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RESUMEN

Se extrajo pectina de los desechos de la cascara de cacao (PCC) utilizando acido citrico (1:25
g/mL), teniendo un grado de metilesterificacion de 83.22 %, grado de acetilacion de 10.20 % y
contenido de proteina de 3.68 %. Se formaron y estabilizaron emulsiones de aceite de canola-en-
agua (O/W) utilizando PCC (Epcc) y exhibieron un didmetro superficial medio inicial (ds2) de
113.60 nm, que aumentd a 162.0 nm durante 28 dias de almacenamiento. Con la finalidad de
mejorar las actividades superficiales y emulsificantes se decidié obtener complejos solubles
mediante complejacion electrostatica de PCC con hidrolizado de proteina de lactosuero (HPS), en
una relacion en peso de 5:1 y pH de 3.25 (CSwps-rcc). Se estudiaron las dinamicas de adsorcion en
la interfaz aceite de canola/agua de PCC y CShps-pcc Y a partir de estos datos se determinaron las
constantes de velocidad de difusion (Kaitf), penetracion (Kpen) y reordenamiento (Krea). CSHps-pcc @
diferencia de PCC disminuyd la tension interfacial méas rapido y exhibi6 valores mayores de kit y
Kpen, COMO consecuencia CShps-rcc produjo emulsiones O/W con dz2 <90 nm, que no sufrieron
cambios significativos en el tamafio de gota de aceite durante el almacenamiento, finalmente la
viscosidad aparente de la dispersion acuosa de CShps-pcc fue mucho menor que la dispersion de
PCC vy el potencial- ¢ de Enps-rcc fue menos negativo que Epcc. Por lo tanto, se concluyo que la
mayor estabilidad de Enps-pcc Se debe principalmente a la repulsion estérica originada por la

adsorcion de las capas del complejo soluble alrededor de las gotas de aceite.

VIl



Daniel Trujillo Ramirez Abstract

ABSTRACT

Pectin was extracted from cacao pod husks (PCC) waste using citric acid (1:25 g/mL), having a
methylesterification degree of 83.22 %, acetylation degree of 10.20 % and protein content of 3.68
%. Canola oil-in-water (O/W) emulsions were formed and stabilized using PCC (Epcc), and
exhibited an initial area-volume mean diameter (ds2) of 113.60 nm, which increased until 162.0
nm after during 28 days of storage. In order to improve the superficial and emulsifying activities,
it was decided to obtain soluble complexes by electrostatic complexation of PCC with whey protein
hydrolyzate (HPS) in a weight relationship of 5: 1 and pH 3.25 (CShps-rcc). The adsorption
dynamics at the canola oil/water interface of PCC and CShps-rcc, from these data, diffusion (Kaif),
penetration (kpen) and rearrangement (Krea) rate constants were determined. CSnps.rcc, unlike PCC,
decreased the interfacial tension faster and showed greater values of kit and Kpen, cOnsequently
CShps-pcc Yyielded O/W emulsions with dz2 < 90 nm, which did not suffer significant changes in
oil droplet size during storage, finally the apparent viscosity of CShps-rcc aqueous dispersion was
much lower than that in PCC dispersion and the zeta potential of Exps-pcc was lower than that in
Ercc. Therefore, it was concluded that the greater stability of Enps.ecc was mainly due to steric

repulsion originated by the soluble complex adsorption of layers around the oil droplets.
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INTRODUCCION

La pectina es un heteropolisacarido compuesta de tres formas poliméricas:
homogalacturonano (HG), ramnogalacturonano | (RG-1) y galacturonano sustituidos (GS). El HG,
estd constituida principalmente de acido D-galacturénico y puede estar metilesterificado en la
posicién C-6 y/o acetil-esterificado en las posiciones O-2 y/o O-3, dependiendo de las especies
vegetales (Hua et al., 2015; Alba et al., 2015; Karnik et al., 2016). La pectina es un ingrediente
multifuncional, utilizado como agente espesante, gelificante y estabilizante con aplicaciones en la
industria alimentaria, farmacéutica y cosmeética (Burapapdh et al., 2010; Munarin et al., 2012;
Guerra-Rosas et al., 2017). Sin embargo, hoy en dia, la produccion de pectinas comerciales, se
limita a aquellas obtenidas a partir de cascaras de limén y pulpa de manzana (Putnik et al., 2017),
por lo tanto, se deben explorar nuevas fuentes de obtencidn de pectinas a partir de frutos nacionales
o0 bien de desechos agroindustriales, los cuales se encuentran disponibles en grandes cantidades y
deben de ser examinados para detectar la produccién y aprovechamiento potencial de pectinas para
su uso en la industria alimentaria.

El cacao (Theobroma cacao L.) es un cultivo importante en varios paises tropicales y
subtropicales, los granos de este fruto son el ingrediente principal de la industria chocolatera. Sin
embargo, después de la extraccion del grano, las cascaras (que representan aproximadamente el 52—
76 % del peso del fruto) son desechadas (Vriesmann et al., 2012). De acuerdo a Barazarte et al.
(2008), por cada tonelada de grano seco de cacao producido, 10 toneladas de céscaras en base
himeda son generadas. Considerando que la Organizacion Internacional del Cacao (ICCO, por sus
siglas en inglés) estimd una produccion de 4,031 millones de toneladas de grano seco de cacao para
el periodo 2015/2016 (ICCO, 2017), para dicho periodo se habran generado 40,310 millones de
toneladas de céscaras de cacao, representando un serio problema ambiental e indculo de
enfermedades para el cultivo. Por esta razon en los ultimos afios la cascara de cacao ha sido utilizada
como materia prima para la obtencidn de pectinas y su extraccion utilizando &cido citrico, rinde en
mayores rendimientos y mejores propiedades fisicoquimicas en comparacién de aquellas en las que
se utiliza acido nitrico y &cido clorhidrico (Vriesmann et al., 2012; Chan y Choo, 2013), sin
embargo, hasta el momento solo se han evaluado sus propiedades gelificantes y existe poca
evidencia de sus propiedades emulsificantes (Vriesmann y Petkowicz, 2013; Yapo y Koffi, 2013).

Recientemente, se ha informado que las pectinas citricas (Schmidt et al., 2015), de

remolacha azucarera (Chen et al., 2016b) y de tejocote (Cuevas-Bernardino et al., 2016), han

1
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mostrado capacidad de formar y estabilizar gotas de aceite. Esta funcionalidad se debe a sus grupos
funcionales in situ, tales como: el peso molecular (PM), la viscosidad, el contenido de proteina, el
acido ferulico, el grado de acetilacion (GAc) y de metilesterificacion (GE) (Funami et al., 2007;
Kyomugasho et al., 2015; Chen et al., 2016a; Chen et al., 2016b). No obstante, esta funcionalidad
de las pectinas se puede potencializar, introduciendo nuevos grupos funcionales, a través de
métodos fisicos, quimicos o enzimaticos, alterando su estructura molecular (Liang et al., 2015; Liu
etal., 2017; Wang et al., 2018).

Por otra parte, Adjonu et al. (2014a) han informado que los hidrolizados de proteina de
lactosuero (HPS) forman nanoemulsiones con diametro medio de gota de 287.9-192.5 nm, debido
a que poseen buena difusividad interfacial y capacidad emulsificante, atribuido probablemente a su
bajo peso molecular (< 10 kDa) (Korhonen y Pihlanto, 2006), pero numerosas evidencias muestran
que HPS no puede proporcionar la rigidez interfacial requerida para estabilizar emulsiones en
almacenamiento a largo plazo (Agboola et al., 1998; Piorkowski y McClements, 2013).

Hoy en dia, el sistema proteina y polisacarido es ampliamente usado en la industria
alimentaria y dependiendo de las propiedades coloidales del sistema, la mezcla de estas moléculas
puede conducir a la formacién de complejos solubles (CS) e insolubles (CI) (Turgeon et al., 2007;
Dickinson, 2011). Los CS, se pueden formar en condiciones especiales de pH, fuerza idnica,
densidad de carga y relacion en peso entre ambos biopolimeros (Ye, 2008; Dickinson, 2011; Schmitt
y Turgeon, 2011) y estos se han utilizado como fase dispersa para la formacion y estabilizacion de
emulsiones alimentarias, debido a que exhiben alta actividad superficial, aumentan la viscosidad
del medio de dispersion y forman capas interfaciales gruesas en la interfaz (Jones y McClements,
2010; Rodriguez-Patino y Pilosof, 2011; Hernandez-Marin et al., 2013; Salminen y Weiss, 2014).

En consecuencia, surge un enfoque en la identificacion y caracterizacion de emulsificantes
naturales que tengan el potencial para reducir la tension superficial e interfacial, facilitar la ruptura
de las gotas en la homogeneizacion y la capacidad de estabilizar gotas pequefias durante y después
del proceso de homogeneizacion (McClements y Rao, 2011; Adjonu et al., 2014a; Ozturk et al.,
2014; Komaiko et al., 2016) y que ademas, puedan utilizarse con éxito en matrices alimentarias
(Dickinson, 2009; Turgeon y Laneuville, 2009; Schmitt y Turgeon, 2011). Por ello, el objetivo
principal de esta investigacién fue caracterizar la pectina extraidas de la cascara de cacao (PCC) y
evaluar sus propiedades emulsificantes/estabilizantes en emulsiones grado alimenticio y determinar

si se mejoran estas propiedades mediante la complejacion electrostatica con HPS.
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1.1.- Emulsiones

Las emulsiones, son dispersiones termodindmicamente inestables de dos liquidos
inmiscibles, generalmente de agua y aceite, tipicamente formados en presencia de moléculas
tensoactivas o polimeros anfifilicos, los cuales presentan la capacidad de reducir la tension
interfacial, adsorbiéndose en la interfaz y orientando su estructura para minimizar la energia libre
de Gibbs, y alcanzar una disposicion termodindmicamente favorable después de la adsorcién y/o
formando una pelicula interfacial viscoelastica, que prolonga el tiempo de vida media respecto a la
separacion de fases (Walstra, 1993; McClements, 2005; Aranberri et al., 2006; Piorkowski y
McClements, 2013; Schroder et al., 2017).

1.1.1.- Clasificacién de las emulsiones de acuerdo a la fase dispersa

En general, las emulsiones se clasifican de acuerdo a la organizacion espacial relativa de su
fase continua o dispersante: agua-en-aceite (W/QO) y aceite-en-agua (O/W); en esta ultima se
dispersan gotas de aceite en una fase continua acuosa y permiten la incorporacién de agentes
funcionales liposolubles a sistemas alimenticios. También existen emulsiones dobles y/o multiples

de agua-en-aceite-en-agua (W/O/W), y aceite-en-agua-en-aceite (O/W/O) (McClements, 2005).

1.1.2.- Clasificacién de las emulsiones de acuerdo al tamafio de gota

Las emulsiones también se pueden clasificar de acuerdo con el tamafio de su gota en tres
categorias: McClements y Rao (2011) proponen la siguiente clasificacion:

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

» Nanoemulsiones (radio de gota 10 — 100 nm)

» Microemulsiones (radio de gota 2 — 100 nm)

Las microemulsiones, nanoemulsiones y emulsiones son de particular interés como sistemas
de suministro coloidal porque pueden fabricarse a partir de ingredientes grado alimentario usando
operaciones de procesamiento relativamente simples, tales como mezclado y homogeneizacion
(Dickinson, 2009; Qian y McClements, 2011; McClements y Rao, 2011; Donsi et al., 2012).

1.1.3.- Nanoemulsiones
En los ultimos afios ha despertado el interés por el uso de nanoemulsiones debido a sus

propiedades funcionales tales como apariencia, estabilidad fisica, quimica y a la mayor
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biodisponibilidad de ingredientes activos cuando son encapsulados (Weiss et al., 2009; Burapapadh
et al., 2010; McClements, 2011; Salvia-Trujillo et al., 2013; Saberi et al., 2013; Adjonu et al.,
2014b; Guerra-Rosas et al., 2017). No obstante, existe un nimero limitado de tensoactivos de
calidad alimentaria, disponibles para preparar y estabilizar nanoemulsiones (Burapapadh et al.,
2010; Adjonu et al., 2014b; Ozturk et al., 2014; Komaiko et al., 2016; Yerramilli et al., 2017), y la
mayoria de los que se utilizan son de origen sintético y no estdn permitidos para su aplicacion en
todos los paises, 0 sélo pueden usarse en niveles bajos debido a problemas regulatorios, econémicos

o sensoriales (Kralova y Sjoblom, 2009; McClements y Rao, 2011).

1.1.4.- Procesos que influyen en la formacion de nanoemulsiones

De acuerdo a Jafari et al. (2006); Qian y McClements (2011); Donsi et al. (2012) y Adjonu
et al., (2014b) los procesos que influyen en la formacion de nanoemulsiones son:

» Mecanismo de homogeneizacion.

» Tipo, concentracion y propiedades interfaciales del agente tensoactivo/emulsificante.

> Volumen de fase dispersa/fraccién masica y viscosidad.

» Tiempo de adsorcion del tensoactivo sobre las superficies de gotas recientemente creadas.

» Frecuencia y escala de tiempo de la colisidn entre gotas.

1.1.4.1.- Mecanismo de emulsificacién

Existen dos formas de emulsificacion para obtener nanoemulsiones: alta energia y baja
energia. En la actualidad los métodos de alta energia son comunmente los mas utilizados para la
preparacion de nanoemulsiones, debido a que se pueden producir a gran escala y se pueden usar una
gran variedad de materiales (Donsi et al., 2012; Piorkowski y McClements, 2013; Guerra-Rosas et
al., 2017). No obstante, el alto cizallamiento puede causar efectos adversos en la calidad y
funcionalidad de algunos emulsificantes/estabilizantes, los cuales pueden influir en la estabilidad de
las emulsiones (Costa et al., 2017). Los métodos de emulsificacidn de alta energia requieren intensas
entradas de energia mecanicay los tres tipos principales de dispositivos que se utilizan generalmente
son: agitadores de alta cizalladura, homogeneizadores de alta presion y generadores de ultrasonidos
(Figura 1) (Lee y McClements, 2010; McClements, 2011; Burapapadh et al., 2012; Piorkowski y
McClements, 2013; Salvia-Trujillo et al., 2013; Ozturk et al., 2014; Yerramilli et al., 2017; Costa
etal., 2017).
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Figura 1.- Esquema representativo de los dispositivos de emulsificacién de alta energia. A) Homogeneizadores

de valvulas de alta presién; B) Microfuidizadores y C) Ultrasonidos. (Fuentes: Piorkowski y McClements, 2013; Costa
etal., 2017).

Por el contrario, los métodos de emulsificacion de baja energia, son aquellos que hacen uso
de la energia quimica interna almacenada en los componentes al cambiar la curvatura espontanea de
los tensoactivos y se necesita una baja cantidad de energia para producir nanoemulsiones. Los
métodos incluyen: emulsificacion espontanea y métodos de inversion de fases (Ostertag et al., 2012;
Saberi et al., 2013).

1.1.4.2.- Composicién de la gota

Las nanoemulsiones pueden contener una gran variedad de diferentes compuestos; tales
como aceites esenciales, de sabor, &cidos grasos poliinsaturados, vitaminas, nutracéuticos, agentes
antimicrobianos, etc. Estos compuestos presentan diferentes propiedades fisicoquimicas y
moleculares, lo cual, en turno influyen en la formacién, estabilidad y funcionalidad de estos sistemas
(Walstra, 1993; Rao y McClements, 2012).

1.1.4.3.- Distribucion del tamafio de gota
La distribucién del tamafio de gota en una emulsion tiene un fuerte impacto sobre su
estabilidad fisica y sus propiedades oOpticas (McClements, 2005). Tipicamente, producir una

emulsion que tenga una distribucion monomodal estrecha, proporciona estabilidad a largo plazo.
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La distribucion del tamafio de las gotas y la polidispersidad se pueden medir mediante
diversas técnicas experimentales, tales como: difraccion laser, dispersion dindmica de luz y
microscopia 6ptica (Guzey y McClements, 2006; Li et al., 2010; Burapapadh et al., 2012;
Benjasirimongkol y Sriamornsak, 2016; Guerra-Rosas et al., 2017). De acuerdo a Brittain, (2001),
las definiciones comunmente utilizadas son:

» Diametro medio ponderado en nimeros (dn 0 d1,0),

» Diametro medio ponderado en superficie (0 Sauter) (ds 0 d32) ¥

» Diametro medio ponderado en volumen (dv 0 da43).

1.1.4.4.- Carga de las gotas

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

El potencial- { es una representacion de las caracteristicas eléctricas de una gota de aceite,
ya que representa la adsorcion de contraiones o especies ionicas a la superficie de la gota y su
determinacion puede ayudar a predecir la floculacion y coalescencia, ya que la estabilidad de la
emulsion puede verse influenciada por las cargas eléctricas interfaciales (Guzey y McClements,
2006, Li et al., 2010). El potencial- { se calcula a partir de las medidas de la movilidad
electroforética, usando la teoria de von Smoluchowski modificada por Henry (Hunter, 1986). Cuanto
mayor es la magnitud absoluta de potencial- £, mayor es la repulsion electrostatica entre las gotas vy,

por lo tanto, mejor es la estabilidad (Dickinson, 2009).

1.1.4.5.- Interacciones coloidales
Las interacciones coloidales entre dos gotas de aceite pueden ser descritos en términos de un
potencial de interaccion, que es la energia necesaria para conseguir que dos gotas a una distancia

aparten una separacion de superficie a superficie. Generalmente el potencial de la interaccion se
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compone de las contribuciones de los distintos tipos de interacciones, siendo las mas importante las
de van der Waals, estérica, electrostatica, agotamiento e interacciones hidrofobicas (McClements,
2005; Israelachvili, 2011). Estas interacciones individuales varian en su signo (atraccion o de
repulsion), magnitud (débil a fuerte) y rango (corto a largo). Las interacciones coloidales atractivas
y repulsivas, que se dan entre las gotas de aceite de las emulsiones determinan su estabilidad a la

floculacion y coalescencia (McClements, 2005).

1.1.5. Mecanismos de desestabilizacion en emulsiones

Las emulsiones son sistemas termodindmicamente inestables. Esta inestabilidad conduce a
un cambio en la organizacion estructural de los componentes del sistema, ocurriendo los siguientes
fendmenos: floculacion, coalescencia, separacion gravitatoria (cremado o sedimentacion) y

maduracion de Ostwald (Figura 2) (McClements y Rao, 2011).

Emulsién estable
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Coalescencia
0 Maduracién
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| x Flg%(iién/,

Sedimentacisn ~ Cremado

Figura 2.-. Representacion esquematica de los mecanismos de inestabilidad de emulsiones (Fuente: McClements y
Rao, 2011).

1.1.5.1.- Separacion gravitacional

Es una de las formas mas comunes de la inestabilidad fisica en emulsiones y puede llevarse
a cabo por medio de la formacion de crema (cremado) o sedimentacion dependiendo de las
densidades relativas de las gotas de aceite y la fase dispersante. Se puede inhibir o prevenir la
separacién gravitacional por medio de tres enfoques: la primera es haciendo coincidir la densidad
de las fases dispersas y continuas; en segundo lugar, por la reduccion del tamafio de las gotas en la

emulsion y, en tercer lugar, por el aumento de la viscosidad de la fase acuosa (mediante la adicion
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de agentes espesantes ogelificantes). Este enfoque influird en la textura y sensacion en la boca del

producto final (Piorkowski y McClements, 2013).

1.1.5.2.- Floculacion

Es el proceso mediante el cual dos 0 mas gotas se unen para formar un agregado en el que
las gotas conservan su integridad individual (McClements, 2005). La tendencia para que ocurra
agregacion de gotas en una emulsion depende del equilibrio de fuerzas atractivas y repulsivas que
operan entre las gotas y de las propiedades fisicoquimicas de las fases dispersa, continua e interfacial
(Piorkowski y McClements, 2013). Los fléculos formados son el primer paso para la sedimentacion
de gotas (en emulsiones W/O) o la formacién de crema (en emulsiones O/W). En algunos casos, el
mecanismo de floculacion es reversible y la simple agitacion magnética o manual puede romper los
floculos (Walstra, 1993).

1.1.5.3.- Coalescencia
Es el proceso mediante el cual dos 0 méas gotas se fusionan entre si para formar una gota
mayor. La coalescencia provoca en las gotas de emulsion, cremado o sedimentacion aumentando

mas rapido su tamafio (Lobo y Svereika, 2003; Nazarzadeh et al., 2013).

1.1.5.4.- Maduracion de Ostwald

La maduracion de Ostwald se debe a la difusion de moléculas de aceite, de pequefias a
grandes a través de la fase continua en aceites relativamente hidrosolubles, lo que lleva a un aumento
en el tamafio de las gotas de aceite (Kabalnov, 2001; Rao y McClements, 2012; Nazarzadeh et al.,
2013). Esta susceptibilidad esta determinada principalmente por la solubilidad de la fase oleosa en

la fase acuosa: cuanto mayor es la solubilidad, mas inestable la emulsion.,

1.1.6. Propiedades interfaciales de los agentes emulsificantes

Las emulsiones estan constituidas por tres regiones, las cuales presentan propiedades
fisicoquimicas diferentes: la fase dispersa, la fase continua y la interfaz. Todas las moléculas o
ingredientes de la emulsion se distribuyen segin su concentracion y polaridad a lo largo de las
regiones antes mencionadas (Aranberri et al., 2006). En la mayoria de los casos, la estabilidad de la

interfaz esta controlada por emulsificantes, ya sean naturales o sintéticos, los cuales facilitan la

9
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ruptura de las gotas dentro del homogeneizador (formando de este modo gotas mas pequefias) y
previniendo el crecimiento de las gotas después de su formacién (aumentando con ello la estabilidad
a largo plazo) (McClements, 2005; Mendoza et al., 2014). El uso 6ptimo de emulsificantes en
aplicaciones tecnologicas alimentarias depende del conocimiento sobre sus caracteristicas
fisicoquimicas interfaciales, tales como actividad superficial, cantidad adsorbida, cinética de
formacion de pelicula, estructura, grosor, interacciones entre moléculas adsorbidas, propiedades
reoldgicas interfaciales, etc (Maldonado-Valderrama y Rodriguez-Patino, 2010).

