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RESUMEN

En el presente trabajo, se llevd a cabo un estudio de las interacciones entre la
goma de Mezquite (GM, polielectrolito anidnico con actividad superficial) y
Quitosano (Q, polielectrolito cationico sin actividad superficial) que tienen lugar en
la interfase agua-aceite, determinando las propiedades reoldgicas interfaciales y
estructura de las peliculas de biopolimeros adsorbidas en ésta. Ademas, se
establecid el efecto de estas interacciones sobre la estabilidad de la emulsion
multiple agua-aceite-agua (W1/O/W,) formulada a partir de la mezcla de ambos

biopolimeros.

La evaluacion de las propiedades reologicas interfaciales se realiz6 proponiendo
una metodologia a partir del uso de un reémetro convencional Paar-Physica (MCR
300) que trabaja bajo control de esfuerzo y/o deformacién. Para ello, al reGmetro
se le adapté una geometria tipo bicono y un bafio refrigerante, lo que le permitid
medir los parametros minimos requeridos (momento de fuerza y angulo de
desplazamiento del bicono) que, junto con los modelos y/o ecuaciones existentes
en la literatura, fueron empleados en la determinacion de la viscosidad aparente

interfacial y propiedades de fluencia-capacitancia interfaciales.

Se us6 esta técnica para determinar las propiedades reolégicas interfaciales de
peliculas adsorbidas en la interfase agua-aceite Mineral y agua-aceite de Canola,
obtenidas a partir de soluciones de mezclas de biopolimeros con 10% en peso de
GM vy diferentes concentraciones de Q (0-1% en peso). Los resultados mostraron
que existe una interaccion de tipo electrostatica que, a pH constante (pH~3.8),
depende de la concentracion relativa de ambas macromoléculas. Cuando las
soluciones presentan un balance de cargas entre la GM y Q, originando una
neutralizacion en la densidad de carga evaluada mediante la determinacion del
potencial Z, se incrementa la viscosidad aparente interfacial y los mddulos
elasticos de la pelicula adsorbida, presentandose los mayores valores para la

concentracion de 10%GM-0.4%0Q y en la interfase agua-aceite de Canola.




Este mismo comportamiento se observé en el estudio de las interacciones entre
los polielectrolitos en emulsiones aceite-en-agua (O/W) formuladas con las
mismas relaciones de biopolimeros. La emulsion O/W formulada con el complejo
10%GM-0.4%Q y aceite de Canola presento la menor cinética de coalescencia y
un comportamiento reolégico que exhibié un mayor caracter elastico que viscoso,
con poca dependencia respecto al tiempo de envejecimiento de la emulsion. Lo
anterior permitié inferir la relacién que existe entre las propiedades reoldgicas y la
estabilidad de la emulsion con las propiedades reoldgicas evaluadas en la
interfase agua-aceite. Un mayor modulo elastico interfacial y una mayor viscosidad
aparente interfacial son el resultado de la formacién de una pelicula rigida y
homogénea, como resultado de una mejor orientacion de las moléculas en la
interfase, ésto permite tener un mejor control sobre los mecanismos de
desestabilizacion en los sistemas dispersos. Finalmente, se utilizaron los
resultados de los analisis realizados en la interfase y en las emulsiones O/W, para
la seleccion de la mezcla de biopolimeros que permitio la formacion de complejos
electrostaticos capaces de estabilizar los glébulos de la emulsibn mudltiple
W1/O/Ws,.
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| INTRODUCCION

Las emulsiones multiples 6 emulsion de emulsiones son sistemas complejos que
pueden presentar estructuras terciarias, cuaternarias, 0 mas complejas. La emulsion
multiple simple, algunas veces llamada emulsion doble presenta una estructura
terciaria, en la cual las gotas dispersas contienen a su vez gotas mas pequefias
dispersas en ellas (Rosano y col., 1998). Cada uno de los glébulos en estos sistemas
contiene uno o0 mas compartimentos de una fase, la cual esta separada de una fase
quimicamente similar, a través de una membrana o pelicula de una fase diferente e
inmiscible; es por ello que también suele darseles el nombre de membranas dobles.
Los dos tipos mas comunes de estos sistemas ternarios son las emulsiones de agua-

aceite-agua (W+1/O/W>) y aceite-agua-aceite (O1/W/QO5).

Las emulsiones multiples W4/O/W, tienen un gran potencial de aplicacion en la
industria farmacéutica, cosmética, agricola, alimentaria y ambiental; pues pueden ser
usadas como medios de separacion de sustancias contaminantes, encapsulacion y
liberacion controlada de productos probidticos, sabores y/o medicamentos, o para
generar nuevos alimentos de bajo contenido calérico (Takayuki y col.,, 1993;
Dickinson, 1985). Se ha reportado el uso de estos sistemas en la proteccién y
liberacion controlada de farmacos inestables en el tracto intestinal, pero que aportan
un beneficio para la salud, tal es el caso de la insulina, los triglicéridos de cadena
media, vitamina A, diclofenaco de sodio, entre otros (Cournarie y col., 2004;
Lindenstruth y Muller, 2004). También se ha reportado su aplicaciéon en la
encapsulacion de colorantes naturales para ser secados por aspersion (Cho y Park,
2004; Rodriguez-Huezo y col., 2004). Sin embargo, la aplicacion de las emulsiones
W1/O/W5 sigue siendo limitada, debido a su inherente inestabilidad, asi como a la
falta de informacion necesaria para determinar los parametros de control, tanto para

su formacion, como en sus respectivas aplicaciones (Okochi y Nakano, 2000).



Existen varios factores que afectan la estabilidad de una emulsién W1/O/W,. Entre los
cuales tenemos: La migracion del emulsionante lipofilico presente en la formacion de
la emulsion primaria a la fase acuosa externa; la adecuada seleccion de la
concentracion del emulsionante hidrofilico secundario, ya que tiende a originar una
inversion de fases de la emulsion multiple W4/O/W, a una emulsién sencilla O/W,
debido a que durante la segunda etapa de emulsionamiento, el uso de este
emulsionante en grandes concentraciones hace las gotas externas tan pequefias que
ocurre una desestabilizacion de las gotas acuosas internas (Sela y col.,1995; Jager-
Lezer, 1997). Un tercer factor que afecta la estabilidad de las emulsiones multiples
W4/O/W, es la migraciéon de agua entre la fases acuosa interna y la fase acuosa
externa, que se ve afectada por las magnitudes de los gradientes de presion
osmatica entre ambas fases, las que a su vez se ven influenciados por la naturaleza
y concentracion de los emulsionantes, de la fase oleosa, y de todos los ingredientes
que se encapsulan en la fase acuosa interna, o de aquéllos que se separan de la

fase acuosa externa (Ozer y col., 2000).

Considerando que varios factores fisicoquimicos afectan la estabilidad de la emulsién
multiple W1/O/W,, es necesario el uso de biopolimeros o mezcla de biopolimeros que
actuen como agentes emulsionantes y estabilizadores, que presenten no solo una
actividad superficial alta (como las proteinas hidrofébicas), sino también propiedades
de solvatacion de la fase acuosa (como los polisacaridos hidrofilicos). Lo anterior
implica el uso de mezclas conjugadas de proteinas-polisacaridos (Baeza y col., 2002;
Tolstoguzov, 2003). La naturaleza y fuerza de las interacciones entre estas
moléculas contribuyen a la estabilidad, caracteristicas estructurales y funcionales del
sistema disperso. Dependiendo de la quimica del biopolimero y de las condiciones
de solucion (Temperatura, pH, fuerza idnica, entre otras) estas interacciones pueden
ser repulsivas o atractivas, débiles o fuertes, especificas o no especificas (Kruif y
Tuinier, 2001).

Se ha reportado que el uso de polielectrolitos con cargas opuestas da origen a la

formacion de complejos interpoliméricos capaces de formar y estabilizar emulsiones
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y espumas (Fredheim y Christensen, 2003). El entender y controlar las interacciones
de estos complejos poliméricos puede ayudar a disefiar nuevos productos con una

estructura, textura y funcionalidad deseada (Turgeon y col., 2003).

En la preparacion de emulsiones con mezclas de biopolimeros existe una difusién de
las distintas especies a la interfase, que dependera de su concentracion relativa, su
peso molecular y su conformacion en solucion, entre otros factores. Al difundirse a la
interfase, los biopolimeros compiten por sitios interfaciales donde se adsorben y, a
través de procesos lentos de reacomodo e interacciones, que dependen de la
naturaleza de sus grupos funcionales, forman una estructura entretejida alrededor de
las gotas (Wilde, 2004; Goddard, 2002; Dickinson, 2003). Esta estructura genera
una barrera interfacial que permite tener un mejor control del transporte difusivo,
mejora la resistencia al corte de las gotas formadas, mejora las propiedades de
encapsulacion y estabilidad cinética del sistema; también disminuye el transporte

micelar y limita la migracién de los agentes emulsionantes o tensoactivos.

La reologia interfacial proporciona informacion sensible sobre la estructura y
naturaleza de las interacciones intermoleculares de las moléculas adsorbidas en las
interfases fluidas (Martin y van Vliet, 2001; Roth y col., 2000). Las propiedades
reoldgicas interfaciales de corte proveen de informacién sobre los procesos
dinamicos de las interfases fluidas y son de gran relevancia en la resolucién de
problemas tecnolégicos como la formacion, estabilidad y propiedades reoldgicas de

los sistemas dispersos (Dickinson, 2003; Jones y Middelberg, 2002; Langevin, 2000).

Se han reportado un sinnumero de estudios de la adsorcidn competitiva entre
proteinas y agentes con actividad superficial de bajo peso molecular como los
monoglicéridos, lecitinas, entre otros (Dickinson y Tanai, 1992; Rodriguez-Patino y
col., 2003; Courthaudon y col., 1991). Sin embargo, no existen reportes sobre la
adsorcion de polisacaridos con y sin actividad superficial. Es por ello que en el
presente trabajo se plantea el estudio de las interacciones entre la goma de Mezquite

(polielectrolito anidnico con actividad superficial) y Quitosano (polielectrolito catiénico
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sin actividad superficial) mediante la determinacion de las propiedades interfaciales
de las peliculas adsorbidas en interfases agua-aceite. Asi como la influencia de estas
interacciones sobre las propiedades reoldgicas y estabilidad de los sistemas
emulsionados (sencillos y multiples).



Il ANTECEDENTES

2.1 Definiciones

Una emulsion consiste de dos liquidos inmiscibles (comunmente agua y aceite), con
uno de los liquidos disperso en pequefias gotas esféricas en el otro. Los diametros
de las gotas oscilan en el intervalo de 0.1 a 100 um. Las emulsiones pueden
clasificarse de acuerdo a la distribucion de las fases acuosa y oleosa. Un sistema
que consiste en la dispersidn de gotas de aceite en una fase acuosa es conocido
como emulsion aceite en agua (O/W). Un sistema que consiste en la dispersién de
gotas de agua en una fase oleosa es conocido como emulsion agua en aceite (W/O)
(Mc Clements, 1999; Tesch y Schubert, 2002).

Las emulsiones son sistemas termodinamicamente inestables, pero es posible
hacerlas cinéticamente estables mediante la adicion de agentes emulsionantes y
agentes estabilizantes (Dickinson, 2003). Un agente emulsionante es un compuesto
quimico (o mezcla) que promueve la formacion de la emulsion y le brinda estabilidad
a corto plazo como consecuencia de su actividad superficial (Tesch y Schubert,
2002).

Existen dos tipos de agentes emulsionantes: a) moléculas anfifilicas de bajo peso
molecular (sustancias conformadas por una parte polar que tiene afinidad por la fase
acuosa, y una parte no polar con afinidad por la parte oleosa) mejor conocidas como
tensoactivos, entre las cuales tenemos los monoglicéridos, lecitina, ésteres de
sacarosa, polisorbatos, entre otros; b) moléculas de alto peso molecular que poseen

actividad superficial, como las proteinas y algunos polimeros (Dickinson, 1993).

Un agente estabilizante es un compuesto quimico de alto peso molecular
(hidrocoloides) que confiere estabilidad a largo plazo, mediante la modificacion de las
propiedades reoldgicas del medio de dispersion (viscosidad o gelacion de la fase

continua) o por la adsorcion en la interfase agua-aceite, formando capas




estabilizadoras alrededor de las gotas mediante mecanismos estéricos (Vélez y col.,
2003; Sahin y Ozdemir, 2004).

La concentracion de la fase dispersa en el sistema se describe comunmente por el
parametro ¢ (fraccidon de volumen de fase dispersa). El proceso de convertir dos
liquidos inmiscibles en una emulsion, o de reducir el tamafo de las gotas dispersas,
se conoce como homogeneizacion. Los equipos que llevan a cabo este proceso

mediante la agitacion mecanica intensa se conocen como homogeneizadores.

También es posible preparar emulsiones mdltiples, en las cuales las gotas dispersas
contienen, a su vez, gotas mas pequefias dispersas de una fase diferente (Ver Figura

2.1). Los dos tipos de emulsiones multiples mas comunmente conocidas son:

a) Emulsién aceite-agua-aceite (O1/W/Q,).- las gotas de agua contienen gotas
mas finas de aceite, y estas gotas de agua, a su vez, estan dispersas en una

fase continua de aceite.

b) Emulsién agua-aceite-agua (W1/O/W,).- las gotas de aceite contienen gotas
mas finas de agua, y estas gotas de aceite, a su vez, estan dispersas en una

fase continua de agua.

La morfologia de las emulsiones multiples es variada; suelen presentarse
morfologias denominadas del tipo A, cuyas gotas de la emulsion multiple contienen
una sola gota de la fase interna; del Tipo B, que presentan un numero pequefo de
gotas internas; y del tipo C, en donde la mayoria de las gotas de la emulsion multiple
contienen varias gotas internas, que por lo general se encuentran floculadas vy
cercanamente empacadas (Figura 2.1). De acuerdo a la aplicaciéon de la emulsion
multiple es el tipo de morfologia que se prefiere; por ejemplo, si se desea tener un
mejor control para la liberacidn de una especie, se prefiere la del tipo C, pues
presenta mayor area de transferencia; si solo se desea encapsular y proteger algun
compuesto, puede emplearse la del tipo B o A (Florence y Whitehill, 1981).




Tipo A
Tipo B
Fase
Dispersa
Primaria o

(@)
Tipo C <::>

Fase
Continua
Final

Figura 2.1 Representacion esquematica de una emulsion multiple.
Existen tres morfologias diferentes, las cuales son caracterizadas

por el nimero de gotas de la fase interna.

2.2 Partes que constituyen a una emulsién

Por conveniencia de estudio, podemos considerar que una emulsion esta constituida
por tres regiones, las cuales presentan propiedades fisicoquimicas diferentes: el
interior de las gotas, la fase continua y la interfase. Para emulsiones multiples,
debemos considerar que existen dos fases dispersas, y ademas que existen
interfases que separan a estas fases entre ellas y de la fase continua, como

podemos ver en la Figura 2.1.

Todas las moléculas o ingredientes de la emulsion se distribuyen, de acuerdo a su
concentracion y polaridad, a lo largo de las regiones mencionadas anteriormente. Las
moléculas polares tienden a localizarse en la fase acuosa, las moléculas no polares
tienen afinidad por la fase oleosa, y las moléculas anfifilicas se localizan en las

interfases.




Las moléculas en una emulsién tienden a moverse de una region a otra, alterando de
esta forma las condiciones fisicas y quimicas de la misma. Este movimiento, asi
como la concentracidén e interacciones de sus constituyentes tienen una influencia
significativa en las propiedades fisicoquimicas, textura y aplicacion de estos sistemas
dispersos. En la Tabla 2.1 se mencionan algunos de los componentes que se

presentan en las emulsiones.

Tabla 2.1 Ingredientes tipicos encontrados en las emulsiones.

Macrocomponentes Microcomponentes
Agua Tensoactivos
Aceite Acidos
Proteinas Sales
Carbohidratos Minerales
Gomas
Saborizantes
Colorantes
Vitaminas
Preservativos

2.3 Mecanismos de desestabilizacion

Las emulsiones son sistemas termodinamicamente inestables, debido a que el
estado de menor energia es aquél en el que las fases estan separadas. No obstante,
es posible mantener al sistema en un estado intermedio entre la emulsion inicial y la
separacion de fases. Cuando sucede esto se dice que el sistema se encuentra en un
estado metaestable o que la emulsion es cinéticamente estable (Chen y Dickinson,
1998; Mc Clements, 1999).

Para una emulsion sencilla, los principales mecanismos de desestabilizacion son:

e La sedimentacibn y el cremado son dos formas de separaciones

gravitacionales. El cremado describe el movimiento de las gotas hacia la parte

superior del sistema, esto es debido a que la densidad de la fase dispersa es




menor que la de la fase continua. Mientras que en la sedimentacién las gotas

migran hacia la parte inferior.

¢ La floculacion y coalescencia son dos tipos de agregacion entre las gotas. La
floculacion ocurre cuando dos o mas gotas se agregan, debido a las colisiones
provocadas por el movimiento Browniano, conservando su integridad
individual. Mientras que en la coalescencia, dos o mas gotas colisionan

formando una sola.

¢ Inversion de fases es el proceso mediante el cual una emulsion de agua en

aceite se convierte en una emulsién de aceite en agua, o viceversa.

En una emulsion multiple la variedad de mecanismos de desestabilizacién se
incrementan (Florence y Whitehill, 1981), pues ademas de presentar los ya
mencionados, existen otros como los que se esquematizan en la Figura 2.2. En
donde, por ejemplo, el proceso (b)-(c)-(d)-(e) representa un mecanismo mediante el
cual las gotas acuosas internas son expulsadas de los glébulos en forma individual y
secuencial. También puede haber expulsiones simultaneas como los procesos (g) y
(f). Cada uno de estos eventos provoca la ruptura de la pelicula oleosa entre ambas

fases acuosas.

