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Resumen

Se formularon emulsiones multiples W4/O/W, que permitieron la
encapsulacion de carotenoides naturales hidro y lipodispersables, estabilizando la
emulsién interna (W4/QO) con una mezcla de emulsificantes de bajo peso
molecular, y la emulsion multiple con una mezcla de biopolimeros. La fase acuosa
de la emulsion W1/O contuvo carotenoides saponificados de flor de cempasuchil, y
la fase oleosa intermedia de la emulsion W;/O/W; contuvo carotenoides
esterificados de chile. La concentracion total de carotenoides en la emulsion
multiple fue de 0.5% en una relacién de 1:2:6 carotenoides hidrosolubles a
carotenoides liposolubles. La formaciéon de la emulsién multiple se hizo por el
método de dos etapas, en donde inicialmente se forma la emulsién interna (W4/0)
y esta se agrega a una solucion acuosa de biopolimeros para obtener la emulsion
multiple (W4/O/W5).

La estabilidad y tamafio de particula de la emulsién interna W4/O son
criticos en la estabilidad de la emulsion W4/O/W,. En este trabajo se establecio
que una emulsién interna estable con tamafio de particula muy pequerio alrededor
de 0.1 ym se podia obtener con una fraccion volumétrica de la fase acuosa de 0.2,
una relacion de agente emulsificante hidrofilico (Panodan SDK) a emulsificante
lipofilico (Grinsted PGPR) de 20:80 a una concentracion del 8% (p/p), e
incorporando goma gelana al 0.4%(p/p) en la fase acuosa. Esta emulsion se
homogenizé con un homogenizador de alto corte a 5800 rpm por 8 min.

La estabilidad de la emulsién multiple W4/O/W; depende en gran medida de
que su tamaro de particula sea lo suficientemente grande para poder contener
una concentracion elevada de gotas de emulsion sencilla W4/O, pero que a la vez
que la capa adsorbida de biopolimeros sea lo suficientemente gruesa vy
viscoelastica para estabilizar la emulsion cinéticamente. En este trabajo se

encontré que el uso de una mezcla del polisacarido goma de mezquite en
iv
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combinacién con la proteina de suero de leche en una relacion 40:60 en una
concentracion del 25% (p/p) resultaba en una emulsion multiple estable con un
adecuado tamafo de particula alrededor de 3 pm cuando la fraccion volumétrica
de emulsién interna fue de 0.2. Esta emulsién se homogeniz6 con un

homogenizador de alto corte a 5000 rpm por 3 min.

La emulsion final obtenida resulté ser estable a los fenémenos de
desestabilizacion como la floculacién y coalescencia ya que los diametros de las

gotas obtenidos resultaron ser constantes a través del tiempo.
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Abstract

Water-oil-in-water (W1/O/W;) multiple emulsions that allowed core water
soluble to oil soluble carotenoids were formulated by stabilizing the inner W4/0O
emulsion with a blend of low molecular weight emulsifiers, and the multiple
emulsion with a blend of biopolymers. The inner phase of the W:/O emulsion
contained saponified carotenoids from marigold petals, and the intermediate oil
phase of the W+/O/W, emulsion contained esterified carotenoids from red chillies.
The total carotenoids concentration in the multiple emulsion was 0.5%, and the
ratio of water soluble to oil soluble carotenoids was 1:2.6. Formation of the multiple
emulsion was done by the two stage procedure, where initially the inner (W1/O)
emulsion is formed, and then added to a biopolymer aqueous phase in order to
obtain the W4/O/W, emulsion.

The stability and particle size of the inner (W4/O) emulsion are critical to the
stability of the W1/O/W; emulsion. In this work it was established that a stable inner
emulsion with a very small particle size (0.1 um) could be obtained with an
aqueous volumetric fraction of 0.2, a ratio of hydrophilic (Panodan SDK) to
lipophilic (Grinsted PGPR) emulsifier of 20:80 at a concentration of 8% (w/w), and
with the inclusion of 0.4% (w/w) gellan gum in the aqueous phase. This emulsion

was homogenized with a high shear homogenizer at 5800 rpm for 8 min.

The stability of a W4/O/W, multiple emulsion greatly depends in that its
particle size is suficiently large (3 um) so as to be able to contain a high
concentration of W;/O emulsion droplets, but that on turn the adsorbed
biopolymers layer may be sufficiently thick and viscoelastic in order to attain kinetic
stability. In this work it was found that by using a blend of the polysaccharide
mesquite gum and the protein from milk whey in a ratio 40:60 and a concentration
of 25% (w/w), a stable W/O/W, multiple emulsion with an adequate particle size

Vi
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was obtained when the volume fraction of the inner emulsion was 0.2. This

emulsion was homogenized with a high shear homogenizer at 5000 rpm for 3 min.

The final emulsion was stable at mechanisms of floculation and coalescence

because of that its particle size were constants across the time.

vii
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1.1 Definicién y clasificacion de las emulsiones

Una emulsion consiste de dos liquidos inmiscibles (usualmente agua vy
aceite), uno de ellos disperso como pequefias gotas esféricas en el otro. Al hablar
de emulsiones es necesario poder distinguir claramente cada una de las fases
presentes. La fase que esta presente en forma de gotas finamente divididas se le
llama fase dispersa o interna, la fase que forma la matriz en que se suspenden
estas gotas se llama fase continua o externa, las emulsiones son clasificadas
segun la distribucion de sus fases como aceite en agua (O/W) o agua en aceite
(W/O) (McClements, 1999).

Es posible preparar emulsiones del tipo multiple o también conocidas como
emulsiones de emulsiones, éstas pueden ser del tipo agua en aceite en agua
(W4/O/W,) o aceite en agua en aceite (O4/W/Oy), las gotas de fase dispersa
contienen pequefias gotas dispersadas. Cada uno de los globulos dispersados en
una emulsién multiple del tipo W1/O/W, forma una estructura vesicular con simples
o multiples compartimentos de fase acuosa interna separados de la fase acuosa

por una capa del compartimento de la fase oleosa.

Las emulsiones multiples que son clasificadas tradicionalmente de acuerdo
a la distribucion de sus fases en dos tipos, agua en aceite en agua (W{/O/W,) y
aceite en agua en aceite (04/W/O;), pueden presentar diferente morfologia
dependiendo del tipo y tamafio de gotas dentro de la emulsién y son comiunmente

conocidos como tipo A, By C (Figura 1) (Garti, 1997a).

Las emulsiones tipo A son sistemas compuestos predominantemente por
una gota de la fase interna. Las emulsiones tipo B pueden contener de fase
interna una o mas gotas. Las emulsiones tipo C contienen gran numero de gotas

de fase interna, este tipo de emulsion presenta la mejor estabilidad y

2
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generalmente es considerada como el mejor vehiculo controlador de la liberacion

de sustituyentes.

Figura 1. Morfologia de las emulsiones

La primera descripcion de las emulsiones multiples fue en 1925 y no es sino
hasta los ultimos 25 a 30 afios que se han estudiado con mayor detalle (Garti y
Aserin, 1996) incrementando el interés por el uso de este tipo de emuisiones en
diversos campos como la separacién de hidrocarburos, tratamiento de aguas,
inmovilizacién de enzimas, liberacidon prolongada de farmacos (Florence vy

Whitehill, 1981) asi como en el area de alimentos, cosméticos y agricultura.

Las emulsiones multiples ofrecen ventajas para su uso en la industria de los
alimentos debido a la capacidad que tienen de encapsular en los compartimentos
internos algunas sustancias solubles en agua o compuestos volatiles que pueden
ser lentamente liberados, asi como la formacién de productos bajos en grasa, etc.
(Garti, 1997b).

El tipo de emulsion formada depende principalmente del método de
elaboracion y de los agentes emulsificantes utilizados. EI método de preparacion
de emulsiones multiples mas comunmente utilizado es el de dos etapas
(Koberstein y Dickinson, 1996). Por éste método se pueden obtener emulsiones

multiples estables de composicion definida y con una distribucién en el tamario de
3
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las particulas reproducible. En la primera etapa del método se forma una emulsion
simple (W/O) usando una gran cantidad de agente emulsificante lipofilico,
posteriormente en la segunda etapa, la primera emulsion (W/O) es dispersada en
agua usando una baja cantidad de emulsificante hidrofilico y una mezcla de
biopolimeros para obtener la emulsién multiple W4/O/W,. La obtenciéon de una
emulsion tipo C depende principalmente de la eficiencia obtenida en la segunda

etapa de la emulsificacion (Jiao y col., 2002).

1.2  Formacion y caracteristicas de una emulsion

Es posible la formacion de una emulsién constituida por aceite puro y agua
pura por medio de homogeneizacion, sin embargo estas fases se separaran
rapidamente en un sistema que consiste en una capa de aceite (de baja densidad)
sobre una capa de agua (de alta densidad), debido a que las gotas de aceite
tienden a unirse junto con sus vecinas cuando éstas chocan, lo que lleva a la
separacion de las fases. La fuerte tendencia hacia este proceso es el hecho de
que el contacto de las moléculas de aceite y de agua es energéticamente
desfavorable por lo que las emulsiones son sistemas termodinamicamente
inestables. También es posible la formaciéon de emulsiones que son cinéticamente
estables (metaestables) por periodos de tiempo (dias, semanas, meses o afios)
pero estas incluyen sustancias conocidas como emulsificantes y/o agentes
espesantes previos a la homogenizacién. Los emulsificantes son moléculas con
actividad superficial que se adsorben en la superficie de las gotas durante la
homogenizacion, formando una membrana protectora que previene la agregacion
de las gotas. La mayoria de los emulsificantes son moléculas amfifilicas
(contienen regiones polares y no polares en la misma molécula). Los agentes
espesantes son ingredientes que son usados para incrementar la viscosidad de la
fase continua de la emulsion y refuerza la estabilidad retardando el movimiento de
las gotas (McClements, 1999).

Desaralla de enmudsianes muiktiples W/@/W estalles cantenienda colorantes hidra y lira
dispersables cama precursores de micraenca rsuladas
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Se puede considerar que las emulsiones estan constituidas por tres
regiones que tienen diferentes propiedades fisicoquimicas: el interior de las gotas,
la fase continua y la interfase. Las moléculas en una emulsién se distribuyen en
las tres regiones de acuerdo a su concentracion y polaridad. Las moléculas no
polares tienden a localizarse en la fase oleosa, las moléculas polares en la fase
acuosa y las moléculas amfifilicas en la interfase. Debe notarse que hay un
intercambio continuo de moléculas entre las diferentes regiones, incluso en el
equilibrio, dependiendo del transporte de masa a través de las moléculas en el

sistema.

Alrededor de cada gota de emulsion se forma una interfase que consiste en
una estrecha regién (de unos pocos nanémetros) que puede estar constituida por
una mezcla de aceite, agua y moléculas de emulsificante. La regién interfacial solo
tiene una fraccion significativa del volumen total de la emulsion donde el tamafo
de las gotas es cerca de 1 um; sin embargo juega un papel importante en las
propiedades fisicoquimicas y sensoriales de la emulsién, por esta razén es
necesario elucidar los factores que determinan la composicion, estructura,

espesor, reologia y carga de la region interfacial (McClements, 1999).