La capacidad de disminuir la tension interfacial en la interfaz aceite/agua, debe ocurrir en
una escala de tiempo que sea relevante para el proceso de preparacion de la emulsion, es decir, la
tasa de adsorcion del emulsificante en la interfaz aceite/agua recien formada y la tasa asociada al
desarrollo de la capa adsorbida durante la emulsificacion, deberé exceder la tasa de colisiones entre
gotas (Walstra, 1993). En términos moleculares, la capacidad de los emulsificantes para estabilizar
la interfaz se debe a la naturaleza anfifilica de sus estructuras, los grupos hidrofilicos son atraidos a
la fase acuosa, mientras que los grupos lipofilicos interactian con la fase oleosa (Glilseren y
Corredig, 2012). El grupo hidrofilico puede ser no i6nico, anionico o catidnico, mientras que el
grupo lipofilico puede variar en el namero, la longitud y grado de insaturacion de las cadenas
(Kralova y Sjoblom, 2009; McClements, 2005). Ademas, el agente emulsificante no debe ser
propenso a una fuerte agregacion o gelificacion; de lo contrario, la alta viscosidad resultante de la
fase acuosa inhibird la ruptura de la fase oleosa en gotas pequefias (Dickinson, 2018).

En el transporte de difusion, los tensoactivos de bajo peso molecular se adsorben mas
rapidamente debido a que tienen coeficientes de difusion relativamente altos y, en consecuencia,
disminuyen la tension interfacial muy rapidamente, pero muestran pequefios reordenamientos
estructurales (Gulseren y Corredig, 2012). Mientras que las proteinas e hidrocoloides se adsorben
mas lentamente (Tcholakova et al., 2008; Dickinson, 2009), sin embargo, pueden interactuar
extensamente una vez adsorbidas en la interfaz, creando peliculas con diferentes propiedades
viscoelasticas (Xu et al., 2012; Yerramilli et al., 2017).

En la interfaz aceite/agua o aire/agua, la adsorcion y la presion superficial () desarrollada
por proteinas y polisacaridos se lleva a cabo en tres etapas principales: a) difusion y cobertura
completa de las gotas por el emulsificante; b) fuerte adsorcion y despliegue de la macromolécula en
la interfaz, y c) reorganizacion de las moléculas en la interfaz fluida (Graham y Phillips, 1979;
Rodriguez-Patino y Pilosof, 2011).

10



Daniel Trujillo Ramirez Marco teorico

1.2.- Pectinas

Las pectinas son utilizadas como agentes estabilizantes en emulsiones, debido a que reducen
los movimientos de las gotas al aumentar la viscosidad de la fase continua, y en algunos casos
inducen interacciones electrostaticas repulsivas o impedimentos estéricos entre las gotas (Liang et
al., 2015; Nagash et al., 2017).

1.2.1.- Caracteristicas estructurales

La pectina es un componente comun en los tejidos de frutas y hortalizas y desempefia un
papel importante en el crecimiento y desarrollo de éstas. De manera general, la pectina es mas
abundante en la lamela media, seguida de las paredes celulares primarias de la célula vegetal
(Voragen et al., 2009; Suarez et al., 2013).

Estructuralmente, la pectina se define como un polisacarido anionico constituido por tres
regiones principales: Homogalacturonano (HG), Ramnogalacturonano-I (RG-1) y Galacturonanos
sustituidos (GS; constituida principalmente de Ramnogalacturonano 11).

El HG también llamado “region lisa”, es un homopolimero compuesto principalmente de
60-65 % de unidades de acido a-p-galactopiranosiluronico (GalpA) enlazado a través de enlaces
glucosidos a-1, 4. De acuerdo a Willats et al. (2001) el HG parece sintetizarse en el aparato de Golgi
y luego transferirse a la lamela media y a las paredes celulares primarias. Ademas, las unidades de
HG pueden sustituirse en las posiciones C-2 o C-3 con residuos de xilosa o apiosa, produciendo
dominios conocidos como xilogalacturonano (XG) o apiogalacturono (APG), respectivamente,
alterando las propiedades funcionales del HG (Ovodov, 2009).

Ramnogalacturonano-1 (RG-1) heteropolimero altamente ramificados de unidades repetidas
de disacaridos de GalpA y ramnosa (Rha) [—4)-a-p-GalpA-(1—2)-a-L-Rha- (1—]n con cadenas
laterales altamente ramificadas de azucares incluyendo xilosa, manosa, glucosa y fucosa, estos
azucares pueden también pueden estar unidos covalentemente a la cadena principal de RG-I
dependiendo de la fuente y el método de extraccion (Maxwell et al., 2015). Esta naturaleza altamente
ramificada de RG-I también se le conoce como “region vellosa”. Se ha informado que 10s residuos
de GalpA en laregion RG-I podrian estar esterificados con O-acetilo, pero no esterificados en metilo
(Caffall y Mohnen, 2009).

RG-II, no estd estructuralmente relacionado con RG-I, a pesar de que sus nombres se

manejan en secuencia y al hecho de que también se incluye en la “region vellosa”. Es un dominio
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péctico ramificado que contiene una cadena principal de HG. RG-11 es un homopolimero altamente
compacto de alrededor de siete a nueve restos de 1—4 unidos a-p-GalpA (de las cuales algunas
estan esterificadas con metilo) con cuatro cadenas laterales heteropoliméricas unidas (Caffall y

Mohnen, 2009). Una representacion de estas caracteristicas estructurales se presenta en la Figura 3.
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Figura 3.- Diagrama esquematico de la estructura de la pectina. Homogalacturonano (HG);
Ramnogalacturonano-l (RG-1); Ramnogalacturonano-Il (RG-Il); Xilogalacturonano (XG) y Apiogalacturonano
(APG) (Fuente: Wang et al., 2018).

1.2.2.- Fuentes de pectina

La pectina constituye aproximadamente el 30 % de las paredes celulares primarias de las
plantas (Scheller et al., 2007). A pesar de su disponibilidad en un gran nimero de especies vegetales,
las fuentes comerciales son limitadas. Historicamente, el orujo de manzana ha sido la principal
fuente de obtencion de pectinas, pero en los Gltimos afios la utilizacion de cascara de citricos se ha
incrementado (Putnik et al., 2017). Hoy en dia, la pectina disponible comercialmente se extrae
principalmente de céscara de citricos (85.5 %), seguido de orujo de manzana (14.0 %) y en menor
medida, pulpa de remolacha azucarera (0.5 %) (Garna et al., 2007; Ciriminna et al., 2015; Putnik et
al., 2017). Otras fuentes de obtencion de pectinas incluyen cascaras de mango (Mangifera indica),
de cacao (Theobroma cacao), de fruta del dragon (Hylocereus polyrhizus), fruto del tejocote

(Crataegus spp.), rodajas de sandia (Citrullus lanatus), cabezas de girasol (Helianthus annuus),

12



Daniel Trujillo Ramirez Marco teorico

pulpa de tomate (Solanum lycopersicum) y fruta de la pasion (Passiflora edulis) (Vriesmann et al.,
2012; Chan y Choo, 2013; Yapo y Koffi, 2013; Muhammad et al., 2014; Hua et al., 2015; Cuevas-
Bernardino et al., 2016; Wang et al., 2016; Yang et al., 2018).

1.2.3. Métodos de extraccion de pectina

Los procesos de extraccion se rigen por principios de transferencia de masa, por lo que aislar
la pectina depende de qué tan répido: a) se produce la hidrdlisis de la protopectina (es decir, el
polisacarido péctico in situ unido a otros compuestos de la pared celular); b) la solubilizacion de la
pectina resultante y (c) cuando el solvente de extraccion alcanza un estado de equilibrio (o
saturacion) (Garna et al., 2007; Chan y Choo, 2013; Alba et al., 2015). El uso de un método

adecuado para la extraccion de pectina es significativo para maximizar su rendimiento y calidad.

1.2.3.1.- Métodos convencionales

La extraccion convencional (extraccion sélido-liquido) depende de numerosos factores tales
como: temperatura, pH, propiedades del disolvente, relacion de sélido a disolvente, humedad de la
muestra, tamafio y distribucion de particula y velocidad de difusion (Vriesmann et al., 2012; Mari¢
etal., 2018). La extraccion industrial generalmente se lleva a cabo mediante tratamientos acidos (pH
1-3) a temperaturas altas (70-90 °C) (Munarin et al., 2012). Los &cidos minerales cominmente
usados incluyen: &cido clorhidrico y nitrico, a una concentracion entre 0.1-6M (Yapo et al., 2007;
Vriesmann et al., 2011). Sin embargo, la extraccion convencional con acidos minerales tiene algunos
inconvenientes importantes tales como: la pérdida de algunos compuestos volatiles y problemas

desde el punto de vista ambiental (Mari¢ et al., 2018).

1.2.3.2.- Métodos no convencionales

Hoy en dia, se han propuesto procedimientos de extraccion de pectina distintos a los
industriales, con la finalidad de aumentar el rendimiento, reducir costos, mejorar el proceso de
extraccion y obtener estructuras quimicas con propiedades controladas (Munarin et al., 2012). Con
la popularizacion de la “Quimica Verde” se han desarrollado y utilizado nuevas tecnologias, asi
como algunos enfoques de extraccién innovadores, tales como la extraccion asistida por enzimas,
microondas, campo eléctrico, ultrasonido y 4&cidos organicos; estos métodos y tecnologias

ecoeficientes se han desarrollado para reducir o eliminar el uso de solventes toxicos, proporcionar
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mayor rendimiento y mejorar la calidad en la pectina (Vriesmann et al., 2012; Wang et al., 2016;
Zouambia et al., 2017; Mari¢ et al., 2018; Yang et al., 2018).

Los acidos organicos tienen una capacidad hidrolizante menor que los &cidos minerales
(debido a su menor constante de disociacion) y, por lo tanto, se espera que provoquen una menor
despolimerizacion en las pectinas (Mari¢ et al., 2018). En adicion, Chan y Choo, (2013) y Yang et
al. (2018) han reporatado que, con los &cidos organicos, (principalmente el &cido citrico) se pueden

alcanzar mayores rendimientos de pectina en comparacion con los &cidos inorganicos.

1.2.4.- Clasificacion de las pectinas

En el HG algunos de los grupos carboxilo estan metil-esterificados en posicién C-6 y/o
acetil-esterificados predominantemente en posicion O-3 y ocasionalmente en posicion O-2,
dependiendo de las especies de plantas (Rombouts y Thibault, 1986; Yang et al. 2018). El grado de
metil-esterificacion (también llamado grado de esterificacion) (GE) de las unidades de GalpA se usa
para clasificar la pectina (Singthong et al., 2004; Fellah et al., 2009). GE es un porcentaje que
expresa la relacion molar de unidades de GalpA esterificadas por metanol (incluyendo tanto GalpA
libre como GalpA sustituido). La variacion en el GE se ve afectada por las fuentes botanicas, la
localizacion de la pectina (pared primaria o lamela media), condiciones climaticas y los métodos de
extraccion (Vriesmann et al., 2011; Vriesmann et al., 2012; Yapo y Koffi, 2013; Kyomugasho et
al., 2015). Esto hace de la pectina la siguiente categorizacion:

Pectinas con més del 50 % de metil-esterificacion se define como pectinas de alto contenido
de metilo o de alto metoxilo (HMP, por sus siglas en inglés) y aquellas con menos del 50 % se
definen como pectinas de bajo contenido de metilo o de bajo metoxilo (LMP, por sus siglas en
inglés). HMP forma geles en concentraciones altas de co-soluto (55-75 %) y cuando se calienta en
soluciones &cidas con un pH bajo (pH 2.5-3.5), que se estabilizan mediante enlaces de hidrégeno
intermoleculares y enlaces hidrofobos entre ésteres de metilo (Oakenfull y Scott, 1984; Vriesmann
y Petkowicz, 2013); mientras, que LMP, puede formar geles en un amplio rango de pH (2.0-6.0)
con o sin agregar sacarosa a la solucién pero con la concentracion apropiada de iones divalentes
como el calcio (Ca,") para la reticulacion entre dos carboxilatos de dos cadenas diferentes a través
de la fuerza iénica (Walkinshaw y Arnott, 1981).

Otro tipo de pectinas a saber son aquellas pectinas amidadas, las cuales contienen grupos

amino primarios -CO-NHa, y son generalmente reconocidas como seguras (GRAS, por sus siglas en
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inglés) por la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién (FAO, por
sus siglas en inglés), la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA,
por sus siglas en inglés) y la Comision Europea (EC) (Chen et al., 2015). EI método usual de su
obtencion es la amonolisis de grupos éster metilico de pectinas de alto metoxilo, ya sea por amoniaco
y alcohol o amoniaco acuoso concentrado, lo cual provoca la desesterificacion parcial de la pectina
(§imk0vic et al., 2009).

Por otra parte, existen pectinas altamente acetiladas, como aquellas extraidas de la pulpa de
remolacha azucarera (SBP, por sus siglas en inglés) (Dea y Madden, 1986; Chen et al., 2016a; Chen
et al., 2016b), de las vainas de Okra (Abelmosus esculentus) (Alba et al., 2015), de la pulpa de papa
(Solanum tuberosum) (Yang et al., 2018) y aquellas de la cascara de cacao (Theobroma cacao)
(Vriesmann y Petkowicz, 2013), estas fuentes pueden ser una nueva alternativa de pectinas con alto
potencial para su uso como agente emulsificante/estabilizante, debido a su alto contenido de grupos

acetilo.

1.2.5.- Factores que influyen en las propiedades emulsificantes/estabilizantes

La pectina tiene propiedades anfifilicas que ayudan a reducir la tension interfacial entre las
fases de aceite y agua, esta caracteristica suele atribuirse tipicamente con la estructura quimica del
biopolimero tal como el grado de metil-esterificacion y acetilacion, las caracteristicas
macromoleculares (peso molecular, grado de ramificacion de cadenas laterales) y la presencia de
estructuras funcionales tales como: proteinas y acidos ferdlicos (Liang et al., 2015; Chen et al.,
2016b; Alba y Kontogiorgos, 2017; Yang et al. 2018). El conocimiento de estas propiedades
fisicoquimicas permite que este material se utilice como agente estabilizante, espesante y gelificante
en aplicaciones particulares (Burapapadh et al., 2010; Munarin et al., 2012; Vriesmann y Petkowicz,
2013; Yapo y Koffi, 2013; Yang et al., 2018). A continuacion, se informan algunos factores que

contribuyen al efecto interfacial de pectinas:

1.2.5.1.- Proteina y acido ferulico

A menudo se sugiere que la actividad interfacial de la pectina esta relacionada con la
presencia de restos proteicos que actian como anclas hidrofébicas que facilitan la adsorcién de las
cadenas de pectina en la interfaz, lo que da como resultado la reduccién de la tension interfacial. El

contenido de proteina en pectina depende de la fuente, condiciones de aislamiento y métodos de
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deteccion, de esta manera se han detectado valores para SBP de ~6.0 %, para pectina de okra de
~5.0 % en comparacion con pectina de citricos 0 manzana (~3.0 % y ~1.0 %, respectivamente)
(Funami et al., 2011; Yapo et al., 2007; Alba et al., 2015; Schmidt et al., 2015; Chen et al., 2016a).

Leroux et al. (2003) estudiaron la capacidad emulsificante de SBP en relacion con su
estructura quimica y concluyeron que su capacidad emulsificante esta relacionada con su alta
concentracion de componentes proteinicos. Lo cual es acorde a lo informado por Funami et al.
(2007) quienes han demostrado la contribucion de los restos proteinicos en la capacidad
emulsificante de la pectina, al eliminar parcialmente la fraccion proteica de SBP (de 1.56 £ 0.15 %
a 0.13 = 0.02 %) utilizando tratamientos enzimaticos, obtuvieron como resultado una disminucion
en la actividad emulsificante, lo que se vio reflejado en mayores didmetros medios de gota (ds2 y
d43), distribuciones mas amplias de tamafio de gota y mayor tensién interfacial, lo que hizo que las
gotas de las emulsiones fueran grandes, gruesas y a veces floculadas en comparacién con emulsiones
hechas con pectina no modificada.

Recientemente se ha argumentado a través de modificacion enzimética secuenciada de SBP
que la proteina, el complejo &cido feralico—arabinogalactano—proteina y el &cido ferulico
desempefian papeles importantes en la mejora de la actividad superficial, capacidad y estabilidad
emulsificante. El grado de disminucién de la actividad emulsificante siguio el siguiente orden: &cido
feralico > complejo de &cido ferulico—arabinogalactano—proteina > proteina, esto se debe a que tanto
el acido feralico como la proteina son hidrofobicos y actian como una conexion “tipo puente” entre
la gota de aceite y el polisacarido (Chen et al. 2016b). Por otra parte, Chen et al. (2016a)
determinaron que la concentracién de proteina en SBP afecto el tamafio de gota de las emulsiones,
caracterizado en términos de diametro volumétrico medio (ds,3), ellos encontraron que a medida que
el contenido de proteina aumentaba de 0.5 a 3.0 %, el tamafio de gota de la emulsion disminuia
bruscamente de 4.12 a 1.30 um, respectivamente, a concentraciones mayores no existieron
diferencias significativas, por lo tanto, plantearon que se necesita un contenido de proteina de ~3.0
% para una actividad superficial 6ptima en SBP.

En conclusion, las proteinas y el acido feralico parecen desempefiar un papel crucial en la
capacidad emulsificante (actividad interfacial y estabilidad de la emulsidn) de SBP, estos resultados
coinciden con los hallazgos informados por Siew y Willians, (2008) quienes mencionan que las

fracciones de SBP adsorbidas en la interfaz O/W eran abundantes en proteinas y acido ferulico.
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1.2.5.2.- Los grupos acetilo y metilo

Rombouts y Thibault (1986) han demostrado que el 80-90 % de los grupos acetilo se
encuentran en las regiones “lisas” en posiciones O-2 y/o O-3 de las unidades de acido galacturénico
y que se distribuyen a lo largo de la cadena. SBP tiene propiedades de gelificacion deficientes
atribuidas principalmente a su alto contenido de grupos acetilo (Dea y Madden, 1986), no obstante,
su capacidad emulsificante se puede explicar al alto contenido de este grupo funcional en su
estructura quimica (Leroux et al., 2003; Siew y Williams, 2008). Estas aseveraciones estan acordes
a los informados por (Chen et al., 2016b), al indicar que los grupos acetilo pueden prevenir la
agregacion de las gotas de aceite, mediante la estabilizacion estérica y mecanica. Estudios recientes
demuestran que se mejoran considerablemente las propiedades emulsificantes de la pectina cuando
se tiene minimo 10 % de GAc, y existen bajos contenidos de proteina (Chen et al., 2016b, Schmidt
et al., 2015; Alba y Kontogiorgos, 2017). Dea y Madden (1986) informaron que SBP eran capaces
de producir y estabilizar emulsiones O/W que las pectinas comerciales con alto o bajo contenido de
metoxilo, esto debido al alto contenido de sus grupos acetilo (2.0-9.0 %) en su estructura.

Por el contrario, la disminucion de los grupos ésteres metilicos afectan principalmente los
tamanos de gota de la emulsion (Chen et al., 2016b). Ademas, Liang et al. (2015), demostraron que
las pectinas citricas alquiladas con diferente longitud de cadena alquilica y grado de sustitucion de
alquilo, exhiben actividad emulsificante mejorada que aquellas pectinas sin modificar, evidenciada
por diametros medios de gota mas pequefios de ~7 um para emulsiones estabilizadas con pectina
modificada y de ~60 um para pectinas no alquiladas. Schmidt et al. (2015) han demostrado una
relacion directa entre el GE y la capacidad emulsificante de la pectina citrica al aumentar el GE de
70 % a 80 %. Curiosamente, también se ha demostrado que el aumento del GE mas alla del 80 %
no produce una reduccion adicional del tamafio de gota, algo que se ha atribuido a la auto asociacion
de la pectina citrica y, por lo tanto, disminucion de la accesibilidad de los grupos hidrofdbicos a la
interfaz aceite/agua (Alba y Kontogiorgos, 2017). Chen et al. (2016b) determinaron que la
desmetoxilacion de SBP produjo un aumento en la tension superficial e interfacial (45.2 mN/my
24.3 dinas/cm) que aquellas pectinas sin modificar (44.3 mN/m y 17.5 dinas/cm), esto debido a la
pérdida de grupos ésteres metilicos, que en consecuencia resulto en la disminucion de la actividad

superficial e interfacial.
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1.2.5.3.- El peso molecular, las cadenas laterales y las interacciones electrostaticas

El peso molecular de las pectinas es alto, generalmente en el rango de 50 a 200 kDa (Alba et
al., 2015; Hua et al., 2015). Un peso molecular bajo (<80 kDa) favorece la actividad emulsificante
de la pectina, incluso con un bajo contenido de grupos acetilo (<0.8 %), posiblemente debido a la
mejor accesibilidad de los grupos de superficie activa causados por la despolimerizacion o la cinética
de adsorcion incrementada (Mazoyer et al., 1999), sin embargo, de acuerdo a Schmidt et al. (2015)
pectinas de muy bajo peso molecular (76 a 47 kDa) dan como resultado menor actividad interfacial
y emulsiones mas gruesas debido a la incapacidad de las cadenas cortas del polimero para
proporcionar una estabilizacion estérica eficiente (Leroux et al., 2003; Yapo et al., 2007).

La falta de consenso del impacto del peso molecular sobre la capacidad emulsificante de la
pectina también sugiere que las otras caracteristicas estructurales discutidas anteriormente (GAc,
GE, la presencia de &cido ferulico y proteina) no puedan descartarse, como lo informan Cuevas-
Bernardino et al. (2016) al indicar que debe de haber un balance entre el alto peso molecular de las
pectinas de tejocote (Crataegus spp.) Y sus fracciones hidrofébicas (proteina, grado de esterificacion
y fenoles totales).

Se ha demostrado que las fracciones de SBP adsorbidas en la interfaz aceite/agua se
encuentran enriquecidas de azUcares neutros (por ejemplo, arabinosa y galactosa) lo que sugiere que
esta pectina contiene mayor proporcion de regiones ramificadas (RG-I) las cuales le confieren tener
propiedades emulsificante mejoradas en comparacién de pectinas con estructura lineal, este
comportamiento se puede deber al hecho de que los ésteres fendlicos (especialmente &cido ferdlico)
y la proteina se encuentran unidos a las cadenas laterales de la galactosa y arabinosa (Siew y
Williams, 2008; Chen et al., 2016b), mientras que, la estabilidad de la emulsién a largo plazo se
debe a efectos estéricos atribuidos principalmente a la presencia de cadenas laterales de azucares
neutro (Funami et al., 2011). También se ha informado que la adsorcion multicapa de SBP en la
interfaz es posible y se origina a partir de interacciones electrostaticas entre los restos proteicos
cargados positivamente dentro de las cadenas de SBP y los residuos de &cido galacturénico cargados
negativamente (Siew y Williams, 2008). Por lo tanto, la capacidad de la pectina para estabilizar
estéricamente gotas de aceite se atribuye a los dominios RG-1, mientras que la estabilizacion
electrostatica se origina en dominios HG debido a la ionizacién de grupos carboxilicos.

