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RESUMEN 

La viscosidad de corte interfacial (η
int

) y el comportamiento creep compliance-tiempo (J(t)) 

de películas de membrana de glóbulo de grasa láctea (MGGL) (4, 5, 6 % p/p) formadas en 

la interfase aceite-agua, fueron evaluados. Las películas con mayor concentración de 

MGGL mostraron mayores η
int 

 y propiedades viscoelásticos interfaciales. Cuando se 

adicionaron ésteres de ácidos grasos de poliglicerol y poliricinoleato (PGPR) a la fase 

oleosa, una adsorción competitiva entre PGPR y MGGL tomó lugar en la interfase, lo cual 

causó una disminución en las propiedades viscoelásticas interfaciales de las películas. El 

cambio en el comportamiento reológico de las películas sugiere que su estructura 

interfacial fue determinada por interacciones complejas entre moléculas de MGGL y 

PGPR. Al aumentar la concentración de MGGL en la fase acuosa externa las emulsiones 

múltiples (EM) agua-en-aceite-en-agua presentaron gotas de menor diámetro volumétrico 

superficial (d3,2 ), mayor estabilidad y más altos módulos de almacenamiento (G’) y de 

pérdida (G’’) . 

 

Palabras clave: membrana del glóbulo de grasa láctea, ésteres de ácidos grasos de 

poliglicerol y poliricinioleato, estabilidad de las emulsiones múltiples, propiedades 

reológicas interfaciales. 
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ABSTRACT 

 

The interfacial shear viscosity (η
int

) 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 (η
int

) 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 (d3,2 ), 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. 

 



1 
 

1. INTRODUCCIÓN. 

La grasa láctea existe como una emulsión de pequeños glóbulos de grasa dispersos en el 

lactosuero (Jensen, 2002). El diámetro de los glóbulos de grasa láctea varía de 0.2-15 µm y 

están rodeados por una membrana multicapa (MGGL) de 4 a 10 nm de grosor, compuesta 

principalmente por triglicéridos, proteínas y fosfolípidos (Danthine y col., 2000; Singh, 

2006). La MGGL asegura la integridad estructural, protección y estabilidad de la grasa 

láctea 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, además 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 fosfolípidos y algunas proteínas han mostrado tener actividad inhibitoria 

contra cáncer de mama y reducir el número de tumores de colon (Spitsberg, 2005; Singh, 

2006). También los fosfolípidos han mostrado efectos benéficos contra el desarrollo de la 

enfermedad de Alzheimer (Parodi, 2001; Spitsberg, 2005), protección del hígado 

(Koopman y col., 1985) y mejoramiento de la memoria (Crook y col., 1991). 

En la leche, la capa proteína-fosfolípido actúa como un surfactante para prevenir la 

coalescencia y floculación de los glóbulos de grasa láctea en su ambiente acuoso 

(Beselguez y col., 2009). Mezclas de proteínas y fosfolípidos 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). Así, el 

estudio del comportamiento de adsorción y reología interfacial de películas formadas por 

fosfolípidos/proteína puede generar conocimiento que permita un mayor entendimiento 

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

Las propiedades únicas de la MGGL han llevado a la investigación de tecnologías para el 

aislamiento y separación de materiales MGGL-enriquecidos a partir de leche. Materiales 

MGGL-enriquecidos potencialmente pudieran ser incorporados a emulsiones alimentarias, 

pudiendo así resultar nuevos alimentos funcionales y nutracéuticos. La MGGL es liberada 

en la fase acuosa durante el batido de la crema (desestabilización de los glóbulos de la 

grasa láctea) para obtener mantequilla, dando como resultado un subproducto llamado 

suero de mantequilla. El suero de mantequilla es de bajo costo y está disponible en grandes 

cantidades, pero se ha considerado durante muchos años como un producto de bajo valor. 
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Sin embargo, en las últimas dos décadas ha recibido atención considerable debido a su 

composición especifica en proteínas y lípidos polares presentes en la MGGL (Vanderghem 

y col., 2010). 

Por otro lado existe una necesidad de sistemas de liberación comestibles para encapsular, 

proteger y liberar componentes bioactivos y funcionales lipofílicos e hidrofílicos en la 

industria alimentaria y farmacéutica. En este sentido las emulsiones múltiples (EM) 

pudieran ser usadas para numerosos propósitos, incluyendo la liberación de componentes 

bioactivos en sitios específicos en el tracto gastrointestinal y para el diseño de matrices 

alimenticias que retarden la digestión lipídica (McClements y Li, 2010). Las gotas de las 

emulsiones múltiples agua-en-aceite-en-agua usadas en la industria alimentaria y 

farmacéutica pueden ser estabilizadas por una variedad de diferentes emulsificantes, 

incluyendo moléculas pequeñas surfactantes, biopolímeros y fosfolípidos. En particular, es 

importante que estos sistemas de liberación puedan ser fabricados a partir de ingredientes 

de grado alimenticio, usando operaciones de proceso económicamente viables, y que 

además sean lo suficientemente estables durante a través de su aplicación en alimentos.  
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2. ANTECEDENTES 

2.1 Membrana del glóbulo de grasa láctea (MGGL) 

En leche cruda, el tamaño del glóbulo graso varía entre 0.2 a 20 µm de diámetro. La 

distribución del tamaño depende de un gran número de factores, incluyendo la 

alimentación de la vaca y el estado de lactación. Mientras que la mayoría de los glóbulos 

de la grasa láctea son menores a 1 µm de diámetro, más  triglicéridos son transportados por 

un pequeño número relativo de grandes gotas de grasa en la leche. Por otro lado, los 

pequeños glóbulos de grasa contienen relativamente menos triglicéridos y relativamente 

más fosfolípidos, glicoproteínas y enzimas, ya que tienen más material de membrana por 

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

El glóbulo de la grasa láctea está cubierto por la membrana (MGGL), la cual lo protege de 

la coalescencia y de la degradación enzimática por lipasas. Esta membrana se origina a 

partir de la célula mamaria y está compuesta, en glóbulos de grasa nativos de (1) una 

monocapa interna de lípidos polares la cual rodea a los lípidos de la gota de grasa, (2) una 

cubierta proteínica, (3) una bicapa de lípidos polares y proteínas. La MGGL no es 

homogénea y varios componentes están distribuidos diferencialmente a través de su 

estructura. Mientras algunas proteínas de la membrana están localizadas en la parte interna 

o externa, los grupos carbohidratos de las glicoproteínas y gangliósidos están expuestos 

principalmente en la superficie del glóbulo (Zanabria-Eyzaguirre y Corredig, 2011).  