Pueden presentarse procesos donde dos o0 mas gotas internas coalescen, como por
ejemplo en (h), (j) y (p). Por otro lado, debido a la diferencia de presién osmatica
entre la fase acuosa interna y externa, puede haber migracién de agua de la fase
interna a la externa, proceso (l)-(m)-(n), o viceversa, proceso (b)-(0), dependiendo la
direccion del gradiente de presion. Ademas, pueden presentarse combinaciones de

los mecanismos ya descritos.

Estos mecanismos de desestabilizacidon son influenciados por la concentracion de los
emulsionantes en las fases acuosas y, en mayor grado, por la concentracion del

emulsionante liposoluble, la naturaleza y viscosidad de la fase oleosa, la naturaleza y
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concentracion de los ingredientes que se encapsulan en la fase acuosa interna, o de
aquéllos que se separan de la fase acuosa externa, asi como la adsorcion de

moléculas en las interfases (Wen y Papadopoulos, 2000).

E

Figura 2.2 Representacion global de los diferentes mecanismos
de desestabilizacién de las emulsiones W,/O/W,.

2.4 Formulacién de emulsiones multiples

La obtencion de emulsiones multiples W1/O/W, se puede realizar a partir de una o
dos etapas de emulsionamiento (Matsumoto, 1983). El primer método de
preparacion, el de una sola etapa, se basa en el concepto de que las emulsiones
multiples se presentan en una regién denominada mesofase, la cual es muy estrecha
y esta localizada entre las regiones donde se generan las emulsiones sencillas W/O
y O/W. Esta mesofase puede lograrse mediante el incremento de la temperatura o

variacion de la relacién de tensoactivos lipofilicos/hidrofilicos
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Debido al dificil control de formulacién que presenta el método de una sola etapa, el
método constituido por dos etapas es el que se emplea comunmente en la
formulacion de emulsiones multiples (Figura 2.3). En este método, la primera etapa
consiste en la formacién de la emulsién sencilla W1/O preparada con exceso de
emulsionante lipofilico, por homogeneizacion a alta velocidad, de esta manera se
obtienen gotas lo mas pequefas posible, con diametros de 0.5-2 um, este diametro
se denomina diametro interno. En la segunda etapa, se mezcla la emulsiéon W1/O con
una fase acuosa que contiene surfactante hidrofilico, las velocidades de agitaciéon
son bajas, de esta manera se obtienen gotas con un diametro externo de 10-60 um
(Garti, 1997).

Etapa 1

Fase acuosa

N

Aceite + Surfactante lipofilico Emulsién W/O

Etapa 2
Emulsion W/O
—
> <&
- — T~— .
———— L)

Agua + Surfactante hidrofilidémulsion W/O/W

Figura 2.3 Diagrama esquematico del método de las dos etapas.
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2.5 Biopolimeros

La mayor parte de los alimentos son sistemas dispersos. En la mayoria de estos
sistemas se encuentran presentes proteinas e hidrocoloides, ambas macromoléculas
contribuyen a su estructura, textura y estabilidad (Srinivasan y Damodaran, 2005).
Debido a su gran actividad superficial, las proteinas suelen ser los agentes
estabilizantes de eleccion, especialmente para la formacion de espumas vy
emulsiones aceite en agua (O/W); por otro lado, los hidrocoloides son conocidos
como agentes espesantes o gelificantes que modifican y controlan las propiedades
de flujo (Fennema, 1982).

El término hidrocoloide abarca todos aquellos polisacaridos que son extraidos de
plantas, algas marinas 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).

Algunos de estos hidrocoloides presentan actividad superficial, y pueden emplearse
en la formulacion de los sistemas dispersos, tal es el caso de la goma Arabiga y
goma de Mezquite (Dickinson, 2003; Vernon-Carter y col., 2000). Estos biopolimeros
presentan una parte proteica, por lo que se adsorben en la interfase formando una
membrana alrededor de las gotas, previniendo su agregaciéon 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).

2.5.1 Interacciones entre biopolimeros

La naturaleza y fuerza de las interacciones entre los biopolimeros, ya sea en el seno
de la solucion o en las interfases, tienen una influencia importante sobre la
estabilidad, propiedades funcionales y reoldgicas de los sistemas dispersos (Ducel y
col., 2005; Laplante y col., 2005a).
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2.5.1.1 Interacciones en solucion

En solucidn, las interacciones entre biopolimeros presentan miscibilidad cuando se
encuentran en bajas concentraciones. A altas concentraciones, las fuerzas repulsivas
y atractivas entre las diferentes macromoléculas dan origen a que se presenten dos
fendmenos opuestos: Incompatibilidad termodinamica y formacion de complejos. La
incompatibilidad termodinamica surge cuando existe una interaccion repulsiva entre
los biopolimeros provocando que exista una separacion en dos fases, cada una de
ellas rica en una de las macromoléculas (Turgeon y col., 2003; Kruif y Tuinier, 2001).
Debido a la separacion que existe entre la Gelatina y Maltodextrina por arriba y por
debajo de la temperatura de gelacién, se ha utilizado este sistema para entender
mejor el mecanismo de incompatibilidad termodinamica (Norton y Frith, 2001; Loren y
col.; 2001; Plucknett y Normand, 2000).

Una interaccion atractiva da origen a la formacion de complejos que pueden ser
solubles e insolubles. En esta interaccion, existe una mutua neutralizaciéon entre los
grupos ionizables de ambas macromoléculas, o que provoca una disminucién en la
carga neta del sistema y, a su vez, una disminucidén de la movilidad de las partes
hidrofilicas. Estos arreglos intermoleculares provocan una separacion en dos fases
de la solucién (coacervacion compleja), una de ellas es rica en la mezcla de los dos
biopolimeros y la otra presenta una pobre concentracion de ambos (Tolstoguzov,
2003; Kruif y Tuinier, 2001).

La fuerza y rapidez con que se forman los complejos depende de la distribuciéon de
los grupos ionizables sobre la superficie de los biopolimeros que interaccionan, de la
flexibilidad y desdoblamiento de su estructura las que, a su vez, son influenciadas
por el pH de la solucion; tal y como lo muestran los resultados obtenidos en la
formacién de complejos interpoliméricos entre la goma Arabiga y proteina de suero
de leche (Weinbreck y col. 2003) y Acacia con Gelatina (Burgess y Carless, 1984).
Schmitt y col. (2001) estudiaron las cinéticas de separaciéon y la morfologia de la
coacervacion compleja entre la B-Lactoglobulina y la goma Arabiga; la formacién y

estructura de los agregados dependid de las proporciones relativas de los
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biopolimeros y la maxima interaccion electrostatica ocurrio a pH 4.2, por a bajo del

punto isoeléctrico de la proteina.

2.5.1.2 Interacciones entre especies no adsorbidas y adsorbidas

La composicion y estructura las peliculas adsorbidas en las interfases agua-aceite,
que tienden a estabilizar las emulsiones, son afectadas por la competencia que
existe entre las especies con actividad superficial (proteinas y tensoactivos) por
adsorberse en sitios interfaciales disponibles (Girardet y col., 2001; Rodriguez-Patino
y Rodriguez-Nifio, 1999).

Chen y Dickinson (1995) determinaron, midiendo como variable la viscosidad
aparente interfacial en la interfase agua-aceite, que la pelicula interfacial constituida
por la mezcla de proteinas p-Lactoglobulina y Gelatina presenta mejores propiedades
viscosas que las peliculas formadas por los constituyentes puros. Ademas, que la
adicion de tensoactivos hidrofilicos anidnicos y no ionicos (Tween 20 y SLES 2EO)
provoca que las moléculas de proteinas adsorbidas en la interfase sean desplazadas
por estos compuestos, disminuyendo la viscosidad aparente interfacial y, por ende, la
estabilidad de la interfase; mientras que la presencia de un tensoactivo lipofilico
(dietil-glicol-monododecil éter) tiene un efecto sinérgico con las moléculas adsorbidas

de B-Lactoglobulina.

En general, se ha establecido que la presencia de tensoactivos hidrofilicos tiende a
desplazar a las moléculas de proteinas adsorbidas en las interfases (Golding y Sein,
2004), lo que trae como consecuencia una desestabilizacion de los sistemas
emulsionados. Sin embargo, se ha reportado interacciones sinérgicas entre estas
especies, sobre todo cuando el tensoactivo es de origen lipofilico, tal como: mezclas
de p-Caseina y Tween 20 (Girardet, 2001), B-Lactoglobulina y Span 80 (Wilde y col.,
2004) entre otras.
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Por otro parte, algunos hidrocoloides poseen funcionalidad interfacial, pero no todos
pueden adsorberse directamente en la interfase agua-aceite. Aquellas especies no
adsorbidas pueden interactuar mediante la formacion de complejos con los grupos
ionizables expuestos de las macromoléculas adsorbidas (Proteinas o hidrocoloides).
Las interacciones atractivas entre estas especies a altas concentraciones produce la
formacion de una segunda capa o multicapas poliméricas, que mejoran la estabilidad
en la formacién de emulsiones, como consecuencia del aumento de los efectos

estéricos (Dickinson, 2003; Baeza y col., 2004).

2.5.2 Goma de Mezquite

Tradicionalmente, el término de gomas se le daba a todas aquellas sustancias que
fluyen de ciertas especies vegetales debido a incisiones; presentan un caracter
heteropolisacarido de consistencia viscosa; sin embargo, en la actualidad este
término se emplea para designar a un gran numero de polimeros de origen vegetal,
animal, microbiano o sintético, la mayoria de los cuales producen disoluciones o
dispersiones viscosas en agua caliente o fria y algunos forman geles; por su
naturaleza coloidal también se les da el nombre de hidrocoloides. Las gomas
naturales se han empleado ampliamente para una gran variedad de aplicaciones
industriales debido a sus propiedades emulsionantes, microencapsulantes,

espesantes, estabilizantes y formadores de peliculas, entre otras.

La goma de Mezquite es el exudado en forma de lagrima de color ambar producida
por arboles de Prosopis spp.; ha sido propuesta como un sustituto de la goma
Arabiga; se ha reportado que es un excelente agente encapsulador de aceites
esenciales dentro de un amplio intervalo de actividades acuosas y un agente
emulsionante y estabilizante de colorantes naturales, proveyéndoles de una mayor
proteccidn en comparacion con la goma Arabiga (Pérez-Alonso y col., 2003; Beristain
y col., 2002, 2001; Rodriguez-Huezo y col., 2004).

La goma de Mezquite quimicamente es una sal neutra de un polisacarido ramificado

de naturaleza acidica formado por un nucleo de residuos de [-D-Galactosa,
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constituyendo un esqueleto de uniones (1-3) y ramificaciones (1-6) y contiene L-
Arabinosa (formas ciclicas de Piranosa y Furanosa), L-Ramnosa, -D-Glucuronato y
4-o-metil-B-D-Glucuronato como azucares simples y cadenas laterales de
oligosacaridos. La goma de Mezquite obtenida de Prosopis laevigata contiene una
pequena fraccion de proteina (2.7 + 0.06%) ligada a la parte central de la estructura
primaria de carbohidratos. La goma de Mezquite es una mezcla compleja de al
menos cinco fracciones distintas con diferentes composiciones quimicas. La parte
de proteina es asociada a la fraccion de masa molecular mas alta, que representa

menos del 11% del total de la goma (Orozco-Villafuerte y col., 2003).

La goma de Mezquite es un agente emulsionante muy efectivo, propiedad que esta
relacionada con su contenido de proteina, y que le permite tener una buena actividad
superficial; ademas la gran masa molecular del componente polisacarido le provee a
los sistemas dispersos una estabilidad a largo plazo, debido a factores estéricos
(Vernon-Carter y col., 2000).

2.5.3 Quitosano

La mayoria de los polisacaridos poseen una actividad superficial baja o en ocasiones
carecen de ella pero se emplean ampliamente como agentes estabilizantes. Cuando
no existe evidencia de grupos hidrofébicos, la funcion estabilizadora se debe a que

modifican las propiedades reoldgicas de la fase continua.

El Quitosano es un polisacarido que actua como agente estabilizante mediante el
aumento de la viscosidad de la fase continua, disminuyendo el movimiento de las
gotas de la emulsion; ademas de que posee actividad microbiana, funguicida,
bactericida y nematicida (Chen y col,2003, No y col., 2002; Coma y col, 2002). Este
compuesto es la forma N-desacetilada de la Quitina de la que se obtiene tras
hidrolizar los grupos acetamida. El quitosano es un polisacarido catiénico de alto
peso molecular, quimicamente esta constituido de unidades de glucosamina

parcialmente desacetilada (2 amino-2 deoxi-D-glucosa), es biodegradable, no toxico
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y soluble en soluciones acidas (Figura 2.4). Su peso molecular varia en el intervalo
de 10,000 a 1,000,000 g/mol (Fredheim y Christensen, 2003).

0 CH
CHZOH HO NH
o) |
‘xo /O o O«
g
OH NH;" HOH,C

Figura 2.4 Estructura quimica del Quitosano.

En los ultimos afos, el Quitosano ha recibido un interés especial debido a su
capacidad de formar complejos polielectroliticos con proteinas, los cuales pueden ser
usados como agentes emulsionantes y estabilizantes de emulsiones O/W (Ogawa y
col., 2004). Las propiedades de estabilizacion del Quitosano dependen de su peso
molecular y grado de desacetilacion. El Quitosano puede adsorberse en la interfase
agua-aceite cuando su estructura presenta zonas ricas en N-acetil-glucosamina
(Laplante y col., 2005b). También se han reportado interacciones del Quitosano con
tensoactivos lipofilicos aniénicos, cuyos complejos pueden ser usados en la
formulacién de alimentos con un alto contenido nutricional y bajo contenido en

colesterol (Thongngam y McClements, 2004).

2.6 Reologia

Reologia es la ciencia que estudia las relaciones de las propiedades de deformacién
y flujo de la materia cuando esta es sometida a un esfuerzo. El conocimiento de las
propiedades de flujo de los sistemas emulsionantes tiene gran aplicaciéon en
ingenieria, ya que nos permite disefiar e instrumentar la tecnologia para su
formulacion, transporte y almacenamiento. Los estudios reoldgicos proveen de
informacién muy valiosa para determinar la estabilidad y microestructura de los

sistemas dispersos (Pal, 1996), asi como de la naturaleza y fuerza de las
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interacciones intergotas provocadas por la adsorcién de las moléculas con actividad
superficial.

Chen y Dickinson (1998) hacen alusion a las mejoras que proporciona el uso del
suero de leche como agente emulsionante y sobre las interacciones que presenta en
presencia de tensoactivos Tween y Dimodan, analizando los modulos de pérdida
(relacionado al comportamiento viscoso) y de almacenaje (relacionado al
comportamiento elastico) del sistema. Los mismos autores también llevaron a cabo
un estudio sobre las interacciones al usar la B-Lactoglobulina y tensoactivos
mediante el estudio de los médulos ya descritos. Hemart y col. (2002) caracterizaron
las interacciones que presenta la k-Carragenina con las proteinas k-Caseina, B-
Lactoglobulina mediante la medicion de las propiedades reologicas de los geles; los
estudios indicaron que la gelacién de las proteinas es acelerada por la adicion del

polisacarido.

2.6.1 Reologia interfacial

En los sistemas dispersos, las propiedades reolégicas macroscopicas se encuentran
en estrecha relacién con las dinamicas de adsorcion y estado estructural de las
moléculas adsorbidas en la interfase. Debido esta adsorcion, la interfase presenta
una resistencia a la deformacion, cuyo campo de estudio da origen a la llamada

reologia interfacial (Murray y Dickinson, 1996).

Existen dos tipos de deformacion interfacial importantes: cambios en el area, ya sea
por dilatacion o compresion (reologia interfacial dilatacional); cambios debido a un
movimiento de corte manteniendo el area constante (reologia interfacial de corte).
Mientras que las propiedades interfaciales de corte contribuyen a la estabilidad a
largo plazo de los sistemas dispersos, las propiedades interfaciales dilatacionales
presentan una influencia importante en la estabilidad a corto plazo, que tiene que ver
con los mecanismos de adsorcion/desorcion de las moléculas con actividad
superficial en las interfases cuando éstas se estan formando (Rodriguez-Patino y
col., 2001; Martin y col., 2002).
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La propiedades interfaciales de corte son usadas para caracterizar las interacciones
que surgen entre las macromoléculas adsorbidas en las interfases (Dickinson, 1999;
Murray y Dickinson, 1996; Sanchez-Gonzalez y col., 1999; Burgess y Sahin, 1997).
Rodriguez-Patino y Rodriguez-Nifio (1999) presentan una investigacion sobre la
caracterizacion interfacial de proteinas y lipidos empleados como agentes
emulsionantes, concluyendo que la composicién interfacial y de la fase acuosa, asi
como las condiciones de operacion (temperatura, presion superficial, pH, densidad
superficial, etc.) tienen un efecto sobre las caracteristicas interfaciales (estructura,
estabilidad, reologia, etc.) de los emulsionantes (lipidos y proteinas) en interfases

agua-aire.

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

interfaciales formadas con B-Lactoglobulina.

En los ultimos afios, también se han desarrollado trabajos cuyo objetivo es la
caracterizacion de las propiedades interfaciales que proporcionan los hidrocoloides
empleados a nivel industrial, como son la goma Arabiga y goma Acacia. Estos
trabajos han sido realizados por Fauconnier y col. (2000), Ibanoglu (2002), y Tesch y

Schubert (2002) por mencionar algunos.

