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RESUMEN

int

La viscosidad de corte interfacial (n ) y el comportamiento creep compliance-tiempo (J(t))
de peliculas de membrana de glébulo de grasa lactea (MGGL) (4, 5, 6 % p/p) formadas en
la interfase aceite-agua, fueron evaluados. Las peliculas con mayor concentracion de

MGGL mostraron mayores ni”t

y propiedades viscoelasticos interfaciales. Cuando se
adicionaron ésteres de &cidos grasos de poliglicerol y poliricinoleato (PGPR) a la fase
oleosa, una adsorcion competitiva entre PGPR y MGGL tomo lugar en la interfase, lo cual
caus6 una disminucién en las propiedades viscoelasticas interfaciales de las peliculas. El
cambio en el comportamiento reologico de las peliculas sugiere que su estructura
interfacial fue determinada por interacciones complejas entre moléculas de MGGL y
PGPR. Al aumentar la concentracion de MGGL en la fase acuosa externa las emulsiones
maltiples (EM) agua-en-aceite-en-agua presentaron gotas de menor didmetro volumétrico
superficial (ds» ), mayor estabilidad y méas altos modulos de almacenamiento (G’) y de

pérdida (G”’) .

Palabras clave: membrana del glébulo de grasa lactea, ésteres de &cidos grasos de
poliglicerol y poliricinioleato, estabilidad de las emulsiones mdaltiples, propiedades

reoldgicas interfaciales.



ABSTRACT

The interfacial shear viscosity (n'™) and the creep compliance-time (J(t)) behavior of milk
fat globule membrane (MGGL) films (4, 5 and 6% w/w) formed at the water-oil interface
were evaluated. Films with higher MGGL concentration displayed higher (n'™) and
interfacial viscoelastic properties. When esters of polyglycerol and polyriciniolate fatty
acids (PGPR) were added to the oil phase, a competitive adsorption at the interface took
place between PGPR and MGGL which caused a decrease in the interfacial viscoelastic
properties of the films. The change in the rheological behavior of the films suggests that
their interfacial structure was determined by complex interactions between the MFGM and
PGPR molecules. Water-in-oil-in-water multiple emulsions (ME) with smaller surface-
volume droplet size (ds» ), greater stability, and higher storage (G’) and loss (G”) moduli

were obtained when higher MGGL concentrations were used in the outer aqueous phase.

Keywords: milk fat globule membrane, esters of polyglycerol polyriciniolate fatty acids,

multiple emulsions stability, bulk and interfacial rheological properties.
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1. INTRODUCCION.

La grasa lactea existe como una emulsion de pequefios globulos de grasa dispersos en el
lactosuero (Jensen, 2002). EI didmetro de los globulos de grasa lactea varia de 0.2-15 pm y
estan rodeados por una membrana multicapa (MGGL) de 4 a 10 nm de grosor, compuesta
principalmente por triglicéridos, proteinas y fosfolipidos (Danthine y col., 2000; Singh,
2006). La MGGL asegura la integridad estructural, proteccion y estabilidad de la grasa
lactea en la fase acuosa (Ye y col., 2002; Bezelgues y col., 2009). Varios estudios han
indicado que algunos de los componentes de la MGGL tienen funciones benéficas para la
salud, ademas de poseer excelentes propiedades de emulsificantes (Kanno, 1998; Corredig
y Dalgleish, 1998; Roesch y col., 2004; Thompson y Singh, 2006; Singh, 2006; Bezelgues
y col., 2009). Los fosfolipidos y algunas proteinas han mostrado tener actividad inhibitoria
contra cancer de mama y reducir el nimero de tumores de colon (Spitsberg, 2005; Singh,
2006). También los fosfolipidos han mostrado efectos benéficos contra el desarrollo de la
enfermedad de Alzheimer (Parodi, 2001; Spitsberg, 2005), proteccion del higado
(Koopman y col., 1985) y mejoramiento de la memoria (Crook y col., 1991).

En la leche, la capa proteina-fosfolipido actia como un surfactante para prevenir la
coalescencia y floculacion de los glébulos de grasa lactea en su ambiente acuoso
(Beselguez y col., 2009). Mezclas de proteinas y fosfolipidos no se encuentran solamente
en la naturaleza, como en biomembranas, sino también son ampliamente usadas para
estabilizar emulsiones y espumas en la industria alimentaria (Henry y col., 2010). Asi, el
estudio del comportamiento de adsorcién y reologia interfacial de peliculas formadas por
fosfolipidos/proteina puede generar conocimiento que permita un mayor entendimiento

sobre la actividad interfacial y estabilidad de emulsiones (He y col., 2008).

Las propiedades unicas de la MGGL han llevado a la investigacion de tecnologias para el
aislamiento y separacion de materiales MGGL-enriquecidos a partir de leche. Materiales
MGGL-enriquecidos potencialmente pudieran ser incorporados a emulsiones alimentarias,
pudiendo asi resultar nuevos alimentos funcionales y nutracéuticos. La MGGL es liberada
en la fase acuosa durante el batido de la crema (desestabilizacion de los glébulos de la
grasa lactea) para obtener mantequilla, dando como resultado un subproducto llamado
suero de mantequilla. El suero de mantequilla es de bajo costo y esté disponible en grandes

cantidades, pero se ha considerado durante muchos afios como un producto de bajo valor.



Sin embargo, en las ultimas dos décadas ha recibido atencion considerable debido a su
composicion especifica en proteinas y lipidos polares presentes en la MGGL (Vanderghem
y col., 2010).

Por otro lado existe una necesidad de sistemas de liberacién comestibles para encapsular,
proteger y liberar componentes bioactivos y funcionales lipofilicos e hidrofilicos en la
industria alimentaria y farmacéutica. En este sentido las emulsiones mdultiples (EM)
pudieran ser usadas para numerosos propdsitos, incluyendo la liberacion de componentes
bioactivos en sitios especificos en el tracto gastrointestinal y para el disefio de matrices
alimenticias que retarden la digestion lipidica (McClements y Li, 2010). Las gotas de las
emulsiones multiples agua-en-aceite-en-agua usadas en la industria alimentaria y
farmacéutica pueden ser estabilizadas por una variedad de diferentes emulsificantes,
incluyendo moléculas pequefias surfactantes, biopolimeros y fosfolipidos. En particular, es
importante que estos sistemas de liberacion puedan ser fabricados a partir de ingredientes
de grado alimenticio, usando operaciones de proceso economicamente viables, y que

ademas sean lo suficientemente estables durante a través de su aplicacion en alimentos.



2. ANTECEDENTES
2.1 Membrana del glébulo de grasa lactea (MGGL)

En leche cruda, el tamafio del glébulo graso varia entre 0.2 a 20 pum de diametro. La
distribucion del tamafio depende de un gran numero de factores, incluyendo la
alimentacion de la vaca y el estado de lactacién. Mientras que la mayoria de los glébulos
de la grasa lactea son menores a 1 um de diametro, mas triglicéridos son transportados por
un pequefio namero relativo de grandes gotas de grasa en la leche. Por otro lado, los
pequefios glébulos de grasa contienen relativamente menos triglicéridos y relativamente
mas fosfolipidos, glicoproteinas y enzimas, ya que tienen mas material de membrana por

unidad de grasa que los glébulos grandes (Zanabria-Eyzaguirre y Corredig, 2011).

El glébulo de la grasa lactea esta cubierto por la membrana (MGGL), la cual lo protege de
la coalescencia y de la degradacion enzimatica por lipasas. Esta membrana se origina a
partir de la célula mamaria y estd compuesta, en glébulos de grasa nativos de (1) una
monocapa interna de lipidos polares la cual rodea a los lipidos de la gota de grasa, (2) una
cubierta proteinica, (3) una bicapa de lipidos polares y proteinas. La MGGL no es
homogénea y varios componentes estan distribuidos diferencialmente a través de su
estructura. Mientras algunas proteinas de la membrana estan localizadas en la parte interna
0 externa, los grupos carbohidratos de las glicoproteinas y gangliosidos estan expuestos
principalmente en la superficie del glébulo (Zanabria-Eyzaguirre y Corredig, 2011).

2.1.1 Composicion

Como resultado del batido de la crema durante la elaboracion de la mantequilla, la fase
acuosa se libera y se recupera como un subproducto comunmente llamado suero de
mantequilla. Mientras que el material original (crema) esta compuesta principalmente de
proteinas derivadas de la leche (caseinas, proteinas de lactosuero, etc.) y glébulos de grasa
polidispersos, el suero de mantequilla contiene proteinas de leche descremada y también es
rico en proteinas y fosfolipidos derivados de la MGGL original. Como consecuencia, el
suero de mantequilla puede contener arriba de 7 veces mas fosfolipidos que la leche entera

(Zanabria-Eyzaguirre y Corredig, 2011). La cantidad y la composicién de la MGGL



pueden variar considerablemente dependiendo del contenido de grasa, tamafio del glébulo
y el proceso aplicado durante y después de la extraccion de la leche (agitacion,

calentamiento, enfriamiento, homogenizacion, evaporacion y secado) (Singh, 2006).

2.1.1.1 Lipidos

Los lipidos de la MGGL son principalmente lipidos polares, aunque también se pueden
producir lipidos neutros. Estos dltimos son triglicéridos, diglicéridos, monoglicéridos,
colesterol y ésteres. Los lipidos polares son un componente menor de la grasa lactea, se
encuentra de entre 0.2 a 1% del total de los lipidos. La cantidad de lipidos polares
consisten de fosfolipidos y esfingolipidos. Estos son moléculas amfifilicas con una cola
hidrofobica y una cabeza hidrofilica (Dewettinck y col., 2008). La secrecion de pequefios
glébulos de grasa con gran area superficial permite una alta relacion MGGL/triglicéridos
en comparacion con glébulos de grasa mas grande. Por ejemplo la MGGL de leche de
vaca, contiene 3.6 + 0.7 mg/g de grasa de lipidos polares (Menard y col., 2010). Los
fosfolipidos presentes en la membrana son principalmente fosfatidilcolina, fosfatidil
etanolamina, esfingomielina, fosfatidil inositol, fosfatidilserina (Fong y col., 2007;
Thompson y Singh, 2006; Danthine y col., 2000).

2.1.1.2 Proteinas

Los datos reportados sobre la composicion de la MGGL son altamente variables debido a
los diferentes métodos de aislamiento, tipo de material, pre tratamiento del suero de
mantequilla o de la crema, técnicas de purificacion y de analisis. Singh (2006) informé que
el contenido de proteina se encuentra entre 25-60 % de la masa de la MGGL, dependiendo
del método de aislamiento y de la muestra. Fong y col. (2007) reportaron un contenido de
proteina de 22.3 £ 1.5 %. Kanno y Kim (1990) encontraron un contenido de proteina en
MGGL de 28 %. Bezelgues y col. (2009) informaron 55 % de proteina para MGGL.

Las principales proteinas de la MGGL son la butirofilina (glicoproteina que comprende
cerca del 40 % del peso del total de las proteinas asociadas con la MGGL), xantinoxidasa
(12% del total de las proteinas de la MGGL), mucina, PAS Ill, PAS IV, PAS 6 y7



(Periodic Acid Schiff, por sus siglas en inglés) (Lopez, 2011; Fong y col., 2007; Ye y col.,
2002).