 

2.1.1 Composición 

Como resultado del batido de la crema durante la elaboración de la mantequilla, la fase 

acuosa se libera y se recupera como un subproducto comúnmente llamado suero de 

mantequilla. Mientras que el material original (crema) está compuesta principalmente de 

proteínas derivadas de la leche (caseínas, proteínas de lactosuero, etc.) y  glóbulos de grasa 

polidispersos, el suero de mantequilla contiene proteínas de leche descremada y también es 

rico en proteínas y fosfolípidos derivados de la MGGL original. Como consecuencia, el 

suero de mantequilla puede contener arriba de 7 veces más fosfolípidos que la leche entera 

(Zanabria-Eyzaguirre y Corredig, 2011). La cantidad y la composición de la MGGL 
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pueden variar considerablemente dependiendo del contenido de grasa, tamaño del glóbulo 

y el proceso aplicado durante y después de la extracción de la leche (agitación, 

calentamiento, enfriamiento, homogenización, evaporación y secado) (Singh, 2006). 

 

2.1.1.1 Lípidos 

Los lípidos de la MGGL son principalmente lípidos polares, aunque también se pueden 

producir lípidos neutros. Estos últimos son triglicéridos, diglicèridos, monoglicèridos, 

colesterol y ésteres. Los lípidos polares son un componente menor de la grasa láctea, se 

encuentra de entre 0.2 a 1% del total de los lípidos. La cantidad de lípidos polares 

consisten de fosfolípidos y esfingolípidos. Estos son moléculas amfifílicas con una cola 

hidrofóbica y una cabeza hidrofílica (Dewettinck y col., 2008). La secreción de pequeños 

glóbulos de grasa con gran área superficial permite una alta relación MGGL/triglicéridos 

en comparación con glóbulos de grasa más grande. Por ejemplo la MGGL de leche de 

vaca, contiene 3.6 ± 0.7 mg/g de grasa de lípidos polares (Menard y col., 2010). Los 

fosfolípidos 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 Proteínas 

Los datos reportados sobre la composición 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 purificación y de análisis. Singh (2006) informó que 

el contenido de proteína 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 

proteína de 22.3 ± 1.5 %. Kanno y Kim (1990) encontraron un contenido de proteína en 

MGGL de 28 %. Bezelgues y col. (2009) informaron 55 % de proteína para MGGL. 

Las principales proteínas de la MGGL son la butirofilina (glicoproteína que comprende 

cerca del 40 % del peso del total de las proteínas asociadas con la MGGL), xantinoxidasa 

(12% del total de las proteínas de la MGGL), mucina, PAS III, PAS IV, PAS 6 y7 
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(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 

común 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 más veces con agua desionizada (tres o más veces su volumen) 

dependiendo del experimento, con la finalidad de eliminar las caseínas. El siguiente paso 

involucra la ruptura de los glóbulos de grasa para liberar el material de la MGGL mediante 

el batido de la crema a 10 ºC (Fong y col., 2007; Singh, 2006) o mediante la 

desestabilización de la crema calentándola a 50 ºC (Bezelgues y col., 2009). El paso final 

consiste en recuperar la MGGL mediante centrifugación 90000-100000 × g por 60 min o 

mediante su precipitación a pH bajo (Singh, 2006). Por otro lado se ha reportado el uso de 

la micro y ultrafiltración para la separación de la MGGL del suero de mantequilla (Morin y 

col., 2004; Morin y col., 2006; Rombaut y col., 2007), la coagulación de las caseínas del 

suero de mantequilla mediante el uso de cuajo y el uso de citrato para disociar las micelas 

de caseína seguida por la microfiltración 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, además de poseer excelentes propiedades de emulsificación 

(Kanno, 1998; Corredig y Dalgleish, 1998; Roesch y col., 2004; Thompson y Singh, 2006; 

Singh, 2006; Bezelgues y col., 2009). Los fosfolípidos y algunas proteínas han mostrado 

tener actividad inhibitoria contra el cáncer de mama y la reducción del número de tumores 

de colon (Spitsberg, 2005; Singh, 2006). Así mismo los fosfolípidos han mostrado tener 

efectos benéficos contra el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer (Parodi, 2001; 

Spitsberg, 2005), protección del hígado (Koopman y col., 1985) y mejoramiento de la 

memoria (Crook y col., 1991). 



6 
 

2.1.4 Propiedades emulsificantes  

Debido a su función original para estabilizar el glóbulo 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 fosfolípidos 

y otros materiales con actividad superficial (Roesch y col., 2004). Kanno y col. (1991) 

prepararon una emulsión (25 % de grasa) con varias cantidades de MGGL (20-80 mg/g de 

grasa). La cobertura de proteína en la superficie aumentó  aproximadamente de 5 a 15 mg 

de MGGL/g de grasa con un aumento en la concentración de 20 a 80 mg MGGL/g de 

grasa, con un aumento en la estabilidad de la emulsión. Al usar una cantidad de MGGL 

mayor a 80 mg/g de grasa en la emulsión, fue posible reconstituir glóbulos de grasa de la 

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

Roesch y col. (2004) prepararon una emulsión aceite-en-agua con 10 % de aceite. Las 

emulsiones que contenían > 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 interacción entre la MGGL en la 

superficie y que los fosfolípidos que componen a la MGGL podrían estar involucrados en 

la reducción de la tensión  interfacial; sin embargo no se sabe con certeza cuál de los 

componentes de la MGGL, los fosfolípidos,  las proteínas o ambos son responsables de la 

actividad emulsificante de la MGGL (Singh, 2006). 

 

2.2 Emulsiones múltiples 

Las emulsiones agua-en-aceite-en-agua son conocidas como emulsiones múltiples o dobles 

(W1/O/W2), en donde W1 es la fase acuosa interna y W2 es la fase acuosa externa (la cual 

usualmente tiene diferente composición). En este tipo de emulsiones existen dos diferentes 

películas interfaciales, la película que rodea a la gota de agua en la emulsión W1/O y la 

película que rodea la gota de aceite en O/W2. 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 hidrofílico para las gotas de aceite. 

