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RESUMEN

El presente trabajo muestra la formulacion de emulsiones simples aceite-agua (O/W,) y
emulsiones multiples agua-aceite-agua W,/O/W,, usando como emulsionantes y agentes protectores,
goma de mezquite, goma arabiga y la mezcla de ambas. Las emulsiones fueron evaluadas por difraccion
de luz, microscopia Optica, y espectrofotometria. Los resultados obtenidos mostraron que una relacion
de biopolimero : fase oleosa de entre 2:1 y 3:1 favorece diametros volumétricos inicial y final, asi como
su cinética de coalescencia tanto en emulsiones simples como en emulsiones multiples. Sin embargo
¢ésta relacion no afecta de manera significativa ni la cinética de degradacion ni el tiempo de vida media
para ningun tipo de sistema de emulsificacion. Por otra parte la composicion de la fase de biopolimeros
si afecto de manera significativa los diametros volumétricos inicial y final, la tasa de coalescencia, la
cinética de degradacion y el tiempo de vida media de emulsiones simples y multiples, obteniendo que
una composicion de biopolimeros de 40% goma de mezquite y 60% de goma arabiga brinda mayor la
estabilidad a ambos sistemas de emulsiones. Sin embargo, las muestras con mayor porcentaje en goma
de mezquite fueron las que mayor proteccion ofrecieron contra la degradacion de los carotenoides en

ambos sistemas de emulsificacion.

Palabras clave: Carotenoides, emulsiones simples emulsiones multiples, biopolimeros, goma de mezquite, goma
arabiga.
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1. INTRODUCCION

1.1 Colorantes

Para comprender los colorantes de los alimentos se requiere primero precisar algunos términos.
El color se relaciona a la percepcion humana de los materiales coloreados: rojo, verde, azul, etc. Un
colorante es cualquier sustancia quimica natural o sintética que confiera color. La coloracion de los
alimentos se debe a la capacidad que tienen para reflejar o emitir diferentes cantidades de energia a
longitudes de onda que estimulen la retina del ojo. El intervalo de energia al cual es sensible el ojo
humano se conoce como luz visible y éste depende de la sensibilidad individual, pero, por lo general,
abarca longitudes de onda aproximadamente de entre 380-770 nm. Este intervalo comprende sélo una
porcién muy pequetia del espectro electromagnético (Figura 1.1). Cabe destacar que, ademas de los

colores obvios, el negro, blanco y los grises intermedios también son considerados como colores.

Los pigmentos son sustancias naturales, derivados de las células y tejidos vegetales y animales
que confieren color. El término colorante se utiliza usualmente en la industria textil. En la industria
alimentaria de los EE UU se entiende por colorante aquél que posee una pureza de grado alimentario, es
soluble en agua y esta certificado por la U.S. Food and Drug Administration (FDA). Estos colorantes
especificos se conocen como «colores certificados», asignandose a cada uno un nimero FD&C. La
designacion FD&C significa que el colorante se puede utilizar en los alimentos, los medicamentos y los
cosméticos.

En conjunto con la lista aprobada de colorantes certificados, existe también la FD&C para lacas.
Las lacas son colorantes que se extienden sobre un sustrato y son dispersables en aceite. La combinacion
colorante/sustrato se obtiene por adsorcidon, coprecipitacion o reaccion quimica. El complejo estd
formado por la sal de un colorante primario soluble en agua y un estrato base insoluble aprobado. La
alimina es el Uinico sustrato aprobado para preparar lacas FD&C. A parte de los ya mencionados existen
otros colorantes y lacas aprobados para su uso en otros paises, en los que las especificaciones son
establecidas por la Comunidad Economica Europea (CEE) o la Organizaciéon Mundial de la Salud
(OMS). Los colorantes exentos de certificaciéon son pigmentos naturales o sustancias artificiales
idénticas al pigmento natural. La Tabla 1.1 presenta una clasificacioén de los colorantes y un ejemplo de
cada clase de los mismos (Delgado-Vargas y Paredes-Lopez, 2003; Badui-Delgar, 1999; Fennema,
2000).
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Figura 1.1 Espectro Electromagnético.

Los atributos de calidad mas importantes de los alimentos son quiza el color y la apariencia.
Debido a la capacidad y facilidad para percibir estas caracteristicas, son las primeras evaluadas por el
consumidor al adquirir los alimentos. Se pueden ofrecer al consumidor los alimentos més nutritivos,
sanos y econdmicos, pero si no son atractivos, no se provocara su venta. Los consumidores también
relacionan colores especificos con la calidad. El color especifico de las frutas suele asociarse con su
madurez, en tanto que el color rojo de la carne cruda se asocia con su frescura, y una manzana verde se
puede juzgar poco madura (aunque algunas manzanas verdes estan maduras) y las carnes de color rojo

parduzco pueden ser juzgadas como no frescas.

El color también influye en la percepcion del sabor. El consumidor espera que las bebidas rojas
sean de fresa, frambuesa o cereza, las amarillas de limon y las verdes de lima. También se ha
demostrado el impacto del color en la percepcion del sabor dulce. Téngase en cuenta, ademads, que
algunas sustancias como el 3-caroteno o la riboflavina no son s6lo colorantes, sino también nutrientes.
Por tanto, el color de los alimentos tiene multiples efectos sobre el consumidor y es erroneo considerar

el color como algo puramente estético (Fennema, 2000).

Estudio Comparativo de la Estabilidad y Degradacion de Carotenoides Naturales Incorporados en Emulsiones Aceite-Agua (O/W)y Agua-Aceite-Agua (W/0/W) 6



Ing. Quimico Arturo Pérez Romdn UAM-I, Ciencias Bdsicas e Ingenieria

Desafortunadamente, la mayoria de los pigmentos alimentarios son inestables durante el
desarrollo del proceso y su almacenamiento. Prevenir los cambios no deseados es cominmente dificil o
casi imposible. Dependiendo del pigmento, su estabilidad se vera alterada por factores como la presencia
de luz, oxigeno, metales pesados y agentes oxidantes o reductores, la temperatura, la actividad de agua y

el pH. (Delgado-Vargas y Paredes-Lopez, 2000).

Tabla 1.1 Clasificacion de los colorantes

Colorante Ejemplo
A Certificado
1 Colorante (Sintético) FD & C Rojo No. 40
2 Laca Laca de FD & C Rojo No. 40

B Exento de Certificacion
1 Pigmentos Naturales Antocianina, jugo concentrado, extracto de bija
2 Artificiales  homodlogos  de

derivados naturales (Sintéticos idénticos f-Caroteno

a los naturales)

En general, la mayoria de los pigmentos biologicos son agrupados dentro de no mas de seis tipos
de estructuras; tetrapirroles, isoprenoides, quinonas, benzopiranos, compuestos N-heterociclicos y

metaloproteinas. (Delgado-Vargas y Paredes-Lopez 2003)

De manera especifica, los isoprenoides, también llamados terpenoides, constituyen una gran
familia de compuestos naturales; se encuentran en todo el reino natural donde pueden llevar a cabo
multiples funciones. Aproximadamente 23,000 compuestos isoprenoides individuales han sido

identificados y cada afio se reportan nuevas estructuras.

En la industria alimentaria se dividen de manera general ocho categorias de colorantes:
carotenoides, clorofilas, antocianinas, flavonoides, betalainas, taninos, mioglobina y hemoglobina

(Badui-Delgar, 1999).

Las clorofilas y los carotenoides son los pigmentos mas abundantes en la naturaleza. Ellos estan

involucrados en procesos fundamentales, y la vida sobre la Tierra depende de ellos. Plantas, bacterias
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fotosintéticas, y microorganismos (plancton) son las principales fuentes de la materia organica que se
requiere para el desarrollo de otros organismos vivos tales como animales vertebrados e invertebrados.
Las clorofilas no se encuentran en animales pero los carotenoides se acumulan en algunos érganos (0jos)
y tejidos (en la piel de peces o plumajes de aves). Habitualmente, los carotenoides de los animales son

obtenidos de la dieta comun.

1.2 Colorantes Naturales y la Industria Alimentaria

Los productos naturales fueron usados para dar una apariencia atractiva a productos hechos por
el hombre desde el comienzo de las primeras civilizaciones. Para dar el color amarillo a una gran
variedad de alimentos se utilizaba frecuentemente el azafran y otras especies y hay evidencias de que la
mantequilla era coloreada con estos productos. El uso de colorantes provenientes de minerales se da
durante el siglo diecinueve, pero algunos de ellos causaron graves dafos a la salud.

En la pigmentacion de dulces eran utilizados el cromato de plomo y el sulfato de cobre, pero
durante el proceso de pigmentacion se adicionaban, muy a menudo, impurezas venenosas como el
arsénico. Simultaneamente, el alquitran y otros derivados del petrdleo eran usados como colorantes en
alimentos, medicinas y cosméticos; pero a través de los afios su importancia disminuy6. Actualmente
solo siete pigmentos sintéticos pueden ser usados en la pigmentacion alimentaria bajo las regulaciones
de la FDA. Sin embargo, en los ultimos 30 afos los aditivos sintéticos han sido severamente criticados
y los consumidores muestran algin rechazo hacia esos productos y, como consecuencia, el consumidor

ha ido prefiriendo los colorantes naturales (Delgado-Vargas y col, 2000).

Esta reduccion de los colorantes sintéticos comenzd alrededor de la década de los cuarenta, y
todos los comestibles sufrieron severas criticas; entre ellos los aditivos sintéticos y, particularmente, los
pigmentos alimentarios fueron atacados. Los movimientos activistas ambientales de la década de los
sesentas y los setentas en los Estados Unidos fueron directamente enfocados sobre los aditivos
alimenticios, y éste rechazo se difundio a través del mundo entero. Los colorantes fueron el punto
perfecto, ya que se argumentaba que los pigmentos s6lo tenian un valor cosmético y que podian causar
dafio.

Ante estos acontecimientos, la industria alimentaria comenzé a desarrollar alimentos mas
saludables, tomando a las caracteristicas nutricionales como un arma de venta. De este modo, se

comenzo a dar una tendencia mundial al uso de los colorantes naturales. Hoy en dia, la mayoria de las
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personas relacionan la incorporaciéon de productos quimicos a los alimentos como un contaminante.
Esta creencia se refuerza dia a dia, y todo indica que continuard en el futuro (Delgado-Vargas y col.

2000, 2003).

Resaltando estas condiciones, se puntualiza que cerca de dos millones de patentes han sido
registradas para colorantes naturales, y s6lo 71 colorantes sintéticos. El numero de ventajas de los
colorantes naturales sobre los sintéticos se ha ido incrementado debido a las propiedades farmacoldgicas
de los pigmentos naturales. Sin embargo, es preciso mencionar que los colorantes sintéticos tienen
ciertas ventajas sobre los colorantes naturales; entre éstas destacan el mayor poder de pigmentacion,
mayor estabilidad durante el almacenamiento, facilidad en el procesamiento, al mismo tiempo de ser
mas baratos y de encontrarse en cantidades ilimitadas. Por otra parte, ciertos productos aumentan su

valor de mercado solo si son tintados con productos naturales (Delgado-Vargas y col, 2000).

1.3 Aspectos Legales de los Colorantes Alimentarios

Los colorantes fueron unos de los primeros productos hechos por el hombre regulados por leyes.
La pigmentacion de productos lacteos fue el primer proceso sujeto a regulacion gubernamental. En 1900
en una reunioéon en los E. U., sobre colores y preservativos, se determiné que el gobierno tenia la
responsabilidad de investigar la seguridad de esos productos antes de emitir alguna regulacion. La FDA
publicé en 1938 una lista de colorantes de alquitran que podrian ser utilizados como aditivos en
alimentos; de igual manera, se decret6 que la FDA tenia la autoridad para certificar los lotes de
colorantes. Debido a lo anterior, los aditivos de color serian las primeras sustancias en ser revisadas

antes de su comercializacion (Delgado-Vargas y col. 2000,2003; Christopher-Bauernfeind, 1981)

Inicialmente, los colorantes sintéticos fueron prohibidos por considerarse productos dafiinos a la
salud, pero en 1958 se dio un importante cambio; los aditivos fueron redefinidos y surgié una nueva
clasificacion: 1) Substancias aprobadas por la FDA o la USDA (Departamento de Agricultura de los
Estados Unidos) substancias sancionadas anteriormente (1938-1958). 2) Substancias que son
reconocidas generalmente como seguras (denominadas GRAS por sus siglas en inglés), las cuales no
requieren de una previa evaluacion por la FDA para ser comercializadas y, 3) Todas las substancias
adicionales suministradas como aditivos alimentarios, las cuales deben ser evaluadas por la FDA antes

de su comercializacion. Dentro de esta Ultima categoria fueron incluidos los aditivos de color.
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Asimismo, a finales de los cincuentas, se incluy6 la clausula Delaney que dicta lo siguiente: “ningun
aditivo debe ser juzgado como seguro si se encuentra que induce cancer cuando es ingerido por el
hombre o por un animal o si esto se comprueba después de ensayos apropiados, para la evaluacion de la

seguridad de aditivos para alimentos”.

Durante ese mismo periodo y con la mejora de la FD&C, el congreso determind que todos los
aditivos de color requerian la aprobacion de la FDA para ser comercializados. Cabe sefialar que la nueva
regulacion también incluye los colores sancionados durante el periodo entre 1938 y 1958. Es importante
resaltar que todos los aditivos de color deben ser considerados como aditivos y no como substancias
GRAS, asi la regulacién para aditivos de color es mas fuerte que para otros aditivos. A comienzo de los
noventas, se aprobo la obligaciéon de los productores a etiquetar todos los productos bajo cierta
reglamentacion. Con respecto al color, se establecid que todos los colores certificados usados en
alimentos deben estar indicados en la etiqueta, pero los exentos de certificacion (estos incluyen los
pigmentos naturales aceptados) deben ser genéricamente agrupados como colorantes. Esto dio una clara
ventaja al uso de los colorantes naturales sobre los sintéticos, ya que los consumidores tienen
desconfianza de estos ultimos. Por otro lado, los aditivos exentos de certificacion provienen de
productos naturales comunes: Betabel, zanahoria, frutas, chile, entre otros, y se debe esperar que la
reglamentacion sea menos severa para estos productos (Delgado-Vargas y col. 2000,2003; Christopher-

Bauernfeind, 1981).

1.4 Carotenoides

Los Carotenoides son los pigmentos mas ampliamente distribuidos en la naturaleza, con una
produccion anual de biomasa en el planeta estimada en alrededor de 100 millones de toneladas al afio.
La gran mayoria de estos pigmentos son biosintetizados por la poblacion de algas en los océanos. En las
plantas superiores, los carotenoides de los cloroplastos estan a menudo enmascarados por los pigmentos
de clorofilas mas dominantes (Christopher-Bauernfeind, 1981 y 1972; Britton, 1996; B-Hutchings,
1999).

Desde hace varias décadas se sabe que los carotenoides juegan funciones importantes en la
fotosintesis y fotoproteccion de los tejidos vegetales (Goodwin, T. W. 1980). En todos los tejidos que

contienen clorofila, los carotenoides funcionan como pigmentos secundarios en la captacion de energia
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luminosa. El papel fotoprotector de los carotenoides se debe a su capacidad para fijar e inactivar las
especies reactivas del oxigeno formadas por exposicion a la luz y al aire. Ademas, los carotenoides
especificos presentes en las raices y en las hojas actian como precursores del acido abscisico, un
compuesto que funciona como mensajero quimico y regulador del desarrollo (Davies, 1991; Parry y

Horgan. 1992).

El papel mas importante de los carotenoides en la dieta humana y de otros animales es su
capacidad para funcionar como precursores de la vitamina A. Aunque el [-caroteno posee la mayor
actividad pro-vitamina A debido a sus dos anillos de fB-ionona (Anexo A), otros carotenoides
consumidos ordinariamente, como el a-caroteno y la [-criptoxantina, también poseen actividad
provitamina A. Se estima que los carotenoides presentes en frutas y hortalizas proporcionan del 30% al
100% de las necesidades de vitamina A de la poblacion humana. Un prerrequisito para la actividad de la
vitamina A es la existencia en el carotenoide de la estructura retinoide (con el anillo de -ionona). Asi,

solo unos pocos carotenoides poseen actividad vitamina A (Fennema, 2000).

Existen numerosos estudios que han Ilamado la atencién sobre estos pigmentos como
consecuencia de sus beneficios farmacoldgicos, segun los cudles la composicion de frutas y hortalizas
con un contenido alto de carotenoides se asociaba a un descenso de la incidencia de ciertos tipos de
cancer (Peto, Doll, Buckley and Sporn, 1981). Mas recientemente, el interés se ha centrado en la
presencia de isémeros de los carotenoides en la dieta, incluidos por el procesado y su importancia
fisiologica. Estos hallazgos han estimulado un sustancial aumento de la investigacion sobre los

carotenoides (Britton, 1996; Delgado-Vargas y col, 2000, 2003).

