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Resumen

Los complejos solubles (CS) e insolubles (CI) se obtuvieron a partir de concentrado de
proteina de suero y goma arabiga los cuales interaccionaban a un pH de 4.0, usando
relaciones de masa de biopolimero de 2:1 y 3:1, respectivamente. Las particulas (SPt) se
produjeron a partir de CI, secandose a diferentes temperaturas (60, 80, 100 y 120 °C). A
medida que las temperaturas iban incrementando, se noté un incremento en el angulo de
contacto 60 °C = 98.6°, 80 °C =102.6°, 100 °C = 107.7° y 120 °C = 114.4°, modificando la
estructura secundaria de la proteina en mayor medida, y disminuyendo la tension interfacial.
La emulsion primaria O1/W y las emulsiones dobles O1/W/O- se estabilizaron con CS y SPr,
respectivamente. El tamafio medio de gota de la emulsion primaria fresca y de las emulsiones
dobles aumento de 0.62 a 0.66 um y de 9.34-4.35 a 10.45-4.63 pm después de 76 dias de
almacenamiento, respectivamente. Las microfotografias confocales permitieron observar las
gotitas de aceite internas rodeadas por CS, y las gotas de agua de emulsion doble por SPr.
Las particulas hidréfobas obtenidas de CI representan una alternativa viable para sustituir el

uso de tensoactivos sintéticos en las interfases W/O».
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Abstract

The soluble (CS) and insoluble complexes (CI) were obtained from whey protein concentrate
and gum Arabic which interacted, at a pH of 4.0, using biopolymer mass ratios of 2:1 and
3:1, respectively. The particles (SPt) were produced from IC and dried at different
temperatures (60, 80, 100 and 120 ° C). As the temperatures increased, an increase in the
contact angle was observed: 60 ° C =98.6 °©, 80 °C =102.6 °, 100 ° C =107.7°and 120° C
=114.4 °, and modifying the secondary structure of protein to a greater extent, and decreased
interfacial tension to lower values. The O1/W primary emulsion and the O1/W/O> double
emulsions were stabilized with CS and SPr, respectively. The sample size of the fresh
primary emulsion and the double emulsions increased from 0.62 to 0.66 pm and from (9.34-
4.351t0 10.45-4.63 um) after 76 days of storage, respectively. Confocal micro photos allowed
observing the internal oil droplets surrounded by CS, and the water droplets of double
emulsion by SPt. Hydrophobic IC particles represent a viable alternative to replace the use

of synthetic surfactants at the W/O- interfaces.
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1. Introduccién

Las emulsiones dobles son sistemas complejos multifasicos polidispersos que consisten
en una emulsion en la que las gotitas dispersas son en si mismas una emulsion (Bhatia et al.,
2013; Schmidt et al., 2015). Estas emulsiones son prometedoras en muchos campos debido
a su estructura compartimentalizada que les otorga el potencial de separar, encapsular,
proteger y facilitar la liberacion sostenida y el transporte de compuestos bioactivos (Schmidt
et al., 2015; Sivapriya et al., 2016). Las emulsiones dobles también pueden usarse en el
desarrollo de productos bajos en calorias y reducidos en grasas (Lobato-Calleros et al., 2006),
reduciendo el contenido de aceite de las emulsiones alimentarias convencionales de aceite en
agua (O/W) o agua en aceite (W/O) reemplazando con una emulsion equivalente W1/O/W>
u O1/W/O: de similar contenido de grasa percibido, mientras se mantiene la textura y por lo
tanto la misma sensacién en la boca que los productos convencionales (Hernandez-Rodriguez
etal., 2017; Mehrniaetal., 2017). La mayoria de las investigaciones recientes se han centrado
en el disefio, la formacién, la estructura y las propiedades de las emulsiones dobles en un
intento de comprender el papel de las variables que influyen en su estabilidad durante la
fabricacion, almacenamiento y uso (Jiménez-Colmenero, 2013). Este no es un problema
simple en el caso de las emulsiones dobles dirigidas al consumo humano directo, ya que
existe una opcién limitada de emulsionantes que pueden emplearse en su formulacién debido
a la legislacion y las demandas del consumidor (Schmidt et al., 2015; Esfanjani et al., 2015).
El principal problema en cuanto a la estabilidad de las emulsiones dobles, es la presencia de

dos interfases termodinamicamente inestables. Tradicionalmente se usan dos diferentes

é
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emulsionantes de bajo peso molecular para su estabilizacion: uno con un bajo equilibrio
hidrofilico-lipofilico (HLB) para la interfase W1/O y un segundo con un alto HLB para la
interfase O/W» (Schmidts et al., 2009). El progreso en el desarrollo de emulsiones dobles
estables para uso alimentario depende del reemplazo de emulsionantes de moléculas
pequefias y agentes estabilizadores poliméricos sintéticos por ingredientes de grado
alimenticio, como proteinas de alimentos y polisacaridos, que pueden conferir el
complemento requerido (Dickinson, 2011). El efecto de los biopolimeros naturales, sus
conjugados y complejos sobre la estabilidad de las gotas externas de las emulsiones W1/O/W>
se ha estudiado en los ultimos afios (Pimentel-Gonzaélez et al., 2009; Li et al., 2017), y se ha
encontrado en general que los conjugados proteina-polisacarido muestran propiedades
emulsionantes superiores a los biopolimeros individuales (Jiménez-Alvarado et al., 2009;
Herndndez-Marin et al., 2013; Mohammadi et al., 2016; Esfanjani et al., 2017). La
coacervacion es un término utilizado para describir una separacion de fases liquido/liquido
gue permite la formacion de una fase precipitada rica en biopolimero, llamada coacervado, y
una fase soluble que es pobre en biopolimeros (Weinbreck et al., 2004). La coacervacién
sigue dos eventos de formacion de estructura inducidos por pH asociados con la formacién
de complejos solubles e insolubles durante la acidificacion. A medida que la proteina toma
una carga positiva neta por debajo de su punto isoeléctrico, se produce una atraccion inicial
con el polisacarido que lleva una carga neta negativa, lo que lleva a un ligero cambio en la
turbidez y la formacion de complejos solubles (CS). A medida que la solucion se acidifica,
los complejos crecen continuamente en tamafio y ndmero hasta alcanzar un segundo pH
critico, hasta la formacién de complejos insolubles (CI) (Aryee y Nickerson, 2012). La

formacion del complejo y la estabilidad se determinaran por la densidad de carga de los

é
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biopolimeros, su peso molecular, naturaleza quimica, concentracion de biopolimero, relacion
de biopolimero, pH, temperatura, entre otros (Ghasemi et al., 2017). Ademas, la
hidrofobicidad de los complejos proteina-polisacarido se puede modular mediante
tratamiento térmico, ya que las interacciones hidrofobicas se vuelven mas fuertes con el
aumento de la temperatura (Mohammad y Kavehpour, 2015). Practicamente no hay informes
que se refieran al uso de biopolimeros naturales para estabilizar las gotas externas de las
emulsiones O1/W/O», probablemente porque los biopolimeros naturales de calidad
alimentaria son solubles en agua. En los Gltimos afios, se ha prestado atencion al uso de
particulas solidas para estabilizar emulsiones. Estas emulsiones se denominan emulsiones
Pickering y muestran una estabilidad mucho mayor que las emulsiones “clasicas"
estabilizadas por tensoactivos debido a que las particulas solidas se unen fuertemente a la

interfase agua-aceite y crean una barrera rigida contra la coalescencia (Ridel et al., 2016).

Tavernier et al. (2016) han proporcionado una revision detallada sobre las particulas de
grado alimenticio que se han utilizado para estabilizar emulsiones Pickering O/W. Estos
incluyen: cristales de grasa (citrato de estearato de glicerilo), polisacaridos (almidon de maiz,
celulosa, metil celulosa, quitina y quitosano), proteinas (B-lactoglobulina, lactoferrina,
albimina de suero bovino, gelatina, aislado de proteina de soya, proteina de chicharo y
zeina), y otros (flavonoide (tilirosida) y goma shellac-xantana). Mientras que solo se ha
empleado monooleato de glicerol y cera para la estabilizacion de emulsiones W/O. Sélo hay
unos pocos estudios sobre las emulsiones dobles de Pickering. Xiao et al. (2017) estabilizaron

las gotas externas de la emulsion W1/O/W> con nanoparticulas de kafirina de calidad

>
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alimentaria, mientras que Tyowua et al. (2017) estabilizaron una emulsion O1/W/O>

unicamente con particulas de silice con diferente contenido de silanol en la superficie.
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2. Antecedentes

2.1. Emulsiones

2.1.1. Conceptosy tipos

Una emulsion es un sistema heterogéneo, el cual consiste de al menos un liquido
inmiscible disperso en otro en forma de gotas (Abismail et al., 1999). Generalmente, los
diametros de las gotas se encuentran entre 0.1 y 100 um (McClements, 2005). Las emulsiones
se clasifican de acuerdo con la organizacion relativa de la fase acuosa y de aceite. Un sistema
que consiste de gotas de aceite dispersas en una fase acuosa es llamado como emulsién aceite-
en-agua o O/W, mientras que un sistema que consiste de gotas de agua dispersas en una fase
de aceite es llamado emulsion agua-en-aceite o W/O.

La sustancia dentro de las gotas de la emulsion es usualmente referida como dispersante,
fase interna o fase discontinua, mientras que el material que compone el liquido circundante
se refiere como a la fase continua o externa. La concentracion de gotas es normalmente
expresado en términos de fraccion del volumen en la fase dispersa, ¢ (McClements, 2005).

Es también posible realizar emulsiones dobles, por ejemplo, agua en aceite en agua
(W1/O/W>) y aceite en agua en aceite (O1/W/Oy). Las emulsiones dobles son sistemas multi-
compartimentados en los que coexisten aceite en agua (O/W) y agua en aceite (W/O), donde
los globulos de la fase dispersa contienen gotas dispersas aun mas pequefias. Las formas méas
comunes son agua en aceite en agua (W1/O/W>), pero las emulsiones de aceite en agua en
aceite (O1/W/O) también se pueden usar en aplicaciones especificas y han sido menos

estudiadas (Benichou et al., 2007). Las emulsiones de agua en aceite en agua consisten en

>
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diminutas particulas de agua (W1) dispersas dentro de globulos de grasa (O), que a su vez se
dispersan en una fase acuosa continua (Figura 2.1), mientras que una emulsién aceite en agua
en aceite, estd formada de pequefias gotas de aceite (O1) dispersas dentro de globulos de agua
(W), que a su vez se encuentran dispersas en una fase oleosa continua (O2) (Jiménez-

Colmenero, 2013).

/—[j\ ——. Gotas deemulsion

\

. O | maltiple (W1/0/W2)
| OG Q
O/ \O/
ﬁ /— \\ Interface W1,/0
L D LA

O&"—_ Interface O/W2
|

Fase ocleosa (O] Fase acuosa externa (W2)

—_—

\Q

S

Fase acuosa interna (W1)

Figura 2.1. Representacion esquematica de emulsiones dobles (Jiménez-Colmenero, 2013).

Potencialmente las emulsiones dobles tienen algunas ventajas sobre las emulsiones
convencionales O/W, entre ellas esta la capacidad de atrapar y proteger varias sustancias y
controlar su liberacidn desde el interior de una fase a otra, tal como sistema de liberacién de
lipidos bioactivos, encapsulacion, proteccion y liberacion de componentes hidrofilicos
(Jiménez-Colmenero, 2013). Asi mismo ofrecen ventajas para la aplicacion en alimentos, ya
que se ha encontrado que son una estrategia potencialmente util para producir alimentos bajos

en calorias y grasas, enmascarar sabores, prevenir la oxidacion, mejorar las caracteristicas

>
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sensoriales de los alimentos, controlar la liberacion y proteccion de ingredientes labiles
durante su ingestion y digestion (Benichou et al., 2004; Muschiolik, 2007; Alberini et al.,
2017). Por lo tanto las emulsiones dobles ofrecen la oportunidad de incluir compuestos
nutricionales y bioactivos, y podrian utilizarse como ingredientes alimentarios, ofreciendo
una optimizacion de los componentes activos de la dieta en los nuevos sistemas alimentarios,

como los alimentos funcionales.

2.1.2. Proceso de homogenizacion

El proceso que consiste en convertir parte del aceite y parte del agua en una emulsion, o
el de reducir el tamafio de las gotas en una emulsion existente, es conocido como
“homogenizacion”. Este proceso normalmente se lleva a cabo utilizando dispositivos
mecanicos conocidos como homogeneizadores, los cuales someten a los liquidos a tensiones

mecanicas intensas los que resulta en la formacidn de gotitas (McClements, 2005).

Los procesos fisicos que ocurren durante la homogenizacion se pueden destacar al
considerar la formacion de una emulsion a partir de aceite y agua pura. Cuando los dos
liquidos entran en contacto, tienden a adoptar la configuracidn que es termodinamicamente
mas estable y tiene la energia libre méas baja, que consiste en una capa de aceite en la parte
superior de una capa de agua. Esta disposicion se adopta porque se minimiza el area de
contacto desfavorable entre los dos liquidos inmiscibles. Para crear una emulsién se necesita
energia para interrumpir y mezclar las fases de aceite y agua. La energia generalmente se

suministra en forma de agitacion mecanica. Las gotas de aceite formadas durante la
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aplicacion de la agitacion mecanica se mueven constantemente y frecuentemente colisionan
y se fusionan con las otras vecinas. Si no se suministra méas energia mecanica al sistema, las
gotas formadas durante el proceso de agitacion se moveran en direccion opuesta al campo
gravitacional y eventualmente se uniran para formar una capa, es decir se separaran por fases

(McClements, 2005).

El tamafio de gotas producidas durante la homogenizacion, es un equilibrio de dos
procesos fisicos opuestos: 1) ruptura de las gotas, que implica la ruptura de gotas grandes en
mas pequefias y 2) coalescencia de gotas, lo cual ocurre con frecuencia durante la
homogenizacién debido a las intensas fuerzas mecanicas experimentadas por las emulsiones
dentro de los homogenizadores, si las gotas de la emulsién no estdn cubiertas por una
membrana interfacial suficientemente fuerte, tendra las gotas a unirse entre si durante una
colisién. La eficacia del proceso de emulsificacion aumenta si: 1) el tamafio de gota inicial
puede mantenerse pequefio y 2) las gotas se estabilizan rapidamente contra la coalescencia
una vez que se forman (McClements, 2005). Dentro de los principales dispositivos de
homogenizacién que se utilizan para la produccion de emulsiones se muestran en el cuadro

2.1.

>
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Cuadro 2.1. Diferentes tipos de homogeneizadores usados para elaborar emulsiones

(McClements, 2009).

Tipo de homogeneizador Rendimiento Densidad de Tamafio Viscosidad
energia minimo de de muestra
gota

Mezclador de alta velocidad Lote o continuo Baja-alta ~2um Baja a media

Molino coloidal Continuo Baja-alta ~1um Media a alta

Homogenizador a alta presion ~ Continuo Medio-alta ~0.1 pum Baja a media

Microfluidizador Continuo Medio-alta <0.1um Baja a media

Sonda ultrasonica Lote o continuo Medio-alta ~0.1um Baja a media

Homogenizador de chorro Continuo Medio-alta ~1pm Baja a media
ultrasénico

Procesamiento de membrana Lote o continuo Baja-alta ~0.3 um Baja a media

é
v

La homogenizacion eficiente normalmente requiere la seleccion del tipo de
homogeneizador mas apropiado, y las condiciones de operacién del homogeneizador (por
ejemplo, presion, caudal, temperatura) para la emulsion y aplicacion particular que se

produce. Ademas, requiere la seleccion de un tipo y cantidad de emulsionante apropiado:
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deber haber suficiente emulsionante presente para estabilizar las superficies de las gotitas de
la emulsién recién formada durante la homogenizacion, el emulsionante debe adsorberse
rapidamente en la interfase aceite-agua y poder formar un recubrimiento que proteja las gotas

contra la agregacion (McClements, 2009).