En este sistema, es posible controlar el tamaño de las gotas y la concentración de las gotas 

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

La estabilidad de las emulsiones múltiples está influenciada por su composición y por las 

condiciones de emulsificación. Para estabilizar emulsiones múltiples últimamente se han 

usado biopolímeros, sus mezclas o complejos biopoliméricos. El desarrollo actual de 

emulsiones alimenticias incluye el uso de dos o más biopolímeros para mejorar sus 

propiedades funcionales individuales (Ramírez-Santiago y col., 2012). Por ejemplo, se 

espera que el uso combinado de proteínas y polisacáridos pueda reunir el papel 

emulsionante de la proteína con la función estabilizadora del polisacárido (Dickinson y 

Euston, 1991). Las propiedades funcionales mejoradas resultantes de los complejos 

proteína-polisacárido en comparación con las proteínas y polisacáridos por sí solos podrían 

atribuirse a la estructura de sus complejos. Hay muchas maneras en las que los 

biopolímeros pueden interactuar a nivel molecular, y es importante determinar los 

parámetros que influyen en la formación 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 

proteínas y polisacáridos forman complejos entre biopolímeros estables, que tienen la 

capacidad para formar y estabilizar emulsiones efectivamente (Ruiz-Ramos y col., 2006). 

Hernandez-Marin y col. (2013) emplearon complejos proteína-polisacárido para estabilizar 

emulsiones múltiples, las cuales fueron estables a lo largo de 21 días de almacenamiento. 

 

2.2.2 Ventajas y limitaciones 

Las emulsiones múltiples W/O/W tienen algunas ventajas sobre las emulsiones 

convencionales O/W como sistemas acarreadores para lípidos bioactivos, además son más 

usadas para encapsulación, protección y liberación de componentes hidrofílicos, como 

minerales, vitaminas, enzimas, proteínas, péptidos bioactivos y fibras, los cuales pueden 

ser entrampados dentro de la fase acuosa interna (McClements y col., 2007). Las 

emulsiones múltiples son altamente susceptibles a desestabilizarse durante el 

almacenamiento o cuando son expuestas a medios de estrés comúnmente usados en la 

industria alimentaria, tales como fuerzas mecánicas, procesos térmicos, congelamiento y 

deshidratación. Las gotas de aceite en las emulsiones W/O/W son susceptibles al cremado, 

floculación, coalescencia y a la maduración de Ostwald. Las gotas internas de agua en las 
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emulsiones W/O/W también son susceptibles a la floculación convencional y coalescencia; 

sin embargo, también pueden llegar a ser inestables debido a la difusión de las moléculas 

de agua entre las gotas internas y externas de las fases acuosas o debido a la expulsión de 

las gotas de agua de las gotas de aceite (Garti y Bisperink 1998; Benichou y col. 2004). 

Está claro que las emulsiones múltiples tienen potencial como sistemas acarreadores para 

lípidos bioactivos, pero aún existe un número de importantes desafíos que deben ser 

abordados antes de que esta tecnología 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 múltiples W/O/W, 

es la encapsulación de β caroteno en donde se logró una alta eficiencia de encapsulación y 

retención de carotenoides (Rodriguez-Huezo y col., 2004), encapsulación de ω-3 (Onuki y 

col., 2003; Cournarie y col., 2004). Encapsulación de componentes hidrofílicos bioactivos, 

tales como vitamina B (Fechner y col., 2007; Kukizaki y Goto 2007), inmunoglobulinas 

(Lee y col., 2004), insulina (Cournarie y col., 2004), proteínas (Su y col., 2006), 

aminoácidos (Weiss y col., 2005) y cloruro de sodio en donde se logró una alta eficiencia 

de encapsulación de hasta 95% durante un mes de almacenamiento (Reitberg y col., 2012, 

Sapei y col., 2012).  

 

2.3 Reología interfacial 

En los sistemas dispersos, las propiedades reológicas macroscópicas se encuentran en 

estrecha relación con las dinámicas de adsorción y estado estructural de las moléculas 

adsorbidas en la interfase. Debido a esta adsorción, la interfase presenta una resistencia a la 

deformación, cuyo campo de estudio da origen a la llamada reología interfacial (Murray y 

Dickinson, 1996). 

 

En general, la reología interfacial describe la relación funcional entre la deformación de 

una interfase, los esfuerzos ejercidos sobre la misma y los flujos resultantes en las fases de 

los líquidos adyacentes (Krägel y col., 2008). 
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Existen dos tipos de deformación interfacial importantes: cambios en el área, ya sea por 

dilatación o compresión (reología interfacial dilatacional); cambios debido a un 

movimiento de corte manteniendo el área constante (reología 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 

adsorción/desorción de las moléculas con actividad superficial en las interfases cuando 

éstas se están formando (Rodríguez-Patino y col., 2001; Martín 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; Sánchez-González y col., 1999; Burgess y Sahin, 1997). Rodríguez-

Patino y Rodríguez-Niño (1999) presentaron una investigación sobre la caracterización 

interfacial de proteínas y lípidos empleados como agentes emulsionantes, concluyendo que 

la composición interfacial y de la fase acuosa, así como las condiciones de operación 

(temperatura, presión superficial, pH, densidad superficial, etc.) tienen un efecto sobre las 

características interfaciales (estructura, estabilidad, reología, etc.) de los emulsionantes 

(lípidos y proteínas) en interfases agua-aire. 

 

Dickinson (1999) realizó un estudio completo sobre películas de proteínas adsorbidas en 

interfases fluidas, y relacionó las características de las interacciones con las características 

estructurales de los sistemas mediante reología superficial de corte. Otros estudios de Roth 

y col. (2000) presentan los efectos de tratamientos térmicos y desplazamiento por 

tensoactivos iónicos de las películas interfaciales formadas con β-Lactoglobulina. 
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3. JUSTIFICACIÓN  

Estudios recientes han demostrado que la composición de la membrana del glóbulo de la 

grasa de la leche le confiere propiedades nutracéuticas y emulsificantes; sin embargo, este 

material no se aprovecha en nuestro país; más aún, es desechado por las plantas 

productoras de derivados lácteos, aumentando de esta manera la contaminación del manto 

acuífero. Por otro lado, en la industria alimentaria existe la necesidad de sistemas de 

liberación, que encapsulen, protejan y liberen agentes bioactivos lipofílicos e hidrofílicos. 