Las emulsiones estabilizadas con pectina son sensibles al pH y a la fuerza idnica, los cambios

en estos factores producen alteraciones en su capacidad emulsificante y estabilidad a largo plazo. El
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numero y la distribucion de las cargas negativas de la pectina estan determinados principalmente
por el grado de esterificacion de los grupos metilo. A valores de pH superiores a 3.5 los grupos
carboxilos de la pectina se ionizan y el biopolimero alcanza una conformacion extendida, debido a
las repulsiones electrostaticas entre los aniones carboxilato; en consecuencia, la des-adsorcion puede
ocurrir facilmente dejando la superficie de la gota expuesta y sujeta a coalescencia debido a que
pocos grupos se encuentran unidos a la interfaz aceite/agua; por el contrario, a valores bajos de pH
(pH<pKa), disminuye la ionizacion de los grupos carboxilicos, las cadenas del biopolimero alcanzan
conformaciones compactas debido a la protonacion de GalpA, lo que permite que los grupos
hidrofobos se acerquen mucho a la interfaz del aceite y se adsorban, dando como resultado una
estabilizacion estérica efectiva que evita la coalescencia de las gotas (Alba y Kontogiorgos, 2017).
Se ha demostrado que la pectina de okra y de SBP estabilizadas en interfaz aceite/agua a valores de
pH bajos, (donde los biopolimeros adoptan conformaciones muy compactas) dan como resultado la
formacion de capas interfaciales gruesas que proporcionan una estabilizacidn estérica efectiva como

se menciond anteriormente (Alba et al., 2015; Castellani et al., 2010).

1.2.5.4.- Los procedimientos de extraccion

La mayoria de las pectinas aisladas utilizando métodos de extraccién convencionales
presentan alto peso molecular (~200 kDa) y mezclas complejas de HG, RG-I y RG-II en lugar de
una estructura uniforme, esta distribucion de las cadenas de la pectina varia considerablemente de
una especie a otra y esta controlada por las condiciones de extraccion. Por ejemplo, se ha informado
que la extraccion de pectinas de remolacha azucarera y cascaras de cacao a pH <2.0 son ricas en
acido galacturdnico y solo se ven afectadas por la seleccion del tiempo y la temperatura de extraccion
(Yapo et al., 2007; Vriesmann et al., 2011); por el contrario, largos tiempos de extraccion y baja
temperatura favorecen la desesterificacion de la pectina, la produccion de HMP de gelificacion lenta
o0 incluso LMP (Nussinovitch y Hirashima, 2013). Por otro lado, algunos autores observaron el
efecto de la temperatura en la disminucion de la pureza (expresada como GalpA) de pectinas aislada
cascara de cacao y de orujo de manzana a pH bajo (~1.5) (Chan y Choo, 2013; Garna et al., 2007),
mientras que el contenido de proteina de SBP a pH ~1.5 fue menor en comparacion con aquellos
aislados usando condiciones de pH 2.0 (Yapo et al., 2007).

La modificacion del pH de extraccion también da como resultado el aislamiento de la pectina

con diferentes grados de metil-esterificacidn. Las extracciones acidas producen pectina de alto grado
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de metoxilacion, mientras que los valores altos de pH generalmente resultan en pectinas con bajo
grado de metoxilacion debido a la saponificacion de los grupos éster (Alba y Kontogiorgos, 2017).

Se ha demostrado que la etapa de precipitacion con etanol tiene un impacto considerable
sobre el rendimiento y las propiedades fisicoquimicas de la pectina y, por lo tanto, podria utilizarse
para modular su estructura y propiedades funcionales (Garna et al., 2007; Xu et al., 2014). Estudios
previos informaron una disminucion en el grado de metoxilacion de pectina con aumento en el
volumen de etanol; este efecto se atribuyd a las interacciones entre moléculas de agua, grupos
carboxilicos de la pectina y grupos hidroxilo del etanol (Faravash y Ashtiani, 2007).

Cabe sefialar que la interaccidn entre las variables de extraccién determinara la estructura
final del polimero. Ademas, el origen boténico influird en la composiciéon final (Alba y
Kontogiorgos, 2017).

1.2.6. Pectina de cascara de cacao

Las semillas del cacao (Theobroma cacao), representa la mayor cosecha econémica del
mundo tropical, de acuerdo a la Organizacion Internacional del Cacao (ICCO, por sus siglas en
inglés) la existencia de cacao en grano en el mundo se estimé en 1,505 millones de ton en el periodo
2014/2015 (ICCO, 2017), sin embargo, enormes cantidades de cascaras de cacao son desechadas
después de obtener el producto final. Barazarte et al. (2008) informan que, por cada tonelada de
grano seco producido, 10 toneladas de céascaras de cacao en hiumedo son generadas. Por lo tanto, se
concluye que la actividad cacaotera del mundo gener6 en promedio aproximadamente 15,050
millones de toneladas de cascaras en el lapso sefialado, representando un serio problema ambiental.
Vriesmann et al. (2012) han informado que la extraccion de pectinas de cascaras de cacao con &cido
citrico es efectiva en términos de rendimiento y propiedades fisicoquimicas en comparacién con
aquellas extraidas con &cido nitrico, ademas de ser econémico y benéfico desde el punto de vista
ambiental. Mientras que Mollea, et al., (2008) han procesado las cascaras de cacao por extraccion
con acido caliente y el uso de microondas como pretratamiento y obtuvieron los mejores resultados
a pH 2.5 y una duracion de extraccion de 60 min. Ademas, mostraron una mejora significativa en el
rendimiento de pectina (3.60 %) despues de usar microondas en comparacion de aquellas en las que
no se utilizé. En adicion, Yapo y Koffi (2013) informaron de la utilizacidn de pectinas de cascaras
de cacao como agente emulsificante/estabilizante eficaz, pero en emulsiones O/W no alimentarias,

sin embargo, no dan informes del tamafio de gota producido.
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1.2.7. Emulsiones estabilizadas con pectinas

La actividad emulsificante y estabilizante estd dada por: a) grupos hidrofébicos unidos a
ciertos residuos glucosidicos a lo largo de las cadenas de carbohidratos (es decir octenilo, metilo,
acetilo, fendlico, etc.), y b) regiones cortas de proteina unida covalentemente (Dickinson, 2018). Por
ejemplo, la actividad emulsificante de SBP se atribuye principalmente a la fraccion proteica y
también a sus grupos acetilo ya que el hidrocoloide en si es predominantemente hidrofilo (Leroux
et al., 2003; Funami et al., 2007 Siew y Williams, 2008). Mientras que, la estabilidad de la emulsion
generalmente estd respaldada por la fraccion de hidratos de carbono a través de los efectos de
viscosidad, impedimento estérico e interacciones electrostaticas (Chanamai et al., 2002). A
continuacidn, se presenta algunos reportes de la utilizacién de pectina como agente emulsificante
para la formacion y estabilizacion de emulsiones:

HMP se emple6 para preparar emulsiones cargadas de resveratrol, en donde la pectina actuo
como emulsificante. Las emulsiones de HMP se mantuvieron estables durante siete dias de
almacenamiento y no mostraron separacion de fases (Benjasirimongkol y Sriamornsak, 2016).

Guerra-Rosas et al. (2017) evaluaron la actividad antimicrobiana de aceites esenciales de
orégano (Origanum compactum), tomillo (Thymus vulgaris), limoncillo (Cymbopogon citratus) y
mandarina (Citrus reticulata) en nanoemulsiones de HMP contra Escherichia coli y Listeria
innocua. Y demostraron que el tipo de aceite esencial utilizado en la formulacion afect6
significativamente el tamafio de gota de los sistemas de nanoemulsion y se encontré que las
nanoemulsiones de limoncillo-HMP con tamario de gota entre 11 y 13 nm mostraron la actividad
antimicrobiana més fuerte.

Burapapadh et al. (2012) compararon las propiedades fisicas de nanoemulsiones a base de
pectina cargadas con itraconazol (un farmaco modelo) preparadas por homogeneizador de alta
presion y sonicador. Las nanoemulsiones preparadas por homogeneizacion a alta presién tenian un
tamafo de particula méas pequefio cuando se aumento el tiempo de homogeneizacion, ademas, se
encontré que el tipo de pectina afecté el tamafio de las emulsiones, siendo las nanoemulsiones
preparadas con HMP las que presentaron tamafio de particula mas pequefio en comparacion con las
preparadas con LMP y LMP amidada probablemente debido a la alta porcion de grupos hidréfobos
en HMP.
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1.3.- Proteinas

Algunos emulsificantes naturales de superficie activa, son las proteinas, las cuales pueden
ser aisladas de diversas fuentes, incluyendo la leche, la carne, el pescado y los vegetales, sin
embargo, los mas utilizado en la industria alimentaria son los derivados de la leche de vaca, es decir,

las proteinas de caseina y el lactosuero (Bansal y Bhandari, 2016).

1.3.1.- Proteinas del lactosuero

Las proteinas del lactosuero son aquellas que permanecen solubles después de la coagulacién
de la caseina a pH < 5.0 durante la manufactura de quesos frescos (Walstra et al., 2006; Lievore et
al., 2015). Y estan compuestas por a-lactoalbumina, B-lactoglobulina, albimina de suero bovino,
lactoferrinas e inmunoglobulinas. Constituyen aproximadamente el 20 % de la proteina total en la
leche y tienen un alto valor nutricional debido a su alto contenido de aminoacidos (Walstra et al.,
2006; Bansal y Bhandari, 2016) y su temperatura de desnaturalizacion es de alrededor de 70-80 °C
(Anema y McKenna, 1996). Aproximadamente el 55 % de la proteina del lactosuero es -
lactoglobulina (18,300 g/mol); mientras que la a-Lactalbumina (14,200 g/mol) representa el 25 %,
otras proteinas de menor importancia son las inmunoglobulinas y albimina de suero, las cuales
representan aproximadamente el 15 % y 5 %, respectivamente (de Wit, 1981).

Las proteinas lacteas, y en particular las proteinas del lactosuero, se han utilizado
ampliamente como emulsificantes en emulsiones del tipo O/W por su velocidad de difusion y
velocidad de adsorcién a la interfaz, la capacidad de desplegar su estructura molecular globular y su
agregacion en la interfaz (Lee y McClements, 2010). Un nimero de diferentes ingredientes de
proteina de lactosuero estan disponibles para su uso en la industria alimentaria como emulsificantes,
incluyendo concentrado, aislado e hidrolizado de proteina de lactosuero (WPC, WPI y WPH,
respectivamente, por sus siglas en inglés) y las fracciones de proteinas altamente purificadas, tales
como: B-lactoglobulina (B-Lg) y a-lactoalbumina (a-La) (Lee y McClements, 2010; Adjonu et al.,
2014a).

Los procesos de adsorcion de proteinas en una escala de tiempo corto parecen estar
controlados por difusion, en contraste con una barrera de energia que ocurre durante observaciones
a largo plazo que limita la adsorcion del emulsificante (Singh y Dalgleish, 1998; Tang y Shen, 2015).

Posteriormente, forman capas gruesas que evitan que las gotas coalescan o floculen, principalmente
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por interacciones hidrofobicas en la interfaz aceite/agua y también por enlaces disulfuro entre la
proteina adsorbida en las gotas de aceite (Schroder et al., 2017; Dickinson, 2018).

Los recubrimientos interfaciales formados por las proteinas son por lo general relativamente
delgados y eléctricamente cargados Yy, por lo tanto, el principal mecanismo de la prevencion de
floculacion en las emulsiones estabilizadas por proteina es la repulsion electrostatica (en lugar de
repulsion estérica) (McClements, 2005; Dickinson, 2009). Por consiguiente, las emulsiones
estabilizadas con proteina son particularmente sensibles a los efectos del pH y fuerza idnica
(Piorkowski y McClements, 2013), y tienden a flocular a valores de pH cerca de su punto isoeléctrico

(p) o cuando la fuerza iénica excede de un cierto nivel (McClements, 2005)

1.3.2.- Hidrolizados de proteina de lactosuero

La capacidad de los hidrolizados de proteina de lactosuero para formar y estabilizar gotas de
emulsion depende de sus caracteristicas (longitud de cadena/tamafio molecular, conformacion,
hidrofilicidad e hidrofobicidad) (Gauthier y Pouliot, 2003; Lam y Nickerson, 2013), asi como del
grado de hidrdlisis (el porcentaje de enlaces peptidicos rotos durante la hidrélisis) (Singh y
Dalgleish, 1998; Schroder et al., 2017). La hidrolisis (generalmente enzimatica) de proteinas de
lactosuero produce péptidos que son mas pequefios, poseen menos estructuras secundarias y
terciarias, y tienen un nucleo hidroéfobo parcialmente expuesto (Lam y Nickerson, 2013;). Estas
caracteristicas explican su mayor tasa de difusién y migracion a la interfaz aceite/agua y su
capacidad para cubrir un &rea mas grande que las proteinas nativas (Schroder et al., 2017). La
adsorcion de péptidos en la interfaz depende de las propiedades hidréfobas de estos, que
posteriormente permitiran formar peliculas fuertes y cohesivas alrededor de las gotas y, por lo tanto,
funcionar como buenos emulsificantes (Singh y Dalgleish, 1998; Lam y Nickerson, 2013; Schroder
et al., 2017). Por ejemplo, el aumento del grado de hidrélisis aumenta la solubilidad del péptido y
la capacidad emulsificante (Singh y Dalgleish, 1998; Schroder et al., 2017), pero si el grado de
hidrolisis es demasiado alto, reduce la formacion y estabilidad emulsiones y espumas (Agboola et
al., 1998). Por otra parte, péptidos de mayor tamafio son capaces de modificar la estructura interna
de una emulsion formando redes entrelazadas y limitando la tendencia a la desestabilizacion,
probablemente porque presentan grupos hidrofébicos e hidrofilicos en la misma molécula; mientras
gue, mayores concentraciones de péptidos hidréfilos y de cadena corta pueden limitar sus

propiedades interfaciales y de estabilizacion esterica (Singh y Dalgleish, 1998). Es decir, durante la
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formacion de emulsiones, los aminoacidos hidrofilicos de las proteinas del lactosuero se pueden usar
como agente estabilizador debido a su tendencia a exponerse a la fase acuosa y unirse al agua y
actuar a través de efectos estéricos, mientras que los aminodcidos hidrofébicos interacttan con las
gotas de aceite siendo los responsables de la actividad superficial (Singh y Dalgleish, 1998; Lam y
Nickerson, 2013).

La inclusion de péptidos de proteina de lactosuero en emulsiones podria dar como resultado
productos con una modificacion de muchas de sus caracteristicas, tales como textura, sabor,
atributos sensoriales y estabilidad de almacenamiento, ademas de proporcionar bioactividades (tales
como: actividad antioxidante, antihipertensiva, inmunoestimulante, antitrombético, antigastrico,
antimicrobiano y anticancerigeno) que pueden ser beneficiosas para promover una buena salud
(Gauthier y Pouliot, 2003; Korhonen y Pihlanto, 2006; Adjonu et al., 2014b).
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1.4.- Sistemas emulsionantes mixtos de proteina—polisacarido

Anteriormente, la mayoria de los estudios realizados en la estabilizacion de emulsiones se
habian concentrado en el uso de tensioactivos sintéticos y de bajo peso molecular (tweens y spans)
debido a su excelente difusividad interfacial, en comparacion con macromoléculas como proteinas
y polisacaridos (Tcholakova et al., 2008; Maldonado-Valderrama y Rodriguez-Patino, 2010; Bouyer
etal., 2012; Ozturk et al., 2014). Sin embargo, hoy en dia, las preocupaciones sobre la seguridad, la
toxicidad y el metabolismo de los emulsificantes sintéticos en el cuerpo humano limitan su
aplicacion a los sistemas alimentarios. Por ello existe un interés creciente en explotar las ventajas
combinadas de las proteinas y los polisacaridos como ingredientes emulsificantes y estabilizadores,
mediante una combinacion de mecanismos electrostaticos y estéricos (Perez et al., 2009; Dickinson,
1995; Guzey y McClements, 2006; Dickinson, 2008).

Las proteinas se emplean principalmente como agentes estabilizadores y formadores de
emulsiones debido a su alta actividad superficial, mientras que los polisacaridos se usan
principalmente como agentes espesantes o gelificantes (Dickinson, 2009; Dickinson, 2018). Los
efectos sinérgicos resultantes de la mezcla de estos biopolimeros son debido a su alta actividad
superficial, su capacidad para aumentar la viscosidad del medio de dispersién y su capacidad para
formar capas adsorbidas gruesas y cargadas (Harnsilawat et al., 2006; Ye, 2008; Rodriguez-Patino
y Pilosof, 2011). Al mezclar soluciones de polisacéridos y proteinas, se puede observar cualquiera
de las posibilidades representadas en la Figura 4.

LN L, Y w
~A @
Polisacérido Proteina
Complejacion Segregacion
3' 7b Co-solubilidad 3:?
- ‘ ¥ e’ v
(a) (b) =

Figura 4.- Esquema representativo del comportamiento de la mezcla proteina—polisacarido (Fuente:
Rodriguez-Patino y Pilosof, 2011).
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Para soluciones muy diluidas, la mezcla es estable ya que domina la entropia de mezcla, por
lo que la proteina y el polisacarido son co-solubles (Figura 4c) y pueden formar soluciones estables.
Sin embargo, si la proteina y el polisacéarido son incompatibles (es decir, si se repelen uno del otro)
ocurre separacion de fase termodindmica o también llamada segregacion (Figura 4d), la separacién
de fases exhibe una fase rica en proteina y otra rica en polisacarido (Ye, 2008). En contraste, si la
proteina y el polisacarido muestran una atraccion neta, usualmente a traves de interacciones
electrostaticas (cuando tienen grupos opuestos cargados) puede conducir a la formacion de
complejos solubles y/o insolubles (Figura 4a y 4b, respectivamente). La formacion de complejos
electrostaticos entre proteinas y polisacaridos aniénicos ocurre generalmente en el intervalo de pH
entre el valor del pK de los grupos anionicos (grupos carboxilos) de los polisacaridos y del pl de las
proteinas; es usualmente un proceso reversible, que depende de variables como el pH y fuerza ionica
(Tolstoguzov, 1997; Ye, 2008). Ademas, durante la formacién de complejos electrostaticos la carga
neta general del polisacarido aniénico disminuye, con la agregacién gradual de la proteina,
disminuyendo las cargas netas opuestas y reduciendo la solubilidad e hidrofilicidad del complejo
resultante (Tolstoguzov, 1997) y disminuyendo el pl del complejo cuando se le compara con la
proteina inicial (Dickinson, 1995).

Los complejos solubles se forman cuando la proporcion de biopolimeros esta lejos de ser
equivalente (es decir, cuando la relacién de carga neta de los biopolimeros es cercana a la unidad);
mientras que la formacion de complejos insolubles conduce a un fenémeno de separacion de fases
Ilamado coacervacion o separacion de fases asociativa y la mezcla se separa en dos fases: la fase
inferior contiene el complejo proteina—polisacarido, mientras que la fase superior contiene
principalmente el solvente (Schmitt et al., 1998; Ye, 2008).

Las interacciones proteina-polisacarido también pueden modificar la reologia interfacial,
formando capas poliméricas méas voluminosas alrededor de las gotas de la emulsion y
proporcionando una estabilizacion mejorada de las gotas a través de los efectos estéricos y creando
nuevas nano, micro o macroestructuras funcionales (Rodriguez-Patino y Pilosof, 2011; Xu et al.,
2012).

1.4.1.- Factores que influyen en la formacion de complejos proteinas/polisacaridos
Las proteinas poseen una carga neta negativa por encima del pl y una carga neta positiva por

debajo de este pH, en su pl no tienen carga neta, pero hay regiones localizadas en la superficie de la
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proteina que tienen carga positiva 0 negativa, lo que la hace interesante para su interaccion con
polisacéaridos iénicos (Cooper et al., 2005).

Varios pardmetros fisicoquimicos influyen en el fendmeno de complejacién de la proteina y
el polisacarido, tales como pH, fuerza ionica, relacion proteina/polisacarido, densidad de carga y
concentracion total de biopolimero (Jones et al., 2010; Schmitt y Turgeon, 2011; Salminen y Weiss,
2014).

La complejacion ocurre generalmente como resultado de interacciones electrostaticas entre
polisacaridos anionicos y parches superficiales cargados positivamente (especialmente grupos
NHs™) en las proteinas (Cooper et al., 2005). Este mecanismo de “parche” también puede verse
influenciado por la regulacion de la carga y las interacciones ion-dipolo a pH cercano a su pl (da
Silvay Jonsson, 2009). Dependiendo de las condiciones electrostaticas, los complejos permaneceran
como complejos solubles (CS) o se someteran a una separacion de fases asociativa o0 segregativa
(Weinbreck et al., 2003; Cooper et al., 2005; Turgeon et al., 2007).

Los factores importantes para determinar la presion superficial/interfacial de estos sistemas
son: a) la carga electrostatica de los complejos proteina/polisacérido en la solucion, regida por la
densidad de carga de cada biopolimero y su proporcion de mezcla, y b) el orden de adsorcion de

biopolimeros a la interfaz (simultanea o secuencial) (Rodriguez-Patino y Pilosof, 2011).

1.4.1.1.- Influencia del pH y la fuerza i6nica sobre la formacién de complejos solubles
Hoffmann et al. (1996), investigaron la dependencia del pH sobre la turbidez de soluciones
acuosas de PB-lactoglobulina sola y/o B-lactoglobulina/pectina de remolacha azucarera en una
relacién 1:1 y encontraron lo siguiente: la turbidez de las soluciones de SBP pura fue cercana a cero
en todo el rango de pH estudiado, lo que indica que no se autoasocia, lo que puede atribuirse a la
repulsiéon electrostatica y estérica entre las moléculas de polisacaridos ramificados cargados
negativamente. Mientras que la dependencia del pH sobre la turbidez de soluciones mixtas de p-
Lg/SBP permanecio relativamente baja desde un pH de 7 a 5, lo que indica que las proteinas y los
polisacaridos existian como moléculas aisladas y/o como complejos solubles que eran demasiado
pequerios para dispersar la luz con fuerza. En estas condiciones de pH, tanto las moléculas de
proteina como las de polisacaridos tienen una carga negativa relativamente alta, por lo que existe
una fuerte repulsion electrostatica entre ellas, lo que impide la coacervacion. Hubo un aumento en

la turbidez de las soluciones de biopolimeros mezclados cuando el pH se redujo por debajo de
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aproximadamente 5. Este aumento fue bastante gradual cuando el pH se redujo de 5 a 4, pero se hizo
mucho mas pronunciado cuando el pH se redujo alin mas. A estos valores de pH mas bajos, algunos
sistemas formaron dispersiones coloidales turbias relativamente estables. Adicionalmente, se obtuvo
informacién del potencial-  como funcién del pH de los complejos proteina-polisacarido, el cual
fue menos negativo que los de la pectina sola y mas negativo que los de la proteina sola, lo que

indica que el fendmeno de complejacion, se llevé a cabo con éxito.