En conclusion, dentro de la realizacidon de la revision bibliografica, hemos encontrado
que las interacciones entre biopolimeros que se presentan tanto en solucién como en
la interfase, tienen un papel importante en la resolucion de varios problemas
tecnolégicos, pe. la estabilizacion de espumas y emulsiones. El conocer mejor la

estructura, funcionalidad y las propiedades mecanicas de las peliculas interfaciales
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formadas por moléculas con actividad superficial es esencial para la formulacién,

control y optimizacion de la aplicacion industrial de estos sistemas.

Como consecuencia de la importancia que tienen las interacciones entre
biopolimeros, se han reportado una gran variedad de trabajos enfocados al estudio y
caracterizacion de las mismas. De las cuales se destacan las interacciones entre
proteinas, proteinas-polisacaridos y proteinas-molécula de bajo peso molecular que
tienen lugar en la interfase agua-aceite y agua-aire. Sin embargo, existe una escasez
de informacién sobre la interaccion polisacarido-polisacarido, y sobre todo, cuando
un polisacarido presenta actividad superficial y puede influir de manera directa en la

estabilidad de los sistemas emulsionados, tal es el caso de la GM.

Es por ello, que el presente trabajo contribuye a la busqueda del conocimiento que
nos permita tener un mejor entendimiento sobre las interacciones entre biopolimeros
en la interfase. Presentando, un estudio de las interacciones en la interfase agua-
aceite entre la goma de Mezquite y Quitosano, polisacaridos con y sin actividad
superficial, mediante la determinacion de las propiedades viscoelasticas de la
pelicula adsorbida en la interfase, asi como, estas interacciones influyen en la
estabilidad de la emulsion multiple W4/O/W.,.
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I OBJETIVOS

3.1 General

El objetivo del presente trabajo fue caracterizar las interacciones del complejo Goma

de Mezquite-Quitosano, polielectrolito anidnico con actividad superficial y cationico

sin actividad superficial respectivamente, en la interfase agua-aceite, midiendo las

propiedades reoldgicas y observando la estructura de la pelicula adsorbida en la

interfase, para establecer como estas interacciones estan relacionadas con la

eficiencia de emulsionamiento y estabilidad del sistema W4/O/W.,.

3.2 Particulares

Para alcanzar con éxito nuestro objetivo general, se plantean los siguientes objetivos

particulares a realizar:

Desarrollar una metodologia mediante la adaptacion de un redmetro
convencional para medir las propiedades viscoelasticas interfaciales de
peliculas adsorbidas en la interfase agua-aceite.

Caracterizar las interacciones entre los polielectrolitos GM y Q en la interfase
agua-aceite (W-O), mediante el estudio del cambio de las propiedades
viscoelasticas interfaciales de la pelicula de biopolimeros adsorbida en la
interfase, para seleccionar la concentracién de biopolimeros que brinde la
mayor estabilidad en las formulacion de emulsiones W+/O/W..

Caracterizar la microestructura de las peliculas adsorbidas de los
biopolimeros en la interfase agua-aire, mediante el secado de la pelicula y
observacion por medio de microscopia electrénica de barrido, para establecer
la relacién que existe entre las propiedades viscoelasticas de la pelicula
adsorbida y su microestructura.

Caracterizar el efecto de las interacciones entre los polielectrolitos GM y Q
sobre la estabilidad de emulsiones sencillas O/W, mediante la medicion de
las propiedades reoldgicas y determinacion de las cinéticas de coalescencia

de las emulsiones, para establecer la relacidon que tienen las propiedades
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viscoelasticas interfaciales con las propiedades reoldgicas y estabilidad de la
emulsion.

e Seleccionar la concentracion del agente emulsionante de bajo peso
molecular para formular la emulsion multiple W4/O/W;, mediante la
determinacion de las propiedades reoldgicas, determinacion del tamafo y
cinéticas de coalescencia de los globulos de las emulsiones sencillas W/O.

e Caracterizar la emulsion W4/O/W;, formulada utilizando las mezclas y
relaciones de agentes emulsionantes obtenidas en los estudios previos,
mediante un estudio morfoldgico y reoldgico, para corroborar que la mezcla
de biopolimeros GM-Q que presentd las mejores propiedades viscoelasticas

interfaciales brinda la mayor estabilidad a la emulsion multiple.

IV HIPOTESIS

Los complejos electrostaticos (Coacervados) formados por un polielectrolito aniénico
con actividad superficial (Goma de Mezquite) y un cationico sin actividad superficial
(Quitosano) a condiciones de solucion con pH acido, dan origen a capas adsorbidas
en la interfase agua-aceite capaces de formar y estabilizar emulsiones multiples
W1/O/WS,, proveyéndoles de una estructura interfacial con propiedades viscoelasticas
que les provee resistencia contra las distorsiones causadas por gradientes
hidrodinamicos, limita la migracion de agua entre la fase acuosa interna y externa, y

disminuye la floculacién en la emulsion multiple mediante efectos estéricos.
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V MATERIALES Y METODOS

5.1 Materiales

Biopolimeros

Goma de mezquite (GM) (Prosopis laevigata) es un polisacarido anidnico
ramificado que contiene una pequefia cantidad de proteina (2.7+0.06), que le
proporciona excelentes propiedades de actividad superficial (Orozco-Villafuerte y
col. 2003). Se reporta que su peso molecular varia entre 1y 2.5 x 10° Daltons. La
GM fue recolectada en forma de lagrima en el estado de San Luis Potosi y
purificada segun Vernon-Carter y col. (1996).

Quitosano de peso molecular medio con grado de desacetilaciéon de 75% vy
viscosidad de 286 cps (1%, 1% acido acético), fue comprado a Sigma-Aldrich
Quimica, S.A. de C.V. (Toluca, Edo. Méx.).

La Lisozima fue obtenida de Sigma-Aldrich Quimica, S.A de C.V. (Toluca, Edo.
Mex.).

Tensoactivos
Span 80 (Monoestereato de sorbitan), tensoactivo lipofilico con caracter no idnico
adquirido en CANAMEX, Quimicos, S.A. de C.V. México, D.F.

Grinsted PGR (Poliglicerol éster de acido recinoleico), tensoactivo lipofilico con

carater no ionico adquirido en Danisco Cultor Mexicana, Jalisco, Mex.

Otros

Aceite Mineral, adquirido en Drogueria Cosmopolitana, S.A. de C.V. (México,
D.F.). Aceite de Canola, proporcionado por Unilever de México S.A. de C.V.
Tultittan, Edo. Mex. Acido acético, comprado en J.T. Baker, S.A. de C.V.
(Xalostoc, Edo. Mex.). Sales de Buffer grado analitico (KH2SO4 y NayHSO.),
fueron obtenidas de J.T. Baker, S.A de C.V. (Xalostoc, Edo. Mex.). Agua destilada

con una tensién superficial de 72 £ 0.4 mN m-1 en 25 °C.
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5.2 Metodologia
5.2.1 Estudio de las interacciones entre las moléculas adsorbidas en la

interfase agua-aceite

El estudio de las interacciones entre las moléculas adsorbidas se realiz6 mediante la
caracterizacion de las propiedades reoldgicas interfaciales de corte de las peliculas
adsorbidas en la interfase agua-aceite. Para ello, primero se desarrolld una
metodologia para la evaluacion de estas propiedades interfaciales, cumpliendo con

esto, uno de los objetivos planteados en el presente trabajo.

La metodologia que se propone consiste en utilizar un reémetro convencional.
Definimos como redmetro convencional aquel equipo que controla el esfuerzo y/o
deformacion, idoneo para realizar mediciones reoldgicas en el seno de sistemas
liguidos homogéneos y heterogéneos. De disefio, este equipo no es utilizado para

medir propiedades reoldgicas interfaciales.

La metodologia propuesta se describe a continuacion:

a) Adaptaciones al redmetro. A un reémetro modular compacto PaarPhysica MCR
300 que trabaja bajo control de esfuerzo y/o deformacion se le adaptdé una geometria
tipo bicono, desarrollada por Physica Meftechnik, con dimensiones de radio Rb de
15 mm y doble angulo (2a) de 10°. Para el control de temperatura, se disefid un
bano refrigerante de acrilico con radio Rc de 27 mm y una profundidad H de 34 mm,
desarrollado en la Universidad Autonoma Metropolitana de |ztapalapa. La Figura

5.1a muestra una fotografia de las adaptaciones realizadas sobre el equipo.

La Figura 5.1b muestra el esquema de funcionamiento del dispositivo adaptado. El
MCR300 posee un sensor que permite tener un intervalo de medicion de momento
de fuerza (Torque) de 0.02 uNm — 150 mNm con una resolucién de 0.002 uNm y una

resolucion angular de menos de 0.1 prad.
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b) Formacion de la interfase. Se adiciond una solucidon acuosa sobre el bafio
refrigerante, teniendo cuidado de que solo ocupara la mitad del mismo (a una
profundidad H+); para el caso de nuestro dispositivo, esto se logré con 30 mL y H; de
17 mm; el bicono se bajoé lentamente hasta ubicarse en la interfase agua-aire. Para
formar la interfase agua-aceite, posteriormente de ser colocado el bicono en la
interfase agua-aire, se adicioné cuidadosamente la fase oleosa hasta alcanzar la
profundidad total del recipiente (H, = 17 mm en nuestro dispositivo y se cubre con 30

mL de la fase oleosa).

La verificacion de que el bicono se encontrara localizado en la interfase, se realizé
observando que no se formaran anillos alrededor del bicono cuando un haz de luz se

hizo pasar en forma tangencial a través de la interfase.

Sensor del
Equipo

Figura 5.1 Adaptaciones realizadas al redmetro (a) Fotografia MCR 300 de Physica.
(b) Esquema del sistema de medicion.
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c) Medicion de la viscosidad aparente interfacial. Se hizo girar el bicono a una
velocidad angular constante (Q) de 1.27x107 rad/s; se midieron el angulo de

desplazamiento del bicono en funcién del tiempo (4(t) ) y el momento de fuerza (M )
necesario para mantener dicha velocidad, cada 10 s durante 15 min. Estos valores
fueron utilizados para evaluar la viscosidad aparente interfacial (™), la deformacion
de la interfase (™) y el esfuerzo de cizallamiento interfacial (™) mediante las

siguientes expresiones:

m_ M 1 1

7 ‘w(aé RJ o
_ 2

Y™ () = m;%"*%)m (5.2)
oM = 27';’:2 (5.3)

donde r es la posicion radial en la interfase conR, <r<R., y Qt=6(t) es el

desplazamiento angular del bicono determinado por el equipo. La determinacién de

estas ecuaciones se describen en el Apéndice A.

Se determiné la viscosidad aparente interfacial en funcion del tiempo de
envejecimiento de la pelicula. El tiempo de envejecimiento es el tiempo que lleva de
formacion la pelicula de biopolimero a partir de la formacién de la interfase, es decir,
un tiempo de envejecimiento de 4 h indica que la interfase agua-aceite lleva en
contacto 4 h, durante este tiempo la pelicula de biopolimero se adsorbié y presento
rearreglos estructurales en ésta; el bicono se mantiene inmovilizado en la interfase y
s6lo se hace girar a una velocidad angular constante cuando se va ha determinar la

viscosidad aparente interfacial.
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d) Medicion de las propiedades de fluencia-capacitancia interfaciales. Una vez
establecida la interfase agua-aceite o agua-aire, se aplic6 un momento de fuerza
constante de 0.5 uNm durante 15 min, y posteriormente se aplicoé un momento de
fuerza de magnitud cero (15 min). Se midi6é el angulo de desplazamiento del bicono
cada 10 s y se evalu6 la deformacién y esfuerzo de cizallamiento interfacial con las

ecuaciones 5.2 y 5.3, con estos valores se calcul6 la capacitancia del sistema (J(t))

en funcion del tiempo de envejecimiento de la pelicula, mediante la expresion:

n=""0 (5.4)

int
O_m

e) Validacion de la metodologia propuesta para medir propiedades reoldgicas
interfaciales. Se preparé una solucién acuosa de Lisozima (1x10° % p/vol, pH de 7,
20°C), se determind la viscosidad aparente interfacial como funcion del tiempo de la
pelicula de Lisozima adsorbida en la interfase formada al poner en contacto la
solucion acuosa con la fase oleosa constituida por (n)tetradecano. Los resultados
obtenidos utilizando la metodologia propuesta en el presente trabajo se compararon

con los resultados reportados por Ogden y Rosenthal (1997).

5.2.2 Preparacion de las fases para el estudio interfacial

Fase acuosa.- A fin de determinar las interacciones entre polielectrolitos cargados
en forma opuesta, se prepararon soluciones con 10% (p/p) de goma de Mezquite y
diferentes concentraciones de Quitosano (0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y el 1.0% p/p), disueltas
en 1.0 % (p/p) de acido acético. Las soluciones fueron mezcladas durante dos horas
antes de formar la interfase a temperatura ambiente. El pH de las soluciones fue de

3.8, aproximadamente.

Fase oleosa.- Se utilizaron el aceite Mineral y el aceite de Canola como fase oleosa.
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5.2.3 Determinacion del potencial Z

Las soluciones fueron diluidas 1:10 mL en una solucién acuosa al 1 % de &acido
acético y se inyectaron en la camara de un instrumento de medicién de tamafo de
particula y movilidad electroforética (ZEM3500, Zetasizer Nano ZS, Malvern
Instruments, Worchesire., Inglaterra). El equipo determina el potencial Z a partir del

movimiento electroforético.

5.2.4 Microestructura

Como una manera indirecta de caracterizar la estructura de las peliculas en la
interfase agua-aceite, se determind la microestructura de las peliculas adsorbidas en
la interfase agua-aire. Las peliculas fueron extraidas a las 24 h de su formacion y
secadas durante 2 h en una estufa a 65 °C y 0.2 atm de vacio. Las peliculas secas
fueron montadas en portamuestras de aluminio para microscopio electronico de
barrido (MEB), y se recubrieron con oro (Fine Coat Jeol-JFC-1100, Jeol Ltd.,
Akishima, Japon). La microestructura de las peliculas se determiné utilizando un
MEB con alto vacio Jeol JSM-035 a 20 kV, y aumentos de 10 000 y 1000X.

5.2.5 Caracterizacion de las interacciones entre los biopolimeros en
emulsiones O/ W

5.2.5.1 Formulacién de emulsiones O/W

Se formularon emulsiones con 10% (p/p) de GM y diferentes concentraciones de Q
(0.2, 0.4 y 0.6% p/p). La fase hidrofébica consintio de aceite Mineral con una ¢ de
0.2, la cual fue adicionada a la mezcla de polisacaridos poco a poco hasta tener una
dispersion homogénea. Las emulsiones se homogeneizaron usando un
homogeneizador Silverson L4R (Silverson Machines, Ltd., Waterside, Chesham.
Bucks., Inglaterra) a 5800 rpm durante 20 minutos. De igual forma se formularon

emulsiones O/W sustituyendo el aceite Mineral por el aceite de Canola.

5.2.5.2 Determinacion de las cinéticas de coalescencia
Se determiné el diametro promedio volumétrico (Ds3) de los gldbulos de las

emulsiones como funcion del tiempo, utilizando un analizador de tamano y
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distribucion de particulas Malvern MasterSizer 2600 (Malvern Instruments,

Worchesire, Inglaterra).

Se determind la tasa de coalescencia (C) a partir de la variacion del tamafo de

globulo con respecto al tiempo, mediante la siguiente expresion:

N, = N, exp(-Ct) (5.5)
donde
12
U 56)
”(DA,S)

la cual relaciona el numero de gotas de la fase dispersa a un tiempo (N;) con el
nuamero inicial de gotas de fase dispersa (N,). ¢ es la fraccion volumétrica de la fase

dispersa y D, 3 es el diametro promedio volumétrico (um) a un tiempo t (s).

5.2.5.3 Caracterizacion reoldgica

Se evaluaron las propiedades viscoelasticas de las emulsiones O/W, aplicando un
barrido de deformacién a 1 Hz para determinar la region viscoelastica lineal de los
sistemas; una vez establecida dicha region se realizdé un barrido de frecuencia de
0.01-10 Hz y se determinaron los modulos de pérdida (G’) y almacenamiento (G”).
Se realizd un barrido de velocidad de cizallamiento de 1-1000 s™' para obtener las
curvas de flujo. Todas las determinaciones se realizaron en el reémetro MCR 300, a
25 °C y utilizando la geometria de doble espacio anular con una relacion de radios de

1.035. La descripcion de los modulos G’y G” se realiza en el Apéndice D.
5.2.5.4 Medicién del potencial Z

Las emulsiones se diluyeron 1:100 en una solucidn acuosa de acido acético y se

determind el potencial Z utilizando el Zetasizer Nano ZS.
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5.2.6 Seleccion del tensoactivo en emulsiones W/O

5.2.6.1 Formulacion de las emulsiones W/O

Se formularon emulsiones W/O conteniendo diferentes concentraciones de
tensoactivo lipofilico 0.5, 1, 2, 4, 8, 10% (p/p) de Grinsted o Span diluidas en aceite
de Canola y Mineral, respectivamente. Se utilizé agua destilada como fase dispersa
con una ¢ de 0.2. Las emulsiones fueron homogeneizadas a 5800 rpm durante 20

min.

5.2.6.2 Estabilidad y caracterizacion reoldgica

Se evalué el diametro de los globulos de las emulsiones W/O, usando un sistema de
analisis de imagenes (Microscopio 6ptico Olimpus BX 45, camara digital Olimpus C-
3030 y software Image-pro plus versidon 4.5). Se calcularon las cinéticas de
coalescencia para determinar la estabilidad de los sistemas, utilizando la expresion
antes mencionada (ecuacion 5.5). La evaluacion de D43 se realizé utilizando la

siguiente expresion:

N
D, = (Z”‘d‘ ] (5.7)

donde n; es el numero de gotas que tienen un didmetro d; , este didmetro es el

evaluado mediante el analizador de imagenes.