1.3 Estabilidad de emulsiones

El término “estabilidad de la emulsion” es ampliamente usado para describir
la capacidad de la emulsién a resistir cambios en sus propiedades a través del
tiempo, existe una variedad de mecanismos fisicoquimicos que pueden ser los

responsables de las alteraciones en las propiedades de la emulsion.

La inestabilidad fisica es el resultado de la alteracion en la distribucion
espacial o la organizacion estructural de las moléculas, mientras que la
inestabilidad quimica es el resultado de los cambios estructurales en las

moléculas.

5
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El cremado, sedimentacion, floculacion, coalescencia e inversion de fases
son los mecanismos responsables de la inestabilidad fisica de las emulsiones
simples (Figura 2). El cremado y la sedimentacién son ambos formas de
separacion gravitacional, el cremado describe el movimiento de las gotas hacia
arriba debido a una menor densidad que el liquido circundante, mientras que la
sedimentacion describe el movimiento hacia abajo de las gotas debido a una
mayor densidad que el liquido circundante. Floculacion y coalescencia son tipos
de agregacién de gotas, la floculacién ocurre cuando dos o mas gotas forman un
agregado en donde las gotas retienen su integridad individual, la coalescencia
ocurre cuando dos 0 mas gotas forman una gran gota. La inversion de fases es el
proceso en que una emulsion O/W es convertida en una emulsion W/O o

viceversa (Garti y Aserin, 1996).

Mecanismos responsables de la Inversion de
inestabilidad de emulsiones ® © fases © O
e — o
O O

oOO o @
/ A/\L\L

&
@

Cremado Sedimentacion Floculacion Coalescencia

Figura 2. Mecanismos responsables de la inestabilidad de emulsiones simples

La oxidacion e hidrélisis son ejemplos comunes de inestabilidad quimica.
En la practica dos 0 mas de estos mecanismos de inestabilidad pueden ocurrir al

mismo tiempo, esto es importante para los cientificos ya que la contribucion de
6
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cada uno de estos mecanismos y su relacién con los factores que influyen para
controlar la estabilidad y las propiedades fisicoquimicas de las emulsiones pueden

ser establecidas.

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 3. En
donde, por ejemplo, el proceso (b)-(c)-(d)-(e) representa un mecanismo mediante
el cual las gotas acuosas internas son expulsadas de los gldébulos en forma
individual y secuencial. También puede haber expulsiones simultaneas como los
procesos (g) y (f). Cada uno de estos eventos involucra la ruptura de la pelicula

oleosa entre ambas fases acuosas.

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

combinaciones de los mecanismos ya descritos (Dickinson y McClements, 1996).

Desavialla de emudsianes nuoétqz&% W@ W estabides cantenienda calorantes hidwa y 6'4’42&
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Figura 3. Representacion global de los diferentes mecanismos de
desestabilizacién de las emulsiones W1/O/Ws.

Estos mecanismos de desestabilizacion son influenciados por la
concentracién de los emulsificantes en las fases acuosas, y en mayor grado, por la
concentracién del emulsificante liposoluble, la naturaleza y viscosidad de la fase
oleosa, la naturaleza y concentracion de los ingredientes que se encapsulan en la
fase acuosa interna, o de aquelios que se piensan separar en la fase acuosa
externa, asi como la adsorcién de moléculas en las interfases (Wen vy

Papadopoulos, 2001).

Se han estudiado diferentes técnicas enfocadas en la estabilidad de
emulsiones W4/O/W,, como son, la técnica de “Coulter counter” para medir el
tamano de las gotas de aceite, la técnica microscépica de ataque del electrdn libre

para obtener la distribucion del tamario de gota interno y externo.

Kita y colaboradores (1997), miden el decremento en la viscosidad de
sistemas W4/O/W, tomando el agua que fue perdida desde la fase acuosa interna
a la externa como indice de estabilidad, también estiman el nimero de gotas
multiples midiendo la migracion de los iones desde la fase acuosa interna a la

externa, ellos proponen que el agua es acarreada a través de la capa oleosa

8
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posiblemente por la formacién de micelas de surfactante a través de la delgada

pelicula de surfactante.

La naturaleza compleja de las emulsiones multiples causa dificultad para
evaluar la estabilidad y la deteccion de los fendmenos de coalescencia y ruptura
de las gotas. La principal técnica esta basada en medir el nimero y tamarfio de

gotas de emulsion multiple durante un periodo de tiempo (Garti y Aserin, 1996).

Para la formulacion de una emulsion multiple estable se requiere del
bloqueo de las vias que causan inestabilidad. Para prevenir la coalescencia de las
gotas en la emulsion multiple, se requiere la presencia de un surfactante efectivo
soluble en agua o un polimero con actividad superficial, como el uso de proteinas
o hidrocoloides (goma arabiga, goma de mezquite por ejemplo). EI cambio en la
distribucion del tamano de las gotas para la emulsion primaria y para la multiple,
es de igual importancia, se requiere adecuada estabilidad contra la coalescencia
de las gotas acuosas internas haciéndolas méas pequefias que las gotas de
emulsion multiple, aunque también las gotas externas pueden ser pequerias para

reducir la inestabilidad con respecto a la floculacion y cremado (Dickinson, 2003).

La estabilidad contra la coalescencia de las gotas de emulsion multiple
puede contrarrestarse con la adicion de polimeros solubles en agua
(hidrocoloides) en la fase continua ya que pueden actuar como agentes gelantes o

espesantes retardando el movimiento Browniano de las gotas.

Para prevenir la expulsion de las gotas acuosas internas que han
coalescido se requiere la presencia de un surfactante efectivo con alta solubilidad
en aceite que se adsorba en la interfase interna W/O (alrededor de la superficie de
las gotas acuosas internas). Las fuerzas termodinamicas por difusiéon de agua (u
otras pequefias moléculas hidrofilicas) que intervienen a través de la capa oleosa

pueden ser atacadas teniendo un balance en la presién osmotica entre la fase

O
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acuosa interna y externa. El transporte de masa se reduce con la eleccion

adecuada del aceite debiendo ser poco soluble en agua.

Para mejorar la estabilidad por un lapso de tiempo se ha propuesto el uso
de un agente polimérico gelante o espesante (goma xantana, alginato, gelatina)

dentro de la fase acuosa interna en la emulsion primaria, especificamente si es

adicionado para formar una red polimérica a traves de las gotas internas de agua

0UTa A O 5160 METee e 10 Durn 1)

Aun es dificil determinar la estabilidad relativa de emulsiones muitiples.

Algunos mecanismos posibles por los que los materiales pueden ser transportados
a través de la capa oleosa en sistemas W4/O/W, son principalmente difusivos. La
difusion molecular es controlada por un mecanismo de materia soluble en aceite,
la difusion a través de la capa oleosa, puede controlarse mediante la disociacion
de materia ionizable. Los compuestos ionizables no son solo materiales que
pueden ser transportados a través de !a membrana oleosa. Se ha demostrado que
el agua y la materia soluble en agua, pueden facilmente migrar por la membrana
oleosa sin afectar la estabilidad de emulsiones multiples. También se ha
demostrado que el transporte micelar se puede controlar a través de la membrana
de aceite cambiando la naturaleza de! aceite, o bien incrementando la visccsidad

por la adicién de moléculas acarreadoras (Garti, 1997 a).

Los emulsificantes monoméricos tienen algunas limitaciones en términos de
estabilizacion de la emulsion. Los investigadores por consiguiente buscan nuevas
estructuras mejoradas y sugieren el uso de sustancias macromoleculares
naturales, tales como gomas, y proteinas. Las proteinas y los polisacaridos son
biopolimeros que se usan como los ingredientes mas importantes para la
formacién de emulsiones en alimentos, tienen la capacidad de modificar la
apariencia, textura, estabilizan emulsiones, forman espumas, geles y mejoran la

viscosidad de las soluciones (Garti, 1927 b).
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acuosa interna y externa. El transporte de masa se reduce con la eleccion

adecuada del aceite debiendo ser poco soluble en agua.

Para mejorar la estabilidad por un lapso de tiempo se ha propuesto el uso
de un agente polimérico gelante o espesante (goma xantana, alginato, gelatina)
dentro de la fase acuosa interna en la emulsiéon primaria, especificamente si es
adicionado para formar una red polimérica a través de las gotas internas de agua

0 una capa de gel en la interfase interna W/O (Dickinson, 1992).

Aun es dificil determinar la estabilidad relativa de emulsiones muitiples.
Algunos mecanismos posibles por los que los materiales pueden ser transportados
a través de la capa oleosa en sistemas W+/O/W; son principalmente difusivos. La
difusion molecular es controlada por un mecanismo de materia soluble en aceite,
la difusién a través de la capa oleosa, puede controlarse mediante la disociacién
de materia ionizable. Los compuestos ionizables no son solo materiales que
pueden ser transportados a través de la membrana oleosa. Se ha demostrado que
el agua y la materia soluble en agua, pueden facilmente migrar por la membrana
oleosa sin afectar la estabilidad de emulsiones multiples. También se ha
demostrado que el transporte micelar se puede controlar a través de la membrana
de aceite cambiando la naturaleza de! aceite, o bien incrementando la viscosidad

por la adicién de moléculas acarreadoras (Garti, 1997 a).

Los emulsificantes monomeéricos tienen algunas limitaciones en términos de
estabilizacion de la emulsidn. Los investigadores por consiguiente buscan nuevas
estructuras mejoradas y sugieren el uso de sustancias macromoleculares
naturales, tales como gomas, y proteinas. Las proteinas y los polisacaridos son
biopolimeros que se usan como los ingredientes mas importantes para la
formaciéon de emulsiones en alimentos, tienen la capacidad de modificar la
apariencia, textura, estabilizan emulsiones, forman espumas, geles y mejoran la

viscosidad de las soluciones (Garti, 1927 b).
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La adsorcion de macromoléculas en la interfase es un proceso lento pero
una vez adsorbidas se puede formar una capa interfacial, comprendida entre
cabeza y cola que estan bien ancladas en las fases acuosa y oleosa. El efecto
estabilizador que provee la capa polimérica es conocido como “estabilizacion
estérica”. La seleccion de un surfactante polimérico apropiado para la emulsion
multiple debe hacerse considerando que los segmentos hidrofilicos del polimero

tengan una buena solubilidad en agua (Dickinson, 2001).

La masa molecular del polimero tiene un efecto significativo en términos del
mezclado por lo que se sugiere el uso de polimeros con alto peso molecular pero
de cadena corta. Con estas consideraciones la eleccidon del emuisificante

polimérico para la emulsién multiple debe contar con las siguiente propiedades:

¢ Molécula amfifilica con flexibilidad significativa (proteina o hidrocoloides)
e Capacidad de adsorberse efectivamente en la fase dispersada y capacidad
de proveer cobertura en la superficie

e Buena solubilidad en el medio de dispersion

1.4  Hidrocoloides

Los hidrocoloides son biopolimeros hidrofilicos de alto peso molecular
usados como ingredientes funcionales en la industria de los alimentos para el
control de microestructuras, textura, sabor y vida de anaquel. El término
hidrocoloide abarca todos aquellos polisacaridos que son extraidos de plantas,
algas y fuentes microbianas asi como gomas derivadas de exudados de plantas y
biopolimeros modificados por tratamiento quimico o enzimatico de almidén o

celulosa (Dickinson, 2003).