1.4.1.2.- Influencia de la relacién proteina-polisacarido

Las propiedades de los complejos electrostaticos formados entre proteinas y polisacaridos
dependen de la relacién en masa de proteina y polisacarido (R) en solucién, que depende de factores
tales como la densidad de carga lineal, la conformacion y la flexibilidad del biopolimero (Turgeon
et al., 2007; Schmitt et al., 1998). Jones et al. (2010) investigaron la interaccion de la relacion en
masa (R) de B-Lg/LMP a diferentes valores de pH y a una concentracion de proteina fija, usando
mediciones de turbidez y potencial-{ y descubrieron que por debajo de pH 5.5, la proteina puede
agregarse con otras moléculas de proteina debido a la auto asociacion cercana al punto isoeléctrico
(pl ~5.2) o interactuar en la solucion circundante con grupos cargados opuestamente como
polisacaridos anionicos. A bajas R la mayoria de las moléculas de proteina se unen a moléculas de
polisacaridos (poca proteina libre para auto asociarse), y los complejos formados presentan alta
carga neta negativa por lo que son relativamente estables a la agregacion, y pueden recubrir toda la
superficie de las gotas de aceite (adsorcidn cooperativa) formando una multicapa macromolecular
gruesa que proporciona contribuciones electrostaticas y estéricas a la estabilidad (Dickinson, 2008).
Por otro lado, a altas R, existe una disminucién apreciable en la carga negativa en los complejos y
un aumento en la turbidez de la solucion, que puede atribuirse a la auto asociacion de proteinas,
neutralizacion de carga de los complejos, y/o efectos de puente asociados con los altos niveles de
proteina. Estos resultados demuestran que es posible prevenir la agregacion isoeléctrica de proteinas

globulares mediante la identificacion del valor R optimo para el polisacarido ionico utilizado.

1.4.1.3.- Comportamiento interfacial de proteina-polisacarido
Cuando una proteina se adsorbe en una interfaz fluida en presencia de polisacaridos en
condiciones de compatibilidad termodindmica limitada, pueden ocurrir tres fendmenos: a) el

polisacarido se adsorbe en la interfaz por si solo en competencia con la proteina (adsorcion
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competitiva) b) el polisacarido se compleja con la proteina adsorbida principalmente por
interacciones electrostaticas o enlaces de hidrogeno y (c) debido a la existencia de una
compatibilidad termodindmica limitada entre la proteina y el polisacarido, el polisacérido se
concentra en la proteina adsorbida (Baeza et al., 2004; Dickinson, 2011).

El anclaje del polisacarido en la pelicula interfacial puede ocurrir por el mecanismo a o b,
dependiendo de la estructura quimica del polisacérido y del pH. Una vez que el polisacérido entra
en la interfaz o se une por complejacion, podria conducir a un aumento del potencial quimico o
modificacion de la actividad termodindmica de la proteina en la interfaz. Por lo tanto, la proteina en
lainterfaz funcionaria como una pelicula mas concentrada, lo que llevaria a un aumento en la presién
superficial. Incluso si el polisacarido no participa en la interfaz (es decir, no se adsorbe por si mismo
0 no se compleja con proteina adsorbida), la existencia de una compatibilidad termodindmica
limitada entre la proteina y el polisacarido en las proximidades de la interfaz podria conducir a la
concentracion de proteina adsorbida por un mecanismo de agotamiento (Rodriguez-Patino y Pilosof,
2011).

1.4.2. Emulsiones hechas con sistemas mixtos de proteina—polisacarido

Se ha demostrado que los complejos de proteina-polisacarido pueden tener mejores
propiedades emulsificantes que si estos biopolimeros se utilizaran de manera individual (Guzey y
McClements, 2006; Dickinson, 2011).

El sistema proteina—polisacarido se pueden unir entre si mediante a) enlace covalente o b)
interacciones electrostaticas. EI método a) consiste en preparar una solucion mixta de los
biopolimeros, y luego usar el complejo proteina-polisacarido resultante como el agente
emulsificante durante la homogeneizacion, también llamado “emulsiones mixtas”. EI método b)
consiste en preparar la emulsion inicialmente con proteina como agente emulsificante, mezclar la
emulsion con la solucion del polisacarido y permitir que el polisacarido se adsorba sobre la
monocapa de proteina como una capa secundaria complejante definido como “emulsiones bicapa”
(McClements et al., 2007). Por lo tanto, existe un potencial para el uso de capas interfaciales mixtas
en emulsiones que contienen hidrocoloides para el desarrollo de vehiculos de entrega y proteccion
de nutrientes, contra la degradaciéon enzimatica durante la digestion (Dickinson, 2008; Dickinson,
2011, Rodriguez-Patifio y Pilosof, 2011; Schmitt y Turgeon, 2011).
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Las emulsiones que contienen gotas recubiertas con complejo proteina-polisacarido son mas
resistentes a diferentes cambios ambientales (pH, alta fuerza idnica y temperaturas elevadas) que las
recubiertas con proteina sola (Harnsilawat et al., 2006). La razon principal puede atribuirse al hecho
de que las gotas estan rodeadas por una capa gruesa y densa de complejo proteina-polisacarido
fuertemente unido que conduce a un aumento de las repulsiones estéricas, asi como a una
disminucion de la atraccion van-der-Waals entre las gotas (Dickinson, 2008). Sin embargo, la
desestabilizacion de la emulsion siempre se produce por floculacién ya sea por una concentracion

baja 0 extremadamente alta de polisacarido (Jourdain et al., 2008).
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Las céscaras, representan el principal desperdicio del proceso de extraccion del grano de
cacao, reflejando un serio problema ambiental e inoculo de enfermedades para el cultivo. Por ello,
la valorizacion de este subproducto para la obtencion de pectinas es cada vez mas evidente, debido
a las tendencias por obtener y caracterizar pectinas a partir de nuevas fuentes botanicas o bien de
desechos agroindustriales con caracteristicas fisicoquimicas similares o superiores a las obtenidas
comercialmente. Se ha reportado sobre la obtencidon de pectina de cascara de cacao utilizando
diferentes condiciones de extraccion y tipos de acido, sin embargo, su aplicacién se limita en las
propiedades gelificantes y escasos estudios evalUan sus propiedades emulsificantes/estabilizantes,
pero en emulsiones no alimentarias. Las pectinas son utilizadas como agentes estabilizantes en
emulsiones, debido a que reducen los movimientos de las gotas al aumentar la viscosidad de la fase
continua, sin embargo, en la interfaz aceite/agua exhiben baja difusidad y anclaje, esta dificultad no
permite que las moléculas de pectina cubran la gota de aceite durante el proceso de homogeneizacion
y en consecuencia se obtengan gotas de aceite grandes. Para contrarrestar este inconveniente, la
utilizacion de hidrolizados de proteina de lactosuero, debido a su bajo peso molecular, anfifilicidad
y su rapida difusidad hacia la interfaz aceite/agua, en combinacion con las pectinas de cascara de
cacao, bajo condiciones especiales de pH y relacion en peso entre ambos biopolimeros, se pueden
formar complejos solubles, los cuales representan una alternativa de agente
emulsificante/estabilizante natural mejorado, que potencializan las caracteristicas de los
biopolimeros que si se utilizan de manera individual y puede ser utilizados en el disefio y
formulaciéon de emulsiones grado alimenticio. Ademas, esta tecnologia puede contribuir en la

generacion de conocimientos sobre la utilizacion de desechos agroindustriales con potencial uso.
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El aprovechamiento de la actividad superficial de la pectina de cascara de cacao, debida a la
presencia de alto contenido de grupos hidrofébicos acetilo y metilo y una fraccién proteica en su
estructura, permitird la formacién de complejos electrostaticos solubles con hidrolizados de
proteina de lactosuero, que conduzcan a la formacién de nanoemulsiones tipo aceite-en-agua,
mejorando sus propiedades fisicoquimicas de estabilidad cinética respecto al uso individual de la

pectina de cascara de cacao como agente emulsificante.
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4.1.

4.2.

General
Evaluar las propiedades emulsificantes/estabilizantes de pectinas de cascara de cacao y la
modificacion de estas mediante la complejacion electrostatica con hidrolizado de proteina de

lactosuero, en la formacidn y estabilizacion de emulsiones aceite-en-agua grado alimenticio.

Especificos

» Caracterizar la estructura quimica de pectinas extraidas de la cascara de cacao, mediante la
determinacion del contenido de los principales grupos funcionales que las conforman.

> Establecer las condiciones de relacion en peso entre biopolimeros y pH para obtener un
complejo soluble de hidrolizado de proteina de lactosuero HPS-PCC (CShps-pcc).

» Evaluar las propiedades interfaciales de PCC y CShps.rcc, mediante su comportamiento
dindmico de adsorcion interfacial.

» Evaluar las caracteristicas funcionales de PCC y CShps-rcc de acuerdo con su capacidad de

formacion y estabilizacion de emulsiones aceite-en-agua grado alimenticio.
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5.1.- Materiales y reactivos quimicos

Frutos de cacao (Theobroma cacao L., variedad Trinitario), procedentes de la region de la
Chontalpa del Estado de Tabasco, México, fueron cosechados y suministrados por la Asociacion
Local Agricola de Productores de Cacao de “Huimanguillo” (ALAPCH), durante el mes de marzo
de 2016. Esta region se encuentra localizada entre los 17° 49’ latitud norte y los 93° 23’ longitud
oeste, presenta una elevacion sobre el nivel del mar promedio de 10 m. La precipitacion media anual
y la temperatura es de 2,500 mm y de 23 °C, respectivamente, mientras que el tipo de suelo es
gleysol, vertisol, cambisol y fluvisol. El clima, al igual que en la mayor parte del estado es calido-
himedo, con abundantes lluvias en verano y de acuerdo con la clasificacion de Kdppen es del tipo
A del subtipo Am. Hidrolizado de proteina de lactosuero (HPS; Hilmar™ 8390, 78 % de proteina
en base seca, 5.5 % de grasa, 3.5 % de humedad, 4.5 % de cenizas, 3.0 % de lactosa y distribucion
de peso molecular de 70.8 % <1,000 daltons, 12.9 % de 1,000-5,000 daltons, 6.6 % de 5,000-20,000
daltons y 9.5 % > 20,000 daltons; Hilmer Cheese Company, Hilmar, CA, E.U.A.). Aceite de canola
(O; Great Value, Wal-Mart, México, D.F.). Acido citrico (CeHsO7), &cido clorhidrico (HCI),
hidréxido de sodio (NaOH), sulfato de magnesio hepta-hidratado (MgSO. ¢ 7H20), acido sulfarico
(H2S0.) y etanol del 96 %, fueron suministrados por J. T. Baker (Edo. de México, México). Acido
sulfamico (H3NSOg), sulfamato de potasio (K2SOa), tetraborato de sodio (NazB4O7), 3-fenilfenol
(CeHsCsH4OH), solucién de tartrato de carbonato de cobre (CTC), dodecilsulfato de sodio
(NaC12H25S04), Folin—Ciocalteau y acido D-galacturénico y albumina de suero bovino (Sigma-
Aldrich Quimica, S. de R. L. de C. V.; Toluca, Estado de México, México). En todos los

experimentos se utiliz6 agua desionizada, libre de COx.

5.2.- Extraccién y purificacion de la pectina de cascara de cacao

Se cortaron las vainas de cacao de manera longitudinal y se separaron manualmente las
semillas de la cascara. Las cascaras se cortaron en trozos pequefios de aproximadamente 2 cm x 2
cm x 2 cm, se deshidrataron en un horno con circulacién de aire (Riossa Digital, HCF- 62, Nuevo
Ledn, México) a 55 °C hasta peso constante (36 — 48 h). Estas piezas de cascara secas fueron
pulverizadas en un molino para nixtamal y grano (NixtamaticMR, Ciudad de México, México)
utilizando tamices sucesivos de 2 mm y 1 mm. El material final que pasé a través del tamiz de 1 mm

fue denominado como harina de céscaras de cacao (HCC).
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La pectina de cascara de cacao se extrajo de la HCC por hidrolisis &cida de acuerdo a la
metodologia propuesta por Vriesmann et al. (2012), con ligeros cambios. Brevemente 100 g de
HCC se mezclaron con 2.5 L de &cido citrico (relacion sélido-liquido de 1:25 p/v) y se colocaron
en un bafio de agua con agitacion constante. Las condiciones de extraccion fueron: pH de 3.0,
temperatura y tiempo de extraccion de 85 °C y 90 min, respectivamente. El extracto resultante se
enfrié a temperatura ambiente (23 + 2 °C) y se filtr6 usando una tela sintética. Posteriormente el
extracto fue centrifugado a 8,000 x g por 10 min (Centrifuge 5810 R, Eppendorf, AG, Hamburg,
Alemania), y se descarto el precipitado (impurezas). Al supernadante se le afiadio etanol 96 % en
una proporcion de 2:1 v/v y se mantuvo durante 24 h a4 £ 1 °C, para permitir la precipitacion de
la pectina (Muhammad et al., 2014).

A continuacion, la pectina se separo por filtracion a través de papel filtro Whatman N° 1y
se lavd dos veces con etanol al 70 % en una proporcion de 1:1 v/v para la eliminacion de azUcares
libres, oligosacaridos de bajo peso molecular, pigmentos y otras impurezas. El excedente de
alcohol fue eliminado por centrifugacion a 8,000 x g por 25 min a 20 °C, y se descartd el
supernadante; el sobrenadante se sec6 a 35 £ 1 °C durante 24 h en un horno con circulacién de
aire. La pectina seca se molié en un mortero con el fin de obtener un polvo fino.

El rendimiento de extraccion se estimo acorde a la siguiente Ecuacion (1).

Pectina en polvo (g)

Rendimiento (%) =
endimiento (%) (Harina de cascara de cacao (g)

) x 100 % (D)

El contenido de humedad de PCC se determind en un analizador de humedad (Ohaus,
MB23, Parsippany, N.J., E.U.A.) mediante el secado de la muestra a 105 °C, hasta alcanzar peso
constante (Food Chemical Codex, 1996).

5.3.- Caracterizacion fisicoquimica de la pectina de cascara de cacao
5.3.1.- Determinacion del grado de esterificacion (GE), grado de amidacion (GAmd) y grado
de acetilacion (GAc)

El grado de esterificacion (GE), grado de amidacion (GAmd) y el grado de acetilacion
(DAc) de PCC fue determinado acorde a lo informado por Hua et al. (2015), con ligeras

modificaciones. Dispersiones de pectina (0.500 mg/100 mL de agua desionizada) se valoraron con
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NaOH 0.1 mol/L utilizando fenolftaleina como indicador y el volumen consumido fue registrado
como “V1”. Después, la pectina fue saponificada con la adicion de 20 mL de NaOH 0.5 mol/L y
se dej6 reaccionar por 15 min en agitacion constante; la reaccion se detuvo con la adicién de 20
mL de HCI 0.5 mol/L. EI HCI excesivo se valoré con NaOH 0.1 mol/L y el volumen consumido
fue registrado como “V2”. Posteriormente, la solucion se saturé con 20 mL de NaOH 2.5 mol/L y
se mezclé en un matraz de destilacion de 1,000 mL y se conectd a un condensador, cuya linea de
suministro fue sumergido en una mezcla de 150 mL de agua y 20 mL de HCI 0.1 mol/L. La mezcla
se destild hasta que se recogieron ~100 mL del destilado. EI HCI excesivo se valoré con NaOH
0.1 mol/L utilizando rojo de metilo como indicador y el volumen consumido fue registrado como
“S”. Un ensayo en blanco se realiz6é usando 20 mL de HCI 0.1 mol/L y el volumen consumido de
HCI fue registrado como “B”. La diferencia de B y S se asumi6 como “V3”.

Para determinar la cantidad de acetil, 0.500 mg de PCC se disperso en 25 mL de NaOH
0.125 mol/L, después de agitar durante 4 h, la solucion se diluyé en un matraz aforado de 50 mL.
Una alicuota de 20 mL de solucién diluida y 20 mL de solucion Clark (100 g MgSO4 « 7H20, 0.8
mL de H.SO4 y 180 mL de H20), se transfirieron a un matraz de destilacion de 1,000 mL vy se
recogieron los primeros 15 mL del destilado en una probeta graduada. Inmediatamente se inicio
el suministro de vapor y se continud la destilacion hasta obtener 150 mL del destilado. El destilado
se valoré con NaOH 0.05 mol/L hasta alcanzar un pH de 8.5 y el volumen consumido se registré
como “A”. Agua desionizada se utilizo como blanco para la titulacion y el volumen consumido se

registr6 como “Ao”. La diferencia de A y A0 se asumioé como “V4” (Ecuaciones 2-4).

% GE = V2 (mL) x 100 - (2)
V1(mL) + V2(mL) + V3(mL) — V4(mL)
B V3 (mL)

% GAmd = x 100 - (3)

V1(mL) 4+ V2(mL) + V3(mL) — V4(mL)

V4 +1073(L) x 0.05 (mT"l)

% GAc =
% GAc 0.500 (g) x 0.821

x 194.14 (g/mol) x 100 .. (4)
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5.3.2.- Porcentaje grupos metoxilo

El porcentaje de grupos metoxilo (% GM) fue determinado acorde a Zouambia et al.
(2017). ElI GM se encuentra relacionado con el GE, debido a que la cantidad de grupos metoxilo
en 100 % de pectina esterificada es de 16.32 %. El porcentaje de metoxilacion fue calculado con

base a la siguiente ecuacion (5).

16.32

5.3.2.- Determinacion de acido galacturénico

El contenido de é&cido galacturénico fue estimado por el método colorimétrico de
sulfamato/3-fenilfenol, acorde a lo informado por Filisetti-Cozzi y Carpita (1991). A 0.4 mL de
PCC (100 pg/mL) se afiadieron 40 puL de solucion de sulfato de potasio 4 M a pH 1.6, y luego se
afiadieron 2.5 mL de solucién de tetraborato de sodio 75 mM disuelto en H2SOs y se agit6
vigorosamente con un vortex (Vortex Genie, Modelo G560, Scientific Industries Inc., New York,
EUA) durante 1 min y la mezcla se enfrié a temperatura ambiente en un bafio de hielo. Después
los tubos se incubaron en agua hirviendo durante 15 min, y la reaccion se detuvo enfriandolos en
bafio de hielo durante 1.0-1.5 min. Finalmente, se afiadieron 80 uL de 3-fenilfenol 0.5 % (p/v)
disueltos en NaOH 0.5 % (p/v), la muestra se mezcl6 vigorosamente en el vortex antes de leer su
absorbancia a 525 nm en un espectrofotometro (Genesys 10S UV-Vis, Thermo Scientific, EUA).
La cuantificacion del acido galacturonico se realizd utilizando acido D-galacturénico como

estandar (Sigma-Aldrich México, Toluca, Estado de México, México).

5.3.4.- Determinacion del contenido de proteina

El contenido de proteina fue determinado por el método de Lowry (Lowry et al., 1951).
Primero se afiadieron 0.5 mL de PCC (0.01 g/mL) y 0.5 mL de agua desionizada en tubos de vidrio
ambar. Despues se adiciond 1 mL de solucion A (CTC (CuSOs « 5H20 al 0.1 %, tartrato de Na K
al 0.2 %, Na2COs al 10 %. Se disolvio el Na.COz en la mitad del volumen final y se agrego
lentamente a la solucion de CuSOa4 con agitacion), NaOH 0.8 N y dodecil sulfato de sodio al 10
%) se agitd vigorosamente en un vortex durante 1 min y se dejé reposar durante 10 min.
Posteriormente, a la mezcla, se afiadieron 0.5 mL de solucion B (reactivo Folin-Ciocalteau 0.3 N)
a cada uno de los tubos de vidrio &mbar y se agité vigorosamente en un vortex durante 1 min.

Finalmente, las absorbancias se leyeron a 750 nm en un espectrofotometro después de 30 min de
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reposo, utilizando albumina de suero bovina (BSA, por sus siglas en inglés) como estandar
(Sigma-Aldrich México, Toluca, Estado de México, México). Los valores de absorbancia se
corrigieron multiplicando por un factor de dilucién de 2.

5.3.5.- Viscosidad intrinseca y estimacion del peso molecular viscosimétrico medio

La determinacién de la viscosidad intrinseca [n] se realiz6 acorde al procedimiento de
Cuevas-Bernardino et al., 2016 con ligeras modificaciones. Se prepararon soluciones patrén de
dispersiones de PCC (0.1 % p/v) en agua desionizada (100 mM NacCl), bajo agitacion magnéetica
durante 30 min o hasta su completa dispersion y almacenadas a 25 °C por 24 h, para asegurar la
completa hidratacion.
Esta solucion patrén fue diluida en un intervalo de concentracion de 0.001- 0.1 g/100 mL. Muestras
diluidas fueron vigorosamente agitadas por lo menos 15 min antes de las mediciones de viscosidad.
La viscosidad fue determinada utilizando un redmetro Physica MCR 301 (Anton Paar,
Messtechnik, Stuttgart, Alemania) usando una geometria de cilindros concéntricos DG26.7 con
doble gap a una velocidad de corte de 62.1 s, dejando reposar la muestra por 5 min para la
recuperacion de su estructura y equilibrio a una temperatura de 25 °C con ayuda de un sistema peltier
(Physica TEK 150P), antes de cada medicion.

La viscosidad relativa (nrer), especifica (nesp) y reducida (nyred), fueron calculados de acuerdo
a las siguientes Ecuaciones (6-8):

n1
Nrel = T]_O (6)
nl
Nosp = (n_O) _1 (7
nly _
(nO) 1
lrea = ~—— (8

Donde n1 es la viscosidad de la solucion de pectina, n0 es la viscosidad del solvente (solucion de
NaCl 100 mM) y C es la concentracion de la pectina.