Se evaluo la viscosidad compleja /n*/ aplicando un barrido de esfuerzo de

cizallamiento de 0.1-100 Pa a una frecuencia de 1 Hz.

5.2.7 Formulacién y caracterizacion de la emulsion W1/O/W,

Se formulé una emulsion W4/O/W, por el método de las dos etapas, seleccionando
la relacidon de biopolimeros y la concentracidon del tensoactivo lipofilico que brindaron
las mejores condiciones de estabilidad en los analisis previos. La emulsion interna se

homogeneizd a 5800 rpm durante 20 min con una ¢wio de 0.2. La emulsion multiple
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se obtuvo adicionando lentamente la emulsiéon primaria a la solucion acuosa de

biopolimeros y se homogeneizé a 5000 rpm durante 10 min, la ¢w,ow fue de 0.2.

Se determin6 el diametro promedio volumétrico superficial (Ds;,) para las gotas

internas, definido como:

~ > nd?
D;, = W (5-8)

donde n; es el numero de gotas que tienen un diametro d;, y el diametro promedio
volumétrico (D43 , definido por la ecuaciéon 5.7) para los globulos externos, ambos
diametros promedios fueron determinados evaluando d; mediante el analizador de

imagenes.

Como criterio de estabilidad, se tomd la relacién entre estos diametros promedios
(D32/D43). Si la relacion se mantiene constante, se infiere que la relacion de la
superficie de las gotas internas con respecto al volumen de las gotas externas no
varia, por lo tanto la emulsion es estable. Si la relacion varia se intuye que existe una

desestabilizacion del sistema disperso.
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VI RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Comparacion del método propuesto para medicion de la viscosidad
interfacial
La comparacién del método propuesto en este trabajo y los reportados por Ogden y

nt

Rosenthal (1997), en la determinacion de 7™ en funcion del tiempo de

envejecimiento de la pelicula de la Lisozima adsorbida en la interfase (n)tetradecano-
agua, indican que ambas curvas siguen el mismo comportamiento, corroborando la
viabilidad y sensibilidad del equipo instrumentado en el presente trabajo para medir

las propiedades interfaciales (Figura 6.1).
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Figura 6.1 Comparacion de la viscosidad aparente interfacial de la pelicula de Lisozima en la
interfase agua-aceite (Resultados de Odgen y Rosenthal (1997) y los obtenidos en este

trabajo).

No es posible realizar una comparacién mas rigurosa entre los datos de ™ debido a
que los métodos de medicidn no estan estandarizados. Mientras que el equipo

utilizado por Ogden y Rosenthal determina la »™ haciendo girar el bafio a una
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velocidad constante, el reébmetro convencional determina la 7™ girando la geometria
bicono. Existen reportes de una gran variedad de técnicas utilizadas para medir la
n'™, las cuales difieren en el tipo de materiales empleados en la fabricaciéon de los
instrumentos de medicion, asi como, en las dimensiones de las geometrias
utilizadas. Es por ello, que los valores reportados de 7™ muchas veces difieren hasta

en un orden de magnitud para una misma sustancia (Petkov y col., 1996). La

t

metodologia propuesta en este trabajo para medir "™ presenta algunas ventajas

respecto a las técnicas reportadas a la fecha, destacando su mayor sensibilidad y

facil captura de datos durante la realizacién de la medicion.

6.2 Estudio de las interacciones entre los biopolimeros en interfases agua-
aceite
6.2.1 Viscosidad interfacial de corte para la interfase agua-aceite Mineral

La Figura 6.2 muestra las curvas ¢™ vs »™ para la pelicula adsorbida en la interfase

agua-aceite Mineral formada a partir de la solucién de 10%GM-0.6%Q, a diferentes
tiempos de envejecimiento. Las curvas obtenidas para las peliculas adsorbidas, a las
4 h de la formacién de la interfase, exhibieron 4 regiones distintas de esfuerzo
interfacial: (1) una regidn inicial caracterizada por un incremente en el esfuerzo, (2)
una region de maximo esfuerzo, (3) una region de disminucion y (4) una region de
equilibrio metaestable. Martin y col. (2002) mencionaron que las propiedades
elasticas de la pelicula adsorbida estan relacionadas con la magnitud del maximo
esfuerzo; mientras que las propiedades viscosas interfaciales estan ligadas con la
region de equilibrio del esfuerzo, en donde la interfase manifiesta un perfil de flujo

estacionario.

La pelicula que tiene un tiempo de envejecimiento de 1 h, presenta una desviacion
en el comportamiento antes mencionado. Este comportamiento puede explicarse
mediante el mecanismo de adsorcién de las moléculas de biopolimeros, el cual
contempla dos etapas controlantes: 1) la difusidon-adsorciéon de las moléculas vy, 2) el

tiempo requerido para la formacién de los arreglos estructurales en la interfase. A
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una hora, el tiempo de adsorcion del complejo de biopolimeros en la interfase no fue
el suficiente y la pelicula formada solo presentdé un comportamiento viscoso. Para
mayores tiempos de envejecimiento, las peliculas presentan una mayor cantidad de
moléculas adsorbidas cuyos arreglos estructurales permiten la existencia de fuerzas

de cohesion de magnitud mayor; esto da como resultado que, a mayores tiempos de

nt

envejecimiento, se requiere de un mayor o™ para una ™ dada. Todas las

formulaciones presentaron el mismo comportamiento.

2.4 ] Tiempo de envejecimiento
2.2 4 —o0— 1h

T —0— 4h
2017 —a—16h

s (mN/m)

Figura 6.2 Curvas de esfuerzo de cizallamiento interfacial vs. deformacion interfacial para la

pelicula formada con 10%GM-0.6%Q. Interfase: agua-aceite Mineral.

El maximo punto de las curvas esfuerzo-deformacion (el cual aumenta al aumentar el
tiempo de envejecimiento de la pelicula) ocurre a una deformacion aproximada de
0.04 para las diferentes relaciones de biopolimeros; este punto representa la maxima
resistencia de la pelicula adsorbida. Posteriormente, existe una ruptura seguida de
un reacomodo estructural de la pelicula, generando una region de disminucion del
int

o™, que aproximadamente se extiende hasta una »™ de 0.25 en la mayoria de las
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curvas. A partir de esta deformaciéon, la ruptura y reacomodo estructural de la

pelicula alcanza un estado estacionario (se alcanza la region de equilibrio mecanico).
La ™ se determina utilizando el promedio de los valores del momento de fuerza de
los puntos ubicados en la regién de equilibrio. Para las curvas generadas a 1 h de

tiempo de envejecimiento, se tomaron los Ultimos 20 puntos para el célculo de ™.

La Figura 6.3 muestra el comportamiento de ™ vs. tiempo de envejecimiento de las
peliculas formadas a partir de las diferentes formulaciones. Todas las peliculas
mostraron un incremento de n™, hasta llegar a un punto en el cual la viscosidad ya

no varia debido a que los rearreglos intramoleculares alcanzan un equilibrio en la
interfase. Este equilibrio estructural de la pelicula adsorbida se alcanz6 después de
16 h.

t

Los valores de n™ indican que existe una interaccion entre los polielectrolitos, que

depende de su concentracion relativa. Las peliculas formadas con las soluciones
10%GM-0.2%Q, 10%GM-0.4%Q y 10%GM-0.6Q tienen valores de »™ mayores que

las formadas por las soluciones de 10%GM, indicando un incremento en la
capacidad de adsorcion de los biopolimeros en la interfase agua-AM; mientras que a
concentraciones de 10%GM-0.8%Q y 10%GM-1.0%Q esta capacidad se ve

disminuida.

Este comportamiento es el resultado de las configuraciones y densidad de carga que
presentan los biopolimeros a las condiciones de pH (3.8) de las soluciones. Las
moléculas de GM se encuentran parcialmente ionizadas y en forma compacta, dando
una densidad de carga negativa, como lo muestran los resultados obtenidos del
potencial Z (Figura 6.4) para la solucion 10%GM-0.0%Q, la cual presenta un valor de
-5.908 + 0.297 mV. Al adicionar las moléculas altamente ionizadas con densidad de
carga positiva de Q, aumentando la concentracion de 0% a 0.4%Q (p/p) en la
solucidn, la densidad de carga neta de la solucion empieza a ser menos negativa,

indicando una interaccién del tipo electrostatica entre los biopolimeros.
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Figura 6.3 Viscosidad aparente interfacial vs. tiempo de envejecimiento de las peliculas
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concentraciones de Qy 10% GM.
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A concentraciones de 0.2% y 0.4% (p/p) de Q, la interaccion de éste con la GM
permite la formacion de complejos (coacervados) solubles que se difunden y se
adsorben en la interfase agua-aceite, como consecuencia de la actividad superficial
que tiene la GM, formando una pelicula constituida por multicapas. La pelicula
adsorbida presenta una mayor cantidad de polisacarido (correspondiente al Q vy
fracciones de GM) proyectado sobre la fase acuosa y una mayor interaccion

complejo-complejo, lo anterior da como resultado un aumento en la resistencia a la

deformacién, es decir, un incremento en n™.

La solucién con una concentraciéon de 10%GM-0.6%Q (relacion de masa de 0.06 g
Q/g GM) presentd una neutralizacion en su densidad de carga neta (Ver Figura 6.4).
El aumento de cargas positivas de Q origind una mayor interaccién con los sitios
ionizables de la GM, incrementando la formacién de complejos electrostaticos y
disminuyendo los sitios hidrofilicos tanto de la GM como del Q. Todo esto conlleva a
una disminucién de la difusion y cantidad de complejos adsorbidos en la interfase

agua-AM, y por ende, a una disminucion del valor de n™ a valores aproximados a los

obtenidos por la goma pura.

Las soluciones con 0.8%Q y 1.0%Q (p/p) presentaron una gran diferencia en el
balance de cargas positivas y negativas, con una mayor densidad de carga positivas.
La mayor cantidad de moléculas de Q disponibles para interactuar con la GM
provoca que los sitios hidrofilicos de ésta disminuyan, y, por consecuencia, ésta se
contrae y sufre un apantallamiento. Lo anterior origina que: el potencial Z de las

soluciones presente valores positivos de 1.406 + 0.062 y 2.759 + 0.172 mV para cada
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una de las concentraciones, respectivamente (Figura 6.4), y, que exista una

disminucion de la interaccion complejo-complejo.

La insolubilidad de los complejos electrostaticos formados a concentraciones de
0.8% y 1.0% Q eventualmente provoca una separacion de dos fases en la solucion:
una, que presenta una concentracion alta de ambos biopolimeros , y, la otra, tiene
una concentracion pobre de estos (coacervacidon compleja) (Tolstoguzov, 2000 vy
2003). La existencia de coacervacion compleja en las soluciones de biopolimeros
(10%GM-0.8%Q y 10%GM-1.0%Q) disminuye al maximo la adsorcion de

biopolimeros en la interfase agua-AM provocando que estas concentraciones

nt

muestren los valores minimos en n™ y que no puedan ser usadas para la

formulacion de emulsiones.

La Figura 6.5 muestra la fotografia de las soluciones de GM y Q, como se puede
apreciar, a concentraciones menores de 0.6%Q (p/p) los complejos formados son
solubles; mientras que a concentraciones de 0.8 y 1.0% Q (p/p) presentan una

coacervacion compleja.

6.2.2 Propiedades de fluencia-capacitancia
La Figura 6.6 muestra el comportamiento viscoelastico de las peliculas adsorbidas en
la interfase agua-aceite Mineral, a partir de las diferentes formulaciones a un tiempo

de envejecimiento de 24 h, excepto el de las concentraciones de 0.8 y 1.0% de Q,

38




cuyos valores de capacitancia (J(t)), aunque presentaron un comportamiento

viscoelastico, salieron del intervalo de medicion.

Los valores experimentales se ajustaron al siguiente modelo con un tiempo de

relajacion:

Jt)y=J,+J @-€e"")+J,

Figura 6.5 Fotografias de las soluciones con 10%GM vy diferentes concentraciones de Q.
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donde J, es la capacitancia instantanea, J es la capacitancia de relajacion, t, es el
tiempo de relajacion y J,, es la capacitancia newtoniana. Los valores de la regresion

se muestran en la Tabla 6.1. Los datos muestran que la adicién de Q (0-0.6%) a la

solucion de GM aumenta el valor del moédulo elastico instantaneo (E,=1/J,),

presentando un maximo en 0.4%Q. Para valores de 0.8 y 1.0% de Q existe una

disminucion en E,. Lo anterior confirma que la naturaleza de las interacciones entre

ambos biopolimeros esta ligada con su concentracion relativa. Los parametros de la

region de relajacion (E, =1/J,,,t,,) y la viscosidad interfacial newtoniana (7, =t/J,)
también mostraron seguir la misma tendencia de J, presentando un maximo en

0.4%Q.

M =0.5 \Nm 1

Soluciones de biopolimeros |

—0—10.0% GM - 0.0% Q
—%—10.0% GM -0.2% Q 1
—A—10.0% GM -0.4% Q =
—v—10.0% GM-0.6% Q

J® x10*(mN/m)”

LI L L L L L L L L
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
Tiempo (s)

Figura 6.6 Curvas de fluencia-capacitancia interfacial, para las diferentes concentraciones de

Quitosano. 24 h de envejecimiento. Fase oleosa: Aceite Mineral.
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Tabla 6.1 Parametros de fluencia-capacitancia para las peliculas formadas por soluciones

10%GM vy diferentes concentraciones de Q.

Mezcla de J,x 10* J,.x10* t 1, x10*
Biopolimeros (mN/m)” (mN/m)” (s) (mNs/m)
10.0%GM-0.0%Q | 14.06+0.03 | 10.03t0.82 | 7853+0.29 | 85.76+4.95
10.0%GM-0.2%Q | 12.41+0.04 | 7.13+0.07 | 89.13+5.83 | 106.03+4.21
10.0%GM-0.4%Q | 10.17+0.35 | 581016 | 51.325:2.62 | 134.76+0.96
10.0%GM-0.6%Q | 12.40+0.41 | 8.25:029 | 101.15:7.76 | 98.63+4.18
10.0%GM-0.8%Q | 16.22+0.19 | 2395¢031 | 68.61+3.89 | 13.61+0.08
10.0%GM-1.0%Q | 24.62+0.70 | 3373148 | 66.87+2.10 | 9.45+0.35

Los estudios de fluencia-capacitancia interfacial corroboraron los mecanismos
establecidos por las curvas de esfuerzo de cizallamiento interfacial vs deformacion
(Figura 6.2). El incremento en las curvas de esfuerzo vs. deformacion esta

relacionado con E,, que provee una medicion de la fuerza elastica de la estructura

interfacial de la pelicula adsorbida en la interfase.

Los valores mayores de E, para concentraciones de 10%GM con 0.2, 0.4 y 0.6%Q

muestran la mayor rigidez de la pelicula formada a partir de la adsorcién en la
interfase de los complejos GM-Q en comparacion con aquélla obtenida con GM. Esta
rigidez esta asociada con la mayor cantidad de grupos hidrofobicos que estan

expuestos por parte de los complejos y se adsorben fuertemente en la interfase.

La region de disminucion de esfuerzo puede relacionarse con el parametro t, y E_,

el cual proporciona una medida sobre la complejidad y diversidad de los enlaces en
la estructura interfacial (Lobato-Calleros y col., 2000). Mayores moédulos elasticos de
relajacion y menores tiempos de relajacion, en general, son el resultado de una mejor

orientacion de los complejos adsorbidos en la interfase (Ducel y col., 2005).
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La region de equilibrio de las curvas de esfuerzo vs. deformacion es caracterizada

por 7n,, en esta region los entrecruzamientos que unen la estructura interfacial se

rompen y el tiempo requerido para su reacomodo es mayor que el tiempo de prueba,
lo que trae como consecuencia que exista un flujo de corte a través de la interfase.
Finalmente, el maximo punto de las curvas esfuerzo vs deformacién indica el punto

en donde la capacitancia de la interfase pasa del modo instantaneo al de retardo.

Todas las peliculas mostraron cambios en sus propiedades de fluencia-capacitancia
en funcion del tiempo de envejecimiento de la pelicula, la Figura 6.7 muestra este
fendmeno para la pelicula formada a partir de 10%GM-0.4%Q y la Tabla 6.2 muestra
los parametros de ajuste. Como podemos apreciar, al aumentar el tiempo de
envejecimiento disminuyen los modulos de capacitancia instantanea, aumentando el

caracter elastico del sistema.

30 ———r————F——1——1————1——1——1——

M= 0.5 uNm i
Tiempo de envejecimiento

—Oo— 8h

J(®) x 10 * (mN/m)”
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Figura 6.7 Curvas de fluencia-capacitancia para la pelicula formada por 10%G M-0.4%Q, a

diferentes tiempos de envejecimiento. Fase oleosa: Aceite Mineral.
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Tabla 6.2 Parametros de fluencia-capacitancia para la pelicula formada por 10%GM-0.4%Q,

a diferentes tiempos de envejecimiento. Fase oleosa: Aceite Mineral.