2.1.3. Mecanismos generales de inestabilidad de las emulsiones

El término estabilidad de la emulsion se usa ampliamente para describir la capacidad de
una emulsion para resistir los cambios en sus propiedades con el tiempo. Las propiedades de
una emulsién pueden evolucionar con el tiempo debido a una variedad de procesos fisicos,
quimicos o bioquimicos (McClements, 2005). En la figura 2.2 se muestran esquematicamente
algunos de los mecanismos fisicos mas importantes responsables de la inestabilidad de las

emulsiones.

— Separacion gravitacional; ésta es una de las formas mas comunes de inestabilidad en
emulsiones y puede dar como resultado el cremado o sedimentacion, dependiendo de las
densidades relativas de la fase dispersa y la continua (McClements, 2005). EI cremado
describe el movimiento ascendente de las gotas debido a que tiene una baja densidad en
comparacion con el fluido que las circunda, la sedimentacion describe el movimiento
descendente de las gotas debido a que tienen una alta densidad en comparacion con el liquido
que las rodea (McClements, 1999).

— Agregacion de gotas: las gotas en una emulsion estan en movimiento continuo

(movimiento Browniano) debido a los efectos de la energia térmica, la gravedad o las fuerzas
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mecanicas aplicadas, a medida que se mueven, chocan con frecuencia con sus gotas vecinas.
Después de una colision, las gotas de emulsion pueden separarse 0 permanecer agregadas,
dependiendo de la magnitud relativa de las interacciones atractivas y repulsivas entre ellas.
Los dos tipos principales de agregacion en emulsiones son floculacion y coalescencia
(McClements, 2005). La floculacién ocurre cuando dos o mas gotas estan unidas formando
un agregado en el cual las gotas retienen su integridad individual. La coalescencia es el
mecanismo principal por el cual una emulsion alcanza su estado termodinamicamente mas
estable, porque el area de contacto entre las fases de aceite y agua disminuye a lo largo del
proceso, considerando que la coalescencia es el proceso donde dos 0 mas gotas se unen para
formar una gota grande. La coalescencia también causa que las gotas de la emulsion crezcan

o sedimenten mas rapidamente debido al aumento del tamafio de la gota (McClements, 2005).

Inversién
de Fases

Emulsion
cinéticamente
estable

L

Cremado Sedimentacion Floculacién

Coalescencia

>
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Figura 2.2. Mecanismos de inestabilidad de emulsiones (McClements, 1999).

— Maduracion de Ostwald: en una emulsion es un proceso de crecimiento gradual de las
gotas mas grandes a expensas de las mas pequefias debido al transporte masivo de la fase
dispersa soluble (aceite) a través de la fase continua (agua) (Dickinson, 2009; Taylor, 1995;
Kabalnov y Shchukin, 1992).

— Inversion de fase: es el proceso mediante el cual un sistema cambia de una emulsion de

aceite en agua a una emulsién agua en aceite, o viceversa (McClements, 2005).

2.1.4. Inestabilidad de emulsiones dobles

La inestabilidad de un sistema de emulsiones dobles puede seguir una gran variedad de
vias de destruccién dependiendo de su composicién y microestructura. Los principales
mecanismos de inestabilidad se muestran en la figura 2.3. EI mecanismo A involucra la
coalescencia de las gotas exteriores, este es semejante a la coalescencia de las gotas de una
emulsion primaria. EI mecanismo B es la coalescencia de las gotas interiores, no debe existir
ningln cambio en la interfase de las gotas exteriores. EI mecanismo C es la coalescencia de
las gotas interiores con la interfase de las gotas exteriores, permitiendo la transferencia de
algun material de la fase dispersa interna a la fase continua externa. EI mecanismo D es la
contraccion o hinchamiento de las gotas interiores, derivados del cambio difusivo de material
entre la fase interna y la fase externa como resultado de transporte de masa hacia la pelicula

liquida que interviene (Dickinson, 2010).
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Figura 2.3. Representacion esquematica de los principales mecanismos de rompimiento de
una emulsion doble: (A) coalescencia de las gotas externas, (B) coalescencia de las gotas
internas, (C) coalescencia de las gotas internas/externas y (D) contraccion o hinchamiento de
las gotas internas.

2.2.Estabilizantes y emulsificantes

Hoy en dia muchos emulsionantes estan disponibles para la estabilizacién de emulsiones.
Algunos de estos son naturales, sin embargo los emulsionantes sintéticos han tenido un
amplio uso comercial en la segunda mitad del siglo XX. Su desarrollo fue impulsado por la
industria de alimentos procesados, que necesitaban productos estables para su distribucion

en el mercado.

>
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Las emulsiones son dispersiones de gotas termodinamicamente inestables (Pawar, 2011),
estos sistemas tienden irremediablemente hacia la separacion macroscopica de fases que
corresponden a su estado de menor energia (Destribast et al., 2014). Por lo tanto, se requiere
que los emulsionantes proporcionen estabilidad cinética recubriendo las gotitas y generando
interacciones repulsivas (estéricas o electrostaticas) que inhiban la agregacion de las gotas
(Bai et al., 2016). Ademas, reducen la tension interfacial, evitando asi la ruptura de las gotas
(Kralova y Sjoblom, 2009). Numerosos emulsionantes de calidad alimentaria estan
legalmente aprobados para su utilizacion comercial en la industria alimentaria (Kralova,
2009), dentro de estos tenemos agentes de bajo peso molecular con actividad superficial

(tensoactivos) o macromoléculas (tales como proteinas o polimeros) (Destribas et al., 2014).

2.2.1. Agentes Tensoactivos

Un tensoactivo es una sustancia que tiene la propiedad de adsorberse sobre la interfase y
de alterar significativamente la energia libre interfacial de estas interfases. Se debe tener en
cuenta que el término interfase se utiliza para describir las interfases fluido/fluido o
fluido/gas. Cuando uno de los fluidos es gas (m&s comunmente aire) el término superficie
tiende a usarse en lugar de interfase. Los agentes con actividad superficial tienen una
estructura molecular caracteristica conocida como estructura anfipatica. Esta consiste de un
grupo que tiene poca o0 ninguna atraccion para el solvente, llamado liéfobo y un grupo que
tiene una gran atraccion por el solvente, llamado liofilico. En medios acuosos, los términos

los grupos hidrofobico o hidrofilico se usan como grupos liofobos o liofilicos,

>

L 4

-16 -



Ara Guadalipe Ednada Frnindy,

é
v

L 4

respectivamente. La estructura del tensoactivo se llama anfifilico. Los restos hidrofilicos e
hidrofobos del agente tensoactivo se denominan normalmente cabeza y cola.

La naturaleza de los grupos de la cabeza y la cola del tensoactivo puede ser muy diferente,
lo que ofrece numerosas variaciones de la estructura del compuesto (Eastoe, 2005). El grupo
hidrofilico puede estar cargado o ser neutro, de tamafio pequefio y compacto: el grupo
hidrofobico es generalmente una cadena hidrocarbonada lineal o ramificada simple o doble,
y también puede contener grupos aromaticos. La solubilidad del tensoactivo en medios
acuosos se determina por la afinidad de la parte hidrofila (cabeza) con el medio. La
clasificacion de los tensoactivos se basa en el tipo del grupo hidrofilico de la siguiente
manera: anionicos, el resto de la cabeza tiene una carga negativa (acidos grasos); no iénico:
el resto de la cabeza no tiene carga aparente (monoacilgliceroles, esteres de sacarosa de
acidos grasos); y zwitterionico: el resto de la cabeza tiene cargas positivas y negativas
(lecitina).

Un tensoactivo disuelto en un liquido puede adsorberse en la interfase o autoensamblarse
para la formacion de micelas (Figura 2.3), siendo ambos fendmenos causados por el efecto
hidrofobico. El grupo liéfobo del tensoactivo va a ser expulsado del liquido en el que esta

disuelto.
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Figura 2.4. Representacion esquematica de (a) estructura de un tensoactivo, (b) moléculas de
tensoactivo en la interfase, y (c) micelas de tensoactivo esféricas.

En la formacién de una emulsién, cuando no se agrega algun tipo de tensoactivo al aceite
puro y al sistema de agua, el tipo de emulsion va a depender de la fraccidén de volumen de
cada fase. La fase con la fraccion de volumen menor sera la fase dispersa. En presencia de
algun tensoactivo, el tipo de emulsion se debe sélo a las propiedades de éste.

Una de las primeras reglas empiricas desarrolladas para describir el tipo de emulsién que
podria ser solubilizada por un tensoactivo fue propuesta por Bancroft, él relaciond la
capacidad del tensoactivo para estabilizar emulsiones W/O u O/W con la solubilidad en aceite
0 agua. Esto se conoce como regla de Bancroft: el tensoactivo soluble en aceite tiende a
estabilizar la emulsién W/O, mientras que el tensoactivo soluble en agua tiende a estabilizar
la emulsion O/W (Bancroft, 1913). La eleccidn teorica del tensoactivo es complicada ya que
las fases de aceite y agua son de composicion variable. Existen algunos métodos para la
seleccion de los tensoactivos y uno de los métodos semiempiricos ampliamente utilizado para

clasificar a los tensoactivos es el método del balance hidrofilico-lipofilico (HLB). EI HLB se
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describe mediante un ndmero que proporciona la afinidad relativa de una molécula de
tensoactivo por las fases oleosa y acuosa. A cada tensoactivo se le asigna un nimero HLB
segun su estructura quimica. Una molécula con un alto valor de HLB tiene una alta
proporcion de grupos hidrofilicos a grupos lipofilicos y viceversa. Los nimeros de HLB de
muchos tensoactivos se han tabulado en la literatura (Abismail et al., 1999). El nGmero HLB
de un tensoactivo proporciona una indicacion util de su solubilidad en la fase de aceite y/o
agua y puede usarse para predecir el tipo de emulsion que se formarad. Un tensoactivo con
bajo valor de HLB (3 a 6) es predominantemente hidrofobo, se disuelve preferentemente en
aceite y estabiliza emulsiones de agua en aceite. Un tensoactivo con un alto valor de HLB (8
a 18) es predominantemente hidrofilico, se disuelve preferentemente en agua, estabiliza
emulsiones de aceite en agua. Un tensoactivo con un valor de HLB intermedio (6 a 8) no
tiene una preferencia particular por el aceite o por el agua. Las moléculas con valor de HLB
por debajo de 3 y por encima de 18 no son particularmente activas en superficie y tienden a
acumularse preferentemente en aceite o agua, en lugar de una interfase aceite-agua

(McClements, 1999).

2.2.2. Biopolimeros

Proteinas y polisacaridos son dos de los biopolimeros méas importantes utilizados como
ingredientes en las emulsiones alimentarias. Los biopolimeros proveen una importante fuente
de energia y nutrientes esenciales en la dieta humana. Ademas, tienen la habilidad de
modificar la apariencia, textura, estabilidad y el sabor de las emulsiones alimentarias debido

a sus caracteristicas funcionales Unicas (capacidad de estabilizar emulsiones y espumas,
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formar geles y mejorar en gran medida la viscosidad de las soluciones). Existe una amplia
variedad de diferentes tipos de biopolimeros, cada uno con sus propios atributos Unicos
funcionales (Yan y Zhang, 2014). La actividad interfacial de muchos biopolimeros se debe
al hecho de que tienen regiones hidrofilicas y lipofilicas distribuidas a lo largo de su columna
vertebral. La principal fuerza motriz para la adsorcion de estos biopolimeros anfifilicos a las
interfases aceite-agua es, por lo tanto, el efecto hidrofobico. Cuando el biopolimero se
dispersa en una fase acuosa, algunos de los grupos no polares estan en contacto con el agua,
que es termodinamicamente desfavorable debido a las interacciones hidrofébicas. Cuando un
biopolimero se adsorbe a una interfase puede adoptar una conformacion donde los grupos no
polares se ubican en la fase oleosa (lejos del agua) y los grupos hidrofilicos se ubican en la
fase acuosa (en contacto con el agua). La adsorcion también reduce el area de contacto entre
las moléculas de aceite y agua en la interfase aceite-agua lo que reduce la tensién interfacial.
La conformacién de un biopolimero en una interfase, y las propiedades fisicoquimicas y
estructurales de la capa interfacial formada, dependen de su estructura e interacciones
moleculares. Los biopolimeros flexibles de espiral aleatoria adoptan una disposicién donde
los segmentos predominantemente no polares sobresalen en la fase oleosa, los segmentos
predominantemente polares sobresalen en la fase acuosa y las regiones neutras se encuentran

planas contra la interfase (Figura 2.5) (McClements, 2009).
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Figura 2.5. Representacion esquematica de conformaciones de moléculas adsorbidas de
biopolimero globular y flexible en una interfase aceite-agua. Los segmentos no polares
tienden a sobresalir en la fase de aceite, mientras que los segmentos polares sobresalen en la

fase de agua.

— Proteinas

Las proteinas son polimeros bioldgicos compuestos de aminoacidos con una gran
variedad de estructuras, como son fibrosas y globulares, dependiendo de su secuencia de
aminoacidos, de las condiciones ambientales prevalecientes, exposicién a diferentes
temperaturas, presiones, solventes, valores de pH y composicién ionica. Las proteinas son
ampliamente utilizadas como estabilizantes de emulsiones en la industria alimentaria. De
forma similar a los tensoactivos convencionales, las proteinas facilitan la rotura de las gotas
de aceite durante la emulsificacion (disminuyendo la tensién interfacial de aceite-agua) y
estabilizan las gotas contra la coalescencia durante la emulsificacion, asi como durante el
posterior almacenamiento de las emulsiones formadas (Tcholakova et al., 2006). Las

proteinas al ser moléculas anfifilicas, van a migrar espontdneamente a la interfase aire-agua
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0 aceite-agua. A diferencia de los agentes tensoactivos de bajo peso molecular, las proteinas
forman una pelicula muy viscoelastica en la interfase; esta pelicula resiste los choques
mecanicos durante el almacenamiento y la manipulacién. Las proteinas con una actividad de
superficie apropiada poseen tres atributos: (a) transporte y unién de las moléculas en la
interfase, (b) reordenamiento estructural de las moléculas adsorbidas con posible despliegue
parcial y formacion de enlaces intermoleculares y (c) capacidad, una vez situadas y
orientadas en la interfase, de interaccionar con las moléculas vecinas y formar una pelicula
viscoelastica fuerte, que soporte los movimientos mecéanicos y térmicos (Tcholakova et al.,
2006). La rapidez con que puede adsorberse una proteina en la interfase va a depender del
esquema de distribucidn de zonas hidrofilas e hidrofobas en su superficie. Si la superficie de
la proteina es extremadamente hidréfila y no contiene zonas apreciables hidrofobas,
probablemente no se adsorbera, porque su energia libre sera inferior en la fase acuosa que en
la interfase o en la fase polar. A medida que aumenta el nimero de zonas hidrofobicas en la
superficie, va siendo mas probable su adsorcidn espontanea en la interfase. Las caracteristicas
moleculares de la superficie de las proteinas influyen enormemente en su capacidad de

adsorberse espontaneamente en la interfase y en su eficacia como estabilizante.

Las proteinas se adsorben en la interfase de diferente modo a como lo hacen las sustancias
tensoactivas de bajo peso molecular. En las proteinas la adsorcion y orientacion estan
limitadas por el esquema de distribucion de grupos hidréfobos e hidrofilicos en la superficie
y por la rigidez estructural de la molécula. Como las moléculas proteicas son voluminosas y
estan plegadas, una parte considerable de la molécula permanece, después de su adsorcion,

en la fase dispersante y sé6lo una pequefia porcidn de la misma se encuentra anclada en la
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superficie. La tenacidad con que la molécula proteica permanece en la interfase depende del
numero de segmentos peptidicos que se han fijado en ella y de la energia de la interaccion
entre estos segmentos y la interfase. En la interfase, las cadenas polipeptidicas asumen una o
mas de las tres configuraciones siguientes: trenes, son segmentos de la proteina que contactan
directamente con la interfase; bucles, son segmentos del polipéptido suspendidos en la fase
acuosa; y colas, son segmentos N- y C- terminales de la proteina que generalmente se sitlan
en la fase acuosa (Figura 2.6). La distribucion relativa de estas tres configuraciones depende
de las caracteristicas conformacionales de la proteina. Cuanto mayor sea la proporcién de
segmentos polipeptidicos en la configuracion “en tren” mas fuerte sera la uniéon y menor la

tension interfacial.