La viscosidad intrinseca [n] fue calculada extrapolando linealmente la viscosidad reducida a
concentracion cero. La viscosidad intrinseca esta relacionada con el peso molecular (PM) a través

de la ecuacion de Mark-Houwink-Sakurada (Ecuacion 9):
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[n] = k'(PM)“ .. (9)

Donde &’ y a son constantes empiricas, que dependen de la temperatura, asi como el sistema de
polimero-disolvente y corresponden a valores de 5.08 x 102 + 2 x 10 y 0.71 + 0.02 dL/g,
respectivamente (Cuevas-Bernardino et al., 2016). Cabe aclarar que estas constantes se pueden
utilizar para determinar el peso molecular viscosimétrico medio de pectinas, si se mantienen las

condiciones del sistema (25 °C y una solucién de 100 mM de NaCl como disolvente).

5.4.- Preparacion de complejos solubles

Se prepararon soluciones patron de PCC y HPS (1.0 % p/p) y se almacenaron a 4 °C durante
24 h para asegurar su completa hidratacion. Estas soluciones patron se diluyeron con agua
desionizada hasta la concentracion requerida para el experimento dado.

El potencial- ¢ de las soluciones acuosas de biopolimeros (0.05 % p/p) se determind con un
Zetasizer Nano ZS90 acoplado a un autotitulador MTP-2 (Malvern Instruments Ltd., Malvern,
Worcestershire, Reino Unido) a valores de pH entre 2.0 y 7.0 a 25 °C. El pH de las soluciones se
ajustd al valor deseado mediante la adicién de NaOH 0.1 N o HCI 0.1 N. El potencial- ¢ se determind
midiendo la direccion y la velocidad de las soluciones biopolimericas a medida que se desplazaban
a lo largo de un campo eléctrico aplicado. El software del equipo convirti6 las medidas de movilidad
electroforética en valores de potencial- ¢ utilizando el modelo matematico de Smoluchowski.

Posteriormente, se graficaron los valores de potencial- { vs pH para comprender la fuerza
motriz de interaccion electrostatica entre el HPS y la PCC. El pH en el que se produjo la maxima
diferencia estequiométrica entre el potencial- { positivo de HPS y el potencial- { negativo de PCC
(pHesteq) fue seleccionado como el pH para conducir la interaccion electrostatica entre ambos
biopolimeros. Sin embargo, la complejacion entre biopolimeros cargados opuestamente no
Unicamente depende del pH, sino también de la relacién en peso entre la interaccion entre
biopolimeros (Turgeon et al., 2007).

Con la finalidad de determinar la relacion en peso entre HPS y PCC (Rups-pcc) que condujera
a la formacion de complejos solubles (CS), 10 mL de solucion de PCC (0.02 mg/mL) a pHesteq, fue
trasferido al autotitulador MTP-2 y se fue titulando con soluciones de HPS (0.5 mg/mL) a pHesteq,
midiendo los cambios en potencial- { y diametro hidrodinamico (dn) de las mezclas HPS-PCC
conforme se fueron afiadiendo alicuotas de ~0.25 mL de HPS a la dispersion de PCC. El dy fue

determinado con un Zetasizer Nano ZS90 y calculado de acuerdo a la ecuacion de Einstein—Stokes.
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La Rups-pcc seleccionada para la formacion de CS fue aquella en la que el dn permanecio

practicamente constante, hasta antes de comenzar un incremento drastico.

5.5.- Viscosidad aparente

La viscosidad aparente de soluciones de PCC y CShps-pcc (1.0 % p/p) se determind en un
redmetro utilizando una geometria de cilindros concéntricos con doble gap y aplicando una
velocidad al corte de 50 s, ya que se ha informado que este valor, puede representar una

aproximacion de la sensacion percibida en la boca (Wang et al., 2016).

5.6.- Espectroscopia Infrarroja por transformada de Fourier

Muestras en polvos de PCC, HPS y CShps-pcc fueron sometidas a anélisis de espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR, por sus siglas en inglés) para determinar los
principales grupos funcionales. El espectro FT-IR fue obtenido usando un espectrémetro (Frontier
FT-IR/FIR, Perkin Elmer, Waltham, MA, E.U.A.) equipado con un accesorio de muestreo de
diamante universal ATR (reflexién total atenuada, por sus siglas en inglés). Aproximadamente, 0.2
g de muestra fueron colocados sobre la plataforma de medicidn, las cuales entraron en contacto con
el accesorio del espectrémetro ATR y se prensaron a un ajuste de 60 unidades de fuerza. Se
realizaron mediciones en un intervalo de frecuencia de 4,000 a 400 cm™ y una resolucion de 4 cm™
1 Se registraron 40 escaneos por muestra los cuales se integraron para obtener valores medios del
espectro. Para mejorar la resolucién de los espectros se les corrigio la linea base y se deconvolucion6

con el software del equipo.

5.7.- Tension interfacial dindmica

La dindmica de adsorcidn interfacial de PCC y CShps.rcc (1.0 % p/p) en la interfaz aceite de
canola/agua se determiné por seguimiento de la evolucion de la tension interfacial (y) con el tiempo
(0). E1 método utilizado fue el descrito por Tang y Shen (2015), con ligeras modificaciones.
Se utilizé el medidor de angulo de contacto éptico OCA-20, equipado con un accesorio de gota
oscilante ODG-20 (Dataphysics Instruments GmbH, Filderstadt, Alemania). Una gota de ~40 pL
de PCC y CShps-pcc se formaron automéaticamente con ayuda de una jeringa dentro de una cubeta
de vidrio que contenia la fase de aceite de canola purificado. Agua desionizada fue utilizada como

liquido testigo (y=29.5 = 0.5 mN/m). La forma de la gota fue analizada para registrar los cambios
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en la tension interfacial por un periodo de 10,800 s (3.0 h) con una cdmara CCD. Los experimentos

se llevaron a cabo a 25 °C.

5.8.- Preparacién y caracterizacién de emulsiones
5.8.1.- Preparacion

Emulsiones aceite-en-agua (O/W) fueron preparadas usando PCC y CShps-pcc (1.0 % p/p)
a pH 3.25 como agentes emulsificantes (fase continua; W) y aceite de canola como fase oleosa
(fase dispersa; O). Se formularon emulsiones O/W modelo, cuya fraccion masica (¢) fue de 0.1.
Estas emulsiones modelo fueron codificadas como Eyx;, donde “x”, representa el agente
emulsificante utilizado.

Las Ex se prepararon incorporando gota a gota la fase dispersa con agitacion controlada a
las distintas fases continuas usando un homogeneizador (Ultra-Turrax® T50 basic IKA Works,
Inc. Wilminton, E.U.A.), operado a 8,000 rpm por 3 min, para formar la emulsion gruesa, que
subsecuentemente fue homogeneizada usando un homogeneizador de alta presién (Microfluidics®
M-110P, Newton Massachussetts, E.U.A.) operado a 100 MPa, por tres ciclos. Se utilizé un bafio
de hielo para evitar el incremento de la temperatura durante la formacion de las Ex. Las Ex se

almacenaron a 4 + 1 °C para su analisis posterior.

5.8.2.- Caracterizacion de las emulsiones
5.8.2.1.- Didmetro superficial medio

El diametro superficial medio (ds2) de las Ex recién preparadas se verifico utilizando un
analizador de tamafio de particula por difraccion laser estatico (Malvern Mastersizer 3000,
Malvern Instruments, Ltd., Worcestershire, Reino Unido). Los indices de refraccion de las fases
continuas y dispersa utilizadas en los calculos fueron 1.466 y 1.330, respectivamente,
determinados con un refractometro (refractometro ABBE 5, Modelo 44-501, American Optical
Co., E.U.A)). Los cambios en el ds> de las Ex fue monitoreado inmediatamente después de su

preparacion, y luego a los 1, 7, 14, 21 y 28 dias, a temperatura de 4 + 1°C.

5.8.2.2.- Indice de cremado
El indice de cremado de las Ex se evalud en una centrifuga LUMiSizer (LUM GmbH,

Berlin, Alemania), un instrumento que emplea la fuerza centripeta para acelerar los fenomenos de
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inestabilidad de las emulsiones, debido a fendbmenos de agregacion (Yuan et al., 2013). Los
parametros instrumentales utilizados para las mediciones fueron los siguientes: 0.4 mL de Ex
colocadas en la celda; velocidad de rotacion 3,000 rpm; 255 mediciones determinadas a intervalos
de tiempo de 30 s y temperatura de 25 °C (Xu et al., 2012). El indice de cremado se obtiene a
partir de una pendiente proporcionada por el software informatico del equipo, que integra el
porcentaje de luz transmitida desde la celda por hora y proporciona un valor cuantitativo que se
correlaciona con la estabilidad de la emulsion: cuanto mayor fue el indice de cremado, menor fue

la estabilidad de la emulsion (Yuan et al., 2013).

5.8.2.3.- Potencial zeta

El potencial- ¢ de las Ex recién preparadas se determind con un equipo Zetasizer Nano
ZS90. Muestras de las Ex, fueron diluidas en agua desionizada (relacion 1:100 v/v), se llenaron en
una celda de prueba (Folded capillary cells. DTS 1061, Malvern Instruments, Ltd., Worcestershire,

Reino Unido) y se colocaron en el equipo de medicion.

5.8.2.4.- Viscosidad aparente

La viscosidad aparente de las Ex se determind después de un dia de preparacion, el
procedimiento fue acorde a lo informado en la seccion 5.5. Aproximadamente 3.7 mL de las Ex,
se colocaron cuidadosamente en el sistema de medicion, se dejaron reposar por 5 min para la

recuperacion de su estructura y equilibrio y posteriormente se procedi6 con la medicion.

5.9.- Andlisis estadistico

Todos los experimentos se llevaron a cabo por triplicado de tres experimentos
independientes usando un disefio experimental aleatorio y los valores fueron expresados como
valores medios + desviacion estdndar. Los valores se sometieron a analisis de varianza de
clasificacion simple y en casos pertinentes a analisis de comparacion de medias por medio de la
prueba Tukey. La significancia fue establecida como p < 0.05. El andlisis de los datos se llevo a
cabo en el paquete estadistico Statgraphics Centurion XVI (StatPoint Technologies, Inc.,
Warrenton, Virginia, E.U.A.).
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RESULTADOS Y DISCUSION
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6.1.- Caracteristicas fisicoquimicas de la pectina de cascara de cacao

La identificacion y caracterizacion de biopolimeros que puedan ser utilizados como agentes
emulsificantes es fundamental para determinar la capacidad que tienen estos de formar y estabilizar
emulsiones grado alimentario. Los resultados obtenidos de la caracterizacion fisicoquimica de la

pectina de cacao se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas de la pectina extraida de la cascara de cacao.

PCC
GE (%) 83.22+0.96
GAmd (%) 0.62 +0.09
GAc (%) 10.20 = 0.33
GM (%) 13.58 £0.16
Acido galacturénico (%) 70.01 + 0.20
Proteina (%) 3.68+0.22
Humedad (%) 4.94 £0.30
Rendimiento (g/100 g) 6.18 £0.31
Viscosidad aparente (Pa-s) * 0.07042
Viscosidad intrinseca (dL/g) 8.82
Peso molecular viscosimétrico (kDa) 255.85

* Determinada a una tasa de corte de 50 s y a una concentracion de 1.0 % p/v

Los porcentajes son tomados en base seca

El rendimiento de pectina extraida de la c&scara de cacao, asi como de las caracteristicas
fisicoquimicas y funcionales dependen de diversas condiciones de extraccion, entre las mas
importantes se podrian citar: el pH, el tiempo, la temperatura, el tipo de acido y la relacion de
extraccion de sélido a liquido (Alba y Kontogiorgos, 2017). En este estudio, se decidié evaluar el
acido citrico (&cido organico) en el proceso de extraccion de PCC a fin de utilizar un procedimiento
de extraccion amigable con el ambiente. Diversos autores, como Vriesmann et al. (2012) y Chan y
Choo, (2013) han informado que la extraccion con acido citrico de pectinas de cascara de cacao es
mas eficaz que cuando se utilizan acidos minerales en términos de rendimiento y propiedades

fisicoquimicas, independientemente de los beneficios ambientales.
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El rendimiento que se obtuvo en la extraccion de PCC, en este estudio fue de 6.18 g/100 g
en base seca, superiores a los 3.7 g/100 g reportados por Yapo y Koffi, (2013) cuando utilizan acido
nitrico; y a los 4.06 ¢g/100g informados por Barazarte et al. (2008), quienes utilizaron &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA). No obstante, Vriesmann et al. (2012), utilizando acido citrico
reportan rendimientos de 11 g/100g.

El contenido de acido galacturdnico fue superior al 65 %, que es el requerimiento minimo
para aplicaciones alimentarias (Schmidt et al., 2017). Estos resultados estan acordes a lo informado
por diversos autores: Vriesmann et al. (2012) reportan rendimientos de 54.4 a 68.9 % utilizando
acido citrico; Vriesmann et al. (2011) de 50.6 a 82.5 % y Yapo y Koffi, (2013) de 50.9 a 74.8 %,
estos dos ultimos utilizando &cido nitrico. Los intervalos mencionados, son obtenidos a diversas
condiciones de extraccion (tiempo, temperatura y pH). Por lo tanto, el rendimiento y contenido de
acido galacturénico, dependen del tipo de acido utilizado y de las condiciones de tiempo,
temperatura y pH de extraccion.

El GE de PCC fue de 83.22 %, por lo que pueden ser clasificadas como pectinas de alto
metoxilo (GE > 50 %). Esto indica que méas del 50 % de los grupos carboxilos se encuentran
esterificados con grupos metilo (Hua et al., 2015). Estos resultados estan en discrepancia con los
reportados por varios autores quienes informan valores de GE en un intervalo de 36.7 %-56.6 %
(Vriesmann et al., 2011; Vriesmann et al., 2012; Yapo y Koffi, 2013). Se ha informado que la
presencia de grupos metoxilo puede mejorar la naturaleza hidr6foba de las moléculas de pectina,
dandole un caracter superficial activo, con potencial para actuar como agente interfacial en la
formacion y estabilizacion de emulsiones aceite-en-agua (Burapapadh et al., 2012).

El GAmd de PCC fue de 0.62 %, valor inferior para lograr una eficiencia en la liberacion de
compuestos de aromaticos (alcoholes, cetonas, aldehidos y ésteres) como lo informan Kim et al.
(2016) para pectinas con 14 % de grado de amidacion.

Pectinas altamente acetiladas pueden favorecer la mejora en las propiedades emulsificantes,
como ocurre con SBP (Leroux et al., 2003; Alba y Kontogiorgos, 2017; Chen et al., 2016a; Chen et
al., 2016b), cuyo grupo hidrofobo (grupo acetilo, principalmente) juega un papel significativo en la
mejora de la actividad interfacial de dichas pectinas. De hecho, Ralet et al. (2005) han informado
que aproximadamente el 75 % de todos los grupos acetilo se encuentran en el HG y el 25 % en el
RG-1 de la pectina extraida. Zouambia et al., (2009) han reportado valores de grado de acetilacion

mayores a 20 % para SBP y en las cuales la tension superficial se redujo; mientras que Alba y
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Kontogiorgos, (2017) mencionan que con 10 % de grado de acetilacion como minimo, las pectinas
mejoran considerablemente las propiedades emulsificantes. En este sentido, Yapo y Koffi (2013)
han informado que pectinas de cascara de cacao con grado de acetilacion de 9.8 %, poseen buenas
propiedades emulsificantes en emulsiones no alimentarias, a diferencia de aquellas de otras fuentes
como las pectinas de cascara de citricos y de manzana en las que tienen que ser modificadas quimica
0 enziméaticamente para reducir el peso molecular y puedan ser utilizados como agentes
emulsificantes. Por otra parte, Vriesmann y Petkowicz, (2013), han informado de pectinas de cascara
de cacao con alto grado de acetilacion (17 %), sin embargo, solo se enfocan en las propiedades de
gelificacion y no en la formacidn y estabilizacion de emulsiones grado alimenticio.

El GAc de PCC que se obtuvo en esta investigacion fue de 10.20 % y con base en lo
mencionado anteriormente se puede inferir que dichas pectinas pueden tener efecto significativo en
la reduccion de la tension interfacial, asi como en la estabilizacion de emulsiones O/W. En
conclusion, la pectina sufre importantes cambios estructurales durante los procedimientos de
extraccion (Munarin et al., 2012). Con base en las caracteristicas informadas anteriormente, se

propone un modelo esquematico hipotético de la estructura quimica de PCC (Figura 5).

Clave

@ Acido galacturonico @ Remnosa [ ] Apiosa

y ‘ Grupo metil-éster . Arabinosa A Fucosa

@) Grupo acetil-éster O Galactosa AGor Proteina

Figura 5.- Representacion esquematica hipotética de la estructura quimica de la pectina de céascara de cacao (PCC).
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6.2.- Viscosidad intrinseca y estimacion del peso molecular viscosimétrico
El comportamiento de la viscosidad reducida vs concentracion de soluciones diluidas de PCC

se estudiaron con la finalidad de obtener su viscosidad intrinseca [n] y se detallan en la Figura 6.
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Figura 6.- Viscosidad reducida versus concentracion de pectina de cascara de cacao (PCC), dispersadas en soluciones
acuosas de 100 mM de NaCl. La linea continua muestra una relacién lineal entre la viscosidad reducida y la

concentracion de PCC.

Tras la dilucion en agua pura, polielectrolitos como pectinas inicialmente muestran una
disminucion en la viscosidad reducida (nred) Seguido de un aumento, debido a una expansion de las
cadenas en forma de espiral de la pectina por la repulsién mutua entre cargas similares unidas a la
misma cadena (Cuevas-Bernardino et al., 2016). La adicién de cloruro de sodio se usa comunmente
para reducir o eliminar los cambios conformacionales con la concentracion de polielectrolitos, y se
produce una dependencia lineal de la viscosidad reducida sobre la concentracién de polielectrolitos
(Pasika, 1977). Esto se debe a que los contraiones Na* detectan las interacciones ionicas y las
moléculas adoptan una conformacion mas compacta en solucion y, por lo tanto, el valor de [n]
disminuye (Brunchi et al., 2014). [n] mide el volumen hidrodinamico por gramo de sustancia
macromolecular a dilucién infinita, y se obtiene cuando los datos de mred S€ extrapolan a
concentracion “cero"”, donde tedricamente se suprimen las interacciones moleculares de los

polimeros.
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[n] es una caracteristica relacionada con el peso molecular y la conformacién de
biopolimeros (Yang y Zhang, 2009). Las conformaciones de la pectina incluyen espirales al azar,
esferas, barras rigidas y pueden afectar el mecanismo de adsorcion en la interfaz aceite/agua (Yapo
y Koffi, 2013; Liu et al., 2017).

[n] y el peso molecular viscosimétrico (PM) de PCC fueron 8.82 dL/g y 255.85 kDa,
respectivamente. Estos valores son més altos que los reportados por Yapo y Koffi (2013) para la
pectina de las cascaras de cacao que fueron de 1.62-3.04 dL/g para [n] y de 43-82 kDa para PM.
Las diferencias se pueden atribuir al método de extraccion, origen, variedad del género Theobroma

y condiciones edafoclimaticas.

6.3.- Potencial zeta de dispersiones stock y formacion de complejos solubles.

El potencial- { describe la magnitud de la carga existente sobre una particula coloidal; es
calculado a partir de la movilidad electroforética de un coloide. La presencia de interacciones de
atraccion proteina- polisacarido en interfaz aceite/agua puede influir profundamente en la
estabilidad de emulsiones (Schmitt y Turgeon, 2011; Hernandez-Marin et al., 2013), por lo que es
importante determinar las caracteristicas eléctricas de estos biopolimeros. Para ello se realiz6 un
barrido de pH vs potencial- € de las distintas dispersiones biopolimericas de PCC y HPS, las cuales

se presentan en la Figura 7.
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Figura 7.- Variacion del potencial- { como funcion del pH de dispersiones de HPS (A) y PCC (m).
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Como se muestra en la Figura 7, los valores de potencial- { para dispersiones de PCC fueron
negativos en todo el intervalo de pH estudiado, debido a los bajos valores de pKa de sus grupos
carboxilo. Los valores de potencial- { presentados por PCC estan acordes a los reportados por Jones
et al. (2010) para pectinas de alto metoxilo. Incrementos en la magnitud de los valores negativos de
potencial- { al aumentar el pH, reflejaron la conversion de los grupos carboxilicos (—COOH)
presentes a bajos valores de pH, en grupos carboxilato (-COO-) conforme aumenté el pH. El valor
de pH relacionado con la pendiente m&xima de la curva de potencial- ¢ de las dispersiones de PCC
estuvo en un intervalo de pH entre 3.0 a 4.0 y se encuentra relacionado aproximadamente con el pKa
de las soluciones del polisacarido (Jones et al., 2010). Particularmente a estos valores de pH puede
haber una mayor fuerza de interaccion entre moléculas de PCC si se acompleja con alguna proteina.

El potencial- { de HPS vari6 de 30.0 = 0.75 mV a pH= 2.0 hasta —30.7 £ 1.2 mV a pH=7.0.
Un valor de potencial- ¢ cero se produjo en el punto isoeléctrico (pl; pH de 4.27). Los valores de
potencial- { negativos que se produjeron a valores de pH > pl se pueden atribuir a la ionizacion de
los grupos carboxilicos (-COOH) en grupos carboxilatos (—-COQO"); mientras que los valores de
potencial- ¢ positivos a valores de pH < pl son debidos a la protonacion de los grupos amino (-NH2)
resultando en grupos amonio (-NH4"). Esta tendencia concuerda con lo reportado para proteinas de
lactosuero (Jones et al., 2010; Hernandez-Marin et al., 2013).

El pH del medio afectd fuertemente la densidad de carga de los biopolimeros estudiados, lo
que repercute en consecuencia en la fuerza de acomplejamiento o interaccién entre los mismos. El
intervalo de pH en el cual los biopolimeros (HPS y PCC) presentaron cargas eléctricas de signo
opuesto, ocurre de pH 2.0 a pH < del pl del HPS (Figura 7). De acuerdo con la ventana de interaccion
entre el HPS cargado positivamente y la PCC cargada negativamente, el pH en el que se produce la
maxima diferencia estequiométrica fue de 3.25, por lo tanto, este valor se usé como pHesteq, para la
formacion de los complejos solubles, ya que a este valor ain existe diferencia de cargas eléctricas
entre los biopolimeros.