Existen grandes diferencias en las propiedades funcionales de varios tipos

de biopolimeros usados en la industria de los alimentos dependiendo de la

11

Desariabla de mofswmrmt&qzé‘a& W)@/ W estabdes cantenienda calarantes hidre y Cofzo

dosfmméwe/» COMQ [eCisaies: de m{ozaenca;zsaﬁa(é’a&



74«15&1//1/ Sasa gwg,asaﬂ Dniraduccion

estructura quimica y la sensibilidad en las condiciones de solucion (pH, fuerza
idnica, iones especificos). La funcionalidad de los biopolimeros en alimentos es
afectada por las interacciones con otros componentes como proteinas,

polisacaridos, lipidos, aztcares, sales, etc.

Generalmente los hidrocoloides son usados como agentes estabilizantes en
dispersiones alimenticias debido a la propiedad de gelificar y aumentar la
viscosidad de la fase acuosa. Existen algunos hidrocoloides que presentan
actividad superficial por lo cual pueden ser usados como agentes emulsificantes
ademas de estabilizantes tal es el caso de la goma arébiga (Acacia senegal y A.

seyal) y la goma de mezquite (Prosopis juliflora, P. laevigata).

La goma de mezquite es un polisacérido altamente ramificado con
caracteristicas de polielectrolito, es un efectivo estabilizante en emulsiones O/W
debido a que tiene la capacidad de formar una pelicula protectora alrededor de las

gotas de aceite (Vernon-Carter y Sherman, 1980)

Estudios realizados por Vernon-Carter y col. (2000) muestran que la goma
de mezquite tiene la capacidad de sustituir aceptablemente a la goma arabiga,
ademas de que presenta la ventaja econdmica de que se obteniene de un arbol

que crece en territorio nacional.

Los andlisis quimicos practicados a la goma de mezquite (Prosopis juliflora)
indican que es una sal neutra de un polisacarido acido altamente ramificado
constituido principalmente por residuos de 3-D-galactosa, L-arabinosa (formando
anilllos de piranosa y furanosa), L-ramnosa, 3-D-glucuronato y acido 4-0-metil-B-
D-glucurénico. Como azucar simple de cadenas de oligosacarido, la goma de
mezquite contiene una pequefa fraccion proteinica (0.7-5.8%) (Orozco y col,
2003) asociada covalentemente a la fraccién de polisacarido, proporcionandole

alta capacidad emulsificante (Vernon Carter y col. 2000).

]
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La goma ardbiga es comunmente reconocida como hidrocoloide
emulsificante, es ampliamente usada en la indusiria de bebidas como
emulsificante de sabores oleosos bajo condiciones acidas. Tiene la capacidad de
formar peliculas, el nivel de actividad superficial es bajo comparado con proteinas
emulsificantes, pero se compensa porque brinda estabilidad ya que puede formar
una red polimérica a través de las gotas internas de agua o una capa de gel en la
interfase interna W/O retrasando el movimiento de las gotas de emulsién que es
muy necesario en la practica (Dickinson, 2003).
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1.5 Microencapsulacion

Durante los ultimos 20 a 25 afios la microencapsulacion de pequenas
particulas envueltas de un material de pared protector, se ha establecido como
una tecnologia para aislar sustancias liquidas y soélidas durante un tiempo de

almacenaje.

Las principales razones para el uso de microencapsulados son:

¢ Proteccién de los productos a encapsular del medio ambiente (temperatura,
humedad, radiacion UV, interaccion con otros materiales)

e Proteccién al medio ambiente de productos tdéxicos manejandolos como
materiales mas seguros para maniobrar

e Decremento en la evaporacién de material encapsulado hacia el medio
ambiente

e Conversion de liquidos a polvos mas estables, mejorando el mezclado e
impidiendo la formacion de aglomerados

e Enmascaramiento de propiedades indeseables de componentes activos

e Control de la liberacién del material a las condiciones deseadas

Los beneficios que dan a los microencapsulados la liberacién controlada

son aprovechados por la industria farmacéutica, de cosméticos y de alimentos.

Algunos métodos han sido propuesics para la produccion de

microencapsulados y pueden dividirse en tres grupos:

e Proceso fisicoguimico: coacervacion simple o compleja (separacion de fase

acuosa), evaporacion del solvente de la emulsion (separacion de la fase
organica), emulsién-solidificacion, atrapamiento del liposoma

e Proceso quimico: polimerizacion interfacial, inclusién molecular

Desarviallo de emudsianes midtiples WD/ W estables conteniendo colorantes hidio y &)/2(1
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e Proceso fisico: secado por aspersion, extrusion, recubierta por aspersion

La eleccion del proceso de encapsulacion para una aplicacién especifica esta
basada en parametros tales como el tamano promedio de particula requerido,
propiedades fisicoquimicas del material a encapsular y del material encapsulante,
aplicaciones del material a microencapsular, mecanismos de liberacion deseados,

visualizacion de la escala de manufactura industrial y 12 aceptacion de los costos

del proceso.

Los microencapsulados tienen un tamario entre 0.2 y 5000 um en contraste
con los macroencapsulados que son mayores a los 5000 um. Diferentes términos
se usan para describir el contenido interior de las microcapsulas, incluyendo
centro, material central, ingrediente, sustrato, agente activo, material a encapsular.
El material de pared también es llamado acarreador, material encapsulante y
puede ser seleccionado de una amplia variedad de polimeros sintéticos y
naturales, dependiendo del agente activo que va ser cubierto y de las

caracteristicas finales deseadas para ios microencapsulados.

La liberacion depende de las posibles interacciones entre el material de
pared y el material a encapsular, las caracteristicas de la pared de los
microencapsulados tales como la estructura quimica, el espesor, el tamafio de
poro e integridad superficial, ya que juegan un papel determinante en la difusion

del material a encapsular.

Numerosos materiales son usados c¢omo agentes encapsulantes
principalmente:
o Carbohidratos (almidones, maltodextrinas, ciciodextrinas, solidos de jarabe
de maiz)
e Eteres vy ésteres de ceiuiosé (carboximetilcelulosa, metilcelulosa,
etilcelulosa)

15
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* Gomas (goma arabiga, agar, alginato de sodio)
» Lipidos (parafinas, grasas, aceites, ceras)

e Proteinas (gelatina, proteina de soya)

Para el metodo de microencapsulacion por secado por aspersion, el cambio
en el agente encapsulante es critico ya que el material puede influir en la
estabilidad de la emulsion, estabilidad mecanica y la vida de anaquel después del
secado. Los materiales de pared deben ser: altamente solubles, tener buena
capacidad emulsificante y espumante, ser eficientes durante el secado y tener

baja viscosidad a altas concentraciones.

Los materiales que funcionan como mejores agentes encapsulantes en el
secado por aspersion son gomas (Acacia) y los almidones hidrolizados y

modificados.
Una proporcion tipica entre el material de pared y el material encapsulado

es 4:1 ésta proporcion ha sido reportada como 6ptima para materiales de pared

como goma arabiga y otros carbohidratos derivados (Ré, 1998).
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1.6 Importancia de los carotenoides

En particular los carotenoides se consideran como aditivos funcionales, se
les asocia una capacidad antioxidante que inhibe la formacioén de radicales libres
producidos por el metabolismo aerébico normal dafinos al DNA, proteinas, lipidos
y carbohidratos (Hendry y Houghton 1996); como precursores del retinol y
retinoides (Stahl y col., 1994); y se les relaciona inversamente con el riesgo de
contraer cancer. Asi pues es de suma importancia el estabilizar estos colorantes
contra los efectos ambientales adversos para hacerlos accesibles

econdémicamente y para que desarrollen su funcionalidad potencial.

Los carotenoides presentan una estructura quimica basica poliénica de 40
atomos de carbono, formada por ocho unidades de isopreno (Figura 4), cuyo
arreglo se hace inverso en el centro, y pueden ser de cadena lineal o tener
ciclizaciones en los extremos. El nombre genérico deriva de la zanahoria (Daucus
carota), ya que fue de ella de donde se ais|d por primera vez (Forman, 1997).

ISOPRENO

Figura 4. Unidad de Isopreno.

Las oleoresinas de la flor de cempastchil (Tagetes erecta) y chile ancho,
gugjillo, pasilla (Capsicum annuum) se encuentran como carotenoides
esterificados con acidos grasos y por ende son liposolubles. En ambas oleoresinas
estos carotenoides se encuentran oxigenados y se les conoce como xantofilas.
Ambos productos estan caracterizados por contener un amplio rango de xantofilas,

siendo la luteina la que predomina en la flor de cempasuchil y que tiene un color
17
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caracteristico amarillo, y la capsantina que predomina en los chiles teniendo un

color caracteristico naranja rojo (Figura 5)

Figura 5. €arotenoides del Chile Rojo y de la Flor de Cempastichil.

Estas oleoresinas se pueden saponificar para desesterificar a las xantofilas
de los acidos grasos y hacerlas hidrosolubles. Las xantofilas y los carotenoides en
general se degradan con altas temperaturas, oxigeno, luz y metales pesados

debido principalmente al mecanismo de autooxidacién (Forman, 1997).
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Las aplicaciones potenciales de las emulsiones multiples son mayores cada
dia, particularmente en la industria de los alimentos, farmacéutica y cosmeética,

principalmente como vehiculos de liberacion prolongada.

Las emulsiones multiples ofrecen ventajas para su aplicacion en la industria
de los alimentos debido a su capacidad para encapsular sustancias solubles en

agua que pueden ser lentamente liberadas.

A pesar de sus aplicaciones, las emulsiones muiltiples se ven limitadas
debido a su inestabilidad termodinamica y a la complejidad de sus estructuras. Se
han identificado diversos factores que afectan la estabilidad de las emulsiones
multiples, desde su método de preparacion, la naturaleza de los materiales
encapsulados, el volumen de las fases, concentracion y tipo de agentes
emulsificantes y aln hace falta conocer acerca de sus propiedades funcionales y
de estabilidad.

Por lo anteriormente expuesto, se pretende estudiar la estabilidad de
emulsiones multiples W4/O/W, utilizando goma de mezquite como agente
emulsificante secundario en la fase acuosa externa, solo o en combinacion con
otros biopolimeros. Se busca darle un valor agregado a esta goma, con la finalidad
de contribuir al desarrollo regional de las zonas aridas de nuestro pais donde
crece el arbol que la produce. Ademas se pretende incorporar a las xantofilas lipo
e hidrodispersables de la flor de cempasuchil (Tagetes erecta) y chile rojo
(Capsicum annuum) para lograr una mayor gama de tonalidades que permitan
competir contra la diversidad de colorantes artificiales existentes en el mercado ya
que se estima que el 80% de los colorantes artificiales utilizados en el mercado
abarcan tonalidades que van del amarillo al rojo
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Objetivo General

e Formular y desarrollar una emulsién multiple del tipo W,/O/W> que sea estable
a través del tiempo y que permita la encapsulacion de carotenoides naturales

hidro y lipo dispersables.

