as illustrates in Fig. 3, the link between the
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Fig.3. Optical images illustrating the morphology of biopolymer complexes between gum Arabic and chitosan at different mass ratios (Rgacn ). Images from (a)-(j) correspond
to Reyan of 1:1-10:1, respectively.
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Fig. 4. Sedimentation height (a) and velocity as function of gum Arabic-chitosan
mass ratio (Rgacn ). The optimal yield and stability were obtained at Rgaycn from 5:1
to 6:1.

physics of coacervation and the resultant microstructure is an issue
that is not clear at all [32].

34. Analytical centrifugation

The complexation between gum Arabic and chitosan formed iso-
lates and aggregates of colloidal dimensions that were reflected in
turbid dispersions. The yield and stability of the colloidal complexes
can be studied by analytical centrifugation. Strongly complexed
biopolymers precipitate, while weakly complexed biopolymers
break down and remain soluble. Fig. 4a shows the sedimentation
height as function of R, This height is a measure of the complex
coacervate yield, which achieved its maximum value for Rgac, of
5:1. This is in agreement with previous reports where the maxi-
mum yield was obtained for gum Arabic/chitosan mass ratio of 5:1
[30]. As the mass ratio between the biopolymers deviated from this
value, the charge density balance between the oppositely charged
polysaccharides also drifted far away from its stoichiometric value
and the electrical balance, leading to a reduced production of insol-
uble complex coacervates.

The sedimentation velocity of the insoluble complexes can be
considered as a measure of stability [ 33 ]. High sedimentation veloc-
ity values indicated high stability of the biopolymer complexes. The
highest sedimentation velocities occurred at Rgc, of 5:1 and 6:1
(Fig. 4b). The micrographs of Fig. 3 can be related to the results
of Fig. 4a and b by considering in general terms three distinctive
regions respect the Rgajch axis: a) Rgajen from ~1:1 to 4:1, char-
acterized by small sedimentation height and low sedimentation
velocity, where the gum Arabic anions were not sufficient for form-
ing strong molecular entanglements with the chitosan cations. The
complexes formed were sufficiently small to resist the action of
the centrifugal force (Fig. 3a—d). After centrifugation, the dispersion
remained as a turbid liquid. (b) Rgajc, from ~5:1 to 6:1, character-
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Fig. 5. EIS measurements for the gum Arabic and chitosan dispersions. (a) Bode and
(b) Nyquist plot format.

ized by consolidated of aggregated complexes densely packed and
surrounded by a boundary membrane (Fig. 3e—g), that withstood
the shear stresses caused by centrifugal force, yielding a precipitate.
Espinosa-Andrews et al. [34] reported that gum Arabic—chitosan
complex coacervates obtained at a mass ratio of 5:1 exhibited a
predominantly liquid viscoelastic behavior since the loss modulus
(G") was higher than the storage modulus (G'} in the frequency
range of 1-100rad/s, but that there were clear indications that a
cross-over point (G'=G") could occur at frequencies slightly above
100rad/s. This behavior confirmed the presence of a cross-linked
network, with higher viscoelastic characteristics at pH 4.5 than
at pH 6.0 and 3.0. These results are in close agreement with the
sedimentation height and velocities observed for the Rgajcy from
~5:1-6:1, and the micrographs (Fig. 3e—g) of the consolidated com-
plexes. (c) Rgpycn from 7:1 to 10:1, where both the sedimentation
height and velocity were small. Despite the relative large sizes
of these structures (Fig. 3h—j), the surrounding cell arrangement
was unstable and incapable of resisting the onslaught of external
shear deformations, causing the dismemberment of the aggregated
complexes, into smaller-size colloidal entities which did not pre-
cipitate under the applied centrifugation conditions. The excess of
gum Arabic anions probably introduced repulsive forces within the
complexes domain, which resulted in the formation of fragmented
subdomains and even isolates.

3.5. Electrical impedance spectroscopy

Fig. 5 shows the EIS results in Bode (Fig. 5a) and Nyquist (Fig. 5b)
formats for the gum Arabic (1% w/w) and chitosan (1% w/w) dis-
persions as a function of the exciting signal frequency. It is noted
that the electrical moduli Zge(e) and Zj(w)are decaying functions
of frequency. This effect was caused by the attenuation of the mate-
rials tested in response to the alternating electrical signal. The
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chitosan dispersion displayed smaller impedance moduli than the
zum Arabic dispersion over the whole range of frequencies. This
could be expected since chitosan was dispersed under acidic con-
ditions using acetic acid, which acted as an electrolyte.

The following concepts are in order to guide the discussion on
the EIS results shown in Fig. 5. The application of an alternating
potential to a material excites the electromagnetic field inherent
to the internal structure. In turn, this generates polarized positive
and negative ions, which move in the direction of the electrical field.
The alternating electrical potential leads to an alternating electrical
field in the material, although with a time delay that is consequence
of the time of recovering the status of ions. Importantly, the time
delay is a relaxation time that depends on the exciting frequency
and the intrinsic properties of the material [25]. One has that small
time delay values are related to high inherent electrical resistance
properties of the material.

An interesting consideration of this work was to establish if the
EIS measurements had the sensitivity to detect the formation of
zum Arabic—chitosan complexes in bulk solution. To address this
question, let us make the following remarks relative to the EIS
results in Fig. 5. In the low frequency region (up to about 50 Hz),
the loss or dissipation modulus Zg.(w) decayed monotonically. On
the other hand, in the high frequency region this modulus achieved
a constant value. In contrast, the storage modulus Zj;, (@) exhibited
a decaying pattern without achieving an asymptotic value, which
cannot be attributed to external noise since [ES measurements were
carried out under Faraday cage protection. The decaying pattern of
the EIS moduli can be related to changes of the electrical capac-
itance of the fluid surrounding the electrochemical electrode. In
fact, the electrical impedance of a pure capacitor is given by Z(w) =
_jw!, indicating a decaying function with the frequency. It is well-
known that an ionic double-layer appears when an electrolytic fluid
isin contact with an electrode. The firstlayer contains ions adsorbed
on the surface due to (redox) chemical interactions. The second
layer is comprised of ions attracted to the neighborhood of the first
layer by Coulombic forces. This layer is not firmly anchored to the
electrode surface, but rather a loose layer composed of ions moving
diffusively under the effects of electrical attraction. In this way, the
second layer is termed as the diffuse layer. In an analogy with elec-
trical circuitry, the double-layer structure comprises an electrical
capacitance effect due to the accumulation of ions on the surface
and in the neighborhood of the electrode. Besides, the mobility of
ions in the diffuse layer can be linked to a transport resistance due
to diffusion effects. In general, the capacitance in the ionic double-
layer depends on the dielectric constant of the electrolyte and the
thickness of the double layer.