Para proporcionar informacidn sobre la influencia de la relacion en peso entre el HPS y PCC
(Rups-pcc) en la formacion de complejos solubles, se midieron los cambios en el potencial-  y
diametro hidrodinamico (dn), cuando una dispersion de PCC (0.02 mg mL™) se valora con una
dispersion de HPS (0.5 mg mL™) a pHesteq (Figura 8).

Inicialmente, la dispersion de PCC era completamente transparente y las moléculas de

pectina exhibian un dn de 2,173 nm y un potencial- { de -20.83 mV (Figura 8). Al agregar la
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dispersion de HPS a la dispersion de PCC, se revel6 la aparicion progresiva de dos fases principales
de complejacion: (1) la primera fase (llamada regién A) comprendida entre Ro24:1 a Rs:1, donde el
dn del sistema HPS-PCC disminuyo ligeramente, después de lo cual alcanz6 una meseta con valores
de alrededor de 821 nm, mientras que los valores de potencial- { variaron de -19.96 mV a -10.38
mV, lo que indica que la carga negativa del sistema disminuyo. En esta region, el aspecto optico
(cualitativo) del sistema HPS-PCC era una dispersioén uniformemente turbia. La disminucion del
didmetro hidrodinamico de PCC podria deberse a la contraccion de la molécula de pectina, que se
vuelve menos expandida a medida que el HPS interactia con los grupos carboxilicos de este
polisacarido (Weinbreck et al., 2003). No todos los restos cargados negativamente de PCC son
neutralizados por los restos cargados positivamente del HPS, de modo que los complejos formados
poseen una carga neta negativa y por lo tanto permanecen solubles en la mayor parte de la fase
acuosa (Weinbreck et al., 2003).
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Figura 8.- Evolucion del potencial- { y didmetro hidrodinamico como funcién de la relacion en peso entre
HPS y PCC (Rups-pcc) a pH 3.25 y temperatura de 25 °C.

(2) la segunda fase (llamada regién B) comprendida entre Rss:1 a Rs24:1 Se caracterizo por
un cambio progresivo en los valores de potencial- { con tendencias hacia cero y por un incremento

dréstico en los valores del dn los cuales alcanzaron valores de hasta 14,747 nm; este comportamiento
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es el resultado indicativo de la neutralizacidn progresiva de las cargas negativas de la PCC por el
aumento de las cantidades afiadidas de HPS, que dio como resultado la asociacion de los complejos
solubles en complejos insolubles (coacervados complejos) como se evidencio por la separacion de
fases macroscoépicas (Espinosa-Andrews et al., 2013). Por lo tanto, a partir de estos resultados, se

eligio una Rs:1 para la formacion del CS.

6.4.- Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier

Los espectros de FT-IR de PCC, HPS y CSwps-rcc Se muestran en la Figura 9. Diversas
bandas de absorcion de infrarrojos han sido reportadas en la literatura para pectinas, ya que es un
polisacarido que puede variar en su composicion de acuerdo a la fuente vegetal (Liang et al., 2015;
Chen et al., 2016a). Sin embargo, las dos principales sefiales espectrales que dictan las propiedades
funcionales de esta molécula ocurren a 1725 y 1607 cm y son atribuida a los grupos carboxilos
esterificados y a los grupos carboxilicos i6nicos (-COQO"), respectivamente (Fellah et al., 2009;
Pretsch et al., 2009; Chen et al., 2016a; Chen et al., 2016b).
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Figura 9.- Espectro FT-IR de PCC (—), HPS (—) Y CSkps-pcc (—).
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El grupo acetilo, tiene multiples vibraciones de onda, entre las mas importantes, podrian
citarse aquellas que ocurren, alrededor de 1720 cm correspondientes a picos de estiramiento del
grupo C=0; la vibracion de estiramiento C—H del grupo CHs entre 2960 y 2870 cm™ y la vibracion
de estiramiento del enlace C—O alrededor de 1250 cm™ y 1255 cm™ (Karnik et al., 2016). Las
bandas de absorcion antes mencionadas son caracteristicas de polisacaridos modificados
quimicamente por acetilacion (Li et al., 2016) y también se encuentran presentes en el espectro de
PCC, indicando con ello que en la estructura principal de esta molécula se encuentra este grupo
funcional (Figura 5) lo cual también esta acorde a lo reportado en la Tabla 1. En el espectro de PCC
también se observo un amplio pico de estiramiento alrededor de 3200-3600 cm™ caracteristico de
grupos hidroxilo (-OH).

El espectro del HPS, mostrd vibraciones de onda a 1630 cm™, la cual corresponde a
estiramiento del C=0 de la Amida I; a 1535 cm™ correspondientes a la flexion del N-H de la Amida
Il'y finalmente a 1240 cm™ la cual corresponde a estiramiento del C-N y flexion del N-H de la
Amida Il (Carbonaro y Nucara, 2010; Zhu et al., 2017). En la region espectral de la Amida | se
manifiestan algunos aminoacidos tales como: arginina, glutamina, acido aspartico, &cido glutamico,
lisina, tirosina, histidina y fenilalanina (Carbonaro y Nucara, 2010), los cuales se encuentran
presentes en el HPS.

El espectro del CShps-pcc, mostro picos desplazados con diferentes intensidades y en algunos
casos la aparicién y/o superposicion de nuevas sefiales de absorcion, es decir, present6 vibraciones
de onda pertenecientes a la region espectral de la PCC, a nimeros de onda de 2915, 1734 y 1250
cmt. Ademas de sefiales espectrales a 1630, 1535 y 1240 cm™, los cuales son propias del espectro
del HPS. La sefial de absorcion en la region de la Amida I en el FT-IR se considera la mas util para
el analisis de la estructura secundaria de las proteinas y su ubicacién depende la conformacion de la
estructura de la proteina, misma que determina su reactividad quimica, interacciones
intermoleculares y propiedades funcionales tales como solubilidad, capacidad de retencion de agua,
gelificacion, formacion de espuma y emulsificacion (Pelton y McLean, 2000; McClements, 2005).
Como se menciono anteriormente el pico de absorcion de la Amida | para el HPS se observo a 1630
cm, el cual esta relacionado con estructuras de tipo espirales aleatorios (Yakimets et al., 2005). En
adicion, Turgeon y Laneuville, (2009) informaron que las estructuras del tipo espirales aleatorios
son una conformacion mas favorable en términos de entropia que puede facilitar la interaccion de

los biopolimeros durante el proceso de complejacion.
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Como resultado de la interaccion de los biopolimeros, el FT-IR de CShps-pcc cambid
significativamente en la region carbonil-amida. Los grupos —NH3z" (Amida B) para HPS, mientras
que para PCC desaparecieron las vibraciones de estiramiento asimétrico y simétrico del grupo —
COO-a 1607 cm™ y 1423 cm?, respectivamente, lo que indica la interaccion electrostatica entre
los grupos amina de HPS (NH3") y grupos carboxilo de PCC (-COO") (Anvari y Chung, 2016). Al
mismo tiempo, el complejo soluble mostré un pico de absorcion correspondiente a la Amida A en
un nimero de onda de 3270 cm inferior al mostrado por el HPS, lo que indica que se produjeron
algunos puentes de hidrégeno entre el grupo amino 0 —OH del HPS y —OH de PCC (Anvari y Chung,
2016). Por lo tanto, las manifestaciones de este tipo de vibraciones en los nimeros de onda
mencionados permitieron establecer cambios en la conformacion original de los biopolimeros, lo
que sugiere que la el acomplejamiento entre el HPS y la PCC fue exitosa. Una representacion
esquematica del sistema CSnps.pcc derivada de las observaciones anteriores se proporciona en la
Fig. 10.

HPS

Figura 10.- Representacion esquematica de un modelo hipotético de la estructura del CSpps-pcc.

6.5.- Tension interfacial dinamica
La adsorcién de moléculas con capacidad superficial activa en la interfaz aceite/agua es el
paso mas importante es la formacion de emulsiones (Wan et al., 2014). Durante el proceso de

adsorcion, estas moléculas deben de experimentar cambios conformacionales debido a la interaccion
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con la interfaz (Yuan et al., 2013). La dependencia de la tension interfacial (y) como funcién del

tiempo de PCC (1.0 % p/p) y de CShps-rcc (1.0 % p/p) en la interfaz aceite de canola- agua, se

presenta en la Figura 11.
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Figura 11.- Dindmica adsorcion de la tension interfacial en la interfaz aceite de canola/agua de PCC (m) y CShps-pcc
(e)al 1.0% p/p.

La tension interfacial del agua desionizada fue de 29.5 £ 0.5 mN/m, mientras que el de PCC
fue de 25.20 + 0.43 mN/m después de 10 s. Esta disminucién de y puede estar relacionada a tres
componentes estructurales de PCC: 1) grupos hidrofébicos (metil-ester y acetilo); 2) conformacion
molecular y 3) la presencia de residuos proteicos. Estos componentes actuaron como anclas
hidrofobicas y facilitaron la adsorcién de PCC en la interfaz, resultando en la disminucién de la
tension interfacial (Zouambia et al., 2009; Schmidt et al., 2017; Alba y Kontogiorgos, 2017). En
adicién, Alba y Kontogiorgos (2017) han informado que la adsorcion de pectinas a la interfaz
también se puede originar a partir de interacciones electrostaticas de las fracciones de proteina
cargada positivamente y los residuos de acido galacturénico cargado negativamente dentro de las
cadenas de pectina, como ocurre con SBP.

La tension interfacial inicial del CShps-pcc evaluada a los 10 s fue de 22.85 + 0.30 mN/m,
menor que el de la PCC, lo cual indica que las moléculas del CShps-pcc Se difundieron y anclaron en
la interfaz a una velocidad mas rapida que las de PCC, debido probablemente al aumento en los

grupos amino, los cuales actuaron como una fuerza motriz para la difusion a la interfaz, saturando
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mas rapidamente la monocapa interfacial. La posterior disminucién de la tensién interfacial tanto de
PCC y CShps-pcc €n tiempos mas largos que tardd hasta 10800 s para alcanzar los valores de la
meseta puede ser causada por la reconformacion de las moléculas adsorbidas en la interfaz (Cuevas-
Bernardino et al., 2016).

La cinética de adsorcion de los biopolimeros se determing a partir de los cambios de presion
superficial (w) a lo largo del tiempo, que se derivo de los datos de la Figura 11. En todos los casos,
los valores de m aumentaron con el tiempo de adsorcion. De acuerdo a lo informado por Castellani
et al. (2010), las gréaficas de dindmicas de adsorcion estan gobernadas por tres etapas: Etapa I: En
este periodo, las moléculas llegan a la interfaz pero ain no han establecido una barrera interfacial
efectiva, lo cual es un requisito para promover la disminucion de la tension interfacial; Etapa I1: Esta
etapa se caracteriza por el desarrollo de la presion interfacial (caida pronunciada de la tension
interfacial) y corresponde a la saturacion de la interfaz, que se consigue principalmente por dos
factores: la relajacién de moléculas en la interfaz y la llegada de nuevas moléculas al sistema; Etapa
I11: La cual corresponde al cambio de una caida pronunciada a una caida gradual de la tension
interfacial como consecuencia de los cambios conformacionales y finalmente la formacion de una
peliculas multicapa.

Las principales etapas de la cinética de adsorcion que se pueden definir en funcién de los
perfiles de las curvas presion superficial-tiempo (Figura 12) son las siguientes: (i) difusion de la
molécula de superficie activa de la fase acuosa a la interfaz aceite/agua, (ii) adsorcion (penetracion)
en la interfaz y desplegamiento interfacial, (iii) agregacién (reordenamiento) de moléculas en la
interfaz aceite/agua, formacién multicapa y posiblemente gelificacion interfacial, que da lugar a las
constantes de velocidad de difusion (kaif), penetracion (Kpen) y reordenamiento molecular (Krea),
respectivamente (Rodriguez-Patino y Pilosof, 2011).

Durante la primera etapa, a presiones superficiales relativamente bajas, que es cuando la
velocidad de difusién es la etapa de control del proceso, se puede usar una forma modificada de la
ecuacion de Ward y Tordai (1946) para correlacionar el cambio en la presion superficial con el

tiempo (Ecuacion 10):

1,

—ZCKT(D6> 10
=231 - (10)
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Donde Co es la concentracion de biopolimero en la fase acuosa, K es la constante de Boltzmann, T
es latemperatura absoluta, D es el coeficiente de difusion y 9 es el tiempo de adsorcidn. Si la difusion
es la etapa que controla el proceso de adsorcion, la representacion de m versus 6 * puede ser lineal y
la pendiente que se obtiene a partir de esta correspondera a la constante de difusion (Kaifr) (Xu y
Damodaran, 1994; Perez et al., 2009; Tang y Shen, 2015).

De la Figura 12A se puede apreciar que tanto para PCC como para CShps-rcc, la adsorcion
controlada por difusion ocurrio dentro de los 90 s, y fue definido como un indicador de la velocidad
de kaitr. Se eligio este tiempo en funcion del kair del CShps-pcc y con la finalidad de facilitar la
comparacion entre los diferentes biopolimeros, este periodo de tiempo es similar a lo informado por

Tang y Shen, (2015) para proteinas de origen bovino.
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Figura 12.- A) Dependencia de la presion superficial () en funcién de la raiz cuadrada del tiempo (0*2). La linea sélida

continua representa la pendiente lineal de las curvas donde la adsorcion esté controlada por kaitr. B) grafica de In (w1080

- Tp) / (Ta0s00 - To) VErsus 0. Las lineas solidas continuas describen la primera pendiente que corresponde con la constante

cinética de primer orden de adsorcidn/penetracion (kpen), mientras que la segunda pendiente corresponde con la constante

cinética de primer orden de reordenamiento estructural (Krea). Para PCC (0) y CShps-pcc (©) en la interfaz aceite/agua a

concentracion del 1.0 % p/p.

Los valores de Kqitf para PCC y CShps-pcc Se resumen en la Tabla 2. CShps.pcc exhibio una
pendiente mas pronunciada que PCC, este comportamiento puede estar relacionado con el contenido
grupos amino del CShps-pcc (contenido de proteina de 54.39 + 1.47 %) que fue 14.7 veces mayor
que el de PCC. Ademas, la viscosidad aparente a 50 s del CSnps-pcc (0.0074 + 3.10 x 107° Pa-s)

fue 3.5 veces menor que la de PCC, por lo tanto, las moléculas del CS encontraron una menor
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resistencia a la movilidad, y fueron capaces de migrar mas rapido a la interfaz agua/aceite. Este
comportamiento difiere de lo informado por diversos autores: Rodriguez-Patino y Pilosof (2011)
quienes indican que la adsorcion lenta de los complejos proteina-polisacérido se atribuye al aumento
del didmetro hidrodinamico y la viscosidad, mientras que Ganzevles et al. (2006) informan que el
complejamiento entre moléculas de proteina y pectina, puede afectar negativamente la velocidad de
difusion, esto debido a la viscosidad y el peso molecular del polisacérido lo cual en turno, puede
obstaculizar la llegada de la proteina a la interfaz. Sin embargo, en esta investigacion el
complejamiento entre HPS y PCC, mitigaron esta competencia probablemente debido a que se
utilizé6 una mayor cantidad de proteina respecto al polisacarido, (Rs:1), es decir 83.33 % de HPS, por
lo tanto, existia una mayor cantidad de proteina disponible para la adsorcion directa en la interfaz lo
cual, en turno, pudo explicar la mayor tasa de difusion y migracién a la interfaz aceite/agua
(Christiansen et al., 2004). Ademas, el 70.8 % del peso molecular del HPS era menor a 1,000 Da,
lo cual también pudo repercutir en la mayor disminucién de la tension superficial, respecto a PCC,
tal como lo informan Maldonado-Valderrama y Rodriguez-Patino, (2010), quienes indican que
tensoactivos de bajo peso molecular se difunden rapidamente a la interfaz que aquellos de mayor
peso molecular.

Después del periodo de adsorcion inicial controlado por difusion (< 90 s), la velocidad de
adsorcion de PCC y CShps-prcc disminuye gradualmente en la interfaz hasta 10,800 s, debido a la
presencia de una barrera de energia, la cual obstaculiza la velocidad de adsorcion y propicia que se
manifieste la penetracion, el despliegue y el reordenamiento de los biopolimeros a la interfaz (Perez
et al., 2009).

Con la finalidad de obtener 10s Kpen Y krea de los biopolimeros adsorbidos en la interfaz, se
emplea la siguiente ecuacién fenomenolégica de primer orden (Graham y Philips, 1979) (Ecuacion
11):

In (M) . (1)

Tt10800 — Tlo

Donde 10800, 7o, 7o, SON l0s valores de presion superficial en el tiempo de adsorcion experimental
final (10,800 s), en cada momento (0) y en el momento inicial (90 s), respectivamente y Ki s una

constante cinética de primer orden.
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El ajuste de los datos experimentales para obtener Kpen Y Krea Se realizo a intervalos de tiempo
basados en la regresion lineal, teniendo en cuenta que estos intervalos no fueron afectados por Kait.
En el gréfico resultante se producen dos pendientes lineales, donde la primera pendiente se refiere a
Kpen, ¥ la segunda pendiente a Krea. El grafico de In [(xr10800 - 70) / (r10800 - w0)] frente al tiempo
para CShps-rcc Y PCC mostro perfiles similares (Figura 12B). CShps-pcc €xhibié un valor mas alto
de kpen (Tabla 2) indicativo de que las moléculas complejas podrian penetrar la monocapa en la
interfaz mas facilmente que las de PCC, probablemente debido a la mayor afinidad (mayor
hidrofobicidad) de sus segmentos moleculares a la fase oleosa. Por otro lado, después de Kpen, 10S
valores de krea aumentaron. PCC mostr6 un valor mas alto para krea que CSnps-pcc, 10 que indica que
estas Ultimas moléculas se empaquetaron en la interfaz a un ritmo mas répido, logrando una
saturacion de monocapa interfacial, lo cual restringi6 su libertad para la reorganizacion (Cuevas-
Bernardino et al., 2016).

Tabla 2. Pardmetros de las dindmicas de adsorcién de los biopolimeros bajo estudio en la interfaz
aceite/agua.

Tipo de Kaitt (MN/m s%-%) Kpen X 104 (s1) Krea X 10%(s1)
biopolimero
PCC 0.41£0.09 3.45+£0.02 15.90 £ 1.03
CShps-rcc 0.81+£0.14 4.99 £0.02 13.40 £0.22

PCC: pectina de céscara de cacao; CSwps-pcc: complejo soluble entre PCC e hidrolizado de proteina de lactosuero (HPS);

Constantes de difusion (kaitr), penetracion (Kpen) y reordenamiento molecular (Krea).

6.6.- Formacion y estabilizacion de emulsiones aceite-en-agua

El tamafio de las gotas de aceite de la fase dispersa de una emulsion, es determinado por los
dos procesos fundamentales que ocurren durante su preparacion: la fragmentacion de la fase dispersa
en gotas pequefias y la coalescencia de estas ultimas. Los agentes emulsificantes/estabilizantes
tienen efectos sobre ambos procesos, mediante: a) la reduccidn de la tension superficial e interfacial,
promoviendo asi la ruptura de la fase dispersa en pequefias gotas y b) la formacién de una pelicula
biopolimérica interfacial, la cual impide el fendmeno de coalescencia cuando dos gotas colisionan
(Lobo y Svereika, 2003).
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La Figura 13, muestra la evolucidn en el tamafio de gota (ds2) de las emulsiones de aceite-
en-agua preparadas utilizando PCC (1.0 % p/p) y CShps-pcc (1.0 % p/p), almacenadas a 4 + 1 °C
durante 28 dias. Enps-pcc €xhibio6 gotas de aceite con un ds2 inicial significativamente menor (86.98
+ 4.0 nm) que Epcc (113.2 £ 0.5 nm). Enps-pcc NO presentaron cambios significativos en el tamarfio
de la gota (90.36 £ 1.13 nm), mientras que Epcc sufrié un aumento significativo (162.0+ 3.61 nm)
durante los 28 dias de almacenamiento.

Varios autores han informado sobre la formacion de emulsiones O/W estabilizadas con
pectina de varias fuentes botanicas, como manzana, citricos, remolacha azucarera y tejocote
(concentraciones de 0.5-1.5 %) y tamafios de gota en un intervalo de 0.4-20 um (Guerra-Rosas et
al., 2017; Cuevas-Bernardino et al., 2016; Chen et al., 2016a; Burapapadh et al., 2010; Chen et al.,
2015), cabe sefialar que los tamafios medios de gotas obtenidos en este trabajo fueron en escala
nanométrica, mientras que los informados en los trabajos citados anteriormente cayeron basicamente
dentro de la escala micrométrica. Yapo y Koffi (2013) informaron que la pectina de las cascaras de
cacao exhibié buenas propiedades emulsificantes y estabilizantes, pero no proporcionaba detalles
del tamafio de gota de las emulsiones.

200

0 1 7 14 21 28
Tiempo (dias)

Tamano de gota (d, ,) de emulsiones (nm)

Figura 13.- Variacion del diametro superficial medio (ds2) de las gotas de aceite durante 28 dias de
almacenamiento a4 + 1 °C. Epcc (M) Y Enps-rcc (M) al 1.0 % p / p. Letras mindsculas y mayusculas diferentes indican
diferencias significativas entre medias (p < 0.05).
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Las posibles explicaciones involucradas para el mejor rendimiento emulsificante y
estabilizante de CShps-pcc €n comparacion con PCC son las siguientes: a) CShps-pcc mostrd un
mayor Kkaitr debido a su mayor caracter hidrofobo que PCC, por lo que las moléculas se difundieron
y anclaron mas rapidamente en la interfaz, formando tamarios de gota iniciales mas pequefios, esto
se pudo deber a que durante las etapas iniciales de homogeneizacion, la fase dispersa se divide en
pequefias gotas que se entremezclan con la fase continua y cuanto mas rapido las moléculas
emulsificantes alcanzaron a cubrir la superficie de las gotas, menor result6 el tamafio de gota inicial
y mayor fue la capacidad emulsificante del CSnps-rcc respecto a PCC; y b) una vez que se formaron
gotas pequefias, el factor clave que afectd la estabilidad a largo plazo de la emulsién fue la
conformacién de las moléculas adsorbidas en la interfaz, y la capacidad de formar capas
estabilizadoras estéricas gruesas. El kpen mas alto y el krea mas bajo exhibidos por CShps-pcc en
comparacion con PCC, indicaron que la penetracion y el empaquetamiento mejorados se produjeron
como resultado del diametro hidrodindAmico mas pequefio y de las cargas superficiales negativas mas
bajas mostradas por el CS. El efecto general fue la formacion de una capa interfacial mas voluminosa
alrededor de las gotas de Enps.pcc que alrededor de las gotas de Epcc. Una representacion
esquematica de un modelo hipotético del mecanismo de estabilizacion de emulsiones aceite-en-

agua, utilizando PCC y CShps-rcc como agentes emulsificantes se presentan en la Figura 14.