Objetivos Particulares

o Establecer las relaciones de fase dispersa / fase continua de la emulsion
interna, y de ésta con la fase acuosa externa que permitan obtener una

emulsién muiltiple estable.

e Establecer la naturaleza, concentracion y mezcla de los agentes emulsificantes

para obtener una emulsién multiple estable.

e Establecer la concentracién de goma gelana en la fase acuosa interna para

obtener una emulsién multiple estable.

e Establecer la relacion de colorantes lipo e hidrodispersables dentro de una
emulsién multiple estable, para obtener una tonalidad en particular del abanico

colorimétrico usado en la industria para la pigmentacién de la yema de huevo.

e Estudiar los cambios morfolégicos de la emulsién multiple por analisis de

imagenes.

e Determinar las cinéticas de coalescencia de las emulsiones interna y multiple
como criterio de estabilidad.

22
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La seleccidén adecuada de la mezcla de agentes emulsificantes, lipofilico e
hidrofilico, induce la formacién de un complejo interfacial en la interfase interna
agua-aceite que evita la difusién de agua y de los agentes emulsificantes hacia la

fase acuosa externa, favoreciendo la estabilidad de la emulsion multiple.

La seleccién adecuada del tipo de biopolimeros y su concentracion, brinda
mayor estabilidad a la emulsién multiple W1/O/W, proveyéndola de un potencial de
repulsién estérico que retarda su floculacion, y propiedades mecanicas y
estructurales que actuan como barrera contra la coalescencia de las gotas y

difusion de agentes promotores de la oxidacion de los colorantes.
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5 METODOLOGIA EXPERIMENTAL
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5.1 Materiales y Equipo

Material

e Goma de mezquite (Prosopis laevigata) fue recolectada a mano en forma
de lagrimas en el Estado de San Luis Potosi, se purificO como lo indica
Vernon-Carter y col., (1996).

e Panodan SDK (Esteres de mono y diglicéridos de &cido diacetil tartarico),
Danisco Cultor, México.

e Grinsted PGPR (Esteres de poliglicerol de poliricinoleato), Danisco Cultor,
México.

e Carotenoides esterificados de la flor de cempasuchil (MEC), Bioquimex
Reka, México.

e Carotenoides esterificados del chile rojo, (REC), Bioquimex Reka México.

e Carotenoides saponificados de la flor de cempasuchil (MUC), Bioquimex
Reka, México.

e Carotenoides saponificados del chile rojo (RUC), Bioquimex Reka, Mexico.

e Suero de Leche, Ingredientes Funcionales de México.

e Aceite vegetal comestible (Cristal), Aceites, Grasas y Derivados S.A,,

México.

Equipo

e Sistema analizador de imagenes:

o  Microscopio 6ptico Olimpus BX 45, Olympus optical CO Ltd, Japén
o  Camara digital Olimpus C-3030, Olympus optical CO Ltd, Japén
o Software Image-pro plus version 4.5, Media Cybernetics, Inc

e Abanico colorimétrico para la pigmentacion de yema de huevo, Roche,
Suecia.
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e Homogenizador Silverson L4R, Silverson Machines Ltd, Inglaterra

e Analizador de particulas Malvern serie 2600, Malvern Instruments Limited

5.2 Formulacidon de las emulsiones multiples W1/O/W,

Para la seleccion de los agentes emulsificantes que brinden una mayor
estabilidad a la emulsién interna y externa, se llevd a cabo un analisis morfolégico
midiendo como variables de respuesta los diametros medios de las emulsiones

formadas, los cuales pueden definirse mediante las siguientes expresiones:

nd’
D, = % Id; . Diametro medio volumétrico-superficial (1)
’ ni i
D = : IIZ nid/Zn Diametro medio volumétrico (2)

donde n; es la gota i, y d; es el diametro de la gota i. Estos diametros fueron
obtenidos a partir del uso del Analizador de Imagenes y/o el analizador de tamario
y distribucidén de particula Malvern serie 2600 (Ver apéndice A).

La metodologia usada fue la siguiente:

5.2.1 Seleccion de la concentracion del agente emulsificante lipofilico en
la emulsién primaria W4/O, se formularon emulsiones W4/O (200g) con
concentraciones del 1, 3, 5, 8 y 10 % en peso del agente emulsificante
lipofilico (Grinsted PGPR). Las emulsiones W:/O se elaboraron
afadiendo gota a gota la fase acuosa en |a fase oleosa (conteniendo las
diferentes concentraciones de agente emulsificante lipofilico), y fueron
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emulsificadas con un homogeneizador Silverson L4R a una velocidad de
5800 rpm durante 5 minutos, manteniéndose Ia temperatura a 30°C.

De las emulsiones formadas, se tomé 1 mL y se diluyé en 10 mL de
agua, si la emulsion se diluye entonces es del tipo aceite en agua
(O/W), se tomé otra muestra de 1 mL de emulsion W4/0 y se diluyé en
10 mL de aceite, si la emulsion se diluye entonces es del tipo agua en
aceite (W/O), una vez comprobado que las emulsiones son W;/0 se
observaron al microscopio y por medio del analizador de imagenes se
determiné el didmetro de 90 unidades experimentales por triplicado
para el calculo del diametro medio volumétrico D43 por medio de Ia
ecuacion (2), que se tomé como criterio para evaluar la concentracion
de agente emulsificante lipofilico que formé una emulsion con un
tamano de particula lo més pequefio posible (Garti, 1997 b). Por medio
de un analisis de comparacién de medias se eligi6 la concentracion de
agente emulsificante lipofilico que proporcioné el menor tamafio de

particula.

Determinacion de la relacion de la mezcla de agentes
emulsificantes lipofilico-hidrofilico. Con base en la concentracién de
emulsificante lipofilico establecida en el punto 5.2.1, se formularon
emulsiones W1/O (200g) variando la relacién de agentes emulsificantes
lipofilico (Grinsted PGPR) e hidrofilico (Panodan SDK), en 90:10, 80:20,
60:40, 40:60 respectivamente (Garti, 1997 b). Las emulsiones W;/O se
elaboraron afiadiendo gota a gota la fase acuosa (conteniendo el agente
emulsificante hidrofilico en las diferentes relaciones) a la fase oleosa
(conteniendo el agente emulsificante lipofilico en las diferentes
relaciones), fueron emulsificadas con un homogeneizador Silverson L4R
a una velocidad de 5800 rpm durante 5 minutos, manteniéndose la

temperatura a 30°C.

28

%

dispwsaﬁle& camao precursares de mw/zoencafzucfada&



_“—*—__E
De las emulsiones formadas, se tomé 1 mL y se diluydé en 10 mL de
agua, si la emulsion se diluye entonces es del tipo aceite en agua
(O/W), se tomé otra muestra de 1 mL de emulsién W4/O y se diluyd en
10 mL de aceite, si la emulsién se diluye entonces es del tipo agua en
aceite (W/O), una vez comprobado que las emulsiones son W,/0O se
observaron al microscopio y por medio del analizador de imagenes se
determiné el didmetro de 70 unidades experimentales por triplicado
para el calculo del didmetro medio volumétrico D43 por medio de la
ecuacion (2), se analizé el efecto del tiempo (72h) sobre D43 para elegir
que relacion de agentes emulsificantes lipofilico-hidrofilico proporciond
la mejor estabilidad a la emulsiéon W4/O.

5.2.3 Estudio morfolégico de las emulsiones W4/O variando el contenido
de fraccion de fase dispersa (&). Utilizando la relacién y concentracién
de la mezcla de agentes emulsificantes determinados en los puntos
5.2.1y 5.2.2, se elaboraron emulsiones W;/O (200g) variando la fraccion
de fase dispersa desde 0.1 hasta 0.5. Las emulsiones W;/O se
elaboraron afiadiendo gota a gota la fase acuosa (conteniendo el agente
emulsificante hidrofilico) a la fase oleosa (conteniendo el agente
emulsificante lipofilico), fueron emulsificadas con un homogeneizador
Silverson L4R a una velocidad de 5800 rpm durante 5 minutos,
manteniéndose la temperatura a 30°C.

De las emulsiones formadas, se tomé 1 mL y se diluyé en 10 mL de
agua, si la emulsién se diluye entonces es del tipo aceite en agua
(O/W), se tomé otra muestra de 1 mL de emulsién W,/O y se diluyd en
10 mL de aceite, si la emulsién se diluye entonces es del tipo agua en
aceite (W/O), una vez comprobado que las emulsiones son W;/O se
observaron al microscopio y por medio del analizador de imagenes se
determind el didmetro de 70 unidades experimentales por triplicado
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para el calculo del diametro medio volumétrico D43 por medio de la

ecuacion (2), se analizé el efecto del tiempo (72h) sobre D43 para elegir
que fraccion de fase dispersa proporcioné la mejor estabilidad a la
emulsion W4/O. (Dickinson y McClements, 1996)

Una vez analizados los parametros que componen a la emulsién
interna W4/O se procedié a analizar el comportamiento de la fase externa

de la emulsién multiple W1/O/W..

Para determinar las condiciones de la fase externa de la emulsién
multiple W4/O/W; se formularon emulsiones O/W, donde se supuso que la
fase oleosa se comportaba semejante a la emulsién interna W4/O esto con
el fin de ahorrar materia prima en la formacion de la emulsién interna
W4/O

5.2.4 Seleccién de la concentracién de biopolimeros: goma de mezquite
(GM) y suero de leche (SL) se formularon emulsiones O/W, (200g) con
concentraciones de goma de mezquite de (1.0%, 3.0%, 5.0%, 8.5%,
10.5%, 25% p/p) y emulsiones O/W, con concentraciones de suero
leche de (1.0%, 3.0%, 8.5%, 10.5%, 25% p/p). Las emulsiones O/W- se
elaboraron afiadiendo gota a gota la fase oleosa a la fase acuosa
(conteniendo las diferentes concentraciones biopolimeros), fueron
emulsificadas con un homogeneizador Silverson L4R a una velocidad de
5000 rpm durante 3 minutos, manteniéndose la temperatura a 30°C.

De las emulsiones formadas, se tomé 1 mL y se diluyé en 10 mL de
agua, si la emulsién se diluye entonces es del tipo aceite en agua
(O/W), se tomé otra muestra de 1 mL de emulsion O/W, y se diluyé en
10 mL de aceite, si la emulsién se diluye entonces es del tipo agua en

aceite (W/O), una vez comprobado que las emulsiones son O/W; se
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5.2.5

observaron al microscopio y por medio del Analizador de particulas
Malvern serie 2600 se determiné diametro medio volumétrico D43 por
triplicado, el cual se tomo como pardmetro para estudiar el efecto que
tiene la concentracion de biopolimero a través del tiempo sobre
didametro medio volumétrico D43 (Ré, 1998, Dickinson, 2003).

Determinacién de la mezcla de biopolimeros goma de mezquite-
suero de leche. con la concentracion de biopolimeros obtenida en el
punto 5.2.4 se formularon emulsiones O/W> (200g) variando la mezcla
de biopolimeros goma de mezquite-suero de leche desde 100, 80:20,
60:40, 50:50, 40:60, 20:80, 100 respectivamente. Las emulsiones O/W;
se elaboraron afiadiendo gota a gota la fase oleosa a la fase acuosa
(conteniendo las diferentes concentraciones biopolimeros), fueron
emulsificadas con un homogeneizador Silverson L4R a una velocidad de
5000 rpm durante 3 minutos, manteniéndose la temperatura a 30°C.