J,x 10* J,.x10* t. 1, x10*
Tiempo de (mNm™)’ (mNm™)’ (s) (mNsm™)
Envejecimiento
8h 11.62+0.30 7.00+0.21 91.53+0.47 108.58+3.75
16 h 11.441+0.09 6.44+0.40 84.00+4.37 132.78+2.36
24 h 10.17+0.35 5.81+0.16 51.325+2.62 134.76+0.96
36 h 9.974+0.12 6.36+0.65 53.94+3.91 138.92+4.66
48 h 9.72+0.12 6.17+£0.11 56.54+3.17 144.91+£3.11

6.2.3 Efecto de la fase oleosa

La Figura 6.8 muestra el comportamiento de la n™ de la pelicula de GM-Q adsorbida

en la interfase agua-aceite de Canola. Si comparamos estos valores de la n™ con

los obtenidos en la interfase agua-aceite Mineral (Figura 6.3), podemos observar
que, para una misma relacion de biopolimeros, la magnitud de la viscosidad se
incrementa, lo que es indicativo de una adsorcion mayor de los complejos
electrostaticos en la interfase. Lo anterior se debe a que el aceite de Canola presenta
grupos polares que interactuan con la fase acuosa y los complejos GM-Q adsorbidos,
debido a la presencia de los grupos carboxilicos de los acidos oleico, linoleico y

linolénico que constituyen el aceite (Bayourthe y col., 2000; Mariya, 2002).

La Figura 6.9 muestra el comportamiento de las propiedades de fluencia-
capacitancia de las peliculas de biopolimeros adsorbidas en la interfase agua-aceite
de Canola; los parametros de ajuste para el modelo con un tiempo de relajacion se
reportan en la Tabla 6.3. Estos valores confirman que la fase acuosa con los
complejos de biopolimeros GM-Q presenta una mayor interaccion con la fase oleosa
que contiene partes polares, tal es el caso del aceite de Canola, en comparacién con
aquélla que es netamente no polar, como el aceite Mineral. Al igual que la interfase
agua-AM, la estructura de la pelicula formada con 10%GM-0.4%Q presento las

magnitudes mayores en las propiedades reoldgicas interfaciales.
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10%GM vy diferentes concentraciones de Q.

Fase oleosa: Aceite de Canola.

Mezcla de J,x 10* J. x10* t 17, x10*
Biopolimeros (mN/m)” (mN/m)” (s) (mNs/m)
10.0%GM-0.0%Q | 8.05+0.05 3.26+0.08 146.31£1.55 | 216.63+1.67
10.0%GM-0.2%Q |  6.08+0.05 2.2740.10 144.71+1.41 | 279.07+3.08
10.0%GM-0.4%Q |  5.87+0.02 2.1340.11 136.42+2.78 | 335.45+2.04
10.0%GM-0.6%Q |  8.53+0.10 5.64+0.53 92.42+461 | 176.69+1.74
10.0%GM-0.8%Q | 18.95+0.33 | 25.93+1.53 | 65.58+4.51 39.46+2.03
10.0%GM-1.0%Q | 22.14+1.01 30.59+2.18 | 43.73+3.63 17.69+2.14

Tabla 6.3 Parametros de fluencia-capacitancia para las peliculas formadas por soluciones

6.2.4 Microestructura de las peliculas adsorbidas

Aunque la adsorcién de peliculas de proteinas en la interfase agua-aceite es mas
fuerte que la adsorcion en la interfase agua-aire (Ducel y col., 2004), debido a la
penetracion de las colas y/o cabezas hidrofobicas en la fase oleosa, pueden
presentar caracteristicas generales similares (Rouimi y col., 2005). Las Figuras 6.10
Ay 6.10 B muestran las fotografias de la microestructura de las peliculas adsorbidas
en la interfase agua-aire del complejo GM-Q, tomadas en el microscopio electronico
de barrido (MEB).

Todas las peliculas presentaron fracturas como consecuencia del proceso de
secado. Sin embargo, éstas se diferenciaron en algunas de sus caracteristicas, tales
como: su espesor, forma de fractura y homogeneidad. Estas diferencias son el
resultado de como la GM interactua con el Q, y de como el complejo formado se

adsorbe en la interfase.

Como podemos observar en la Figura 6.10A y 6.10B, para las concentraciones de
10%GM-0.2%Q y 10%GM-0.4%Q existe un incremento en el espesor y en la
homogeneidad de la pelicula, en comparacion con aquella formada con 10%GM-

0.0%Q. Este comportamiento en la estructura se debe a una mayor interaccion entre
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ambos biopolimeros cuando se adsorben en la interfase, lo que provoca que se
forme una pelicula con mayores entrecruzamientos. Esto trae como consecuencia un
incremento en la viscosidad aparente interfacial y propiedades de fluencia-

capacitancia interfaciales obtenidas en los analisis previos.

10%GM-0.0%Q 10%GM-0.0%Q

10%GM-0.2%Q

Figura 6.10 A Micrografias de MEB de las peliculas adsorbidas
en la interfase agua-aire.

Para el caso de la pelicula formada con 10%GM-0.6%Q, aunque ésta presenta un
espesor mayor, también presenta una estructura porosa que probablemente se deba

a la disminucion de las interacciones entre la GM y Q. Este fendmeno también se vio
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reflejado en los estudios de las propiedades reoldgicas interfaciales presentandose

como una disminucién en la 77"“ y en los médulos elasticos de la pelicula adsorbida.

Para las concentraciones de 10%GM-0.8%Q y 10%GM-1.0%Q, debido a la
formacion de complejos insolubles que tienden a sedimentarse en la fase acuosa y

no se adsorben en la interfase, no fue posible la obtencién de la pelicula.

10%GM-0.4%Q 10%GM-0.4%Q

Figura 6.10 B Micrografias de MEB de las peliculas adsorbidas

en la interfase agua-aire

6.3 Caracterizacion de las interacciones entre los biopolimeros en emulsiones
Oo/wW

47




6.3.1 Estabilidad de las emulsiones

En la Tabla 6.4 se muestra la variacion en el tamafo promedio volumétrico (D4 3) y las
tasas de coalescencia de los glébulos de la emulsion AM-Agua, para las diferentes
relaciones de biopolimeros con un tiempo de envejecimiento de 30 dias. Se puede
observar que la emulsion formulada con pura goma de Mezquite proporcion6 el Dy 3
menor, el cual fue aumentando conforme se incremento la concentracion de Q. Todos
los sistemas fueron estables, tal y como lo reflejan los valores obtenidos para las

tasas de coalescencia (Sherman, 1968).

El incremento en el D, 3 tiene su explicacion durante la formacion de la emulsion. El
proceso de emulsionamiento esta constituido principalmente por dos etapas. En la
primera etapa existe una deformacion y ruptura de la fase dispersa para dar origen a
las gotas que incrementan el area interfacial del sistema disperso, y la segunda etapa
consiste en la estabilizacion de la nueva interfase formada mediante la adsorcion de
tensoactivos (Tesch y Schubert, 2002). Durante esta segunda etapa, aparentemente
el complejo GM-Q presenta una rapidez de difusidn menor a las interfases aceite-
agua de las gotas de la emulsion recién formadas en comparacién con la velocidad
de las moléculas de GM, provocando que exista una mayor coalescencia incipiente

durante la segunda etapa, dando como resultado un incremento en el diametro (D 3).

Tabla 6.4 Variacion del diametro promedio volumétrico durante un tiempo de envejecimiento

de 30 dias. Emulsiones AM en Agua.

Mezcla de Biopolimeros Diametro D43 (um) Cinética de Coalescencia (s™)
10% GM - 0.0% Q 3.35 +0.01 8.56 x 10°®
10% GM -0.2% Q 3.43+0.01 8.37 x 10°®
10% GM - 0.4% Q 3.45+0.01 8.32x10%
10% GM - 0.6% Q 3.50+0.10 8.10 x 107

El D43 para las emulsiones formadas a partir de AC se presenta en la Tabla 6.5. En

ésta se aprecia que, a diferencia de las emulsiones obtenidas con AM, el sistema
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que presentd el menor diametro fue el formulado con la relacion de 10%GM-0.2%Q,
seguido de las emulsiones con 10%GM-0.4%Q y 10%GM-0.6%Q, y, en todos los
casos, el diametro siempre fue menor que el obtenido por la emulsiéon formada con
10%GM-0.0%Q (Tabla 6.5).

Este comportamiento en D43 se puede fundamentar en el hecho de que el complejo
electrostatico GM-Q interactua mas fuertemente con la fase oleosa constituida por
AC que aquélla constituida por AM. Debido a esto, durante la formacion de las
emulsiones AC en agua, la rapidez de adsorcion en la interfase AC-agua para el
complejo GM-Q es mayor que para la GM, como consecuencia de, por un lado, un
mayor reacomodo de la GM en la interfase, y por otro, la posible interaccion de los
grupos amino del Q con las residuos polares del AC, todo ello promueve un
incremento de la actividad superficial del complejo que se ve reflejado en una

disminucion del tamano del glébulo del sistema disperso.

La disminucion en D43 en las emulsiones AC en agua tiene un maximo a 0.2% Q,
posteriormente existe un ligero incremento del globulo de la emulsion, mientras este
ultimo sufre una neutralizacién en su densidad de carga negativa (aproximadamente
a 0.4%Q) hasta presentar un cambio de signo -“overcharging” (Ogawa y col., 2003) a

concentraciones de 0.6%Q (Ver Figura 6.11).

Tabla 6.5 Variacion del didmetro promedio volumétrico durante un tiempo de envejecimiento

de 30 dias. Emulsiones AC en Agua.

Mezcla de Biopolimeros Diametro D43 (um) Cinética de Coalescencia (s™)
10% GM - 0.0% Q 3.45 +0.01 8.32x 10°®
10% GM - 0.2% Q 3.05+0.04 3.74x 107
10% GM - 0.4% Q 3.14+0.00 9.15x 10
10% GM - 0.6% Q 3.34+0.01 8.59 x 107
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Figura 6.11 Potencial Z de las emulsiones O/W.

6.3.2 Caracterizacion reoldgica de las emulsiones O/W

La region viscoelastica lineal se localizé por debajo de 0.5% de deformacion para
todas las formulaciones. Asi que se decidié aplicar el barrido de frecuencia (0.01-10
Hz) a una deformacion constante de 0.3% para determinar el comportamiento
viscoelastico de los sistemas. La Figura 6.12 muestra el comportamiento
viscoelastico para las emulsiones recién formuladas con AM, la prueba se realiz6
dejando reposar 30 min la emulsién en el redmetro. Como se aprecia, los sistemas
presentan un incremento en los modulos viscoelasticos al aumentar la concentracion
de Q, asi como, exhiben un comportamiento mas elastico que viscoso, reflejado por

valores del médulo de almacenamiento mayores que los del médulo de pérdida.

Todas las emulsiones presentaron una disminucion de los modulos viscoelasticos al
disminuir la frecuencia, la dependencia de estas propiedades respecto a la
frecuencia se increment6 al aumentar la concentracion de Q. Otsubo (1990) reportd
que, a bajas deformaciones, una funcionalidad de las propiedades viscoelasticas

independiente de la frecuencia (regiones con “mesetas”) es el resultado de que el
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sistema presenta una red estructural rigida caracteristica de un gel fuerte con
tiempos de relajacion largos. Sin embargo, ninguna de las emulsiones formuladas en
este analisis presentaron dicho comportamiento, mas bien formaron estructuras
caracteristicas de un gel débil. Este comportamiento es el resultado de que los
complejos electrostaticos de GM-Q se adsorben en mas de una gota formando
estructuras floculadas tridimensionales. La disminucion de G’ al disminuir la
frecuencia es indicativo de que las uniones entre las gotas de la emulsién estan
constantemente formandose y rompiéndose (uniones reversibles), y que estas

uniones pueden relajarse mediante energia térmica (Otsubo, 2001).
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Figura 6.12 Comportamiento viscoelastico para las diferentes formulaciones de emulsiones

AM-Agua. Un dia después de su formacion.
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La Figura 6.13 muestra la dependencia de tand en funcion de la frecuencia, la
adicion de Q provocd un incremento en el comportamiento elastico de las
emulsiones, lo cual se puede apreciar por los valores menores de tand que
presentan las emulsiones formuladas con el complejo GM-Q en comparacion con la

emulsion que solo contiene GM.
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Figura 6.13 Comportamiento de tand para las diferentes formulaciones de emulsiones AM-

Agua. Un dia después de su formacion.

En la Figura 6.14 se muestra el comportamiento de los moédulos en funcion del
tiempo de envejecimiento para todas las emulsiones AM en Agua, como se puede
observar, la emulsién formulada con 10%GM-0.6%Q presenta una disminucién en
los médulos viscoelasticos que probablemente se deba a una ligera presencia de los

mecanismos de coalescencia como resultado de una mayor floculacion de los

52




glébulos de la emulsion en comparacion con los demas sistemas, tal como lo refleja

la tasa de coalescencia ( Tabla 6.4).

Para el caso de la emulsibn AM en agua formulada con 10%GM-0.4%Q, el ligero
incremento en G° durante el tiempo de envejecimiento posiblemente es
consecuencia de un ligero incremento en la formacién de agregados debido a la
adsorcion de moléculas del complejo GM-Q en mas de una gota de aceite. Sin
embargo, la energia requerida para la formacion de estas uniones intergotas es baja,
manteniendo la reversibilidad de la floculacién en el sistema disperso, la cual puede
ser eliminada mediante una pequefa agitacion. Es por ello que la variacién en Dy 3
respecto al tiempo fue despreciable. De lo anterior podemos inferir que ocurre la
formacion de una pelicula viscoelastica alrededor de las gotas de la emulsion, que le
brinda una mayor proteccion contra la coalescencia a pesar del incremento de los
mecanismos de floculacién, corroborando, de esta forma, los resultados obtenidos en
el analisis interfacial en el que la pelicula formada con 10%GM-0.4% presento la

mayor 77"“ y los mayores médulos elasticos.

Las emulsiones formuladas con AC y una concentracion de 0-0.4% Q exhibieron un
mayor caracter elastico que viscoso y presentaron una ligera dependencia en los
modulos viscoelasticos con respecto a la frecuencia, los cuales tuvieron una pequefa
disminucion al aumentar esta ultima (Figura 6.15). La poca dependencia de G’
respecto a la frecuencia se debe a la adsorcion mas fuerte del complejo GM-Q en la
interfase agua-AC que aumenta las fuerzas de van der Waals, asi como a la
existencia de una mayor interaccion intergotas que disminuye la movilidad del
sistema (Blijdenstein y col., 2004). La emulsion formulada con 10%GM-0.4%Q
presentd un mayor valor en sus propiedades elasticas, tal y como se muestra en la
Figura 6.16.
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La emulsion formada con 10%GM-0.6%Q presentdé un comportamiento totalmente
diferente, pues el médulo G'disminuyé drasticamente y tuvo un comportamiento
viscoelastico altamente dependiente de la frecuencia. A frecuencias mayores de 0.1
Hz, G' fue menor que G”(valores de tand mayores a uno), indicando que en este
intervalo de frecuencia la emulsion es predominantemente viscosa en su naturaleza
(Figura 6.16). Dicho comportamiento probablemente se deba a que los complejos
electrostaticos no adsorbidos forman una regién de agotamiento alrededor de las
gotas de la emulsion que induce una atraccion débil de las fuerzas intergota,
provocando una mayor movilidad en el sistema que da como resultado una alta
dependencia de G’ con respecto a la frecuencia, y que, a altas frecuencias, esta

movilidad le proporcione a la emulsidon un mayor caracter viscoso.
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Figura 6.16 Comportamiento de tand para las diferentes formulaciones de las

emulsiones AC-Agua.

La Figura 6.17 muestra la variacion de los moédulos viscoelasticos respecto al tiempo
de envejecimiento para las emulsiones AC en agua. Como se puede observar, los
sistemas formados con 10% GM y 0-0.4% Q conservan el mismo estado de

floculacidn durante el tiempo, tal y como lo muestra la poca variacion de Gy G

El comportamiento de la viscosidad vs velocidad de cizallamiento de las emulsiones

aceite-en-agua se muestra en la Figura 6.18. Los sistemas fueron ajustados al
modelo de Ostwald-de Waele (7 =k(y)"). Las formulaciones con concentraciones de

0-0.4% Q, exhibieron un comportamiento Newtoniano en la viscosidad,
independientemente del tipo de fase oleosa, mientras que los sistemas con 0.6% Q
reflejan un comportamiento mas reoadelgazante, tal como lo indica el factor de flujo n

obtenido del modelo ajustado.
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La viscosidad de las emulsiones permanecio practicamente igual con el tiempo de
envejecimiento, lo cual confirma que la tasa de coalescencia de los sistemas es
relativamente baja, y los bajos valores obtenidos para el potencial Z reportados en la
Figura 6.11, dan inferencia de que la estabilidad de las emulsiones es provocada por

efectos estéricos y no por electrostaticos.

6.4 Seleccion de la concentracion del tensoactivo lipofilico.

Se encontré que el Span brinda las mejores propiedades de estabilidad en las
emulsiones formuladas con aceite Mineral, mientras que el Grinsted proporciona
mayor estabilidad cuando se utiliza aceite de Canola como fase continua. Las
cinéticas de coalescencia fueron de 10° y 10" para las emulsiones AM-Agua y AC-
Agua, respectivamente. Para ambos tensoactivos, las emulsiones formuladas con
concentraciones de 0.5% y 1.0% mostraron una desestabilizacién por cremado,

seguida de una separacion de las fases.

La Figura 6.19 muestra el comportamiento del tamafio de gota de las emulsiones en
funcion del tiempo. El D43 disminuye al aumentar la concentracion del tensoactivo
lipofilico, presentando una diferencia menor 1% entre las concentraciones de 8 vy
10% (p/p). En general, para una misma concentracion de tensoactivo, los diametros
fueron menores para las emulsiones formuladas con AC y Grinsted que aquéllas que

contienen AM y Span.