En este sentido, las emulsiones múltiples pudieran ser utilizadas para diversos propósitos, 

incluyendo la liberación de agentes bioactivos en el tracto gastrointestinal, el diseño de 

matrices alimentarias que retrasen la digestión de lípidos y la estructuración de alimentos 

bajos en grasa. Con base en los expuesto, resulta interesante estudiar la funcionalidad de la 

membrana del glóbulo de grasa láctea, como agente emulsificante, en emulsiones múltiples 

agua-en-aceite-en-agua.  
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4. OBJETIVOS  

4.1 General 

Estudiar la influencia de las propiedades interfaciales de películas de membrana de glóbulo 

de grasa láctea/ésteres de ácidos grasos de poliglicerol y poliricinioleato sobre la 

estabilidad y propiedades reológicas de emulsiones múltiples agua-en-aceite-en-agua.  

 

4.2 Particulares 

- Aislar la membrana del glóbulo de grasa de leche (MGGL). 

- Determinar la viscosidad de corte interfacial y las propiedades viscoelásticas interfaciales 

de películas de MGGL adsorbidas en interfases aceite-agua. 

- Evaluar el efecto de la adsorción competitiva entre MMGL y ésteres de ácidos grasos de 

poliglicerol y poliricinioleato (PGPR) sobre las propiedades viscoelásticas de las películas 

interfaciales. 

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

propiedades reológicas de emulsiones múltiples agua-en-aceite-en-agua. 
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5. HIPÓTESIS  

La membrana del glóbulo de grasa láctea (MGGL) forma películas interfaciales 

viscoelásticas en interfases aceite-agua, por lo que constituye un material emulsificante 

grado alimenticio con funcionalidad potencial para la obtención de emulsiones múltiples 

agua-en-aceite-en-agua estables. La estabilidad y las propiedades reológicas de las 

emulsiones múltiples dependerán de las propiedades reológicas interfaciales de las 

películas formadas por MGGL (emulsificante hidrofílico) y ésteres de ácidos grasos de 

poliglicerol y poliricinioleato (emulsificante lipofílico).  
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

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 lipofìlico 

(PGPR; Grinsted® PGPR 90, ésteres de ácidos grasos de poliglicerol y poliricinoleato; 

Danisco México, S.A de C.V.); ácido clorhídrico, hidróxido de sodio, cloroformo, metanol, 

acido perclórico, molibdato de amonio, bisulfito de sodio, sulfito de sodio y fosfato 

monopotásico (J. T. Baker, S. A. de C. V. ); ácido 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 utilizó 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 Autónoma Chapingo, Texcoco, Estado de 

México, México) fueron usados en cada uno de los experimentos. La crema (30 ± 1 ºC) fue 

suspendida en una solución de lavado (agua desionizada a 38 ± 1 ºC) en una proporción de 

1 L de crema por 3 L de agua aplicando agitación suave (880 rpm, 15 min) con un agitador 

mecánico (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 ºC, fue batida 

usando una batidora KitchenAid (KSMC50S KitchenAid Inc., St. Joseph, Michigan, EUA) 

operada a 750 rpm a 10 ºC hasta la obtención de mantequilla y suero de mantequilla. La 

mantequilla fue recolectada mediante filtración a través de dos capas de tela manta de 

cielo, la cual fue usada para retener los gránulos de mantequilla. El pH del suero de 

mantequilla se ajustó a 4.8 con ácido clorhídrico (1 M) con la finalidad de precipitar la 

MGGL. Las mezcla de partículas-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. El pH de la suspensión de MGGL se ajustó a 6.8 

usando hidróxido de sodio (1 M). La suspensión de MGGL se liofilizó con una 
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Liofilizadora Lyph Lock® 4.5 Freeze Dryer (Labconco Corporation, MO, EUA) y el polvo 

resultante se almacenó a -20 ºC hasta su uso. 

 

6.2 Determinación de proteína total, lípidos totales y fosfolípidos de la MGGL 

El contenido total de proteína de la MGGL liofilizada fue determinado por el método 

Kjeldahl (AOAC, 1995), usando un factor de conversión de 6.38. 

Los lípidos fueron extraídos a partir de la MGGL siguiendo el método descrito por 

Sánchez-Juanes y col. (2009) con ligeras modificaciones. Un gramo de MGGL en polvo se 

disolvió en 10 mL de una mezcla de cloroformo/metanol (1:1 v/v); la mezcla se agitó 

durante toda la noche a 4 ºC y después se centrifugó a 1 700 rpm durante 10 min a 4 °C. El 

“pellet” se re-homogenizó en 10 mL de cloroformo/metanol (2:1 v/v), se agitó durante 45 

min a 4 ºC y centrifugó como se describió antes. El nuevo “pellet” se re-homogenizó en 10 

mL de cloroformo/metanol (1:2 v/v), se agitó y se centrifugó como se describió 

anteriormente. Los sobrenadantes combinados se redujeron a un cuarto de su volumen 

original mediante secado a 40 ºC en una estufa (Modelo HS-33 Ríos Rocha, Ciudad de 

México, México), se almacenó a -20 ºC durante toda la noche y posteriormente se 

centrifugó a 1700 rpm durante 10 min a 4 ºC para remover el material insoluble. El 

extracto resultante se colocó en una caja Petri y se secó en una estufa a 40 ºC por 24 h. 

Posteriormente, la caja Petri se colocó en un desecador, con CaCl2 como desecante, por 24 

h y los lípidos totales (LT) se determinaron gravimétricamente. 