De las emulsiones formadas, se tomé 1 mL y se diluyé en 10 mL de
agua, si la emulsién se diluye entonces es del tipo aceite en agua
(O/W), se tomd otra muestra de 1 mL de emulsién O/W, y se diluyd en
10 mL de aceite, si la emulsion se diluye entonces es del tipo agua en
aceite (W/O), una vez comprobado que las emulsiones son O/W, se
observaron al microscopio y por medio del Analizador de particulas
Malvern serie 2600 se determind diametro medio volumétrico D43 por
triplicado el cual se tomo como parametro para estudiar su
comportamiento a través del tiempo a las diferentes mezclas de

biopolimeros.

5.2.6 Seleccion del tiempo de agitacion de la emulsion externa O/W; Se

realizaron emulsiones O/W- (200g) utilizando la mezcla de biopolimeros

establecida en el punto 5.2.5. Las emulsiones O/W, se elaboraron
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afnadiendo gota a gota la fase oleosa a la fase acuosa (conteniendo las
diferentes concentraciones biopolimeros), fueron emulsificadas con un
homogeneizador Silverson L4R a una velocidad de 5000 rem, se vario el
tiempo de agitacién de 1 a 5 min, manteniéndose la temperatura a 30°C.
De las emulsiones formadas, se tomé 1 mL y se diluyé en 10 mL de
agua, si la emulsion se diluye entonces es del tipo aceite en agua (O/W),
se tomo otra muestra de 1 mL de emulsion O/W, y se diluy6é en 10 mL
de aceite, si la emulsion se diluye entonces es del tipo agua en aceite
(W/O), una vez comprobado que las emulsiones son O/W, se
observaron al microscopio y por medio del Analizador de particulas
Malvern serie 2600 se determind diametro medio volumétrico D43 por

triplicado, observéandose los cambios en D43 a través del tiempo.

Seleccién de la concentraciéon de goma gelana en la fase acuosa
interna. Con los datos obtenidos en los puntos anteriores se formularon
emulsiones multiples (200g), variando la concentracién de goma gelana
(0.1%, 0.2%,0.3%, 0.4%, 0.5%, 0.6%, 0.7%, 0.8%, 0.9%, 1% p/p). Las
emulsiones se elaboraron por el método de dos etapas, en la primera
etapa se formo la emulsion interna W;/O afiadiendo gota a gota la fase
acuosa (conteniendo las diferentes concentraciones de goma gelana) a
la fase oleosa, fueron emulsificadas con un homogeneizador Silverson
L4R a una velocidad de 5800 rpm, durante 5 min, manteniéndose |a
temperatura a 30°C, de las emulsiones formadas, se tomé 1 mL y se
diluyé en 10 mL de agua, si la emulsién se diluye entonces es del tipo
aceite en agua (O/W), se tomé otra muestra de 1 mL de emulsién W;/O
y se diluy6 en 10 mL de aceite, si la emulsion se diluye entonces es del
tipo agua en aceite (W/O), una vez comprobado que las emulsiones son
W;4/O se adicionan gota a gota a la fase acuosa externa para formar la

emulsion multiple W1/O/W; y se emulsificaron en un homogeneizador
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Silverson L4R a una velocidad de 5000 rpm durante 4 min, se
observaron al microscopio para distinguir la morfologia de una emulsion
multiple y por medio del analizador de imagenes se determind el
diametro de 70 unidades experimentales por triplicado de emulsién
multiple para el célculo del diametro medio volumétrico D43 por medio
de la ecuacién (2) para evaluar su efecto a través del tiempo en la

emulsion interna.

Seleccion de los colorantes lipo e hidrodispersables. Se realizaron
11 mezclas de los colorantes hidrodispersables (carotenoides
saponificados de la flor de cempasuchil “MUC”, carotenoides
saponificados del chile rojo “RUC”) y los colorantes lipodispersables
(carotenoides esterificados de la flor de cempasuchil “MEC”,
carotenoides esterificados del chile rojo “REC”) para obtener tonalidades
especificas del abanico colorimétrico de pigmentacién de yema de

huevo (Roche) con una concentracién total de carotenoides del 5%.

Tabla 1. Mezclas de los colorantes naturales.

Colorantes MUC RUC MEC REC
Mezcla

1 v v v N
2 v/ v v

3 v v v
4 v v v
5 v v/ v/
6 v v
7 v v

8 v v

9 v v

10 4 v
11 v v
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5.2.9 Estabilidad de la emulsién multiple W1./O/W, a través del tiempo
conteniendo colorantes lipo e hidrodispersables. Integrando los
datos obtenidos desde el punto 5.2.1 hasta el punto 5.2.8 se formularon
emulsiones multiples W1/O/W, (200g). Las emulsiones se elaboraron por
el método de dos etapas, en la primera etapa se formd la emulsidn
interna W4/O afadiendo gota a gota la fase acuosa a la fase oleosa,
fueron emulsificadas con un homogeneizador Silverson L4R a una
velocidad de 5800 rpm, durante 5 min, manteniéndose la temperatura a
30°C, para comprobar que las emulsiones son W1/O se tomé 1 mL y se
diluyé en 10 mL de agua, si la emulsion se diluye entonces es del tipo
aceite en agua (O/W), se tomé otra muestra de 1 mL de emulsién W4/0O
y se diluyd en 10 mL de aceite, si la emulsion se diluye entonces es del
tipo agua en aceite (W/O), una vez que se comprobd que las emulsiones
son W4/0O, se adicionan gota a gota a la fase acuosa externa para
formar la emulsion multiple W/O/W, y se emulsificaron en un
homogeneizador Silverson L4R a una velocidad de 5000 rpm durante 4
min, se observaron al microscopio comprobando por la morfologia la
formacion de una emulsién multiple.

Se tomd 1 mL de emulsiéon multiple y se diluyé en 10 mL de agua, si la
emulsién se diluye entonces es del tipo W/O/W, se tom6é 1 mL de
emulsion multiple y se diluyd en 10 mL de aceite, si la emulsion se
diluye entonces es del tipo O+/W/O2 una vez comprobado el tipo de
emulsion multiple y por medio del analizador de imagenes se determind
el didmetro de 70 unidades experimentales por triplicado de emulsion
multiple, para el célculo del diametro medio volumétrico D43 por medio
de la ecuacion (2) y el célculo del diametro medio volumétrico superficial
D32, por medio de la ecuacion (3) observandose su comportamiento a
través del tiempo (192h). Ademas se calculd la cinética de coalescencia
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de la emulsion interna y de la emulsién externa por medio de la

siguientes ecuaciones:

N; = No exp ¢V (3)
Nt = 60*1 012 /T D3,23'( (4)
Ln (Nt) =Ln (N, ) — Ct (5)

Donde N, = numero de glébulos por unidad de volumen
N: =l nimero de glébulos por unidad de volumen después de un tiempo t
@ = fraccion volumétrica de la emulsion

D = diametro medio volumétrico superficial

Estos criterios fueron tomados como parémetros de estabilidad.
(Sherman, 1968)

5.210 Rendimiento de las emulsiones multiples W4/O/W,. Con el
objetivo de analizar si se obtienen emulsiones mudiltiples de alto
rendimiento se analizé la relacién Ds./Ds3s suponiendo que si esta
relacién tiende a cero, la emulsion obtenida es de alto rendimiento y si
esta relacion se mantiene constante durante el tiempo, la emulsion es
estable, ya que indica que el drea superficial de las gotas internas en
relacion al tamafio volumétrico de las gotas externas, se mantiene

constante a través del tiempo, de lo contrario, la emulsion es inestable.
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6 RESULTADOS
Y
DISCUSION
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6.1 Emulsiéon Interna W4/0O

6.1.1 Seleccion de la concentracion del agente emulsificante lipofilico en la

emulsiéon interna W,/0.

Los agentes emulsificantes juegan un papel importante para la prevencion
de los fendmenos de desestabilizacién de las emulsiones (floculacion y
coalescencia) debido a que se adsorben en la interfase agua-aceite promoviendo
la rapida formacién y estabilizacidn de las gotas de emulsion por accion interfacial
que previene la agregacion con gotas vecinas. Se ha encontrado que los agentes
emulsificantes pueden migrar de una interfase a otra alterando la organizacion
interfacial; una combinacién de agentes emulsificantes en la fase interna asi como
en la fase externa tienen un efecto benéfico en la estabilidad de la emulsidn,
ademas se ha encontrado que la proporcién de los agentes emulsificantes
lipofilicos a hidrofilicos debe estar en el orden de 2 a 20 para obtener el mejor
rendimiento (Garti, 1997a).

La adecuada concentracién de agente emulsificante lipofilico para la
formacién de la emulsion interna W4/O es un factor de considerable importancia ya
que influye en el tamafio de particula que es determinante para la estabilidad y
textura de la emulsion interna y multiple. La estabilidad de la emulsion se atribuye

a la formacion de una capa alrededor de las gotas.

En la preparacién de emulsiones multiples por el método de dos etapas; en
la primera etapa de emulsificacion, la emulsién W1/O debe contener gran cantidad
de agente emulsificante lipofilico (5-30% p/p de la emulsidén interna) y se debe
aplicar una fuerte homogeneizacién para formar las gotas lo mas pequefias
posibles entre 0.5 y 2 um (Garti, 1997b). Con esto en mente en este trabajo el
diametro volumétrico promedio de particula (D43) fue tomado como criterio para
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evaluar la concentracién de agente emulsificante lipofilico mas adecuada para
formar una emulsiéon con un tamafio de particula lo mas pequefio posible para

obtener un alto rendimiento durante la formacion de la emulsion multiple W1/O/Wo.

En la Figura 6 se muestra el comportamiento del didmetro volumétrico
promedio de particula (D43) de las emulsiones hechas con las cinco diferentes
concentraciones de agente emulsificante lipofilico Grinsted PGPR (1%, 3%, 5%,
8% y 10% p/p) observandose que todas las emulsiones obtenidas tienen un
tamario de particula menor al reportado en la literatura para obtener un alto

rendimiento en la formacion de emulsion multiple W1/O/W, (Anexo B, tabla B1).

Conforme la concentracién de agente emulsificante lipofilico aumentd, el
tamafio en el diametro medio volumétrico D43 disminuyd, obteniéndose gran
cantidad de gotas de emulsién interna perfectamente distinguibles bajo el
microscopio con un D43 entre 0.0799 y 0.2049 um. Sin embargo, hay que
considerar que bajas concentraciones de agente emulsificante lipofilico pueden
provocar la migracion de la fase acuosa interna hacia la fase acuosa externa de la
emulsion multiple W1/O/W,, provocando la desestabilizacidén de la emulsion interna
W,/0 y por consecuencia la desestabilizacidon de la emulsion muitiple W1/O/W,. Se
observé que el tamario mas pequefio se obtuvo para la concentracidén de agente

emulsificante lipofilico de 10%.

Un anélisis de comparacion de medias (Tabla 2) donde se muestra el D43 a
las diferentes concentraciones de agentes emulsificantes indicd que no hay
diferencia significativa en D43 conforme se incrementd la concentracion de agente
emulsificante lipofilico de 8% a 10% p/p, por lo que considerando costo-beneficio

de la materia prima la concentracidn de agente emulsificante lipofilico de 8% se
selecciond para formar la emulsién interna W4/O teniéndose un D43 a esta

concentracién de alrededor de 0.1 um.
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Figura 6 Comportamiento del diametro medio volumétrico de la emulsion

interna W4/O a diferentes concentraciones de emulsificante lipofilico

Tabla 2. Comparacién de tamafio medio de particula en la emulsién W4/0 a

diferente concentracion de emulsificante.