2.1.2 Aislamiento

La MGGL puede separarse de la crema, suero de mantequilla o de la leche; el método
comun para su aislamiento comprende cuatro pasos principales. Primero se descrema la
leche con una descremadora, posteriormente la crema es lavada dos (Ye y col., 2002), tres
(Fong y col., 2007) o mas veces con agua desionizada (tres 0 mas veces su volumen)
dependiendo del experimento, con la finalidad de eliminar las caseinas. El siguiente paso
involucra la ruptura de los glébulos de grasa para liberar el material de la MGGL mediante
el batido de la crema a 10 °C (Fong y col., 2007; Singh, 2006) o mediante la
desestabilizacion de la crema calentdndola a 50 °C (Bezelgues y col., 2009). El paso final
consiste en recuperar la MGGL mediante centrifugacion 90000-100000 x g por 60 min o
mediante su precipitacion a pH bajo (Singh, 2006). Por otro lado se ha reportado el uso de
la micro y ultrafiltracion para la separacion de la MGGL del suero de mantequilla (Morin y
col., 2004; Morin y col., 2006; Rombaut y col., 2007), la coagulacion de las caseinas del
suero de mantequilla mediante el uso de cuajo y el uso de citrato para disociar las micelas
de caseina seguida por la microfiltracion para colectar la MGGL (Corredig y col., 2003;
Roesch y col., 2004).

2.1.3 Propiedades nutracéuticas

Varios estudios han demostrado que algunos componentes de la MGGL tienen funciones
benéficas para la salud, ademas de poseer excelentes propiedades de emulsificacion
(Kanno, 1998; Corredig y Dalgleish, 1998; Roesch y col., 2004; Thompson y Singh, 2006;
Singh, 2006; Bezelgues y col., 2009). Los fosfolipidos y algunas proteinas han mostrado
tener actividad inhibitoria contra el cancer de mama y la reduccion del nimero de tumores
de colon (Spitsberg, 2005; Singh, 2006). Asi mismo los fosfolipidos han mostrado tener
efectos benéficos contra el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer (Parodi, 2001;
Spitsberg, 2005), proteccion del higado (Koopman y col., 1985) y mejoramiento de la
memoria (Crook y col., 1991).



2.1.4 Propiedades emulsificantes

Debido a su funcién original para estabilizar el glébulo de grasa en la leche, la MGGL
aislada de suero de mantequilla o de crema, es considerada como un material con excelente
capacidad emulsificante. Lo anterior, debido principalmente a su contenido de fosfolipidos
y otros materiales con actividad superficial (Roesch y col., 2004). Kanno y col. (1991)
prepararon una emulsion (25 % de grasa) con varias cantidades de MGGL (20-80 mg/g de
grasa). La cobertura de proteina en la superficie aumentd aproximadamente de 5 a 15 mg
de MGGL/g de grasa con un aumento en la concentracién de 20 a 80 mg MGGL/g de
grasa, con un aumento en la estabilidad de la emulsion. Al usar una cantidad de MGGL
mayor a 80 mg/g de grasa en la emulsion, fue posible reconstituir gldbulos de grasa de la

leche con una estabilidad similar a aquella de los glébulos de grasa naturales.

Roesch y col. (2004) prepararon una emulsion aceite-en-agua con 10 % de aceite. Las
emulsiones que contenian > 0.25 % de MGGL mostraron estabilidad contra el cremado;
mientras que aquellas preparadas con 0.25 % de MGGL presentaron cremado a las 24 h de
elaboradas. Se ha concluido que puede existir una fuerte interaccion entre la MGGL en la
superficie y que los fosfolipidos que componen a la MGGL podrian estar involucrados en
la reduccion de la tension interfacial; sin embargo no se sabe con certeza cual de los
componentes de la MGGL, los fosfolipidos, las proteinas o ambos son responsables de la
actividad emulsificante de la MGGL (Singh, 2006).

2.2 Emulsiones multiples

Las emulsiones agua-en-aceite-en-agua son conocidas como emulsiones multiples o dobles
(W1/O/W5), en donde W; es la fase acuosa interna y W5, es la fase acuosa externa (la cual
usualmente tiene diferente composicion). En este tipo de emulsiones existen dos diferentes
peliculas interfaciales, la pelicula que rodea a la gota de agua en la emulsion W1/O y la
pelicula que rodea la gota de aceite en O/W,. Por consiguiente, se necesitan dos diferentes
tipos de emulsificantes para estabilizar las emulsiones W/O/W: un emulsificante soluble en
aceite para las gotas internas de agua y un emulsificante hidrofilico para las gotas de aceite.
En este sistema, es posible controlar el tamafio de las gotas y la concentracion de las gotas

de agua internas y las gotas de aceite (McClements y col., 2007).



2.2.1 Mecanismos de estabilizacion

La estabilidad de las emulsiones multiples esta influenciada por su composicion y por las
condiciones de emulsificacion. Para estabilizar emulsiones mdltiples Gltimamente se han
usado biopolimeros, sus mezclas o complejos biopoliméricos. El desarrollo actual de
emulsiones alimenticias incluye el uso de dos o mas biopolimeros para mejorar sus
propiedades funcionales individuales (Ramirez-Santiago y col., 2012). Por ejemplo, se
espera que el uso combinado de proteinas y polisacaridos pueda reunir el papel
emulsionante de la proteina con la funcion estabilizadora del polisacarido (Dickinson y
Euston, 1991). Las propiedades funcionales mejoradas resultantes de los complejos
proteina-polisacarido en comparacién con las proteinas y polisacaridos por si solos podrian
atribuirse a la estructura de sus complejos. Hay muchas maneras en las que los
biopolimeros pueden interactuar a nivel molecular, y es importante determinar los
parametros que influyen en la formacion de los complejos y su efecto sobre las principales
propiedades funcionales que imparten a los sistemas a los que se incorporan (Espinosa-
Andrews y col., 2008; Schmitt y Turgeon, 2011). Se sabe que las cargas opuestas de las
proteinas y polisacaridos forman complejos entre biopolimeros estables, que tienen la
capacidad para formar y estabilizar emulsiones efectivamente (Ruiz-Ramos y col., 2006).
Hernandez-Marin y col. (2013) emplearon complejos proteina-polisacarido para estabilizar

emulsiones multiples, las cuales fueron estables a lo largo de 21 dias de almacenamiento.

2.2.2 Ventajas y limitaciones

Las emulsiones multiples W/O/W tienen algunas ventajas sobre las emulsiones
convencionales O/W como sistemas acarreadores para lipidos bioactivos, ademas son mas
usadas para encapsulacion, proteccion y liberacion de componentes hidrofilicos, como
minerales, vitaminas, enzimas, proteinas, péptidos bioactivos y fibras, los cuales pueden
ser entrampados dentro de la fase acuosa interna (McClements y col.,, 2007). Las
emulsiones multiples son altamente susceptibles a desestabilizarse durante el
almacenamiento o cuando son expuestas a medios de estrés comunmente usados en la
industria alimentaria, tales como fuerzas mecanicas, procesos térmicos, congelamiento y
deshidratacién. Las gotas de aceite en las emulsiones W/O/W son susceptibles al cremado,

floculacion, coalescencia y a la maduracién de Ostwald. Las gotas internas de agua en las



emulsiones W/O/W también son susceptibles a la floculacion convencional y coalescencia;
sin embargo, también pueden llegar a ser inestables debido a la difusion de las moléculas
de agua entre las gotas internas y externas de las fases acuosas o debido a la expulsion de
las gotas de agua de las gotas de aceite (Garti y Bisperink 1998; Benichou y col. 2004).
Esté claro que las emulsiones maltiples tienen potencial como sistemas acarreadores para
lipidos bioactivos, pero aln existe un nimero de importantes desafios que deben ser
abordados antes de que esta tecnologia pueda ser empleada con éxito dentro de la industria

alimentaria.

2.2.3 Aplicaciones

Alguno de los pocos ejemplos en donde han sido usadas las emulsiones multiples W/O/W,
es la encapsulacion de B caroteno en donde se logré una alta eficiencia de encapsulacion y
retencion de carotenoides (Rodriguez-Huezo y col., 2004), encapsulaciéon de ®-3 (Onuki y
col., 2003; Cournarie y col., 2004). Encapsulacion de componentes hidrofilicos bioactivos,
tales como vitamina B (Fechner y col., 2007; Kukizaki y Goto 2007), inmunoglobulinas
(Lee y col., 2004), insulina (Cournarie y col., 2004), proteinas (Su y col., 2006),
aminoacidos (Weiss y col., 2005) y cloruro de sodio en donde se logr6 una alta eficiencia
de encapsulacion de hasta 95% durante un mes de almacenamiento (Reitberg y col., 2012,
Sapei y col., 2012).

2.3 Reologia interfacial

En los sistemas dispersos, las propiedades reol6gicas macroscépicas se encuentran en
estrecha relacion con las dindmicas de adsorcion y estado estructural de las moléculas
adsorbidas en la interfase. Debido a esta adsorcion, la interfase presenta una resistencia a la
deformacion, cuyo campo de estudio da origen a la llamada reologia interfacial (Murray y
Dickinson, 1996).

En general, la reologia interfacial describe la relacion funcional entre la deformacion de
una interfase, los esfuerzos ejercidos sobre la misma y los flujos resultantes en las fases de

los liquidos adyacentes (Kréagel y col., 2008).



Existen dos tipos de deformacion interfacial importantes: cambios en el &rea, ya sea por
dilatacion o compresion (reologia interfacial dilatacional); cambios debido a un
movimiento de corte manteniendo el area constante (reologia interfacial de corte). Mientras
que las propiedades interfaciales de corte contribuyen a la estabilidad a largo plazo de los
sistemas dispersos, las propiedades interfaciales dilatacionales presentan una influencia
importante en la estabilidad a corto plazo, que tiene que ver con los mecanismos de
adsorcion/desorcion de las moléculas con actividad superficial en las interfases cuando

éstas se estan formando (Rodriguez-Patino y col., 2001; Martin y col., 2002).

Las propiedades interfaciales de corte son usadas para caracterizar las interacciones que
surgen entre las macromoléculas adsorbidas en las interfases (Dickinson, 1999; Murray y
Dickinson, 1996; Sanchez-Gonzalez y col., 1999; Burgess y Sahin, 1997). Rodriguez-
Patino y Rodriguez-Nifio (1999) presentaron una investigacion sobre la caracterizacion
interfacial de proteinas y lipidos empleados como agentes emulsionantes, concluyendo que
la composicion interfacial y de la fase acuosa, asi como las condiciones de operacién
(temperatura, presion superficial, pH, densidad superficial, etc.) tienen un efecto sobre las
caracteristicas interfaciales (estructura, estabilidad, reologia, etc.) de los emulsionantes

(lipidos y proteinas) en interfases agua-aire.

Dickinson (1999) realiz6 un estudio completo sobre peliculas de proteinas adsorbidas en
interfases fluidas, y relacioné las caracteristicas de las interacciones con las caracteristicas
estructurales de los sistemas mediante reologia superficial de corte. Otros estudios de Roth
y col. (2000) presentan los efectos de tratamientos térmicos y desplazamiento por

tensoactivos idnicos de las peliculas interfaciales formadas con p-Lactoglobulina.



3. JUSTIFICACION

Estudios recientes han demostrado que la composicion de la membrana del glébulo de la
grasa de la leche le confiere propiedades nutracéuticas y emulsificantes; sin embargo, este
material no se aprovecha en nuestro pais; mas aun, es desechado por las plantas
productoras de derivados lacteos, aumentando de esta manera la contaminacion del manto
acuifero. Por otro lado, en la industria alimentaria existe la necesidad de sistemas de
liberacion, que encapsulen, protejan y liberen agentes bioactivos lipofilicos e hidrofilicos.
En este sentido, las emulsiones multiples pudieran ser utilizadas para diversos propdésitos,
incluyendo la liberacion de agentes bioactivos en el tracto gastrointestinal, el disefio de
matrices alimentarias que retrasen la digestion de lipidos y la estructuracion de alimentos
bajos en grasa. Con base en los expuesto, resulta interesante estudiar la funcionalidad de la
membrana del glébulo de grasa lactea, como agente emulsificante, en emulsiones multiples

agua-en-aceite-en-agua.