Fase 1
Tren
Interfase .Z
/ Bucle
Cola
Fase 2

Figura 2.6. Diversas configuraciones de un polipéptido flexible al colocarse en la interfase.

Las proteinas del suero de leche son ampliamente usadas en formulacion de alimentos
debido a sus excelentes propiedades funcionales y nutricionales. Una de las mas importantes

propiedades de las proteinas del suero de leche es la estabilizacion de emulsiones por difusion
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en la interfase O/W, reduciendo la tension superficial. Las proteinas del lactosuero incluyen

al conjunto de sustancias nitrogenadas que no floculan cuando el pH de la leche se lleva a

4.6, por lo mismo, también se les llaman proteinas solubles.

La fraccion de proteina de suero de leche bovina contiene cuatro proteinas principales [3-
lactoglobulina (B-Lg), a-lactoalbumina (o-La), albumina de suero sanguineo (BSA) e
inmunoglobulinas (1g). Las proteinas del lactosuero pueden ser de sintesis mamaria, como la
a-lactoalbimina y la B-lactoglobulina, que representan conjuntamente el 70% de las
proteinas del lactosuero y el 20% del total de las proteinas en la leche de vaca (Amiot, 1991),
y la lactoferrina, o bien de transferencia sanguinea, como la albdmina y las
inmunoglobulinas. Todas las proteinas del suero contienen enlaces disulfuro para estabilizar
su estructura. La proteina mayoritaria en el suero con el 50 % es la B-lactoglobulina. La
molécula de estd formada de a-hélice, lamina-B y espirales al azar presentes en
concentraciones de hasta 10-15, 43 y 47% respectivamente (Jovanovi¢ et al., 2005). La  —
Lg el primer agente gelificante que domina el comportamiento térmico del sistema total de
las proteinas del suero de leche. La B-Lg tiene dos enlaces disulfuro y un grupo sulfhidrilo
(Cys 121), el cual se encuentra cubierto con la estructura de la proteina, pero se expone y se
activa después de la desnaturalizacion de la proteina por varios agentes (incluido él calor).
La agregacion de la proteina puede ocurrir dependiendo principalmente de la concentracion
de proteina y del pH. A pH neutro el grupo sulfhidrilo forma enlaces disulfuro, a pH acidos
la participacion de los grupos sulfhidrilo en la formacion de agregados es minima y grandes
agregados son formados principalmente por agregados fisicos. Si la B-lactoglobulina es

calentada arriba de los 60 °C su estructura secundaria es parcialmente modificada. La
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segunda proteina mas abundante del lactosuero es la a-lactoalbumina, en su estructura
contiene cuatro enlaces disulfuro. Ha sido reportado que puede tener propiedades
emulsificantes, estabilizantes y puede participar junto con la B-lactoglobulina en la formacion
de puentes disulfuro y formar una pelicula en la interfase (Bouaouina et al., 2006). La
molécula nativa de la a-La consta de dos dominios, un dominio a-helicoidal grande y un
dominio lamina-f pequefio, que estan conectados por un bucle de union de calcio. Debido a

sus propiedades hidroéfilas, a-La no precipita de la leche al punto isoeléctrico (Jovanovi¢ et

al., 2005).

— Polisacaridos

Los polisacaridos son clasificados como homopolisacéaridos, el cual consiste en un sélo
tipo de monosacéridos, o hetero-polisacéridos, el cual contiene diferentes monosacaridos,
dependiendo de su secuencia de mondémeros, las condiciones ambientales imperantes y su
historia. Los polisacéridos difieren uno de otro quimicamente en términos del tipo, nimero,
secuencia y enlaces de la unidad de repeticion dentro de la cadena de polimero. Estas
diferencias quimicas permiten diferencias en sus propiedades moleculares, como es peso
molecular, grado de ramificacion, estructura, flexibilidad y carga eléctrica. Sucesivamente,
estas diferencias moleculares permiten diferencias en las propiedades funcionales, como es
solubilidad, espesante, gelacion, capacidad de ligar agua, actividad superficial,
emulsificacion y digestibilidad. Como las proteinas, cuando se selecciona el polisacarido
para formar un coacervado, sus propiedades fisicoquimicas deben ser consideradas,
especialmente sus caracteristicas eléctricas (potencial £ vs pH). La carga eléctrica en los

polisacaridos depende de la naturaleza de los grupos iénicos a lo largo de la cadena, también
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como son las condiciones de la solucion. Algunos polisacaridos son aniénicos como es la
goma arabiga, estos polisacaridos anionicos tienden a ser neutrales a valores de pH
suficientemente mas bajos que su valor de pKa, pero negativos arriba de éste. Los grupos

comunmente cargados en los polisacaridos es el grupo carboxilo (Yan y Zhang, 2014).

La goma arabiga (GA), es uno de los polisacaridos anfifilicos mas cominmente utilizados
en la industria alimentaria (Bai et al., 2016). Es un heteropolisacarido que contiene alrededor
del 2% de proteina, y consiste quimicamente de una columna vertebral de B-1,3 D
galactopiranosa con ramificaciones de unidades de o-L-rhamnopiranosil, b-D-
glucoronopiranosil y 4-O-metil-b-D-glucoronopiranosil. Alrededor del 20% de las unidades
de azUcar contienen un grupo carboxilo. Es un poli electrolito débil que lleva una carga neta
negativa por encima de pH 2.2 debido a sus grupos carboxilo (Yan y Zhang, 2014). El analisis
de composicion de la goma arabiga revela la presencia de una cadena principal de galactanos
con ramificaciones de cadenas de galactosa y arabinosa. El resto de carbohidratos se
compone de D-galactosa (40 % de residuos), L-arabinosa (24 %), L-ramnosa (13%), y dos
acidos uronicos, responsables del caracter poli anionico de la goma, D-acido glucurénico (21
%) y 4-O-metil-D-4acido glucuronico (2 %). La GA es cargada negativamente arriba de un
pH 2.2, debido a que bajo este pH (< 2.2) la disociacion de los grupos carboxilos es suprimida
(Weinbreck et al., 2004%). La goma arabiga no es muy sensible a la agregacion a valores de
pH intermedios, alta fuerza ionica y temperaturas elevadas debido a la formacion de gruesas

capas estabilizadoras estéricas alrededor de las gotas de aceite (Ozturk et al., 2016). Sin
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embargo, un problema importante es que es dificil usar bajos niveles de polisacaridos para

producir emulsiones con tamafios pequefios de gota (Charoen et al., 2011).

2.3.Emulsiones Pickering

La mayoria de las emulsiones son estabilizadas con agentes de grado alimentario y
sustancias biocompatibles. Hasta los Gltimos afios se han basado principalmente en proteinas
y biopolimeros, aunque estas moléculas grandes pueden proporcionar barreras considerables
contra la desestabilizacion, se ha demostrado que las particulas estabilizan las emulsiones de
manera mas eficiente que los tensoactivos, o por biopolimeros (Lam et al., 2014). En la figura
2.7 puede apreciarse dos emulsiones, donde se puede observar las particulas solidas
adsorbidas en la interfase aceite-agua estabilizando las gotas en lugar de moléculas de

tensoactivos.

Particulas

ii'\lq\( %"}} ....v solidas

R P

Figura 2.7. Representacion de una emulsion clasica a base de tensoactivo (a) y de una
emulsion Pickering (b). Las particulas solidas adsorbidas en la interfase aceite-agua

estabilizan las gotas en lugar de las moléculas de tensoactivo.
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El hecho de que las emulsiones se pueden estabilizar por particulas sélidas fue investigado
hace mas de un siglo. Ramsden menciond por primera vez que la materia sélida tenia el poder
de formar emulsiones resistentes. Sin embargo, el descubrimiento de este tipo de emulsiones
es atribuido a Pickering (de ahi el término emulsiones Pickering) (Pawar, 2011; Destribats et
al., 2014). Una de las ventajas que ofrece la estabilizacion por particulas sélidas es la elevada
resistencia a la coalescencia y por lo tanto el caracter “libre de tensoactivos” las hace
atractivas para varios campos de aplicaciones, en particular en aplicaciones en alimentos
(Chevalier et al., 2013). La formacion de emulsiones Pickering van a estar influidas
principalmente por las propiedades de las particulas y las fases de la emulsion que van a
controlar la disposicion de las particulas en la interfase. Dependiendo de la hidrofobicidad
de su superficie, las particulas pueden estabilizar emulsiones aceite en agua, agua en aceite
y dobles (Yusoff et al., 2011).

Las emulsiones Pickering han generado mucho interés en los ultimos afios por razones
tales como la eliminacidn de tensoactivos artificiales del proceso de emulsiones, la capacidad
de estabilizar las interfases con éxito contra la maduracion de Ostwald y la coalescencia
(Gould et al., 2013). Se han realizado varios estudios en la estabilidad de emulsiones por
medio de particulas solidas, pero el interés en este tipo de emulsiones es debido a la
estabilidad que confieren a las emulsiones sobre los tensoactivos comdnmente utilizados. El
tamafio de las particulas se correlaciona con el tamafio de las gotas de la emulsion formadas,
gotas de hasta milimetros de tamafio se pueden hacer estables a la coalescencia a través de
particulas adsorbidas, algo que no es posible con los tensoactivos (Yusoff et al., 2011).
Consecuentemente, algunos investigadores describen los mecanismos de estabilizacién de

las emulsiones Pickering y comparan la estabilidad de particulas con la estabilidad de
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tensoactivos. La habilidad de diferentes tipos de particulas para estabilizar emulsiones ha
sido investigada, como son particulas de silica, arcilla, carbonato de calcio, poliestireno, entre
otros (Gonzenbach et al., 2006). Tales emulsiones exentas de agentes tensoactivos

representan una nueva alternativa a las convencionales y también pueden tener ventajas.

2.3.1. Angulo de contacto

Es evidente, simplemente observando la naturaleza, que los liquidos no mojan de igual
manera a un determinado sélido y que no todos los sélidos se mojan de la misma forma por
un liquido. Los liquidos sobre una superficie horizontal se comportan de forma diferente
segun la naturaleza tanto de la superficie sélida como del liquido. En realidad, esto depende
de los tres constituyentes, segln sea el gas o el fluido que rodea la gota. Son posibles dos
situaciones diferentes: si el liquido forma una gota se dice que el mojado es parcial, si el
liquido forma una pelicula delgada mojando la superficie solida se trata de un mojado total.
(Lee, Chan y Moharz, 2011). En el caso del mojado parcial, el liqguido no moja la superficie
y superficies con este caracter se conocen como hidréfobas, en el caso de que el liquido sea
agua. Cuando es un mojado total, el liquido moja bien la superficie y se le conoce como
hidrofilico en el caso del agua (Chevalier et al., 2013). Trasladando esta analogia a la
utilizacion de particulas solidas, una particula muy hidréfila estaria totalmente mojada por el
agua, de modo que estas no se adsorberian debido a que permanecerian dispersas en la fase
acuosa de laemulsion. En igualdad de condiciones, las particulas demasiado hidréfobas seran

totalmente mojadas por el aceite (Chevalier et al., 2013).
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La magnitud fisica relacionada con la mojabilidad es el angulo de contacto (0). Se define
como el angulo que forma la tangente a la interfase liquido-gas con la superficie del solido
en el punto de contacto de las tres fases hacia el lado de la fase liquida (Figura 2.8). De forma
general, se define al angulo de contacto como el angulo que forma la superficie de un liquido
al entrar en contacto con una superficie sélida. El valor del angulo de contacto depende
principalmente de la relacion existente entre las fuerzas adhesivas del liquido y del solido, y

las fuerzas cohesivas del propio liquido (Pawar, 2011).

gas

- %
Solido ‘
Figura 2.8. Angulo de contacto y tensiones interfaciales.

El comportamiento de la mojabilidad de las particulas en la interfase se describe por los
angulos de contacto, que estan relacionados con la tension superficial de cada una de las tres

interfases por la ecuacion de Young y se expresa como (Rousseau et al., 2000):

VYsG¢ — VsL

cos 6, =
Yie

Donde vysg, ysL ¥ YL Son la tension interfacial solido-gas, sélido-liquida, y liquido-gas
respectivamente y 6r es el angulo de Young. La ecuacion de Young es invariante en presencia

de la gravedad. El angulo de contacto solo depende de las propiedades fisico-quimicas de las
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tres fases, mientras que la gravedad, solo afecta a la formacion de la interfase liquido-gas
relativamente lejos de la linea de contacto (Chevalier et al., 2013).

Para las moléculas de tensoactivo presentes en las mezclas de agua y aceite, el sistema
hidrofilico-lipofilico (HLB) es un parametro importante para determinar si el tensoactivo
agregado reside en agua, aceite o en una tercera fase (Aveyard et al., 2003). Para la adsorcién
en una interfase, se requiere que las particulas sean parcialmente mojadas por ambas fases,
las particulas que s6lo son mojadas por una fase no pueden actuar como emulsificantes ya
que las particulas permanecerian en el liquido de manera dispersas. Por lo tanto, las particulas
deben ser mojadas en mayor cantidad por una fase, la cual determina el tipo de emulsién que
se formard, las particulas que son mojadas por agua podran estabilizar emulsiones O/W,
mientras que las particulas que son mojadas por aceite estabilizaran emulsiones W/O. La
adsorcion de la particula solida en la interfase aceite-agua esta dada por los grados de
hidrofobicidad. En otras palabras, la habilidad de las particulas a estabilizar una emulsion
depende de su mojabilidad de la fase de aceite y agua de la emulsién. La regla de Finkle
determina gue el tipo de emulsion que se va a formar va a estar determinado principalmente
por la mojabilidad de las particulas en ambos liquidos y se caracteriza por el angulo de
contacto (Schmitt et al., 2014). Para un angulo de contacto medido a través de la fase acuosa
de menos de 90° la particula es mojada preferentemente por el agua (es decir, es
preferentemente de naturaleza hidrofila) y van a estabilizar emulsiones O/W. Para una
particula con un 6 > 90° es mojada preferentemente por el aceite (hidrofoba) y van a
estabilizar emulsiones W/O. Para un angulo de contacto de 90°, es igualmente mojado por
ambas (Figura 2.9). Sin embargo particulas muy hidrofilicas (con un &ngulo de contacto muy

pequefio) o muy hidrofébicas (dngulo de contacto muy grande) serd mas probable que
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permanezcan dispersos en la fase de agua o aceite, respectivamente (Averyard et al., 2003;
Destribats et al., 2014), estas condiciones extremas de angulos de contacto (cerca de 0° o

180°), no daran como resultado emulsiones estables (Hunter et al., 2008).

Figura 2.9. Comportamiento de particulas en la interfase aceite-agua. (a) Particula mojada
preferentemnete por el agua, es decir, es preferentemente de naturaleza hidrofilica,
estabilizan emulsiones O/W; (b) particula mojada por ambas fases, sin formacion
preferencial; y (c) particula mojada preferentemente por el aceite, es decir, hidrofdbica,
pueden formar emulsiones W/O (Hunter et al., 2008)

Como los tensoactivos, las particulas solidas actian como emulsificantes y estos se
adsorben en la interfase, sus efectos sobre la tensién interfacial no quedan bien entendidos.
Este hecho ha sido contradictorio ya que algunos autores mencionan que las particulas no
modifican la tension superficial, mientras que otros demostraron que la tension interfacial se
ve afectada por la presencia de particulas. La tension interfacial depende de la hidrofobicidad
de las particulas, la tensién interfacial disminuye a medida que aumenta el angulo de contacto

de 0 a2 90° o disminuye de 180 a 90° (Tzoumaki et al., 2011).
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2.3.2. Estabilidad de emulsiones Pickering

Se han utilizado varios tipos de particulas en la estabilizacion de emulsiones O/W y W/O,
como son cristales de grasa, almidones, proteinas y algunos otros como son flavonoides
(Tavernier et al., 2016). La efectividad de un tipo de particula especifico para estabilizar una
emulsion va a depender del medio de la emulsion, la forma y el tamafio de particula, la

mojabilidad y las interacciones entre particulas (Hunter et al., 2008).