1.5 Estructura de los Carotenoides

Los carotenoides pertenecen a dos grupos estructurales, los carotenos, que son hidrocarburos, y
las xantofilas que estan oxigenadas. Los carotenoides oxigenados (xantofilas) forman un grupo de
derivados que frecuentemente contiene grupos hidroxilo, epoxilo, aldehido y cetona. Por otro lado,
cuando se consideran los isomeros de las formas cis o trans es posible una mayor cantidad de

configuraciones (Badui-Delgar, 1999; Britton, 1996).

El esqueleto estructural basico de los carotenoides estd formado por unidades de isopreno
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enlazadas covalentemente, bien cabeza-cola, o bien, cola-cola, creandose moléculas simétricas (Anexo
A). Otros carotenoides se derivan de esta estructura primaria de 40 carbonos. Algunas estructuras
contiene grupos finales ciclicos (metacaroteno, Anexo A), en tanto que otras poseen una ciclacion o

ninguna (licopeno, el principal pigmento de los tomates) (Anexo A) (Fennema, 2000).

El carotenoide hallado méas frecuentemente en los tejidos vegetales es el P-caroteno. Este
carotenoide también se utiliza como colorante de los alimentos. Tanto las formas naturales como las
sintéticas se pueden afiadir a los productos alimenticios. El Anexo A presenta algunos carotenoides de
las plantas; b-caroteno (zanahorias), capsantina (pimientos rojos y pimenton), luteina, un diol de un a-
caroteno, sus esteres (pétalos de caléndula) y bixina (extracto de semilla de bija). Otros carotenoides
comunes presentes en los alimentos son la zeaxantina (un diol de B-caroteno diol), la violaxantina (un
carotenoide epoxico), la neoxantina (un triol alénico) y la f-criptoxantina (un derivado hidroxilado del

[-caroteno) (Badui-Delgar, 1999; Britton, 1996, 1995; Fennema, 2000).

1.6 Presencia y Distribucion

Los tejidos vegetales comestibles contienen una gran diversidad de carotenoides. Las frutas rojas,
amarillas y naranjas, las raices comestibles y las hortalizas son ricas en carotenoides. Ejemplos
sobresalientes son los tomates (licopeno), las zanahorias (o y P-carotenos), los pimientos rojos
(capsantina), las calabazas (f3-caroteno), los zumos de citricos con pulpa (B-caroteno), el maiz (luteina y
zeaxantina) y el boniato (f3-caroteno). Todas las hortalizas de hojas verdes contienen carotenoides, pero
su color esta enmascarado por el verde de las clorofilas. En general, las mayores concentraciones de
carotenoides existen en aquellos tejidos con mayores cantidades de clorofilas. Por ejemplo, las espinacas
y la alfalfa son ricas en carotenoides y los guisantes, judias verdes y esparragos los contienen en
cantidades significativas. Ademads, estan ampliamente distribuidos en la naturaleza los esteres de
carotenoides hidroxilados con acidos grasos. Mas de 300 carotenoides fueron identificados para 1972, y
aproximadamente unas 600 estructuras de carotenoides para 1992 (Fennema, 2000; Badui-Delgar, 1999;

Britton, 1996; Delgado-Vargas y col., 2000, 2003).

Son muchos los factores que influyen en el contenido de los carotenoides de las plantas. En

algunas frutas, la maduracion puede ocasionar cambios drasticos de los carotenoides. Por ejemplo, en
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los tomates el contenido de carotenoides, especialmente licopeno, aumenta significativamente durante el
proceso de maduracion. Asi, las concentraciones difieren segin el estado de madurez de la planta, y
después de ser recolectados, los carotenoides del tomate contintian siendo sintetizados. Como quiera que
la luz estimule la biosintesis de carotenoides, el aumento de exposicion a la luz aumenta su
concentracion. Otros factores que alteran la presencia y cantidad de carotenoides son: el clima en que se

desarrollan, los pesticidas, los fertilizantes utilizados y el tipo de suelo (Gross, 1991).

1.7 Propiedades Fisicas, Extraccion y Andlisis

Todas las clases de carotenoides (hidrocarburos; carotenos y licopeno, y las xantofilas
oxigenadas) son compuestos lipofilos, por lo tanto son solubles en los aceites y en los disolventes
organicos. Son moderadamente termoestables y pierden el color por oxidacion. Los carotenoides se
isomerizan facilmente debido al calor, los acidos o la luz. Como quiera que su color varie del amarillo al
rojo, las longitudes de onda para la deteccion de los carotenoides oscilan en un intervalo de
aproximadamente 400-500 nm. Las longitudes de ondas mayores suelen utilizarse para algunas
xantofilas a fin de prevenir la interferencia de las clorofilas. Muchos carotenoides manifiestan
desplazamientos espectrales después de reaccionar con diversos agentes y estos cambios espectrales son

utiles para ayudar a su identificacion (Badui-Delgar, 1999, Fennema, 2000).

La compleja naturaleza y diversidad de los compuestos carotenoides presentes en las plantas
exige su separacion cromatografica (Schanderl, Marsh, and Chichester, 1965). Los procedimientos de
extraccion para la separacion cuantitativa de los carotenoides de los tejidos utilizan disolventes
organicos que tienen que penetrar en la matriz hidréfila. Comunmente, se emplean las mezclas hexano-
acetona para este fin, pero a veces es necesario utilizar disolventes y tratamientos especiales para

alcanzar una separacion satisfactoria (Khachik, Beecher, and Whittaker. 1986).

Se han desarrollado muchos procedimientos cromatograficos, incluso HPLC, para la separacion
de carotenoides. Retos analiticos especiales se presentan cuando hay que separar e identificar esteres de

los carotenoides, isomeros cis/trans e isomeros Opticos (Tee and Lim. 1991; Scott, 1992).
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1.8 Propiedades Quimicas
Oxidacion

La estabilidad de un pigmento particular a la oxidacién depende mucho del medio en el que se
encuentra. La estructura poliénica de los carotenoides los hace altamente reactivos. La estructura es rica
en electrones y susceptible a ser atacada por agentes electrofilicos responsables de la inestabilidad de los
carotenoides contra la oxidacion y dandoles la caracteristica de radical. Los carotenoides, después de su
aislamiento, son susceptibles a la oxidacion y su degradacion es muy rapida si son almacenados en
presencia de trazas de oxigeno (Britton, 1996; Klaui y Bauernfeind, 1981). Ademas, mantener los
carotenoides en disolventes organicos suele acelerar su descomposicion. Debido a la estructura
altamente conjugada e insaturada de los carotenoides, los procesos de degradacion son muy complejos.
Estos productos estan casi todos sin caracterizar, excepto el B-caroteno. La Figura 1.2 muestra diversos
productos de degradacion del P-caroteno durante su oxidacion y tratamientos térmicos. Durante la
oxidacion, inicialmente se forman epoxidos y compuestos carbonilo. Cuando la oxidacidon continta, se
forman compuestos mono y dioxigenados de cadena corta, entre ellos la epoxi-f3-ionona. Por lo general,
los epoxidos se forman principalmente en los anillos terminales, en tanto que la escision oxidativa
ocurre en una diversidad de lugares a lo largo de la cadena. Para carotenoides provitamina A, la
formacion de epoxidos en el anillo se acompafia de pérdida de la actividad provitamina. Cuando la auto-

oxidacion es extensa, ocurre el blanqueo de los carotenoides y la pérdida de color (Fennema, 2000).

Monoepoéxidos
Diepéxidos
Carbonilos
Alcoholes
Oxidacion
P Trans-B-caroteno
. Procesado Temperaturas muy altas
Enlatado por extrusién
térmica
cis-f-carotenos Productos de fragmentacién
(principalmente 13-cis, Productos volatiles
9-cis y 15-cis)

Figura 1.2 Degradacion del todo-trans-f-caroteno.
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La actividad enzimatica, especialmente lipo-oxigenasa, acelera la degradacion oxidativa de los
carotenoides; esto ocurre por un mecanismo indirecto. La lipo-oxigenasa cataliza primero la oxidacion
de los acidos grasos insaturados o poli-insaturados para producir perdxidos y éstos, a su vez, reaccionan
facilmente con los carotenoides. De hecho, este esquema de reaccion acoplada es muy eficiente y la
pérdida de color del caroteno y el descenso de la absorbancia en disolucion a menudo se utilizan para el

ensayo de actividad lipooxigenasa (Aziz, Grossman, Ascarelli and Budowski, 1971).

Actividad Antioxidante

A pesar de que los carotenoides se oxidan facilmente, no sorprende que tengan propiedades
antioxidantes. En presencia de oxigeno molecular, fotosensibilizadores (por e¢j., la clorofila) y luz, se
puede producir oxigeno singulete que es una especie del oxigeno altamente reactiva. Es sabido que los
carotenoides fijan el oxigeno singulete y, por tanto, protegen de la lesion oxidativa celular. No todos los
carotenoides son igualmente eficaces como protectores fotoquimicos. Por ejemplo, se sabe que el
licopeno es especialmente eficiente para captar el oxigeno singulete en comparacion con otros
carotenoides (Di Mascio, Kaiser and Sies, 1989 y 1992).

Se ha propuesto que las funciones antioxidantes de los carotenoides juegan un papel para limitar
el cancer, las cataratas, la ateroesclerosis y el proceso de envejecimiento (Canfield, Krinsky and Olson,
1993).

Estudios in vivo e in vitro han mostrado que el papel fotoprotector de los carotenoides estéd
relacionado con su actividad antioxidante. También se ha establecido que la estructura de los
carotenoides tiene una gran influencia en su actividad antioxidante; por ejemplo, la cantaxantina y la
astaxantina muestran mejor actividad antioxidante que el B-caroteno y la zeaxantina. No obstante, la
actividad antioxidante depende también del sistema en el que se utilicen o se encuentren (Delgado-
Vargas y col. 2003).

La actividad antioxidante de la luteina, el licopeno, la bixina, el B-caroteno y el y-tocoferol fue
evaluada en triglicéridos en presencia de aire y luz. Se reportd que la luteina, el licopeno y el B-caroteno
actian como prooxidantes, favoreciendo la formacién de hidroperdxidos; no obstante si se adiciona una
pequefia cantidad de y-tocoferol a estos pigmentos, el fendmeno es revertido y entonces actian como
antioxidantes con una actividad mayor que la que podria proporcionar el y-tocoferol por si mismo (Haila

y col. 1996).
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Halliwell (1996), evalué la actividad antioxidante de los carotenoides contra radicales y
establecid el siguiente orden de actividad decreciente: licopeno> B-criptoxantina> luteina=zeaxantina>
a-caroteno> cantaxantina=astaxantina. El licopeno mostré tres veces mas actividad que y- tocoferol y se
concluy6 que la actividad antioxidante es influida por la polaridad que se incrementan con la presencia
de grupos funcionales en el anillo terminal.

Muchas enfermedades como el cancer involucran procesos oxidativos mediados por radicales
libres. Los carotenoides, por su efecto antioxidante, pueden proporcionar beneficios en tales
enfermedades; sin embargo, su funcién no estd completamente demostrada (Woodall y col. 1997;
Giovannucci, 1999).

Sies (1997) indicd que los carotenoides, radicales a-tocoferol y acido ascorbico desarrollan su
funcion disminuyendo el contenido de compuestos nitrogenados dafiinos. También fue observado un
efecto sinergistico entre el B-caroteno y las vitaminas E y C, en la proteccion celular. Esto fue explicado
en funcion de que el B-caroteno no sélo destruye oxiradicales, sino que también repara radicales
tocoferoles producidos cuando el a-tocoferol destruye oxiradicales.

Se han realizado numerosos estudios en los que se relaciona la ingesta de carotenoides con la
disminucidn de riesgo de tener varios tipos de cancer. Por ejemplo, se ha observado una relacion inversa
entre el consumo de tomate y el riesgo de cancer gastrico. Esta consistente relacion, advertida en
diversas poblaciones de Europa, Asia y Estados Unidos, sugiere un efecto protector del consumo de
tomate o licopeno contra el cancer gastrico. Cabe mencionar que el cancer de estobmago es una de las
mayores causas de muerte por cancer en el mundo. También se ha sugerido que el licopeno tiene efectos
benéficos en cancer de prostata, pulmon, pancreas, colon-rectal, es6fago, seno y cérvico-uterino
(Giovannucci, 1999).

Otros estudios evaluaron el efecto anticarcinogénico de a-caroteno, P-caroteno, luteina, -
criptoxantina, zeaxantina, que son carotenoides encontrados en frutas y vegetales de consumo general.
Encontraron que a-caroteno y B-caroteno previnieron la formacion de tumores cancerigenos de piel,
pulmoén, higado y colon. La luteina disminuy6 la tendencia a formar tumores pulmonares; la zeaxantina
evita la tumorogénesis espontanea en higado de ratones en concentracion de 0.005% suministrada como
emulsion en el agua de beber. La B-criptoxantina, encontrada en naranjas, tiene un gran potencial, ya que
en estudios in vitro ha mostrado la actividad més fuerte de inhibicion de formacion de tumores
cancerigenos, entre los carotenoides (Nishino y col., 1999).

Isomerizacion cis-trans
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En general, los dobles enlaces conjugados de los carotenoides existen en configuracion todo-
trans. Los isomeros cis de unos pocos carotenoides se pueden hallar en los tejidos vegetales,
especialmente en algas, que actualmente se utilizan como fuente de carotenoides. Las reacciones de
isomerizacion son facilmente inducidas por tratamientos térmicos, exposicion a disolventes organicos,
contactos durante periodos prolongados con ciertas superficies activas, tratamiento con dacidos e
iluminacién de las disoluciones, especialmente si hay yodo presente. La isomerizacion catalizada por
yodo es un medio util para estudiar la fotoisomerizacion, porque se forma una mezcla en equilibrio de
las configuraciones isoméricas. Tedricamente resulta posible un gran numero de configuraciones
geométricas por isomerizacion, debido al gran numero de dobles enlaces presentes en los carotenoides.
Por ejemplo, el B-caroteno tiene potencialmente 272 formas cis diferentes. Debido a la complejidad de
los diversos isdmeros cis-trans dentro de un mismo carotenoide, sélo recientemente se han desarrollado
métodos precisos para el estudio de estos compuestos en los alimentos (O’Neil and Schwartz, 1992). La
isomerizacion cis-trans afecta a la actividad provitamina de los carotenoides. La actividad provitamina
A de los isémeros cis delf3-caroteno oscila, dependiendo de la forma isomérica, entre el 13 y el 53%,
comparada con la del todo-trans- caroteno. Se desconoce la razoén de esta reduccion de la actividad

provitamina A (Bauernfeind, 1972; Zechmeister, 1962).

1.9 Estabilidad durante el Procesado

Los carotenoides son relativamente estables durante el almacenamiento y manejo clasico de casi
todas las frutas y hortalizas. La congelacion apenas produce cambios en el contenido de caroteno. Sin
embargo, se sabe que el escaldado influye en el nivel de carotenoides. A menudo, los productos
procedentes de plantas escaldadas exhiben un aparente aumento del contenido de carotenoides con
relacion a los tejidos crudos. El pelado con alcalis, que se usa comunmente en los boniatos, produce
poca destruccion o isomerizacion de los carotenoides.

Aunque histéricamente se creia que el caroteno era muy estable durante el calentamiento, ahora
se sabe que la esterilizacion induce reacciones de isomerizacion cis-trans como se muestra en la Figura
1.2. Para disminuir la isomerizacion excesiva, debera minimizarse cuando sea posible la intensidad del
tratamiento térmico. En los casos decoccidon por extrusion y el calentamiento a altas temperaturas en
aceite, no so6lo se isomerizan los carotenoides sino que se produce su degradacion térmica. Temperaturas
muy altas pueden dar productos de fragmentacion que son volatiles. Los productos queso generan a

consecuencia del calentamiento intenso del -caroteno en presencia de aire son similares a aquéllos que
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se forman durante la oxidacién del (-caroteno a altas temperaturas (Figura 1.2). En contraste, la
deshidratacion al aire expone los carotenoides al oxigeno, con lo cual se puede producir una extensa
degradacion de los mismos. Los productos deshidratados que tienen un cociente superficie/masa grande,
como las zanahorias o los copos de boniato, son especialmente susceptibles a la descomposicion durante
la desecacion y almacenamiento al aire.

Cuando se generan isémeros cis, solamente ocurren ligeros desplazamientos espectrales y, por
consiguiente, el color del producto apenas se ve afectado; sin embargo, se produce descenso de la
actividad provitamina A. Estas reacciones tienen efectos nutricionales importantes que deberan
considerarse cuando se seleccionen los métodos analiticos parala determinacion de provitamina A. Los
métodos antiguos para la determinacion de vitamina A en los alimentos no dan cuenta de las diferencias
en la actividad provitamina A delos carotenoides individuales o de sus formas isomeras. Por tanto, los
datos nutricionales mas antiguos para los alimentos son erréneos, especialmente para los alimentos que
contienen grandes cantidades de carotenoides provitamina A distintos del caroteno y de aquéllos que
contienen una cantidad significativa de isomeros cis (Fennema, 2000).