Concentracion de

emulsificante lipofilico N Dss
(10% peso) 90 .0792
.006
(8% peso) 90 .0892
.006
(5% peso) 90 119°
.006
(3% peso) 90 A37°
.006
(1% peso) 90 .204°

.006

Las medias con letras distintas difieren significativamente de las demas
P=0.05

6.1.2 Determinacién de la relacion de la mezcla de agentes emulsificantes
hidrofilico-lipofilico (Panodan SDK — Grinsted PGPR)

El uso de mezclas de dos diferentes tipos de agentes emulsificantes

(hidrofilico-lipofilico) pueden ser usados el hidrofilico para estabilizar la emulsién
39
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emulsificantes que forman peliculas viscoelasitcas alrededor de las gotas son
mejores protectores de la emulsién ya que retardan la inversién de fases y la
coalescencia de las gotas (McClements, 1999). Ademas una mezcla de agentes
emulsificantes hidrofilico-lipofilico puede interactuar en la interfase interna agua-
aceite formandose una pelicula interfacial fuerte que retarda el transporte de
moléculas de emulsificante desde la interfase interna hacia la interfase externa
dando como resultado una emulsién multiple més estable. En este trabajo fue
encontrado que los emulsificantes Panodan SDK (naturaleza hidrofilica) y Grinsted
PGPR (naturaleza lipofilica) interacttian en la interfase agua-aceite formando una
capa alrededor de las gotas, disminuyendo la tensién interfacial facilitando y
proveyendo al sistema de una barrera protectora que mejora la estabilidad estérica
y mecanica, estabilizando la emulsion al protegerla contra la coalescencia y contra
la migracién de la fase acuosa interna hacia el exterior, dando estabilidad a la
emulsidn, esto se ve reflejado en el comportamiento del diametro a través del

tiempo.

En la Figura 7 se muestra el comportamiento del didmetro medio volumétrico
D43 de la emulsion interna a diferentes mezclas de agentes emulsificantes
hidrofilico-lipofilico a través del tiempo, todas las emulsiones obtenidas tuvieron un
tamario medio volumétrico de particula D,; (Anexo B, Tabla B2) menor comparado
con otros trabajos (Garti, 1997a) y al obtenido con emulsiones elaboradas con un
solo emulsificante debido a que la interaccién de los emulsificantes hidrofilico y
lipofilico pueden formar estructuras que minimicen el area de contacto entre las
cabezas no polares y las colas polares que los componen, ademés de que su
adsorcion durante el proceso de homogeneizacién determiné el minimo tamafio de
las gotas. Observandose que, conforme disminuia el emulsificante hidrofilico en la
mezcla de agentes emulsificantes, la emulsién presentd menor cambio en el Dssa

través de las 72 horas de observacion,
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Se ha demostrado que el emulsificante hidrofilico tiene un efecto negativo en
el flujo de moléculas de agua de la fase interna hacia la fase externa (Garti,
1997b) que se ve reflejado en el cambio en D3 a través del tiempo de la emulsion
formulada con 60:40 Panodan SDK-Grinsted PGPR.

Las emulsiones que muestran un menor cambio en el D43 a través del tiempo
se obtienen con una mezcla de agentes emulsificantes de 20:80 y 10:90 Panodan
SDK-Grinsted PGPR teniendo un tamafio de particula entre 0.082 y 0.097um, sin
embargo concentraciones bajas de agente emulsificante hidrofilico puede llevar a
la inversion de fases al formar la emulsion muitiple W4/O/W, a una emulsion O/W
(Garti, 1997a), con esto en mente la mejor mezcla de agentes emulsificantes se
consideré la de 20:80 Panodan SDK-Grinsted PGPR.

0.18 T P e
—HE— 60P-40G
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| _ /%7’*’74§/‘\i v
— 3 =
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10 0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tiempo (h)

Figura 7. Comportamiento del diametro medio volumétrico en la emulsion

interna W1/O a través del tiempo usando mezclas de agentes emulsificantes
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6.1.3 Seleccidén de la fraccidn volumétrica de fase dispersa (&)

La fraccidon volumétrica de fase dispersa (&) es un factor importante que
afecta la estabilidad y el rendimiento de las emulsiones y sus propiedades
funcionales como apariencia, textura, estabilidad y costo. En términos generales
una mayor concentracion de fase dispersa requiere de mayor concentracion de
agente emulsificante y da una mayor viscosidad a la emulsion W;/O. Esta
situaciéon no favorece a la estabilidad de la emulsién W1/O/W,, ya que una mayor
concentracion de agente emulsificante, aumenta la probabilidad de que las
moléculas de éste migren a la interfase externa desestabilizando la emulsidn
W1/O/W,. Una mayor viscosidad de la emulsidn W1/O requiere de una mayor
energia durante la segunda etapa de emulsificacidn para lograr una distribucion
homogénea de la emulsion W4/O, pero esto a la vez tiende a disminuir el tamario
de gota de la emulsidn W41/O/W,, desestabilizando el sistema (McClements, 1999).

Considerando lo antes expuesto, se llevé a cabo la formacion de
emulsiones W4/O con fracciones volumétricas entre 0.1 y 0.5 observandose el
comportamiento del didmetro medio volumétrico Ds; a través del tiempo (ver
Figura 8). Como se puede apreciar a medida que se incrementd la fraccion
volumétrica de fase dispersa el diametro medio volumétrico D,; aumentd, esto se
atribuy6 a que al aumentar la fase dispersa es necesario el uso de mayor cantidad
de agentes emulsificantes lo que implica que a las mismas condiciones de
emulsificacion (5800 rpm durante 5 min) la adsorcién de los emulsificantes sea
menor dando como resultado un mayor tamafio de gota, ademas de que las
concentraciones altas de emulsificantes favorecen la migracion de éstas

moléculas hacia la interfase externa que provoca la desestabilizacion del sistema.

Aunque todos los diametros se encuentran por debajo del tamario de gota
reportado para obtener emulsiones multiples estables de alto rendimiento (Anexo

B, tabla B3), se tomé como parametro discriminatorio seleccionar una fraccion
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volumétrica de fase dispersa & durante la cual la emulsion tuviera el tamaro de

particula mas pequefio ademas de mantenerse estable a través del tiempo de
observacion (72h).
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Figura 8. Comportamiento del diametro medio volumétrico de |a emulsién interna
Wi4/O a través del tiempo a diferentes fracciones volumétricas

de fase dispersa ()
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6.2 Determinacién de las condiciones de la fase externa de la emulsion multiple

W;/O/W, por medio del comportamiento de emulsiones O/W,;

6.2.1 Seleccién de la concentracion de biopolimeros goma de mezquite
(GM) y suero de leche (SL)

Macromoléculas, tales como gomas y proteinas han sido utilizadas en los
ultimos afos para brindar estabilidad adicional a las emulsiones multiples (Garti y
Aserin, 1996, McClements, 1999, Dickinson, 1992); las macromoléculas se
adsorben en la interfase en un lento proceso pero una vez adsorbidas forman una
capa interfacial conformada por lazos y colas bien ancladas dentro de las fases
oleosa y acuosa, lo que provee de una fuerza repulsiva a las gotas de aceite que
se acercan entre si por el movimiento Browniano. El efecto estabilizante que la
capa polimérica adsorbida provee, se conoce como estabilizacion estérica (Garti,
1997b).

El diametro medio volumétrico D43 puede ser considerado como un criterio
para seleccionar la concentracidn mas adecuada de biopolimeros para obtener
una emulsion multiple W1/O/W, estable. Para lo cual es necesario que el tamafio
de particula de la emulsién externa sea mayor que el obtenido en las emulsiones
internas ademas de ser estable a través del tiempo para asi poder encapsular mas
gotas de emulsion interna en la emulsion multiple y obtener un alto rendimiento de
la emulsién (Garti y Aserin, 1996Garti, 1997a, Dickinson, 2003).

Para la formacion de una emulsién multiple estable y con alto rendimiento,
la literatura recomienda (Garti 1997b) que el tamafio de las gotas en la emulsién
externa sea lo suficientemente grande, entre 10 y 60 um para encapsular la mayor
cantidad de gotas de emulsién interna, con un tamano entre 0.5 y 2um, es decir,
que el tamafio de particula de la emulsién externa sea entre 20 y 30 veces méas

grande que el de la emulsién interna.
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En la Figura 9 se muestra el comportamiento del diametro medio
volumétrico D43 de emulsiones O/W, a través del tiempo, preparadas con
diferentes concentraciones de goma de mezquite, conforme se aumenta la
concentracion de goma de mezquite, el diametro medio volumétrico disminuye

aunque su comportamiento a través del tiempo fue mas estable.

El tamafio de particula de las emulsiones O/W, realizadas con
concentraciones de goma de mezquite entre 1% y 10.5% (ver Figura 9) a través
del tiempo se encuentra entre 10 y 30 um, sin embargo estas concentraciones de
goma de mezquite, no garantizan la formacién de una emulsién estable que tenga
las condiciones adecuadas para formar microencapsulados, ya que se requieren
altas concentraciones de material de pared, pues autores como (Ré, 1998,
Beristain y col.,, 1999, Pedroza lIslas y col., 2002), indican que para obtener
emulsiones estables y de alto rendimiento que sean capaces de formar
microencapsulados funcionales, necesitan tener concentraciones de material de
pared arriba del 20% p/p por lo que se elaboré una emulsién O/W, con una
concentracion de goma de mezquite del 25% p/p observandose que el diametro
medio volumétrico D43 permanecio estable a través del tiempo alrededor de 2.74
um que se encuentra entre 20 y 30 veces mas grande que el tamario obtenido de
la emulsién interna W1/O obtenidas en la primera parte de la investigacion, por lo

que se selecciond ésta concentracion de goma de mezquite (Anexo B, tabla B4).

Para las emulsiones O/W, elaboradas con diferentes concentraciones de
suero de leche (ver Figura 10), conforme aumentd la concentracion, el diametro
medio volumétrico D43 aumentd excepto para la concentracion del 25% esto se
debe a que las proteinas tienden a adsorberse en la interfase aceite agua para
forma una capa alrededor de las gotas durante el proceso de emulsificacion
(Dickinson, 2003), por lo que presentan mejor estabilidad que las formadas con

goma de mezquite.
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Se tom6 como criterio de seleccién, la emulsidn O/Wy con una
concentracion de suero de leche que tenga diametro medio volumétrico D43 entre
20 y 30 veces mas grande que los didmetros obtenidos en la emulsién interna
como lo mencionado en la literatura (Garti, 1997a), que fue la del 25% con un

diametro volumétrico promedio D,;de 2.74 um (Anexo B, tabla B5).
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Figura 9 Comportamiento de D, a través del tiempo de la emulsién externa

O/W;, a diferentes concentraciones de goma de mezquite.
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Figura 10 Comportamiento de D, a través del tiempo de la emulsién externa O/W,
a diferentes concentraciones de suero de leche.
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6.2.2 Determinacién de la mezcla de biopolimeros Goma de Mezquite -
Suero de Leche (GM-SL)

Las proteinas y los polisacaridos son dos de los mas importantes
biopolimeros usados como ingredientes en emulsiones, tienen la capacidad de
estabilizar emulsiones debido a que, las interacciones entre proteinas vy
polisacaridos pueden conducir a la reduccién de Ia actividad superficial por
coacervacion electrostatica (McClementes 1999), también pueden incrementar la
estabilidad con respecto a la coalescencia debido a la formacién de un complejo
covalente (Dickinson 2003), esto dependiendo de la carga neta de cada

biopolimero.