10



4. OBJETIVOS
4.1 General

Estudiar la influencia de las propiedades interfaciales de peliculas de membrana de globulo
de grasa lactea/ésteres de acidos grasos de poliglicerol y poliricinioleato sobre la
estabilidad y propiedades reoldgicas de emulsiones multiples agua-en-aceite-en-agua.

4.2 Particulares
- Aislar la membrana del glébulo de grasa de leche (MGGL).

- Determinar la viscosidad de corte interfacial y las propiedades viscoelasticas interfaciales
de peliculas de MGGL adsorbidas en interfases aceite-agua.

- Evaluar el efecto de la adsorcion competitiva entre MMGL y ésteres de acidos grasos de
poliglicerol y poliricinioleato (PGPR) sobre las propiedades viscoelasticas de las peliculas
interfaciales.

- Evaluar la influencia de las peliculas interfaciales MGGL/PGPR sobre la estabilidad y las

propiedades reoldgicas de emulsiones maltiples agua-en-aceite-en-agua.
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5. HIPOTESIS

La membrana del globulo de grasa lactea (MGGL) forma peliculas interfaciales
viscoelasticas en interfases aceite-agua, por lo que constituye un material emulsificante
grado alimenticio con funcionalidad potencial para la obtencion de emulsiones multiples
agua-en-aceite-en-agua estables. La estabilidad y las propiedades reoldgicas de las
emulsiones multiples dependerdn de las propiedades reoldgicas interfaciales de las
peliculas formadas por MGGL (emulsificante hidrofilico) y ésteres de &cidos grasos de
poliglicerol y poliricinioleato (emulsificante lipofilico).
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6. MATERIALES Y METODOS

Aceite de canola (AC; Capullo®; Unilever de México, S.A de C.V.); carboximetilcelulosa
(CMC; CMC® CEROL 50 000; Grupo Dermet, S.A de C.V.); emulsificante lipofilico
(PGPR; Grinsted® PGPR 90, esteres de acidos grasos de poliglicerol y poliricinoleato;
Danisco México, S.A de C.V.); &cido clorhidrico, hidréxido de sodio, cloroformo, metanol,
acido perclorico, molibdato de amonio, bisulfito de sodio, sulfito de sodio y fosfato
monopotasico (J. T. Baker, S. A. de C. V.); acido 1-amino-2-naftol-4-sulfonico (Alta
Pureza Maquiladora S. A de C. V.) fueron comprados en la Ciudad de México, México.

Para todos los experimentos se utilizé agua destilada desionizada.

6.1 Aislamiento de la MGGL

La MGGL fue aislada a partir de crema fresca cruda siguiendo el procedimiento descrito
por Fong y col. (2007) con ligeras modificaciones. Diez litros de crema cruda (40 g de
grasa por 100 g; Planta Lechera, Universidad Autonoma Chapingo, Texcoco, Estado de
México, México) fueron usados en cada uno de los experimentos. La crema (30 + 1 °C) fue
suspendida en una solucion de lavado (agua desionizada a 38 + 1 °C) en una proporcion de
1 L de crema por 3 L de agua aplicando agitacion suave (880 rpm, 15 min) con un agitador
mecanico (CAFRAMO modelo RZR1, Cole-Parmer, Vernon Hills, IL, EUA). La crema
fue subsecuentemente separada con una descremadora. Este paso de lavado fue repetido
tres veces. La crema lavada, después de ser refrigerada toda la noche a 4 + 1 °C, fue batida
usando una batidora KitchenAid (KSMC50S KitchenAid Inc., St. Joseph, Michigan, EUA)
operada a 750 rpm a 10 °C hasta la obtencion de mantequilla y suero de mantequilla. La
mantequilla fue recolectada mediante filtracion a través de dos capas de tela manta de
cielo, la cual fue usada para retener los granulos de mantequilla. ElI pH del suero de
mantequilla se ajust6 a 4.8 con &cido clorhidrico (1 M) con la finalidad de precipitar la
MGGL. Las mezcla de particulas-agua resultante fue centrifugado en tubos de vidrio con
una centrifuga (Sorvall RC-5B; GMI Inc., Ramsey, MN, EUA) a 10000 rpm durante 30
min para separar la MGGL insoluble. ElI pH de la suspension de MGGL se ajusto a 6.8

usando hidroxido de sodio (1 M). La suspension de MGGL se liofiliz6 con una
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Liofilizadora Lyph Lock® 4.5 Freeze Dryer (Labconco Corporation, MO, EUA) y el polvo
resultante se almacend a -20 °C hasta su uso.

6.2 Determinacion de proteina total, lipidos totales y fosfolipidos de la MGGL

El contenido total de proteina de la MGGL liofilizada fue determinado por el método
Kjeldahl (AOAC, 1995), usando un factor de conversion de 6.38.

Los lipidos fueron extraidos a partir de la MGGL siguiendo el método descrito por
Sanchez-Juanes y col. (2009) con ligeras modificaciones. Un gramo de MGGL en polvo se
disolvié en 10 mL de una mezcla de cloroformo/metanol (1:1 v/v); la mezcla se agit6
durante toda la noche a 4 °C y después se centrifug6 a 1 700 rpm durante 10 min a 4 °C. El
“pellet” se re-homogeniz6 en 10 mL de cloroformo/metanol (2:1 v/v), se agité durante 45
min a 4 °C y centrifugé como se describio antes. El nuevo “pellet” se re-homogenizé en 10
mL de cloroformo/metanol (1:2 v/v), se agito y se centrifugd como se describid
anteriormente. Los sobrenadantes combinados se redujeron a un cuarto de su volumen
original mediante secado a 40 °C en una estufa (Modelo HS-33 Rios Rocha, Ciudad de
México, México), se almacend a -20 °C durante toda la noche y posteriormente se
centrifugé a 1700 rpm durante 10 min a 4 °C para remover el material insoluble. El
extracto resultante se colocd en una caja Petri y se secd en una estufa a 40 °C por 24 h.
Posteriormente, la caja Petri se coloc6 en un desecador, con CaCl, como desecante, por 24
h'y los lipidos totales (LT) se determinaron gravimétricamente.

Para determinar el contenido de fosfolipidos, 0.15 g de LT se disolvieron con
cloroformo/metanol (1:2 v/v) y diluyeron a 10 mL. Una muestra de 1 mL de la dilucion se
tomo6 y secd por evaporacion (40 °C). La determinacion del contenido de fosfolipidos
totales (CFT) se realizd basandose en el procedimiento descrito por Nalto (1975) con
modificaciones. La muestra seca se adiciono con 0.8 mL de &cido percldrico (72 % v/v) en
un tubo graduado de 15x15 mm, el cual fue colocado en bafio de arena a 200 °C durante 30
min y enfriado a temperatura de laboratorio (20 + 2 °C). Después, se adicionaron
aproximadamente 6 mL de agua desionizada + 0.5 mL de molibdato de amonio (5 % p/v) y
0.4 mL de agente reductor (27.2 g de bisulfito de sodio+6 g de sulfito de sodio+0.5 g de

acido 1-amino-2-naftol-4-sulfonico, diluido a 250 mL). El contenido del tubo fue diluido a
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10 mL con agua desionizada. Posteriormente, la mezcla se dejo reaccionar durante 20 min
y se procedié a la lectura de la absorbancia en un espectrofotdmetro (Spectronics Genesys
5 UV/Vis, Spectronic Unicam, Rochester, NY, EUA) a 660 nm. El espectrofotometro se
ajustd con un blanco (0.8 mL de &cido percldrico). La calibracion se realizé con 0.1 mL de
solucién estandar (KH,PO,, 0.5 mg mL™= 11.38 pg de P+0.8 mL de &cido perclérico). El
contenido total de fosfolipidos se calculd con la siguiente ecuacion:

CFT(mg/L):(A%/A%td)X[Pstd X(\/std /Vs)]X25

Donde CFT = contenido total de fosfolipidos (mg.L™); As = absorbancia de la muestra; Agq
= absorbancia de la solucion estandar; Pgq = fésforo en la solucién estandar (mg.L™); Vg =
volumen de la solucion estandar (mL); Vs = volumen de la muestra (mL) y 25 = factor para

la conversion de fosforo (mg) a fosfolipidos (mg).

6.3 Reologia interfacial

Las mediciones de reologia interfacial se llevaron a cabo con un redmetro Physica MCR
301 Dynamic Shear Rheometer (Physica Meftechnik GmbH, Stuttgart, Alemania), con una
geometria bicono (radio del disco, (Rb), de 34.125 mm y &ngulo doble del disco (2a) de
10°). Un vaso termostato (radio interno, (Rc), 40 mm) fue colocado en el plato de medicion
del redmetro. Disoluciones acuosas (118 mL) de MGGL (4, 5, 6 % p/p) a pH 7.0
preparadas 24 h antes, fueron colocadas cuidadosamente dentro del vaso termostatizado.
Después la geometria tipo bicono fue bajada hasta la superficie de la solucién de MGGL.
Entonces 118 mL de AC o AC+PGPR fueron vertidos cuidadosamente por las paredes del
vaso, con ayuda de una pipeta, hasta que el aceite formd una capa sobre la solucion de
MGGL (Roman-Guerrero y col., 2009). La edad de la interfase se tomo a partir del

momento en el que la Gltima gota de aceite fue vertida.
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6.4 Viscosidad interfacial

Las diferentes peliculas interfaciales de MGGL se sometieron a una velocidad angular
constante (Q) de 1.76 x 10 rad s™. El torque necesario (M) para mantener la velocidad
rotacional constante y el desplazamiento angular del disco con el tiempo (6p) fue

monitoreado cada 10 s por 15 min con el software del redbmetro. Se obtuvieron gréaficas de

deformacién interfacial (y"™) contra esfuerzo interfacial (™) con el software del equipo, y

fueron usadas para determinar la region en la cual el torque y/o esfuerzo interfacial en la
interfase tuvo un comportamiento constante, el cual fue usado para calcular la viscosidad

interfacial (rﬂ”t) con la siguiente ecuacion (Pérez-Orozco y col., 2004):
M1 1
42Q\ R? R?

6.5 Estudios de creep compliance interfacial-tiempo

El comportamiento deformacion/esfuerzo cortante constante interfacial con el tiempo o
creep-compliance interfacial-tiempo de las diferentes peliculas MGGL y MGGL/PGPR se
estudid. Las peliculas se sometieron a un esfuerzo cortante interfacial constante (¢'™) de
0.5658 mN/m durante 60 min, después de lo cual el (™) se retird y la relajacion del
esfuerzo de las peliculas interfaciales fue monitoreada durante 7 min. El esfuerzo cortante
seleccionado cayO dentro de la region viscoelastica lineal de todas las peliculas

interfaciales.

Se obtuvieron graficas de J (t) contra el tiempo (t) para las diferentes peliculas interfaciales
y el software del equipo, proporciono los valores de los pardmetros de la siguiente
ecuacion (Pérez-Orozco y col., 2011):

J(0) =3, +3, (1-e "™ )+J,

Donde J,= (1/Eo, Eo es el médulo eléstico instantaneo interfacial) es la deformacion

elastica instantanea interfacial en la cual los enlaces entre las unidades estructurales

primarias son estirados elasticamente; J, = (1/Egr, Er es el modulo elastico de retardo
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interfacial) es la deformacion de retardo media interfacial de todos los enlaces
involucrados; Am = (Jm/nm; nm €S la viscosidad media interfacial asociada con la elasticidad
de retardo) es el tiempo de retardo medio interfacial, y Jyv= (t/n) es la
deformacion/esfuerzo cortante constante newtoniana interfacial, la cual es caracterizada

por una viscosidad interfacial ;. Todas las mediciones se realizaron a 25 °C.