En consecuencia, los carotenoides, son sustancias muy inestables y sensibles a la luz, al oxigeno
y al calor. En su forma natural, son insolubles en agua y ligeramente solubles en aceite a temperatura
ambiente. Un incremento en la temperatura del aceite, incrementa también la solubilidad de los
carotenoides (Bauernfeind y col., 1958) aunque pueden obtenerse formas solubles en agua por
saponificacion de las oleorresinas (Britton, 1996; Delgado-Vargas y col., 2000).

La aplicacion de los carotenoides en los alimentos para dar color no se realiza a partir de los
pigmentos purificados (Britton, 1996). El mercado potencial para las preparaciones de carotenoides
naturales dispersables en agua es enorme, por ejemplo: yogur, quesos, cremas, postres, bebidas, helados,
dulces, etc., (Britton, 1996; Vernon-Carter y col., 1996, 1998; Delgado-Vargas y col., 2000, 2003).

Sin embargo, para que estos productos tengan una importante aplicacion tecnologica es
necesario minimizar los efectos deteriorativos que puedan tener en el tiempo; es decir, que sean estables
en el tiempo. Por otra parte, estos productos deben tener buena estabilidad contra la oxidacién, la
isomerizacion, y poseer propiedades adecuadas de solubilidad. Lo anterior, permitiria lograr una mayor
actividad biologica y menor pérdida de color que el que se pudiera obtener tan sélo utilizando los
carotenoides liposolubles de manera individual. Una manera de lograr esto seria por medio de

emulsiones del tipo aceite-agua (O/W) o bien agua-aceite-agua (W/O/W).
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1.10 Emulsiones Simples y Multiples: Definicion y Clasificacion

Descripcion

Las emulsiones son sistemas dispersos de por lo menos, dos fases liquidas inmiscibles, que por lo

regular son agua y aceite. Por lo general, se designa el término de fase continua a aquélla que se

encuentra en mayor cantidad, mientras que a la que se encuentra en menor cantidad, fase dispersa.

Comunmente se utilizan homogeneizadores de alta presion, o ultrasonicos y sistemas de roto/estator,

tales como vasos agitados, molinos coloidales, entre otros equipos. Las variables mas importantes que

determinan sus propiedades son (McClements, 1999; Sherman, 1968):

a)

b)

d)

Tipo, es decir, O/W o W/O. El tipo determina entre otras cosas, con qué liquido puede
diluirse una emulsion. Las emulsiones O/W son muy frecuentes; por ejemplo: la leche y
diversos productos lacteos, salsas, aderezos, sopas, entre otros (Figura 1.3). La mantequilla y
la margarina son emulsiones W/O, pero contiene otros elementos estructurales (Figura 1.3).
También pueden existir emulsiones multiples del tipo W/O/W 6 O/W/O.

Distribucion de tamafio de las gotas. Repercute de un modo importante en la estabilidad
fisica; generalmente las gotas mas pequenas constituyen emulsiones mas estables. La energia
y la cantidad emulgente necesarias para producir la emulsion depende del tamaio de
particula deseado. Un diametro tipico de las dispersiones se encuentra en el intervalo de 1 a
100 um. La amplitud de la distribucion del tamafo es igualmente importante, por la gran
dependencia de la estabilidad con respecto al tamafio de particula.

Fraccion volumétrica de la fase dispersa (¢). En la mayor parte de los alimentos, ¢ oscila
entre 0.01 y 0.4. En la mayonesa, puede ser de 0.8, que es un valor superior al maximo para
el empaquetamiento de esferas rigidas, aproximadamente 0.7; esto significa que las gotas de
aceite tienen que estar algo distorsionadas.

Composicion y grosor de la pelicula superficial en torno a las goticulas. Determina la tension
interfasial, las fuerzas de interaccion coloidales, etc.

Composicion de la fase continua, que determina la relacion entre el disolvente y el
surfactante y, por tanto, las interacciones coloidales. La viscosidad de la fase continua afecta

considerablemente al «desnatadoy.
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Fase Continua
Fase Dispersa

Interfase

a) b)
Figura 1.3 Tipos de Emulsiones; a) agua/aceite, W/O, b) aceite/agua, O/W.

Las emulsiones son sistemas termodindmicamente inestables, pero al incorporar ciertos
compuestos quimicos es posible formar emulsiones cinéticamente estables (Dickinson, 2003). Estos
compuestos quimicos son a menudo agentes emulsionantes o estabilizantes, los cuales promueven la
formacion de la emulsion y, a su vez, brindan estabilidad a corto plazo como resultado de su actividad
superficial (Tesch y Schubert, 2002). Son tres las regiones que constituyen una emulsion; la fase
dispersa, la fase continua y la interfase (Figura 1.3). Cada region exhibe propiedades fisicoquimicas
diferentes. Todos los componentes de una emulsion se distribuyen segin su concentracion y polaridad a
lo largo de cada una de las tres regiones. Las moléculas polares se dirigen a la fase acuosa, las moléculas
no polares a la fase oleosa, y las moléculas anfifilicas quedan establecidas en la interfase.

Las emulsiones son sistemas en constante cambio, donde las moléculas viajan de una region a
otra modificando las condiciones fisicas y quimicas del sistema. Lo anterior aunado a la concentracion e
interaccion de los componentes, influyen significativamente en las propiedades fisicoquimicas,
texturales y de aplicacion de estos sistemas dispersos (McClements, 1999; Dickinson, 2003). Es posible
dividir a los componentes de una emulsién en dos grandes grupos; 1) Macrocomponentes, como por
ejemplo: agua, aceite, proteinas y carbohidratos, y 2) Microcomponentes, como son: acidos, sales,
minerales, gomas, saborizantes, vitaminas y colorantes entre otros.

En la actualidad las emulsiones juegan un papel importante en la formulacion de diversos
productos en la industria cosmética, farmacéutica, ambiental, petrolera, de pinturas y muy en especial en

la alimentaria.
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1.11 Estabilidad y Tipos de Inestabilidad

Una emulsion estable es aquella que no presenta cambios apreciables (en determinado tiempo de
observacion) de algunas de sus propiedades como son: distribucion del tamafio de gotas, estado de
agregacion, o en su arreglo espacial. Sin embargo, como ya se menciono, las emulsiones son sistemas
dispersos en constante movimiento, lo que genera entornos con alta energia libre, que a su vez se asocia
con el numero de gotas presentes en el sistema; por lo tanto, cuanto mayor nimero de gotas dispersas se
encuentren en la emulsion, mayor serd la energia libre del sistema, y viceversa. Ademas, el numero de
gotas en la emulsion es directamente proporcional al drea interfacial entre los liquidos inmiscibles que
forman la emulsion. Se sabe que un sistema termodinamico tiende a su estado de minima energia o
equilibrio y, en el caso de los sistemas dispersos, como son las emulsiones, este estado de minima
energia se genera cuando el area interfacial o de contacto es la minima; las gotas de la emulsion tienden
a juntarse hasta que las dos fases presentes en el sistema se separan totalmente, disminuyendo con esto
el area interfacial y la energia libre del sistema. La tension superficial o interfacial es la fuerza que
origina la reduccion del area de contacto, y se ha observado que tiende a ser menor en presencia de dos
liquidos inmiscibles con densidades similares, originando con esto sistemas que se mantienen por mas
tiempo dispersas. Por consiguiente, la tension superficial es una energia que se asociada con cualquier
tipo de interfase fluido-fluido. Para reducir la tension interfacial en emulsiones, en las que se desea
mantener la dispersion de una fase en otra por mayor tiempo, comunmente se agrega al sistema un
tensoactivo, el cual actia como estabilizante y neutraliza las distintas fuerzas de naturaleza quimica o
mecanica que tienden a desestabilizar al sistema (Dickison, 2003).

A pesar de que el cambio de energia libre asociada con la formacion de la emulsion determina si
una emulsion es o no termodindmicamente estable, no da informacién alguna de la velocidad con la que
las propiedades de una emulsion cambiaran a través del tiempo, menos aun el tipo de cambios que
pueden ocurrir o los mecanismos fisicos responsables de esos cambios. Sin embargo en la industria
alimenticia es fundamental conocer cual es la dependencia del tiempo en la estabilidad de las
emulsiones, ya que se desea formular productos alimenticios que retengan sus propiedades por tiempos
suficientemente largos y bajo diferentes condiciones ambientales. De ahi el interés por estudiar en
mayor medida la estabilidad cinética que la estabilidad termodindmica en sistemas emulsificados. La
importancia de los efectos cinéticos se acentia al comparar la estabilidad a largo plazo de las emulsiones
con la misma composicion pero con diferentes tamafios de globulos. Una emulsiéon que contiene

globulos pequefios normalmente tiene una mayor vida de anaquel (estabilidad cinética mas grande) que
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una que contenga globulos grandes, aunque sea mads inestable termodinamicamente (porque tiene un
area interfacial mayor) (McClements, 1999).

Otros de los factores que influyen en la estabilidad son: 1) Distribucion y tamafio de gotas, ésta
se encuentra en funcion del tipo y tiempo de homogenizacion, concentracion y tipo de emulsificante,
relacion aceite/agua, pH, viscosidad y temperatura; 2) Naturaleza de la capa interfacial adsorbida, la cual
se establece por la concentracion y tipo de emulsificante e interaccion y competencia entre especies
adsorbidas; 3) Naturaleza de la fase continua, esta en funcion de sus propiedades reoldgicas, calidad del
solvente, polimeros y compuestos anfifilicos no adsorbidos; 4) Naturaleza de la fase oleosa dispersa,
depende del contenido de solidos/liquido y solubilidad en la fase continua.

Los principales mecanismos fisicoquimicos causantes de los cambios en las propiedades y de
inestabilidad en las emulsiones son: 1) separacion por gravedad, 2) agregacion de gotas, 3) inversion de
fases (Figural.4) y 4) mecanismos quimicos. El primer mecanismo se subdivide en: sedimentacion y
cremado. La Sedimentacion es aquel fenomeno en el que las gotas migran al fondo del sistema debido a
la diferencia de densidades en las fases, mientras que el cremado es el fenomeno opuesto, esto es, las
gotas tienden a depositarse en la parte superior del sistema. El segundo mecanismo también tiene una
subdivision: floculacion y coalescencia. La floculacion ocurre cuando dos o mas gotas se agregan,
debido a las colisiones provocadas por movimientos Brownianos, conservando su individualidad; este
fenomeno depende de varios factores tales como la proteccion que brindan los biopolimeros a la
superficie de los globulos, el espesor de la capa, la densidad de la carga superficial, y las condiciones de
la solucion acuosa. Por otra parte, la coalescencia es el fenomeno en el que dos o mas gotas forman una
sola, perdiendo individualidad. La inversion de fases es el proceso mediante el cual una emulsion agua
en aceite se convierte en una emulsion aceite en agua, o viceversa. Y por ultimo, los mecanismos de
inestabilidad quimica se originan esencialmente por oxidacion e hidrolisis de los componentes.

En particular las emulsiones aceite-agua son sistemas coloidales en los que el principal
mecanismo de inestabilidad suele originarse en el seno de la fase acuosa o en la superficie de las gotas;
esto depende de la naturaleza quimica de los ingredientes involucrados. Los hidrocoloides alimenticios
intervienen en la estabilidad de las emulsiones debido a su accion interfacial. Los hidrocoloides son
biopolimeros de alto peso molecular y se utilizan para controlar la microestructura, textura, sabor y vida

de anaquel de alimentos (Fennema, 2000).
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Figura 1.4 Mecanismos fisicoquimicos de inestabilidad.

Es posible formar emulsiones que sean cinéticamente estables (metaestables) por un periodo
razonable de tiempo (algunos dias, semanas, meses, o afios) mediante la incorporaciéon de sustancias
conocidas como agentes emulsificantes y/o estabilizantes. Una emulsion metaestable es aquella en la
que no se presentan cambios apreciables en la distribucion del tamafio de los globulos, o su estado de
agregacion, o su arreglo espacial en la escala del tiempo de estudio (Dickinson, 2003).

Las emulsiones multiples también denominadas “emulsiones de emulsiones”, se caracterizan
porque los globulos de la fase dispersa contienen dentro de ellos gotas dispersas mas pequefias. En
emulsiones dobles de agua-aceite-agua, cada gota dispersa forma una estructura vesicular con
compartimentos acuosos sencillos o multiples que se encuentran separados de la fase acuosa continua
por una capa de fase oleosa (Garti, 1997). En la figura 1.5 se presenta una representacion esquematica de

posibles morfologias de emulsiones dobles W/O/W, cominmente denominadas tipo A, By C.
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Figura 1.5. Posibles morfologias de emulsiones multiples

La morfologia tipo A se caracteriza principalmente por tener gotas de emulsion multiple
conteniendo tan solo una gota interna. En la de morfologia tipo B, hay una gran proporcion de gotas de
emulsion multiple conteniendo mas de una gota interna. En el sistema tipo C, la mayoria de las gotas de
emulsion multiple contienen un elevado nimero de gotas internas floculadas y densamente empacadas.
El tipo de morfologia resultante depende del método de preparacion de la emulsion W/O/W vy del tipo de
agentes emulsificantes empleados (Dickinson y McClements, 1996). En la practica el método de las dos
etapas de emulsificacion es el que se ha empleado para lograr emulsiones de tamafio de gota
reproducibles e involucra el formar una fina emulsion agua-en-aceite (W/O) usando una alta proporcion
de emulsificante lipofilico, y luego dispersando la emulsion primaria en agua utilizando un nivel bajo de
un emulsificante hidrofilico. Hasta hace pocos afos la mayoria de los estudios relacionados a
emulsiones multiples reportaban el uso de agentes emulsificantes de bajo peso molecular (como los
Spans, Tweens y Brijs), lo cual permitié establecer una serie de recomendaciones empiricas para lograr
una preparacion exitosa de las emulsiones multiples. Asi pues, por ejemplo, el emulsificante lipofilico
(emulsificante primario) puede desestabilizar la emulsion multiple si migra de la interfase agua-aceite
interna a la interfase aceite-agua externa. Ademas, el emulsificante hidrofilico presente durante la
segunda etapa de emulsificacion puede desestabilizar a la emulsion primaria original. Por ello se ha
buscado optimizar el balance hidrofilico-lipofilico (BHL) de la mezcla de emulsificantes, definido como
un BHL ponderado, que la experiencia indica que, cuando éste es menor a 10 se obtiene un sistema
W/O/W resistente a una “inversion” a una emulsion O/W (Dickinson y McClements, 1996). Otro efecto
detrimental es cuando se usa una concentracion alta de emulsificante hidrofilico (emulsificante
secundario) en la fase acuosa externa, ya que las gotas externas de la emulsion W/O/W se vuelven tan
pequefias, que durante el proceso de la segunda etapa de emulsificacion las gotas acuosas internas son

alteradas o rotas. Por esta razon se emplean por lo general muy bajas concentraciones de emulsificante
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hidrofilico en la formulacion de emulsiones multiples (W/O/W) (Dickinson y McClements, 1996).

La fraccion volumen de la fase acuosa de la emulsion primaria (W/O) que se retiene como la fase
acuosa interna en la emulsion multiple final W/O/W, denominada rendimiento, es una medida para
establecer el éxito de la emulsion multiple. Este rendimiento se ve severamente afectado por muchos
factores. Cualquier proceso que promueva la desestabilizacion de la emulsion multiple afecta el
rendimiento. El proceso de desestabilizacién en sistemas de emulsiones multiples son necesariamente

mucho mas variado que en las emulsiones sencillas (Figura 1.6).

q

Figura 1.6. Posibles rutas de desestabilizacion en emulsiones multiples.

Por ejemplo, el proceso (b)-(c)-(d)-(e) representa un mecanismo mediante el cual las gotas
acuosas internas son expulsadas de los globulos en forma individual y secuencial. También puede haber
expulsiones simultdneas como los procesos (g) y (f). Cada uno de estos eventos involucra la ruptura de
la pelicula oleosa entre ambas fases acuosas.

Pueden presentarse procesos donde dos o més gotas internas coalescen, como por ejemplo en (h),
(J) y (p). Por otro lado, debido a la diferencia de presion osmotica entre la fase acuosa interna y externa,
puede haber migracion de agua de la fase interna a la externa, proceso (1)-(m)-(n), o viceversa, proceso
(b)-(0), dependiendo la direccion del gradiente de presion. Ademas, pueden presentarse combinaciones
de los mecanismos ya descritos (Dickinson y McClements, 1996).

El uso de emulsiones multiples formuladas con emulsificantes de bajo peso molecular no ha

resultado exitoso en la practica, ya que estos sistemas por lo general no pueden ser usados en procesos
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donde ocurren perturbaciones hidrodinamicas que causan rompimiento de la emulsion interna y de la
emulsion multiple. Se han realizado muchos esfuerzos para “sellar mejor” las interfases interna y
externa (Garti, 1997). Para ello, en tiempos recientes, se ha recurrido al uso de emulsificantes
poliméricos con buenas propiedades superficiales (Dickinson y McClements, 1996), que proporcionen
emulsiones termodinamicamente metaestables contra procesos agregativos debido principalmente a
contribuciones repulsivas estéricas (Garti, 1997), y a estabilidad contra la coalescencia debido a las
propiedades mecanicas de las peliculas poliméricas adsorbidas (Dickinson, 2003). Para mejorar la
estabilidad de las emulsiones multiples, también se ha propuesto la incorporacion de un espesante o un
polimero gelificante en la fase acuosa interna de la emulsion primaria. La idea es que la presencia de
este polisacarido conduzca a una estructura viscoelastica tipo gel en todas las gotas acuosas internas o a
la interfase entre la fase acuosa interna y la fase oleosa intermedia. La formacién de una membrana
gelatinosa en la interfase agua-aceite actia como una barrera fisica para evitar la coalescencia de las

gotas de la emulsion interna (Dickinson y McClements, 1996).