La Figura 6.20 muestra el comportamiento de la viscosidad compleja en funcién del
barrido de esfuerzo. Las emulsiones Agua-AM con concentraciones mayores de 1%
de Span, presentaron un comportamiento mas elastico que viscoso a bajos esfuerzos
de deformacion (esfuerzos menores a 1 Pa, en este intervalo los valores de /7*/
son mayores a 1), a esfuerzos mayores, predominé el caracter viscoso. Muchas
estructuras fluidas como las suspensiones muestran un comportamiento
viscoelastico nolineal cuando son sometidas a deformaciones grandes. La rapida
disminucion de la viscosidad compleja puede relacionarse con el rompimiento de la

estructura interna del sistema (Otsubo,2001).
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Las emulsiones Agua-AC presentaron una independencia de las propiedades
viscoelasticas bajo el esfuerzo de deformacion aplicado, reflejado por la no variacion
de la viscosidad compleja, lo cual nos permite inferir que la estructura interna del
sistema disperso se mantiene estable. Todos los sistemas, sin importar la fase
oleosa utilizada, mostraron un incremento en el caracter elastico al aumentar la
concentracion del tensoactivo lipofilico lo cual se ve reflejado en un aumento en el

valor de la viscosidad compleja.

6.5 Formulacién y caracterizacion de la emulsion W3/O/W,

De acuerdo con los analisis previos, para formar la emulsion primaria W4/O se
selecciond la concentracion de 8% (p/p) de Span cuando la fase oleosa es AM,y 8%
(p/p) de Grinsted para el caso de AC. Durante la segunda etapa de emulsionamiento,
se utilizaron las mezclas de 10%GM-0.4%Q y 10%GM-0.0%Q en la fase acuosa W,

para formar la emulsion multiple (W1/O/Wy).

El rendimiento de las emulsiones multiples, definido como la relacién entre el D3 /D43
del glébulo interno y externo respectivamente, se muestra en la Figura 6.21. Los
sistemas formulados con AM se desestabilizaron a los 15 dias de su formulacion,
aproximadamente. Mientras que aquéllos que se formularon con AC, presentaron
una mayor estabilidad. El mayor rendimiento, determinado por la no variacion de la
relacion D3 /D43 durante el tiempo, fue obtenido para la formulacion que consta de
AC y Grinsted para la formacion de la emulsion primaria, y 10%GM-0.4%Q en la

emulsion secundaria (Ver Figura 6.21).

La morfologia que presentaron las emulsiones multiples formuladas con AM y Span
fueron del tipo B (ver Figura 6.22). La desestabilizacion presentada por estos
sistemas se debid a la coalescencia de los glébulos externos y la expulsion de los
glébulos internos, reflejada por una disminucién D3 /D43 , este fendmeno lo presentd
principalmente el sistema W4/O/W; formulado con AM y ausencia de Q. La emulsién
formulada con AM y la mezcla de biopolimeros 10% GM-0.4% Q presentaron poca

variacion en el D43 del globulo externo y una coalescencia de los globulos internos,
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lo cual origind un incremento en la relacion D3 ,/Ds3 (Figura 6.21), seguida de una
expulsion de estos ultimos que conlleva a la desestabilizacion del sistema disperso

multiple a una emulsion sencilla O/W.
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Figura 6.21 Rendimiento de las emulsiones multiples W4/O/W5.

Los sistemas multiples formulados con AC y Grinsted fueron estables durante el
periodo de tiempo de envejecimiento analizado (30 dias). La presencia de complejos
electrostaticos entre la GM y Q en la formulacién de la emulsion W4/O/W, genera la
formacion de una membrana polimérica que se adsorbe alrededor de los glébulos
externos de la emulsién, la cual brinda un mayor control del transporte difusivo de
agua entre la fase acuosa interna y externa provocados por los gradientes osméticos
(Ver Figura 6.23). De igual forma, se ven disminuidos los fendmenos de floculacion y
coalescencia, por lo que el sistema present6é una estabilidad alta, reflejada en la no
variacion en la relacion D3,/D43; la morfologia presentada por la emulsion multiple

fue del tipo C, la cual se mantuvo sin variacion en el tiempo.
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Figura 6.22 Emulsiones W/O/W, formuladas con AM y Span.
Con 10%GM-0.0%Q (a) Dia 1 y (b) Dia 15. Con 10%GM-0.4%Q (c) Dia 1 y (d) Dia 15.

La ausencia de Q en la formulacion de la emulsién multiple provocd un ligero
transporte de agua entre las fases acuosas interna y externa, provocando una ligera
coalescencia tanto en los gldbulos internos como externos. Lo anterior se reflejo en
el incremento de la relacion D3 »/D4 3; La morfologia presentada por el sistema fue del

tipo C inicialmente, cambiando al tipo Ay B con el tiempo.

Las curvas de flujo de las emulsiones W1/O/W, recién formadas se muestran en la
Figura 6.24. Los sistemas formulados con AM y Span exhibieron un comportamiento
reoadelgazante como consecuencia de la deformacion aplicada. Los glébulos de la
emulsion son afectados por la accidén de dos fuerzas opuestas cuando son sometidos
a un flujo de corte estacionario macroscoépico (Pal, 1996), las cuales estan dadas por:

(1) el esfuerzo viscoso de magnitud 7,7, el cual que tiende a deformar en forma
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longitudinal los globulos (7. es viscosidad de la fase continua, 7 es la velocidad de
cizallamiento) y (2) el esfuerzo de magnitud o/R que tiende a minimizar la energia

superficial y, por lo tanto, tiende a mantener los glébulos en forma esférica (c es la
tension interfacial y R es el radio de los globulos). Cuando se incrementa la magnitud
de la velocidad de cizallamiento, los glébulos de las emulsiones empiezan a
elongarse en un grado mayor en la direccion del flujo, dando como resultado una
disminucion en la viscosidad del sistema (caracter pseudoplastico o reoadelgazante).
Este comportamiento reoadelgazante de las emulsiones formuladas con AM y Span
es el resultado del incremento de los mecanismos de floculacion y coalescencia que

tienden a desestabilizar al sistema.

Los sistemas formulados con AC y Grinsted mostraron un comportamiento de flujo
Newtoniano, lo cual es indicativo de que los glébulos de estos sistemas presentan
una mayor resistencia a los esfuerzos de flujo, como consecuencia de la adsorcidn
de la pelicula polimérica en la interfase externa agua-aceite, la cual brinda una mayor
elasticidad a los globulos y en consecuencia, una mayor estabilidad contra los

mecanismos de floculaciéon y coalescencia.

La propiedades fisicoquimicas en las interfases tienen un papel importante en la
estabilidad de la emulsiéon multiple. La elasticidad de las interfase y repulsion estérica
de los globulos son las razones que se anteponen para explicar el incremento en la
estabilidad del sistema disperso (Michaut y col.,2004). Para nuestro caso, estas
propiedades son afectadas por las interacciones entre el tensoactivo utilizado para
formular la emulsion W4./O y la GM o complejo GM-Q usado durante la segunda

etapa de emulsionamiento.

Las estructuras del Span y Grinsted se muestran en la Figura 6.25. El Span es una
molécula mas pequefia que el Grinsted y que presenta una mayor parte hidrofilica, y
por ello tiende a adsorberse en la interfase externa O/W,, compitiendo con el
complejo electrostatico y desplazandolo. Esto provoca que las propiedades
viscoelasticas y la tension interfacial en la interfase O/W, se vean disminuidas

65




resultando en una desestabilizacion del sistema cuando las gotas internas hacen
contacto con la interfase externa (Lawson y Papadopoulos, 2004). Para el caso del
Grinsted, probablemente existe una coadsorcion con la GM y con el complejo GM-Q
que incrementa la barrera energética interfacial aumentando la resistencia contra los
mecanismos de desestabilizacion.

Figura 6.23 Emulsiones W4/O/W, formuladas con AC y Grinsted.
Con 10%GM-0.0%Q : (a) Dia 1, (b) Dia 15y (c) Dia 30. Con 10%GM-0.4%Q : (d) Dia 1,
(e) Dia 15y (f) Dia 30.
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La Figura 6.26 muestra los médulos G’ y G™* de las emulsiones multiples W4/O/W5.
Para todas las formulaciones, el caracter elastico predominé sobre el caracter
viscoso (G’ > G”). La presencia de Q en el sistema da como resultado un aumento en
el caracter elastico (un incremento en G’). Dicho caracter se ve maximizado por la
interaccion del complejo formado por la mezcla de 10%GM-0.4%Q y Grinsted en la
interfase externa agua-AC de la emulsion multiple, tal como lo muestran los valores

de tand reportados en la Figura 27.

10000 E T T T T LU II T T T T Trirr II T T T T Trirr E

1000 J-0-0-0-0-0-o_ ]

EI\I | e .-._.\.‘.\._.-.\.\ ;

E@iO_O/O‘O* 5 (.) .7;\.-.\l\l\l LR N ._.\. o-0-0-0-0°0, ’i

~0-0-0-0-0. =

100 - O-g.g.o-0-8E B L

. ] vV Y Y-y-yy - L Q Q—v—vV 5\5 -2 »-¥-3- E th:

© E ~o-0-Usg- ~M-M=M- M-
a -7VVVvVV\V—V\vvvvvvvvvvav’vv96

N 10 EFA\A A\A A :;A E

o A A, aAAAsha AAt LIRS0 E

> N A A AL A-O-h 1

. 4 \A/A\AfA/ NACA-A- 4

14 , .. ., =

© G G Formulacion

1 —m——0— AC; W, 10% GM-0.0% Q

0.1+ —@——0— AC;W, 10% GM-0.4% Q ]

—A——4— AM; W, 10% GM-0.0% Q

] —v——v— AM, W, 10% GM-0.4% Q ]

0.01 ——rr————— T ————

0.01 0.1 1 10

Frecuencia (Hz)

Figura 6.26 Médulo de almacenamiento vs. frecuencia a una deformacién de 0.3% de las
emulsiones W,/O/W,.

La variacion de los mdédulos viscoelasticos de las emulsiones multiples en funcion del
tiempo de envejecimiento para una deformacion de 0.3% y una frecuencia de 1 Hz,
se muestra en la Figura 6.28. La mayor estabilidad presentada por el sistema
W1/O/W; formulado con el complejo 10%GM-0.4%Q esta en estrecha relacion con

las propiedades de adsorcion del complejo en la interfase agua-aceite. El
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comportamiento reoldgico de los sistemas emulsionados (O/W y W4/O/W;) es
gobernado por la capacidad que tiene el complejo GM-Q de formar una pelicula
adsorbida continua y homogénea alrededor de las gotas de aceite. Las
caracteristicas estructurales de la pelicula adsorbida pueden se determinadas
mediante el analisis de sus propiedades reoldgicas interfaciales: un mayor modulo
elastico interfacial y una mayor viscosidad interfacial son el resultado de la formacién
de una pelicula rigida y homogénea, como consecuencia de una mejor orientacion de
las moléculas en la interfase, y estas propiedades juegan un papel importante para el
control de los mecanismos de desestabilizacion de los sistemas dispersos

(emulsiones y espumas).
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Figura 6.27 Comportamiento de Tand de las emulsiones W4/O/W..

69



1000 7——T——7—1 T T T
° ° ° d
o
-_

100 ;/O I E
1V ° i
=

E VT

= \v
i 03, G G~ Formulacion E
2 —m——0— AC; W, 10% GM - 0.0% Q
0 —®——0— AC; W, 10% GM - 0.4% Q 1

—A——A— AM; W, 10% GM - 0.0% Q

14 Avaf AM; W, 10% GM - 0.4% Q _
A ]

A\A

0.1 T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35
Tiempo (Dias)

Figura 6.28 Variacién de G" y G™” para las emulsiones multiples W4/O/WS.

Frecuencia 1 Hz; Deformacion de 0.3%.

70



VIl CONCLUSIONES

La interaccion entre la GM y Q permitié la formacién de complejos electroestaticos,
capaces de adsorberse en la interfase agua-aceite y formar una pelicula con
propiedades viscoelasticas mas fuertes en comparacioén con aquélla formada a partir
de GM. La naturaleza y conformacion de la pelicula adsorbida es afectada por la
concentracion relativa de ambas macromoléculas, la adicion de Q provoca una mejor
orientacion de las moléculas adsorbidas, dando como resultado, un incremento en
las propiedades reoldgicas interfaciales. Cuando se alcanza la mutua neutralizaciéon
entre ambas macromoléculas, las propiedades de adsorcion del complejo se ven
maximizadas, y al alcanzarse un balance de cargas neto positivo en el sistema éstas
disminuyen. A concentraciones de 0.8% y 1.0% de Q, los complejos que forma con la

GM son insolubles, originando una coacervacion compleja.

Las propiedades reoldgicas interfaciales de las peliculas del complejo GM-Q
adsorbidas en la interfase agua-aceite estan intimamente ligadas con la estabilidad
de las emulsiones W41/O/W,. La pelicula que presentd el mayor moédulo elastico y la
mayor viscosidad aparente interfacial, propiedades exhibidas por la relacién 10%GM-
0.4%Q, proporcioné una mayor eficiencia de encapsulacion de las gotas de aceite y
brindé una mayor estabilidad al sistema disperso.

Finalmente, se estableci® que las modificaciones realizadas a un redmetro
convencional en combinacion con el uso de las ecuaciones que comunmente se
emplean en los estudios reoldgicos interfaciales, permitidé la medicién de las
propiedades de adsorcién de complejos electroestaticos en la interfase agua-aire,
proveyendo de informacion relevante que puede ser usada para la seleccion de
biopolimeros en la formulacion y optimizacion de sistemas dispersos (emulsiones y

espumas).

71



VIIIl PERSPECTIVAS

Algunos estudios inmediatos que se pueden derivar del presente trabajo se

describen a continuacion:

a)

Se puede llevar a cabo la caracterizacion de la adsorcion del complejo GM-Q
en la interfase aceite-agua modificando el pH de la fase acuosa, para poder
establecer con detalle el comportamiento de la estructura por efectos de esta
variable. A pH neutro (pH 7) puede presentarse una disminuciéon en las
propiedades viscoelasticas de la pelicula adsorbida en la interfase, como
consecuencia de una menor adsorcion del complejo GM-Q. A estas
condiciones de solucion, la GM se encuentra en su forma mas extendida y
presenta una mayor solubilidad debido al mayor grado de ionizacién ( Vernon-
Carter y Col., 2000); mientras que el Q presenta una insolubilidad al formar
agregados como resultado de su alto grado de desacetilacion (Fredheim vy
Christensen, 2003). Sin embargo, a un pH intermedio, la GM puede interactuar

en mayor grado maximizando las propiedades viscoelasticas.

Este analisis puede ampliarse si utilizamos Q de diferentes pesos moleculares
y diferentes grados de desacetilaciéon. A menor grado de desacetilacion, el
Quitosano presenta una solubilidad neutra y cierta actividad superficial
(Laplante y col., 2005).

Se puede caracterizar la adsorciébn en la interfase agua-aceite entre el
complejo GM-Q y tensoactivos lipofilicos de bajo peso molecular, modificando
el caracter i6nico o no ionico del tensoactivo. De esta forma, se puede
establecer si existe una competencia por adsorberse en la interfase o existe
una coadsorcion entre las moléculas. En general, aunque la GM y los
tensoactivos presentan actividad superficial y, pueden ser usadas para
estabilizar emulsiones y espumas, los mecanismos por los cuales ocurre esta

estabilizacion son diferentes. Los biopolimeros estabilizan mediante la
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formacion de una pelicula viscoelastica alrededor de los gotas, mientras que
las moléculas de bajo peso molecular lo hacen a través del mecanismo
denominado Gibbs-Marangoni (Golding y Sein, 2004).

Las emulsiones estabilizadas por el complejo electrostatico GM-Q vy
analizadas en este trabajo, pueden ser utilizadas en varias aplicaciones
tecnoldgicas, entre las que destacan: Formacion de peliculas o recubrimientos
comestibles y, obtencion de microencapsulados que permitan proteger y

liberar controladamente principios activos labiles con gran valor agregado.

Una de las ventajas que ofrecen las emulsiones O/W formadas con GM-Q en
la obtencion de peliculas comestibles, es que puede ser usadas como una
matriz de incorporacion de aditivos y agentes antimicrobianos que pueden ser
liberados en forma controlada. Los estudios ha realizar serian: establecer una
interrelacion entre las propiedades viscoelasticas y difusion de la emulsion con
la permeabilidad al vapor de agua de las peliculas; analizar el efecto de la
modificacion de la fase oleosa, utilizando un componente mas hidrofobico (ej.
Cera de candelilla) y podria adicionarse algun plastificante (ej. Sorbitol y/o

glicerol).

Para el caso de la obtencibn de microencapsulados, se contempla la
formacion de una emulsion O/W cuando el compuesto activo es liposoluble, y
de la formaciéon una emulsion multiple agua-aceite-agua (W+4/O/W;) si el
principio activo es hidrosoluble. En ambos casos, el complejo GM-Q puede
formar una estructura que inhiba los factores de degradacién a los que se ven
expuestos los materiales que se busca proteger. En estos analisis podemos
caracterizar la difusion de agua entre las fase acuosa interna y externa en la
emulsion multiple, modificando la fuerza i6nica y pH de la solucién, entre otras

determinaciones.

73



IX REFERENCIAS

Baeza, R.l.; Carp, D.J.; Pérez, O.E. y Pilosof, A.M.R. k-Carrageenan-Protein
interactions: Effect of Proteins on Polysaccharide Gelling and Textural
Properties. Lebensmittel Wissenschaft und Technologie, 35 (2002) 741-747.