A useful technique to estimate capacitance and resistance
parameters associated to EIS data is to determine the parame-
ters of an equivalent electrical circuit. Based on the double-layer
structure describe above, plenty of work has been made in the
equivalent-circuit modeling of dispersed material in electrolytic
medium [36,37]. First, note that in the low-frequency region the
Zge(w) and Zyy(ew) moduli decay as O(ew=*), with a fractional decay-
ing exponent of the order of «w =~ 0.8. In this way, the potential
polarization of the ionic species cannot be characterized accurately
by simple integer-order equivalent circuits. Following Westerlund
and Ekstan [38], the ionic double-layer can be more accurately
described by fractional-order capacitance than by integer-order
capacitance. In this case, the equivalent circuit is composed by an
active (medium) electrolyte resistance Ry in series with a paral-
lel arrangement of a double-layer (or charge transfer) resistance
Ry and a constant-phase (CP) element representing the fractional-
order capacitor (see Fig. 6). It should be commented that the
proposed CPE-type behavior of the IES response is more related
to particle size and interfacial ion mobility features, rather than to

Fig. 6. Schematic diagram of the fractional-order Randles equivalent circuit.

10000
M‘E:‘.—I_

~ R e SR
a wom
a
= [a. ° A o
g 10004 "%, R
Is] R S
= B e S R S -
SO e
@ R “P\ o
a e, o
C . “u T
© 1004 e Z_ -Chitosan g “--0 g
2 o Z_-Chitosan ) B
N p
=3 = Z_ -Gum Arabic e
E o Z_ -Gum Arabic
10 T T
1 10 100

Frequency, w (rad/s)

Fig. 7. Fractional-order Randles circuit fitting using the EIS experimental data in
Fig. 5.

roughness of the electrode surface. The impedance of the equivalent
fractional-order circuit is given by

R4

Z(jw)=Rp + ——M—
U ) m 1 +U1’d]‘f0)a

(1)
where 1y is a relaxation time-constant of the double-layer given
by 14, = RgiCq1- Here, Cq is the capacitance of the double-layer. It
is valuable to note that the fractional-order capacitor (jt w) ™ can
be seen as an electrical devices located between a pure capacitor
(¢ = 1) and a Warburg diffusion element (& = 0.5).

Using the Euler's formula, one can show that the impedance
moduli are given by

Ry (] + T cos (9‘2‘1))

Zge(w) =R (2)
el " (] +I$(¢.}C‘COS(%‘E)]2+ (Ig’laﬂ sin (9‘21:])2
and
3 (g
Zim(e) = Rarjor sin () 3)

(1+ 7o cos () + (g sin (%))’
It can be shown that the imaginary modulus decays as O(w—%)in the
high-frequency region (i.e., for frequencies @ == rij ). This behav-
ior is in line with the pattern displayed by the gum Arabic and
chitosan dispersionsin Fig. 5a. Egs.(2)and (3 ) were used to describe
the experimental EIS data in Fig. 5. To this end, a tailored Fortran
computer code was implemented to estimate the set of parameters
{Rm. Ral, Td1. a} via the numerical solution of a least-squares error
problem. Fig. 7 compares the adjusted functions with the experi-
mental data, showing good agreement for both cases. The estimated
parameters are exhibited in Table 1. As expected, the chitosan dis-
persion presented smaller resistance values than the gum Arabic
dispersion. However, the relaxation time-constant for the chitosan
dispersion was higher (about 70%) than that for the gum Arabic
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Table 1

Parameters of the fractional Randles circuit for gum Arabic and chitosan dispersions.
Sample PH Ry (k2) Ry (k£2) 41 (5) @ R?
Chitosan 3.55 048+£002 4401+£1.23 1686+£1.22 0.89+0.02 0.95

Gum Arabic 475 323015 6402+275 937x052 0.83+003 0.94

Walues are means & standard error, of three replicates.

dispersion. Since 1y = Ry Cyy, the smaller resistance and the higher
time-constant imply that the double-layer of the chitosan disper-
sion is more capacitive than the respective double-layer of the gum
Arabic dispersion. The fractional exponent was slightly higher for
the chitosan dispersion than for the gum Arabic dispersion.

EIS test was also applied to the biopolymers complexation pro-
cess, with impedance moduli exhibiting a pattern similar to that of
the gum Arabic and chitosan dispersions. In this way, the theoret-
ical impedance functions given by Eqs. (2) and (3) were used to fit
the EIS experimental data. Fig. 8 shows the change of the equiva-
lent circuit parameters {Rm. Ry, Tar, cx} as a function of Rgaycp. The
correlation coefficient R? was used as an indication of goodness of
fit. RZ = 0.93 in all cases. The following comments are in order:

* The electrolyte medium resistance R, increased with the addi-
tion of gum Arabic. The increase was apparently linear up to
Rgajcn of 5:1, where an inflexion point was displayed. The dot-
ted vertical line depicts the value at which the mixture achieved
the isoelectric point (Fig. 2) and where the maximum biopoly-
mer complex stability was obtained (Fig. 4). For higher R¢ ¢, the
electrolyte medium resistance also showed a sustained increase,
although at a smaller rate.
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* The double-layer resistance Ry also increased with an apparent
linear increase up to Rgaycy of 5:1. In contrast to the electrolyte
medium resistance, the double-layer resistance achieved a maxi-
mum value at the isoelectric point, then showing a slight decrease
for Rgaycy higher than 5:1.