1.12 Agentes Emulsificantes y Estabilizantes

Los Agentes emulsificantes son moléculas superficialmente activas las cudles se adsorben en la
superficie de las gotas de la fase dispersa, promoviendo la formacion de una estructura protectora que
minimiza el fenomeno de agregacién y genera una mayor estabilidad en la emulsion. Los agentes
emulsificantes se subdividen en dos grandes grupos que son: Surfactantes de bajo peso molecular y
emulsificantes macromoleculares. Los primeros son moléculas anfifilicas, esto es, presentan afinidad
tanto por la fase acuosa (parte polar) como por la oleosa (parte no polar) o bien un comportamiento
hidrofilico y lipofilico, respectivamente. Algunos ejemplos de estas moléculas son: lecitina, esteres de
sacarosa, polisorbatos, monoglicéridos. Algunos ejemplos de emulsificantes moleculares son: proteinas
de huevo y leche.

Un agente estabilizante es una mezcla o compuesto quimico que provee de estabilidad a sistemas
emulsificados a largo plazo, algunos de estos estabilizantes son, por lo general, biopolimeros como
polisacaridos o proteinas. Algunas de sus caracteristicas se presentan en el Anexo B. Los polisacaridos
modifican las propiedades reologicas del medio de dispersion, tales como viscosidad o gelacion,
brindando estabilidad al sistema. Por otra parte, las proteinas tienden a adsorberse en las interfases
aceite-agua formando capas estabilizadoras alrededor de las gotas de aceite, por lo que intervienen como

emulsificantes y estabilizantes (Dickinson, 2003).
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1.13 Biopolimeros

Un biopolimero debe de presentar ciertas caracteristicas esenciales para ser considerado como
buen agente emulsificante y estabilizante, estas caracteristicas son: a) Fuerte adsorcion que permita al
polimero amfifilico, y con cierto cardcter hidrofilico, se mantenga anclado a la interfase de manera casi
permanente; b) Cobertura superficial completa, para que exista suficiente polimero que inunde la
interfase de los globulos dispersos; ¢) Capacidad de crear una capa robusta alrededor de las gotas que
estabilice de manera estérica, lo que implica que el estabilizante sea predominantemente hidrofilico y de
alto peso molecular (10%-10” Da); d) Potencial en la formacién de una capa con carga, debido a la
presencia de grupos cargados en el biopolimero que contribuyan a la interaccion electrostatica repulsiva
neta entre las superficies de las gotas, y en particular a bajas fuerzas i6nicas (Dickinson, 1993).

En la actualidad son incontables los productos que ofrece la industria y en especial la alimentaria.
La mayoria de estos productos son puestos en el mercado como sistemas dispersos, donde se encuentran
presentes hidrocoloides alimenticios, o mejor dicho, biopolimeros hidrofilicos de alto peso molecular
que controlan la microestructura, textura, sabor, color y vida de anaquel (Damodaran, 2005). El término
hidrocoloide abarca practicamente todos aquellos polisacaridos que son extraidos de algas marinas,
plantas y fuentes microbianas; también se considera como hidrocoloides a las gomas exudadas por
diversas plantas y algunos biopolimeros modificados quimica y/o enzimaticamente a partir de la
celulosa (Dickinson, 2003).

Ciertos hidrocoloides como la goma arabiga (GA) y la goma de mezquite (GM) presentan
actividad superficial, por lo que pueden ser utilizados en la formulacion de emulsiones (Dickinson,
2003; Vernon-Carter y col., 2000). Estos biopolimeros muestran una parte proteica, por lo que se
adsorben en la interfase de las gotas formando una membrana protectora que previene la agregacion
mediante efectos estéricos y/o electrostaticos, y les provee de una mayor resistencia bajo gradientes
hidrodinamicos, asi como un mayor control sobre los procesos difusivos (Fauconnier y col, 2000;

Ibanoglu, 2002; Tesh y Schubert, 2002).

1.14 Gomas Ardbiga y Mezquite

La goma arabiga es el hidrocoloide natural que mas se ha utilizado en la industria alimentaria y
farmacéutica, entre otras, debido a sus propiedades como agente emulsificante de aceites esenciales. Sin
embargo, la mayor cantidad de goma arabiga que se comercializa en el mundo proviene de la Acacia

Senegal la cual crece principalmente en Sudan, por lo que su importacion resulta costosa. Debido a esto,
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la industria alimentaria ha buscado materiales que permitan sustituir a la goma arabiga por otros
polimeros, tal como la goma de mezquite (Vernon-Carter y col, 2000). La goma de mezquite es un
biopolimero originario de México, que tiene una estructura quimica similar a la goma arabiga (2% de
proteina), pero con un mayor contenido de fraccion proteica (5.8%).La goma de mezquite es el exudado
en forma de lagrima de color ambar producida por arboles de Prosopis leavigata.

En general, ambas gomas son heteropolielectrolitos ramificados complejos que contiene una
cadena central de unidades de 1,3 P-galactopiranosa y cadenas laterales de 1,6 galactopiranosa
finalizando en residuos de acido glucuronico o acido 4-O-metilglucurénico. Tanto la Goma arabiga
como la de mezquite contienen una pequefia cantidad de proteina (que va de 2 a 7%) unida
covalentemente al carbohidrato generando una mezcla de complejos arabinogalactanos-proteina, cada
uno conteniendo varias unidades polisacaridas unidas a un centro proteinico comun (Connolly y col.,
1988; Orozco-Villafuerte y col., 2003). A esta estructura se le conoce como el modelo “Wattle
Blossom” (Anexo B). También se ha demostrado que ambas gomas son una mezcla compleja de tres o
cuatro fracciones con estructuras quimicas distintas (Williams y col., 1990; Orozco-Villafuerte y col.,
2003) con un componente principal el cual contiene muy o poca o nada de proteina (Anexo B). Se cree
que la proteina esta asociada a una fraccion de alta masa molecular que representa menos del 30 % de la
goma total. Esta fraccion parece ser la responsable de las propiedades emulsificantes y estabilizantes de
ambas gomas. En el Anexo B se muestra una esquematizacion de como la cadena proteinica mas
hidrofobica ancla firmemente al hibrido proteina-polisacarido en la interfase, y proyecta a los bloques
carbohidratos hidrofilicos unidos a esta cadena proporcionando una fuerte barrera estérica contra la
floculacion y la coalescencia.

Las goma arabiga, goma de mezquite y/o mezclas de estos biopolimeros son esencialmente
hidrosolubles por lo que se emplean para emulsionar materiales de naturaleza lipidica susceptibles a
procesos de deterioro oxidativo (Rodriguez-Huezo y col., 2004).

Debido a lo anterior surge la necesidad de realizar estudios que permitan obtener formulaciones
que retarden la degradacion de los carotenoides y que a su vez brinden una mayor estabilidad a los
sistemas emulsionados. El objetivo del presente trabajo fue emplear membranas poliméricas, obtenidas
de distintas formulaciones de goma de mezquite y goma arabiga, que permitan estabilizar la emulsion y

retardar la degradacion de carotenoides en presencia de antioxidantes.
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2. JUSTIFICACION

En los ultimos afios se ha experimentado un crecimiento sin precedentes a nivel mundial por el
consumo de productos naturales, de este modo se ha generado un mercado altamente competitivo en el
que es posible introducir productos alimenticios Unicamente si éstos ofrecen ventajas superiores a
aquellas de los productos que se encuentran ya en el mercado.

Nuestro pais cuenta con una gran biodiversidad de plantas que son generadoras de una inmensa
cantidad de productos, entre los que se encuentran colorantes y gomas naturales, los cuales por su
funcionalidad tienen un gran valor agregado en el mercado nacional e internacional. Este tipo de
sustancias pueden ser incorporadas en formulaciones de alimentos novedosos, completamente naturales.

Los colorantes naturales son usados ampliamente en la industria alimentaria, ya que el color es
uno de los atributos mas importantes de la calidad sensorial de un alimento. Sin embargo, los colorantes,
y en particular los carotenoides, son compuestos altamente inestables, susceptibles a isomerizacion y
oxidacion durante el procesamiento de los alimentos, dando como consecuencia pérdidas de color. Uno
de los métodos o técnicas mas empleadas para proteger a los colorantes, consiste en su incorporacion en
gotas de emulsion, las cuales a su vez poseen una membrana polimérica que actlia como barrera a
agentes externos causantes de su descomposicion. Para la elaboracion de dichas membranas poliméricas
es necesario el uso de agentes emulsificantes/estabilizantes; si bien existe una amplia gama de ellos,
cada uno tiene caracteristicas propias. Uno de los agentes emulsificantes/estabilizantes de mayor uso en
el mundo es la goma arabiga, que se extrae de la Acacia senegal y se exporta de Africa a todo el mundo;
situacidon que otorga a esta zona el control de los precios y la produccion.

Con el fin de beneficiar al sector industrial alimentario en México en el ahorro de insumos, es
conveniente proponer alternativas para reducir la importacion de goma arabiga. En este sentido, la goma
de mezquite de origen nacional, constituye una buena opcidn para la sustitucion parcial o total de goma
arabiga, debido a su alto potencial como agente emulsificante/estabilizante. Sin embargo, es necesario el
estudio del efecto de las propiedades de barrera interfaciales de la goma de mezquite y de sus mezclas
con goma arabiga, tanto en la estabilizacion de emulsiones aceite-agua y agua-aceite-agua, como en la

proteccion de carotenoides incluidos en las emulsiones antes mencionadas.
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3. HIPOTESIS

Las propiedades de las peliculas interfaciales formadas por goma de mezquite, o mezclas de ésta
con goma arabiga en las que predomine la goma de mezquite, proporcionan estabilidad a emulsiones
aceite-agua (O/W) y agua-aceite-agua (W;/O/W,) y brindan una proteccion a los carotenoides incluidos
en la fase oleosa de estos sistemas, mayor o comparable a la proporcionada por peliculas interfaciales

constituidas por goma arabiga.

4. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:
Retardar la degradacién de carotenoides mediante su incorporacion en la fase oleosa de
emulsiones aceite-agua (O/W) y agua-aceite-agua (W;/O/W,), estabilizadas con goma de mezquite,

goma arabiga o mezclas de ambas.

OBJETIVOS PARTICULARES:
Determinar el efecto de la concentracion y la relacion de goma de mezquite: goma ardbiga en la

estabilidad de emulsiones aceite-agua y agua-aceite-agua.

Determinar el efecto protector de peliculas interfaciales constituidas por goma de mezquite,
goma arabiga y mezclas de ambas, contra el deterioro de carotenoides incluidos en la fase oleosa de

emulsiones aceite-agua y agua-aceite-agua, a través del tiempo.
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5. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

5.1 Materiales.

El colorante empleado fue una oleorresina de chile rojo (OCR) (Rodofila; lote nimero
00012419; con una concentracion de carotenoides totales de 59.4 g/Kg; y una composicion de: B-
caroteno 7.47%; criptoxantina 8.17%; como-luteina 9.34%; trans-luteina 3.03%; trans-zeaxantina
4.23%; trans-capsantina 42.41%; violaxantina 1.23%; cis-capsantina 17.66%; cis-trans-capsantina
2.87%). La composicion y concentracion de los carotenoides totales (CCT) del colorante fue facilitada
por Bioquimex-Reka, S.A de C.V. (Querétaro, México).

Una mezcla comercial de aceites de girasol-canola-cartamo (GCC) (Aceites, Grasas y Derivados,

S.A. de C.V., México), se utiliz6 como parte de la fase oleosa de las emulsiones O/W y W,/O/W,.

El emulsificante lipofilico (EL) (Grindsted PGPR 90, esteres de acidos grasos de poliglicerol y
poliricinoleato) y el emulsificante hidrofilico (EH) (Panodan SDK, esteres de monoglicéridos y

diglicéridos del acido diacetil tartarico) fueron suministrados por Danisco México, S.A. de C.V.

Los biopolimeros usados fueron; goma gelana (GG) (K3B408) proporcionada por Merck & Co.
(Kelco Div., Rahway, N.J., E.U.A), goma arabiga (GA) (Acacia senegal) proporcionada por Industrias
Ragar, S.A. de C.V. (Ciudad de M¢éxico, México) y goma de mezquite (GM) (Prosopis leavigata)
recolectada manualmente y proporcionada por agricultores del Estado de San Luis Potosi. Ambas gomas
se encontraban en forma de lagrima, por lo que fueron disueltas en agua destilada y filtradas por varias
ocasiones para eliminar impurezas, obteniendo asi soluciones de goma de mezquite y goma arabiga con
23 y 25 °Brix, respectivamente. El agua usada en la preparacion de cada una de las muestras fue agua

destilada.

5.2 Formulacion y Preparacion de Emulsiones Simples (O/W).

Se formularon emulsiones simples O/W usando por cada 100 g: 75 g de agua y 1.05 g de
oleorresina. Los restantes 23.95 g estuvieron compuestos el aceite y por los biopolimeros (GA, GM o
mezclas de ambos). Tres tipos generales de emulsiones O/W se obtuvieron al variar la relacion en peso
biopolimeros : fase oleosa (aceite + oleorresina); 2:1, 3:1 y 4:1, resultando emulsiones simples,

codificadas como ES?, ES® y ES*, respectivamente (Tabla 5.1).
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Tabla 5.1 Composicion general de las emulsiones aceite-agua por cada 100 g.

Relacion
Componente
Biopolimero : fase oleosa* / Codigo de la emulsion
2:1/ES? 3:1/ES’ 4:1/ES*
Biopolimeros (g) 16.67 18.75 20.00
Agua (g) 75.00 75.00 75.00
Oleorresina (g) 1.05 1.05 1.05
Aceite (g) 7.28 5.20 3.95

* Fase oleosa = oleorresina +aceite

Para cada relacion biopolimero :

goma de mezquite

goma arabiga:

fase oleosa también se varid la relacién porcentual en peso

100GM:0GA, 80GM:20GA, 60GM:40GA, 40GM:60GA,

20GM:80GA y 0GM:100GA (Tabla 5.2). Empleando el método anterior se obtuvieron emulsiones O/W,

que se codificaron como ES?y, donde el superindice x significa la relacion de biopolimeros : fase oleosa

y el subindice “y” el porcentaje de goma de mezquite en la mezcla de biopolimeros (Tabla 5.2).

Tabla 5.2 Codigos de las emulsiones simples de acuerdo a las relaciones biopolimeros : fase oleosa y goma de

mezquite : goma ardbiga.

Relacion
Relacion Biopolimeros : fase oleosa
GM:GA | 21 > 4:1
. oM aA Codigo oM aA Cadigo oM aA Codigo
(8) (8) (8 (8) (8) (8)

100:0 | 1667 000  ESioo 1875 000 ESo i 2000 000  ESoo
80:20 | 1333 333  ES% 1500 375  ES% 1600 400  ES%
60:40 i 1000 667 ES 1125 750  ES% 1200 800  ES%o
40:60 6.67 10.00  ES% 750 1125  ES% 800 1200  ES'%
20:80 333 1333 ES™ 375 1500  ES™o 400 1600  ES'
0:100 0.00 1667  ES% 0.00 1875  ES% 0.00 2000  ESY%

GM = goma de mezquite; GA = goma arabiga

Mediante balances de materia y la determinacion de grados Brix, se determinaron las cantidades

de soluciones de GM y GA requeridas para obtener tanto la relacién de biopolimeros : fase oleosa como
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la relacion GM:GA deseadas.

Las emulsiones fueron preparadas a temperatura ambiente de la siguiente manera; se mezcl6 la
oleorresina (OCR) con el aceite (GCC) para asi obtener la fase oleosa, la cual fue incorporada por goteo
a la fase acuosa W (agua destilada + biopolimero (s)), usando un homogenizador modelo ULTRA
TURRAX TS50 Basic (Grupo IKA® Works, Wilmington, North Carolina, EUA) a 4000 rpm por 10 min.
Se us6 un baifio de agua helada para mantener la temperatura de las emulsiones por debajo de los 25 °C.

Todas las emulsiones se prepararon por duplicado y almacenaron durante un periodo de treinta

dias, bajo condiciones ambientales.

5.3 Formulacion y Preparacion de Emulsiones Multiples (W1/O/W »).

Emulsiones multiples fueron formuladas variando la relacion en peso biopolimeros : fase oleosa;
esta ultima contenida en una emulsion interna del tipo W,/O (método anterior) (Tabla 5.3). Para cada
relacion biopolimero : fase oleosa también se vario la relacion en peso goma de mezquite : goma
arabiga: 100GM:0GA, 80GM:20GA, 60GM:40GA, 40GM:60GA, 20GM:80GA y 0GM:100GA (Tabla
5.4). De este modo se obtuvieron emulsiones W;/O/W,, que se codificaron en forma general como
EMY, donde el superindice x significa la relacion de biopolimeros : fase oleosa y el subindice “y” el

porcentaje de goma de mezquite en la mezcla de biopolimeros (Tabla 5.4).