Para determinar el contenido de fosfolípidos, 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 dilución se 

tomó y secó por evaporación (40 ºC). La determinación del contenido de fosfolípidos 

totales (CFT) se realizó basándose en el procedimiento descrito por Nalto (1975) con 

modificaciones. La muestra seca se adicionó con 0.8 mL de ácido perclórico (72 % v/v) en 

un tubo graduado de 15×15 mm, el cual fue colocado en baño de arena a 200 ºC durante 30 

min y enfriado a temperatura de laboratorio (20 ± 2 ºC). 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 

ácido 1-amino-2-naftol-4-sulfónico, diluido a 250 mL). El contenido del tubo fue diluido a 
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10 mL con agua desionizada. Posteriormente, la mezcla se dejó reaccionar durante 20 min 

y se procedió a la lectura de la absorbancia en un espectrofotómetro (Spectronics Genesys 

5 UV/Vis, Spectronic Unicam, Rochester, NY, EUA) a 660 nm. El espectrofotómetro se 

ajustó con un blanco (0.8 mL de ácido perclórico). La calibración se realizó con 0.1 mL de 

solución estándar (KH2PO4, 0.5 mg mL
-1

= 11.38 µg de P+0.8 mL de ácido perclórico). El 

contenido total de fosfolípidos se calculó con la siguiente ecuación: 

 ( / ) ( / ) ( / ) 25s std std std sCFT mg L A A P V V     

Donde CFT = contenido total de fosfolípidos (mg.L
-1

); As = absorbancia de la muestra; Astd 

= absorbancia de la solución estándar; Pstd = fósforo en la solución estándar (mg.L
-1

); Vstd = 

volumen de la solución estándar (mL); Vs = volumen de la muestra (mL) y 25 = factor para 

la conversión de fósforo (mg) a fosfolípidos (mg). 

 

6.3 Reología interfacial 

Las mediciones de reología interfacial se llevaron a cabo con un reómetro Physica MCR 

301 Dynamic Shear Rheometer (Physica Meßtechnik GmbH, Stuttgart, Alemania), con una 

geometría bicono (radio del disco, (Rb), de 34.125 mm y ángulo doble del disco (2) de 

10º). Un vaso termostato (radio interno, (Rc), 40 mm) fue colocado en el plato de medición 

del reómetro. 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 geometría tipo bicono fue bajada hasta la superficie de la solución 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 formó una capa sobre la solución de 

MGGL (Román-Guerrero y col., 2009). La edad de la interfase se tomó a partir del 

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

Las diferentes películas interfaciales de MGGL se sometieron a una velocidad angular 

constante (Ω) de 1.76 × 10
-4 

 rad s
-1

. El torque necesario (M) para mantener la velocidad 

rotacional constante y el desplazamiento angular del disco con el tiempo (θb) fue 

monitoreado cada 10 s por 15 min con el software del reómetro. Se obtuvieron gráficas de 

deformación interfacial (γ
int

) contra esfuerzo interfacial (σ
int

) con el software del equipo, y 

fueron usadas para determinar la región 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 (ɳ
int

) con la siguiente ecuación (Pérez-Orozco y col., 2004): 

int

2 2

1 1

4 b c

M

R R




 
  

   

 

6.5 Estudios de creep compliance interfacial-tiempo 

El comportamiento deformación/esfuerzo cortante constante interfacial con el tiempo o 

creep-compliance interfacial-tiempo de las diferentes películas MGGL y MGGL/PGPR se 

estudió. Las películas se sometieron a un esfuerzo cortante interfacial constante (σint) de 

0.5658 mN/m durante 60 min, después de lo cual el (σint) se retiró y la relajación del 

esfuerzo de las películas interfaciales fue monitoreada durante 7 min. El esfuerzo cortante 

seleccionado cayó dentro de la región viscoelástica lineal de todas las películas 

interfaciales. 

Se obtuvieron gráficas de J (t) contra el tiempo (t) para las diferentes películas interfaciales 

y el software del equipo, proporcionó los valores de los parámetros de la siguiente 

ecuación (Pérez-Orozco y col., 2011): 

 ( / )

0( ) 1 t m

m NJ t J J e J     

Donde 0J = (1/E0, E0 es el módulo elástico instantáneo interfacial) es la deformación 

elástica instantánea interfacial en la cual los enlaces entre las unidades estructurales 

primarias son estirados elásticamente; Jm = (1/ER, ER es el modulo elástico de retardo 
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interfacial) es la deformación de retardo media interfacial de todos los enlaces 

involucrados; λm = (Jm/ɳm; ɳm es la viscosidad media interfacial asociada con la elasticidad 

de retardo) es el tiempo de retardo medio interfacial; y JN= (t/ɳN) es la 

deformación/esfuerzo cortante constante newtoniana interfacial, la cual es caracterizada 

por una viscosidad interfacial ɳN. Todas las mediciones se realizaron a 25 ºC. 

 

6.6 Preparación de las emulsiones múltiples (EM) 

Se prepararon tres emulsiones múltiples (EM) a 20 ± 2 ºC usando un procedimiento de 

emulsificación de dos etapas (Lobato-Calleros y col., 2009). En la primera etapa se preparó 

una emulsión W1/O con una fracción másica dispersa de 0.3 (ø1). La fase acuosa (W1) 

(29.9 g de agua destilada + 0.1 g de CMC) se adicionó gota a gota con agitación 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 emulsión primaria W1/O requerida fue re-emulsificada 

(6400 rpm por 4 min) en soluciones al 4, 5 y 6 % p/p de MGGL, ajustadas a pH 7.0, 

obteniéndose EM con una fracción másica dispersa de 0.3 (ø2), las cuales se codificaron 

como: EM4%, EM5%, y EM6%, respectivamente. Durante el proceso de emulsificación se 

usó un baño de hielo para evitar el aumento de temperatura por arriba de 20 ± 2 ºC. 

 

6.7 Morfología y tamaño de las gotas de las EM 

La morfología de las gotas de las EM fue determinada usando un microscopio óptico 

(Olympus BX45, Olympus Optical Co., Tokio, Japón) acoplado a un sistema analizador de 

imágenes (digital Olympus cámara C3030, Olympus América Inc., EUA). 