Figura 14.- Representacion esquematica de un modelo hipotético del mecanismo de estabilizacion de la PCC (A) y el

CShps-pcc (B) en emulsiones O/W.
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Finalmente, Epcc mostré un indice de cremado significativamente més alto (9.72 + 0.33 %)
que Enps-pcc (3.53 £ 0.55 %), a pesar de que Enps-pcc mostro una viscosidad aparente mas baja
(0.143 £ 0.008 Pa-s) y un potencial- ¢ mas bajo (-25.36 + 0.42 mV) que Epcc (0.250 £ 0.001 Pa-s y
-37.32 £ 0.28 mV, respectivamente). Estos resultados parecen indicar que la mayor concentracion
de gotas de menor tamafo en Enpspcc mejord la formacion de la red tridimensional, donde el
término de estabilizacién estérica fue el mecanismo estabilizador dominante (Cuevas-Bernardino et
al., 2016), y donde el potencial- { de la gota y la viscosidad aparente de la emulsién tuvo poca
influencia en la estabilidad de la emulsion. Estos resultados estan parcialmente en desacuerdo con
los informados por Xu et al. (2016), quienes mencionan que a medida que aumenta la viscosidad de
las emulsiones, se forman capas interfaciales gruesas que cubren completamente las gotas de aceite
y por lo tanto, se incrementa la estabilidad de la emulsion, por otra parte Weiss et al. (2009),
mencionan que las emulsiones se vuelven estables cuando el tamafio de gota cae por debajo de un

valor critico (diametro de particula < 100 nm).
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Las cascaras generadas de la agroindustria del cacao pueden ser utilizadas para obtener
pectinas usando un proceso de extraccion simple y amigable con el ambiente. La pectina de cascara
de cacao (PCC) mostro actividad superficial activa y actividad emulsificante atribuida
principalmente a sus grupos hidrofébicos los cuales actuaron como anclas en la interfaz aceite/agua,
sin embargo, estas propiedades fueron pobres, en la estabilizacion de emulsiones aceite-en-agua
(Ercc) reflejadas en los cambios significativos del tamafio de gota durante el almacenamiento. La
modificacion de PCC por su complejacion electrostatica con hidrolizado de proteina de lactosuero
(HPS) mejord significativamente la actividad superficial activa y actividad emulsificante.
Emulsiones O/W  utilizando el complejo  soluble  (CShps.pcc) cOomo  agente
emulsificante/estabilizante produjo tamafios de gota en escala nanométrica que no mostraron
cambios significativos durante 28 dias de almacenamiento y exhibieron bajo indice de cremado bajo
prueba de centrifugacién acelerada. Por lo tanto, una contribucion importante de este estudio fue
proporcionar un metodo para producir un emulsificante natural eficiente a partir de los desechos
generados de las cascaras del cacao, y el conocimiento derivado de este estudio podria ser util en la

industria alimentaria.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Pectin was extracted from cacao pod husks (CPHP) wastes, having a methylesterification degree of 83.22%,
acetylation degree of 10.20%, and protein content of 3.68%. The adsorption dynamics of CPHP at the canola oil-
water interface were studied, and diffusion (kgg), penetration (k) and rearrangement (k;.,) rate constants were
determined. Canola oil-in-water (O/W) emulsions (Ecpyp) were stabilized which CPHP, and exhibited an initial
area-volume mean diameter (ds») of 113.60 nm, which increased to 162.0 nm during 28 days of storage. CPHP
was electrostatically complexed with whey protein hydrolysate (WPH) in a weight ratio 5:1 and pH 3.25, in
order to improve the surface active and emulsifying activities. The soluble complex (SCwpu.cpup) decreased the
interfacial tension faster and to a lower value, and displayed higher kg and k;,, than CPHP. SCypy.cprp yielded
O/W emulsions with d3 , < 90 nm, which did not suffer significant changes in oil droplet size during storage.
The apparent viscosity of SCwpr.cpup aqueous dispersion was much lower than that of CPHP dispersion. The zeta
potential of Ewpy.cpup Was lower than for Ecpyp. Thus, it was concluded that the greater stability of Eywpp.cpup
was due mainly to steric repulsion originated by the soluble complex adsorption layers around the oil droplets.

Keywords:

Cacao pod husks pectin
Whey protein hydrolysate
Soluble complex
Adsorption dynamics
Emulsion stability

1. Introduction

Pectin is a heteropolysaccharide exhibiting a wide diversity in its
molecular structure. Basically it is a group of polysaccharides rich in
galacturonic acid comprising homogalacturonan (HG; homopolymer
mainly composed of ~65% of a-p-galactopyranosyluronic acid units),
rhamnogalacturonan-I (RG-I, heteropolymer of units repeating o-i-
rhamnosyl) and rhamnogalacturonan-II (branched pectic domain con-
taining a HG backbone). The galacturonic acid residues may be par-
tially methyl-esterified on the carboxyl group at C-6 position and O-
acetylated at C-2 or C-3 depending on plant species [1-3]. The mole-
cular weight of pectin (Mw), viscosity, the protein content, the degree
of acetylation (DAc), amidation (DAmd) and methylesterification (DM)
are the main factors which dictate the functional properties of pectin
[4,5].

Up to the last decade, most pectin applications stemmed from its
gel-forming ability, rendering it as suitable to use as gelling, thickening,
or stabilizing agent in a wide number of industrial domains, including
the food, pharmaceutical and chemistry industries [6-8]. Nowadays,

* Corresponding author.
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this hydrocolloid is gradually gaining acceptance as an effective
emulsifier and the emulsifying properties are being increasingly as-
sessed in numerous industrial applications [9]. Some pectins from dif-
ferent botanical sources have been tagged as showing surface-activity
and to be capable of forming fine oil droplets, including citrus peel
pectin [10-12], sugar beet pectin [10,13-15], and hawthorn pectin
[16]. However, new sources of pectin from regional botanical sources
and agroindustrial wastes continue to be explored.

The cacao (Theobroma cacao L.) fruit is an important crop of several
tropical and sub-tropical countries, and cacao beans are the main in-
gredient of the multi-billion worldwide chocolate industry. After the
beans extraction, the pod husks (accounting for approx. 52-76% of the
weight of the cacao fruit) are discarded and represent a serious en-
vironmental problem [17]. Bazarte et al. [18] reported that for each ton
of dry cacao beans, 10 tons of wet pod cacao husks were generated. The
production of dry cacao beans for the period 2015/2016 was estimated
as 3660 metric tons (36,600 metric tons of wet cacao pod husks) [19].

Recently, Yapo and Koffi [20] reported that cacao pod husks pectin
exhibited emulsifying activity and emulsion-stabilizing activity,
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without providing information regarding the initial droplet size and the
variation in droplet size of the oil-in-water emulsions with storage time.

Pectin is a multifunctional ingredient susceptible to chemical and
enzymatic conversions, and selective alterations of pectin molecular
structure may render the polymer suitable for numerous applications.
In this context the complexation between protein and polysaccharide
molecules under special conditions of pH and weight ratio between
both biopolymers can promote the formation of soluble complexes (SC),
which may exhibit improved emulsifying properties than the individual
biopolymers [21-24].

Thus, an ongoing research topic is the identification and char-
acterization of natural emulsifiers which have the potential of emulsi-
fying and stabilizing emulsion oil droplets [25,26] and that can also be
successfully used in food matrices [27-29]. Therefore, the objectives of
this research were to: (a) obtain and characterize the pectin extracted
from cacao pod husks (CPHP); (b) establish the conditions for obtaining
whey protein hydrolysate (WPH)-CPHP soluble complex (SCwpri.cprp);
(c) evaluate the dynamic interfacial adsorption of SCywpg.cpp, and (d)
and to evaluate the stability of oil-in-water emulsions emulsified with
SCwph.cpup in comparison to CPHP.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Cacao fruits (Theobroma cacao L., var. Trinitario) from the
Chontalpa region of the State of Tabasco, Mexico, was kindly supplied
by the Local Agricultural Association of Cacao Producers of
Huimanguillo. Whey protein hydrolysate (WPH; Hilmar™ 8390, 78%
protein on dry basis, 5.5% fat, moisture 3.5%, ash 4.5%, lactose 3.0%
and molecular weight distribution of 70.8% < 1000 Da, 12.9%
1000-5000 Da, 6.6% 5000-20,000 Da and 9.5% > 20,000 Da) was
supplied by Hilmar Cheese Company (Hilmar, CA, USA). Citric acid,
hydrochloric acid (HCI), sodium hydroxide (NaOH), magnesium sulfate
heptahydrate (MgSO47H,0), sulfuric acid (H»SO4) and ethanol, were
analytical grade and purchased from J.T. Baker (Xalostoc, State of
Mexico, Mexico). Potassium sulfamate, sodium tetraborate, 3-phenyl-
phenol. Other reagent-grade chemicals were purchased from Sigma-
Aldrich Mexico (Toluca, State of Mexico, Mexico). Deionized water was
used in all the experiments.

2.2. Extraction of cacao pod husks pectin (CPHP)

Cacao pod was cut lengthwise and seeds were removed manually
from the husk. Husks were cut into small pieces, dehydrated in an oven
with air circulation (Riossa Digital, HCF-62, Mexico City, Mexico) at
55°C until achieving constant weight (~36h). Dried pieces were
milled (Nixtamatic™®, Mexico City, Mexico) using successive sieves of
2 mm and 1 mm. Cacao pod husks flour (CPHF) that passed across the
1 mm sieve was used for the extraction of pectin.

CPHP was extracted by acid hydrolysis as proposed by Vriesmann
etal. [17], with slight modifications. Briefly, 100 g of CPHF were mixed
with 2.5 L of citric acid (1:25 w/v) and put in a water bath with con-
stant stirring. Extraction conditions were: pH of 3.0, 85 °C and 90 min
extraction time. The resulting extract was cooled to room temperature
(23 = 2°C) and filtered using a synthetic cloth, then this extract was
centrifuged at 8000 X g for 10 min (Centrifuge 5810 R, Eppendorf, AG,
Hamburg, Germany) and the precipitate was discarded (impurities).
Supernatant was added with 96% ethanol in a 2:1 volume ratio and
maintained for 24 h at 4 = 1°C, to allow pectin precipitation [30].
Pectin was then separated by filtration through Whatman No. 1 filter
paper and washed twice with 70% ethanol in a 1:1 volume ratio for
removal of free sugars, pigments and other impurities. Excess alcohol
was removed by centrifugation at 8000 x g for 25 min at 20 °C, and the
supernatant was discarded. The pellet was dried at 55 °C in an oven
with air circulation until constant weight was achieved. The dried
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pectin was ground in a mortar in order to obtain a fine powder. Ex-
traction yield was estimated as (1):

Yield (%) = (pectin powder (g)/cacao pod husk flour (g)) x 100% (¢})

Moisture content of CPHP was determined with a moisture analyzer
(Ohaus, MB23, Parsippany, NJ, USA) by drying the sample at 105 °C to
constant weight [31].

2.3. Physicochemical characterization of CPHP

2.3.1. Determination of the degree of methylesterification (DM), degree of
amidation (DAmd) and degree of acetylation (DAc)

Degree of methylesterification (DM), degree of amidation (DAm)
and degree of acetylation (DAc) of CPHP was determined as reported by
[3], with slight modifications. Pectin solution (0.500 g/100 mL of
deionized water) was titrated with 0.1 mol/L. NaOH using phe-
nolphthalein as the indicator and the volume consumed was recorded
as V1. Afterwards, saponification of pectin was initiated by adding of
20 mL of 0.5 mol/L NaOH and allowed to react for 15 min under con-
stant stirring. The reaction was stopped with the addition of 20 mL of
0.5 mol/L. HCl. The excess HCl was neutralized by titration with
0.1 mol/L NaOH and the volume consumed was recorded as V2. Sub-
sequently, the solution was saturated with 20 mL of 2.5 mol/L NaOH
and mixed in a 1000 mL distillation flask and connected to a condenser,
whose delivery line was submerged into the mixture of 150 mL of
deionized water and 20 mL of 0.1 mol/L HCl. The mixture was distilled
until ~100 mL of the distillate was collected. The excess HCl was then
titrated with 0.1 mol/L NaOH using methyl red as the indicator and the
consumed volume was recorded as S. A blank test was performed using
20 mL of 0.1 mol/L HCl and the volume consumed of HCI was recorded
as B. The difference of B and S was assumed to be V3.

For determining the amount of acetyl, 0.500 g of the CPHP were
dispersed in 25 mL of 0.125 mol/L NaOH, after stirring for 4 h, the
solution was diluted in a 50 mL volumetric flask to volume. An aliquot
of 20 mL of diluted solution and 20 mL of Clark's solution (containing
100 g MgSO,47H,0, 0.8 mL H,SO,4 and 180 mL H,0) was transferred to
a 1000 mL distillation flask and the first 15 mL of the distillate were
collected by separated in a graduated cylinder. Immediately the steam
supply was started and the distillation was continued until 150 mL of
the distillate was obtained. This distillate was titrated with 0.05 mol/L
NaOH to a pH of 8.5, and the volume required, in mL, was recorded as
A. Deionized water was used as a blank for titration and the volume
consumed was recorded as A,. The difference of A and Ay was assumed
to be V4. Egs. (2)-(4) were used for estimating DM%, DAmd% and DAc
%:

DM% = V2 (mL)/(V1 (mL) 4+ V2(mL) + V3(mL) — V4(mL)) X 100

2
DAmd% = V3 (mL)/(V1 (mL) + V2(mL) + V3(mL) — V4(mL)) X 100
3)
DAc% = (V4 x 1073(L) X 0.05 (mol/L))/((0.500 (g) x 0.821))
X 194.14 (g/mol) x 100 4

2.3.2. Methoxyl percentage

Methoxyl percentage (MeO%) was determined according to
Zouambia et al. [32]. MeO is related to DM because the amount of
methoxyl groups in 100% of esterified pectin is 16.32%, the methoxyl
percentage was calculated from the following Eq. (5).

MeO% = (16.32/100 ) x DM 5)

2.3.3. Determination of galacturonic acid
Galacturonic acid content was estimated by the sulfamate/3-phe-
nylphenol colorimetric assay, reported by Filisetti-Cozzi and Carpita
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[33]. 0.4 mL of CPHP (100 pug mL~ 1) were added with 40 UL of 4 M
potassium sulfamate solution at pH 1.6, and 2.5 mL of 75 mM sodium
tetraborate solution in H,SO4, and the mixture was vortexed for one
min and cooled to room temperature in an ice bath. Then the tubes
were put into boiling water during 15 min, and the reaction was
stopped by cooling in ice-water bath for 1.0-1.5 min. Finally, 80 pL of
0.5% 3-phenylphenol (w/v) in 0.5% NaOH (w/v) was added and the
sample was vortexed prior to reading its absorbance at 525 nm in a
spectrophotometer (Genesys 10S UV-Vis, Thermo Scientific, USA). The
quantification of galacturonic acid was performed, using D-galacturonic
acid as standard (Sigma-Aldrich Mexico, Toluca, State of Mexico,
Mexico).

2.3.4. Determination of protein content

Protein content was determined by the assay of Lowry [34]. In-
itially, 0.5 mL of CPHP (0.01 g/mL) and 0.5 mL of deionized water were
put into amber glass tubes. Afterwards 1 mL of solution A (sodium
tartrate carbonate, 0.8 N NaOH and 10% sodium dodecyl sulfate) was
added and the mixture was vortexed for 1 min and left to stand for
10 min. Subsequently, 0.5 mL of solution B (0.3 N Folin—Ciocalteau
reagent) was added to each amber glass tubes, vortexed for 1 min, after
which the samples were left to stand for 30 min. Finally, absorbance
readings were taken at 750 nm, using bovine serum albumin as stan-
dard (Sigma-Aldrich Mexico, Toluca, State of Mexico, Mexico).

2.4. Intrinsic viscosity (n) and estimation of the average viscosimetric
molecular weight

Intrinsic viscosity [n] determination was realized according to the
procedure of Cuevas-Bernardino et al. [16], with slight modifications.
Stock solution (0.1% w/v) was prepared by dispersing CPHP in deio-
nized water (100 mM NaCl) under magnetic stirring during 30 min at
room temperature until full dissolution, and stored at 25 °C for 24 h in
order to complete the hydration. This stock solution was diluted in a
range of concentration (0.001-0.1 g/100 mL). Diluted samples were
vigorously stirred on a vortex mixer and left to equilibrate at least
15 min prior to viscosity measurements. Viscosity was determined with
a Physica MCR 301 Dynamic Shear Rheometer (Physica Messtechnik,
Stuttgart, Germany) using the DG26.7 concentric cylinders geometry
with double gap at a constant speed of 62.1 s~ ! (20 rpm), allowing the
sample to stand for 5 min to recover its structure, and for temperature
to equilibrate at 25 °C with the help of the Physica TEK 150P Peltier
system. Relative (1), specific (ns,) and reduced (n.eq) viscosities were
calculated from the following Egs. (6)-(8):

Nret = M/Mg (6)
Ny = (/M) — 1 @
Trea = /M0 = 1 8)

where n; is the viscosity of the pectin solution, 1y is the viscosity of the
solvent (100 mM NacCl solution) and C is the pectin concentration.

Intrinsic viscosity [n] was calculated by linearly extrapolating the
reduced viscosity to zero concentration. Intrinsic viscosity is related to
the molecular weight [Mw] through the Mark-Houwink-Sakurada Eq.
9):

[n] = k' [Mw]* )]

where k' and a are empirical constants, which depend on tem-
perature, as well as the polymer-solvent system and correspond to va-
lues of 5.08 x 1073 + 2 x 10~ *and 0.71 + 0.02 dL/g, respectively
[16]. It should be noted that these constants can be used to determine
the average viscosimetric molecular weight of pectin if the system
conditions are maintained (25 °C and a solution of 100 mM NaCl as
solvent).

63

Reactive and Functional Polymers 123 (2018) 61-69

2.5. Soluble complexes preparation

Aqueous stock solutions (1.0% w/w) of CPHP and WPH were pre-
pared and stored at 4 * 1°C during 24 h to ensure their complete
hydration. These stock solutions were diluted with deionized water to a
desired concentration required for a given experiment. The zeta po-
tential ({-potential) of the biopolymers solutions (0.05% w/w) was
determined with a Zetasizer Nano ZS90 coupled to the autotitrator
MTP-2 (Malvern Instruments Ltd., Malvern, Worcestershire, UK) at pH
values ranging between 2.0 and 7.0 at 25 °C. The pH of the solutions
was adjusted to the desired value by the addition of either 0.1 N NaOH
or 0.1 N HCl. The {-potential was determined by measuring the direc-
tion and velocity of the dispersion molecules as they moved along the
applied electric field. The equipment software converted the electro-
phoretic mobility measurements into {-potential values using the
Smoluchowski mathematical model.

Complexation between oppositely charged biopolymers not only
depends on pH, but also on the relative weight ratio between the in-
teracting biopolymers. The pH where the maximum stoichiometric
(pHstoich) difference between the positive {-potential of WPH and ne-
gative {-potential of CPHP occurred was selected as the pH for driving
the electrostatic interaction between both biopolymers. In order to
determine the weight ratio between WPH and CPHP leading to soluble
complexes formation (Rwpp.cpyp); CPHP  dispersion 10 mL
(0.02 mg mL~ b at PHsoich Was transferred to the autotitrator and ti-
trated with WPH dispersion (0.5 mg mL~ ') at pHg;cn, Changes in (-
potential and average hydrodynamic diameter (d;,) of the WPH-CPHP
mixtures were measured as aliquots of ~0.25 mL of WPH were added
to the CPHP dispersion. The Rypy.cpup Selected for soluble complex
formation was the last point where the hydrodynamic diameter re-
mained practically constant, before commencing to increase sharply.

2.6. Apparent shear viscosity

The apparent shear viscosity of CPHP and SCwpp.cpup Solutions
(1.0% w/w) was determined on a rheometer using a concentric cylinder
geometry with double-gap and applying a shear rate of 50 s~ *, since it
has been reported that this shear rate value is equivalent to that applied
in the mouth, and correlates well with the perceived viscosity by con-
sumers [35].

2.7. Fourier-transform infrared spectroscopy (FT-IR)

CPHP, WPH and SCwpy.cpup Were subjected to FT-IR analysis to
determine their major functional groups. The FT-IR spectra were ob-
tained using a spectrometer (Frontier FT-IR/FIR, Perkin Elmer,
Waltham, MA, USA) equipped with a crystal diamond universal ATR
sampling accessory. Approximately 0.2 g of sample were placed on the
ATR spectrometer attachment and pressed with the ATR head.
Measurements were obtained over the range of 4000 to 400 cm™ ' at a
resolution of 4 cm ™~ '. There were 40 scans per sample which were in-
tegrated to obtain mean values of the spectrum. Fourier self-deconvo-
lution and second derivative resolution enhancement were applied to
increase the spectral resolution with the equipment software.

2.8. Dynamic interfacial tension

Dynamic of interfacial adsorption of CPHP (1.0% w/w) and SCypy.
cpup (1.0% w/w) at the canola oil-water interface was determined by
monitoring the evolution of interfacial tension (y) with time (6). The
method used was that described by Tang and Shen [36], with slight
modifications. An optical contact angle meter, OCA-20, equipped with
oscillating drop accessory ODG-20 (Dataphysics Instruments GmbH,
Filderstadt, Germany) was used. One drop of approximately 40 uL of
CPHP and SCwpu.cpup Were automatically formed with the aid of a
syringe into a glass cuvette containing the purified canola oil phase. The
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shape of the drop was analyzed to record changes in interfacial tension
over a period of 10,800 s (3.0 h) with a CCD camera. Experiments were
carried out at 25 °C.

2.9. Preparation and characterization of emulsions

2.9.1. Preparation

Oil-in-water emulsions were prepared using CPHP and SCwpy.cpup
(1.0% w/w) at pH 3.25 as the continuous phase (w) and canola oil as
oily phase (0). The o/w emulsions had a dispersed phase mass fraction
of 0.1. The o/w emulsions were coded as E,, where x stands for the
emulsifying agent used.