* The relaxation time-constant 1y decreased with the addition of
gum Arabic. After the isoelectric point (corresponding to Rggcp, of
about 5.5:1, the time-constant achieved a constant value of about
11.75s.
The fractional-order exponent « displayed a slight decrease with
the addition of gum Arabic. It seems that this exponent achieved
aminimum value at the isoelectric point conditions. The decrease
showed by the fractional-order exponent indicates that the addi-
tion of gum Arabic led to a slight decrease of the capacitor
components of the constant-phase element.
It should be recognized that the Randles model is only an elec-
trical analogy of the electrochemistry involved in dispersion
systems. By using the Randles model for describing IES experi-
mental data, the details of the electrochemical phenomena in the
electrode vicinity are lost. For instance, it is hard to discriminate
the effects of Stern and Gouy-Chapman layers. However, it should
be emphasized that the use of the empirical Randles model can
be justified since the purpose is to obtain some parameters for
monitoring the formation of complex coacervates.

In all cases, the behavior of the equivalent circuit parameters
changed their behavior near the isoelectric point where maximum
complex coacervate stability and production were obtained. This
means that the equivalent circuit parameters were sensitive to
the formation gum Arabic-chitosan complexes. In general terms,

56

N mi““”
52 {

—
X 50
o’ {' i
48- }
46 {
T T T T T
0 2 4 5 8 10
0.90
(d);
0.89 | ]

0.88

0.87 | J

0.86

0.85 T T T T T T T T T T

GA/Ch

Fig. 8. Changes of the fractional-order Randles circuit parameters with the gum Arabic—chitosan mass ratio (Rgacn ). The dashed vertical line in red depicts the conditions at
which the isoelectric point was attained. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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the titration point at which the variation of the equivalent circuit
parameters showed a break-point corresponds with the optimal
conditions for obtaining the maximum complex coacervate yield
and stability.

EIS measurements can be used for estimating the size of the
structures dispersed in the medium. However, if a reference struc-
ture is not available for comparing, it is a hard task to relate the
size of structures to the empirical Randles model. In this case,
more fundamental models based on, e.g., Buttler-Volmer model-
ing framework [39] might be used for this purpose. Some insights
can be drawn from the results shown in Fig. 8. The rise of the resis-
tance and the decrease of the fractional CP exponent suggest that
the size of the complex structures increase with the GA/Ch ratio.
The underlying idea is that increased resistance can be linked to
larger structure size, while decreased fractional-order exponent «
reflects more intricate structures. However, the analytical sedimen-
tation results in Fig. 4b suggest that large complex structures are
fragile as indicated by the sedimentation velocity, which decreased
for high GA/Ch ratios. That is, complex structures for high GA/Ch
ratios are easily fragmented by the action of shear deformations,
limiting in this way the sedimentation velocity of the dispersed
particles.

An interesting issue is how the break-point of the circuit param-
eters is related to the mechanism involved in the formation of stable
complex coacervate. The departing point is the chitosan homoge-
neously dispersed in an acetic acid solution. Chitosan exhibits three
types of functional sites that can interact with other molecules by
electrical or hydrogen bounds; namely, an amino group and both
primary and secondary hydroxyl groups at the C-2, C-3 and C-6
positions, respectively [40]. In addition, the acetyl group exhibits
a certain degree of hydrophobicity [41]. The active polyelectrolyte
was composed by a small amount of ions obtained from the decom-
position of the acetic acid, as well as by the protonated amine
groups of chitosan. In this way, the chitosan acted as a polyca-
tion that was able to transfer charges and polarize in the face of
an alternating potential. The deprotonated carboxyl groups of the
gzum Arabic interacted with the protonated amine groups of the chi-
tosan with electrostatic and chemical (via redox reactions), to form
biopolymer complexes in the bulk dispersion. The result was an
affective decrease of the active polyelectrolytes, achieving a min-
imum at the isoelectric point where the amine group moieties of
the chitosan were balanced by the deprotonated carboxyl group
moieties of the gum Arabic. From the electrical standpoint, the
reduction of active electrolyte in the test dispersion was reflected
as an increase of the electrical resistance and a decrease of the elec-
trical capacitance. These changes were effectively detected by the
EIS response of the biopolymer complexes in the dispersion.

The results obtained with the EIS approach were contrasted
against DC conductivity measurements. Fig. 9 shows simultane-
ously the double-layer resistance from the Randles circuit and the
DC conductivity as functions of the GA/Ch ratio. The DC conductiv-
ity decreased for small GA/Ch ratios, up to about 4:1. Afterwards,
the conductivity tended to achieve a nearly constant value for
higher GA/Ch ratios. The decrease of the system conductivity can be
attributed to a decrease of polyelectrolytes available in the medium
as the material is used for complexes formation. As further gum
Arabic is incorporated, beyond the IEP of 5.5:1, the conductivity
showed a slight rising induced by the increased availability of free
ions from the gum Arabic. Relative to the results from IES mea-
surements where the rate of change of the double-layer resistance
decreased sharply at the isoelectric point, the results obtained with
the DC conductivity measurements were not clearly conclusive.
Although the conductivity exhibited a minimum value at about
4:1, the lack of clarity in the change of conductivity with respect
to the gum Arabic/chitosan ratio can be explained from the rela-
tively low sensitivity and accuracy in media displaying relatively
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Fig. 9. DC conductivity compared with the double-layer resistance as function of
the gum Arabic-chitosan ratio Rgycn.

high conductivity [16]. The problem relies on saturation effect on
the electrode surface, leading to distortions in the effective con-
ductivity of charges in the medium. The use of IES measurements
reduces the saturation effects since the polarizing voltage enables
removal of adsorbates on the electrode surface.

3.6. Mechanistic implications of complex formation between gum
Arabic and chitosan

Fig. 3 shows that the formation of gum Arabic/chitosan com-
plex depends on the biopolymer ratio Rgach- Based on the results
and discussion described above, a mechanism of the formation of
complex coacervates can be outlined as follows. Protolytic balance
mechanisms dominate the complex formation for small values of
Rcajch. up to about 2.5 where the stoichiometry plays an impor-
tant role. The stoichiometric ratio reflects a balance between the
protonated amine groups of chitosan and the deprotonated car-
boxyl groups of gum Arabic. It is possible that hydrogen bonds
and possibly van der Walls interactions are involved in this phase,
maintaining the cohesion of the complex microstructure [42]. The
possible mechanisms of electronic interaction between chitosan
and gum Arabic molecules might be caused by hydrogen bonding
through functional groups such as hydroxyl, amino and carbonyl
groups. Beyond the stoichiometric balance, further addition of gum
Arabic increases the negative electrostatic repulsive forces, pro-
moting the formation of a surrounding permeable membrane. At
the isoelectric point corresponding to Rgaych values of about 5.5, the
electrostatic forces become balanced, leading to the consolidation
of the complex microstructure. This is in line with studies suggest-
ing that intermolecular forces are more important than protolytic
neutralization in the formation of stable floccules with chitosan
[40,41 43]. For higher values of Rgach, the negative electrostatic
forces induced by gum Arabic excess induce the surging of desta-
bilization mechanisms, leading to fragile complex microstructures
that can be broken by shear forces.