Tabla 5.3 Composicion general de las emulsiones multiples por cada 100 g.

. Relacion
W,/0O/W, Componente Biopolimeros : fase oleosa
| | 1.48:1 2.73:1 3.98:1
Fase Acuosa | Biopolimeros (g) 14.79 18.19 19.89
Externa (W5) | Agua (g) 72.71 73.48 73.86
' Oleorresina (g) 1.05 1.05 1.05
| Accite (g) 8.15 5.08 3.55
Emulsion Interna | Grindsted (g)* 0.8 0.53 0.4
(W,/O) ' Gelana (g) 0.01 0.01 0.01
| Panodan (g)** 0.2 0.13 0.1
| Agua (g) 2.29 1.53 1.14

*8% (w/w en base a la fase oleosa), **8% (w/w en base a la fase acuosa interna).
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Las emulsiones multiples se prepararon a temperatura ambiente usando un procedimiento de
emulsificacion de dos etapas (Dickinson y McClements, 1996). En la primera etapa se elaboraron
emulsiones internas W,/O conteniendo todas 20% (w/w) de fase acuosa interna dispersa, con una
concentracion de GG de 0.5% (w/w en base a la fase acuosa interna) y una concentracion total de
emulsificantes de bajo peso molecular del 8% (w/w) (1 parte de EH : 4 partes de EL). En todos los casos
la fase acuosa interna (W) (agua destilada + GG + EH) fue incorporada gota a gota a la fase oleosa (O)
(GCC + OCR + EL) usando un homogenizador IKA modelo ULTRA TURRAX T50 Basic a 7600 rpm
por 5 min. En la segunda etapa las emulsiones internas fueron re-emulsificadas en soluciones acuosas de
los biopolimeros solos o en mezclas, de acuerdo a la emulsion multiple a preparar. Para la dispersion de
las emulsiones (W;/O) en las soluciones acuosas de biopolimeros se us6 un homogenizador modelo
ULTRA TURRAX T50 Basic operado a 4000 rpm por 10 min. Se us6 un bafio de agua helada para
mantener la temperatura de las emulsiones por debajo de los 25 °C. Todas las emulsiones se prepararon

por duplicado y se almacenaron durante un periodo de treinta dias, bajo condiciones ambientales.

Tabla 5.4 Codigos de las emulsiones multiples de acuerdo a las relaciones biopolimeros : fase oleosa y goma de
mezquite : goma ardbiga.

Relacion

Relacis : Biopolimero : fase oleosa
clacion
GM-GA 5 1.48:1 5 2.73:1 5 3.98:1

" GM  GA " GM  GA T GM GA

Codigo Codigo ! Codigo

bo(8) (8) bo(9) (8) bo(9) (8)
100:0 | 1479 0.00  EM'p | 1819 0.00  EM’4 | 1989  0.00 EM 9
80:20 | 11.83 296 EM'g, | 1455 3.64 EM?, 1592 3.98 EM’,
60:40 | 887 592  EM'q | 1092 728  EM%, | 1194  7.96 EM,
40:60 | 592  8.87 EM'Yy | 728 1092 EM%, | 796  11.94 EM’,,
20:80 | 296 1183  EMb4, | 3.64 1455 EM%, | 398  15.92 EM,,
0:100 | 0.00 14.79 EM', | 000 1819  EM% | 0.00  19.89 EM?,

GM = goma de mezquite; GA = goma arabiga

5.4 Analisis del Tamaiio de Gota y Estabilidad de las Emulsiones.
El didmetro medio volumétrico (ds3) y la distribucion del tamafio de los globulos de las
emulsiones (O/W y W,/O/W;), se determinaron empleando un Analizador de Tamano de Gota por

difraccion de luz, Malvern, serie Mastersizer 2000 (Malvern Instruments, Malvern, Worcestershire,
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Reino Unido). El diametro d4 3 ha sido definido como:(Sherman, 1968)
das = (Inid® / Ynp)"”
Donde n; es el nimero de gotas de didmetro d;.

La tasa de coalescencia (C) se calcul6 a partir de la variacion del tamafio de gota por unidad de
volumen de la emulsidon con respecto al tiempo (30 dias), para ello se determin6 el numero de gotas de la
fase dispersa a cierto tiempo (Ny), y se relacioné con el nimero inicial de gotas de la fase dispersa (No)

mediante la siguiente ecuacion (Sherman 1968):
Nt = Np exp(-Ct)
Ny = (6¢10"%) / (1(da3)’)

Donde ¢ es la fraccion volumétrica de la fase dispersa y ds 3 es el didmetro promedio volumétrico (um) a

un tiempo t (s).

Al graficar Ln (N;) contra t se obtiene para cada emulsion una linea de la cual su pendiente
corresponde al valor de C (s™). El tamafio de gota inicial se midi6 en las emulsiones después de 24 h de

preparadas y variaciones en este parametro se determinaron cada tercer dia por un periodo de 30 dias.

5.5 Morfologia de las Emulsiones.

La morfologia de las emulsiones se observd cada 5 dias durante 30 dias con un microscopio
optico BX 45 series Olympus (Olympus Optical Co. Ltd., Tokio, Japén) acoplado a una camara de pelicula
digital Olympus C-3030 E imagen Pro Plus software version 4.1 (Media Cybernetics, Silver Spring, Md.,
E.U.A.). Por medio de este equipo fue posible establecer el cambio morfolégico y el aumento gradual de las
gotas de las emulsiones a través del tiempo. Antes de cada observacion, se realizaron diluciones
volumétricasl: 10 a cada una de las emulsiones, usando agua destilada como diluyente. Todas las
emulsiones se mantuvieron a temperatura ambiente.

5.6 Espectrofotometria y Concentracion de Carotenoides Totales.
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La concentracion de carotenoides totales iniciales los cambios en concentracion con el tiempo
fueron determinados a diferentes intervalos de tiempo (de 2 a 3 dias), por un maximo de 30 dias,
utilizando un espectrofotometro Génesis 2 UV/Vis (Spectronic Unicam, Rochester, N.Y., EUA).
Aproximadamente 0.05 g de emulsion se disolvieron en 2 mL de una mezcla de NaCl 10 % : metanol
(1:1 (v/v)) contenida en un tubo de ensayo. El tubo de ensayo fue sellado y agitado en un vortex durante
5 min, para posteriormente agregarle 10 mL de una mezcla de hexano : acetona, 1:1 (v/v) y centrifugar a
3000g durante 10 min a 10°C en una centrifuga refrigerada Hermle Z 323 K (Hermle Labortechnik
GMBH, Wehingen, Alemania). La densidad optica de la fraccion orgénica superior fue medida a 445
nm. La cantidad de carotenoides (g) presentes en las emulsiones fue calculada mediante la siguiente
ecuacion (Britton, 1996).

x = Ay
(A" e 100)

Donde x es la masa de carotenoides (g), y el volumen de la solucion, 4 la absorbancia medida, y A",
el coeficiente de absorcion especifica de una solucion de 1 g de esos carotenoides en 100 mL de
solucion. Un valor del coeficiente de absorcion especifica usado frecuentemente es de 2500 (Britton,

1996).

5.7 Analisis Estadistico.

Andlisis de varianza multifactorial y pruebas de Tukey (P < 0.05) fueron realizadas a los
resultados de tamafio de particula, cinética de coalescencia y cinética de degradacion, utilizando como
factores la relacion biopolimeros : fase oleosa y la composicion de la mezcla de biopolimeros GM : GA,
mediante el paquete estadistico Statgraphics version 5.1 (Statistical Graphics Corp. Manugistics Inc.,

Cambridge, MA).

Estudio Comparativo de la Estabilidad y Degradacion de Carotenoides Naturales Incorporados en Emulsiones Aceite-Agua (O/W)y Agua-Aceite-Agua (W/0/W) 36



Ing. Quimico Arturo Pérez Romdn UAM-I, Ciencias Bdsicas e Ingenieria

6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1. Distribucion de Tamario de Gota y Cinética de Coalescencia.
6.1.1. Emulsiones Simples.

La figura 6.1 muestra la distribucion del didmetro volumétrico (d43) medio de las gotas de las
distintas ES4y conteniendo una relacion biopolimeros : fase oleosa de 4:1 al dia 1 y al dia 30. En la
figura mencionada puede observarse un comportamiento monodisperso en la distribucion del tamafio de
gota de las emulsiones simples, durante todo el tiempo de observacion. Las emulsiones simples
formuladas con relacion biopolimeros : fase oleosa de 2:1 y 3:1, presentaron comportamientos similares,
por lo que las figuras correspondientes no son mostradas.

Dia 1 Dia 30

Particle Size Distribution il Particle Size Distribution

NVolume (%)
NVolume (26)

0 100 20 %m 01 1 1 Ll 000 30
Pattile Sze (im] Paricle Size i)

Figura 6.1. Distribucién del tamario de gota; emulsiones con relacion de biopolimero: fase oleosa 4:1, ---- ES* g9, ~---
ES’g, - ES, - ES"y, - ES%y, - ES%

En las Tablas 6.1, 6.2 y 6.3, se presentan los valores de los didmetros volumétricos (ds3) medios
inicial y final, asi como los valores de las tasas de coalescencia de las ES’, ES’y ES*,
respectivamente. Las emulsiones E82y formuladas con una relacion de biopolimeros : fase oleosa de 2:1,
mostraron valores de ds s iniciales y finales que variaron de 2.20 (ES4) a 3.51 (ES%) um y de 2.37
(ES*y) a 8.16 (ES%) um, respectivamente (Tabla 6.1). Los valores de tasa de coalescencia de las
emulsiones E82y estuvieron en el rango de 1.38 x 107 (ES%y) a 6.10 x 107 (ES%) s (Tabla 6.1). Las
emulsiones ES’, formuladas con una relacion de biopolimeros : fase oleosa de 3:1, mostraron valores de

d4 3 iniciales y finales que variaron de 2.15 (ES’40) 2 3.13 (ES’)) um y de 2.59 (ES’) a 4.34 (ES’) um,
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respectivamente (Tabla 6.2).Los valores de tasa de coalescencia de las emulsiones ES3y estuvieron en el

rango de 1.30 x 107(ES40) a 2.40 x 107 (ES*)) s™' (Tabla 6.2).

Tabla 6.1. Diametro volumétrico y tasa de coalescencia (medias + desviacion estandar) de las emulsiones simples
conteniendo una relacion biopolimeros : fase oleosa de 2:1.

Cédigo de la Emulsion’ ds3 (um) Tasa de Coalescencia, C (s
Inicial Final (x 107
ES® 00 3.18+0.05 4.83+0.46 4.59 +0.60
ES% 2.59+0.35 2.70 +0.39 2.76 £0.26
ES% 2.30+0.20 2.50 +0.40 2.45+0.65
ES%, 220+0.22 2.46+0.47 2.88+0.84
ES%y 224+0.16 2.37+0.20 1.38+0.38
ES% 3.51+0.07 8.16 £0.52 6.11+0.32

’ ESZy: Codigos de las emulsiones, donde el superindice 2: relacion biopolimeros : fase oleosa de 2:1 y el subindice “y”:
porcentaje de goma de mezquite en la mezcla de biopolimeros, el resto para alcanzar el valor de 100, corresponde a goma
arabiga.

Tabla 6.2. Diametro volumétrico y tasa de coalescencia (medias + desviacion estandar) de las emulsiones simples
conteniendo una relacion biopolimeros : fase oleosa de 3:1.

Codigo de la Ermulsion” ds3 (Um) Tasa de Coalescencia, C (s'l)
Inicial Final (x 10
ES’ 100 2.69 +0.50 279 +0.90 1.81 +0.75
ES’s 2.72 +£030 291 +0.53 1.57 +0.11
ES’s 241 +0.66 273 +0.84 1.49 +0.45
ES’, 2.15 +£099 263 +0.78 1.30 +0.41
ES’5 2.67 +0.17 259 +0.87 221 +0.93
ES’, 3.13 +0.32 434 +0.39 240 +0.61

*ESjy.' codigos de las emulsiones, donde el superindice 3: relacion biopolimeros: fase oleosa de 3:1 y el subindice “y”:
porcentaje de goma de mezquite en la mezcla de biopolimeros, el resto para alcanzar el valor de 100, corresponde a goma
arabiga.

Finalmente las emulsiones ES®, formuladas con una relacion de biopolimeros : fase oleosa de
4:1, mostraron valores de dg4 3iniciales y finales que variaron de 2.16 (ES*5) a 3.03 (ES*100) um y de 2.41
(ES*40) a 4.22 (ES%) um, respectivamente (Tabla 6.3). Los valores de tasa de coalescencia de las
emulsiones ES4y estuvieron en el rango de 1.00 x 107(ES*4) a 2.99 x 107 (ES*) s™ (Tabla 6.3). Los

resultados antes sefialados, indican que las emulsiones formadas y estabilizadas mediante mezclas de
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GA y GM (en especial las emulsiones ES,py ES49), mostraron gotas de aceite de menores tamafios
inicial y final y valores mas bajos de tasa de coalescencia, en comparaciéon con las gotas de las
emulsiones (en particular la emulsion ESp) en las que se utilizo sélo una de las gomas como agente

emulsionante/estabilizante.

Tabla 6.3. Diametro volumétrico y tasa de coalescencia (medias + desviacion estandar) de las emulsiones simples
conteniendo una relacion biopolimeros : fase oleosa de 4:1.

Codigo de la Emulsion’ D43 (um) Tasa de Coalescencia, C (s'l)
Inicial Final (x 10

ES* 100 3.03 +0.07 3.18 +0.91 241 +0.25

ES* 243 +£0.70 245 +0.94 1.13 +0.11

ES* 229 +0.81 244 +091 1.07 +0.05

ES*4 224 +0.68 241 +0.83 1.01 +0.01

ES*y 2.16 +£0.79 294 +0.58 2.69 +0.49

ES% 297 +£0.50 422 +0.62 299 +0.58

*ES"y: codigos de las emulsiones, donde el superindice 4: relacion biopolimeros: fase oleosa de 4:1 y el subindice “y”:
porcentaje de goma de mezquite en la mezcla de biopolimeros, el resto para alcanzar el valor de 100, corresponde a goma
arabiga.

Al realizar un Anélisis de Varianza Multifactorial de los valores de los didmetros volumétricos
inicial y final y la tasa de coalescencia de las ES, para conocer el efecto ejercido sobre éstos por la
relacion biopolimeros : fase oleosa y la composicion de los biopolimeros (porcentajes de goma arabiga y
goma de mezquite), se encontrd que el didmetro inicial de las gotas de aceite de las ES no fue afectado
(p = 0.05) por variaciones en la relacion biopolimeros : fase oleosa (Tabla 6.4), pero si fue alterado (p <
0.05) por modificaciones en la composicion de los biopolimeros (Tabla 6.5). Las emulsiones ESep, ES4
y ESy0, formuladas con mezclas de GA y GM mostraron diametros volumétricos iniciales mas pequefos
(p = 0.05), que aquellos exhibidos por la emulsién ESy, conteniendo GA unicamente (Tabla 6.5). Las
emulsiones ESgy y ESigo. la primera formulada con 80 % de goma de mezquite y 20 % de goma arabiga
y la ultima solamente con goma de mezquite, exhibieron gotas con didmetros volumétricos iniciales

intermedios a los presentados por las emulsiones antes mencionadas (Tabla 6.5).

El didmetro volumétrico final de las emulsiones fue afectado tanto por la relacién biopolimeros :

fase oleosa (Tabla 6.4), como por la composicion de los biopolimeros (Tabla 6.5). Una relacion
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biopolimeros : fase oleosa de 2:1 resulté en didmetros volumétricos finales significativamente mayores a
los observados mediante el uso de las relaciones 3:1 y 4:1 (Tabla 6.4). Respecto a la composicion de los
biopolimeros, la emulsion ESj, conteniendo s6lo GA, mostré un didmetro volumétrico final

significativamente mayor que aquellos observados en el resto de las emulsiones (Tabla 6.5).

Tabla 6.4. Resultados de las pruebas de comparacion de medias de los diametros volumétricos iniciales y finales,
y tasas de coalescencia de las emulsiones simples, en funcion de la relacion biopolimeros : fase oleosa.

Relacion Diametro volumétrico | Diametro volumétrico | Tasa de coalescencia
biopolimeros: fase inicial (Dy3) final (D43) (C)(x 107)
oleosa (um) (um) s
2:1 2.67° 3.84° 3.36°
3:1 2.62° 3.00° 1.80°
4:1 2.51° 2.94° 1.88°

“% Superindices diferentes en una columna, indican que las medias difieren significativamente (p < 0.05).

Tabla 6.5. Resultados de las pruebas de comparacion de medias de los diametros volumétricos iniciales y finales,
y tasas de coalescencia de las emulsiones simples, en funcion de la composicion de biopolimeros.