6.6 Preparacion de las emulsiones multiples (EM)

Se prepararon tres emulsiones multiples (EM) a 20 + 2 °C usando un procedimiento de
emulsificacion de dos etapas (Lobato-Calleros y col., 2009). En la primera etapa se prepard
una emulsion W;/O con una fraccion masica dispersa de 0.3 (g;). La fase acuosa (W)
(29.9 g de agua destilada + 0.1 g de CMC) se adicion6 gota a gota con agitacion continua a
la fase oleosa (66.8 g de AC + 3.2 g de PGPR) mediante un homogeneizador (Ultra-
turrax® T50 basic IKA Works, Inc., Wilminton, EUA) operado a 6400 rpm por 5 min. En
la segunda etapa la cantidad de emulsion primaria W1/O requerida fue re-emulsificada
(6400 rpm por 4 min) en soluciones al 4, 5y 6 % p/p de MGGL, ajustadas a pH 7.0,
obteniéndose EM con una fraccion maésica dispersa de 0.3 (), las cuales se codificaron
como: EMye, EMsey, ¥ EMg, respectivamente. Durante el proceso de emulsificacion se

usoé un bafio de hielo para evitar el aumento de temperatura por arriba de 20 + 2 °C.

6.7 Morfologia y tamafio de las gotas de las EM

La morfologia de las gotas de las EM fue determinada usando un microscopio Optico
(Olympus BX45, Olympus Optical Co., Tokio, Japon) acoplado a un sistema analizador de
imagenes (digital Olympus cdmara C3030, Olympus América Inc., EUA).

El didametro volumétrico-superficial medio de las gota (ds,,) inicial y su evolucion con el
tiempo de almacenamiento (4 + 1 °C) (3, 7, 10, 15 y 21 d) de las EM fue determinado con
un analizador de tamafio de particula Malvern serie 2600 (Malvern Instruments, Malvern,
Worcestershire, RU).
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6.8 Propiedades reologicas oscilatorias de las emulsione multiples EM

El comportamiento reoldgico oscilatorio de las EM fue determinado después de 1 dia de
preparacion con el redbmetro Physica MCR 301 acoplado a una geometria de cilindros
concentricos de doble gap. Muestras de las EM (3.6 mL) se colocaron en la geometria y se
dejaron reposar durante 15 min para recuperacion de la estructura y alcance del equilibrio
de la temperatura (25 °C). Barridos de amplitud (0.01-10 % de deformacién) fueron
llevados a cabo a frecuencia constante (1 Hz), con la finalidad de determinar la regién
viscoelastica lineal (RVL), donde las propiedades reol6gicas no son dependientes de la
deformacion o el esfuerzo. A partir de la RVL se selecciond un valor de deformacién de
0.2 % para realizar barridos de frecuencia de 0.01-10 Hz. Con el software del equipo se
obtuvieron los valores de los médulos de almacenamiento (G’) y de pérdida (G’’) como

una funcion de la frecuencia.

6.9 Andlisis de datos

Todos los experimentos fueron hechos por triplicado usando un disefio experimental
completamente al azar. Las propiedades reoldgicas interfaciales de las peliculas de MGGL
fueron analizadas usando un andlisis de varianza de clasificacion simple, y cuando fue
apropiado se aplicaron pruebas de Tukey para determinar diferencias entre las medias. La
significancia se establecié en P < 0.05. El analisis de datos se realizé con el programa

Statgraphics (Statistical Graphics Corp., Manugistics, Inc., Cambridge, MA, EUA).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Rendimiento y composicion quimica de la MGGL

El rendimiento de MGGL fue 3.2 £ 0.3 g/L de crema. Este resultado es cercano a aquel de
3.6 £ 0.3 g/L informado por Fong y col. (2007). Los contenidos de proteina, lipidos y
fosfolipidos totales de la MGGL fueron 42.38 + 1.70, 45.70 + 1.4 y 30.05 + 1.2 %,
respectivamente. Datos en la literatura sobre la composicion de la MGGL son altamente
variables, debido a diferencias en el método de aislamiento, tipo de material del que se
extrae, pre-tratamiento del suero de mantequilla o de la crema, técnicas de purificacion y
de andlisis. Singh (2006) informé que el contenido de proteina de MGGL se encuentra
entre 25-60 %, dependiendo del método de aislamiento seleccionado y de la historia de la
muestra. Fong y col. (2007) informaron contenidos de proteina y de lipidos de 22.3 + 1.5
% y 71.8 + 1.7 %, respectivamente. Kanno y Kim (1990) obtuvieron una MGGL
conteniendo 28 % de proteina y 64 % de lipidos. Bezelgues y col. (2009) encontraron 55 %
de proteina, 37.9 % de lipidos y 25 % de fosfolipidos en MGGL.

Los fosfolipidos de la MGGL son principalmente fosfatidil colina, fosfatidil etanolamina y
esfingomielina, con pequefias cantidades de fosfatidil serina y fosfatidil inositol
(Thompson y Singh, 2006). Todos estos fosfolipidos poseen actividad superficial. La
reologia interfacial es un método importante para obtener conocimiento y entendimiento

sobre la actividad interfacial y estabilidad de un sistema (He y col., 2008).

7.2 Propiedades reoldgicas interfaciales de las peliculas de MGGL
7.2.1 Viscosidad interfacial de corte

Cuando dos gotas en un medio liquido se aproximan, el comportamiento del sistema es
regido por la combinacién de fuerzas hidrodinamicas y fuerzas superficiales. Las fuerzas
hidrodinamicas permiten el flujo viscoso del medio liquido entre gotas y la distorsion de la
forma de las gotas debido a la presion desarrollada entre ellas. El flujo radial del liquido
entre gotas, ejerce una fuerza de corte sobre ellas, tendiendo a generar una circulacion del
liquido dentro de cada gota. La distorsion de las gotas es contrarrestada por la tension

superficial (interfacial), porque cualquier cambio de la forma esférica involucra un
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aumento en el area superficial (Kitchener y Musselwhite, 1969). Mientras que la
viscosidad interfacial no puede causar metaestabilidad estatica, puede ayudar en la
estabilizacion dinamica mediante el retardo de la extrusion del liquido presente entre las

superficies de aproximamiento de dos gotas de emulsion.

El esfuerzo de corte superficial fue medido como funcién de la deformacion para la MGGL
a diferentes concentraciones y tiempos de envejecimiento (Fig. 1). Todas las
concentraciones de MGGL mostraron perfiles de esfuerzo cortante-deformacion similares.
Independientemente de la concentracion de MGGL usada, un tiempo de envejecimiento
finito (12 h para 4 % de MGGL y 8 h para 5y 6 % de MGGL) tuvo que transcurrir antes de
que la pelicula interfacial produjera una respuesta elstica; esto es, el incremento en ¢™ es
proporcional al incremento en y"™. El periodo de induccién para la formacién de una
pelicula interfacial pudo ser influenciado por la velocidad de difusion de los componentes
con actividad superficial de la MGGL (proteinas y fosfolipidos) y su afinidad interfacial
(Beverung y col., 1999). Es tipico de los surfactantes macromoleculares que su adsorcién
hasta alcanzar el equilibrio sea muy lenta y sea practicamente irreversible (Kitchener y
Musselwhite, 1969). Conforme continud la adsorcion interfacial y el rearreglo de los
componentes con actividad superficial, ocurrio mayor nimero de contactos moleculares
interfaciales, lo que causé la formacion de una pelicula interfacial elastica, la cual sufri6
cambios estructurales reversibles debido a estiramiento de los enlaces entre moléculas sin
sufrir ruptura. Conforme aumenté el tiempo de envejecimiento de las peliculas, la
magnitud del esfuerzo interfacial (™) en la region elastica incrementé y fue mas alto al
aumentar la concentracion de MGGL. Las curvas exhibiendo una respuesta elastica
presentaron un maximo en ¢, relacionado con la cantidad de esfuerzo que las peliculas
puede resistir antes de que su estructura ceda, seguido por una disminucién en o™,
indicando que el limite elastico de las peliculas adsorbidas ha sido rebasado y que un
mecanismo de deformacion viscosa comienza a ocurrir. Conforme la deformacién (y"“)
continua incrementandose, o™ continua disminuyendo hasta que un valor de esfuerzo
cortante en estado estacionario es alcanzado (Ganzevles y col., 2006). EI méximo valor de
esfuerzo cortante en estado estacionario fue obtenido después de aproximadamente 36 h,
independientemente de la concentracién de MGGL usada. A este tiempo de envejecimiento
los valores maximos de ¢™ obtenidos variaron de la siguiente manera: 1.9 mN/m para 4 %

de MGGL < 2.2 mN/m para 5 % de MGGL < 2.3 mN/m para 6 % de MGGL (Fig. 1);
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mientras los valores del 6™ en estado estacionario variaron como sigue: 1.31 mN/m para 4
% de MGGL < 1.64 mN/m para 5 % de MGGL < 1.71 mN/m para 6 % de MGGL. Se
puede observar que las peliculas interfaciales a concentraciones mayores de MGGL,

requirieron un mayor ¢"™ para alcanzar una deformacion y"™ dada.
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Figura 1. Relacion esfuerzo cortante-deformacion con el tiempo de envejecimiento de las
peliculas de MGGL a diferentes concentraciones: (a) 4 %, (b) 5%y (c) 6 %

El esfuerzo interfacial (torque) en la interfase, donde el comportamiento estacionario fue
obtenido, fue usado para calcular la viscosidad interfacial (rﬂ“t). La Figura 2 muestra las
graficas de viscosidad interfacial contra tiempo para las peliculas usando diferentes
concentraciones de MGGL. Un incremento marcado en la n'™ ocurrié con el tiempo de
envejecimiento, indicando que las interacciones entre las moléculas de proteinas y

fosfolipidos en la interfase dependi6 de su concentracion total. El valor de n™

alcanzado
después de 36 h fue mayor conforme la concentracion de MGGL aumento, variando de la
siguiente manera: 1029.49 mNs/m (4 %), 1292.01 mNs/m (5 %) y 1352.26 mNs/m (6 %).
Pérez-Orozco y col. (2004) informaron aumentos en los valores de Iﬂ“t para peliculas
interfaciales formadas por goma de mezquite-quitosano con el tiempo de envejecimiento.
Waninge y col. (2005) informaron que peliculas interfaciales elaboradas a partir de una
mezcla de proteinas y fosfolipidos en semejanza a MGGL, tendio a formar estructuras mas

complejas que una monocapa adsorbida.
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Figura 2. Desarrollo de la viscosidad interfacial de corte de peliculas de MGGL a

diferentes concentraciones con el tiempo de envejecimiento.