El concepto que define la estabilizacion de Pickering es muy simple: las particulas
dispersas se acumulan en la interfase agua-aceite para formar una barrera (estérica) mecanica
que protege a las gotas de la emulsion contra la coalescencia (Murray et al., 2011). Existen
al menos dos mecanismos mediante los cuales las particulas estabilizan las emulsiones. En
el primero, se requiere que las particulas se adsorban en la interfase aceite-agua y
permanezcan alli formando una pelicula densa (monocapa o multicapa) alrededor de las gotas
dispersas que impiden la coalescencia (Aveyard et al. 2003). Las particulas soélidas se
mantienen juntas en la interfase aceite-agua por medio de interacciones atractivas que se
requieren para construir una capa rigida de particulas sélidas (Chevalier et al., 2013). Cuando
dos gotas recubiertas de particulas se acercan, se observa una especie de disposicion de
bicapa de particulas (Figura 2.10a). La magnitud de la barrera estérica depende de cuan dificil
es eliminar las particulas de la interfase. La barrera estérica es mas efectiva cuando la capa
de particulas se encuentra predominantemente en el lado externo (convexo) de las gotas
dispersas, es decir, cuando las particulas son humectadas preferentemente por la fase
continua (Dickinson, 2010). En el segundo, se produce una estabilizacion adicional cuando

las interacciones particula-particula son tales que se desarrolla una red tridimensional de
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particulas en la fase continua que rodea a las gotas (Aveyard et al. 2003), esto ocurre a altas
concentraciones de particulas, suprimiendo la coalescencia debido al impedimento estérico
(Gould et al., 2013). En este caso, como se ilustra en la figura 2.10b, la barrera basada en
particulas esféricas no es una simple bicapa, mas bien consiste en una capa/red de particulas
desordenada y rigida, adsorbida en la interfase de agua-aceite, con toda la estructura agregada

unida por fuerzas atractivas entre particulas (Dickinson, 2010).

(a)

T XXX LI
00000n

(b)

Figura 2.10. Representacion esquematica de disposiciones de estabilizacion alternativas de
particulas en una pelicula fina entre gotas de emulsion estrechamente proximas: (a)
monocapas de particulas en las dos interfases aceite-agua; y (b) capa de red de baja densidad

de particulas agregadas (Dickinson, 2010)
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2.4.Coacervados

La estabilidad, las propiedades de textura y mecanicas de las emulsiones, dependen de la
forma en que los emulsionantes (emulsificantes de bajo peso molecular) y biopolimeros
(proteinas y polisacaridos) se adsorben e interactdan en las interfases. Una de las principales
tendencias en la industria alimentaria es la sustitucion de emulsionantes de bajo peso
molecular y estabilizadores poliméricos sintéticos por macromoléculas naturales que son méas
biocompatibles. En particular importancia para lograr la funcionalidad requerida se necesitan
biopolimeros, como son las proteinas y polisacaridos (Milanovic et al., 2014). Las proteinas
son bien conocidas por su actividad superficial y su capacidad para estabilizar sistemas
dispersos (Dickinson, 1998; McClements, 2005). Debido a que son polielectrdlitos, cuya
carga neta depende del pH de la solucion, dando opcién a ocurrir diferentes tipos de
interacciones en sus mezclas o en mezclas con otros biopolimeros (Milanovic et al., 2014).
La formacion de complejos de proteina y polisacarido se debe principalmente a diversas
interacciones no covalentes, como las interacciones electrostaticas, por puente de hidrégeno
e interacciones hidré6fobas. Las proteinas tienen un potencial £ positivo o negativo basado en
el pH del medio (positivo a pH < punto isoeléctrico (pl) y viceversa). Esta carga eléctrica en
la proteina se debe a la presencia de diferentes aminoacidos y su modo de ionizacién a
diferentes pH y por lo tanto es la responsable de la atraccion o repulsién electrostatica entre
las proteinas y polisacaridos. La presencia del grupo carboxilo (-COOH) en los polisacéaridos
y el grupo amino (-NHz) y carboxilo en la proteina son la fuente de los enlaces de hidrégeno
entre estos biopolimeros. La formacion de estos enlaces va a depender de los pardmetros de

la solucion como el pH, fuerza idnica, temperatura, entre otros (Gosh et al., 2012).
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La concentracion de biopolimeros y el pH juegan un papel importante en la solubilidad
de los agregados de proteina-polisacarido (Gosh et al., 2012). La coacervacion sigue dos
eventos formadores de estructuras inducidos por el pH asociado con la formacion de
complejos solubles e insolubles durante la acidificacion. Las proteinas adquieren una carga
neta positiva por debajo de su pl (pH> pl; caracter cationico) y al unirse con el polisacarido
anionico da como resultado la formacién de agregados aniénicos de proteina-polisacarido
(Gosh et al., 2012). Esta atraccion inicial conduce a un ligero cambio en la turbidez y la
formacion de complejos solubles (que corresponden a un pH acido, denominado pHc). A
medida que la solucidn se acidifica ain mas, se cree que los complejos crecen continuamente
de tamafio y nimero hasta alcanzar un segundo pH critico (denominado pHe1) y se da la
formacion de complejos insolubles. A este pH, las soluciones cambian de una solucion turbia
a una solucién transparente y se producen cambios macroscopicos en la turbidez, que se
representa por una separacion de fases, una fase rica en biopolimero (coacervado) y otra fase
pobre en biopolimeros. Se alcanza un maximo (pH éptimo), donde los biopolimeros cargados
opuestamente alcanzan una equivalencia eléctrica que proporciona un complejo proteina-
polisacarido neutro (Aryee et al., 2012), debido a la presencia de polisacaridos aniénicos y
proteinas cationicas. A medida que el pH se reduce ain mas, los sitios reactivos en el
polisacérido anidnico comienzan a protonarse, lo que conduce a la pérdida progresiva de la
estructura compleja y la turbidez hasta alcanzar una disolucion completa a un pH 2 (Figura
2.9). Aunque el proceso de coacervacion se basa principalmente en interacciones
electrostaticas, las interacciones hidrofébicas y de enlace de hidrégeno son menores, y lo mas

probable es que sean dependencias de los biopolimeros y el solvente, ademas la agregacion
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proteina-proteina juega un papel importante tanto en la formacién del complejo como en la

estabilidad (Aryee et al., 2012).
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Figura 2.11. Principales tendencias en el

proteina/polisacarido.

comportamiento de

las mezclas de

Los complejos de proteina-polisacarido exhiben una amplia gama de propiedades

importantes, tales como la actividad de superficie para estabilizar interfases aceite-agua,

propiedades de viscosidad y gelificacion, entre algunas otras (Gosh et al.,

2012). Algunos

estudios sefialan que los complejos proteina-polisacarido pueden usarse para mejorar las

propiedades de las emulsiones a través de su deposicion de la superficie de la gota (Dardelle

et al., 2014). La estabilizacion de emulsiones por complejos proteina-polisacarido se realiza

por medio de dos formas. Una de ellas implica la adicion de una solucion de polisacaridos
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cargados a una emulsion primaria que ya esta estabilizada por la proteina como emulsionante
individual, para producir gotas de emulsion con un revestimiento superficial de bicapa de
proteina-polisacarido (Figura 2.12b). Otro método implica la adicién de una solucion acuosa
que contiene los complejos de proteina-polisacarido como un agente emulsionante seguido
de la homogenizacion y que pueden adsorberse juntos en la interfase (Figura 2.12a). El
primer método se denomina emulsiones bicapa o capa por capa y el segundo emulsiones

preformadas (Hernandez- Marin, et al., 2013).
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Figura 2.12. llustracion esgquematica de dos enfoques alternativos de preparacion de
emulsiones aceite-agua utilizando complejos de proteina-polisacarido como emulsionante.
(@) Emulsiones mixtas, complejo proteinas-polisacaridos presentes durante la emulsificacion,
y (b) emulsion capa por capa, polisacarido agregado a la emulsion previamente estabilizado

por proteina (Gosh et al., 2012).
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El efecto de los biopolimeros naturales, sus conjugados y complejos sobre la estabilidad
de emulsiones se ha demostrado en los ultimos afios (Pimentel-Gonzalez et al., 2009; Li et
al., 2017) y se ha encontrado que los conjugados y complejos proteina-polisacarido muestran
propiedades emulsionantes superiores que los biopolimeros individuales (Jiménez-Alvarado

et al., 2009; Hernandez-Marin et al., 2013; Mohammadi et al., 2016; Esfanjani et al., 2017).
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3. Justificacion

El principal problema con respecto a la estabilizacion de las emulsiones dobles es la
presencia de dos interfases termodindmicamente inestables. En la actualidad la utilizacién de
emulsionantes para la estabilizacion de emulsiones es una opcion limitada debido a la
legislacion y las demandas del consumidor. El progreso en el desarrollo de emulsiones dobles
estables para uso alimentario depende de la sustitucion de emulsionantes de moléculas
pequefias y agentes estabilizantes poliméricos sintéticos por ingredientes de grado
alimentario, como proteinas de alimentos y polisacaridos, que pueden conferir la
funcionalidad requerida. Una alternativa a esta problematica es en uso de particulas sélidas,
pero a la fecha existe una gran variedad de particulas de origen sintético, lo que limitan su
aplicacion en sistemas alimentarios, por lo tanto, surge la necesidad de utilizar particulas de
origen natural para la formacion de emulsiones Pickering estables, y que las particulas
formadas cuenten con la hidrofobicidad necesaria para estabilizar interfases agua-aceite y
poder formar emulsiones dobles, libres de compuestos sintéticos. Tales particulas pueden ser
obtenidas a partir de complejos electrostaticos proteina-polisacarido (concentrado de

proteina de suero de leche y goma arabiga).
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4. Obijetivos

4.1.0Objetivo general

Disefiar una emulsion doble O1/W/O; libre de tensoactivos, por medio de la
utilizacion de complejos proteina de suero de leche-goma arébiga, tanto solubles para la
estabilizacion de la emulsion O1/W e insolubles para la obtencion de particulas solidas para

estabilizar la emulsién W/O..

4.2.0bjetivos particulares

v Obtencion de complejos solubles (CS) e insolubles (CI) entre concentrado de proteina
de suero y goma arabiga.

v’ Evaluar la hidrofobicidad y la dinamica de tension interfacial de las particulas de ClI
secadas a diferentes temperaturas.

v" Formar emulsiones Pickering O1/W/O2 en donde la interfase interior O1/W se
estabilizd con CS y la interfase externa W/O> se estabilizé con las particulas de CI
tratadas a diferentes temperaturas.

v Determinar la estabilidad (cambio en el tamafio de gota) y la morfologia (microscopia

optica y confocal) de las emulsiones O1/W/Ox.

>
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5. Hipotesis

El disefio de una emulsion doble (O1/W/O3), a partir de la utilizacion de biopolimeros
hidrosolubles como son el concentrado de proteina de suero y la goma arabiga, permitira la
formacion de complejos tanto solubles como insolubles, los cuales van a conferir las
caracteristicas superficiales necesarias para estabilizar tanto la emulsion primaria O1/W por
medio del complejo soluble como la emulsion doble por medio de particulas solidas
obtenidas de un complejo insoluble, dandole a esta emulsion la caracteristica que sea libre de

tensoactivos o sustancias sintéticas para la estabilizacion de las dos interfases presentes.

>
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6. Materiales y Métodos

Esta investigacion se dividid en tres etapas: la formacién de complejos solubles (CS) e
insolubles (CI) se realiz6 en la primera etapa; la segunda etapa consistio en obtener particulas
solidas de Cl y su caracterizacion; y la tercera etapa se relacion6 con la formacion y

caracterizacion de emulsiones (Figura 6.1).
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Figura 6.1. Diagrama de flujo esquematico que muestra las diferentes etapas de este trabajo.
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6.1. Materiales

El concentrado de proteina de suero (WPC; Hilmar ™ 8200, 4.5% de humedad, 82.5% de
proteina, 5.0% de lactosa y 4.5% de ceniza, con un contenido mineral de 12.5 mg de Na™,
5.30 mg K*, 0.45 mg Mg* y 3.25 mg Ca?" por gramo) se obtuvo de Hilmar Cheese Co.
(Hilmar, CA. EE.UU.). La goma arabiga (GA; G9752, 6.65% de humedad, 89.95% de
polisacaridos, 0.30% de nitrogeno y 3.10% de ceniza) se adquiri6 de Sigma-Aldrich Quimica
(Toluca, Estado de México, México). Se prepararon soluciones madre acuosas de GA (1%
en peso) y WPC (1% en peso). Las soluciones se agitaron suavemente durante 12 horas y se
almacenaron durante la noche a 4° C, para asegurar la hidratacion completa de los
biopolimeros. Se adquirieron &cido clorhidrico (HCI) grado analitico, hidroxido de sodio
(NaOH) y etanol de Quimica Laitz, S.A. de C.V. (ciudad de México, México). El aceite de
canola (Capullo®, Unilever de México, S.A. de C.V., Tultitlan, Estado de México, México)
se adquirié en un supermercado local. EI desecante de gel de silice se obtuvo de Electron
Microscopy Sciences (Hatfield, PA, EE.UU.). Rosa de Bengala (RB) se obtuvo de Sigma-
Aldrich (Munich, Alemania). Toda el agua utilizada en los experimentos fue doblemente

destilada y desionizada (DDW).
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6.2. Primera Etapa

6.2.1. Determinacion del pH éptimo para la complejacion de WPC-GA

Para evaluar la carga superficial total de WPC y GA en funcién del pH, se determind el
potencial zeta (potencial-C) de las soluciones madre de los biopolimeros (1% en peso) con
un Zetasizer Nano ZS acoplado a un auto titulador MTP-2 (Malvern Instruments Ltd.,
Malvern, Worcestershire, Reino Unido). EI pH de las soluciones se ajust6 al valor deseado
mediante la adicion de 0.1 M NaOH o0 0.1 M HCI. El potencial-C se determiné midiendo la
direccion y la velocidad de la dispersion a medida que se movian a lo largo del campo
eléctrico aplicado. El software del equipo convirti6 las mediciones de movilidad
electroforética en valores del potencial-C utilizando el modelo matematico Smoluchowski.
El pH en que se produjo la méxima diferencia estequiométrica entre el potencial-C positivo
de WPC vy el potencial-{ negativo de GA (pHe) se consideré como el pH Optimo para

impulsar la complejacién entre ambos biopolimeros.

6.2.2. Determinacion de las relaciones en peso WPC-GA para la formacion de

complejos solubles e insolubles.

Los efectos del pH y la relacion en peso de los biopolimeros (Rwec:ca) en la complejacion
WPC-GA se estudiaron mediante analisis turbidimétrico. Rwrc:ca se varié de 1:1 a 3:1 con

una concentracion de biopolimero constante (TBcons) de 1% en peso. Para cada mezcla de
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biopolimero, el pH (2.0 a 6.0) se ajusté con HCI (0.1 M) o NaOH (0.1 M). Las mezclas se
agitaron suavemente durante 1 h a temperatura ambiente, se dejaron reposar durante 48 h a
4° C y se centrifugaron (Hermle modelo Z36HK, Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen,
Alemania) a 1350 rpm durante 30 min., para separar el ClI del CS en el sobrenadante. Los
valores de turbidez del sobrenadante se midieron con un turbidimetro (Hach modelo 2100N,
HACH, Loveland, CO, E.U.) calibrado con patrones que varian de 0 a 2000 unidades de
turbidez nefelométricas (NTU). El aumento de las lecturas de NTU del sobrenadante es
indicativo de la formacion progresiva de CS, mientras que las lecturas pronunciadas de caida
de NTU acompafiadas de la formacion de precipitados indican que se formo la fase Cl

(Hernandez-Marin et al., 2013; Liu et al., 2017).