4. Conclusions

The formation of gum Arabic—chitosan complexes in aqueous
phase was monitored by electrical impedance spectroscopy (EIS).
It was observed that the parameters characterizing the EIS data
changed as function of frequency and polysaccharide mass ratio.
The change with the frequency reflected the attenuation of the
polarization process asinduced by an alternating exciting potential.
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In contrast, the change with the mass ratio was due to variations
of the active electrolytic species as consequence of the forma-
tion of biopolymer complexes. In order to detect sensible changes
of the EIS data, a fractional-order Randles equivalent circuit was
used to describe the experimental data. It was found that electri-
cal resistance over the whole frequency range (from 1 to 1000 Hz)
was sensitive to changes in molecular arrangements when forming
complex coacervates. The resistance changes were detected as a
break-point in the variations of the resistance parameters involved
in the fractional-order Randles circuit.

The EIS approach was able to determine the point at which
gum Arabic-chitosan complex coacervates with maximum yield
and stability were formed. The method is relatively simple to
implement and, together with {-potential measurements, becomes
a practical alternative to monitor the evolution of biopolymers
complexation in bulk solution leading to complex coacervates for-
mation. The method requires some refinements, including tests
with other systems (e.g., protein-protein, protein-polysaccharide,
polysaccharide-polysaccharide) and the effects of the titration
agent order (e.g., gum Arabic dispersion added to chitosan disper-
sion or viceversa).
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ABSTRACT

The stability of oil-in-water (0/W) emulsions made with the nonionic surfactant Tween-80 was explored
using cyclic voltammetry and electrical impedance spectroscopy (EIS). Emulsions were prepared with
a disperse phase volume fraction of 0.25 and Tween-80 concentrations ranging from 0.25 to 4% v/v
with respect to the aqueous phase. As a preliminary step, the emulsions were characterized in terms of
mean droplet diameter, creaming rate from analytical centrifugation and ¢ -potential. The results showed
that the mean droplet diameter and the creaming rate decreased as the concentration of Tween-80 was
increased. In contrast, the {-potential showed a decreasing behavior probably caused by the displacement
of ionic species from the oil/water interface. In a second step, cyclic voltammetry and EIS measurements
were performed. The former indicated the increase of the system capacitance with the incorporation
of surfactant molecules. A Randles equivalent circuit was used to fit EIS measurements, indicating that
double-layer resistance decreased and the double-layer capacitance increased as the amount of Tween-
80 increased up to about 2% v/v. For higher Tween-80 concentrations, the parameters achieved a nearly
constant value, which was interpreted as the threshold point where the O/W emulsion droplets became
saturated by surfactant molecules. Thus, it was concluded that cyclic voltammetry and EIS are suitable
techniques for characterizing the stability of O/W emulsions made with nonionic surfactants, and for
pinpointing optimal surfactant concentration for achieving full emulsion droplets surface coverage.

© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

Emulsions are widely used in pharmaceutical, food and cosmetic
industries for delivery of bioactive agents such as antioxidants,
vitamins, antimicrobials, parenteral nutrition, phytosterols and
omega-3 fatty acids [1-4]. Emulsions built-up with food grade
emulsifiers such as di- and triglycerides, caprylocaproyl poly-
oxylglycerides (Labrasol), polyethylene glycol (25)-cetostearyl
ether (Cremophor) and polyoxyethylene (20) sorbitan monooleate
(Tween-80) are susceptible to destabilization by environment fac-
tors, such as pH, temperature and ionic strength. Coalescence,
aggregation, creaming and catastrophic inversion are the main
mechanisms involved in emulsion instability. For instance, cream-
ing is caused by differences in mass density between the dispersed
and the continuous phase. On the other hand, coalescence occurs
when two or more emulsion droplets become joined together
forming larger droplets, due to the thinning and disruption of the
liquid film between the droplets [5]. Some systematic approaches
have been taken to evaluate the stability of emulsions. Interfa-
cial shear rheology is a fundamental approach since the interfacial
phenomenon has been linked to emulsion stability [6]. The under-
lying idea is that the interfacial flow behavior is controlled by the
presence of compounds (e.g., surfactants, proteins, insoluble mono-
layers, lipids, macromolecules or particles) in the interfacial layer.
The interface microstructure is formed by the adsorption of interfa-
cial active molecules and attachment of particles or by spreading or
layer formation of insoluble amphiphilic substances. Although the
measurement of interfacial properties for predicting emulsion sta-
bility is increasing, the interpretation of the results is not always
a direct and easy task. Stability of emulsions has been tradition-
ally reported as the change of droplet size in time. In this regard,
analytical centrifugation is considered as a reliable technique to
gain insights regarding emulsion stability by effects of creaming,
aggregation and coalescence [7,8]. The technique is based on light
scattering measurements under accelerated centrifugation and the
emulsion stability is quantified in terms of coalescence/creaming
rates. On the other hand, methods borrowed from electrochemistry
(e.g., cyclic voltammetry and electrical impedance spectroscopy
(EIS)) have been also explored for characterizing emulsions [9,10].
Cyclic voltammetry has been used for the determination of critical
micellar concentration (CMC), estimated as the surfactant con-
centration at which the anodic/cathodic current exhibits a sharp
transition [11-13]. It has been shown that EIS measurements can
provide valuable insights in the structure and stability of colloidal
particles [14-16]. EIS has been proposed for CMC determination
[17]. Here, the CMC was estimated as the concentration at which
the parameters of a Randles’ equivalent circuit exhibited a sharp
transition. EIS has been also used for characterization the colloidal
behavior of ionic emulsifiers in non-polar solvents [18]. The sta-
bility of water-in-oil (petroleum) emulsions was characterized by
in situ EIS measurements via estimated parameters (resistance and
conductivity) from an equivalent electrical circuit [10].