7.2.2 Estudios de creep compliance interfacial-tiempo

Las propiedades mecanicas de interfases estabilizadas mediante macromoléculas han sido
correlacionadas con la estabilidad de gota. La mecanica de aproximacion de dos gotas en
un medio fluido puede dar lugar a varios fendmenos, la mayoria de ellos ocasionando
deformacion superficial de las gotas, la cual en turno causa el adelgazamiento externo de
las peliculas interfaciales, su colapso y coalescencia de las gotas. Se ha propuesto que las
peliculas interfaciales que exhiben alta elasticidad poseen una mejor capacidad de soportar
perturbaciones en la region interfacial, y de ese modo el tiempo de coalescencia de las
gotas es grandemente extendido (Kitchener y Musselwhite, 1969). El estudio de creep
compliance interfacial-tiempo es una prueba no destructiva que permite la determinacion
de los parametros reoldgicos bajo condiciones que se aproximan al estado de la muestra en
reposo; esto permite una elucidacion mas precisa del estado actual de la pelicula (Roman-
Guerrero y col., 2009). Todas las peliculas interfaciales (MGGL y MGGL/PGPR)
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exhibieron curvas tipicas de creep compliance interfacial-tiempo (Fig. 3), indicando que

las peliculas mostraron comportamiento viscoelastico.
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Figura 3. Curvas de creep compliance-tiempo de las peliculas MGGL y MGGL + PGPR

con un tiempo de envejecimiento de 36 h.

Los parametros viscoelasticos que caracterizaron a cada pelicula se presentan en la Tabla
1. El andlisis del modulo de deformacion/esfuerzo cortante constante interfacial
instantaneo (Jo), el cual esta relacionado con la deformacion instantinea reversible sufrida
por la deformacion aplicada a la pelicula, indica que conforme aumenta la concentracion
de MGGL (sola o combinada con PGPR) el valor de Eo= (1/Jp) aumenta. Asi, Eo que
proporciona una medida de la fuerza elastica de los enlaces que componen la estructura de
la red interfacial (Lobato-Calleros y col., 2000) varié de la siguiente manera: MGGLgy, >
MGGLsy,> MGGLgy, + PGPR> MGGL4y,> MGGLsy, + PGPR> MGGL,4y, + PGPR. LoS
pardmetros de la region de deformacion elastica interfacial retardada Jyn y Am (Jm/nm), donde
los enlaces se rompen y reforman, pero no a la misma velocidad, pueden proporcionar
informacion més detallada sobre la naturaleza de las peliculas interfaciales (Roman-
Guerrero y col., 2009). En particular A, que es el tiempo necesario para que la deformacion
retardada alcance aproximadamente el 63.2 % (1-1 / e), puede considerarse como una
medida de la complejidad, del tipo y diversidad de enlaces que forman las peliculas

interfaciales. Entre mas compleja sea la estructura, se necesitan tiempos de retardo mas
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prolongados para caracterizar los tipos de unién que se llevan a cabo (Lobato-Calleros y
col., 2000).

Valores significativamente mas altos de A, fueron observados conforme la concentracién
de MGGL aument6, pero fueron significativamente mas bajos para las peliculas
MGGL+PGPR que para sus contrapartes puras MGGL. Jy= (t/nn) indica que una
deformacion en estado estacionario es alcanzada cuando la deformacion creep es
principalmente gobernada por un flujo viscoso, y es observada como un incremento lineal
de la curva creep (Van Bockstaele y col., 2011). Valores mas altos de ny se presentaron
conforme aumenté la concentracion de MGGL, pero de nuevo los valores de ny
disminuyeron para las peliculas formadas por MGGL + PGPR, en comparacién con las
peliculas formadas solamente por MGGL. Para proteinas ny y G’ son generalmente mucho
mas altos que para tensoactivos de bajo peso molecular (Murray 2011), por lo que es
evidente que existe un desplazamiento de la MGGL adsorbida en la interfase por PGPR.
Debido a que PGPR tiene una fuerte atraccion por el aceite, sus moléculas deben
encontrarse, al menos en cierta medida, disueltas en la fase oleosa. La mayor parte de la
cadena hidrocarbonada de PGPR permanece dentro de la fase oleosa, y una pequefia
porcién de la parte hidrofilica es localizada en la interfase aceite-agua. Por otro lado, las
moléculas de MGGL son més fuertemente atraidas a la fase acuosa, con sélo los restos
hidrofébicos unidos en la interfase aceite-agua y el resto de las moléculas proyectada
dentro de la fase acuosa (Doxastakis y Sherman, 1983). Las moléculas de PGPR
adsorbidas interrumpen la interaccién entre moléculas MGGL-MGGL en la interfase,
debido a una accion lubricante, pero no desplazan completamente las moléculas de MGGL
de la interfase, resultando en una disminucion de las propiedades viscoelasticas
(Dickinson, 1991).
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Tabla 1. Pardmetros viscoelasticos de las peliculas interfaciales MGGL y MGGL + PGPR

Codigo de la Jox10* (mN/m)*  Egx10™ Jnx10* (MN/mM)™t An(s) Inx10* (mN/m) myx10*
muestra (mNm) ! (mNs/m)™?
MGGL 494 2.59+0.12" 0.38+0.02°  4.80+0.24° 950.20+23° 3.01+0.14™ 1196.97+54%
MGGLsg 1.20+0.06° 0.83+0.04°  2.21+0.18* 1164.76+19°  0.82+0.05 4456.32+32°
MGGLes 0.85+0.04° 1.18+0.06°  1.81+0.13%® 1252.89+15°  0.73+0.02° 4633.16+57°
MGGL4%+PGPR  9.18+0.66° 0.11+0.01*  2.47+0.17° 322.91+10° 3.58+0.25° 1003.70+70°
MGGLsy+PGPR  3.71%0.27° 0.26+0.02®°  2.62+0.18" 472.35+14.7°  3.42+0.12°° 1052.10+37°
MGGLegy+PGPR  1.46%0.61% 0.68+0.18°  1.39+0.10° 488.79+15.2°  2.96x0.10° 1213.10+40°

Medias en una columna seguidas por letras diferentes son significativamente diferentes (p< 0.05). Jo: deformacion/esfuerzo cortante
constante interfacial instantanea; Eo: modulo elastico interfacial instantaneo; Jm: deformacién/esfuerzo cortante constante media
interfacial; Ay tiempo de retardo medio interfacial; Jy: deformacion/esfuerzo cortante constante Newtoniana; n: viscosidad interfacial.
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7.3 Morfologia y estabilidad de las EM

Todas las emulsiones multiples se caracterizaron por presentar morfologia tipo C (Garti,
1997); es decir, estuvieron constituidas por gotas esféricas de aceite conteniendo en su
interior un gran numero de gotas de agua (Fig. 4). El diametro inicial medio ds, de las
gotas externas y su cambio con el tiempo de almacenamiento fueron considerados como

una medida de la estabilidad relativa de las EM.
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Fig. 4. Imagenes de microscopia éptica de gotas de las EM, constituidas por gotas esféricas
de aceite conteniendo un gran nimero de gotas de agua: (a) EMag, (b) EMse, Y () EMgo.

Barra de escala = 10 um.

En la Fig. 5 puede observarse que la concentracion de MGGL en la fase acuosa externa
influy6 sobre la estabilidad de la EM y los valores iniciales ds . Concentraciones menores
de MFGM produjeron mayores valores iniciales ds, de la siguiente manera: EMyo, (2.75
pm) > EMso, (2.51 pm) > EMgo, (2.39 pm). Didmetros volumetricos superficiales iniciales
mas altos resultaron en mayor polidispersidad del tamafio de gota (indicado por las barras
de desviacion en la Fig. 5) a traves del tiempo de almacenamiento. Valores iniciales ds
mas pequefios produjeron incrementos menores en el tamafio de gota durante los 21 dias de
almacenamiento. Asi, los incrementos relativos de ds, entre t= 0 d y t= 21 d variaron de la
siguiente manera: EMyy, = 4.4 %, EMsy, = 2 %, Y EMgo, = 1.6 %. Estos resultados indican
gue aunque todas las emulsiones fueron estables, aquellas elaboradas con 6 % de MGGL
sufrieron la menor variacion de tamafio de gota, de modo que se pueden ser consideradas

como mas estables.
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Figura 5. Cambios en el diametro volumétrico superficial medio de gota (ds,) de las EM

con el tiempo de almacenamiento.

Los procesos de desestabilizacion que las EM pueden sufrir son variados; por ejemplo, la
interfase externa de la gota puede coalecer con una o mas gotas de EM; las gotas internas
de agua pueden ser expulsadas secuencialmente a partir de las gotas de las EM; la
contraccion gradual de las gotas internas es posible debido a un gradiente osmético entre
las fases acuosas interna y continua, cuando el transporte de masa neta de agua se produce
de la fase interna a la fase continua externa a través de la pelicula de aceite que actia como
una "membrana semipermeable"; y por el contrario, cuando el gradiente osmatico actda en
la direccion opuesta, difusion de agua a partir de la fase continua a través de la pelicula de
aceite hacia las gotas acuosas encapsuladas producira hinchamiento de las gotas internas
(Hernandez-Marin y col., 2013). Sin embargo, se ha establecido que combinaciones
adecuadas de emulsionantes en las fases interna y externa tienen efectos benéficos sobre la
estabilidad de las EM (Garti, 1997). El uso 6ptimo de emulsionantes en la formulacion de
EM depende de sus propiedades reoldgicas interfaciales (Maldonado-Valderrama y
Rodriguez-Patifio, 2010). Se ha encontrado una correlacion positiva entre la estabilidad de
la emulsion contra la coalescencia de las gotas y la viscosidad de corte superficial en
emulsiones aceite-en-agua (Dickinson y col., 1988). Ademas, peliculas de proteinas
altamente viscoelasticas tienden a amortiguar fluctuaciones superficiales, inhibiendo de

este modo el mecanismo responsable de la ruptura de la pelicula (Dickinson, 1992). Los
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resultados de este trabajo tienden a confirmar que la estabilidad de las EM estuvo

estrechamente relacionada con las propiedades reoldgicas de las peliculas MGGL.

7.3.1 Propiedades reologicas oscilatorias de las EM

Las pruebas oscilatorias dinamicas de corte de pequefia amplitud son una herramienta muy
atil para obtener informacion acerca de la estructura microscopica de materiales
viscoelasticos como emulsiones, proporcionando los valores de los mddulos de
almacenamiento (G”) y de pérdida (G*”). G’ es proporcional a la magnitud del componente
elastico del sistema, y G”’ es proporcional a la magnitud del componente viscoso del
sistema (Wulff-Pérez y col.,, 2011). Todas las EM preparadas con diferentes
concentraciones de MGGL, mostraron incrementos en G’ y G”> como una funcion de la
frecuencia, exhibiendo valores de G’ mayores a aquellos de G’ sobre todo el intervalo de
frecuencia estudiada (Fig. 6). Ambos, G’ y G’’ fueron dependientes de la frecuencia,
aungue esta dependencia disminuyé a medida que aumento la concentracién de MGGL. El
tipo de comportamiento que se muestra en la figura 6 es tipico de emulsiones concentradas
teniendo una estructura de gel debil, que surge de fléculos mantenidos juntos fuertemente
mediante puentes poliméricos, pero que son susceptibles a reorganizacién durante el
almacenamiento y en presencia de campos de corte (Dickinson y Pawlowsky, 1996;
Barnes, 2004). Los valores de G’ y G’ incrementaron al aumentar la concentracion de
MGGL y este comportamiento parece estar estrechamente interconectado con los valores
ds»> mostrados por las EM. Menores valores de ds, implican mayor nimero de gotas de

EM por unidad de volumen y una estructura de fléculos con mayor interconectividad.
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Figura 6. Evolucion de los médulos de almacenamiento (G’) y pérdida (G’”) de las EM

durante barridos de frecuencia a 0.2 % de deformacion.
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8. CONCLUSIONES