6.3. Segunda etapa

6.3.1. Medicién de &ngulo de contacto

Los CI humedos se extendieron uniformemente por separado sobre portaobjetos de vidrio
y se secaron en un horno convectivo forzado (Riossa, modelo E-51, Ciudad de México,
México) a temperaturas (T) de 60, 80, 100 y 120 + 1° C, hasta que se obtuvieron peliculas
homogéneas con peso constante (Yang et al., 2017). El equilibrio fue alcanzado cuando la
diferencia entre dos ponderaciones consecutivas era inferior a 1 mg/g. En todos los casos, el
contenido de humedad de las peliculas fue de 5 + 0.2% en peso. Las peliculas obtenidas se
codificaron como F, donde el subindice T denota la temperatura a la que se seco el CI. Los

Fr se colocaron en desecadores que contenian gel de silice hasta que se requirié para el
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analisis. El angulo de contacto de una gota sésil de agua (10 pL) a 25° C se midi6 con un
dispositivo de angulo de contacto Optico (OCA20, Data Physics Intruments, Filderstadt,
Alemania). El perfil de la gota se resolvio numéricamente y se ajusté a la ecuacion de

Laplace-Young (Zou et al., 2016).

6.3.2. Preparacion de particulas sélidas de WPC-GA

Los Fr se trituraron usando un molino de cuchillas (Grindomix GM 200, Retsch, GmbH,
Haan, Alemania) y los polvos se pasaron a través de una malla de acero inoxidable de tamiz
estandar (N° 500) con una abertura de tamiz de 25.4 um. Las particulas sélidas se codificaron
como SPty se usaron como tales para la espectroscopia infrarroja transformada de Fourier
(FTIR).

En el caso de las mediciones de tension interfacial (IFT), reologia interfacial y emulsiones
Pickering O1/W/O; (PDE), se aplic6 un tratamiento de acuerdo con la metodologia propuesta
por Bel Haaj et al., (2013). Se coloco una dispersion de SPt (5% en peso) en aceite de canola
en un recipiente de vidrio y se sumergio6 en un bafio de hielo para mantener una temperatura
constante. Esta solucion se sometié a ultrasonido (Vibra-Cel VCX 130 PB, Newtown, CT.,
E.U.) con una amplitud del 90% y una frecuencia de 20 kHz durante 64 min de sonicacion
intermitente (50 s de energia: 10 s de pausa). Las muestras de la suspension de SPt se
eliminaron a diferentes intervalos para el analisis del tamafio de particula. El didmetro de
particula se midio usando un NanoZetasizer ZS Malvern. Las muestras se diluyeron 1:100

con aceite para evitar dobles efectos de dispersion. Las mediciones de dispersion de luz
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dindmica (DLS) dan una intensidad armoénica promedio de didmetro de particula conocida

como tamafio promedio Z.

6.3.3. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR).

El andlisis de FTIR se realizd con un espectrofotometro infrarrojo (Perkin Elmer,
Waltham. MA, E.U.). Las muestras se pusieron en contacto con el cristal de diamante
aplicando una presion de carga y se escanearon en el intervalo de 650-1800 cm™. Se utilizé
un espectro de celda vacia como fondo. El espectro de agua se rest6 de todos los espectros
de las SPt con el fin de eliminar el efecto de distorsion del agua en la regién 1200-900 cm™.
Para cada muestra, el espectro representaba un promedio de cuatro escaneos con una
resolucion de 4 cm™. Ademas, los espectros fueron corregidos en la linea base. Para obtener
contribuciones espectrales individuales, todos los espectros se deconvolucionaron usando
técnicas descritas por Cameron y Moffatt (1984). En este caso, la forma de linea superpuesta

era Lorentzian con un ancho medio de 15 cm™.

6.3.4. Hidrofobicidad superficial de particulas solidas

La hidrofobicidad superficial de las SPt se determind mediante experimentos de adsorcion
del tinte hidr6fobo Rosa de bengala (RB) en la superficie de las particulas (Xiao y Wiesner,
2012). RB es un colorante que muestra una mayor adsorcién a la superficie de la particula a
medida que estd aumenta su hidrofobicidad. Este método ha sido utilizado en estudios de

farmacéutica para determinar la hidrofobicidad de la superficie de nanoparticulas. Se
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realizaron soluciones en un buffer pH 4.0 (fosfato/citrato 0.1 M) con concentraciones
crecientes de SPt (10 a 1000 mg/L) y 20 mg/L de RB. Se preparo un control afiadiendo RB
a DDW para contabilizar la adsorcion de RB. Despues de que las soluciones se mezclaron
suavemente a temperatura ambiente durante 3 h, RB se repartid entre la superficie de las SPt
y el agua. Las SPT se separaron del sobrenadante por ultracentrifugacion a 185,000 g. La
concentracion de RB libre en el sobrenadante se determin6 mediante espectroscopia UV-VIS

a A =1542.7 nm. El cociente de particion (PQ) se calcul6 con la siguiente ecuacion (1):

Masa de RB adsorbida en la superficie de la particula (1)

PQ= Masa de RB en el agua

Para calcular el area superficial total (SA), se determiné el didmetro medio de la superficie
(d32) de las SPt mediante mediciones dinamicas de dispersion de luz (Malvern; Mastersizer
2000, Malvern Intruments Ldt., Malvern, Worcestershire, Reino Unido). Las suspensiones
de SPT se diluyeron 1:15 con DDW para evitar dobles efectos de dispersién. Se realizé un
grafico de PQ contra SA, lo cual proporciona una linea recta, la pendiente calculada se

considera como indicador de la hidrofobicidad superficial de SPt (Xiao y Wiesner, 2012).

6.3.5. Tension interfacial

La adsorcion interfacial de las SP+ se investigd por medio de estudios de medicién de la
tension interfacial (IFT) en la interfase de agua-aceite de canola a 25° C. Las SPt (5% en

peso) se dispersaron en aceite de canola y se sonicaron como se describe en la subseccion

>
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6.3.2. Las mediciones de tension interfacial se realizaron con un medidor de angulo de
contacto optico (OCA20, Data Physics Intruments, Filderstadt, Alemania), equipado con
accesorios de caida oscilante ODG-20. Una gota (~ 40 pL) de la dispersion oleosa con las
SPr se formd autométicamente con la ayuda de una jeringa en una cubeta de vidrio que
contenia DDW. EIl cambio en la forma de caida durante un periodo de 5000 s se capturd con
una cdmara del dispositivo de acoplamiento de carga (CCD) y el software del equipo registrd

los cambios en IFT.

6.3.6. Reologia interfacial

Los estudios de capacidad de fluencia interfacial en el tiempo se determinaron siguiendo
el procedimiento de Carrillo-Navas, et al., (2013) con modificaciones. Un redmetro
compacto modular Physica MCR 300 (Physica Mebtechnik GmbH, Stuttgart, Alemania), con
un disco biconico de acero inoxidable (radio de disco, Ry, de 15 mm y disco de doble angulo,
20, de 10.0°), y un recipiente de acrilico con termostato (radio interno, Rc, de 27 mm)
insertado en la placa de medicion del redmetro. Se verti6 DDW (30mL) en el recipiente.
Después, la unidad de motor del reébmetro se bajo hasta que se colocé el disco biconico en la
superficie del DDW. Enseguida la fase oleosa (28.5 g de aceite de canola + 1.5 g de SPT) se
vertio cuidadosamente con ayuda de una varilla de vidrio en la pared vertical del recipiente
hasta que el aceite formé una capa por encima del DDW. El envejecimiento de la interfase
se tomo desde el momento en que se vertié la Gltima gota de la fase de aceite. Las peliculas
interfaciales se codificaron como IFt. El IFT se sometio a una velocidad angular de disco

constante (Q) de 1.27 x 102 rad/s. El torque necesario (M) requerido para mantener la
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velocidad de rotacion constante y el desplazamiento angular del disco con el tiempo (6, ) fue

monitoreado cada 10 s durante 15 min con el software del redmetro. La capacitancia de
fluencia interfacial se llevo a cabo sometiendo a las peliculas IFT a una constante tension de
cizalla de 0.33535 mN/m durante 15 min, después de lo cual se retir6 la tension de cizalla 'y
se siguid la relajacion de la tension de la pelicula durante 15 min mas. La tensién de cizalla

interfacial Y™y el esfuerzo cortante interfacial (s™) fueron calculadas usando las ecuaciones

2y 3.
; M
ot — 2
27’ @)
in 2R2
Y t:beng 3)
c b

Donde r es la ubicacién radial entre el disco y la vasija (Ro <r <R¢).
La capacitancia interfacial de las peliculas IFt en funcion del tiempo se obtuvieron con

la siguiente ecuacion:

=70 (4)

O_int

Donde s™ fue evaluado en el radio del disco (Ry). Se obtuvieron gréficos de la capacitancia

interfacial contra el tiempo para las peliculas IFr.
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6.4. Tercera etapa

6.4.1. Formacion de emulsiones Pickering dobles aceite-en-agua-en-aceite

Las emulsiones Pickering dobles fueron preparadas a temperatura ambiente (22 + 2 °C)
utilizando un procedimiento de emulsificacion de dos etapas (Rodriguez-Huezo et al., 2004)
con ligeras modificaciones. La primera etapa consistié en la formacioén de la emulsién
primaria O1/Wx, donde el subindice x denota la concentracion de CS adicionado a la
emulsion. El aceite de canola se vertio gota a gota con agitacion continua en la fase acuosa
(1, 3y 5% en peso de complejo soluble WPC-GA) y se homogeneiz6 a 22,000 rpm durante
10 min con un homogeneizador Ultra Turrax® de alto cizallamiento (modelo T25 basico,
IKA Works, Inc., Wilmington, NC, E.U.). La fraccion de masa dispersada de la emulsién
primaria fue de 0.3.

En la segunda etapa, la emulsion O1/W se volvié a emulsionar en la dispersion oleosa con
las SPt (1, 3 y 5% en peso), utilizando el homogeneizador a 2,800 rpm durante 2 min. Las
emulsiones dobles Pickering aceite-en-agua-en-aceite (O1/W/O.) se codificaron como
PDErT,x donde el subindice T denota la temperatura a la que se secaron las SPty X denota la
concentracion de particulas. Todas las PDErx tenian una fraccion de masa dispersada de

emulsion primaria de 0.3 y un pH de 4.0.
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6.4.2. Analisis de tamafio medio de gota de las emulsiones

El didmetro medio de longitud de namero (d1,0) de la emulsion O1/W recién preparada y
almacenada durante 76 diasa 5 + 1 °C se determind con un analizador de tamafio de particula
Malvern Mastersizer 2000 (Malvern Intruments, Ltd., Worcestershire, Reino Unido). indices
de refracciones de las fases dispersas y continuas utilizadas en los célculos fueron 1.466 y
1.330 respectivamente.

El tamafio medio de gota (di0) y la distribucion de las PDEt recién preparadas y
almacenadas durante 76 dias a 5 + 1 °C se determinaron mediante el analisis de micrografias
tomadas con un microscopio 6ptico de contraste de fases Olympus BX45 acoplado con una
camara digital Camedia C-3030 (Olympus Optical Co., Ltd., Tokio, Japon) y analizada con
el software Image-Pro Plus version 7.0. Se muestran micrografias opticas seleccionadas con

una ampliacién de 40X.

6.4.3. Morfologia de las emulsiones

La microscopia confocal laser de barrido (CLMS) de las PDET se realiz6 utilizando un
microscopio de escaneo confocal LMS 710 NLO (FC Carl Zeiss, Jena, Alemania). Las
muestras se tifieron con isotiocianato de fluoresceina (0.01% en peso en acetona) y el analisis
se llevé a cabo utilizando un objetivo de inmersion en aceite de 63X a longitudes de

excitacion de 48 nm y una emision de luz del 6%.
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6.5. Analisis estadistico

Se utilizé un disefio completamente aleatorizado en todas las etapas de experimentacion.
Las variables fueron potencial zeta, pH, turbidez, angulo de contacto, tension interfacial,
tamafio de particula y tamafio de gota. Todas las mediciones se realizaron por triplicado a
partir de tres experimentos independientes y se reportaron como media + DE. Se aplicé el
analisis de varianza de clasificacion simple y una prueba de Tukey para determinar la

diferencia de medias (p < 0.05). Los andlisis estadisticos se realizaron con el software NCSS

2000 (Kaysville, Utha, E.U.).
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7. Resultados

7.1.Potencial Zeta

La figura 7.1 muestra los valores de potencial-¢ de las soluciones acuosas de WPC y GA
en funcién del pH. Las soluciones acuosas de WPC y GA mostraron un comportamiento
tipico como la mayoria de los biopolimeros utilizados para la formacion de coacervados
complejos (Espinosa-Andrews et al., 2013). GA presentd valores de potencial- negativos
(desde — 6.04 a— 18 mV) durante todo el intervalo de pH estudiado. WPC exhibié un carécter
anfifilico, que muestra un punto isoeléctrico (PI) a un pH de 4.39. Este PI se ubico entre los
reportados para a-lactoalbumina (4.1) y B-lactoglobulina (5.2) por Weinbreck et al., (2004),
que son los principales constituyentes de WPC. Ademas otros autores han reportado
diferentes valores de Pl para WPC, que van de pH 4.0 (Hernandez-Rodriguez et al., 2014) a
5.2 (Thongkaew et al., 2014), esta variacion en los valores de Pl podrian deberse a diferencias
en la composicién quimica de WPC. Por lo tanto, el pH juega un papel importante en la
formacion de complejos coacervados debido a su efecto sobre el grado de ionizacién de los
grupos funcionales amino (-NHz) y carboxilo (-COOH) unidos a las moléculas de
biopolimeros como las proteinas y los polisacaridos (Schmitt et al., 1998; Hong vy
McClements, 2007). Por debajo del PI, los restos cargados positivamente (-NHs") superaron
en namero a los restos cargados negativamente (-COQ), lo que dio como resultado una carga
neta positiva de la proteina (Timilsena et al., 2016), este comportamiento es el mecanismo

impulsor para la interaccion electrostatica entre los biopolimeros (Espinosa-Andrews et al.,
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2013). Para valores superiores a su PlI, WPC mostr6 un caracter anionico debido a la

desprotonacién de los grupos carboxilo causada por la presencia de iones hidroxilo (Klein et

al., 2010). El pH donde se presenta la diferencia méxima entre el potencial- positivo de

WPC y el potencial-C negativo de GA (pHe) fue de 3.5.

30
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12.5 mV
—~ 104 1
>
E
d
T 0
(&)
[
L
o A
2 .
-10 H
A =129 mV
A,
-20 4
T T T T T
2 4 5 6
pH

Figura 7.1. Valores de potencial-C de soluciones acuosas de WPC y GA en funcion del

pH. La linea vertical denota el potencial-C estequiométrico entre los biopolimeros.
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7.2.Efecto de la relacion en peso y pH de los biopolimeros en la formacion de complejos.

El efecto de la variacion del pH y Rwec-ca @ 1% p/v TBconc €n las lecturas de turbidez del
sobrenadante se muestran en la figura 7.2. Para el propdsito de esta investigacion, tres
regiones generales de los perfiles de turbidez son relevantes: (1) una region por encima del
pH 5.0, donde la complejacion entre los biopolimeros es baja o despreciable, ya que ambos
biopolimeros estan cargados negativamente. Esto provoca una repulsion electrostatica entre
los biopolimeros, que tienden a coexistir como moléculas solubles individualmente en el
sobrenadante. (2) Una region entre pH 5.0 y 3.9 donde las lecturas de turbidez aumentaron
hasta un valor maximo, como resultado de la formacion de CS entre las moléculas de WPC
y GA (Liu et al., 2010). (3) Una region para valores de pH entre 3.9 y 2.5, donde la turbidez
del sobrenadante disminuye drasticamente hasta alcanzar valores cercanos a cero. En esta
region, se producen fuertes interacciones electrostaticas entre la proteina cargada
positivamente y las moléculas de polisacarido con carga negativa, que conducen a la
formacion de CI neutros (coacervados complejos). EI pH en el que se produce este fendmeno
depende de la relacion entre los biopolimeros utilizados (Dickinson, 2008; Gulao et al.,

2016).
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Figura 7.2. Efecto del pH vy relacion en peso (RWPC-GA) a una concentracion total de
1% p/v en lecturas de turbidez del sobrenadante.