Baeza, R.l.; Carrera, C.; Pilosof, A.M.R. y Rodriguez-Patino, J.M. Interactions of
Polysaccharides with B-lactoglobilina spread Monolayers at the Air-Water
Interface. Food Hydrocolloid, 18 (2004) 959-966.

Baeza, R.l.; Carrera, C.; Pilosof, A.M.R. y Rodriguez-Patino, J.M. Interactions of
Polysaccharides with p-lactoglobilina Adsorbed Films at the Air-Water
Interface. Food Hydrocolloids, 19 (2005) 239-248.

Bayourthe, C.; Enjalbert, F. y Moncoulon, R. Effects of Different Forms of Canola
Oil Fatty Acids Plus Canola Meal on Milk Composition and Physical
Properties of Butter. Journal of Dairy Science, 83 (2000) 890-896.

Beristain, C. I.; Azuara, E. y Vernon-Carter, E. J. Effect of Water Activity on the
Stability to Oxidation of Spray-dried Encapsulated Orange Peel Oil Using
Mezquite Gum (Prosopis juliflora) as Wall Material. Journal of Food Science,
67 (2002) 206-211.

Beristain, C.l.; Garcia, H.S. y Vernon-Carter, E.J. Spray-dried Cardamom Essential
Oil Mezquite (Prosopis juliflora) Gum. Lebensmittel Wissenschaft und
Technologie, 34 (2001) 398-401.

Blijdenstein, T. B. J.; van der Linden; van Vliet, Tom y van Aken, G. A. Scaling
Behavior of Delayed Demixing, Rheology, and Microstructure of Emulsions
Flocculated by Depletion and Bridging. Langmuir, 20 (2004) 11321-11328.

Burgess, D. J.; Sahin, N. Interfacial Rheological and Tension Properties of Protein
Films. Colloid Interface Science, 189 (1997) 74-82.

Burguess, D.J. y Carless, J.E. Microelectrophoretic Studies of Gelatin and Acacia
for the Prediction of Complex Coacervation. Journal of Colloid and Interface
Science, 98 (1984) 1-8.

Castellan, G.W. Fisicoquimica. ed. Addison-Wesley. 2% Edicion. (1987).

74




Chen, J.; Dickinson, E. Surface Shear Viscosity and Protein-Surfactant Interactions
in Mixed Protein Films Adsorbed at the Oil-Water Interface. Food
Hydrocolloids, 9 (1995) 35-42.

Chen, J.; Dickinson, E. Viscoelastic Properties of Protein-Stabilized Emulsion:
Effect of Protein-Surfactant Interactions. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 46 (1998) 91-97.

Chen, Y.C.; Wang, C.H.; Lai, L.S. y Lin, K.W. Rheological Properties of Chitosan
and its Interaction with Porcine Myofibrillar Proteins as Influenced by
Chitosan’s Degree of Deacetylation and Concentration. Journal of Food
Science, 68 (2003) 826-831.

Cho, Y.H. y Park, J. Evaluation of Process Parameters in the O/W/O Multiple
Emulsion Method for Flavor Encapsulation. Journal of Food Science, 68
(2003) 534-538.

Coma, V.; Martial-Gros, A.; Garreau, S.; Copinet, A.; Salin, F. y Deschamps, A.
Edible Antimicrobial Films Based on Chitosan Matrix. Journal of Food
Science, 67 (2002) 1162-1169.

Cournarie, F.; Savelli, M. P.; Rosilio, V.; Bretez, F.; Vauthier, Ch.; Grossiord, J.L.; y
Seiller, M. Insulin-loaded W/O/W Multiple Emulsions: Comparison of the
Performances of Systems Prepared with Medium-chain-triglycerides and
Fish Oil. European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics, 58
(2004) 477-482.

Courthaudon, J.L.; Dickinson, E. y Christie, W.W. Competitive Adsorption of
Lecithin and B-Casein in Oil-in-Water Emulsions. Journal of Agricultural and
Food Chemistry, 39 (1991) 1365-1368.

Dickinson, E. Adsorbed Protein Layers at Fluid Interfaces: Interactions, Structure
and Surface Rheology. Colloids and Surfaces, 15 (1999) 161-176.

Dickinson, E. Hydrocolloids at Interfaces and the Influence on the Properties of
Dispersed Systems. Food Hydrocolloids, 17 (2003) 25-39.

Dickinson, E. Progress in the Formulation of Food Emulsions and Foams. Food
Technology, Septiembre (1985) 75-81.

75




Dickinson, E. Protein-polysaccharide Interactions in Food Colloids. Food Colloids
and Polymers Stability and Mechanical Properties. En: E. Dickinson y P.
Walstra (eds.). Elsevier Science LTD, Inglaterra, (1993) 77-83.

Dickinson, E. y Tanai, S. Protein Displacement from the Emulsion Droplet Surface
by Oil-soluble and Water-soluble Surfactants. Journal of Agricultural and
Food Chemestry, 40 (1992) 179-183.

Ducel, V.; Richard, R.; Popineau, Y. y Boury, F. Rheological Interfacial Properties
of Plant Protein-Arabic Gum Coacervates at the Oil-Water Interface.
Biomacromolecules, 6 (2005) 790-796.

Ducel, V.; Richard, R.; Popineau, Y. y Boury, F. Adsorption Kinetics and
Rheological Interfacial Properties of Plant Protein at the Oil-Water Interface.
Biomacromolecules, 5 (2004) 2088-2093.

Euston, S. E.; Singh, H.; Munro, P. A.; Dalgleish, D.D. Competitive Adsorption
Between Sodium Caseinate and Oil Soluble and Water Soluble Surfactants
in Qil-in-Water Emulsions. Journal of Food Science, 60 (1995) 1124-1131.

Fauconnier, M.; Blecker, Ch.; Groyne, J.; Razafindralambo, H.; Vanzenveren, E;
Paquot, M. Characterization of Two Acacia Gums and Their Fractions Using
a Langmuir Film Balance. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 48
(2000) 2709-2712.

Florence, A.T; y Whitehill, D.. Some Features of Breakdown in Water-in-Oil-in-
Water Multiple Emulsions. Journal of Colloid and Interface Science, 79
(1981) 243-256.

Fredheim, G. E. y Christensen, B. E. Polyelectrolyte Complexes: Interactions
Between Lignosulfonate and Chitosan. Biomacromolecules, 4 (2003) 232-
239.

Garti, N. Double Emulsion-Scope, Limitations and New Achievements. Colloids
and Surfaces A, 123-124 (1997) 233-246.

Garti, N. Progress in Stabilization and Transport Phenomena of double emulsion in
Food Applications. Lebensmittel Wissenschaft und Technologie, 30 (1997)
222-235.

76




Girardet, J.M.; Humbert, G.; Creusot, N.; Chardot, V.; Campagna, S,
Courthaudon, J.L. y Gaillard, J.L. Dilational Rheology of Mixed f-
Casein/Tween 20 and B-Casein (f114-169)/Tween 20 Films at Oil-Water
Interface. Journal of Colloid and Interface Science, 243 (2001) 515-522.

Girard, M.; Tuergeon, S.L. y Paquin, P. Emulsifying Properties of Whey Protein-
Carboxymethylcellulose Complexes. Journal of Food Science, 67 (2002)
113-119.

Goddard, E.D. Polymer/Surfactant Interaction. Interfacial Aspects. Journal of
Colloid and Interface Science, 256 (2002) 228-235.

Golding, M. y Sein, A. Surface Rheology of Aqueous Casein-monoglyceride
Dispersion. Food Hydrocolloids, 18 (2004) 451-461.

Hemart, Y.; Hall, C.E.; Munro, P.A. y Singh, H. Small and Large Deformation
Rheology and Microstructure of «-Carrageenan Gels Containing
Commercial Milkprotein Products. International Dairy Journal, 12 (2002)
371-381.

Ibanoglu, E.; Rheological Behaviour of Whey Protein Stabilized Emulsions in the
Presence of Gum Arabic. Journal of Food Engineering, 52 (2002) 273-277.

Jager-Lezer, N.; Terisse, |.; Bruneau, F.; Tokgoz, S.; Ferreira, L.; Clausse, D.;
Seiller, M. y Grossiord, J.L. Influence of Lipophilic Surfactant on the Release
Kinetics of Water-Soluble Molecules Entrapped in a W/O/W Multiple
Emulsion. Journal of Controlled Release, 45 (1997) 1-13.

Jones, D. B. y Middelberg, A. Direct Determination of the Mechanical Properties of
an Interfacially Adsorbed Protein Film. Chemical Engineering Science, 57
(2002) 1711-1722.

Kruif, C.G.; Tuinier, R. Polysaccharide Protein Interactions. Food Hydrocolloids, 15
(2001) 555-563.

Langevin, D. Influence of Interfacial Rheology on Foam and Emulsion Properties.
Advances in Colloid and Interface Science, 88 (2000) 209-222.

Laplante, S.; Turgeon, S.L. y Paquin, P. Emulsion Stabilizing Properties of Various
Chitosans in the Presence of Whey Protein Isolate. Food Hydrocolloids, 19
(2005) 425-434.

7




Lawson, L. B. y Papadopoulos, K. D. Effects of Phospholipid Cosurfactant on
External Coalescence in Water-in-Oil-in-Water Double-Emulsion Globules.
Colloids and Surfaces A: Physicochemical Aspects, 250 (2004) 337-342.

Lindenstruth, K. y Muller, B.W. W/O/W Multiple Emulsions with Diclofenac Sodium.
European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics, 58 (2004) 621-
627.

Loren, N.; Altskar, A. y Hermansson A.M. Structure Evolution During Gelation at
Later Stages of Spinodal Decomposition in Gelatin/maltodextrin Mixtures.
Macromolecules, 34 (2001) 8117-28.

Lobato-Calleros, C.; Aguirre-Mandujano, E.; Vernon-Carter, E.J. y Sanchez-
Garcia, J. Viscoelastic Properties of White Fresh Cheese Filled with Sodium
Caseinate. Journal of Texture Studies, 31 (2000) 379-390.

Martin, A. y van Vliet, T. Interfacial Rheological Properties of Adsorbed Protein
Layers and Surfactants: A Review. Advances in Colloid and Interface
Science, 91 (2001) 437-471.

Mariya M. y Nikolay J. Creating a Yield Stress in Liquid Oils by the Addition of
Crystallisable Modifiers. Journal of Food Engineering, 51 (2002) 235-237.

Martin, A.H.; Grolle, K.; Bos, M.A.; Cohen, M.A. y van Vliet, T. Network Forming
Properties of Various Proteins Adsorbed at the Air/Water Interface in
Relation to Foam Stability. Journal of Colloid and Interface Science, 254
(2002) 175-183.

Matsumoto, S.; Kang, W.W. Formation and Aplications of Multiple Emulsions.
Journal of Dispersion and Science Technology, 10 (1983) 455-482.

Mc Clements, D. J. Food Emulsions: Principles, Practices, and Techniques. CRC
Press (1999).

Michaut, F.; Perrin, P y Hébraud, P. Interface Composition of Multiple Emulsions :
Rheology as a Probe. Langmuir, 20 (2004) 8576-8581.

Murray, B.S. y Dickinson, E. Interfacial Rheology and the Dynamic Properties of
Adsorbed Films of Food Proteins and Surfactants. Food Science
Technology, 2 (1996) 131-145.

78




No, H.K,; Park, N.Y.; Lee, S.H.; Hwang, H.J. y Meyers, S.P. Antibacterial Activities
of Chitosans and Chitosan Oligomers with Different Molecular Weights on
Spoilage Bacteria Isolated from Tofu. Journal of Food Science, 67 (2002)
1511-1514.

Norton, I.T. y Frith, W.J. Microstructure Design in Mixed Biopolymer Composites.
Food Hydrocolloids, 15 (2001) 543-53.

Ogden, L. G. y Rosenthal, A. J. Interactions Between Tristearin Crystals and
Proteins at the Oil-Water Interface. Journal of Colloid and Interface Science,
191 (1997) 38-47.

Ogawa, S.; Decker, E.A. y McClements, D.J. Production and Characterization of
O/W Emulsions Containing Droplets Stabilized by Lecithin-Chitosan-Pectin.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, 52 (2004) 3595-3600.

Okochi, H. y Nakano, M. Preparation and Evaluation of W/O/W Type Emulsions
Containing Vancomycin. Advaced Drug Delivery Reviews, 45 (2000) 5-26.

Orozco-Villafuerte, J.; Cruz-Sosa, F.; Ponce-Alquicira, E. y Vernon-Carter, E. J.
Mezquite Gum: Fractionation and Characterization of the Gum Exuded from
Prosopis laevigata Obtained from Plant Tissue Culture and Wild Trees.
Carbohydrate Polymers, 54 (2003) 323-327.

Otsubo, Y. Elastic Percolation in Suspensions Flocculated by Polymer Bridging.
Langmuir, 52 (1990) 114-118.

Otsubo, Y. Rheology of Colloidal suspensions Flocculated by Reversible Bridging.
Chemical Engineering Science, 56 (2001) 2939-2946.

Ozer, O.; Muguet, V.; Roy, E.: Grossiord, J.L. y Seiller; M. Stability Study of W/O/W
Viscosified Multiple Emulsions. Drug Development and Industrial Pharmacy,
26 (2000) 1185-1189.

Pal, R. Multiple O/W/O Emulsion Rheology. Langmuir, 12 (1996) 2220-2225.

Pal, R. Linear Viscoelastic Behavior of Multiphase Dispersions. Journal of Colloid
and Interface Science, 232 (2000) 50-63.

Pérez-Alonso, C.; Baez-Gonzalez, J. G.; Beristain, C. I.; Vernon-Carter, E. J. y
Vizcarra-Mendoza, M. G. Estimation of the Activation Energy of

Carbohydrate Polymers Blends as Selection Criteria for Their Use as Wall

79




Material for Spray-dried Microcapsules. Food Carbohydrates, 53 (2003)
197-203.

Petkov, J. T.; Danov, K. D.y Denkov, N. D. Precise Method for Measuring the
Shear Surface Viscosity of Surfactant Monolayers. Langmuir, 12 (1996)
2650-2653.

Plucknett, K.P. y Normand, V. Plane Stress Essential Work at Fracture of ‘Pseudo-
ductile’ Gelatin/maltodextrin Biopolymer Gel Composites. Polymer, 41
(2000) 6833-6841.

Rodriguez-Patino, J. M. y Rodriguez-Nifio, M. R. Interfacial Characteristics of Food
Emulsifiers (Proteins and Lipids) at the Air-Water Interface. Colloids and
Surfaces B: Biointerfaces, 15 (1999) 235-252.

Rodriguez-Patino, J. M.; Rodriguez-Nifio, M. R. y Carrera Sanchez, C. Protein-
emulsifier interactions at the air-water interface. Current Opinion in Colloid
and Interface Science, 8 (2003) 387-395.

Rodriguez-Hueso, M.E.; Pedroza-Islas, R.; Prado-Barragan,L.A.; Beristain, C.I. y
Vernon-Carter, E.J. Microencapsulation by Spray Drying of Multiple
Emulsions Containing Carotenoids, Journal of Food Science, 69 (2004)
351-359.

Rodriguez-Patino, J.M.; Carrera-Sanchez, C.; Rodriguez-Nifio, M.R. y Cejudo-
Fernandez, M. Structural and Dynamic Properties of Milk Proteins Spread at
the Air—-Water Interface. Journal of Colloid and Interface Science, 242
(2001) 141-151.

Rosano, H.L; Gadolfo, F.; Hidrot, P. Stability of W4/O/W, Multiple Emulsions
Influence of Ripening and Interfacial Interactions. Colloids and Surfaces,
138 (1998) 109-121.

Roth S.; Murray, B. S.; and Dickinson, E. Interfacial Shear Rheology of Aged and
Heat-Treated B-Lactoglobulin Films: Displacement by Nonionic Surfactant.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, 48 (2000) 1491-1497.

Rouimi, S; Schorsch, C; Valentini, C. y Vaslin, S. Foam stability and interfacial
properties of milk protein—surfactant systems. Food Hydrocolloids, 19 (2005)
467-478.

80




Sahin, H. y Ozdemir, F.; Effect of some Hydrocolloids on the Rheological
Properties of Different Formulated Ketchups. Food Hydrocolloids, 18 (2004)
1015-1022.

Samant, S.K., Singhal, R.S.; Kulkarni, P.R.; Rege, D.V. Protein-Polysaccharide
Interactions: A New Approach in Food Formulations. International Journal of
Food Science and Technology, 28 (1993) 547-562.

Sanchez-Gonzalez, J., Cabrerizo-Vilchiz, M. A. y Galvez-Ruiz, M. J. Evaluation of
the Interactions Between Lipids and B-Gobulin Protein at the Air-Liquid
Interface. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 12 (1999) 123-138.

Schmitt, C.; Sanchez, C. y Lamprecht, A. Study of p-Lactoglobulin/Acacia Gum
Complex Coacervation by Diffusing Wave Sectroscopy and Confocal
Scanning Laser Microscopy. Colloid Surfaces B: Biointerfaces, 20 (2001)
267-80.

Sela, Y.; Magdassi, S. y Garti, N. Release of Markers from the Inner Water Phase
of W/O/W Emulsions Stabilized by Silicone Based Polymeric Surfactants,
Journal of Controlled Release, 33 (1995) 1-12.

Sherman, P. General Properties of Emulsions and Their Constituents. In P
Sherman (Ed.), Emulsion Science. London, England: Academic Press.
(1968).

Srinivasan Damodaran. Protein Stabilization of Emulsions and Foams. Journal of
Food Science, 70 (2005) 54-65.

Sydner, R.; Cairmann. Chemistry and Physics of Interfaces. Ed. American
Chemical Society Publications. 1971.