Los resultados de reologia interfacial indicaron que concentraciones mayores de MGGL
produjeron peliculas con mayor médulo elastico instantaneo interfacial (Eo): 0.4 mN/m
para 4%; 0.8 mN/m para 5% y 1.2 mN/m para 6 %, y mayor viscosidad interfacial (ny):
1197.0 mNs/m para 4 %, 4456.3 mNs/m para 5 % y 4633.2 mNs/m para 6 %. Cuando se
adiciond PGPR a la fase oleosa, las moléculas de MGGL fueron desplazadas de la interfase
en cierta medida, resultando en una pelicula interfacial debilitada, pero todavia
mecénicamente fuerte. Se encontrd una estrecha interrelacion entre la estabilidad de las
emulsiones multiples y las propiedades reoldgicas interfaciales de las peliculas de MGGL
+ PGPR. Las emulsiones multiples estabilizadas por MGGL en diferentes concentraciones
mostraron propiedades viscoelasticas dependientes de la frecuencia, donde el modulo de
almacenamiento tuvo valores mas altos que el médulo de pérdida sobre toda el rango de
frecuencias estudiado. Este comportamiento es caracteristico de estructuras de gel débil
que surgen de puentes poliméricos entre floculos. Concentraciones mayores de MGGL
produjeron modulos viscoelasticos mayores y menor dependencia de la frecuencia, lo que

sugiere una estrecha correspondencia con el tamafio de gota de las emulsiones maltiples.
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Abstract

The interfacial shear viscosity (7™) and the creep compliance-time (J(t)) behavior of milk fat globule membrane
(MEGM) films (4. 5 and 6% w/w) formed at the water-oil interface were evaluated. Films with higher MFGM
concentration displayed higher n™ and interfacial viscoelastic properties. When esters of polyglycerol and
polyriciniolate fatty acids (PGPR) were added to the oil phase, a competitive adsorption at the interface took place
between PGPR and MFGM which caused a decrease in the inkerfacial viscoelastic properties of the films. The
change in the rheological behavior of the films suggests that their interfacial structure was detzrmined by complex
interactions between the MFGM and PGPR molecules. Water-in-oil-in-water multiple emulsions (ME) with smaller
surface-volume droplet size (ds), greater stability, and higher storage (G') and loss (G™) moduli were obtained
when higher MFGM concentrations were used in the outer agueous phase.

Keywords : milk fat globule membrane, esters of polyglycerol polyriciniolaie fatty acids, mulliple emulsions
stability, bulk and interfacial rheological properties.

Resumen

La viscosidad de corte interfacial () y el comportamiento creep compliance-tiempo (J(1)) de peliculas de
membrana de gidbulo de grasa licka (MFGM) (4, 5 y 6% p/p) formadas en la interfase aceite-agua fueron
evaluados. Las peliculas con mayor concentracion de MFGM mostraron mayores 7™ y propiedades viscoeldsticas
interfaciales. Cuando se adicionaron ésteres de dcidos grasos de poliglicerol y poliricinoleato (PGPR) a la fase
oleosa, una adsorcion competitiva tomo lugar en la interfase entre PGPR y MFGM, lo cual causé decremento en las
propiedades viscoeldsticas interfaciales de las peliculas. El cambio en el comportamiento reol6gico de las peliculas
sugiere que su estructura interfacial fue determinada por interacciones complejas entre las moléculas de MFGM y
PGPR. Emulsionzs miltiples agua-en-aceite-en-agua con golas de menor didmetro volumétrico superficial, mayor
estabilidad y mas altos médules de almacenamiento (G') y de pérdida (G”), se obtuvieron cuando se utilizaron
concentraciones més altas d2 MGGL en la fase acuosa extemna

Palabras clave : mémbrana del glébulo de grasa lictea, &steres de dcidos grasos de poliglicerol y poliricinioleato,
estabilidad de las emulsiones méltiples, propiedades reoldgicas interfaciales.
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1 Introduction

Milk fat exists as an emulsion of tiny, spherical oil
globules dispersed in the whey (Jensen. 2002). The
diameter of the milk fat globules ranges from (0.2-
15 ym) and they are surrounded by a 4 o 10-nm
multilayer membrane (MFGM) composed primarily of
triglycerides. proteins, and phospholipids (Danthine
et al, 2000; Singh, 2006). The MFGM ensures
structural integrity. protection and stability of the
milk fat in the aqueous phase (Ye e al., 2002;
Bezelgues ef al., 2009). Several studies have indicaed
that some of the components of MFGM have health-
enhancing functions, in addition to MFGM having
excellent emulsification properties (Kanno, [1989;
Corredig and Dalgleish, 1998; Roesch er al., 2004:
Thompson and Singh. 2006 Singh, 2006: Bezelgues
et al.. 2009). Both phospholipids and some proteins
have shown to have inhibitory activity against breast
cancer, and reducing the number of colon tumors
(Spitsberg. 2005: Singh, 2006). Also phospholipids
have shown beneficial effects against development of
Alzheimer's disease (Parodi. 2001: Spitsberg. 2005),
liver protection (Koopman ef al.. 1985), and memory
improvement (Crook ef al.. 1991).

In milk, the phospholipid-protein layer acts as
a surfactant to prevent coalescence and flocculation
of the fat globules in their aqueous environment
(Bezelgues er al.. 2009). Mixtures of proteins and
phospholipids are not only met in nature such
as in biomembranes but also are widely used for
the stabilization of emulsions and foams in food
industry (Henry et al., 2010). Thus, the study of the
adsorption behavior and interfacial rheology of mixed
phospholipid/protein layers shed know ledge that allow
to gain understanding regarding interfacial activity and
emulsion stability (He er al., 2008).

The unigue properties of MFGM have led to
research into developing technologies for the isolation
and separation of MFGM-enriched material from
milk. MFGM-enriched material could poentially be
incorporated into food emulsions, and could result in
new functional foods and nutraceuticals. MFGM is
released into the aqueous phase during cream chuming
(destabilization of milk fat globules) for obtaining
butter, resulting in a by-product named buttermilk.
Butiermilk is low cost and available in large quantities
but has been considered for many years as a low
value product. However. over the last two decades it
has gained considerable attention due to its specific
composition in proteins and polar lipids sourced from
the MFGM (Vanderghem et al., 2010).

On the other hand there is a need for edible
delivery systems to encapsulake, proict and release
bicactive and functional lipophilic and hydrophilic
constituents within the food and pharmaceutical
industries. In this sense multiple emulsions (ME)
could be used for a number of purposes including
targeting the delivery of bioactive components within
the gastroiniestinal tract, and designing food matrices
that delay lipid digestion (McClements and Li. 2010).
The droplets in water-in-oil-in-water ME used in the
food and pharmaceutical industrizs may be stabilized
by a variety of different emulsifiers, including small
molecule surfactants, biopolymers and phospholipids.
In particular, it is important that these delivery systems
can be fabricated from food-grade ingredients using
economically viable processing operations, and that
they are robust enough to remain stable throughout
their application in foods.

The objectives of this work wer to: (a)
determine the interfacial shear viscosity and interfacial
viscoelastic properties of adsorbed films of MFGM;
(b) evaluate the effect of the competitive adsorplion
between MFGM and esters of polyglycerol and
polyriciniolate fatty acids (PGPR) on the viscoelastic
properties of the films; and (c) evaluate the influence
of the inerfacial MEGM/PGPR films on the stability
and bulk rheological properties of the water-in-oil-in-
water ME.

2 Materials and methods

2.1 Materials

Canola oil (CO; Capullo®: Unilkever de Mexico,
S.A. de C.V.); carboxy methy lcellulose (CMC; CMC®
CEROL 50 000; Grupo Dermet, S.A. de C.V.);
lipophilic emulsifier (PGPR; Grinsted® PGPR 90.
esters of polyglycerol and polyriciniolate fatty acids:
Danisco Mexico, S.A. de C.V.). hydrochloric acid,
sodium hydroxide, chloroform, methanol. perchloric
acid, ammonium molybdate, sodium bisulfite, sodium
sulfite, and monopotassium phosphae (L. T. Baker
S.A de C.V.); I-amino-2-naphtol-4-sulfonic acid (Alta
Pureza Maquiladora S.A de C.V.) were all purchased
in Mexico City, Mexico. Distilled deionized water
(ddw) was used in all the experiments.

2.2 Isolation of MFGM

MFGM was isolated from fresh raw cream following
the procedure described by Fong er al. (2007) with
slight modifications. Ten L of fresh raw cream (40 g of
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fat per 100 g; Planta Lechera. Universidad Autonoma
Chapingo. Texcoco. State of Mexico, Mexico) was
used in each of the experimental runs. The cream (30
= | °C) was suspended in washing solution (ddw at
38 £ 1 "C) in a proportion of | L. of cream per 3 L.
of ddw) applying gentle agitation (380 rpm. 15 min)
with a mechanical mixer (CAFRAMO model RZR1,
Cole-Parmer, Vemon Hills, 1L, USA). The cream
was subsequently separated with a bench-top cream
separator. This washing step was repeaied thrice.
After being refrigerated overnight at 4 = 1 °C, the
washed cream was churned using a KitchenAid mixer
(KSMC50S KitchenAid Inc.. St Joseph, Michigan,
USA) operated at 750 rpm at 10 °C until butter and
buttermilk were obtained. Buttermilk was collected by
filtration through 2 layers of cheesecloth, which was
used o retain minute butter granules. The pH of the
buttermilk was adjusted at 4.8 with hydrochloric acid
(IM) for inducing MFGM precipitation. The resulting
slurry was centrifuged in glass tubes with a laboratory
centrifuge (Sorvall RC-5B: GMI Inc.. Ramsey, MN.,
USA) at 10000 rpm for 30 min, in order to separate the
insoluble MFGM. The pH of the MFGM suspension
was adjusted at 6.8 using sodium hydroxide (1M). The
pooled MGFM suspension was freeze dried in a Lyph
Lock® 4.5 freeze dryer (Labconco Corporation, MO,
USA) and the resulting powder was stored at -20 °C
until required for use.

2.3 Determination of total protein, total
lipid and phospholipids of MFGM

The total protein content of the freeze-dried MFGM
was determined by the Kjeldahl method (AOAC,
1995) using 6.38 as the conversion factor

Lipids were extracted from MFGM following the
procedure described by Sanchez-Juanes ef al. (2009)
with slight modifications. MFGM powder (1 g) was
dissolved in 10 mL. of chloroformymethanol (1:1 v/v),
stirred overnight at 4 *C. and centrifuged at 1700 rpm
for 10 min at 4 “C. The pellet was re-homogenizd
in 10 mL of chloroformymethanol (2:1 v/v), stimed
for 45 min at 4 "C and centrifuged as described
above. The new pellet was re-homogenized in 10
mL of chloroform/methanol (1:2 v/v) and stirred and
centrifuged as above. The combined supernatants were
reduced 1o one quarter of the original volume by
drying at 40 "C in an oven (model HS-33 Rios Rocha,
Mexico City, Mexico). kept overnight at -20 "C, and
centrifuged at 1700 rpm for 10 min at 4 °C to emove
insoluble material. The resulting extract was put into
a Petri dish, dried in an oven at 40 °C for 24 h

Afterwards the Petri dish was put in a desiccator with
CaCl; as desiccant for 24 h, and total lipids (TL) were
determined gravimetrically.