Una mezcla entre estas macromoléculas aumenta la posibilidad de obtener
emulsiones mas estables a través del tiempo debido a que la interaccion entre las
macromoléculas, hace que el desdoblamiento de las proteinas aumente la
flexibilidad molecular lo que trae consigo un re-arreglo en la interfase haciéndola
viscoelastica y brindando estabilidad contra fendmenos de floculacion vy

coalescencia.

La Figura 11 muestra el comportamiento del didametro medio volumétrico
D43 de emulsiones O/W, a través del tiempo, hechas con diferentes mezclas de
biopolimeros (goma de mezquite-suero de leche) con una concentracién total de
biopolimeros del 25%. Todas las mezclas probadas formaron emulsiones O/W,
estables en un rango de 480 h, las emulsiones formadas con 100% goma de
mezquite y 100% suero de leche se comportaron igual que las realizadas en el
punto 6.2.1, en las emulsiones donde se varié la mezcla se observo que cuando la
mezcla presenta una concentracion de goma de mezquite-suero de leche de
60:40, 50:50, 20:80, se obtiene el diametro medio volumétrico alrededor de 2.63
um al aumentar la cantidad de goma de mezquite y disminuir el suero de leche
(80:20), el tamano medio volumétrico disminuye a 2.54um, pero al tener una

8
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mezcla de 40:60 goma de mezquite y suero de leche respectivamente el diametro
medio volumétrico aumenta hasta 3.01, esto pudo deberse a que la interaccion
entre la goma de mezquite y el suero de leche dejé menos disponible a la proteina
en sus configuraciones macromoleculares teniendo menos capacidad de

emulsificacion incrementando el Dy,

Como la finalidad es obtener un tamario de particula que sea entre 20 a 30
veces mayor al obtenido para las emulsiones internas W;/O, para asi poder
encapsular la mayor cantidad de gotas de emulsién interna, se seleccioné la

mezcla de goma de mezquite-suero de leche de 40:60.
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Figura 11 Comportamiento del D, a través del tiempo de la emulsion
externa O/W> con mezclas de goma de mezquite y suero de leche (GM-SL).
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6.2.3 Seleccion del tiempo de agitacion de la emulsién externa O/W-

El tiempo de agitacion estd relacionado con el tamafio de las gotas
formadas, la estabilidad, la textura y la apariencia de la emulsion, por lo cual es un
factor importante a considerar para crear una emulsién que contenga el mayor

numero de gotas en un rango 6ptimo que brinde la mayor estabilidad posible.

Una vez establecida la mezcla y concentracién de biopolimeros, se observé
el efecto que tiene el tiempo de agitacion sobre el D43 a través del tiempo, usando
tiempos de agitacion de 1 a 5 min a una velocidad de 5000 rpm, (ver Figura 12),
se observa que conforme el tiempo de agitacién aumenta el didmetro medio
volumétrico D43 a través del tiempo disminuye, formando emulsiones mas
estables. El tiempo de agitacién influye en la disminucién del tamario de las gotas
de la emulsién ya que las moléculas de proteina y suero de leche se adsorben
rapidamente formando una capa interfacial alrededor de las gotas que las protege

y previene la coalescencia.

El tamafio de particula de las emulsiones O/W, varié entre 2.55 y 3.2 um
que es capaz de emulsificar las gotas obtenidas para las emulsiones W;/O (Anexo
B, tabla B7); no obstante, los tiempos de agitacién de 1 a 3 min no resultaron
idoneos pues no se logré una buena dispersién de la fase oleosa, en cambio a
partir de los 4 min el proceso de dispersiéon fue mas eficiente dando mayor
cantidad de gotas manteniendo el didmetro a través del tiempo, por lo que se

seleccioné como el tiempo de emulsificacion mas conveniente.
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Figura 12 Comportamiento del D43 a través del tiempo de la emulsion

externa O/W- a diferentes tiempos de agitacion.
6.3 Emulsion multiple W1/O/\W>

6.3.1 Seleccién de la concentracién de goma gelana en la fase acuosa

interna

Los agentes espesantes o gelantes son usados para incrementar la
viscosidad y reforzar la estabilidad de la emulsion retardando el movimiento de las
gotas y los mecanismos de inestabilidad como floculacion y coalescencia (Mc
Clements, 1999). La incorporacién de un agente espesante como la goma gelana
dentro de la fase acuosa de la emulsion interna mejora la estabilidad a largo plazo,
especialmente si forma una red polimérica en la interfase aceite-agua; también
tiene la capacidad de aumentar la viscosidad en la emulsién interna que ayuda a
la estabilidad, disminuyendo el movimiento Browniano de las gotas retrasando asi
los mecanismos de inestabilidad. Las emulsiones realizadas a diferentes

concentraciones de goma gelana en la fase acuosa interna presentan emulsiones
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multiples estables, el didmetro de la emulsién interna se encuentra entre 0 078 y
0.088 um (ver Figura 13), conforme se aumento la concentracion de goma gelana
el diametro aumenté esto debido a que el aumento en la viscocidad de la fase
acuosa interna no permite la adsorcién completa en la interfase de los agentes
emulsificantes formando gotas mas grandes. Comparando los didmetros de la
emulsion W4/O con respecto a los experimentos antes realizados no hay diferencia
manteniéndose alrededor de 0.08 um, ademas de mantenerse estable a través del
tiempo (Anexo B, tabla B8), sin embargo, el agente espesante proporciona
estabilidad a largo plazo contra fenémenos de desestabilizacion de la emulsién.

Considerando costo-beneficio de la materia prima se tomd la concentracion

de 0.4% de goma gelana que ofrece una emulsion estable y sin cambios.
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Figura 13 Comportamiento del D,; a través del tiempo de diferentes
concentraciones de goma gelana dentro de la fase acuosa interna de la emulsién
W1/O/W2
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6.3.2 Seleccidn de los colorantes lipo e hidrodispersables

La seleccion de los colorantes lipo e hidrodispersables se realizé con la
finalidad de obtener emulsiones multiples que ofrezcan una tonalidad del abanico
colorimétrico de pigmentacién de yema de huevo. Se realizaron diferentes
mezclas de colorantes hidrodispersables (carotenoides saponificados de la flor de
cempastchil “MUC”) y colorantes lipodispersables (carotenoides esterificados del
chile rojo “REC”) (Tabla 1), observandose que colocando en una proporcion de 2.6
“REC” por 1 “MUC” con una concentracion de carotenoides totales de 0.5% en la
emulsion total se alcanzé la tonalidad #15 del abanico colorimétrico de

pigmentacién de yema de huevo como se muestra en la Figura 14.

Figura 14 Combinacién de colorantes hidrodispersables (MUC) vy lipodispersables
(REC)
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Una vez seleccionados los pardmetros descritos en las secciones

anteriores, se establecié la formulacién 6ptima de la emulsion multiple.

Tabla 3 Formulacién de la emulsién multiple

Emulsién Multiple W4/0/ W
(9)

Fraccién volumétrica (@ wi0) 0.2

Fase acuosa interna 40
Goma gelana 0.2
Panodan SDK 3.2
Colorante acuoso (MUC) 26
Agua 10.6

Fase oleosa 160
Grinsted PGPR 12.8
Aceite vegetal 78.88
Colorante oleoso (REC) 68.32

Fraccién volumétrica (@ wiom:2) 0.2

Fase acuosa externa 800
Goma de mezquite 80
Suero de leche 120
Agua 600

Total de emulsién muiltiple 1000
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6.3.3 Estabilidad y rendimiento de la emulsiéon multiple W1/O/W- a través

del tiempo conteniendo colorantes lipo e hidrodispersables.

En la Figura 15 se observa el comportamiento del didametro volumétrico
superficial promedio de las gotas internas D3 y el didmetro volumétrico promedio
de las gotas externas D3 de la emulsién mdltiple conteniendo colorantes lipo e
hidrodispersables a una concentracién de 0.5% de carotenoides totales a través
del tiempo (Anexo B, tabla B9). El didmetro medio volumétrico superficial D3> esta
relacionado con el area superficial de las gotas expuestas a la fase continua por
unidad de volumen de emulsién, mientras que el didmetro medio volumétrico de

las gotas externas D43 esta relacionado con el volumen de la fase externa.

Observamos que a través del tiempo las gotas tienden a crecer ligeramente
en ambas emulsiones, este incremento puede atribuirse a una ligera coalescencia
de las gotas de debido a que la barrera protectora formada alrededor de las gotas
se ve afectada por las interacciones moleculares de los colorantes, los agentes

emulsificantes y el agente espesante.

La relacion entre el D3> / D43 puede usarse como un indicativo del
rendimiento de la emulsién muitiple W:/O/W, asi como para monitorear la
estabilidad a través del tiempo. Si esta relacion se encuentra entre 1 y 0.5 es
indicativo de bajo rendimiento ya que el tamario promedio de las gotas en la
emulsidn interna se aproximan al de la emulsién mdltiple. Si se encuentra entre
0.5y 0.35 es de rendimiento intermedio y si se encuentra entre 0.35 y 0 es un
indicativo de alto rendimiento de la emulsién multiple porque el tamafio promedio
de las gotas en la emulsién interna son muy pequefias en comparacién con la

emulsion multiple (Anexo B, tabla B11).
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Figura 15 Comportamiento del D;, y D43 a través del tiempo de la emulsion

interna y externa en la emulsién multiple W4/O/W,

Como se aprecia en la Figura 16 la relacién entre D3 / D43 resulté ser
pequena, se encuentra entre 0.22 a 0.27 um lo que indica que hay un alto
rendimiento de la emulsiéon multiple que ademéas se mantiene estable a través del

tiempo.
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Figura 16 Relacion entre diametro interno y externo de la emulsién W1/O/W;

a través del tiempo

La cinética de coalescencia es utilizada para estimar la estabilidad de las
emulsiones, en el caso de las emulsiones sencillas los valores de la cinética de
coalescencia (C) se encuentran para emulsiones inestables alrededor de 10° sy
para emulsiones estables alrededor de 107 s (Sherman, 1968). En la Tabla 3 se
encuentran los valores de la cinética de coalescencia determinadas por las
ecuaciones (1,2 y 3), para la emulsién interna y para la emulsién multiple

observandose que ambas se mantienen estables (Anexo B, tabla B10).
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Tabla 4. Cinética de coalescencia
C(s™)

Emulsién interna  2x10°

Emulsion externa  8x107

En la Figura 17 se observa la morfologia de la emulsién multiple obtenida,
la cual presenté los tres tipos de morfologia que existen. La tipo A que se
caracteriza por tener una sola gota de fase acuosa interna, las tipo B que pueden
contener de 2 hasta 50 gotas y las tipo C que contiene multiples gotas de fase
acuosa interna, estos tipos de morfologia se mantienen a través del tiempo.