Goma de Mezquite Goma Arabiga Diametro volumétrico Diametro Tasa de coalescencia
(GM) (GA) inicial (Dy3) volumétrico final (C) (x 107
(%0) (7o) (um) (D4 3)(um) C)
100 0 2.97% 3.60° 2.93%
80 20 2.58" 2.69° 1.82°
60 40 2.33% 2.56° 1.67°
40 60 2.16 2.50° 1.73°
20 80 2.36% 2.64° 2.09°
0 100 3.2° 5.57° 3.55°

“b¢ Superindices diferentes en una columna, indican que las medias difieren significativamente (p < 0.05).

Los valores de tasa de coalescencia de las emulsiones, fueron afectados (p < 0.05) tanto por la
relacion biopolimeros : fase oleosa, como por la composicion de los biopolimeros. Una relacion 2:1 de
biopolimeros : fase oleosa de 2:1 rindi6 emulsiones con tasas de coalescencia mas elevadas (p < 0.05)
que aquellas obtenidas en las emulsiones en las que se utilizaron relaciones 3:1 y 4:1 (Tabla 6.4).
Asimismo, el uso de mezclas de GM y GA, result6é en emulsiones (ESgo, ES¢o, ES40 y ES20) con tasas de

coalescencia menores significativamente a las mostradas por las emulsiones ES;o y ESy, conteniendo
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GM y GA tnicamente, respectivamente (Tabla 6.5).

Todas las emulsiones mostraron un comportamiento cinético de primer orden. A manera de
ejemplo, en la Figura 6.2 se presenta el comportamiento de las emulsiones preparadas con mayor
cantidad de biopolimeros (biopolimeros : fase oleosa de 4:1). Los valores de las tasas de coalescencia
(C) de las gotas de las emulsiones, durante un tiempo de envejecimiento de 30 dias, fueron del orden de
107 a 107 (Tablas 6.1, 6.2 y 6.3); valores que indican una alta estabilidad segun el criterio de Sherman
(1968).Vernon-Carter y col. (1996) formularon emulsiones O/W conteniendo oleorresina de aztec
marigold en agua, usando como agentes protectores y emulsionantes goma de mezquite, goma arabiga y
sus mezclas, a valores de pH de 3, 5 y 7. Ambas gomas y sus mezclas generaron emulsiones O/W
altamente estables contra coalescencia y pérdida de color. La goma de mezquite proveyd mayor
estabilidad a las emulsiones que la conferida por la goma ardbiga y mezclas de ambas gomas mostraron
efecto estabilizante sinérgico, proporcionando asi mayor estabilidad a las emulsiones que de manera

individual.
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Figura 6.2. Cinéticas de coalescencia de las emulsiones (ES’) con relacion biopolimeros : fase oleosa de 4:1.

Algunos biopolimeros, principalmente proteinas y polisacaridos solubles en agua, han

encontrado multiples aplicaciones como agentes estabilizantes y texturizantes en un amplio rango de
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productos alimenticios. El uso funcional de estos hidrocoloides estd relacionado con su capacidad de
incrementar la viscosidad de sistemas acuosos, con sus propiedades para formar geles, asi como con su
capacidad para estabilizar particulas coloidales diversas (1-100 um), a las cuales dispersan o
emulsifican. Esta ultima propiedad, caracteristica de materiales como la goma ardbiga y de mezquite, se
basa en la capacidad de las cadenas arabinogalactanas proteicas (AGP) para adsorberse en interfases
liquido-liquido, liquido-sélido o liquido-aire. La funcionalidad depende de la forma en la cual estos
polimeros se adsorben en la interfase aceite-agua (Vernon-Carter y Sherman, 1980a; Garti y Lesser,

2001).

Generalmente en las emulsiones O/W, la adicion de polimeros hidrosolubles provoca un aumento
en la viscosidad de la fase acuosa continua y por lo tanto disminuye la movilidad de las gotas de aceite,
descendiendo asi la probabilidad de que colisionen y se agreguen. En cambio, si la concentracion de
polimero es muy pequefia, el efecto es el inverso debido a la floculacion por deplecion (Aranberri, y

col., 2006).

La goma de mezquite y la goma arabiga en particular, son hidrocoloides que contienen proteina
que les brinda capacidad estabilizante en interfases aceite-agua. Estas gomas contienen suficientes
grupos hidrofobicos para actuar como puntos de anclaje o unidn en la fase oleosa. Asimismo contienen
numerosos grupos hidrofilicos para reducir la tension superficial en interfases aceite-agua. Aunado a lo
anterior, aumentos en la concentracion de los biopolimeros en el sistema, generan incrementos en la
viscosidad, lo cual disminuye la movilidad de las gotas, confiere estabilidad al sistema y rinde valores de

tasa de coalescencia menores.
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6.1.2. Emulsiones Multiples

La figura 6.3 muestra la distribucion del didmetro volumétrico (d43) medio de las gotas de las
emulsiones multiples formuladas con una biopolimeros : fase oleosa de 2.73 : 1, al dia 1 y al dia 30. En
esta figura puede observarse que la distribucion del tamafio de gota de las emulsiones multiples al dia 1
de preparacion, tuvo un comportamiento unimodal; en contraste, en el dia 30 se presentod
desestabilizacion de las emulsiones, tendiendo a exhibir gotas de tamafio con comportamiento bimodal.
Las emulsiones multiples formuladas con relaciones biopolimeros : fase oleosa de 1.48 : 1 y 3.98 : 1

presentaron tendencias similares (figuras no mostradas).
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Figura 6.3. Distribucion del tamario de gota de emulsiones multiples con relacion de biopolimero: fase oleosa 2.73:1, ----
EM? g9, - EM?3, - EM’q, - EM?4q, --—- EM?yq, - EM?

Los valores de los didmetros volumétricos (ds3) medios inicial y final, asi como los valores de
las tasas de coalescencia de las emulsiones, dependiendo de su relacion biopolimeros : fase oleosa, se
presentan en las Tablas 6.6, 6.7 y 6.8. Las emulsiones EMIy formuladas con una relacion de
biopolimeros : fase oleosa de 1.48 : 1, mostraron valores de d43 iniciales y finales que variaron de 3.05
(EM'¢0) a 4.31 (EM'y) um y de 3.62 (EM'¢) a 38.50 (EM'() um, respectivamente (Tabla 6.6). Los
valores de tasa de coalescencia de las emulsiones EMIy estuvieron en el rango de 1.88 x 10”7 (EM'q) a

25.10 x 107 (EM'g) s™ (Tabla 6.6).
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Tabla 6.6. Diametro volumétrico y cinética de coalescencia (medias £ desviacion estandar) de las emulsiones
multiples conteniendo una relacion biopolimeros : fase oleosa de 1.48 : 1.

Cédigo de la Emulsion’ dy3 (Wm) Tasa de Coalescencia, C (s
Inicial Final (x 107
EM' g 3.56+0.21 6.28+0.28 6.33+0.95
EM's 3.52+0.03  4.40+0.18 2.14+0.79
EM'4 3.05+0.23  3.62+0.34 1.88 +0.28
EM'y 3.50+0.18  4.56+0.29 2.86+0.59
EM'y 428+0.37 6.67+0.54 4.724+0.30
EM/, 431+0.98 38.50+1.88 25.10 +£2.83

*EMIy: Codigos de las emulsiones, donde el superindice 1: relacion biopolimeros : fase oleosa de 1.48:1 y el subindice “y”:
porcentaje de goma de mezquite en la mezcla de biopolimeros, el resto para alcanzar el valor de 100, corresponde a goma

arabiga.

Las emulsiones EM?, formuladas con una relacién biopolimeros

: fase oleosa de 2.73 : 1,

mostraron valores de d43 iniciales y finales que variaron de 1.50 (EM?4) a 3.51 (EM?40) um y de 2.39

(EM?40) a 32.72 (EM?y) um, respectivamente (Tabla 6.7). Los valores de tasa de coalescencia de las

emulsiones Esz estuvieron en el rango de 1.88 x 107 (EM?}¢9) a 27.10x 107 (EM?)) s (Tabla 6.7).

Tabla 6.7. Diametro volumétrico y cinética de coalescencia (medias £ desviacion estandar) de las emulsiones
multiples conteniendo una relacion biopolimeros : fase oleosa de 2.73 : 1.

Cédigo de la Emulsion’ dy3 (Lm) Tasa de Coalescencia, C (s
Inicial Final (x 107
EM? 0 3514014 4.12+0.20 1.88 +0.31
EM’, 233+0.16 4.26+0.22 6.84 +0.95
EM’, 2214028 4.72+0.37 7.91 +0.42
EM’,, 1.50+0.16 2.39+0.16 5.65+0.32
EM*,, 236+0.22 3.07+0.38 3.14+0.78
EM? 2714098 32.72+3.84 27.10 + 2.55

*EMZy: codigos de las emulsiones, donde el superindice 2: relacion biopolimeros : fase oleosa de 2.73 : 1 y el subindice “y”:
porcentaje de goma de mezquite en la mezcla de biopolimeros, el resto para alcanzar el valor de 100, corresponde a goma

arabiga.

Finalmente las emulsiones EM?, formuladas con una relacién biopolimeros : fase oleosa de 3.98

: 1, mostraron valores de ds 3 iniciales y finales que variaron de 1.49 (EM’) a 2.26 (EM?10) um y de

3.67 (EM>y) a 52.42 (EM’) um, respectivamente (Tabla 6.8). Los valores de tasa de coalescencia de las

Estudio Comparativo de la Estabilidad y Degradacion de Carotenoides Naturales Incorporados en Emulsiones Aceite-Agua (O/W)y Agua-Aceite-Agua (W/0/W)

44



Ing. Quimico Arturo Pérez Romdn

UAM-I, Ciencias Bdsicas e Ingenieria

emulsiones EM3y estuvieron en el rango de 0.74 x 10 (EM>,) a 3.30 x 10 (EM?;) s™' (Tabla 6.8).

Tabla 6.8. Diametro volumétrico y cinética de coalescencia (medias £ desviacion estandar) de las emulsiones
multiples conteniendo una relacion biopolimeros : fase oleosa de 3.98 : 1.

Codigo de la Emulsion’ ds3 (um) Tasa de Coalescencia, C (s
Inicial Final (x 10%
EM? 0 2.60+0.63  11.89+0.57 1.39 +0.09
EM’g, 1.49+0.15 5.67+0.18 1.45+0.14
EM’ 1.57+0.21  4.47+0.37 1.04 +0.06
EM’,, 1.92+0.25 4.79+0.58 1.00 + 0.03
EM’,, 1.79+0.19 3.67+0.22 0.74 + 0.09
EM’, 2,28+0.65 52.42+10.38 3.30 +0.68

*ESjy.' codigos de las emulsiones, donde el superindice 3. relacion biopolimeros : fase oleosa de 3.98:1 y el subindice “y”:
porcentaje de goma de mezquite en la mezcla de biopolimeros, el resto para alcanzar el valor de 100, corresponde a goma
arabiga.

Los resultados antes sefialados, indican que las emulsiones formadas y estabilizadas mediante
mezclas de GA y GM, en especial aquellas conteniendo 40 y 60 % de goma de mezquite, mostraron
gotas de aceite de menores tamafios inicial y final, y valores mas bajos de tasa de coalescencia, en
comparacion con las gotas de las emulsiones en las que se utilizo so6lo una de las gomas como agente

emulsionante/estabilizante, en especial de aquellas conteniendo sola GA.

Al realizar un Anélisis de Varianza Multifactorial de los valores de los didmetros volumétricos
inicial y final y la tasa de coalescencia de las EM, para conocer el efecto ejercido sobre €stos por la
relacion biopolimeros : fase oleosa y la composicion de la fase de biopolimeros (porcentajes de goma
arabiga y goma de mezquite), se encontrdé que el didmetro inicial de las gotas de aceite de las EM fue
afectado tanto por variaciones en la relacion biopolimeros : fase oleosa (p < 0.05) (Tabla 6.9), como por
modificaciones en la composicion de los biopolimeros (p < 0.05) (Tabla 6.10). La relacion biopolimeros
: fase oleosa 1.48 : 1 resultd en didmetros volumétricos iniciales significativamente (p <0.05) mayores a

los observados mediante el uso de las relaciones 2.73 : 1 y 3.98 : 1 (Tabla 6.9).

Tabla 6.9. Resultados de las pruebas de comparacion de medias de los diametros volumétricos iniciales y finales,
y tasas de coalescencia de las emulsiones multiples, en funcion de la relacion biopolimeros: fase oleosa.
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Relacion Diametro volumétrico | Diametro volumétrico | Tasa de coalescencia
biopolimeros : fase inicial (Dy3) final (D43) (C)(x 107)
oleosa (um) (uwm) )
1.48:1 3.70° 10.67% 7.17°
2.73:1 2.43° 8.54" 8.75"
3.98:1 1.94° 13.81° 14.8

“bSyperindices diferentes en una columna, indican que las medias difieren significativamente (p < 0.05).

Las emulsiones EM"g), y EM", formuladas con mezclas de GM y GA mostraron diametros

volumétricos iniciales mas pequefios (p =< 0.05), que aquellos exhibidos por la emulsion EMqo,

conteniendo GM tnicamente (Tabla 6.10). Las emulsiones EM"gy, EM™ y EM", la primera formulada

con 80 % de goma de mezquite y 20 % de goma arabiga, la segunda formulada con 20 % goma de

mezquite y 80 % de goma ardbiga y la ultima solamente con goma arabiga, exhibieron gotas con

diametros volumétricos iniciales intermedios a los presentados por las emulsiones antes mencionadas

(Tabla 6.10).

Tabla 6.10. Resultados de las pruebas de comparacion de medias de los diametros volumétricos iniciales y
finales, y tasas de coalescencia de las emulsiones multiples, en funcion de la composicion de los biopolimeros.

Goma de Mezquite Goma Arabiga Diametro Diametro Tasa de coalescencia
(GM) (GA) volumétrico inicial volumétrico final (C) (x 107
(%) (%) (Dy3)(um) (Dy3)(um) ™
100 0 3.22° 7.43° 7.37°
80 20 2.44% 4.78° 7.83°
60 40 2.28° 4.27° 6.73"
40 60 2.31° 3.91° 6.17
20 80 2.81% 4.47° 5.08
0 100 3.10% 41.21° 28.40"

“b¢ Superindices diferentes en una columna, indican que las medias difieren significativamente (p < 0.05).

El diametro volumétrico final de las EM fue afectado tanto por la relacién biopolimeros : fase

oleosa, como por la composicion de los biopolimeros. Una relacién biopolimeros : fase oleosa de 2.73 :

1 resulté en diametros volumétricos finales significativamente menores a los observados mediante el uso

de la relacion 3.98 : 1 (Tabla 6.9), mientras que la relacion biopolimeros : fase oleosa de 1.48:1, resultd

Estudio Comparativo de la Estabilidad y Degradacion de Carotenoides Naturales Incorporados en Emulsiones Aceite-Agua (O/W)y Agua-Aceite-Agua (W/0/W)

46




Ing. Quimico Arturo Pérez Romdn UAM-I, Ciencias Bdsicas e Ingenieria

en didmetros volumétricos finales intermedios a las otras dos relaciones ya mencionadas.

Respecto a la composicion de los biopolimeros, las emulsiones EM, conteniendo sdlo GA,
mostraron un diametro volumétrico final significativamente mayor al de aquellos observados en el resto
de las emulsiones (Tabla 6.10). Los valores de tasa de coalescencia de las emulsiones, también fueron
afectados (p = 0.05) tanto por la relacion biopolimeros : fase oleosa, como por la composicion de los
biopolimeros. Una relaciéon biopolimeros : fase oleosa de 3.98 : 1 rindié emulsiones con tasas de
coalescencia mas elevadas (p < 0.05) que aquellas obtenidas en las emulsiones en las que se utilizaron
relaciones 1.48 : 1 y 2.73 : 1 (Tabla 6.9). Asimismo, el uso de mezclas de GM y GA, resultd en
emulsiones EM", con tasas de coalescencia mayores significativamente a las mostradas por el resto de

las emulsiones (Tabla 6.10).

Todas las EM, al igual que las ES, mostraron un comportamiento cinético de primer orden. A
manera de ejemplo, en la Figura 6.4 se presenta el comportamiento de las emulsiones multiples
preparadas con una relacion biopolimeros : fase oleosa de 3.98 :1. Los valores de las tasas de
coalescencia (C) de las gotas de las emulsiones durante un tiempo de envejecimiento de 30 dias, fueron
del orden de 107 (Tablas 6.11, 6.12 y 6.13); valores que indican una alta estabilidad segun el criterio de

Sherman (1968).

En términos generales, se ha informado que la molécula de goma de mezquite tiene un mayor
peso molecular que la goma ardbiga (Smith y col. 1959). En la preparacion de emulsiones con mezclas
de biopolimeros existe una difusion de las distintas especies a la interfase, que dependera de su
concentracion relativa, su peso molecular y su conformacion en solucidn, entre otros. Al difundirse a la
interfase, los biopolimeros compiten por sitios interfaciales donde se adsorben y a través de lentos
procesos de reacomodo e interacciones, que depende de la naturaleza de sus grupos funcionales forman

una estructura entretejida alrededor de las gotas (Wilde, 2000).
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Figura 6.4. Cinéticas de coalescencia de las emulsiones (EM°) con relacién biopolimeros : fase oleosa de 3.98:1.