TL (0.15 g) were re-dissolved with
chloroformymethanol (1:2 v/v) and diluted to 10 ml,
and | mL sample was taken and dried by evaporation
(40 “C). Total phospholipids content (TPC) was
determined based on the procedure described by Nalto
(1975). with modifications. The dried sample was
added with 0.8 mL of perchloric acid (72 % v/v)ina
15 > 150 mm graduated glass tube, which was placed
in a sand bath at 200 *C for 30 min, and cooled to room
temperature (20 + 2 *C). Approximately 6 mL of ddw
+ 0.5 mL of ammonium molybdate reagent (5 % w/v)
were added and mixed, followed by the addition of 0.4
ml. of reducing reagent (27.2 2 of sodium bisulfite +
6 g of sodium sulfite + 0.5 g of l-amino-2-naphtol-
4-sulfonic acid. diluted to 250 mL). The content of
the tube was diluted to 10 mL with ddw. Afterwards,
the mixture was left to react for 20 min and the
ahsorbance read in a spectrophotometer (Spectronics
Genesys 5 UV/Vis, Spectronic Unicam. Rochester,
NY. USA) at 660 nm. The spectrophotometer was
zeroed with a reagent blank (0.8 ml. perchioric acid).
Calibration was done using 0.1 mL of a standard
solution (KH;POy, 0.5 mg mL™' = 11.38 pg of P +
0.8 mL of perchloric acid). TPC was calculated using
the equation 1.

TPClmg/L) = (A Aug) x| Prg % (Vga/ V1 %25 (1)

Where TPC = total phospholipids content (mg.1');
As = absorbance of sample; A,y = absorbance of
standard solution: P,; = phosphorous in standard
solution (mg. L '); Vg = volume of standard solution
(mL); V, = volume of sample (ml.): and 25= factor for
converting phosphorous (mg) to phospholipids (mg).

24 Interfacial rheology

The interfacial rheological measurements were done
using a Physica MCR 301 Dynamic Shear Rheometer
(Physica Megtechnik GmbH. Stuttgart, Germany),
with a stainless steel biconical disk (radius of disk,
Rb. of 34.125 mm and disk double angle (2a) of
10"). A thermostated vessel (inner radius. Re, 40 mm)
was inserted in the measuring plate of the rheometer.
Agueous solutions (118 mL) of MFGM (4. 5, 6 %
w/w) at pH 7.0 prepared 24 h before. were carefully
spilled into the thermostated vessel. Afterwards the
rheometer motor drive was lowered until the stainless
steel biconical disk was placed at the MFGM solution
surface. Then 118 mL of CO or CO + PGPR (were
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carefully poured with help of a glass rod unto the
vertical wall of the vessel until the oil formed a layer
above the MFGM solution (Roman-Guerrero ef al.,
2009). The age of the inlerface was taken from the
moment the last dropket of oil was poured in.

24. 1 Interfucial shear viscosity

The different MFGM interfacial films were submitied
to a constant disk angular velocity (€2) of 1.76 x
107 rad/s. The necessary torque (M) required for
maintaining the sieady rotational speed and angular
displacement of the disk with time (¢) was monitored
every 10 s for I5 min with the theometer software.
Plots of interfacial shear strain (™) versus interfacial
shear stress (™™} were obtained from the equipment
software, and were used to determine the megion
in which the torque and/or inkerfacial stress at the
inlerface attains steady-state behavior, which were
used for calculating the interfacial shear viscosity (7)
with Eq. (2) (Pérez-Orozco et al., 2004):

; M (1 1
m o 2
T T\ E RE] 5

24.2 Interfacial creep compliance-time studies

The different MEGM and MFGM/PGPR interfacial
films creep compliance-time behavior was camied
out by subjecting them to a constant ™™ of 0.5658
mN/m during 60 min, after which o™ was withdrawn,
and the stress relaxation of the interfacial Alms was
followed for further 7 min. The selected shear stress
felt within the linear viscoelastic region of all of the
interfacial films.

Plots of J(r) versus ¢ for the different interfacial
films were obtained and the equipment software
provided the values of the parameters of the following
equation (Rérez-Orozco er al., 2011):

)= Jo+ Ju (1= "™ 4 Iy (3)

where J; = (1/Ep: Ey is the interfacial instantaneous
elastic modulus) is the intrfacial instantaneous elastic
compliance in which bonds between the primary
structural units are stretched elastically; J, = (1/Eg:
Eg is the interfacial retarded elastic modulus) is
the interfacial mean retarded compliance of all the
bonds involved; Am = (Ju/nm: 7w is the interfacial
mean viscosity associated with retarded elasticity)
is the interfacial mean retardation time; and Jy(=
t/ny) is the interfacial Newtonian compliance, which
is characterized by an interfacial viscosity nw. All
measurements were camied out at 25 °C.

2.5 Multiple emulsions preparation

Three multiple emulsions (ME) were prepared at 20
= 2 "C using a two-stage emulsification procedure
(Lobato-Calleros er al. 2009). In the first stage, a
W /O emulsion was made with a 0.3 dispersed mass
fraction (¢;). The aqueous phase (W) (29.9 g of
distilled water + 0.1 g of CMC) was poured drop-wise
with continuous agitation into the oil phase (O) (66.8
g of CO + 3.2 g of PGPR) with the help of a high shear
Ultra-Turrax T50 basic homogenizer (IKA Works. Inc.
Wilmington, USA) operated at 6 400 rpm during 5
min. In the second stage the requisite amount of W /O
primary emulsion was re-emulsified (6400 rpm for 4
min) into 4, 5. and 6 9% w/w MFGM solutions adjusted
at pH 7.0, yielding the ME with a 0.3 dispersed mass
fraction (&,) that were coded as: MEsg, MEsg. and
MEgq. respectively. During the emulsification process
an ice bath was used to avoid & mperature rising above
20+ 2°C.

2.6 Morphology and size of the ME droplets

The morphology of the ME droplets of the
multiple emulsions was determined using an optical
microscope (Olympus BX45. Olympus Optical Co..
Tokyo, Japan) coupled to an image analyzer system
(digital Olympus camera C3030, Olympus America
Inc., USA).

The initial mean surface-volume droplet size {ds )
and its evolution with storage (4 = 1 °C) time (3, 7,
10, 15 and 21 d) of the ME was determined with a
Malvemn particle size analyzer series 2600 (Malvern
Instruments, Malvemn, Worcestershire, UK).

2.7 Oscillatory rheological properties of
the ME

The oscillatory rheological behavior of the ME was
determined after | day of preparation with the Physica
MCR 301 rheometer coupled to double gap concentric
cylinders measuring system. ME were loaded into
the measuring system and left to rest for 15 min for
structure recovery and for emperature equilibration
(25 °C). Dynamic amplitude sweeps (0.01-10 %
strain) were performed under a constant frequency (1
Hz). in order to determine the linear viscoelastic range,
where rheological properties are not strain or stress
dependent From the linear viscoelastic range a strain
level of 0.2 % was chosen to perform frequencies
sweeps at 0.01-10 Hz. The storage modulus (G") and
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the loss modulus (G”) as a function of frequency were
obtained from the equipment software.

2.8 Data analysis

All of the experiments were done in (riplicate
using a randomized experimental design. Rheological
properties of MFGM interfacial films were analyzed
using simple classification variance analysis and
whenever it was appropriate, Tukey’s test was used
in order to determine differences between the means.
The significance was determined at P < Q.05
Data analysis was performed using Statgraphics Plus
software (Statistical Graphics Corp.. Manugistics,
Inc.. Cambridge, MA, USA).

3  Results and discussion

3.1 Yield and chemical composition of the
MFGM

The yield of MFGM was 3.2 = 0.3 g/l of cream
This result is close to that (3.6 + 0.3 g/L.) reported
by Fong et al. (2007). The protein, lipids and total
phospholipids contnts of the MFGM were of 42.38
= 1.70, 45.7 = 1.4 and 30.05 = 1.2 %, respectively.
Literature data on the composition of the MFGM are
highly variable due to differences in isolation method,
type of raw material, pre-treatment of buttermilk or
cream, purification and analysis technigues. Singh
(2006) informed that protein accounts for 25-60 % of
the mass of the MFGM, depending on the isolation
method chosen and the sample history. Fong et al.
(2007) reported a protein and lipid contents of 22.3
+ L5 % and 71.8 = 1.7 %, respectively. in the pellet
fraction of MFGM. Kanno and Kim (1990) obtained
a MFGM containing 28 % of prokin and 64 % lipid.
Bezelgues et al. (2009) reparted 35 % of protein, 37.9
% of lipids and 25 % of phospholipids conients for
MFGM.

The MFGM phospholipids are  primarily
phosphatidy! choline (PC). phosphatidy | ethanolamine
(PE), and sphingomyelin (SM). with small amounts
of phosphatidyl serine and phosphatidyl inositol
(P) (Thompson and Singh, 2006). All of these
phospholipids possess surface active properties.
Intrfacial rheology is an important mathod to obtain
knowledge and understanding of interfacial activity
and system stability (He er al., 2008).

3.2 Interfacial rheological properties of the
MFGM films

3.2.1. Interfacial shear viscosity

When two droplets in a lguid environment approach
one another, the behavior of the system is governed
by the interplay of hydrodynamic forces and surface
forces. The hydrodynamic forces lead to viscous flow
of the liquid medium from between the droplets and
to distortion of the form of the droplets because of the
pressure developed between them. The radial flow of
fluid from between them the droplets exerts a shearing
force on them, tending to generate a circulation
of liguid within each droplet. The distortion of the
droplets is opposed by surface (interfacial) tension,
because any departure from spherical form involves an
increase of surface area (Kitchener and Musselw hite,
1969). While interfacial viscosity cannol cause static
metastability, it might assist in dynamic stabilization,
by slowing up the extrusion of liquid from between
approaching surfaces between emulsion droplets.
Surface shear stress was measured as a function
of strain for the MFGM at different concentrations
and at aging times (Fig. 1). All of the MFGM
concentrations showed similar shear-strain profiles.
Independently of the MFGM concentration used, a
finite aging time (12 h for 4 % of MFGM, and 8
h for 5 and 6 % of MFGM) had to elapse before
the ineerfacial film produced an elastic response. ie.
the increase in ™™ is proportional to increase in
¥™. The initial interfacial film forming induction
period could be influenced by the diffusion rate of
the surface-active MFGM components (proteins and
phospholipids) and its interfacial affinity (Beverung et
al., 1999). It is typical of macromolecular surfactants
that their adsorption is very slow to approach
equilibrium and is practically irreversible (Kitchener
and Musselwhite, 1969). As continued interfacial
adsorption and rearrangements of the surface-active
components occurred greater number of molecular
interfacial contacts caused an elastic film forming.
which suffered reversible structural changes doe to
bond stretching between molecules without rupture.
As aging time increased. the magnitude reached by
o™ in the elastic region increased. and was higher
as the MFGM concentration was higher The curves
exhibiting an elastic response showed a maximum in
o™ related with the amount of stress that the films
can withstand before their structure yields, followed
by a decrease in o, indicating that the elastic limit
of the adsorbed layer has been superseded. and that
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a viscous deformation mechanism begins to occur
As ™ continues increasing, o°™ continues dropping
until a steady-state shear-stress value is reached
(Ganzevles ef al., 2006). The maximum steady-stale
shear-stress value was obtained after approximately 36
h, independently of MFGM concentration used. At this
aging time the maximum ¢ values obtained varied as
follows: 1.9 mN/m for 4 % MFGM film < 2.2 mN/m
for 5 % MFGM film < 2.3 mN/m for 6 % MFGM film
(Fig. 1): while the steady-state o™ values varied as
follows: 1.31 mN/m for 4 % MFGM < 1.64 mN/m for
5 % MFEGM film < 1.71 mN/m for 6 % MFGM flm.
It can be seen that interfacial films at higher MFGM
concentration required a larger ™ for achieving a
given y®.