Como puede observarse en la figura 7.2, Rwec-ca estuvo relacionado con las lecturas de
la turbidez. A pH 4.0 se produjo una lectura de turbidez minima para Rs:1, lo que implica que
el nimero de restos cargados negativamente de la GA y el nUmero de grupos cargados
positivamente del WPC se encontraban en una relacion estequiométrica, de modo que se
produjo una neutralizacion completa entre las cargas del signo opuesto, y se produjo la
formacion del CI. Por otro lado, R1:1 Yy R2:1 mostraron lecturas de turbidez maxima a un pH

4.0, R2:1 mostro una lectura mayor de turbidez en comparacion con Ri:1. Esto significa que
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se produjo una neutralizacion incompleta de los restos cargados negativamente de la GA y
los restos cargados positivamente del WPC (Ramirez-Santiago et al., 2012), dando como
resultado la formacion de CS.

Con base en estos resultados, se decidié seleccionar un pH de 4.0 para la formacion de
los complejos de concentrado de proteina de suero-goma arabiga, utilizando un Rz para
obtener el Cl y un Rz para la obtencion del CS. Las proteinas del suero de leche pueden
formar coacervados complejos con polisacaridos anionicos en un rango de pH entre 3 y 4

(Weinbreck et al., 2004; Capitani et al., 2007).

7.3. Humectabilidad de peliculas realizadas con CI

Las propiedades de superficie de las proteinas estan estrechamente relacionadas con su
estructura. Las fuerzas hidrofdbicas, estéricas y atractivas son variables importantes que
afectan la estructura de las proteinas y su interaccion con otras moléculas. Otros factores
como el pH, temperatura y enlaces disulfuro afectan su flexibilidad y estabilidad molecular
y por lo tanto la hidrofobicidad de la proteina (Uruakpa y Arntfield, 2006). La mojabilidad
es una de las propiedades mas importantes de las superficies sélidas, y esta estrechamente
relacionada con la medicién del angulo de contacto (6) (Yang y Suya, 2017). La mojabilidad
de los coacervados por las fases de aceite/agua es un factor crucial para el desarrollo de
particulas como estabilizador de emulsiones Pickering. Por ejemplo, una gota de liquido
hidrofilico formara angulos de contacto >90° en superficies hidrofilicas. Las peliculas Fr se
sometieron a mediciones de angulo de contacto con el fin de establecer si el tratamiento

térmico tenia algun efecto sobre su hidrofobicidad.
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No todas las particulas, sirven como buenos estabilizadores, y en muchos casos sus
superficies necesitan ser modificadas para absorberse en interfases fluidas (Lam et al., 2014).
Si las particulas son demasiado hidrofilas (bajo 0) o demasiado hidrofobas (alto 6) tienden a
permanecer dispersas en la fase acuosa o en la fase oleosa, respectivamente, dando lugar a
emulsiones muy inestables (Binks et al., 2002). Todos los Fr exhibieron angulos de contacto
mayores de 90°, lo que significa que todos poseian un caracter hidrofébico. Esto es de suma
importancia, ya que WPC y GA son ambos de naturaleza hidréfila, lo que significa que Cl
adquiere una naturaleza hidréfoba. El valor del angulo de contacto aumentd a medida que la
temperatura del tratamiento térmico aumento, como puede observarse en la figura 7.3, donde
se aprecia la diferencia de la mojabilidad de la superficie del coacervado por el agua. A
medida que va en aumento la temperatura que se utiliza en el tratamiento termino, él angulo
de contacto va en aumento, siendo de 98.6° para Feo, 102.6° para Fgo, 107.7° para Fioo Y
114.4° para Fi20. En principio las particulas sélidas (SPt) obtenidas de la trituracién de las
Fr deberian ser adecuadas para promover la formacion de emulsiones Pickering de fase

continua de aceite (Xiao y Wiesner, 2012).
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(c) (d)

Figura 7.3. Angulo de contacto de gota de agua sobre Fr de coacervado insoluble WPC-GA
secadas a diferentes tratamientos térmicos; (a) Fso con un 8 = 98.6°, (b) Fsocon un 8 =102.6°,
(¢) Fioocon un 8=107.7°y (d) Fiocon un 6 = 114.4°.

Wau et al. (2015) reporta angulos de contacto para agregados de aislado de proteina de
suero de 74 a 86°, este incremento del angulo de contacto lo atribuyen a que cuando la
proteina esta en su punto isoeléctrico (pH 5) la carga neta es cero y la superficie es mas
hidrofobica. Esto es coherente con la literatura, donde se ha informado de que las particulas
se vuelven hidrofébicas cuando se acerca a su pl, debido a la disminucion de la densidad de
la carga superficial (de Folter et al., 2012). Feng y Lee (2015), realizaron nano complejos
coloidales de zeina y caseinato de sodio, encontrando que las particulas coloidales fueron
preferentemente mojadas por la fase acuosa, a medida que se aumenta la cantidad de

caseinato de sodio, aumento significativamente la mojabilidad por la fase acuosa pero sélo
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hasta alcanzar un angulo de contacto de 80°. Ellos atribuyen el cambio de la mojabilidad por
cambios superficiales de la particula al agregar caseinato de sodio

Dardelle y Erni (2014), realizaron la medicién de angulo de contacto de un coacervado,
utilizando gelatina como fuente de proteina y goma acacia como polianion, colocando una
gota de aceite con una densidad mayor a la del agua, sobre una superficie de coacervado
gelificado, los valores del angulo de contacto que obtuvieron fueron mayores a 90°, que van
de 110 a 140°, lo cual quiere decir que obtiene una particula hidrofilica, que comparado con
los angulos obtenidos para el coacervado realizado con WPC y GA, se obtienen superficies
hidrofdobicas, lo cual le da esta caracteristica el contenido del aminoacido hidrofobico
presente en la B-lactoglobulina con 3 aminoacidos de cisteina y la a-lactoalbumina con 6

aminoacidos de cisteina.

7.4.Caracterizacion de particulas

7.4.1. Tamafio de particula

Algunas especies han sido utilizadas como estabilizadores Pickering, incluyendo
particulas inorganicas y sintéticas como es la silica hidréfobizada y perlas de vidrio (Tsabet
y Fradette, 2015). El desarrollo de particulas estabilizadoras comestibles ha incluido especies
basadas en almidon (Yusoff y Murray, 2011; Timgren et al., 2011), particulas coloidales de
zeina/quitosano (Wei-Jian et al., 2016), celulosa, flavonoides y esporas. Dependiendo de si
las particulas adsorbidas son predominantemente hidrdfilas o hidréfobas, es el uso que se les

va a dar para formar emulsiones del tipo O/W o W/O. En la presente investigacion las
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particulas obtenidas son utilizadas para estabilizar emulsiones del tipo W/O., debido a que
presenta angulos de contacto > 90°. El tamafio de particula medio es un factor crucial que va
a influir en la eficacia de la estabilizacion de las emulsiones (Dickinson 2012), por lo tanto,
el tamarfio de las particulas utilizadas para estabilizar emulsiones Pickering pueden ser de
escala nanomeétrica o micrométrica. Las particulas solidas (SPt) obtenidas de las peliculas de
Fr mediante molienda y tamizado tenian valores di de la siguiente manera: 2.23 + 0.27 um
para SPeo, 2.27 £ 0.19 um para SPgo, 2.25 £ 0.27 pum para SP1g0 y 2.28 + 0.27 um para SP12o,
no teniendo diferencia significativa entre ellas. Este rango de tamafio de particula fue similar
a lo reportado por otras particulas solidas naturales usadas para la estabilizacion de
emulsiones Pickering tales como granulos de almidon (~1.34 — 3.45 um) (Timgren et al.,
2011). El tamafio micrométrico de las particulas las doto de un buen potencial para estabilizar
emulsiones Pickering, de acuerdo a Wang et al., (2016), establece que cuando mayor sea el
tamafio de particula, mayor sera la energia de desorcion. Pawar et al., (2011), utilizaron
particulas de silica con un didmetro de 1.5 um, para estabilizar una emulsion O/W Pickering,
el cual es similar a las particulas encontradas para las particulas sélidas de CI, pero con la
diferencia de que son particulas naturales y no sintéticas. Garti et al., (1999) utilizaron
cristales para la estabilizacion de emulsiones logrando obtener emulsiones de 6 a 18 um en
un tamafio de particula de cristales de aprox. 1 um, con este tamafio podemos ver que las
particulas de Cl podran colocarse en la interfase agua/aceite.

A pesar de esto, se decidio reducir ain mas el tamafio de nuestras particulas dispersandolas
en aceite de canola y aplicando ultrasonido de alta densidad. El efecto de la sonicacion en el
tamanio de las SPt se muestra en la figura 7.4. La sonicacion tuvo un efecto importante sobre

el tamafio de particula, disminuyendo de dimensiones micromeétricas a nanomeétricas. La
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aplicacion del tiempo del tiempo de sonicacion mas alld de 8 minutos no produjo ninguna
disminucion adicional en el tamafio de las particulas. Los tamarfios de particulas obtenidos
fueron de 773.1 + 0.29 nm para SPeo, 748.5 £ 0.23 nm para SPgo, 778.6 £ 0.13 nm para SP100
y 745.0 £ 0.34 nm para SPix después de 8 min de sonicacion, con un indice de
polidispersidad (PDI) que varia de 0.391 para SPeo a 0.367 para SP120. Como regla general,
cuando el PDI se determina mediante técnica de dispersion dinamica de luz (DLS), se
considera que la distribucién monodispersa uniforme ocurre cuando el PDI = 0, una
distribucion estrecha monodispersa ocurre cuando el PDI estd en el rango de 0.1 a 0.4, y la
distribucion polidispersa amplia ocurre cuando el PDI > 0.4. Por lo tanto, todas las SPt
exhibieron una clasificacion polidispersa moderada, lo que significa que la distribucion no
fue ni extremadamente polidispersa ni amplia, ni en ningun sentido estrecha (Malvern, 2014).
Bel Haaj et al., (2013) estudiaron en efecto de la sonicacién en el tamafio de particula de
almidon, observando un comportamiento similar a lo obtenido para las SP+. Las particulas
sonicadas fueron las utilizadas para tension interfacial y la formacion de las emulsiones
dobles Pickering.

Por lo tanto, el tamafio y el PDI obtenido para las SPr, el tratamiento térmico que se le
aplico a las particulas no tuvo algun efecto significativo sobre estos parametros, sugiriendo

que este efecto se puede descartar sobre la estabilizacion de las emulsiones.
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Figura 7.4. Efecto del tiempo de sonicacion sobre el tamafio de particula de las SPt

dispersadas en aceite de canola.

7.4.2. Espectroscopia infrarroja transformada de Fourier (FTIR)

Las proteinas son un sistema muy complejo que se caracteriza por un nimero de residuos
de aminoacidos cuya cadena flexible se pliega de una manera precisa para formar el estado
nativo de la proteina. El proceso de plegado depende de muchas variables tales como la

temperatura, presion y pH (Mallamace et al., 2014).

>

L 4

- 66 -

>



L 4

Ara Guadalipe Ednada Frnindy,

L 4

La espectroscopia FTIR esta basada en la adsorcion de la radiacion debido a las
vibraciones entre &tomos de las moléculas y provee informacion acerca de la composicion
quimica y conformacional (Ven et al., 2002), utilizando el esqueleto peptidico y las cadenas
laterales de las proteinas como monitores de conformacion sensible (Mallamace et al., 2015).
La informacion especifica sobre la estructura secundaria de proteinas se obtiene a partir del
analisis de las diversas bandas de amida que son de hecho sensibles a la conformacion de
proteinas (Mallamace et al., 2015). Las bandas de amida | y 11 son las mas importantes que
dan la vibracién de la columna vertebral de proteinas. Las diferentes contribuciones de las
amidas en la region de las flexiones estan reportadas en la figura 7.5, los modos vibraciones

de la amida | y la amida Il estdn también representados en un fragmento de péptido

(Mallamace et al., 2014).
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Figura 7.5. Diferentes contribuciones de amidas para la regién de flexion IR en el intervalo
de 1300 -1720 cm™. Los modos vibracionales de la amida I y Il son también ilustrados en un

fragmento de un péptido (Mallamence et al., 2014).
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Por lo tanto, se utilizd FTIR para explicar los cambios en la hidrofobicidad a nivel
molecular, monitoreando las bandas de Amida I y Amida Il cuando los coacervado insolubles
fueron sometidos a tratamientos térmicos. La figura 7.6a muestras los espectros de IR
normalizados de GA, WPC y SPr, que muestran dos regiones importantes: (1) banda de
Amida I, detectable desde 1600 a 1700 cm™, que es el 80% debido a un estiramiento del
grupo carbonilo (C = O) (Sanchez et al., 2015). Un cambio en la banda de Amida I se asocia
comdnmente con un cambio en la estructura secundaria de las proteinas. Esta banda se
compone de muchas otras bandas debido a una superposicion de diferentes elementos
estructurales que podrian estudiarse por separado mediante una deconvolucién méaxima
(Mallamace et al., 2015). (2) Banda de Amida Il, detectable desde 1500 a 1550 cm™, y se
debe al estiramiento C-N junto con los modos de flexién N-H (Chanphai y Tajmir-Riahi,
2016). Esta banda presenta una menor sensibilidad con respecto a la conformacion estructural
de las proteinas. La banda de Amida I de WPC mostr6 un pico mas estrecho y mas alto que
los mostrados por las SP+, y se detecto una disminucion en la intensidad de las bandas de
Amida | y Amida Il a medida que el tratamiento térmico aumentaba de 60 a 120 °C. Este
comportamiento se puede atribuir a interacciones moleculares entre GA y WPC que
involucran los grupos C=0, C-N y N-H de las proteinas y alteraciones de la estructura
secundaria de las proteinas (Chanphai y Tajmir-Riahi, 2016).

La figura 7.6b ilustra la deconvolucion de la banda de Amida I con tres funciones
gaussianas. Observe la ajustada aproximacién del espectro FTIR, indicando que tres bandas
gaussianas bastaron para describir la medida experimental. Las bandas gaussianas se

ubicaron a ~1660-1662 cm™ (a-hélice), ~1643-1642 cm™ (agregados aleatorios) y ~1621-

1619 cm (laminas-B). El tamafio de los picos de las SPt cuantificados en términos de la
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fraccion de area relativa al area total se muestra en la figura 7.7 en funcion del tratamiento
térmico. La transformacion de la estructura secundaria se puede relacionar con la aparicion
de procesos de agregacion de proteinas, en los que los agregados aleatorios y posibles -
hélice se transforman en laminas-f que tienden a autoagregarse (Mallamace et al., 2015).
Este proceso de agregacion implica la exposicion del grupo sulfhidrilo enterrado al disolvente
al sufrir un tratamiento téermico (Klarenbeek, 1984). Nuestros conocimientos derivados de
los resultados de FTIR indicaron que una modificacién de la estructura secundaria podria
reflejarse en la hidrofobicidad de las SPt debido a una exposicion importante de los grupos
sulfhidrilo. Estos resultados concuerdan con los encontrados en las mediciones del angulo de
contacto, en la cuales las temperaturas mas elevadas del tratamiento térmico producen un
mayor valor de angulo de contacto. Por lo tanto, las particulas SP120 mostraron los cambios

mas notables en la banda de Amida .
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Amida I.
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Figura 7.7. Variacion de la estructura secundaria de WPC en funcion del tratamiento térmico

de las particulas de coacervado insoluble SPr.