Vernon-Carter y col. (1998), demostraron que la goma de mezquite (Prosopis juliflora) con 0.49
% de nitrogeno forma emulsiones mas estables que la goma ardbiga (Acacia senegal) y que la goma

acacia (Acacia ssp.) con contenidos de nitrégeno de 0.35% y 0.36% respectivamente.

La goma de mezquite (P. Laevigata) tiene la habilidad para encapsular aceite de naranja (80.5%:
Berinstain y Vernon-Carter, 1994), en porcentajes un poco menores a los encontrados al usar goma
arabiga (93.5%). Asi también, la capacidad encapsulante de la goma ardbiga es ligeramente mas alta que
la de las gomas de mezquite nativas y de la baja en taninos (Goycoolea y col. 1998). Aunado a lo
anterior, se han estudiado mezclas de ambas gomas (60:40; Vernon-Carter y col. 1995) y mezclas de
goma de mezquite-maltodextrinas en diferentes proporciones (0:1, 1:4, 2:3, 3:2, 4:1, 1:0; Berinstain y
col. 1999). Los resultados sugieren que las mezclas de goma ardbiga y goma de mezquite son capaces de
encapsular la misma cantidad de aceite de naranja que la goma arabiga pura. Ademas, la relacion 3:2
maltodextrina-goma de mezquite presentd mejor capacidad encapsulante (84% del total del aceite de

naranja) que los polisacaridos en forma independiente.
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Tanto la goma arabiga como la de mezquite son hidrocoloides de alto peso molecular y con
caracteristicas muy similares, por lo que es posible suponer que las cabezas hidrofilicas de ambos
biopolimeros interactian de tal manera que al disolverse en el agua, sus fuerzas eléctricas o enlaces
puente de hidrogeno con el agua se incrementan generando una estructura de mayor orden. Por otra
parte, las colas hidrofobicas de ambos hidrocoloides también sufren algin tipo de interaccion similar y
son atraidas a la fase oleosa donde de igual forma entretejen otra estructura ordenada. Ambas estructuras
forman una bicapa o membrana polimérica que brinda de estabilidad a las emulsiones. Sin embargo al
aumentar la concentracion de biopolimeros en emulsiones multiples, mas alla de un determinado valor,

es posible desestabilizar la emulsion generando asi una mayor tasa de coalescencia.
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6.2. Morfologia
6.2.1. Emulsiones Simples

La Figura 6.5a presenta el cambio morfologico en el tiempo (30 dias) de las emulsiones ES? |,
E8220 y ESZO las cuales contenian una relacion biopolimero : fase oleosa; 2:1. Se observa que al usar la
mezcla de gomas con una composicion de 20 % goma de mezquite y 80 % goma arabiga (ES%y) la
estabilidad de la emulsion es mejor que con el uso de las gomas por si solas, esto es; 100 % goma de
mezquite y 100 % goma arabiga (ES®100,y ES%). De igual manera la figura 6.5b muestra el cambio
morfologico, al inicio y al final del muestreo, de las emulsiones con relacion de biopolimero : fase
oleosa; 3:1. Para este caso la mezcla entre gomas en una relacion de 40 % goma de mezquite y 60 %
goma arabiga (ES’4) brindan de una mayor uniformidad a través del tiempo que el uso de las gomas por
si solas (ES3100, y ES30). Por ultimo, las emulsiones formuladas con una relacion de biopolimero : fase
oleosa; 4:1 presentaron (Figura 6.5¢), al igual que aquellas emulsiones formuladas con una relacion de
biopolimero : fase oleosa; 3:1, la mejor estabilidad de las emulsiones con la mezcla de gomas con
relacion de 40 % goma de mezquite y 60 % goma arabiga (ES*4). Estas imagenes concuerdan con los

resultados obtenidos de tamafio de gota de la seccidn anterior.

6.2.2. Emulsiones Multiples

La Figura 6.6a muestra las emulsiones multiples formuladas con relacion de biopolimeros : fase
oleosa; 1.48:. Se observa que la emulsion con 60 % goma de mezquite y 40 % goma ardbiga (EM ')
brinda mejor estabilidad, a diferencia de aquellas emulsiones preparadas con alguna otra relacion entre
gomas o con el uso de las gomas por si solas (EM'1g0 y EM'¢). Por otra parte, cuando se formulan
emulsiones con relacion de biopolimeros : fase oleosa; 2.73:1 se observa que la mejor estabilidad se
obtiene con el uso de Gnicamente goma de mezquite. La figura 6.6b muestra el cambio morfologico de
aquellas emulsiones con 100% goma de mezquite (EM? o), 100 % goma arabiga (EM%) y una de las
emulsiones con mezcla de ambas gomas (EM?). La ultima formulacion de las emulsiones multiples
con relacion de biopolimeros : fase oleosa; 3.98:1 mostréo nuevamente que la mezcla entre gomas mejora
la estabilidad de las emulsiones (Figura 6.6¢), por lo que la mayor estabilidad se obtiene con una mezcla
de gomas del 20 % goma de mezquite y 80 % goma ardbiga. Estas imagenes refuerzan los resultados

obtenidos de tamafio de gota presentados en el apartado anterior.
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Figura 6.5a. Cambio morfolégico a través del tiempo de las emulsiones simplesES” 49 (relacion biopolimeros : fase acuosa
de 2 : 1y 100 % de goma de mezquite), ES’5 (relacion biopolimeros : fase acuosa de 2 : 1, 20 % de goma de mezquite y
80% goma ardbiga) y ES’y (relacion biopolimeros : fase acuosa de 2 : 1y 100 % de goma ardbiga).

Estudio Comparativo de la Estabilidad y Degradacion de Carotenoides Naturales Incorporados en Emulsiones Aceite-Agua (O/W)y Agua-Aceite-Agua (W/0/W) 51



Ing. Quimico Arturo Pérez Romdn UAM-I, Ciencias Bdsicas e Ingenieria

., Dias
Emulsion

ES® 100

ES%y

ES®,

Figura 6.5b. Cambio morfolégico a través del tiempo de las emulsiones simples; ES’ 1, (relacion biopolimeros : fase acuosa
de 3 : 1y 100 % de goma de mezquite), ES’ 4 (relacion biopolimeros : fase acuosa de 3 : 1, 40 % de goma de mezquite y
60% goma ardbiga) y ES’y (relacion biopolimeros : fase acuosa de 3 : 1y 100 % de goma ardbiga).
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Figura 6.5¢. Cambio morfolégico a través del tiempo de las emulsiones simplesES’ 1 (relacion biopolimeros : fase acuosa
de 4 : 1y 100 % de goma de mezquite), ES";y (relacion biopolimeros : fase acuosa de 4 : 1, 40 % de goma de mezquite y 60
% goma ardbiga) y ES’, (relacion biopolimeros : fase acuosa de 4 : 1y 100 % de goma ardbiga).
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EM' 00

EM'q

Figura 6.6a. Cambio morfologico a través del tiempo de las emulsiones multiples relacion biopolimeros : fase acuosa de
1.48 : 1; EM’ 149 (100 % de goma de mezquite), EM' sy (60 % de goma de mezquite y 40 % goma ardbiga) y EM'y (100 % de
goma arabiga).
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., Dias
Emulsion

EM? 4
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Figura 6.6b. Cambio morfologico a través del tiempo de las emulsiones multiples relacion biopolimeros : fase acuosa de
2.73 : 1; EM? 199 (100 % de goma de mezquite), EM’ 5 (20 % de goma de mezquite y 80 % goma ardbiga) y EMy (100 % de
goma arabiga).
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., Dias
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EM’ 40

EM?

Figura 6.6c. Cambio morfologico a través del tiempo de las emulsiones multiples relacion biopolimeros : fase acuosa de
3.98 : 1; EM 19 (100 % de goma de mezquite), EM° 5 (20 % de goma de mezquite y 80 % goma ardbiga) y EMy (100 % de
goma arabiga).
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6.3. Cinética de degradacion y vida media de los carotenoides totales.

Tomando en cuenta que la degradacion de los carotenoides totales es una reaccion quimica, es
permitido establecer una velocidad de degradacion aplicando el modelo de velocidad de reaccion

quimica:

ra =kCp"
o bien
dCa/dt =kC,"
Donde:
ra: Velocidad de reaccion
Ca: Concentracion del material de interés (CCT/CCT,, donde CCT, es la concentracién de
carotenoides totales en el tiempo t, y CCT la concentracién de carotenoides totales en el tiempo
t).
t: Tiempo
n: Orden de reaccion

k: Constante cinética de reaccion (que en este caso es la constante cinética de degradacion)

Sustituyendo C5 por CCT/CCT) y considerando n = 0, es posible integrar la ultima ecuacion:

CCT/CCTo= kt

Por medio de esta ecuacion es posible determinar la constante cinética de degradacion de

carotenoides totales.

Por otra parte, si se define a la vida media de la concentracién de carotenoides totales (CCT)
incluidos en las emulsiones, como el tiempo (t;2) necesario para que su concentracion inicial (CCTy)

decrezca a la mitad (Levenspiel, 1972), se tiene:

t,=2""—1 CCT,"™"
k(n— 1)
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Donde t;,: tiempo de vida media; CCTy = concentracion de carotenoides totales a tiempo 0; n: orden de
la reaccion y k: velocidad constante de la cinética de degradacion. Cuando n = 0, la vida media estd dada

por:

tip= CCTQ = 0.5 CCTQ
2k k

Como en este estudio CCT fue normalizada (CCT/CCT)), éste adquiere un valor de 1, asi que;

tip=0.5
k

6.3.1. Emulsiones Simples

Los valores de la constante cinética de degradacion (k) y del tiempo de vida media (t;2) de los
carotenoides (CCT) incluidos en las diferentes emulsiones se muestran en las Tablas 6.11 a 6.13. Las
emulsiones, dependiendo de la relacion biopolimeros : fase oleosa, mostraron los siguientes valores de
k: ES?, de 1.04 x 10™ (ES’) a 1.85 x 107 (ES%) d”' (Tabla 6.11); ES’,, de 0.56 (ES’100) x 107 a 1.87
(ES%) x 107 d' (Tabla 6.12)y ES*,, de 0.37 x 107 (ES*0) a 1.62 x 107 (ES%) d' (Tabla 6.13). Las
emulsiones, dependiendo de la relacion biopolimeros : fase oleosa, mostraron los siguientes valores de
tiempo de vida media (t;2) de los CCT incluidos en su fase oleosa: ESZy, de 27.29 (ES?) a 48.29 (ES%)
dias (Tabla 6.11); ES’,, de 26.78 (ES’)) a 90.26 (ES’i00) dias (Tabla 6.12) y ES*,, de 30.92 (ES*) a
139.00 (ES* (o) dias (Tabla 6.13).

Los datos antes citados, indican que en las emulsiones formuladas con GM sola (ES;g) o en altas
proporciones (ESgg) se encontraron los valores menores de k y mayores de t;, de los CCT incluidos en
las mismas; mientras que en las emulsiones formuladas unicamente con GA se observd el
comportamiento opuesto; esto es, los valores mayores de k y menores de t;, de los carotenoides. En
general, disminuciones en el porcentaje de GM y aumentos en el porcentaje de GA, originaron aumentos

en los valores de k y reducciones en los de t;; de los CCT.
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Tabla 6.11. Constantes cinéeticas de degradacion y tiempos de vida media de los carotenoides incluidos en las
emulsiones sencillas con relacion biopolimeros : fase oleosa de 2 : 1.

k(dh
Codigo de la Emulsion” (ccTicery 2@
(x 10%) (2579
ES7 100 140 +006 3574 =144
ES%0 1.04 +0.07 4829 +3.42
ES% 123 4023 4157 +7.92
ES% 127 +0.06 3941 +1.76
ES% 126 +0.16 39.99 +4.94
ES?% 1.85 +022 2729 +3.24

*ES2y: codigos de las emulsiones, donde el superindice 2: relacion biopolimeros : fase oleosa de 2:1 y el subindice “y”:
porcentaje de goma de mezquite en la mezcla de biopolimeros, el resto para alcanzar el valor de 100, corresponde a goma
arabiga.

Tabla 6.12. Constantes cinéeticas de degradacion y tiempos de vida media de los carotenoides incluidos en las
emulsiones sencillas con relacion biopolimeros : fase oleosa de 3 : 1.

. s k(d™h
Cddigo de la Emulsion t12(d)
(CCT/CCTy)
s (25°C)
(< 10%)
ES® 100 0.56 +0.09 90.26 +13.78
ES% 096 +0.07 54.87 +3.98
ES% 1.06 +0.18 4792 +8.35
ES%40 1.13 +0.16 44.67 +6.15
ES*y 1.50 +0.13 33.58 +3.02
ES%, 1.87 +0.10 26.78 +1.42

*ESjy.' codigos de las emulsiones, donde el superindice 3: relacion de biopolimeros. fase oleosa de 3:1 y el subindice “y”:
porcentaje de goma de mezquite en la mezcla de biopolimeros, el resto para alcanzar el valor de 100, corresponde a goma
arabiga.

Al realizar un Anélisis de Varianza Multifactorial de los valores de las constantes de velocidad
(k) de degradacion y los tiempos de vida media (t;2) de los CCT incluidos en las emulsiones, como
funcion de la relacion biopolimeros : fase oleosa y la composicion de los biopolimeros (porcentajes de
goma arabiga y goma de mezquite), se observo que los valores de k no fueron afectados por variaciones

en la relacion biopolimeros : fase oleosa (p > 0.05) (Tabla 6.14), pero si lo fueron por modificaciones en
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la composicion de los biopolimeros (p < 0.05) (Tabla 6.15). Las emulsiones ES*;o, formuladas con GM
unicamente, presentaron valores de k significativamente menores que aquellos mostrados por las
emulsiones con bajas concentraciones de GM (ES*y y ES%;) o conteniendo tnicamente GA (ES%))
(Tabla 6.15). Las emulsiones ES™gy y ES™s exhibieron valores bajos de k, comparables (p > 0.05) a los

observados para las emulsiones ES;oo (Tabla 6.15).

Tabla 6.13. Constantes cinéeticas de degradacion y tiempos de vida media de los carotenoides incluidos en las
emulsiones sencillas con relacion biopolimeros : fase oleosa de 4 : 1.

. e k(d™h
Cddigo de la Emulsion t12 (d)
(CCT/CCTy)
s (25 °C)
(< 10%)
ES* 100 0.37 +0.08 139.00 +28.62
ES* 1.17 +0.13 4299 +4.68
ES*o 1.33 +0.16 38.02 +4.67
ES*0 1.35 +0.09 3726 +2.5
ES*% 1.58 +0.09 31.80 +1.86
ES% 1.62 +0.10 3092 +1.89

*ES"y: codigos de las emulsiones, donde el superindice 4. relacion de biopolimeros : fase oleosa de 4:1 y el subindice “y”:
porcentaje de goma de mezquite en la mezcla de biopolimeros, el resto para alcanzar el valor de 100, corresponde a goma
arabiga.

Los valores de t;, de las emulsiones, al igual que aquellos de k, no fueron afectados por la
relacion biopolimeros : fase oleosa (p > 0.05) (Tabla 6.14), pero si por la composicion de la fase de
biopolimeros (p < 0.05) (Tabla 6.15). Las emulsiones ES™¢o, formuladas solamente con GM, exhibieron

valores de t;, mayores significativamente a los mostrados por el resto de las emulsiones conteniendo

unicamente GA o mezclas de GM y GA (Tabla 6.15).

Todas las emulsiones simples siguieron una cinética de degradacién de CCT de orden cero. La
Figura 6.7, muestra el comportamiento cinético de las emulsiones ES4y. El comportamiento cinético para

las emulsiones con relacion biopolimero : fase oleosa de 2:1 y 3:1 fue similar al de estas emulsiones.
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Tabla 6.14. Resultados de las pruebas de comparacion de medias de la constante cinética de degradacion y del
tiempo de vida media de los carotenoides totales incluidos en las mismas, en funcion de la relacion biopolimeros
: fase oleosa.

Relacion Constante cinética de Tiempo de vida
biopolimeros : degradacion de media (t2)
fase oleosa carotenoides totales (dias)
(k) (x 10%)(d™)
2:1 1.34° 38.72°
3:1 1.18° 49.25°
4:1 1.23° 53.33"

“ Superindices iguales en una columna, indican que las medias no difieren significativamente (p > 0.05).

Tabla 6.15. Resultados de las pruebas de comparacion de medias de la constante cinética de degradacion y del
tiempo de vida media de los carotenoides totales incluidos en las mismas, en funcion de la composicion de los
biopolimeros.