The interfacial stress (torque) at the interface
where the sleady-stale behavior was attained was
used for calculating the 7. Figure 2 shows the
7™ versus time plots for the films using different
MEGM concentrations. A marked increase in the o™
occurred with aging time, indicating the interactions
among the proteins and phospholipids molecules at the
interface depended on their total concentration. The
7™ value reached after 36 h was higher as the MFGM
concentration increased as follows: 1029.49 mNs'm
(4 %), 1292.01 mNy/m (5 %) and 1352.26 mN¥m
(6 %). Pérez-Orozco et al. (2004) reported increasing
77 values for mesquite gum-chitosan interfacial films
with aging time. Waninge ef al. (2005) reported that
interfacial films made from a mixture of proteins
and phospholipids resembling MFGM &nded to form
more complex structures than an adsorbed monolayer.

3.2.2 Interfacial creep compliance-time studies

The mechanical properties of macromolecular
stabilized interfaces have been correlated with droplet
stability. The mechanics of the approach of two drops
in a fluid medium can give rise to several phenomena,
most leading to droplets surface deformation. which
on turn kead to the thinning out of interfacial films.
to their collapse and to droplets coalescence. It has
been proposed that inerfacial films exhibiting high
elasticity possess a better capability of “healing™
disturbances at the interfacial region, so that time
of coalescence of the droplets is greatly extended
(Kitchener and Musselwhite. 1969). The interfacial
creep compliance-ime¢ study is a non-destructive
test permitting the determination of rheological
parameters under conditions that approach the stale
of the sample at rest; this allows elucidating a more
precise picture of the actual film (Roman-Guemero
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Fig. 1. Shear stress-strain relationship with aging time
for MFGM films at different concentrations: (a) 4%,
(b) 5%. and (c) 6%.

et al., 2009). All of the MFGM and MFGM/PGPR
interfacial films exhibited typical interfacial creep
compliance-time curves (Fig. 3), indicating that they
exhibited viscoelastic behavior

430 wwwrmiq.org

45



Dzul-Cauich ef al/ Revista Mexicana de Ingenieria Quimica Vol 12, No. 3 (2013) 425436

1ax Y400
—0—MEOM_

2 : 00

1om o= MEGM, J 100
E o { =0
g -0 S b
3
=

0 {x0

xm { =0

—T T T T T T T T T T T T T
® . w 15 » = W =

Tme (h)
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Fig. 3. Creep Compliance-time curves of the MFGM
and MFGM + PGPR films aged 36 h.

The viscoelastic parameters characterizing each
film are given in Table 1. Analysis of instantaneous
interfacial compliance modulus (Jo), which is related
with the instantaneous reversible deformation suffered
by the strain applied to the film, indicaes that as
MFGM concentration increased (whether alone or
combined with PGPR) the Ep = (1/Jp) value of the
films increased. Thus, £y, which provides a measure of
elastic strength on the bonds making up the interfacial
network structure (Lobato-Calleros et al., 2000) was
higher for MFGMsx > MFGMsa > MFGMes +
PGPR > MFGMyg > MFGMsq + PGPR > MFGMygq
+ PGPR. The retarded interfacial elastic compliance
region parameters Jq, and Ay (Jy/7,), where bonds
break and reform but not at the same rate, can provide
more detailed information regarding the nature of the
interfacial films (Romén-Guerrero er al, 2000). In
particular Ay, which is the time taken for the delayed
strain to reach approximately 63.2% (1-1/e), may be
considered a measure of the complexity of the type and

diversity of bonds making up the interfacial films. The
more complex the structure, longer retardation times
are needed to characterize the types of bonding that
takes place (Lobato-Calleros er al., 2000).

Significantly higher values for A were displayed
as the MFGM concentration increased, but were
significantly lower for the MFGM + PGPR films than
for their pure MFGM counterparts. Likewise, Jy (=
t/ny) indicates that steady state deformation is reached
when the creep deformation is mainly governed by
viscous flow which is seen as a linear increase of
the creep curve (Van Bockstagle er al., 2011). Higher
7y values were exhibited as the MEGM concentration
increased. but again. ny values decreased for MFGM
+ PGPR films in comparison to the MFGM films.
For proteins gy and G’ are usually much higher
than for low molecular weight surfactants (Murray,
2011). 1t is evident that there is a displacement of
the adsorbed MFGM by PGPR. Because PGPR has
a strong attraction for oil, its molecules must be, at
least 10 some exienL in a dissolved stae in the oil
phase. Most of PGPR hydrocarbon chain lies deeply
within the oil phase, and a small portion of the
hydrophilic part is located at the oil-water interface.
On the other hand. the MFGM molecules are more
attracted to the water phase with only the hydrophobic
moieties anchoring at the oil-water interface and the
bulk of the molecules are projected into the aqueous
phase (Doxastakis and Sherman. 1983). The adsorbed
PGPR molecukes disrupt MFGM-MFGM molecules
interaction at the inierface due to a lubricating action.
but do not completely displace the MFGM molecules
from the interface, resulting in a decrease of the
viscoelastic properties (Dickinson. 1991).

3.3 Morphology and stability of the ME

All of the fresh ME were characterized for exhibiting
type C morphology (Garti, 1997). ie. they wem
made up by spherical oil droplets containing within
them a large number of water dropkets (Fig. 4).
The initial mean di; of the external droplets and
its change with storage time was considered as a
measure of the relative stability between the ME
According to the Fig. 5, we envisaged that the MEGM
concentration in the ex2rmal aqueous phase influenced
the stability of the ME and the initial ds> values
Lower concentrations of MFGM produced larger
initial ds2 as follows: MEsg (2.75 um) > MEsg (2.51
pm) > MEgg (2.39 gm). Higher initial d1; resulted in
a droplet size polydispersity (noted in deviation bars
in
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Table 1. Viscoelastic parameters of the MFGM and MFGM + PGPR interfacial films

Film code Ipx 100 Egx107% Jmx 10 Az Iy x 10% % 108

(mN/m)~! (mNm) (mN/m)~’ (s) (mN/m)~! (mNg/m)~!
MFGMag 26=01% 04:00° 48:02° 9502+23.0° 3.0=0.1% 1197.0+54.3°
MFGMsg 12£01° 08=00° 22+02% 11648+19.0¢ 08+01° 445633220
MFGMg 09007 12+01¢ L8+01% 12529+153° 07+00° 46332:57.2°
MFGMy+PGPR  92:07¢ 01+00° 25:02" 3229:106° 3603 10037+70.1¢
MFGMsg+PGPR 3703 03+00% 26+02" 4724+ 147" 34:0.1% 10521 +37.2°
MFGMg+PGPR  15:£06%® 07:02 14+01° 4888+152% 30+01% 1213.1+403°

Means in a column followed by different letters are significantly different (p < 0.05). Jo: interfacial instantaneous
compliance; Ey: interfacial instantaneous elastic modulus; J,;: interfacial mean compliance: A, interfacial mean
mtardation time; Jy: interfacial Newtonian compliance ny: interfacial viscosity.

Fig. 4. Optical microscope images of ME droplets made

by spherical oil droplets containing within them a large

number of watker droplets: (a) MEsq, (b) MEsg, and (c) MEgg. Scalke bar=10 ym.
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Fig. 5. Changes in the mean surface-volume droplet
size (d32) of the ME with aging lime.

Fig. 5) throughout storage time. Smaller initial di»
produced smaller increases in droplet size during the
21 days storage time. Thus, the mlative increases
of diz betweent = O0d and ¢+ = 21 d was as
follows: MEgg = 4.4 %, MEsg = 2 %, and MEgg
= 1.6 %. These results indicate that although all
of the ME emulsions were quite stable, those made
using 6 % of MFGM suffered the smallest droplet
size variation, so that they may be considered to be
more stable. The destabilization processes that the
ME may suffer are varied; for example, the outer

droplet interface may coalesce with one or momr
multiple emulsion droplets; the individual internal
agueous droplets can be expelled sequentially from
the multiple emulsions droplets; gradual shrinkage
of the intemal droplets is possible due to osmotic
gradient between the inner and continuous aqueous
phases, when net mass transport of water occurs from
the inner phase to the outer continuous phase through
the oil film acting as a “semi-permeable membrane™;
and comversely, when the osmotic gradient acts
in the opposite direction, water diffusion through
the oil film from the continuous phase into the
encapsulated aqueous droplets will produce swelling
of these inner droplets (Hermandez-Marin et al.,
2013). However, it has been established that adequate
combinations of emulsifiers at the inner as well
at the ouoter phase have beneficial effects on the
stability of the ME (Garti, 1997). The optimum
use of emulsifiers in ME formulation depends on
their interfacial rheological properties (Maldonado-
Valderrama and Rodriguez-Patino, 2010). A positive
corelation between emulsion stability against droplet
coalescence and surface shear viscosity has been
found in experiments with oil-in-water emulsion-sized
droplets introduced into the vicinity of a planar oil-
water interface aged with a pure protein (Dickinson ef
al., 1988).
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Fig. 6. Evolution of the storage (G’) and loss (G™)
moduli of the ME with frequency sweep al 0.2%
strain.

In addition. highly viscoelastic protein films tend to
dampen down surface fluctuations, thus inhibiting the
mechanism responsible for film rupture (Dickinson,
1992). The stability results of the ME tend to confirm
that the stability of the ME was closely related to the
interfacial rheological properties of the MFGM films.

34 Oscillatory rheological properties of
the ME

Small-amplitude dynamic oscillatory shear tests are
a powerful tool to obtain information about the
microscopic structure of viscoelastic materials like
emulsions, providing the values of the storage (G')
and loss (G”) moduli. G” is proportional to the extent
of the elastic component of the system, and G” is
proportional to the extent of the viscous component of
the system (Wulff-Pérez er al., 2011). All of the ME
made with different MFGM concentrations showed
increases in G and G” as a function of frequency,
displaying higher G' than G” values over the whole
frequency range studied (Fig. 6). Both, G* and G”
were frequency dependent, although this dependency
decreased as MFGM concentration increased. The
kind of behavior depicted in figure 6 is typical of
concentrated emulsions having a weak gel structure
that arises from flocs held together rather strongly by
polymer bridges, but that are nonetheless susceptible
o reorganization on aging and in the presence of
shear fields (Dickinson and Pawlow sky, 1996: Bames,
2004). G” and G” valves increased with increasing
MFGM concentration and this behavior seems to be
closzly interconnected with the ds 2 shown by the ME.
Smaller d+> imply higher numbers of ME droplets

per unit volume and a more tightly interwoven floc
structure,

Conclusions

Interfacial rheology msults indicated that higher
concentration of pure milk fat globule membrane
(MFGM) produced films with higher interfacial
instantaneous elastic modulus (Ep): 0.4 mN/m for 4
%: 0.8 mN/m for 5 %: and 1.2 mN/m for 6 %; and
higher interfacial viscosity (gy) 1197.0 mNs/m for 4
%: 4456.3 mNs/m for 5 % and 4633.2 mNy'm for
6%. When PGPR was added to the oil phase MFGM
molecules were displaced in some extent from the
interface resulling in a weakened interfacial film. but
still mechanically strong. A close interrelationship was
found to exist between the stability of the multipie
emulsions and the inkerfacial rheological properties
of the MFGM + PGPR films. Multiple emulsions
stabilized by MFGM in different concentrations
displayed frequency dependent viscoelastic properties
where the storage modulus had higher values than
the loss modulus over the whole frequency range
studied. This behavior is characteristic of weak-
gel structures arising from polymer bridging among
flocs. Higher MFGM concentration produced higher
viscoelastic moduli and lower frequency dependence,
thus suggesting a close correspondence with multiple
emulsion droplet size.
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