Takayuki; Ryouichi Machida; Hiroshi Ozawa; Yoshiaki Kawashima; Tomoaki Hino;
Hirofomi Takeuchi; Toshiyuki Niwa. Improvement of the Stability of Water-in-
Oil-in-Water Multiple Emulsions by the Addition of Surfactants in the Internal
Aqueous Phase of the Emulsions. International Journal of Pharmaceutics,
93 (1993) 61-74.

Tedajo, G.M.; Seiller, M.; Grossiord, J. L. pH Compartmented W/O/W Multiple
Emulsion: A Diffusion Study. Journal of Controlled Release, 75 (2001) 45-
53.

81




Tesch, S. y Schubert, H. Influence of Increasing Viscosity of the Aqueous Phase
on the Short-term Stability of Protein Stabilized Emulsions. Journal of Food
Engineering, 52 (2002) 305-312.

Thongngam y M; McClements, D.J. Characterization of Interactions between
Chitosan and an Anionic Surfactant. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 52 (2004) 987-991.

Tolstoguzov, V. Foods as Dispersed System: Thermodynamics Aspects of
Composition-Property Relationships in Formulated Food. Journal of thermal
Analysis and Calorimetry, 16 (2000) 397-409.

Tolstoguzov, V. Some Thermodynamic considerations in Food Formulation. Food
Hydrocolloids, 17 (2003) 1-23.

Turgeon, S. L.; Beaulieu, M.; Schmitt, C.; Sanchez, C. Protein -polysaccharide
Interactions: Phase-Ordering Kinetics, Thermodynamic and Structural
Aspects. Current Opinion in Colloid Interface Science. 4-5 (2003) 401-414.

Veléz, G.; Fernandez, M.A., y Mufoz, J. Role of Hydrocolloids in the Creaming of
Oil in Water Emulsions. Journal of Agriculture and Food Chemestry, 51
(2003) 265-269.

Vernon-Carter, E. J.; Pedroza-Islas, R., y Beristain, C. l. Mezquite Gum (Prosopis
Gum). En G. Doxastakis y V. Kiosseoglou (Eds.), Novel Macromolecules in
Food Systems Amsterdam: Elsevier (2000) 217-238.

Vernon-Carter, E. J.; Gomez, S. A.; Beristain, C. I.; Mosqueira, G.; Pedroza-lslas,
R. y Moreno-Terrazas, R. C. Color Degradation and Calescence Kinetics of
Aztec Marigold Oleoresin-in-Water Emulsions Stabilized by Mesquite or
Arabic Gums and Their Blends. Journal of Texture Studies, 27 (1996) 625—
641.

Weinbreck, F; Vries,R.; Shrooyen, P. y Kruif, C.G. Complex Coacervation
Between Whey Proteins and Acacia Gum. Biomacromolecules, 4 (2003)
293-303.

Wen, L.; Papadopoulos, K.D. Effects of Surfactants on Water Transport in
W1/O/W; Emulsions. Langmuir, 16 (2000) 7612-7617.

82




Wilde, P.; Mackie, A.; Husband, F.; Gunning, P. y Morris, V. Proteins and
Emulsifiers at Liquid Interfaces. Advances in Colloid and Interface Science,
108-109 (2004) 63-71.

83



APENDICE A

DETERMINACION DE LAS EXPRESIONES QUE DESCRIBEN LA
VISCOSIDAD APARENTE INTERFACIAL Y LAS PROPIEDADES DE
FLUENCIA-CAPACITANCIA INTERFACIAL

El dispositivo adaptado al redmetro permite la aplicacién de un esfuerzo de cizalla
interfacial a la interfase. Despreciando los esfuerzos en las fases contiguas, el

esfuerzo en la interfase esta dado por la expresion:

i M
Ulnt — (1)
27r?

donde M es el momento de fuerza (torque) aplicado para girar al bicono a una

velocidad angular constante en la interfase, el momento de fuerza es medido

directamente por el reémetro Physica MCR 300; o™ es el esfuerzo de cizalla

interfacial y r es la posicion radial localizada entre la geometria bicono y el bafio

(Ry<r<R).

La velocidad de cizalla interfacial en funcién de la velocidad angular (@ ) se expresa

mediante la ecuacion:

int
dy " __du__ do 2)
dt dr dr

Esta velocidad también puede expresarse como una funcion del esfuerzo de cizalla

interfacial como:

d}/int
dt

= f(e™) (3)
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De acuerdo con la ecuacioén (1), la variable r esta dada por:

1
(i

nt

Si derivamos la expresion anterior respecto '™ y sustituimos al momento de fuerza

utilizando la ecuacion (1) tenemos:

dr _ 1 int -1
i ——Er(a ) (5)
int
x ©
r 2 o

Sustituyendo la ecuacién (3) y (6) en la ecuacion (2), podemos obtener la siguiente

ecuacion:

. int
do == £ (oM 92

G (7)

Las cual establece la funcionalidad de la velocidad angular con respecto al esfuerzo

de cizalla interfacial. Integrando la ecuacion (7) entre el radio del bicono R, que se
encuentra girando a una @=Q, y el radio del bafio refrigerante R, con =0

tenemos:

int

=0 oc . dO_int
J, to=] e 1™ G ®
=Q o} oz
int i
1 (%¢c . dalnt
Q=_§J C e 9)
oh o
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donde o™ y oy corresponden al esfuerzo de cizalla interfacial sobre el bafio y el

bicono, respectivamente.

La parte derecha de la ecuacion (9) puede resolverse considerando las siguientes

condiciones:

C.1 Lainterfase es incomprensible y Newtoniana..

C.2 Se establece un perfil de velocidad de cizallamiento en la interfase
independiente del tiempo (Edo. estacionario).

C.3 Lainterfase es plana y homogénea.

C.4 Los efectos inerciales son despreciables comparados con los efectos viscosos.

C.5 Lavelocidad del fluido en el fondo y paredes es cero.

int

Aplicando C.1, C.2 y C.4 podemos establecer la funcion f(o) como:

int

fe'™) =" (10)
n

Sustituyendo esta expresion en la ecuacion (9) y considerando las condiciones C.2,

C.3y C.5, el resultado de la integral es:

1J-a(i:”t oM goint 1 (

Q=-- int int int

int int
2 at 7" o - 2n Tc % ) ()

Esta ecuacion permite la evaluacion de la viscosidad aparente interfacial en términos

de parametros conocidos y medibles por el redbmetro Physica MCR300:

in__ M |1 1
7 _‘W(F% PJ 12
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donde

ot =M/ RY) (13)

ot = M/(Zﬂ R?) (14)

Para la determinacion de la deformacion en la interfase a cualquier tiempo t tenemos

que:

d int int
g_=0i_cm (15)
t 7
Integrando la ecuacion anterior entre los limites t=0 con yi”t(O):O y t=t con

™) =" tenemos:

. ¢ int int
= ogicnt dt = Gicnt t (16)
n n

Sustituyendo las ecuaciones (12) y (13) en la ecuacion (16), podemos evaluar la

deformacion interfacial en términos de parametros conocidos:

. IR?
)= o (17)
(R -R)
donde Qt corresponde al desplazamiento angular del bicono dado por el

angulod(t) como una funcién del tiempo t, el cual es medido directamente por el

redmetro.
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Las ecuaciones (1), (12) y (17) son las ecuaciones clasicas reportadas en los
estudios reoldgicos interfaciales (Martin y col., 2002; Chen y Dickinson, 1995; Ogden
y Rosenthal, 1997; Murray y col., 1985; Vernon-Carter y Sherman, 1981)
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APENDICE B
CALCULO DE LOS PARAMETROS DE FLUENCIA-CAPACITANCIA
INTERFACIAL

La Figura B.1 muestra la curva de capacitancia-relajacion para un comportamiento
viscoelastico. Como podemos apreciar, la regién de aplicacion del esfuerzo esta

subdividida en tres regiones caracteristicas.

(a) La region de capacitancia instantanea J,(A-B)en la cual las bandas de las

moléculas adsorbidas en la interfase son sujetadas a un estiramiento elastico.
Si la deformacion no continda después de este punto la recuperacion de la
estructura la pelicula es completa cuando el esfuerzo de cizallamiento
interfacial es removido.

(b) La region de capacitancia de relajacion o retardo J,(B—C) en las cual las

uniones entre las moléculas adsorbidas son rotas y reformadas.

(c) La region de capacitancia Newtoniana J(C—D). En este punto, las uniones

de las moléculas adsorbidas en la interfase son rotas, el tiempo requerido
para su reestructuracion es mucho mayor que el tiempo de analisis del

experimento, por lo que se establece un perfil de flujo en la interfase.

Para el analisis de las propiedades de fluencia-capacitancia interfaciales realizado en el
presente trabajo, se utiliz6 un modelo que contempla un tiempo de relajacion (regién de

relajacion):

Jt)=J,+J, (1-e")+J, (1)

N :}EO se evaluo directamente del grafico, corresponde al punto de interseccion de la

curva con el eje de las coordenadas adyacentes (Punto B).

89




1S LA L L A L
10% GM -0.2% Q (24 h)
-fp
T 104 Lt -
% o ° ) JC JN
~ EI‘ ...........
°
x Je
g 5:"B ----------- .
'_, -
JO
1a F
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 500 1000 1500 2000
Tiempo (s)

Figura B.1 Curva modelo de fluencia-capacitancia.

NN :y donde 177, es la viscosidad interfacial Newtoniana y se evalu6 del grafico
N

mediante la relacidén de los segmentos:

AF @)

Finalmente, los parametros J, y t, son determinados mediante el ajuste de la

ecuacion (1) a los datos experimentales, utilizando el software Polymath 5.0 (Cache

Corporation, Austin, Texas, E.U.A.)
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APENDICE C
POTENCIAL ZETA

Los coloides estan en todas partes y la medicion del potencial zeta puede ser
utilizado para su conocimiento y control. Entre ellos pueden incluirse complejos
sistemas alimenticios como las emulsiones, biolégicos como la sangre o sistemas
funcionales como las pinturas. En cada caso las propiedades fisicas y funcionales de
los sistemas estan fuertemente afectadas por las propiedades de los coloides. Por su
tamano microscopico, las fuerzas de unién en la superficie del coloide y el liquido son
las que determinan su comportamiento. Uno de los mayores efectos de la superficie
son los fendmenos electroquinéticos. Cada coloide contiene una carga eléctrica que
suele ser de naturaleza negativa, aunque también puede ser positiva. Estas cargas
producen fuerzas de repulsion electrostatica entre los coloides vecinos. Si la carga es
suficientemente elevada los coloides permanecen discretos, dispersos y en
suspension. Reduciendo o eliminando estas cargas se obtiene el efecto opuesto y los

coloides se aglomeran y sedimentan fuera de la suspension.

La Doble Capa. Se usa el modelo de la doble capa para visualizar la atmdsfera
ionica en la proximidad del coloide cargado y para explicar como actuan las fuerzas
eléctricas de repulsidn. Es posible entender este modelo como una secuencia de
etapas que ocurren alrededor de un solo coloide negativo, si los iones que

neutralizan sus cargas son repentinamente sacados.

Veamos primero el efecto del coloide sobre el ion positivo (llamado contra-ion) en la
solucion. Inicialmente, la atraccion del coloide negativo hace que algunos iones
positivos formen una rigida capa adyacente alrededor de la superficie del coloide;
esta capa de contra-iones es conocida como la capa de Stern (Ver Figura C.1). Otros
iones positivos adicionales son todavia atraidos por el coloide negativo, pero estos
son ahora rechazados por la capa de Stern, asi como por otros iones positivos que
intentan acercarse al coloide. Este equilibrio dinamico resulta en la formacién de una

capa difusa de contra-iones. Los contra-iones tienen una alta concentracion cerca de
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la superficie, la cual disminuye gradualmente con la distancia, hasta que se logra un

equilibrio con la concentracion de los contra-iones en el seno de la disolucion.

En forma similar, aunque opuesta, en la capa difusa hay un déficit de iones
negativos, llamados co-iones pues tienen la misma carga que el coloide. Su
concentracion se incrementa gradualmente al alejarse del coloide, mientras que las
fuerzas repulsivas del coloide son compensadas por los iones positivos, hasta
alcanzar nuevamente el equilibrio. La capa difusa puede ser visualizada como una
atmosfera cargada rodeando al coloide. A cualquier distancia de la superficie, la
densidad de carga es igual a la diferencia de concentracidon entre iones positivos y
negativos. La densidad de carga es mucho mayor cerca del coloide y gradualmente
disminuye a cero cuando las concentraciones de iones positivos y negativos se

asemejan.

Los contra-iones de la capa de Stern y de la capa difusa en conjunto dan origen a la
llamada doble capa. El espesor de esta doble capa depende del tipo y concentracion

de los iones de la solucidn.

Contra-lon POSItIVE  =——
Co-lon Negativo 9 @ Q
@
G &
Q "] "] [* ]
. 8 9
Q
Q
Coloide Altamente QQ .
Negativo Q @ Q
@
Q
Capa de Stern 9 S @ <
o@ © 9
Capa Difusa @
o 9 9

lones en Equilibrio Q
con Solucion —[ e Q e &

Figura C.1 Esquema que muestra el modelo de la doble capa.
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El Potencial Zeta. El coloide negativo y su atmosfera cargada positivamente
producen un potencial eléctrico relativo a la solucién. Este tiene un valor maximo en
la superficie y disminuye gradualmente con la distancia, aproximandose a cero fuera
de la capa difusa. La caida del potencial y la distancia desde el coloide es un
indicador de la fuerza repulsiva entre los coloides en funcién de la distancia en la
cual estas fuerzas entran en juego. Un punto de particular interés es el potencial
donde se unen la capa difusa y la de Stern. Este potencial es conocido como el
potencial zeta, el cual es importante porque puede ser medido de una manera muy
simple, mientras que la carga de la superficie y su potencial no pueden medirse
(Figura C.2). El potencial zeta puede ser una manera efectiva de controlar el
comportamiento del coloide puesto que indica cambios en el potencial de la

superficie y en las fuerzas de repulsion entre los coloides.

- Potencial de superficie

Capa de Stern

Potencial Z

Potencial Z
( Baja concentracion)

Potencial
|

Capa difusa

N N I S Y

Distancia del coloide

Figura C.2 Localizacion del potencial Zeta. Dentro de la doble capa.
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La determinacion del potencial zeta puede realizarse mediante la determinacion de la
movilidad electroforética de las particulas coloidales. Esta técnica consiste en la
adaptacion de dos electrodos colocados en los extremos de una camara (celda
electroforética) y conectados a una fuente de poder, creandose un campo eléctrico
que cruza la celda. Los coloides cargados migran en el campo y su movimiento y
direccion estan relacionados con su potencial zeta, la intensidad del campo, la
constante dieléctrica y viscosidad del medio. Todos estos parametros estan

readicionados en la ecuacion de Henry:

_ 2656 (K,)

U
E 3

donde:

¢ es el potencial zeta
U, es la movilidad electroforética

¢ es la constante dieléctrica del sistema

n es la viscosidad

f (K,) es la funcion de Henry, que generalmente presenta valores entre 1.0-1.5
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APENDICE D
PRUEBAS REOLOGICAS DINAMICAS

El comportamiento viscoelastico de los fluidos puede ser determinado mediante la
realizacion de pruebas reoldgicas dinamicas. En estas pruebas, el material es
sometido a un esfuerzo oscilatorio (op) 6 una deformacién oscilatoria () sinusoidal a
una frecuencia determinada (), midiendo el desplazamiento de fase y relacion de

amplitud entre el esfuerzo y deformacion.

Si sometemos a un material viscoelastico a una pequefia deformacion oscilatoria

sinusoidal (t) durante un tiempo t de acuerdo a:

y(t) = yosen(at) (1)
donde » es la amplitud de la deformacién y w es la frecuencia angular, se genera un
esfuerzo con dos componentes: un componente elastico en fase con la deformacion

y un componente viscoso que esta 90° desfasado.

La velocidad de deformacion se obtiene derivando con respecto al tiempo t la

ecuacion 1:

70 =7 = pyocos@) )

Para materiales viscoelasticos, el esfuerzo resultante es sinusoidal con un pequefio

desplazamiento de fase de 6 radianes respecto a la deformacion aplicada:

o (t) = o,5en(at + ) (3)
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en donde oy es el esfuerzo generado por la deformacién aplicada. En términos del
modulo elastico 6 de almacenamiento (G’) y del médulo viscoso 6 de pérdida (G”), el
esfuerzo resultante puede evaluarse como:

o(t) =G'y,sen(wt) + G''y, cos(wt) (4)

Combinando las ecuaciones 3 y 4 tenemos:

G'= [“0} cos(5) (5)
Yo
G'= [%}sen(a) (6)
7o
o
tano = e (7)

El modulo de almacenamiento (G’) expresa la magnitud de energia que es
almacenada por el sistema por ciclo de deformacién, lo cual esta relacionado con el
caracter elastico del sistema. Mientras que el médulo de pérdida (G”) es una medida
de la energia que es perdida por disipacion viscosa por ciclo de deformacion, lo cual
esta relacionado con el caracter viscoso del sistema. Entonces, para un sodlido
elastico ideal, toda la energia es almacenada; esto es, G” es cero y, la deformacion y
esfuerzo estaran en fase. En contraste, para un liquido ideal que no presenta
propiedades elasticas, toda la energia es disipada en forma de calor; esto es, G’ es
cero y, la deformacion y esfuerzo estaran fuera de fase por 90°. Para sistemas
viscoelasticos, el esfuerzo y deformacion estan desfasados por un desplazamiento

menor de 90° (Ver Figura D.1).
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Material Viscoelastico

Figura D.1 Representacion esquematica de la respuesta del esfuerzo a una

deformacién aplicada.
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