Goma de Goma Constante cinética de degradacion | Tiempo de vida
mezquite arabiga de carotenoides totales media (t12)
(%) (%) (k) (x 10*)(d™) (dias)
100 0 0.78" 88.33"
80 20 1.06% 47.87°
60 40 1.20%° 42.50°
40 60 1.25° 40.44°
20 80 1.44% 35.12°
0 100 1.78° 28.33°

b, T . T . B . .
&% Superindices diferentes en una columna, indican que las medias difieren significativamente (p < 0.05).

Cuando la concentracién de oxigeno no es limitante, los carotenoides siguen una reaccion de
degradacion de ler orden (Von Elbe, 1987). La mayoria de los trabajos informan que los carotenoides
sufren una reacciéon de degradacion de ler orden (Desobry y col., 1997,1999; Wagner y Warthesen,
1995), ocurriendo la degradacion generalmente en 2 periodos distintos: un periodo con una tasa de
degradacion inicial rapida alrededor de 4 a 6 semanas, y un periodo con tasa de degradacion mas lenta a
tiempos mayores. En este trabajo la degradacion de los pigmentos fue seguida por un periodo maximo
de 30 dias, asi que probablemente la degradacion de los CCT caeria en este primer periodo rapido de

degradacion donde el orden de reaccién es cero.
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En emulsiones sencillas formuladas con goma de mezquite, goma arabiga y sus mezclas, se
determin6 que la goma de mezquite de manera individual o mezclada en altos porcentajes con goma
arabiga, brind6 una mayor proteccion contra la degradacion de los pigmentos que la goma arabiga sola o
mezclada en altos porcentajes con goma de mezquite, a valores de pH de 3, 5 y 7 (Vernon-Carter y col.
1996). Sin embargo, a un valor de pH de 5, la pérdida de color o degradacion del pigmento fue retardada
por mayor tiempo que a valores de pH de 3 y 7. Los autores mencionados asumieron que la naturaleza
polielectrolitica de las gomas y su alto peso molecular jugaron un papel importante en el mecanismo de

proteccion, asi como el inherente color obscuro de la goma de mezquite que actué como un filtro solar.
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Figura 6.7. Cinéticas de degradacion de carotenoides totales de primer orden para emulsiones con relacion biopolimeros :
fase oleosa de 4:1

De manera semejante en emulsiones formuladas con oleorresina de chile en agua (O/W) y
estabilizadas a muy bajas concentraciones de gomas de mezquite, goma aradbiga y goma acacia a
diferentes valores de pH, se establecid que el polisacarido que exhibi6 la mejor capacidad emulsificante
y proporciond mejor estabilidad contra la coalescencia y la degradacion del pigmento, fue la goma de
mezquite, seguida de la goma ardbiga y la goma acacia (Vernon-Carter y col. 1998). El pH tuvo un

efecto dramatico sobre la estabilidad de las emulsiones contra la coalescencia de las gotas y la
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degradacion del color. Los mecanismos que estabilizan y gobiernan estos dos procesos fueron
totalmente opuestos, ya que mientras que la coalescencia fue menor a valores elevados de pH, la cinética
de degradacion del pigmento mostrd valores altos en constante. Varios factores intervinieron en la
capacidad emulsificante, la estabilidad contra la coalescencia de las gotas de emulsion y la estabilidad
del color; entre ellas, el contenido de proteina, el peso molecular, la carga superficial y la configuracion

estérica adoptada a diferentes valores de pH por las gomas.

Se ha reportado que la vida media de los carotenoides encapsulados de b-caroteno con
maltodextrina, dentro de rangos de temperatura de entre 25 a 35 °C, el periodo cinético de oxidacion se
presenta durante las primeras 3 semanas (Desobry y col. 1999, y Rodriguez y col. 2004), lo cual

coincidi6 con el rango de t % de este estudio.

6.3.2. Emulsiones Multiples

Los valores de la constante de cinética de degradacion (k) y vida media (t;,) de los CCT
incluidos en las diferentes EM se muestran en las Tablas 6.16 a 6.18. Las EM, dependiendo de la
relacion biopolimeros : fase oleosa, mostraron los siguientes valores de k: EMly, de 0.99 x 10 (EM'¢)
a 1.37 x 10 (EM'¢) d'(Tabla 6.16); EM® ,, de 0.43 x 107 (EM%y) a 1.54 x 10 (EM?%) d"' (Tabla
6.17)y EM’ , de 0.61 x 107 (EM’s) a 1.41 x 10 (EM’) d”' (Tabla 6.18). Las EM dependiendo de la
relacion biopolimeros : fase oleosa, mostraron los siguientes valores de vida media (t;) de los CCT:
EM',, de 36.50 (EM'y) a 50.69 (EM'¢) dias (Tabla 6.16); EM?,, de 32.65 (EM%)) a 116.69 (EM?y) dias
(Tabla 6.17) y ES y, de 35.49 (EM?)) a 82.94 (EM’4) dias (Tabla 6.18).

Los datos antes citados, indican que en las emulsiones multiples EM*g0y EM™¢) se encontraron
los valores menores de k y mayores de t;» de los CCT; mientras que en las EM formuladas unicamente
con GA o altas concentraciones de ella (E*;) se observo el comportamiento opuesto; esto es, los valores
mayores de k y menores de de t;, de los CCT. En general, disminuciones en el porcentaje de GM y
aumentos en el porcentaje de GA, originaron aumentos en los valores de k y reducciones en los de t;, de

los carotenoides.
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Tabla 6.16. Constantes de cinéticas de degradacion y tiempos de vida media de los carotenoides incluidos en las
emulsiones multiples con relacion biopolimeros : fase oleosa de 1.48 . 1.

k(dh
Codigo de la emulsion” (ccricety 2@
(x 10%) (2579
EM 10 110 +0.08 45.78 4325
EM's 114 +0.04 44.07 +1.37
EM' 099 +0.03 50.69 +1.67
EM'4 129 +0.11 39.04 +3.22
EM'5 130 +0.05 38.64 +1.48
EM, 137 +0.03 3650 +0.75

*EMIy: codigos de las emulsiones multiples, donde el superindice 1: relacion biopolimeros: fase oleosa de 1.48:1 y el
subindice “y”: porcentaje de goma de mezquite en la mezcla de biopolimeros, el resto para alcanzar el valor de 100,
corresponde a goma arabiga.

Tabla 6.17. Constantes de cinéticas de degradacion y tiempos de vida media de los carotenoides incluidos en las
emulsiones multiples con relacion biopolimeros : fase oleosa de 2.73:1.

. s k(d™h
Cddigo de la emulsion ti2 (d)
(CCT/CCTy)
s (25 °C)
(< 10%)
EM? 00 1.26 +0.07 39.75 +2.23
EMZg 0.43 +0.06 116.69 +14,90
EM?0 1.23 +0.02 40.82 +0,71
EMZ40 1.12 +0.08 4495 +3,14
EM?50 1.35 +0.06 37.07 +1,55
EM?, 1.54 +0.11 32.65 +2,26

*EMZy: codigos de las emulsiones multiples, donde el superindice 2: relacion biopolimeros: fase oleosa de 2.73:1 y el
subindice “y”: porcentaje de goma de mezquite en la mezcla de biopolimeros, el resto para alcanzar el valor de 100,
corresponde a goma arabiga.

Al realizar un Anélisis de Varianza Multifactorial de los valores de las constantes de cinéticas de
degradacion (k) y los tiempos de vida media (t;2) de los CCT, como funcion de la relacion biopolimeros
: fase oleosa y la composicion de los biopolimeros, se observéd que los valores de k no fueron afectados
por variaciones en la relacion biopolimeros : fase oleosa (p > 0.05) (Tabla 6.19), pero si lo fueron por

modificaciones en la composicion de los biopolimeros (p < 0.05) (Tabla 6.20). Las emulsiones multiples
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EM%y y EM%, presentaron valores de k significativamente menores que aquellos mostrados por las
emulsiones con bajas concentraciones de GM (EM™,) o conteniendo unicamente GA (EM%,) (Tabla
6.20). Las emulsiones EM*;o90 y EM™ exhibieron valores bajos de k, comparables (p > 0.05) a los

observados para las emulsiones EM"gy y EM”4o (Tabla 6.20).

Tabla 6.18. Constantes de cinéticas de degradacion y tiempos de vida media de los carotenoides incluidos en las
emulsiones multiples con relacion biopolimeros : fase oleosa de 3.98: 1.

. s k(d™h
Cddigo de la emulsion ti2(d)
(CCT/CCTy)
s (25 °C)
(< 10%)
EM? 100 1.10 +0.09 45.82 +3.85
EM?g0 0.85 +0.09 59.37 +6.00
EM?¢0 0.61 +0.07 82.94 +9.66
EM?40 1.22 +0.09 4127 +3.12
EM?50 1.33 +0.09 37.67 +2.40
EM?, 141 +0.06 3549 +1.42

*EM3y: codigos de las emulsiones multiples, donde el superindice 3: relacion biopolimeros: fase oleosa de 3.98:1 y el
subindice “y”: porcentaje de goma de mezquite en la mezcla de biopolimeros, el resto para alcanzar el valor de 100,
corresponde a goma arabiga.

Tabla 6.19. Resultados de las pruebas de comparacion de medias de la constante cinética de degradacion y del
tiempo de vida media de los carotenoides totales incluidos en las emulsiones multiples, en funcion de la relacion
biopolimeros: fase oleosa.

Relacion Constante cinética de Tiempo de vida
biopolimeros : | degradacidn de carotenoides media (t2)
fase oleosa totales(k) (x 10%) (dias)
(")
1.48:1 1.19° 42.45°
2.73:1 1.15° 51.99*
3.98:1 1.08" 50.43"

“Superindices iguales en una columna, indican que las medias no difieren significativamente (p > 0.05).
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Tabla 6.20. Resultados de las pruebas de comparacion de medias de la constante cinética de degradacion y del
tiempo de vida media de los carotenoides totales incluidos en las mismas, en funcion de la composicion de los
biopolimeros.

Goma de Goma Constante cinética de degradacion de | Tiempo de vida
mezquite arabiga carotenoides totales(k) (x 10%) media (t;2)

(%) (%0) " (dias)

100 0 1.15% 43.78

80 20 0.80° 73.38"

60 40 0.94% 58.15%

40 60 1.21% 41.76"

20 80 1.33¢ 37.79°

0 100 1.44¢ 34.88°

b, T . T . B . .
&% Superindices diferentes en una columna, indican que las medias difieren significativamente (p < 0.05).
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Figura 6.8. Cinéticas de degradacion de carotenoides totales de primer orden para emulsiones multiples con relacion
biopolimeros : fase oleosa de 2.73:1

Los valores de t;, de las emulsiones multiples, al igual que aquellos de k, no fueron afectados

por la relacion biopolimeros : fase oleosa (p > 0.05) (Tabla 6.19), pero si por la composicion de los
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biopolimeros (p < 0.05) (Tabla 6.20). Las emulsiones multiples EM"sy, formuladas con 80 % de goma de
mezquite y 20 % de goma arabiga, exhibieron valores de t;,, mayores significativamente a los mostrados
por el resto de las emulsiones EM;g, EM4o, EM»y y EMy (Tabla 6.20). Los valores de t;, de las
emulsiones multiples EM*¢y no mostraron diferencias significativas con aquellos del resto de los
tratamientos.

Todas las EM siguieron una cinética de degradaciéon de CCT de orden cero. La Figura 6.8,
muestra el comportamiento cinético de las emulsiones con relacién biopolimeros : fase oleosa de 2.73:1
(Esz). El comportamiento cinético para las emulsiones con relacion biopolimero: fase oleosa de 1.48:1

y 3.98:1 fue similar al de estas emulsiones.
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7. CONCLUSIONES

Variaciones en la relacion biopolimeros : fase oleosa no afectaron el didmetro volumétrico inicial
de las gotas de las emulsiones simples, pero si influyeron en el didmetro volumétrico inicial de las gotas
de las emulsiones multiples. Una relacion biopolimeros : fase oleosa de 1 : 1 generd gotas de emulsiones
multiples de mayor tamafio que las encontradas en las emulsiones formuladas con relaciones
biopolimeros : fase oleosade 2 : 1y 3: 1.

Disminuciones en el valor de la relacion biopolimeros : fase oleosa originaron incrementos en el
tamafo y la tasa de coalescencia de las gotas de las emulsiones simples; el comportamiento opuesto fue
exhibido por las emulsiones multiples.

El uso de una mezcla constituida por 40 % de goma de mezquite y 60 % de goma arabiga, rindio
gotas de emulsiones simples y multiples con menores didametros volumétricos iniciales, en comparacion
con los obtenidos mediante el uso de 100 % de goma de arabiga para el caso de las emulsiones simples,
y 100 % de goma de mezquite para el caso de las emulsiones multiples. La mezcla de goma de mezquite
: goma arabiga mencionada, rindié gotas de emulsion con los didmetros volumétricos finales y tasas de
coalescencia menores, en comparacion con aquellos obtenidos mediante el uso de cualquier otra mezcla
de las gomas y en particular cuando se utilizé solamente goma arabiga.

Variaciones en la relacion biopolimeros : fase oleosa no afectaron la cinética de degradacion y el
tiempo de vida media de los carotenoides incluidos en las emulsiones simples y multiples; mientras que
la composicion de la fase de biopolimeros si afecto la cinética de degradacion y el tiempo de vida media
de los carotenoides, tanto en emulsiones simples como en multiples. La presencia de goma de mezquite
en 100 % para el caso de emulsiones simples y en 80 % para las emulsiones multiples estuvo

relacionada con menor degradacion de los carotenoides.
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ANEXOS
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ANEXO A

Estructura de los carotenoides mas comunes. a) -caroteno (amarillo) de las zanahorias; b) -
caroteno (amarillo) de las zanahorias y boniatos; c) -criptoxantina (amarilla) del maiz; d) Luteina
(amarilla) de las hojas verdes, el maiz y la caléndula; e) zeaxantina (amarilla) del maiz y el azafran; f)
neoxantina (amarilla) de las hojas verdes; g) capsantina (roja) de los alimentos rojos; h) violaxantina

(amarilla) de las hojas verdes y 1) bixina (amarilla) del extracto de las semillas de bija.

a)
(anillo de B-ionona) B-CAROTENO (anillo de B-iononay)
(C4OH56)
b)
B-CAROTENO
(CsoHse)
c)
B-CRIPTOXANTINA
(C40Hss0)
d)
HO .
LUTEINA
(CaoHs602)
e)

ZEAXANTINA

(Ca0Hs602)
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OH
ol
P U e Y Y g N
f) S
A
, - -OH
HO
NEOXANTINA -
(C4OH5604)

2

CAPSANTINA

(CaoHs603)

h)

VIOLAXANTINA

(CaoHssO4)

S AR AR AN
iy ~ ~ HOOC '

COOCH;
BIXINA

| (CasHz004)
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Union de unidades isopreno para formar licopeno (principal pigmento rojo de los tomates).

CH,= C — CH=CH,

CH,
ISOPRENO
5 ¢ .S ;
C—C—CeC-==--C—C—C—C  C—C—C—C----~C—C—C—C
CABEZA-COLA COLA-COLA

H H K
~e=c__ —0:0\;
Cis TRANS
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ANEXO B

Similitudes y Diferencias entre proteinas y polisacaridos usados en sistemas alimenticios como

biopolimeros funcionales.

Similitudes

Polimeros Naturales

Ampliamente distribuidos en alimentos

Usados en producto farmacéuticos, cosméticos y algunos otros personales
Polimeros amigables con el medio ambiente

Estructura compleja

Complicado comportamiento de agregacion

Agentes gelantes/estabilizantes

Diferencias

Proteinas

Polisacaridos

Estructuras muy diversas
Reactivas

Monodispersas

Muchos tipos de segmentos
Cadena lineal

Cadena flexible

Peso molecular medio
Volumen molecular pequefio
Amfifilicas
Superficialmente activas
Polielectrolitos
Emulsificante/espumante

Sensibles a la temperatura

Estructuras similares

No reactivos

Polidispersos

Pocos tipos de segmentos
Cadena lineal o ramificada
Cadena rigida

Alto peso molecular

Alto volumen molecular
Hidrofilicos

Sin actividad superficial
No 16nicos o cargados
Espesante/retencion de agua

Insensibles a la temperatura

Fuerte interaccion con surfactantes Baja interaccion con surfactantes
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Composicion de la Goma de Mezquite (Prosopis laevigata) (Orozco-Villafuerte y col., 2003)

Componentes
Humedad 10.6 + 0.5%
Cenizas (550 °C) 22+0.1%
Rotacion Especifica +77°
Nitrégeno (Kjeldahl) 0.4 +0.07
Proteina (Nx 6.25) 2.7+ 0.06
Azucares Totales 87.3+6.3

Composicion de Azucare después de la Hidrdolisis

Acido Glucurénico 162+1.3
Galactosa 433+ 1.4
Arabinosa 40.4 +2.04
Ramnosa 1.3+0.2

Esquematizacion del Modelo de “Wattle Blossom”. Muestra como la pequeiia fraccion proteica de
la goma aradbiga se adsorbe en la fase oleosa y la fraccion carbohidrato se retiene en la fase acuosa

continua.

Agua @
Fraccion de

Polisacarido
Hidrofilico

.................. A01 do
Hidrofébico

Aceite M
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