Tween-80 is a typical synthetic non-ionic surfactant with wide
applications in food and polymer industries. The stabilization
mechanism resides in the surfactant ability to reduce the interfa-
cial tension by relatively short periods. Tween-80 is an amphiphilic
molecule, meaning that when added to an oil/water mixture, the
hydrophilic head accommodates into the aqueous phase and the
hydrophobic tail into the oily phase. The result is a reduction of the
interfacial tension, and hence of the tendency of oil/water inter-
faces to collapse. Emulsion stability is achieved when the surfactant
molecules cover the entire oil/water interface, enhancing interfa-
cial rheology, contributing in this way to hinder droplet coalescence
and aggregation by the effects of steric repulsion. An interesting
issue is to reliably determine the minimum amount of surfactant
required for achieving maximum emulsion stability, as it impacts

the cost of emulsion manufacture, without necessarily improving
stability. Thus the aims of this work were to: (1) manufacture O/W
emulsions with constant dispersed volume fraction and different
concentrations of Tween-80; (2) determine emulsion stability and
optimal Tween-80 concentration leading to complete droplets sur-
face coverage using cyclic voltammetry and EIS techniques; and
(3) to contrast the emulsion stability results obtained by voltam-
metry and EIS with those obtained by analytical centrifugation and
droplet size analysis.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Tween-80 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA, CAS number
9005-65-6, purity >99%, mol wt approx. 1310, CMC 0.012 mM, den-
sity 1.06 gmL-! at 25°C) and mineral oil (CAS number 8042-47-5,
density 0.84gmL-! at 25°C) were used as non-ionic surfactant
and oil phase, respectively. Deionized water was used in all the
experiments.

2.2. Preparation of emulsions

The required amount of Tween-80 was dissolved in deionized
waterusing mechanical stirring at 3500 rpm for 2 min (Ultra-Turrax
model T-25, IKA Works, Inc., Wilmington, NC, USA) for obtaining
0.25, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0 and 4.0% v/v surfactant concentra-
tions. Subsequently, mineral oil was incorporated dropwise unto
the aqueous phase with mechanical stirring at 10,000 rpm for 5 min.
All the emulsions had a disperse phase volume fraction of 0.25.
The emulsions were tagged as Eyx, where the sub-index x repre-
sents the emulsifier concentration. The Ex were stored at 4 °C until
required for analysis, which occurred in all cases within 1 hofemul-
sion preparation, and in the case of droplet size analysis, also after
7 days of storage.

2.3. Microscopic observation

The Ex were observed with an optical microscope (Olympus
BX45, Olympus Optical Co., Tokyo, Japan) coupled to an optical
analyzer system (digital Olympus camera C3030, Olympus Imaging
Americas Inc., Center Valley, PA, USA). Glass micro-slides (3 = 1 in)
and were used. Ex samples were placed on glass micro-slides (3 = 1
in) and covered with care to reduce possible destruction of emul-
sion structures by shear stress with cover-slips (No. 11/2; VWR
Scientific, Plainfield, NJ, USA), and the edges sealed using vacuum
grease to minimize water evaporation. Light intensity was kept at
minimum values to reduce sample heating. Selected micrographs
taken at 100x were presented.

24. Droplet size measurement

The volume-weighted mean droplet diameter (d4 3) of the Ex
was estimated with a Mastersizer 2000 (Malvern Instruments,
Malvern, Worcestershire, UK) using dionized water (refractive
index 1.333) as dispersant.

2.5. Analytical centrifugation

Physical stability to creaming of Ex was evaluated using an
analytical centrifugal method (LUMisizer, LU.M. GmbH, Berlin,
Germany). The data produced was then used to calculate the
creaming rate of emulsions as previously described [7,8]. Samples
(0.4mL) of Ex were subjected to centrifugation at 4000 rpm for
126 min at 20 °C. The LUMiSizer enables to simultaneously measure
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the intensity of transmitted light as a function of time and posi-
tion over the separation interface across the entire sample length.
Rate and height of the creaming was obtained with the SEPView
equipment software. The creaming rate was correlated to the emul-
sion stability; namely, the higher the creaming rate, the lower the
emulsion stability.

2.6. {-Potential

The ¢-potential of Ex was measured with a Zetasizer Nano ZS90
(Malvern Instruments, Worcestershire, UK), by determining the
direction and velocity of the emulsion droplets as they moved in the
direction of the applied electric field. The equipment software con-
verted the electrophoretic mobility measurements into -potential
values using the Smoluchowsky mathematical model.

2.7. Cyclic voltammetry and electrical impedance spectroscopy
(EIS)

E;, were loaded into a PARSTAT Potentiostat/Galvanostat
(Princeton Applied Research, Oak Ridge, TN, USA) model 2273
cell (volume=50mL) equipped with a Faraday cage. The arrange-
ment set-up consisted in a typical cell (volume=50mL) with
three-electrodes: (1) a saturated sulfate reference electrode
(Hg/Hg,504/K2504), SSE, (E =0.645 V/SHE, XR200 Radiometer), (2)
a platinum foil as counter-electrode, and (3) a platinum plate as
working electrode. Prior to each experiment, the surface of the
working electrode was polished using Buehler alumina powder
(final grain size <0.05 um) to a mirror finish. The electrode was
then rinsed with deionized water and placed in an ultrasonic bath
for 5 min. The reaction cell was equipped with a temperature con-
trol system to maintain the system at 20°C. Voltammograms were
obtained by applying a potential scan at 100mVs~!, from 1.0 to
—1.0V,in the anodic direction. EIS measurements were obtained for
Ex under nominal open-circuit conditions (i.e., zero DC bias voltage)
by scanning the exciting potential frequency from 1 to 1000 Hz.