7.4.3. Hidrofobicidad superficial de particulas solidas

La hidrofobicidad de las SP+ es muy importante, ya que la estabilidad de las emulsiones
Pickering esta estrechamente relacionado. Para la obtencion de una mejor caracterizacion
sobre la hidrofobicidad de las SP+, se midio6 la adsorcién del colorante hidr6fobo RB sobre
la hidrofobicidad de las SP+. Este método de particionamiento del rosa de bengala ha sido
utilizado por otros para la caracterizacion de particulas hidrofébicas. La pendiente de cada

linea recta es un parametro para la hidrofobicidad de la superficie: cuanto mas pronunciada
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es la pendiente, mas hidrofébica es la superficie (Mdiller et al., 1997; Xiao y Wiesner, 2012).
Se utiliz6 un diametro (d1,0) de 0.7731 + 0.29 um para SPeo, 0.7485 + 0.23 um para SPso,
0.7789 + 0.13 um para SP100 y 0.7450 + 0.34 um para SP120, para la determinacion del area
total superficial. Los resultados se muestran en la figura 7.8, lo que indica una mayor
absorcion de RB (valores de PQ mas altos) a medida que aumenta el area de superficie total
de las SPt. Este comportamiento es presentado por materiales hidrofébicos, mostrando
pendientes positivas, cuyo valor es mayor a medida que la hidrofobicidad es mayor. Por lo
tanto las SP120 fueron las que presentaron mayor hidrofobicidad teniendo la mayor pendiente,
seguida de SP100, SPgo Y SPeo. La pendiente aument6 a medida que la absorcion del colorante
fue mayor en las particulas hidrofobicas, indicando una mayor exposicion de residuos de
aminoacidos no polares debido a cambios en la estructura de la proteina. La unién del
colorante hidrofébico sobre la superficie de las particulas indican que estas areas estan
disponibles para otras posibles reacciones (Uruakpa y Arnfield, 2006). Kato et al., 1981,
revelan que algunas de las proteinas aumentan su hidrofobicidad superficial a medida que
aumenta su desnaturalizacion, debido a la exposicién de residuos localizados en el interior
de las proteinas y que son expuestos, este comportamiento es observado en las SPt, a mayor
tratamiento térmico utilizado, mayor exposicion de sitios hidrofébicos y mayor
hidrofobicidad de SPt. Hong y McClementes, (2007), indican que con el calentamiento de
las proteinas de suero de leche mayor a 80 °C ocurre un desdoblamiento irreversible
(desnaturalizacion térmica) de las proteinas globulares, ya que esto conduce un fuerte
incremento en atracciones hidrofdbicas entre las moléculas, aumentando la hidrofobicidad

de la superficie de la proteina. La presencia de parches hidr6fobos en la superficie de la
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proteina pueden ayudar en su capacidad de adsorberse en una interfase de aceite-agua para

lograr estabilizar una emulsiones agua-en-aceite (Uruakpa y Arnfield, 2006).

30
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Figura 7.8. Grafica del coeficiente de particion (PQ) del colorante rosa de bengala al

aumentar el area superficial de las SPr.

7.5.Actividad superficial de las SPt

7.5.1. Tension interfacial (IFT)

La medicion de tension interfacial (IFT) proporcionan una comprension cuantitativa de

como las particulas se difunden y adsorben en las interfases (Kurukji et al.,, 2013). Con el

fin de comprender el mecanismo de estabilizacion de las emulsiones, se ha investigado la
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tension interfacial de las particulas obtenidas del coacervado. El agua y el aceite no se
mezclan y la tension interfacial ente las dos fases es alrededor de 50 + 5 mN/m, en orden de
hacer compatible el agua y el aceite es necesario agregar agentes emulsificantes los cuales
van a disminuir la tension interfacial, y lo mas importante, es que van a crear una barrera
energética entre las gotas, la cual va a prevenir la coalescencia de las mismas. En todos los
casos las particulas solidas se adsorben en la interfase entre el agua y el aceite (generalmente
pero no necesariamente disminuyen la tensidn interfacial) y proveen una barrera
electrostatica o estérica entre las gotas lo cual previene la coalescencia (Stamkulov et al.,
2009).

Por lo tanto, se realizaron mediciones de IFT para obtener comprension de estos
fendmenos para las SP1. En la figura 7.9 puede observarse una disminucion drastica en el
IFT con la inclusion de SP+, indicando la existencia de un buen efecto de sinergia asociado
con la adicion de SPt en la interfase, lo cual va a asegurar la formacion de una emulsion
Pickering (Sharma et al., 2015). De igual manera, se presenta una disminucion de IFT
dependiendo de la temperatura de secado utilizada para la obtencion de SPt (SP120< SP100<
SPgo< SPeo), esto se puede atribuir al cambio en la mojabilidad/hidrofobicidad de la particula,
haciendo que los agregados de mayor mojabilidad/hidrofobicidad promueven mejor su
adsorcion interfacial (Sharma et al., 2014). A medida que se presenta un cambio 0 aumento
en la hidrofobicidad las particulas tienden a adsorberse con mayor facilidad en la interfase.
Este comportamiento es caracteristico de sustancias que son sélo parcialmente solubles en el
disolvente como es el caso de las SPt. Después de una disminucion répida inicial, la IFT
continta evolucionando ligeramente durante largos periodos de tiempo, posiblemente debido

a reordenamientos muy lentos en las capas superficiales, también podria ser debido a una
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adsorcion lenta de las particulas, para una vez alcanzada la saturacion, permaneciendo
relativamente constante (Maestro et al., 2014). Sin embargo, la amplitud de este largo tiempo
de disminucion es menor que la reproducibilidad de las mediciones (+-1mN/m) y no afecta
a la determinacion de la tension interfacial en tiempos largos, alcanzando un valor meseta, lo
cual sugiere que las particulas en este momento estan ya reorganizadas en la superficie y en
forma concomitante una mejor superficie de embalaje (Tzoumaki et al., 2011; Maestro et al.,
2014).

La diferencia en la medicion del IFT también podria ser atribuida a la presencia de
moléculas de superficie activa o a la presencia de complejos hidrosolubles de superficie
activa que pudieron permanecer aun después del proceso de separacion en la obtencion del
coacervado (Tzoumaki et al., 2011). Tsabet y Fradette, 2015, atribuyen la disminucion de la
tension interfacial al reordenamiento de las particulas al ser absorbidas en la interfase agua-

aceite.
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Figura 7.9. Medicion de tension interfacial de las particulas de coacervado insoluble (SP)
tratadas a diferentes temperaturas.

Algunos autores que han evaluado particulas de biopolimeros para la estabilizacion de
emulsiones no han observado una disminucion de la tension interfacial por parte de sus
particulas, mientras que otros si lo hicieron. Una posible explicacion es que la disminucion
de la tension interfacial o superficial en estos sistemas se debe a la adsorcion de polimeros
disueltos o material proteinico residual (Lam et al., 2014). De acuerdo a Yusoff et al., (2011),
utilizaron particulas de almidén modificadas hidrofébicamente, y encontraron una reduccién
significativa en la tension interfacial, ellos atribuyen esta disminucion al hecho de que las
moléculas del almidén contienen fragmentos o partes hidrofobicas que actGan como

emulsionantes primarios, este comportamiento puede estar manifestando las particulas de
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coacervado por la presencia de grupos hidrofébicos. Okubo et al., (2005), analizé con esferas
de latex, la actividad interfacial, la cual era inusualmente alta para esferas de un tamario de
100 a 200 nm y resulto en la reduccion de la tension interfacial en valores grandes de 20

mN/m en concentraciones de 10 y 20%.

7.5.2. Reologia interfacial

Se realizaron pruebas interfaciales de fluencia para proporcionar informacion que permita
elucidar la adsorcion de las SPt en la interfase agua-aceite de las emulsiones Pickering. Todas
las interfases formadas por las SPt mostraron curvas de fluencia de las peliculas que exhiben
una respuesta viscoelastica (Pérez-Orozco et al., 2004). Se observé una disminucion de J(t)
en todas las peliculas formadas con respecto al tiempo de envejecimiento. Las curvas de
fluencia interfaciales con un tiempo de envejecimiento de 2 h, en la figura 7.10 muestran una
mayor fluencia en comparacion con las curvas con tiempos de envejecimiento mayores (4 y
6 h), en los que el cambio de la fluencia causado por el mismo esfuerzo fue menor. Por otro,
lado cuando se retird el esfuerzo, las peliculas de particulas formadas con un tiempo de
envejecimiento de 2 h muestra una menor recuperacion de la condicion inicial, mientras que
las peliculas de particulas con tiempos de envejecimiento de 4 y 6 h muestran una mayor
recuperacion. Esta recuperacion puede estar relacionada con la acumulacion de una pelicula
interfacial estructurada con las SP, lo que resulta en una interfase mas fuerte (Carrillo-Navas
etal., 2013; Tarancon et al, 2014; Kpogbemabou et al., 2014). De estos resultados se infiere
que, a medida que pasa el tiempo, se esta produciendo un mecanismo de adsorcion de las SPt

en la interfase.
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Figura 7.10. Comportamiento interfacial de fluencia capacitancia para las capas de
adsorcion de particulas sélidas WPC-GA en tres tiempos de envejecimiento para los cuatro

tratamientos termicos evaluados: SPeo (a), SPso (b), SP100 (C), and SP12o (d).

7.6. Tamafio de gota de la emulsion O1/W

Para la obtencion de una emulsion que fuera estable a través del tiempo, se realizaron
emulsiones primarias con diferentes concentraciones de CS. Los diametros de las emulsiones
primarias recién preparados mostraron valores diferentes, dependiendo de la concentracion
de CS que fue emulsionado. En la figura 7.11, puede observase que las emulsiones

estabilizadas con concentraciones del 1 y 3 % presentaron un incremento en el tamafio de

78



Ara Guadalipe Ednada Frnindy,

é
v

L 4

gota con el transcurso del tiempo de almacenamiento, con un didmetro inicial de 2.17 + 0.1
pum a 4.74 + 0.23 um transcurrido los 76 dias para la emulsion O1/W1y y 1.27 + 0.07 um a
3.90 £ 0.35 pm al dia 76 para la emulsion O1/Wax%, lo cual indica que se presentd un
incremento en el tamafio de gota de las emulsiones sin llegar a una separacion de fases
(Arranberri et al., 2006). En cambio la emulsién O1/Wsy, recién preparada tuvo un dio de
0.62 £ 0.17 um que presentd un aumento ligero hasta aproximadamente 0.66 + 0.12 pum
durante los primeros 15 dias de almacenamiento, después del cual el tamafio se mantuvo sin
cambios significativos hasta el final de los 76 dias de almacenamiento (Figura 7.11). Este
resultado indica gque el CS efectivamente emulsiond y estabilizo las gotas de aceite. Evans et
al., (2013), investigaron que para los complejos proteina-polisacarido se consideren
emulsionantes eficientes, el componente proteico necesita ser lo suficientemente grande e
hidrofobo para permitir que el complejo se adsorba en la superficie de las gotas de aceite,
mientras que el polisacarido debe estar por encima de un cierto tamafio critico para formar
una capa adsorbida que es capaz de prevenir la agregacion de gotitas a través de fuerzas de
repulsion estéricas. Hernandez-Marin et al., (2013), estudiaron la estabilidad de emulsiones
dobles por medio de complejos solubles formados por suero de leche y carboxilmetilcelulosa,
encontrando una variacién en el diametro de las gotas de 3.7 a 4.2 um, el cambio en el tamafio
de las gotas fueron significativos. Los resultados de este trabajo pueden ayudar a comprender
mejor la influencia de las secuencia de adsorcion de los biopolimeros en las interfases, la
interaccion del pH y la distribucion de carga de los biopolimeros en la estabilidad y

funcionalidad de las emulsiones dobles.
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Figura 7.11. Cambio de diametro dio a través del tiempo de almacenamiento de las

emulsiones primarias estabilizadas con el coacervado soluble.

7.7.Concentracion de particulas de coacervado insoluble para la elaboracién de

emulsiones dobles Pickering

La concentracion de particulas tiene un efecto profundo en la estabilidad de la emulsion
Pickering contra la coalescencia y en el tamafio de la gota de la emulsion cubierta por las
particulas (de Folter et al., 2012). Inicialmente, una serie de experimentos preliminares se

realizaron para identificar la concentracion dptima de particulas la cual da una emulsion
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fisicamente estable. Los cambios en el tamafio de gota de las emulsiones fueron establecidas
a diferentes concentraciones (1, 3 y 5 % de particulas). El tamafio de distribucion de la gota
es amplio para las emulsiones realizadas con baja concentracion de particulas (1 y 3 % de
SPr), presentando una floculacion de las gotas de las emulsiones y un aumento significativo
en el tamario de las gotas de las emulsiones en un periodo corto de tiempo (Cuadro 7.1). Sin
embargo, no hubo cambio significativo cuando se utilizé concentraciones del 5 % de SPr
durante el periodo de 25 dias de la evaluacion de la estabilidad, por lo tanto se seleccioné la
concentracion del 5% de SPT para la realizacion de las emulsiones dobles. Por lo, tanto un
incremento en la concentracion de particulas resulta en la disminucion del tamafio de gota de
la emulsion y un incremento en la estabilidad fisica de la emulsiéon (Song et al., 2015). A
medida que la concentracion de particulas incrementd, la estabilidad de la emulsion contra la
coalescencia fue mejorada. Esto puede ser debido a la habilidad de las particulas para cubrir
la superficie de las gotas a medida que la concentracion de particulas es mayor y si asi formar
una red en la cual las gotas de la emulsion quedan atrapadas (Dickinson, 2012). Como
consecuencia a medida que la adicion de las particulas en el sistema se incrementa, la tasa de
cobertura de las gotas de agua se incrementa, lo que mejora aln mas la resistencia de las
gotas de la emulsién a la agregacién o a la coalescencia. Esto concuerda con los resultados
previamente reportados por Frelichowski et al. (2009), donde mostraron que las gotas de
emulsiones disminuyen de tamafio cuando se aumenta la concentracion de particulas de
silice. Gould Joanne et al. (2013), utilizaron particulas de cocoa para estabilizar emulsiones
O/W, utilizando una concentracion de particulas del 8 al 10%, siendo estables y presentando

un didmetro de 5 pum después de haber transcurrido 13 dias de haber formado la emulsién.
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Cuadro 7.1. Evolucion de diametro de gota con respecto a la concentracion de particulas de

coacervado soluble.

Tiempo Diémetro de gota (um)

(dl,aS) PDE60‘1 PDE60,3 PDE60‘5 PDEBO.l PDE80,3 PDESO‘S PDElUO‘l PDE100,3 PDEIOO,S PDElZO‘l PDEIZO,S PDElZO‘S
0 1320£067 154189 934+001 { 12324112 1554213 829+008/1098+168 998+245 709006} 9124321 873+276 434+001
116714120 14784312 10004003 | 19644213 2338+181 8764019} 20874320 1976419 754+005| 2064187 1965+ 114 4362003
4 4451213 B2+219 1009400615406£230 0704312 9074009| 5434278 H6+376 77410091 074256 R78+265 4661007
8 1034016 956£0.05 1981007 473002
1 10524008 995+ 0.6 8201015 5111005
1 10634003 0.76+0.06 8511009 5421007
2 10874001 03012 8231008 4.89+0.08
5 109402 903009 19013 4651012

Yusoff y Murray (2011), realizaron emulsiones del tipo O/W estabilizadas por particulas
de almidén modificado hidrofébicamente, las particulas de almiddn se lograron a partir de
granulos quimicamente reticulados que no se hinchan en contacto prolongado con el agua y
que se realizaron parcialmente hidréfoba por reaccion con anhidrido octenil succinico. Las
gotas de la emulsién producidas utilizando del 1 al 3% de almidén iban de 1 a 20 um en
didmetro. Rousseau (2013), utiliz6 nanocristales de quitina (particulas coloidales en forma
de varilla) para estabilizar emulsiones aceite en agua (O/W). La quitina se prepar0 por
hidrélisis acida de la quitina en bruto a partir de conchas de cangrejo, las emulsiones aceite
en agua fueron generadas a partir de homogenizacion de una dispersién acuosa de
nanocristales de quitina y aceite de maiz. El tamafio de la emulsion después de haber
transcurrido 35 dias fue aproximadamente 10 pum. Los resultados obtenidos en estas
investigaciones nos muestran el tamafio de gotas de emulsiones primaras y no dobles, pero

nos sirven como parametro para comprar las gotas estabilizadas por particulas de coacervado
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soluble, que son menores a las obtenidas por Yusoff y Murray (2011) y Rousseau (2013),
con un diametro medio (d1,0) de DPEgos = 10.99 + 0.21; DPEgos = 9.03 + 0.09; DPE10055 =
7.99 £ 0.13 y DPE1205 = 4.65 £ 0.21 pum al haber trascurrido 25 dias de almacenamiento, se
ha encontrado que las particulas parcialmente hidréfobas son de hecho los mejores
estabilizadores para sistemas dispersos, y que el aumento de la concentracion de particulas
produce gotas de emulsiones mas pequefias. Esto se debe a que un aumento en el nimero de
particulas parcialmente hidréfobas en la dispersion da como resultado la capacidad de
estabilizar un area interfacial mas grande. Los sistemas de emulsiones estabilizados por
particulas de biopolimeros tienen buena estabilidad a largo plazo contra la coalescencia y el
engrosamiento como resultado de la barrera estérica proporcionada por las particulas
adsorbidas (Lam et al., 2014).