El diámetro volumétrico-superficial medio de las gota (d3,2) inicial y su evolución con el 

tiempo de almacenamiento (4 ± 1 ºC) (3, 7, 10, 15 y 21 d) de las EM fue determinado con 

un analizador de tamaño de partícula Malvern serie 2600 (Malvern Instruments, Malvern, 

Worcestershire, RU).  
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6.8 Propiedades reológicas oscilatorias de las emulsione múltiples EM 

El comportamiento reológico oscilatorio de las EM fue determinado después de 1 día de 

preparación con el reómetro Physica MCR 301 acoplado a una geometría de cilindros 

concéntricos de doble gap. Muestras de las EM (3.6 mL) se colocaron en la geometría y se 

dejaron reposar durante 15 min para recuperación de la estructura y alcance del equilibrio 

de la temperatura (25 ºC). Barridos de amplitud (0.01-10 % de deformación) fueron 

llevados a cabo a frecuencia constante (1 Hz), con la finalidad de determinar la región 

viscoelástica lineal (RVL), donde las propiedades reológicas no son dependientes de la 

deformación o el esfuerzo. A partir de la RVL se seleccionó un valor de deformación de 

0.2 % para realizar barridos de frecuencia de 0.01-10 Hz. Con el software del equipo se 

obtuvieron los valores de los módulos de almacenamiento (G’) y de pérdida (G’’) como 

una función de la frecuencia. 

 

6.9 Análisis de datos 

Todos los experimentos fueron hechos por triplicado usando un diseño experimental 

completamente al azar. Las propiedades reológicas interfaciales de las películas de MGGL 

fueron analizadas usando un análisis de varianza de clasificación simple, y cuando fue 

apropiado se aplicaron pruebas de Tukey para determinar diferencias entre las medias. La 

significancia se estableció en P < 0.05. El análisis de datos se realizó con el programa 

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

 

7.1 Rendimiento y composición química 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 proteína, lípidos y 

fosfolípidos 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 composición 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 purificación y 

de análisis. Singh (2006) informó que el contenido de proteína 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 proteína y de lípidos de 22.3 ± 1.5 

% y 71.8 ± 1.7 %, respectivamente. Kanno y Kim (1990) obtuvieron una MGGL 

conteniendo 28 % de proteína y 64 % de lípidos. Bezelgues y col. (2009) encontraron 55 % 

de proteína, 37.9 % de lípidos y 25 % de fosfolípidos en MGGL. 

 

Los fosfolípidos de la MGGL son principalmente fosfatidil colina, fosfatidil etanolamina y 

esfingomielina, con pequeñas cantidades de fosfatidil serina y fosfatidil inositol 

(Thompson y Singh, 2006). Todos estos fosfolípidos poseen actividad superficial. La 

reología 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 reológicas interfaciales de las películas de MGGL 

7.2.1 Viscosidad interfacial de corte 

Cuando dos gotas en un medio líquido se aproximan, el comportamiento del sistema es 

regido por la combinación de fuerzas hidrodinámicas y fuerzas superficiales. Las fuerzas 

hidrodinámicas permiten el flujo viscoso del medio líquido entre gotas y la distorsión de la 

forma de las gotas debido a la presión desarrollada entre ellas. El flujo radial del líquido 

entre gotas, ejerce una fuerza de corte sobre ellas, tendiendo a generar una circulación del 

líquido dentro de cada gota. La distorsión de las gotas es contrarrestada por la tensión 

superficial (interfacial), porque cualquier cambio de la forma esférica involucra un 
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aumento en el área superficial (Kitchener y Musselwhite, 1969). Mientras que la 

viscosidad interfacial no puede causar metaestabilidad estática, puede ayudar en la 

estabilización dinámica mediante el retardo de la extrusión del líquido presente entre las 

superficies de aproximamiento de dos gotas de emulsión. 

El esfuerzo de corte superficial fue medido como función de la deformación para la MGGL 

a diferentes concentraciones y tiempos de envejecimiento (Fig. 1). Todas las 

concentraciones de MGGL mostraron perfiles de esfuerzo cortante-deformación similares. 

Independientemente de la concentración de MGGL usada, un tiempo de envejecimiento 

finito (12 h para 4 % de MGGL y 8 h para 5 y 6 % de MGGL) tuvo que transcurrir antes de 

que la película interfacial produjera una respuesta elástica; esto es, el incremento en σ
int

 es 

proporcional al incremento en γ
int

. El periodo de inducción para la formación de una 

película interfacial pudo ser influenciado por la velocidad de difusión de los componentes 

con actividad superficial de la MGGL (proteínas y fosfolípidos) y su afinidad interfacial 

(Beverung y col., 1999). Es típico de los surfactantes macromoleculares que su adsorción 

hasta alcanzar el equilibrio sea muy lenta y sea prácticamente irreversible (Kitchener y 

Musselwhite, 1969). Conforme continuó la adsorción interfacial y el rearreglo de los 

componentes con actividad superficial, ocurrió mayor número de contactos moleculares 

interfaciales, lo que causó la formación de una película interfacial elástica, la cual sufrió 

cambios estructurales reversibles debido a estiramiento de los enlaces entre moléculas sin 

sufrir ruptura. Conforme aumentó el tiempo de envejecimiento de las películas, la 

magnitud del esfuerzo interfacial (σ
int

) en la región elástica incrementó y fue más alto al 

aumentar la concentración de MGGL. Las curvas exhibiendo una respuesta elástica 

presentaron un máximo en σ
int

, relacionado con la cantidad de esfuerzo que las películas 

puede resistir antes de que su estructura ceda, seguido por una disminución en σ
int

, 

indicando que el límite elástico de las películas adsorbidas ha sido rebasado y que un 

mecanismo de deformación viscosa comienza a ocurrir. Conforme la deformación (γ
int

) 

continua incrementándose, σ
int

 continua disminuyendo hasta que un valor de esfuerzo 

cortante en estado estacionario es alcanzado (Ganzevles y col., 2006). El máximo valor de 

esfuerzo cortante en estado estacionario fue obtenido después de aproximadamente 36 h, 

independientemente de la concentración de MGGL usada. A este tiempo de envejecimiento 

los valores máximos de σ
int

 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 σ
int

 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 películas interfaciales a concentraciones mayores de MGGL, 

requirieron un mayor σ
int

 para alcanzar una deformación γ
int

 dada. 
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Figura 1. Relación esfuerzo cortante-deformación con el tiempo de envejecimiento de las 

películas 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 (ɳ
int

). La Figura 2 muestra las 

gráficas de viscosidad interfacial contra tiempo para las películas usando diferentes 

concentraciones de MGGL. Un incremento marcado en la ɳ
int

 ocurrió con el tiempo de 

envejecimiento, indicando que las interacciones entre las moléculas de proteínas y 

fosfolípidos en la interfase dependió de su concentración total. El valor de ɳ
int 

alcanzado 

después de 36 h fue mayor conforme la concentración de MGGL aumentó, 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 ɳ
int

 para películas 

interfaciales formadas por goma de mezquite-quitosano con el tiempo de envejecimiento. 