For the sake of completeness, a brief description of EIS concepts
will be given as follows [9]. Electrical impedance is normally per-
formed using small excitation signals to obtain a pseudo-linear
response. The excitation signal is carried out by the potential
applied to the electrochemical cell as E(t) = Eg sin(at), where @
and Eyp are the excitation frequency and amplitude, respectively.
It should be recalled that the relationship between radial fre-
quency e (expressed in rad/s) and frequency f (expressed in Hz)
is given by @ = 2xf. The response signal is given by the cur-
rent in the form I(t) = I sin{wt + @), where ¢ is the phase shift
between the exciting potential and the response current signals.
With the Euler's relationship exp(jewt) = cos(wt) + jsin(wt), one
can express the impedance as a complex function. The exciting
potential is given by E(t) = Eg exp(jwt) and the current response
as I(t) = Iy exp(jwt — ¢). By using an Ohm's law in the complex
domain, one can define the impedance as a dynamical version of
the traditional resistance concept. That is, Z(w) = E(t; @)/I(t; w). In
this way, Z(w) = Zg (@) + jZim (@), where Zg. (@) = Zy(ew) cos(¢p) and
Zim(w) = Zp(w) sin(¢) are respectively the real and imaginary mod-
uli, and Zp(w) = |Z(e)| is the impedance magnitude. The real and
imaginary parts correspond to the loss (or resistance) and storage
(or reactance) moduli. A purely reactive component does not dissi-
pate energy. This means that the component alternatively absorbs
energy at the boundary membrane system, a pure reactance will
not dissipate any power. Finally, the magnitude of the impedance is
related to the frequency-dependent conductance (G(w)) and capac-
itance (C(cw)) as follows:

G(w) = |z ! cos(¢) (1)

and
C(@) = (w]z1)~" sin(¢) (2)
respectively.

2.8. Statistical analysis

Results are presented as means + SE from the analysis of repli-
cates (n=3). Data were subjected to simple classification analysis
of variance and to Tukey's means comparison analysis. Significance
was established at p = 0.05. Data analysis was done using the Stat-
graphics Plus software (Statistical Graphics Corp., Manugistics, Inc,
Cambridge, MA, USA).

3. Results and discussion

Stabilization of emulsions via non-ionic surfactants is largely
based on the ability of the emulsifier to alter the dynamic interfacial
rheology. In general terms, when the emulsifier layer displays a
greater the resistance to disruption, lower is the resulting droplets
coalescence. Steric repulsion also plays an important role to slow
down droplet flocculation [ 19]. In the following, the stability of the
emulsion will be discussed in terms of changes in d4 3 and creaming
rate of droplets, and to compare these results with those obtained
from voltammetry and EIS.

3.1. Emulsion morphology and mean droplet diameter

Fig. 1 presents illustrative optical microscopy images of Epgs,
E1 and Es. Fig. 1a shows that low surfactant concentrations (0.25%
v/v) did not lead to uniform droplet distribution. In fact, Eg35 was
characterized by exhibiting a wide distribution of droplet sizes,
many of them even departing from spherical morphology. This
reflects a deficit of surfactant molecules for covering the surface
area of the droplets formed during homogenization. Fig. 1b shows
that by increasing the concentration of Tween-80 from 0.25 to 1%
vfv, a more uniform droplet size distribution and smaller dyq 3 was
achieved, as higher number of Tween-80 molecules were avail-
able for covering the freshly sheared droplets surface. Nevertheless,
droplet span was still relatively high, indicative that the amount
of Tween-80 molecules was still not sufficient for achieving com-
plete surface area coverage of the E; droplets. Further increase in
the concentration of Tween-80 to 3% v/v, produced smaller, more
uniformly distributed and tightly flocculated droplets arrangement
in E3. It is apparent, that the number of surfactant molecules was
in excess of those required for complete droplets interfacial area
covering. Fig. 2 presents the mean droplet diameter as function
of the surfactant concentration for the freshly prepared emulsions
(0days) and after 7days of storage. The mean droplet diame-
ter of the fresh emulsion exhibited an exponential decay with
decaying rate of about 1.6£0.2 (% v/v)~!. Basically, the droplet
diameter changed only slightly for surfactant concentrations higher
than about 2.0% v/v. For relatively high surfactant concentrations,
the droplet diameter achieved an almost mean constant diame-
ter of about 0.75 pum. Further reduction of the droplet diameter
by additional surfactant molecules was not possible because of
the limited ability of non-ionic Tween-80 to stabilize the curva-
ture of small drops. After 7 days, the mean droplet diameter of
emulsions with low surfactant concentration (approx. =1.5% v/v)
exhibited an important increase of about 50%. This size increase
was due to coalescence of the oil droplets, due to the insufficient
amount of emulsifier adsorbed on the surface of emulsion droplets.
In contrast, surfactant concentration of =2% v/v (approx. 0.014 M)
produced emulsions with almost unchanging droplet sizes dur-
ing 7 days of storage time. This effect is indicative that above a
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Fig. 1. Optical microscopy images of O/W emulsions stabilized with Tween-80 con-
centrations of: (a) 0.25, (b) 1.0 and (c) 3% v/v. The horizontal bar corresponds to the
scale of 5 pm. It is noted that the higher the surfactant concentration, the smaller
the volume-weighted mean droplet diameter.

minimum threshold surfactant concentration value, the number
of surfactant molecules available sufficed for achieving a uniform
covering of the droplets interface, and contributing to the enhance
the resistance to deformation, while reducing the rate of droplet
coalescence. A surfactant forms micelles in an aqueous solution
when its concentration exceeds some critical level. Known as the
critical micelle concentration (CMC) [19]. The CMC of Tween-80
is 0.012 mM, which is much lower than the critical concentration
for achieving emulsion stability (approx. 0.014 M). This huge differ-
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Fig. 2. Volume-weighted mean droplet diameter of the fresh (0days) and aged

(7 days) emulsions. Significant increase of the droplet diameter was exhibited by
emulsions with low surfactant concentration.
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Fig. 3. Creaming rate of the O/W emulsions estimated from analytical centrifu-
gation. A fast decay of the creaming rate onset was exhibited at Tween-80
concentration of about 2% vjv.

ence can be explained from the structure of micelles and emulsion
droplets. Micelles are small spherical arrangements with diame-
ter of the order of 10-50 nm. In contrast, the diameter of stable
emulsion droplets is of the order of 1 um (see Fig. 2). The ratio
of emulsion droplet to micelle surfaces is in the range 400-1000.
This ratio is in agreement with that found in this work for the case
in which stable emulsions were obtained. That is, the coverage of
the emulsion droplet surface requires about 400-1000 times more
surfactant molecules than those required for achieving CMC.