Tan y col., (2014), utilizaron particulas de almidon modificadas hidrofébicamente,
teniendo didmetros medios de 59 um a 36 um, con una concentracion de particulas de 0.5 a
2 %, observado que a medida que se aumenta la concentracion de particulas menor es el
didmetro de la particula y se ve reflejado en la estabilidad de las emulsiones, presentando
tamafo de gota de las emulsiones mayores a lo encontrado para las emulsiones dobles ,
infiriendo que aunque se utilice una concentracién mayor de SPt (5 %) las emulsiones dobles

presentan un tamafio de gota menor a lo reportado a las particulas de almidén.
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7.8.Estabilidad en el almacenamiento de las emulsiones dobles Pickering

Los principios esenciales del concepto que define la estabilizacién Pickering es muy
simple: las particulas dispersas se acumulan en la interfase de aceite y agua para forma una
barrera (estérica) mecénica que protege las gotitas de la emulsién contra la coalescencia. El
alcance de esta proteccion depende de la densidad de empaquetamiento de las particulas en
la capa interfacial y, por lo dificil que es para eliminar las particulas adsorbidas en la interfaz.
La barrera estérica es méas eficaz para particulas adsorbidas que estan preferentemente
humectadas por la fase continua (Dickinson, 2012), por lo tanto la estabilidad de las
emulsiones por particulas sélidas, esta predominada por su hidrofobicidad (Pawar, 2011).
Los factores claves que van a determinan la influencia de las particulas en la estabilizacion
de una emulsién son: (1) la mojabilidad de las particulas en la interfase; (2) microestructura
de la particula y (3) la localizacion de las particulas en la fase dispersa o en la fase continua
(Rosseau, 2000). Una combinacion de estabilizacion por Pickering y por red se puede esperar
en emulsiones que contienen una mezcla de particulas de superficie activa y no tensoactivos
(Dickinson, 2012).

Después de haber seleccionado la concentracion adecuada para la realizaciéon de las
emulsiones dobles, se decidi6 prolongar el almacenamiento de las emulsiones realizadas con
una concentracion del 5% de SPt. Como puede observarse en la figura 7.12, el tamafio de las
gotas de las PDET x va a depender de las SPt utilizadas para su estabilizacion. Las PDET x
recién hechas exhibieron lo siguientes valores de di yendo del mayor al menor: PDEgos =
9.34 + 0.41 pm; PDEgos = 8.29 + 0.46 um; PDE1005 = 7.09 + 0.52 um y PDE1205 = 4.35 +

0.29 um. Estos resultados sugieren un efecto del tratamiento térmico sobre el tamafio de las
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gotas en las emulsiones dobles Pickering, probablemente como resultado de las diferencias
en hidrofobicidad encontradas en el presente trabajo para las SPr, por lo tanto, cuanto mayor
era la hidrofobicidad mostrada por las particulas SPt, mayor era su afinidad hacia la fase
oleosa, lo que facilita la formacion de PDET x con un tamafio de gota méas pequefio, como es
el caso de las SP120, logrando la gota mas pequefia de las emulsiones dobles Pickering. Por
otro lado, el mayor tamafio de gota se encontrd paras las emulsiones estabilizadas por las
SPeo. Estos tamarios relativamente grandes son tipicos de las emulsiones Pickering
estabilizadas con particulas (Timgren et al., 2011; Gould et al., 2013). Estos resultados estan
de acuerdo a los encontrados en la seccion 7.5.1, con la disminucion de la tension interfacial
causada por las SP+. El tamafio de gota de las PDEr x disminuy6 durante aproximadamente
los primeros 25-35 dias de almacenamiento. En el dia 35, el tamafio medios de gota de las
PDEr~ x fueron de la siguiente manera: PDEgo s = 10.45 + 0.08 um; PDEgos = 8.99 + 0.06 pm;
PDE1005 =8.02 £ 0.15 pm y PDE1205 = 4.63 + 0.19 um y estos tamafios medios de las gotas
permanecieron practicamente sin cambios hasta el final de los 76 dias de almacenamiento.
Se sabe que las emulsiones Pickering evolucionan hacia un equilibrio dinamico, y que el
tamafo de la gota se ajusta al estado termodinamicamente estable (Kraft et al., 2010). Garti
et al., (1999) utilizaron cristales para la estabilizacion de emulsiones logrando obtener
emulsiones de 6 a 18 um, con un tamafio de particula de cristales de aprox. 1 um, la
utilizacion de cristales méas grandes podria no absorberse efectivamente en la interfase y
flocular los cristales libres en la fase continua, con este tamafio podemos ver que las SPt de
coacervado podran colocarse en la interfase agua/aceite. Wu et al. (2015), obtuvieron
nanoparticulas a partir de proteina de suero de leche por medios del entrecruzamiento de

proteinas desnaturalizadas a una temperatura de 80 °C por 15 min con un diametro
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aproximado de 200-500 nm y con gotas de emulsiones de 1 a 3 mm. El tamafio obtenido para
las particulas de coacervado de WPI-GA, son similares a lo reportado a particulas de granulos
de almidon, que van de 1.34 a 3.45 um, este tipo de particulas han sido ampliamente
utilizadas para generar emulsiones Pickering aceite en agua grado alimentario (Timgren et
al., 2011).

Segun Tsabet y Fradette (2015), mencionaron que hay tres pasos involucrados en el
mecanismo de adsorcion de las particulas solidas en las emulsiones Pickering: 1) la particula
se acerca y choca primero con la interfase fluido/fluido; 2) la particula se adsorbe en una
posicién inicial; 3) la posicion final de la particula en la interfase es alcanzado después de un
tiempo dado. En la figura 7.12 puede observarse un cambio en el di, a través del tiempo de
almacenamiento, al dia 15 las emulsiones sufren un aumento de di,, este comportamiento
puede ser debido a que las particulas aun se encuentran en un periodo de acomodo, seguido

de un proceso en el cual las SPt van a ocupar su posicion final.
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Figura 7.12. Evolucion del diametro medio de las emulsiones dobles O1/W/O; a lo largo del
tiempo.

Los estabilizadores de particulas a base de proteina también se pueden formar por
coprecipitacion con polisacaridos. Aunque a menudo no se considera que estén en la clase de
estabilizadores Pickering, los complejos proteina-polisacarido son un grupo de
estabilizadores que se estan explorando vigorosamente. El interés de utilizar complejos de
proteina y polisacaridos como estabilizadores también se ve impulsado por el deseo de
identificar materiales biodegradables, biocompatibles y sostenibles para su uso en sistemas
de emulsiones. De acuerdo a Benichou et al., (2007), se han utilizado conjugados poliméricos
de proteinas y polisacaridos para la estabilizacion de emulsiones dobles O/W/O. Estos

conjugados forman nuevas estructuras en soluciones acuosas que tienen interacciones
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especificas de carga hidrofobica o molecular electrostatica, estos estabilizaran las emulsiones
actuando como barreras gruesas y eficientes contra la liberacion del compuesto atrapado en

el nucleo de las gotitas de la doble emulsidn. Pero estabilizaron la emulsion primaria O/W.

7.9.Morfologia de las PDET x

Las micrografias dpticas (Figura 7.13a-d) corresponden a las PDEtx. Todas las PDET x
exhibieron una morfologia de tipo C (Garti, 1997), es decir, estaban formadas por gotitas de
agua esféricas que contenian dentro de ellas un gran nimero de pequefias gotas de aceite. Las
micrografias Opticas permiten la observacion de un borde oscuro y relativamente grueso
alrededor de las gotas de agua, que a su vez estan rodeadas por particulas sélidas orientadas
hacia la fase continua de aceite. El didmetro de las PDETx disminuyo a medida que
aumentaba el tratamiento térmico utilizado para la obtencion de las SPr. Este
comportamiento puede explicarse debido al efecto de la hidrofobicidad de las SP+. el tamafio
de gota mas pequefio fue para la emulsion PDEixs, debiéndose presumiblemente a una
hidrofobicidad relativamente alta de las SP120, lo cual les permitié adsorberse en el externo
(convexo) de las gotas dispersas (Dickinson, 2010), siendo mojado preferencialmente por la
fase continua de aceite y dando resultado tamafios de gota mas pequefios. Asi mismo también
es evidente a partir de las micrografias dpticas, con PDE1205 (Figura 9d) al mostrar el tamafio

medio mas pequefio y muestra la distribucion de tamafio més estrecha.
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Figura 7.13. Morfologia de las gotas de las emulsiones dobles Pickering, de acuerdo a la
microscopia optica para (a) SPeo, (b) SPso, (C) SP100 y (d) SP12o.

La presencia de gotas de aceite internas dentro de las gotas de agua no puede apreciarse
claramente, debido a las limitaciones de resolucion de la microscopia Optica. Las figuras
7.14a-d muestran imagenes de microscopia de escaneo laser confocal (CLSM) utilizando
isotiocianato de fluoresceina como agente de tincion. El tinte forma un complejo con grupos
amina y sulfhidrilo, que estan presentes en proteinas tales como WPC. Por lo tanto, CS y SPt
fluorescen y se observan como estructuras verdes que estabilizan las emulsiones tanto interna
como a la emulsion doble, respectivamente, mientras que la zona oscura observada es la fase

oleosa. Se observan los CS alrededor de las gotitas internas de O1, mientras que las SPt se
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ubican alrededor de las gotitas de agua de las PDET,x y también se dispersan a través de la
mayor parte de la fase continua de aceite. Es interesante observar que un amplio rango de
particulas de SP+ se adsorbieron en la interfase o se dispersaron en la mayor parte de la fase
continua, y que el nimero de particulas adsorbidas en la interfase aumentd a medida que
aumentaba la hidrofobicidad de las particulas. Un mayor nimero de particulas en la interfase
y la formacion de agregados en la fase continua, podrian promover la estabilidad de las
PDETx, ya que se produjo un ensamblaje de particulas mas eficiente (Horozov y Binks,

2006; Yussoff y Murray, 2011).

Figura 7.14. Microscopia confocal laser de barrido (CLSM) utilizando isotiocianato de

fluoresceina como agente de tincion para (2) SPeo, (b) SPso, (C) SP100 Y (d) SP120.
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Segun Dickinson (2012), para considerar una particula como emulsionante/estabilizante
de emulsiones Pickering, debe permanecer insoluble e intacta a lo largo de la vida util del
sistema de la emulsion. En la figura 7.15 pueden observarse las microscopias épticas al final
del tiempo de almacenamiento (dia 76) para las PDETx, donde puede observarse en la
interfase externa de las PDETx la presencia de las SPt y de aquellas dispersos en la mayor
parte de la fase oleosa preservando su integridad durante todo el periodo de almacenamiento

y asi poder ser consideradas las SPt como buenos emulsionantes/estabilizantes.

Figura 7.15. Microscopia optica de; (a) DPEsos, (b) DPEsgos, (C) DPE1gos Yy (d) DPE1205 al

haber trascurrido 76 dias de almacenamiento.
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8. Conclusiones

En este trabajo se presenta una metodologia simple para obtener complejos solubles e
insolubles entre concentrado de proteina de suero y goma arabiga. De esta forma, los
complejos hidrofilicos solubles se obtuvieron a pH de 4,0 y 5% en peso de la concentracion
total de biopolimeros a una relacion de concentrado de proteina de suero y goma arabiga de
2:1y se utilizaron para estabilizar la interfase interna de aceite en agua. Las particulas sélidas
se fabricaron aplicando sonicacion (8 min) a los complejos insolubles, que a su vez se
obtuvieron a un pH de 4,0 y 5% en peso de la concentracion total de biopolimeros en la
proteina de suero de leche con una relacion de concentrado de proteina de suero y goma
ardbiga de 3:1 y fueron utilizadas para la estabilizacion de la interfase exterior de agua en
aceite. Ademas, secando las particulas sélidas de complejos insolubles a diferentes
tratamientos térmicos, su hidrofobicidad podria modularse y por lo tanto se tendria la
produccion de emulsiones dobles Pickering aceite-en-agua-en-aceite con diferentes tamafios
medios de gotas que varian de 10.45 + 0.08 um a 4.63 + 0.19 um. Una mayor hidrofobicidad
produjo tamafios de gotas medios mas pequefios. El tamafio final de gota medio de las
emulsiones primarias y doble sélo vari6 ligeramente después de 76 dias de almacenamiento
del mostrado por las emulsiones frescas, lo que indica que poseian estabilidad a largo plazo.
Por lo tanto, el presente trabajo contribuye al conocimiento para obtener particulas solidas

de grado alimentario para estabilizar eficazmente emulsiones dobles Pickering.
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ANEXOS:
Publicacion:
Stabilization of oil-in-water-in-oil (O1/W/O2) Pickering double emulsions by soluble and
insoluble whey protein concentrate-gum Arabic complexes used as inner and outer interfaces.
A.G. Estrada-Fernandez, A. Roman-Guerrero, R. Jimenez-Alvarado, C. Lobato-Calleros, J.
Alvarez-Ramirez, E.J. Vernon-Carter.
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Soluble [5C) and insoluble [IC) complexes were obtained from interacting wiey protein concentrabes=gam
Arabic, at pH of 44, using biopolymer mass ratios of 2:1 and 3:1, respectively. Particles (5F;) were
praoduced from IC and dried at different temperatares. Higher temperatures induced a higher contact
angle, modified the protein secondary structure to a greater extent, and decreased the interfacial tension
to loweer values. The Oy % primary emulsion and the O W0z double emulsions were stabilized with SC

and 5Py, respectively. The mean droplet size of the fresh primary emulsion and of the double emulsions
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mcreased to from 042 to 056 pm and from (9.34—4.3% o 1045—463 pm) after % days of siorage,
respectively. Confocal micrographs permitted to oboerve the imner oil droplets surrounded by SC, and the
double emulsion water droplets by 5Pp Hydrophobic particles obtained from IC represent a viable
alternative for substitating the use of synthetic surfactants in WOz imerfaces.
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1. Introduction

Double emulsions are camplex polydispersed mulliplase sys-
tems consisting of an emulsion in which the dispersed droplers
are themselves an emulsion (Bhatia et al, 2003; Schmidr et al,
Z015) They are promising in many fields due o their compart-
mentalized strwcture which endow them with the potential for
separaling, encapsulating, protecting and Tacilitating sustained
release and transport of bisactives (Schmidr et al, 2015; Swvapriva
el al, 2016) Double émiilions can also be used in the develop-
ment of low calorde and reduced [l products (Lobato-Calleros
el al, 2006), lowering the oil content of convenlional oil-in-
water [O'W) or water-in=-oil [W)iD) faod emulsions by replacing
it with an equivalent Wi /02 or Oy/W|02 emulsion of similar

Cormespornding authar.
E-mail address: jwosanumsamoms (EJ. Veman-Carmer).

hicpe: fidoiaegl 116, jlosdeng 2017.10.006
OED-ETMMS 21T Elsewier Lud. All rights reserved.

perceived fal content, while maintaining the rexture and mouth
feel of conventional products (Hernindez-Rodriguez et al, 2017;
Mehmmia et al, 2017). Mast af the recent résearch has centened
on [ design, lormation, structure and properties ol double
emulsions in an afempl o understand the role of several vari-
ables influencing their stabiliny during manufacture, storage and
usage (Eménez-Colmenero, 2003 ). This B not 3 Simple isSue in the
case of doulde emulsions targeted for direct human consumplion,
as there is a limited choice of ermulsifiers that can be employed in
their lormulation dise o legislation and consumer demands
(Schmidt et al., 2015; Esfanjani et al., 2015) The major probbem as
regards the stability of double emulsions is the présence ol Dwo
:hennodynami:a]ly unstable inferfaces. Trﬂﬂi[iﬂl'l.i“y [
different low molecular weight emulsifiers are used for their
stabilization: one with a low hydrophile-lipophile balance (HLE)
[ the W D interface and a second one with a kigh HLE Tor the Of
W interface (Schrmidis et al, 3009). Progress in the development
of stable double emulsions for food wse is dependent on replacing
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