Waninge y col. (2005) informaron que películas interfaciales elaboradas a partir de una 

mezcla de proteínas y fosfolípidos en semejanza a MGGL, tendió a formar estructuras más 

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

diferentes concentraciones con el tiempo de envejecimiento. 

 

7.2.2 Estudios de creep compliance interfacial-tiempo 

Las propiedades mecánicas de interfases estabilizadas mediante macromoléculas han sido 

correlacionadas con la estabilidad de gota. La mecánica de aproximación de dos gotas en 

un medio fluido puede dar lugar a varios fenómenos, la mayoría de ellos ocasionando 

deformación superficial de las gotas, la cual en turno causa el adelgazamiento externo de 

las películas interfaciales, su colapso y coalescencia de las gotas. Se ha propuesto que las 

películas interfaciales que exhiben alta elasticidad poseen una mejor capacidad de soportar 

perturbaciones en la región 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 determinación 

de los parámetros reológicos bajo condiciones que se aproximan al estado de la muestra en 

reposo; esto permite una elucidación más precisa del estado actual de la película (Román-

Guerrero y col., 2009). Todas las películas interfaciales (MGGL y MGGL/PGPR) 
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exhibieron curvas típicas de creep compliance interfacial-tiempo (Fig. 3), indicando que 

las películas mostraron comportamiento viscoelástico. 

 

Figura 3. Curvas de creep compliance-tiempo de las películas MGGL y MGGL + PGPR 

con un tiempo de envejecimiento de 36 h.  

 

Los parámetros viscoelásticos que caracterizaron a cada película se presentan en la Tabla 

1. El análisis del módulo de deformación/esfuerzo cortante constante interfacial 

instantáneo (J0), el cual está relacionado con la deformación instantánea reversible sufrida 

por la deformación aplicada a la película, indica que conforme aumenta la concentración 

de MGGL (sola o combinada con PGPR) el valor de E0= (1/J0) aumenta. Así, E0, que 

proporciona una medida de la fuerza elástica de los enlaces que componen la estructura de 

la red interfacial (Lobato-Calleros y col., 2000) varió de la siguiente manera: MGGL6% > 

MGGL5%> MGGL6% + PGPR> MGGL4%> MGGL5% + PGPR> MGGL4% + PGPR. Los 

parámetros de la región de deformación elástica interfacial retardada Jm y λm (Jm/ɳm), donde 

los enlaces se rompen y reforman, pero no a la misma velocidad, pueden proporcionar 

información más detallada sobre la naturaleza de las películas interfaciales (Román-

Guerrero y col., 2009). En particular λm que es el tiempo necesario para que la deformación 

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 películas 

interfaciales. Entre más compleja sea la estructura, se necesitan tiempos de retardo más 
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prolongados para caracterizar los tipos de unión que se llevan a cabo (Lobato-Calleros y 

col., 2000). 

Valores significativamente más altos de λm fueron observados conforme la concentración 

de MGGL aumentó, pero fueron significativamente más bajos para las películas 

MGGL+PGPR que para sus contrapartes puras MGGL. JN= (t/ɳN) indica que una 

deformación en estado estacionario es alcanzada cuando la deformación 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 más altos de ɳN se presentaron 

conforme aumentó la concentración de MGGL, pero de nuevo los valores de ɳN 

disminuyeron para las películas formadas por MGGL + PGPR, en comparación con las 

películas formadas solamente por MGGL. Para proteínas ɳN y G’ son generalmente mucho 

más 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 atracción 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 pequeña 

porción de la parte hidrofílica es localizada en la interfase aceite-agua. Por otro lado, las 

moléculas de MGGL son más fuertemente atraídas a la fase acuosa, con sólo los restos 

hidrofóbicos 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 interacción entre moléculas MGGL–MGGL en la interfase, 

debido a una acción lubricante, pero no desplazan completamente las moléculas de MGGL 

de la interfase, resultando en una disminución de las propiedades viscoelásticas 

(Dickinson, 1991). 
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Tabla 1. Parámetros viscoelásticos de las películas interfaciales MGGL y MGGL + PGPR 

Código de la 

muestra 

J0×10
4
 (mN/m)

-1
 E0×10

-4
 

(mNm) 

Jm×10
4
 (mN/m)

-1
 λm(s) 

  

JN×10
4
 (mN/m)

-

1
 

ηN×10
4
 

(mNs/m)
-1

 

MGGL4% 2.59±0.12
bc

 0.38±0.02
b
 4.80±0.24

a
 950.20±23

c
 3.01±0.14

bc
 1196.97±54

a
 

MGGL5% 1.20±0.06
a
 0.83±0.04

c
 2.21±0.18

ab
 1164.76±19

d
 0.82±0.05

a
 4456.32±32

b
 

MGGL6% 0.85±0.04
a
 1.18±0.06

d
 1.81±0.13

ab
 1252.89±15

e
 0.73±0.02

a
 4633.16±57

b
 

MGGL4%+PGPR 9.18±0.66
d
 0.11±0.01

a
 2.47±0.17

b
 322.91±10

a
 3.58±0.25

c
 1003.70±70

a
 

MGGL5%+PGPR 3.71±0.27
c
 0.26±0.02

ab
 2.62±0.18

b
 472.35±14.7

b
 3.42±0.12

bc
 1052.10±37

a
 

MGGL6%+PGPR 1.46±0.61
ab

 0.68±0.18
c
 1.39±0.10

a
 488.79±15.2

b
 2.96±0.10

b
 1213.10±40

a
 

Medias en una columna seguidas por letras diferentes son significativamente diferentes (p 0.05). J0: deformación/esfuerzo cortante 

constante interfacial instantánea; E0: módulo elástico interfacial instantáneo; Jm: deformación/esfuerzo cortante constante media 

interfacial; λm: tiempo de retardo medio interfacial; JN: deformación/esfuerzo cortante constante Newtoniana; ηN: viscosidad interfacial. 
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7.3 Morfología y estabilidad de las EM 

Todas las emulsiones múltiples se caracterizaron por presentar morfología tipo C (Garti, 

1997); es decir, estuvieron constituidas por gotas esféricas de aceite conteniendo en su 

interior un gran número de gotas de agua (Fig. 4). El diámetro inicial medio d3,2 de las 

gotas externas y su cambio con el tiempo de almacenamiento fueron considerados como 

una medida de la estabilidad relativa de las EM. 