Emulsions were prepared by incorporating the dispersed phase
drop-wise with continuous agitation into the continuous phase with the
help of a high shear homogenizer (Ultra-Turrax® T50 basic IKA Works,
Inc., Wilminton, USA), operated at 8000 rpm for 3 min to form coarse
emulsion. Finally, the coarse emulsions were passed through a high-
pressure homogenizer (Microfluidics® M-110P, Newton Massachusetts,
USA) operated at 100 MPa for three cycles. An ice bath was used for
avoiding temperature increase during emulsion formation. The emul-
sions were stored at 4 * 1 °C prior to further analysis.

2.9.2. Characterization of emulsions

The area-volume mean diameter (ds,) of the freshly prepared
emulsions was verified using a static laser diffraction particle size
analyzer (Malvern Mastersizer 3000, Malvern Instruments, Ltd.,
Worcestershire, UK). Refractive indexes of the dispersed and con-
tinuous phases used in the calculations were 1.466 and 1.330, respec-
tively, determined with a refractometer (ABBE 5 refractometer, Model
44-501; American Optical Co., USA). The change in ds;, of E; was
monitored at 0, 1, 7, 14, 21 and 28 days.

Creaming rate of the emulsions was evaluated in a LUMiSizer cen-
trifuge (LUM GmbH, Berlin, Germany), an instrument that uses cen-
tripetal force to accelerate the instability of emulsions due to ag-
gregation phenomena [37]. Instrumental parameters used for the
measurements were as follows: volume, 0.4 mL of emulsion in the cell;
rotation speed of 3000 rpm; 255 measurements determined at time
intervals of 30s and temperature of 25 °C [38]. Creaming rate was
provided by the equipment software, and provides a measure of the
stability of the emulsion: the higher the rate of creaming, the lower the
emulsion stability [37].

{-Potential of the freshly prepared emulsions was determined with a
Zetasizer Nano ZS90 equipment. Samples of E,, were diluted in deio-
nized water (ratio of 1:100 v/v) and then filled into the test cell and
placed on the measuring equipment.

2.10. Statistical analysis

All experiments were done in triplicate from 3 independent ex-
periments using a randomized experimental design and values were
expressed as mean values = SD. Data were subjected to simple clas-
sification analysis of variance and in pertinent cases to Tukey's mean
comparison analysis. Significance was established at p < 0.05. Data
analysis was performed with the Statgraphics Plus software (Statistical
Graphics Centurion XVI (StatPoint Technologies, Inc., Warrenton,
Virginia, USA).

3. Results and discussion
3.1. Physicochemical characteristics of cacao pod husks pectin

CPHP yield was of 6.18 g/100 g in dry basis (d.b.), which was
within the range of 2.64 to 10.6 g/100 g reported by several authors
[17,18,20]. The physicochemical characteristics of CPHP are presented
in Table 1. CPHP had a galacturonic acid content higher than 65%,
which is the minimum requirement for commercial applications [6].
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Table 1
Physicochemical characteristics of pectin extracted from the cacao pod husks (CPHP).

CPHP
DM (%) 83.22 = 0.96
DAmd (%) 0.62 = 0.09
DAc (%) 10.20 = 0.33
MeO (%) 13.58 * 0.16
Galacturonic acid (%) 72.01 = 0.20
Protein (%) 3.68 = 0.22
Moisture (%) 494 + 0.30
Yield (g/100 g) 6.18 = 0.31
Apparent viscosity (Pa-s)® 0.026 + 7.27 x 10™°
Intrinsic viscosity (dL/g) 8.82
Molecular weight (viscosimetric) (kDa) 255.85

The percentages are on dry basis.
@ Determined at a shear rate of 50 s~ ' and at a concentration of 1.0% w/w.

DM value was 83.22%, so CPHP can be classified as a high methoxyl
pectin (DM > 50%) [1,3,39]. Fig. 1 shows the schematic representa-
tion of CPHP. It has been reported that methoxyl groups on pectin
backbone can act as a driving force for the molecular diffusion me-
chanism to oil-in-water interface during emulsions formation, due to its
hydrophobic nature [8,40]. DAmd (0.62%) of CPHP is too low for
achieving an efficient release of aromatic compounds (alcohols, ke-
tones, aldehydes, and esters), as Kim et al. [41] reported that an ami-
dation degree of 14% or more was required for achieving this purpose.
DAc of CPHP was 10.20%, and according to Alba and Kontogiorgos
[39], pectins with a DAc of at least 10%, may show good emulsifying
and interfacial activities, such as in the case of sugar beet pectins
[10,42,43]. Vriesmann and Petkowicz [44] reported that CPHP with
17% DAc possessed good gelling properties. Protein content (3.68%) of
CPHP was lower than 8.6% reported by Vriesmann et al. [45].

3.2. Intrinsic viscosity and viscosimetric molecular weight estimation

Behavior of the reduced viscosity vs concentration of dilute CPHP
solutions was studied in order to obtain the intrinsic viscosity [n]
(Fig. 2). Upon dilution in pure water, polyelectrolytes such as gum
Arabic and pectin initially exhibit a decrease in reduced viscosity (1;eq)
followed by an increase, due to a coil expansion by the mutual repul-
sion between like charges attached to the coil [16]. Addition of sodium
chloride is commonly used to reduce or eliminate conformational
changes with concentration of polyelectrolytes, and a linear depen-
dence of the reduced viscosity over polyelectrolyte concentration oc-
curs [46]. This is because Na™ counterions screen the ionic interactions
and molecules adopt a more compact conformation in solution and
thus, intrinsic viscosity [n] value decreases [47]. [n] measures the hy-
drodynamic volume per gram of macromolecular substance at infinite
dilution, and is obtained when the 1.4 data is extrapolated to “zero”
concentration, where theoretically the molecular interactions of the
polymers are suppressed. [n] is a characteristic related to the molecular
weight and the conformation of polymers [48]. Conformations of pectin
include random coils, spheres, rigid rod-like, and may affect the ad-
sorption mechanism at the oil-water interface [20,49].

[n] and viscosimetric molecular weight (Mw) of CPHP were
8.82 dL/g and 255.85 kDa, respectively. These values are higher than
those reported by Yapo and Koffi [20] for cacao pod husks pectin which
were of 1.62-3.04 dL/g for [n] and of 43-82 kDa for Mw. The differ-
ences can be attributed to extraction method, origin, variety, and
edafoclimatic conditions.

3.3. {-Potential of stock dispersions and formation of SCywpr.cpup
C-Potential variation with pH for CPHP and WPH dispersions is

shown in Fig. 3. {-Potential values for CPHP dispersions were negative
throughout the pH range studied, due to the low pK, values of their
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Fig. 1. Schematic representation of the structure of the cacao pods husk pectin (CPHP).
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carboxyl groups. (-potential values presented by CPHP were in ac-
cordance with those reported by Jones et al. [50] for high methoxyl
pectins. The carboxylic groups (—COOH) present at low pH were con-
verted to carboxylate groups (—COO ™) as pH increased, and the mag-
nitude of negative {-potential value increased. The maximum slope of
the {-potential curve of the CPHP occurred in a pH range of 3.0 to 4.0,
and can be related to the pK, of CPHP solutions [50].

For WPH, (-potential values varied between 30.0 + 0.75mV at
pH2.0 to —30.7 = 1.2mV at pH7.0. A zero {-potential value oc-
curred at the isoelectric point (pI; pH of 4.27). The negative {-potential
values that occurred at pH values > pl can be attributed to the ioni-
zation of the carboxylic groups (—COOH) into carboxylate groups
(—COO0 ™), while the positive {-potential values at pH < pl are due to
the protonation of the amino moieties (—NH,) giving rise to ammonium
groups (—NH4*).

pH of the medium strongly affected the charge density of the studied
biopolymers, which in turn affect the strength of complexation or in-
teraction between them. According to the interaction window between
positively charged WPH and negatively charged CPHP, the pH where
the maximum stoichiometric difference occurred was 3.25, therefore
this value was used as pHgtoich-

(-Potential and hydrodynamic diameter (d,) measurements were
used to provide information about the influence of the weight ratio
between WPH and CPHP (Ryppy.cpup) On the formation of soluble
complexes. These parameters were measured as a CPHP dispersion
(0.02mg mL~ 1) was titrated with a WPH dispersion (0.5 mg mL™ b at
pH 3.25. Initially the CPHP dispersion was completely transparent and
the pectin molecules exhibited a dj, of 2173 nm and a {-potential of
—20.83 mV (Fig. 4). By adding WPH dispersion to CPHP dispersion the
progressive appearance of two complexation main phases was revealed:
(1) the first phase (called region A) comprised between Rg 4.1 t0 Rs.
where the d, of the WPH-CPHP system decreased slightly, after which it
reached a plateau with values around of 821 nm, while the {-potential
values varied from —19.96 mV to — 10.38 mV, indicating that the
negative charge of the system decreased. In this region the appearance
of the WPH-CPHP system was of a uniformly turbid dispersion. The
decrease of the CPHP hydrodynamic diameter could be due to the
contraction of the pectin molecule, which becomes less expanded as
WPH interacts with the carboxylic groups of the polysaccharide [51].
Not all of the negatively charged CPHP moieties are neutralized by the
positively charged WPH moieties, so that the complexes formed possess
a net negative charge and thus remain soluble in the bulk of the
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Fig. 4. Evolution of the {-potential and hydrodynamic diameter as function of the weight
ratio (Rwpn.cpup) between WPH and CPHP at pH 3.25.

aqueous phase [51]; and (2) the second phase (called region B) com-
prised between Rss.; to Rg 4.1 Was characterized by a drift in the -
potential values towards zero and by a sharp upward increase in dy
reaching values of up to 14,747 nm. These results are indicative of the
progressive neutralization of the negative charges of the CPHP by in-
creased added amounts of WPH, which resulted in association of the
soluble complexes in larger and insoluble complexes (complex coa-
cervates) as was evidenced by the macroscopic phase separation [52].
Thus, from these results a Rs.; was chosen for obtaining the SC.

3.4. Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR)

FT-IR spectra of CPHP, WPH and SCypy.cpup are shown in Fig. 5.
The two principal absorbance peaks that dictate the major functional
properties of CPHP occur approximately at 1725 and 1607 cm™?,
which are attributed to the esterified carboxyl groups and to the ionic
carboxyl groups (—COO ™), respectively [53-55]. The acetyl group has
multiple wavenumbers, the most important being C=O stretching
peaks, around 1720 cm ™', the C—H stretching vibration of the CHj
group between 2960 and 2870 cm ™~ ! and the G—O stretching vibration
around 1250 cm™ ! and 1255 cm™! [56,57]. The above mentioned
absorption bands are characteristic of chemically modified poly-
saccharides by acetylation [58,59] and they are present in the CPHP
spectrum, indicating that this molecule has this functional group which
is consistent with the data reported in Table 1.

WPH spectrum, showed absorbance peaks around 1630 cm ™ * cor-
responding to C=O stretching of amide I, around 1535 cm ™! corre-
sponding to N—H bend of the amide II and finally around 1240 cm ™!
corresponding to C—N stretching and N—H bend of the amide III
[60-63].
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Fig. 5. FT-IR spectra of CPHP, WPH and SCwp.cpup-
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SCwpr.cpap Spectrum showed displaced peaks with different in-
tensities and in some cases the appearance and/or overlap of new ab-
sorption signals, presented wave vibrations belonging to the spectral
regions of CPHP at 2915, 1734 and 1250 cm ™ 1, and of WPH at 1630,
1535 and 1240 cm ™~ '. The absorption in amide I region is considered
the most useful for FT-IR analysis of the secondary structure of proteins,
and its location depends on the conformation of the protein structure,
same that determines its chemical reactivity, intermolecular interac-
tions, and functional properties such as solubility, water holding ca-
pacity, gelation, foaming, and emulsification [64]. In this case, the
amide I peak for WPH was observed at 1630 cm™ !, which has been
related to random coil type structures with more entropically favorable
conformations, which facilitates the complexation process between the
biopolymers [65]. As a result of the biopolymer interaction, FT-IR of
SCwrpr.cpap changed significantly in the carbonyl-amide region. The
—NH;"* groups (Amide B) for WPH and asymmetric and symmetric
—COO™ stretching vibration at 1607 cm™ ' and 1423 cm™ ' for CPHP
disappeared, respectively, indicating the electrostatic interaction be-
tween the amine groups of WPH (NH; ") and carboxyl groups of CPHP
(—COO0 ™) [66]. At the same time, the soluble complex showed an
amide A peak at a lower wavenumber (3270 cm™ ') than WPH, in-
dicating some hydrogen bindings between amino or —OH of WPH and
—OH of CPHP took place [66]. Therefore, the manifestations of this
type of vibrations in the wavenumbers mentioned permitted to estab-
lish changes in the original conformation of the biopolymers, sug-
gesting that the complexing between WPH and CPHP was successful. A
schematic representation of SCywpy.cpyp derived from the above ob-
servations is given in Fig. 6.

3.5. Dynamic interfacial tension

The adsorption of molecules with surface-active capacity at the oil-
water interface is the most important step in the formation of emulsions
[29]. During the adsorption process, these molecules undergo con-
formational changes as they interact with the interface [37]. The de-
pendence of the interfacial tension (y) as a function of time of CPHP
(1.0% w/w) and SCwpy.cpup (1.0% w/w) at the canola oil-water in-
terface is shown in Fig. 7.

The interfacial tension of the deionized water was
29.5 + 0.50 mN/m, whereas that of CPHP was 25.20 *+ 0.43 mN/m
after 10s. This decrease may be related to structural components of
CPHP as: i) hydrophobic groups (methyl ester and acetyl), ii) molecular
conformation and iii) the presence of protein residues. These

WPH

Fig. 6. Schematic representation of the structure of SCyp.cprp-
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Fig. 7. Interfacial tension adsorption dynamics at the oil-water interface of CPHP () and
SCwen-cpup (O) at 1.0% w/w.

components acted as hydrophobic anchors and facilitated the adsorp-
tion of CPHP at the interface, resulting in the reduction of interfacial
tension [12,39,40,42].

The initial interfacial tension (10s) of SCwpu.cpup Was
22.85 * 0.30 mN/m and was lower than that of CPHP after 10 s. The
increase in the amino groups acted as a driving force for diffusion to the
interface, indicating that the SCywpy.cpup molecules diffused to and
anchored at the interface at a faster rate than those of CPHP, saturating
faster the interfacial monolayer. The subsequent relative slow drop in
the interfacial tension at longer times of CPHP and SCypp.cpap can be
caused by the reconformation of the adsorbed molecules in the interface
[16].

The adsorption kinetics of the biopolymers were determined from
surface pressure changes (i) over time, which was derived from the
data of Fig. 7. The main stages of adsorption kinetics that can be de-
fined based on the surface pressure-time curves profiles are as follows:
(i) diffusion, (ii) penetration and (iii) rearrangement of molecules at the
oil-water interface, multilayer formation and possibly interfacial gel-
ling, which give rise to diffusion (kgyy), penetration (kp.,) and molecular
rearrangement (k) rate constants, respectively [67]. During the first
stage, at relatively low surface pressures a modified form of the Ward
and Tordai [68] equation can be used to correlate the change in surface
pressure with time (Eq. 10):

T = 2CoKT(D 6/3.14)2 (10)

where Cy is the initial biopolymer concentration in the aqueous phase,
K is the Boltzmann constant, T is the absolute temperature, D is the
diffusion coefficient and 0 is the adsorption time. If diffusion at the
interface controls the adsorption process, a plot of  against 6" will be
linear and the slope of this plot will be kg, [36]. From Fig. 8a it can be
seen that for both CPHP and SCwpi.cpup the diffusion controlled ad-
sorption occurred within 90 s. kg values for CPHP and SCwp.cpup are
given in Table 2. SCywpy.cpup exhibited a steeper slope than CPHP. This
behavior may be related to the amino group's content of SCywpm.cpup
(protein content of 54.39 *+ 1.47%) which was 14.7 times greater than
that of CPHP. Additionally, the apparent viscosity at 50 s~ ! of SCypm.
cpup (0.0074 + 3.10 x 10~ °Pass) was 3.5 times lower than that of
CPHP, so that the molecules of the former encountered a lower re-
sistance to their mobility, and were capable of migrating faster to the
oil-water interface.

After the sharp initial adsorption period (< 90 s), the rate of ad-
sorption of CPHP and SCypy.cpup slowed down up to 10,800 s, and the
7t — 0 data within this time interval can be analyzed with the following
first-order phenomenological Eq. (11) [69], in order to obtain k., and
kreq constants:
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Fig. 8. a) Dependence of surface pressure (1) as a function of the square root of time
(s%). The solid-solid line depicts the linear slope of the curves where the adsorption is
diffusion-controlled (kgyy). b) Plot of In (710800 — M)/ (10800 — o) Versus 6. The con-
tinuous solid line depicts the first slope corresponding to the first-order rate constants of
adsorption/penetration (ky.,), while the second slope corresponds to the first-order rate
constants of structural rearrangement (ko). For CPHP ([]) and SCywpn.cpup (O) at the oil-
water interface at 1.0% w/w concentration.

Table 2
Parameters of the adsorption dynamics of the biopolymers under study at the oil-water
interface.

Type of biopolymer kg (mN/m ™ 150%) kpen X 10 (571 kpea x 10 (s™H
CPHP 0.41 = 0.09 3.45 + 0.02 15.90 * 1.03
SCwph.cprp 0.81 = 0.14 4.99 *= 0.02 13.40 = 0.22

CPHP: cacao pod husks pectin; SCyp.cpap: soluble complex between CPHP and whey
protein hydrolysate (WPH); diffusion (kgy), penetration (kpe,) and rearrangement (kreq)
constants.

In(7m0800 — 76/ Mmog00 — 7o) = —k;0 amn

where 111300, e, 7o, are the surface pressure values at the experimental
final adsorption time (10,800 s), of each step (0) and at the initial time
(90 s), respectively, and k; is the first-order rate constant. These plots
usually yield two linear slopes, where the first slope refers to k;n, and
the second slope k... The plot of In [(st19800 — o) / (F10800 — o)l
against the time for SCwpy.cpup and CPHP showed similar profiles
(Fig. 8b). SCwpn.cpup exhibited a higher value of k., (Table 2) in-
dicative that the complex molecules could penetrate the monolayer at
the interface more easily than those of CPHP, probably because of the
higher affinity (higher hydrophobicity) of its molecular segments to the
oil phase. On the other hand, CPHP displayed a higher value for ki,
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Fig. 9. Variation of the area-volume mean diameter (ds,) of the oil droplets during
28 days of storage at 4 = 1°C. Ecpup (M) and Ewppcrur (M) at 1% w/w. Different
lowercase and uppercase letters indicate significant differences between means
(p < 0.05).

than SCwpp.cpup, indicative that the latter molecules packing at the
interface was higher than that of the former molecules, which restricted
their freedom for rearrangement [16].

3.6. Formation and stabilization of oil-water emulsions

The size of O/W emulsion droplets is determined by the two fun-
damental processes that occur during its preparation: the fragmentation
of the dispersed phase into small droplets and the coalescence of the
recently formed droplets. The emulsifying/stabilizing agents have ef-
fects on both processes, by: a) the reduction of the interfacial tension,
which promotes the rupture of the dispersed phase into small droplets
and b) the formation of an interfacial biopolymer film, which prevents
the phenomenon of coalescence [70].

Fig. 9 shows the d3 5 evolution of the O/W emulsions prepared with
CPHP (1% w/w) and SCwpy.cpup (1% w/w), stored at 4 + 1°C for
28 days. Ewpn.cpup displayed oil droplets with significantly lower initial
ds» (86.98 = 4.0nm) than Ecpyp (113.2 = 0.5nm). Eypp.cpup did
not show a significant change in droplet size (90.36 * 01.3 nm), while
Ecpup suffered a significant increase (162.0 = 3.61 nm) during the
28 days of storage time.

Several authors have reported the formation of O/W emulsions
stabilized with pectin from various botanical sources, such as apple,
citrus, sugar beet and hawthorn (conc. 0.5-1.5%) and droplet sizes in
the range of 0.4-20 um [11,16,55,71,72]. Notice that the mean droplet
sizes obtained in this work were in the nanometric scale while those
reported in the works cited above fell basically within the micrometric
scale. Yapo and Koffi [20] reported that pectin from cacao pod husks
exhibited good emulsifying and emulsion-stabilizing activities, but did
not provide details of the droplet size of the emulsions.

The possible explanations involved for the better emulsifying and
stabilizing performance of SCypy.cpup in comparison to CPHP are the
following: (a) SCwpn-cpup displayed a higher kg due to its higher hy-
drophobic character than CPHP, so that the molecules diffused and
anchored more rapidly at the interface, forming initial smaller droplet
sizes; and (b) Once small droplets have been formed, the key factor
affecting emulsion long-term stability is how the adsorbed molecules
conform at the interface, and if they are able of forming thick steric
stabilizing layers. The higher k., and lower k., displayed by SCwpp-
cpup in comparison to CPHP, indicated than the improved penetration
and packing occurred as a result of the smaller hydrodynamic diameter
and lower negative surface charges showed by the complex. The overall
effect was the formation of a bulkier interfacial layer around Ewpy.cpup
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droplets than around Ecpgp droplets.

Finally, Ecpyp showed a significantly higher creaming index
(972 + 033%) than EWPH-CPHP (3.53 + 0.550/0), deSpite that EWPH-
cpup displayed lower apparent viscosity (0.143 * 0.008 Pa's) and
lower {-potential (—25.36 = 0.42mV) than Ecpup
(0.250 = 0.001 Pas and —37.32 = 0.28 mV, respectively). These
results seem to pinpoint that the higher concentration of smaller sized
droplets in Ewpp.cpup €nhanced the formation of 3-D network, where
the steric stabilization term was the dominant stabilizing mechanism
[16], and where {-potential of the droplet and the apparent viscosity of
the emulsion had little bearing on emulsion stability.

4. Conclusions

Cacao pod husks agroindustrial wastes can be used for obtaining
pectin by using a simple environmental friendly extraction process. The
cacao pod husks pectin (CPHP) showed both surface active and emul-
sifying activities. Modification of CPHP by its complexing with whey
protein hydrolysate (WPH) improved significantly the surface active
and emulsifying activities. Oil-in-water emulsion utilizing WPH-CPHP
soluble complex (SCwpn.cpap) as emulsifier/stabilizer producing nano-
metric droplet sizes, which did not show significant changes during
28 days of storage, and displayed a low creaming index under ac-
celerated centrifugation testing. Thus, an important contribution of this
work was to provide a simple and efficient methodology for imparting
superior surface active and emulsifying activities to CPHP, and the
knowledge derived from this study could broaden CPHP application in
the food industry, and contribute to reduce contamination problems
associated with cacao processing byproducts.
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