3.2. Analytical centrifugation

Ex were subjected to analytical centrifugation to evaluate their
stability against creaming. The results are shown in Fig. 3 as
function of the surfactant concentration. The creaming rate was
approx. 450 pumh~! for Tween-80 concentrations of up to 1.5% v/v.
However, the creaming rate exhibited a sharp reduction to about
50 wm h—1 for surfactant concentrations > 3% v/v. The above results
indicated that the O/W emulsion was unstable for low surfactant
concentrations, up to about 1.5% v/v. In contrast, stabilization was
obtained for surfactant concentrations of about 2% v/v or higher.
These results tend to suggest that when surfactant concentration
was above a “critical” minimum for achieving complete droplets
interface coverage, i.e. 2% v/v. Also, at this threshold concentra-
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Fig. 4. {-Potential of the O/W emulsions as function Tween-80 concentration. It is
noted that the ¢-potential decreased as more surfactant was added.

tion the time required by the Tween-80 molecules to move from
the bulk phase to droplets surfaces was faster, and the droplet size
tended to be smaller [19]. For concentrations above 2% v/v sur-
factant diffusion to the interface was faster and the adsorption
efficiency higher, resulting in further decrease in d43. Constant
small droplet size occurred when Tween-80 concentration was 3%
vfv or higher. Although the “actual” disperse phase volume fraction
of all the Ex was 0.25, the “effective” disperse phase volume fraction
was much greater for the emulsions having smaller dy 5 (see Fig. 1).
The smaller the droplets sizes, the more closely packed together
they became, inducing a sharp increase in emulsion viscosity, hin-
dering the flow past each other [19]. The result of this was a sharp
decay of the creaming rate for Tween-80 concentrations of 2% v/v
and higher concentrations.

3.3. {-Potential

Fig. 4 presents the variation of the £-potential of Ex as a func-
tion of Tween-80 concentration. The {-potential was negative and
its absolute value decreased with the surfactant concentration. In
fact, the ¢-potential was about —42 mV for Ep 35 and changed grad-
ually to about —15mV for high surfactant concentrations. Fig. 4
also presents the derivative of the ¢-potential with respect to
the Tween-80 concentration, showing that the more important
changes occurred for surfactant concentrations smaller than 2%
v/v. For higher concentration values, the ¢-potential tended to a
constant value as reflected by the derivative approaching a zero
value.

The results in Fig. 4 showed a suppression of the surface charge,
measured in terms of the {-potential, upon surfactant adsorption.
The nature of the charges on the oil/water interface is not clear
at all. It has been postulated that the interfacial charge can be
attributed to the imbalance at the surface of ions produced by the
water itself (namely, H" and OH™). The imbalance is presumably
induced by the preferential adsorption of OH- ions on water inter-
faces [20,21]. lons produced by dissolved carbon dioxide (HCO3~
and C03%- ) might induce an additional effect. It has been theorized
that increased adsorption of surfactant molecules can be expected
to lead induce displacement of the ions from the interface [21].
This effect only occurs at relatively high interface coverage and
results in a reduction of the interface charge and hence also of
the magnitude of the ¢-potential. In this scenario, the results in
Fig. 4 suggest that nearly complete interface coverage by surfac-
tant molecules was achieved at concentrations of about 2% v/v of
Tween-80. Excess surfactant molecules do not adsorb, tending to
form of micelle structures in the bulk of the aqueous phase.
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Fig. 5. (a) Mustrative voltammetry patterns of O/W emulsions made with three
different concentrations of Tween-80. The absence of appreciable current peaks is
noticeable. (b) Emulsion capacitance was estimated by integration of the potential-
current pattern.

3.4. Cyclic voltammetry

¢-Potential measurements suggested that adsorption of the
nonionic surfactant might modify the ionic balance in the bulk
of the aqueous phase. In turn, this effect can be reflected in
the electrolytic properties of the emulsion as more ionic species
are contained in the aqueous phase. Fig. 5a presents the cyclic
voltammetry results for three different values of the surfactant
concentration. Interestingly, the potential-current pattern did not
exhibit appreciable oxidation/reduction peaks, suggesting that the
pattern was related only to transfer of ionic charges from the bulk
to the electrode surface. Besides, the anodic and cathodic peak
currents (at +1.0 and —1.0V) increased with the surfactant con-
centration. In terms of the postulates by Manev and Pugh [21],
the increased current might be linked to displaced ionic species
from the oilfwater interface as more surfactant molecules were
adsorbed. Fig. 5b presents the cathodic peak current as function of
the surfactant concentration. The anodic current exhibited a simi-
lar patter, as was illustrated by the patterns in Fig. 5a. The current
exhibited a monotonous increasing behavior, with a tendency to
achieve an asymptotic value of about 0.07 mA for high Tween-80
concentrations. On the other hand, Fig. 5b also presents the double-
layer capacitance obtained by integration of the current-potential
response as follows:

Vimax

I(v)dv

Emin
Ce= U (Vimax — Viin) )
where 1! is the scanning rate, Vi, and Vipax are the minimum
and maximum voltages, respectively. It is noted that the capaci-
tance increased in line with the cathodic peak current. This feature
in combination with the lack of oxidation/reduction peaks sug-
gested that the system acted as a weak capacitor where the cyclic
voltammetry response reflects just the charge transfer from the
aqueous phase to the electrical double-layer. Besides, the capac-
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Fig. 7. Schematic diagram of the Randles equivalent circuit used to fit the EIS data.

itance achieved a maximum wvalue for surfactant concentrations
higher than about 2% v/v.