  

 

 

 

Fig. 4. Imágenes de microscopía óptica de gotas de las EM, constituidas por gotas esféricas 

de aceite conteniendo un gran número de gotas de agua: (a) EM4%, (b) EM5%, y (c) EM6%.  

Barra de escala = 10 m. 

En la Fig. 5 puede observarse que la concentración de MGGL en la fase acuosa externa 

influyó sobre la estabilidad de la EM y los valores iniciales d3,2. Concentraciones menores 

de MFGM produjeron mayores valores iniciales d3,2 de la siguiente manera: EM4% (2.75 

µm) > EM5% (2.51 µm) > EM6% (2.39 µm). Diámetros volumétricos superficiales iniciales 

más altos resultaron en mayor polidispersidad del tamaño de gota (indicado por las barras 

de desviación en la Fig. 5) a través del tiempo de almacenamiento. Valores iniciales d3,2 

más pequeños produjeron incrementos menores en el tamaño de gota durante los 21 días de 

almacenamiento. Así, los incrementos relativos de d3,2 entre t= 0 d y t= 21 d variaron de la 

siguiente manera: EM4% = 4.4 %, EM5% = 2 %, y EM6% = 1.6 %. Estos resultados indican 

que aunque todas las emulsiones fueron estables, aquellas elaboradas con 6 % de MGGL 

sufrieron la menor variación de tamaño de gota, de modo que se pueden ser consideradas 

como más estables. 

(a) (b) (c) 
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Figura 5. Cambios en el diámetro volumétrico superficial medio de gota (d3,2) de las EM 

con el tiempo de almacenamiento.  

Los procesos de desestabilización que las EM pueden sufrir son variados; por ejemplo, la 

interfase externa de la gota puede coalecer con una o más gotas de EM; las gotas internas 

de agua pueden ser expulsadas secuencialmente a partir de las gotas de las EM; la 

contracción gradual de las gotas internas es posible debido a un gradiente osmótico 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 película de aceite que actúa como 

una "membrana semipermeable"; y por el contrario, cuando el gradiente osmótico actúa en 

la dirección opuesta, difusión de agua a partir de la fase continua a través de la película de 

aceite hacia las gotas acuosas encapsuladas producirá hinchamiento de las gotas internas 

(Hernández-Marín 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 óptimo de emulsionantes en la formulación de 

EM depende de sus propiedades reológicas interfaciales (Maldonado-Valderrama y 

Rodríguez-Patiño, 2010). Se ha encontrado una correlación positiva entre la estabilidad de 

la emulsión contra la coalescencia de las gotas y la viscosidad de corte superficial en 

emulsiones aceite-en-agua (Dickinson y col., 1988). Además, películas de proteínas 

altamente viscoelásticas tienden a amortiguar fluctuaciones superficiales, inhibiendo de 

este modo el mecanismo responsable de la ruptura de la película (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 reológicas de las películas MGGL. 

 

7.3.1 Propiedades reológicas oscilatorias de las EM 

Las pruebas oscilatorias dinámicas de corte de pequeña amplitud son una herramienta muy 

útil para obtener información acerca de la estructura microscópica de materiales 

viscoelásticos como emulsiones, proporcionando los valores de los módulos de 

almacenamiento (G’) y de pérdida (G’’). G’ es proporcional a la magnitud del componente 

elástico 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 función 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, 

aunque esta dependencia disminuyó a medida que aumentó la concentración de MGGL. El 

tipo de comportamiento que se muestra en la figura 6 es típico de emulsiones concentradas 

teniendo una estructura de gel débil, que surge de flóculos mantenidos juntos fuertemente 

mediante puentes poliméricos, pero que son susceptibles a reorganización 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 concentración de 

MGGL y este comportamiento parece estar estrechamente interconectado con los valores 

d3,2 mostrados por las EM. Menores valores de d3,2 implican mayor número de gotas de 

EM por unidad de volumen y una estructura de flóculos con mayor interconectividad. 
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Figura 6. Evolución de los módulos de almacenamiento (G’) y pérdida (G’’) de las EM 

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

Los resultados de reología interfacial indicaron que concentraciones mayores de MGGL  

produjeron películas con mayor módulo elástico instantáneo interfacial (E0): 0.4 mN/m 

para 4%; 0.8 mN/m para 5% y 1.2 mN/m para 6 %, y mayor viscosidad interfacial (ɳN): 

1197.0 mNs/m para 4 %, 4456.3 mNs/m para 5 % y 4633.2 mNs/m para 6 %. Cuando se 

adicionó PGPR a la fase oleosa, las moléculas de MGGL fueron desplazadas de la interfase 

en cierta medida, resultando en una película interfacial debilitada, pero todavía 

mecánicamente fuerte. Se encontró una estrecha interrelación entre la estabilidad de las 

emulsiones múltiples y las propiedades reológicas interfaciales de las películas de MGGL 

+ PGPR. Las emulsiones múltiples estabilizadas por MGGL en diferentes concentraciones 

mostraron propiedades viscoelásticas dependientes de la frecuencia, donde el módulo de 

almacenamiento tuvo valores más altos que el módulo de pérdida sobre toda el rango de 

frecuencias estudiado. Este comportamiento es característico de estructuras de gel débil 

que surgen de puentes poliméricos entre flóculos. Concentraciones mayores de MGGL 

produjeron módulos viscoelásticos mayores y menor dependencia de la frecuencia, lo que 

sugiere una estrecha correspondencia con el tamaño de gota de las emulsiones múltiples. 
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