3.5. Electrical impedance spectroscopy (EIS)

Fig. 6a illustrates the behavior of the Nyquist diagram for
five different values of the Tween-80 concentration. In the low-
frequency region, a constant-phase behavior can be observed, with
the constant-phase slope increasing with the surfactant concentra-
tion. For all cases, one semi-circle was displayed, indicating that
there was a homogeneous distribution of time constants in the
frequency range under scrutiny. The proposal of an equivalent elec-
trical circuit for the EIS response of emulsions is shown in Fig. 6a.
Specifically, the EIS response was described by the Randles circuit
schematically described in Fig. 7. The Randles circuit consists of a
resistance R; in series with a parallel configuration of a resistance
Ry and a constant-phase element (CPE) given by

a
(jeo)™
together with a capacitor Cy. The meaning of a CPE is not clear atall.
Itis noted that the CPE corresponds to an ideal capacitor for e = 1.1t

CPE(jiw) = (4)

has been suggested that CPE is related to inhomogeneous electrode
surface or even anomalous diffusion of ionic species in a neighbor-
hood of the electrode surface [22]. In fact, the CPE is commonly
introduced to account for inhomogeneous distribution of charges
on the electrode surface. The resistance R; is related to the solution
resistance, while the parallel capacitor (Cg )+ CPE +resistance (Ry)
is linked to the formation of an electrical double-layer about the
electrode surface.

Nonlinear regression least-squares program was used to fit
the experimental data to estimate the equivalent circuit param-
eters. The solution resistance R; was negligible relative to the
double-layer resistance, indicating that the dominant impedance
mechanisms can be attributed to the accumulation of ionic charges
in a neighborhood of the electrode surface. Fig. 6b-d presents
the estimated electrical parameters as function of the surfac-
tant concentration. The double-layer resistance Ry decreased
monotonously with the increasing amount of surfactant, indicat-
ing that the surfactant addition improved the conductance of the
solution due maybe to the incorporation of OH— displaced from the
oil/water interface. On the other hand, the exponent of the CPE in
Fig. 7c showed a sharp increase at about 2% v/v of surfactant con-
centration. The origin of the abrupt change of the CPE exponent
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« is not clear for us, although it could be reflecting the jamming
of ionic charges in the electrode neighborhood. The double-layer
capacitance estimated from the EIS measurements is presented
in Fig. 7d as function of the surfactant amount. The capacitance
showed a sustained increasing for concentrations below 2% v/v. For
higher concentrations, the capacitance exhibited a plateau at about
3.5 pFfcm?. Except the solution resistance, all the equivalent cir-
cuit parameters exhibited a transition at about 2% v/v of surfactant
concentration. This suggests that 2% v/v is the minimum surfactant
concentration required to achieve emulsion stability. The results
in Table 1 show that the equivalent circuit parameters relative to
the surfactant concentration showed a significant (P <0.05) transi-
tion for a surfactant concentration of 2% v/v. The sharper transition
was exhibited by the CPE exponent «, although both the double-
layer resistance and capacitance also present a significant (P <0.05)
transition at about the same surfactant concentration.

Finally, Fig. 8 compares the [-potential measurements with
the double-layer capacitance estimated from the equivalent cir-
cuit, showing an inverse relationship. This might be expected
from the mechanism proposed by Manev and Pugh [21]. In fact,
the addition of nonionic surfactant displaced ionic (mainly OH—)
species from the oil/water interfaces. In turn, the displaced ionic
species improved the conductivity of the aqueous phase, which was
reflected by reduced resistance and increased capacitance values.

3.6. Discussion

Traditionally used methods (e.g., mean droplet diameter and
creaming rate) for monitoring the stability of O/W emulsions
showed that using increasing concentrations of the nonionic sur-
factant Tween-80 tended to increase the emulsion stability. It is
commonly argued that steric repulsion interactions retard emul-
sion droplets aggregation, and the interfacial membranes can deter
droplet coalescence [19,23]. {-Potential measurements indicated
that droplet charges decreased with the addition of surfactant
molecules, suggesting that electrostatic repulsion was hardly
involved in emulsion stabilization. However, the decrease of the
{-potential poses interesting question on the role of ionic charges
involved in the formation of O/W emulsions. The question has an
important relevance as the magnitude of the {-potential showed a
fast decrease for Tween-80 concentration higher than 2% v/v, and
then achieved a nearly constant value. Interestingly, a Tween-80
concentration of about 2% v/v is widely used in practice for the for-
mulation of O/W with oily fraction in the range 20-30% [24]. Cyclic
voltammetry and EIS measurements showed fast transitions of the
underlying parameters (e.g., resistance and capacitance) parame-

ters at similar Tween-80 concentration values. In fact, the solution
and double-layer capacitances increased monotonously with the
Tween-80 concentration to achieve a nearly constant value for
concentrations higher than 2% v/v. Similarly, the double-layer resis-
tance showed a sustained decrease for surfactant concentration
lower than 2% v/v. These results suggested that the Tween-80 con-
centration of about 2% v/v represented a threshold critical value for
the stabilization of the Ex. By departing from the ideas by Manev
and Pugh [21], decreased resistance and increased capacitances can
be linked to the accumulation of displaced ionic species from the
oil/water interface via the adsorption of surfactant molecules. The
transition of the {-potential and the equivalent (Randles) circuit
parameters to nearly constant values at about 2% v|v indicates that
the further addition of surfactant molecules does not contribute to
the covering of the interface. At this point, the oil/water interface is
completely covered by the surfactant molecules, which is reflected
by a reduction of displaced ionic species as detected by cyclic
voltammetry and EIS measurements. In this way, both {-potential
and electrochemical measurements can provide an estimate of
the critical concentration of the nonionic surfactant at which the
oil/water interface becomes saturated. The further addition of sur-
factant molecules does not lead to a significant improvement of the
emulsion stability.

4. Conclusions

This work explored the use of methods from electrochem-
istry (cyclic voltammetry and electrical impedance spectroscopy)
to characterize the stability of O/W emulsion using Tween-80 as
emulsifying agent. The stabilization mechanism by nonionic sur-
factant was mainly of steric nature. However, results from cyclic
voltammetry suggested that the transfer of ionic charges by phys-
ical displacement at the oil/water interface can be present in the
interface stabilization. lonic charges are eventually accumulated
in the aqueous phase, whose electrolytic behavior can be also
characterized by EIS measurements. Parameters (resistances and
capacitance) obtained from the fitting of the EIS results to a frac-
tional Randles equivalent circuit provided a quantification of the
minimum surfactant concentration to achieve emulsion stability.
The approach used in the present work has interesting practical
potential given the effectiveness of electrochemical measurements
even in situ conditions.
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