Finalmente se obtuvieron microencapsulados por secado por aspersién de
la emulsion multiple con una temperatura de secado de 175 °C, con una relacion
de material de pared a material encapsulado 1:1, no se observa colorante en la
superficie de las gotas lo cual es indicativo de una buena retencién de los
colorantes a esta relacion de material de pared a material encapsulado (ver Figura
18).
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120 h 192 h

Figura 17 Microfotografias de emulsiones multiples a través del tiempo
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Figura 18. Microfotografia de microcapsulas obtenidas de la emulsion W1/O/W,
conteniendo colorantes hidro y lipodispersables
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e Para la formulacion de la emulsion primaria W1/O se debe emplear una
concentracidon del 8% p/p de la mezcla de agentes emulsificantes
Grinsted PGPR — Panodan SDK con una relacidon de 80:20 para
obtener el didametro de particula mas pequerio (.070-.750u.) esta
mezcla fue de gran ayuda para evitar los procesos de destabilizacion

en la emulsion primaria.

e Se recomienda trabajar con una éwo de 0.2 ya que ofrece emulsiones
estables contra los fendmenos de desestabilizacion y una distribucion

mas homogénea de la emulsién interna W4/0O.

e El uso de una mezcla entre goma de mezquite y suero de leche en una
relacion de 40:60 y con una concentracion del 25% p/p resulté benéfica
para la formacién de la fase externa de la emulsion multiple, ya que la
combinacién de éstas macromoléculas ofrece mejores efectos de
estabilizacién posiblemente debido a la formacion de complejos
electrostaticos en la interfase que reduce la actividad superficial

incrementando la estabilidad con respecto a la coalescencia.

e El uso de goma gelana en una concentracién de 0.4% p/p dentro de la
emulsidn interna brindd proteccion contra floculacién y coalesencia ya
que aumentar la viscosidad disminuyd el movimiento Browniano de las

gotas de emulsion.

e Morfolégicamente se obtuvo una emulsion multiple W/O/W;
conteniendo los tres tipos existentes predominando el tipo C que fue
estable a través del tiempo y que pudo formar microencapsulados de
colorantes lipo e hidrodispersables. El rendimiento que se tuvo de la

emulsioén fue alto.
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e Lacinética de coalescencia obtenida para la emulsion interna y para la

emulsion multiple refleja la formacién de emulsiones estables.

e Laemulsion multiple W1/O/W, formulada con una concentraciéon del 8%
p/p de la mezcla de agentes emulsificantes Grinsted PGPR — Panodan
SDK con una relacién de 80:20,con una ¢wso de 0.2, una mezcla entre
goma de mezquite y suero de leche en una relacién de 40:60 y con una
concentracion del 25% p/p y una concentracion de goma gelana 0.4%
p/p, es una emulsion estable, ya que retardo la floculacién ya que los
diametros de las gotas permanecieron constantes y mantuvieron su

individualidad a través del tiempo.
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Anexo A

Métodos para la determinacion del diametro en la emulsion interna y externa
Determinacion del didmetro por medio del sistema de Analizador de Imagenes

El sistema de analizador de imagenes esta compuesto por un microscopio
6ptico BX 45, una camara digital Olympus zoom 3030 y un software Image Pro-
Plus version 4.5. Para la determinacién del diametro se toma una fotografia de la
emulsion montando la camara con el zoom al 100 %, en el microscopio Optico
utilizando un objetivo de 100x, dicha fotografia es digitalizada para ser analizada
en el software del equipo que es calibrado a un objetivo de 100x, la fotografia
digitalizada es transformada a escala de grises (escala 8), se mejora el contraste y
se selecciono al azar un numero determinado de gotas (90) se dibuja cada una de
las gotas y se seleccionan las medidas para el calculo el didmetro promedio de las
gotas, éstos diametros se transforman a excel y por medio de las siguientes

expresiones se calculan:

> nd’

e = -Z—T Diametro promedio volumétrico superficial
ni iﬁ
Z d3 /
D, =3/~ L Diametro promedio volumétrico
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Determinacion del diametro por medio del analizador de particulas Malvern series
2600

El equipo utiliza un paquete estadistico, para realizar las mediciones utiliza
la difraccion del rayo laser, las particulas dentro de la celda de medicién
esparciran la luz la cual llega a los lentes de medicién en donde se concentra el

haz y el detector reunira la luz esparcida mediante los angulos de esparcimento.

Para la determinacion del tamario de la gota se agito la muestra para que
fuera lo mas homogénea posible, posteriormente se lleno la tina del analizar de
particulas con agua y con una pipeta pasteur se tomo una alicuota de
aproximadamente 0.5 mL, que fue agregada gota a gota en la tina del analizador
hasta llegar a una concentracién de aproximadamente 0.20 unidades con volumen
de concentracion de 0.0019%. Estos datos fueron registrados e impresos por un

equipo de computo directamente conectado al analizador.
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Anexo B
Diametros a través del tiempo de la emulsién interna, externa y multiple.
Datos para la determinacién del didmetro en la emulsién interna W4/O.
Para el analisis de la emulsion interna W4/O se utilizé el analizador de

imagenes cuyos datos se muestran a continuacion:

Tabla B1 Diametros a diferente concentracién de agente emulsificante lipofilico en

la emulsion W4/0O

Concentracion de emulsificante lipofilico

Grinsted PGPR (%) D4310%m
1 0.203
3 0.144
5 0.122
8 0.094
10 0.074

Tabla B2 Diametros a través del tiempo a diferente mezcla de agentes
emulsificantes en la emulsién interna W,/O

Tiempo (h) D4310°m D4s10°m D4310°m D4310°m
B0P*-40G**(%) 40P-80G (%) 20P-80G (%) 10P-90G (%)
0 0.078 0.074 0.087 0.085
12 0.079 0.083 0.093 0.090
24 0.082 0.097 0.095 0.094
36 0.096 0.099 0.097 0.092
48 0.103 0.106 0.097 0.095
60 0.131 0.113 0.098 0.093
72 0.147 0.122 0.098 0.093

* Emulsificante hidrofilico Panodan SDK
** Emulsificante lipofilico Grinsted PGPR
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Tabla B3 Diametros a través del tiempo para la seleccién de la fraccién
volumétrica & en la emulsion lntema W,/O
Tiempo (h) D 4310°m D431O43 D4,310 m D4,31Ogm D4,3105m

0.1 0.2 0.3 @04 0.5
0 0.076 0.077 0.078 0.080 0.081
5 0.076 0.077 0.079 0.081 0.082
12 0.077 0.078 0.080 0.082 0.082
24 0.077 0.078 0.081 0.083 0.084
36 0.078 0.078 0.081 0.084 0.085
48 0.078 0.078 0.081 0.085 0.086
60 0.078 0.078 0.082 0.086 0.086
[ 0.078 0.078 0.082 0.086 0.086

Datos para la determinacién del didmetro en la emulsién externa O/W,

Para el andlisis de la emulsion externa O/W, se utilizé el analizador de

particulas Malvern series 2600.

Tabla B4 Diametros a través del tiempo de la emulsién O/W, a diferentes
concentraciones de goma de mezquite

Tiempo D4310°m D4310°m D4310°m D4s10°m Da4s10°m D as10°m

(h) 1% 3% 5% 8.5% 10.5% 25%

0 21.06 26.65 22.49 18.63 12.38 2.68

2 31.19 19.61 29.82 22.02 12.97 2.74
24 58.66 12.45 25.91 20.57 8.22 2.74
48 59.03 12.45 26.33 20.15 12.73 2.74
72 59.43 22.76 23.67 171 8.38 2.74
96 59.43 2.44 26.96 13.97 9.74 274
120 59.29 2.44 26.96 13.97 9.74 2.74
144 59.29 2.44 26.96 13.97 9.74 2.74
168 60.17 2.34 4.2 3.47 7.26 2.74
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Tabla B5 Diametros a través del tiempo de la emulsién O/W- a diferentes
concentraciones de suero de leche

Tiempo(h) D4310°m D4310°m D4310°m D4310°m Da4310°m

1% 3% 5% 8.5% 25%

0 10.81 145 19.9 19.35 274
24 8.9 12.9 15.56 20.1 261
48 8.89 12.87 14.9 18.9 2.56
72 8.75 12.5 14.31 18.3 274
96 8.56 12.01 14.5 17.9 274
120 8.6 12.3 13.32 18.2 274
144 8.3 11.9 14.4 19.1 2.74
168 8.9 9.7 13.9 18.5 2.74

Tabla B6 Diametros a través del tiempo de la emulsion O/W- a diferentes mezclas
de biopolimeros

Tiempo D4310°m D4310°m D4310°m D4310°m D4310°m D4s10°m Das10°m

(h) 100GM* 80-20 60-40 50-50 40-60 20-80 100SL**
(%) GM-SL GM-SL GM-SL GM-SL GM-SL (%)
(%) (%) (%) (%) (%)

0 2.68 2.54 2.63 2.61 3.01 2.63 2.74
24 274 2.54 2.63 2.63 2.98 263 2.74
48 2.74 2.54 263 2.63 2.98 2.63 274
72 2.74 2.54 2.63 2.63 3.01 263 2.74
96 2.74 2.54 2.63 2.62 3.01 2.63 2.74
120 274 2.54 2.63 2.63 3.01 263 274
144 274 2.54 2.63 2.63 3.01 263 2.74
168 2.74 2.54 2.63 2.63 3.01 2.63 2.74
192 2.74 2.54 2.63 2.63 3.01 2.63 2.74
216 274 2.54 2.63 2.63 3.01 263 2.74
240 274 2.54 263 2.63 3.01 2.63 274
264 275 2.55 263 2.63 3.01 2.63 2.74
312 2.75 2.55 2.63 2.63 3.01 2.63 2.74
360 273 2.56 2.63 2.63 3.01 263 274
408 273 2.56 263 263 3.01 2.63 2.74
456 273 2.56 2.63 2.63 3.01 2.63 2.74
480 273 2.56 2.63 2.63 3.01 2.63 2.74

*Goma de mezquite
**Suero de leche
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Tabla B7 Diametros a través del tiempo de la emulsién O/W, a diferentes tiempos

de agitacién
Tiempo(h) D4310°m D4310°m D4310°m D4310°m Da4s10°m

1 min 2 min 3 min 4 min 5 min

0 3.20 2.83 2.55 2.58 2.57
24 3.20 2.83 2.55 2.58 2.57
48 385 2.83 2.57 2.60 2.57
72 3.35 3.01 2.59 2.63 2.57
96 3.35 3.01 2.59 2.58 2.57
120 3.35 3.01 2.59 2.58 2.57
144 3.35 3.01 3.01 2.63 257
168 3.47 3.01 3.01 2.58 2.57
192 347 3.01 3.01 2.63 2.57
216 3.47 3.01 3.01 2.63 2.57
240 3.47 3.01 3.01 2.63 2.57
264 3.47 3.01 3.01 2.63 2.57

Datos para la determinacién del diametro en la emulsiéon mdltiple W1/O/W-

Para el analisis de la emulsiéon multiple W1/O/W; se utiliz6 el analizador de

imagenes cuyos datos se muestran a continuacion.

Tabla B8 Diametros a través del tiempo de la emulsién multiple W1/O/W- a
diferentes concentraciones de goma gelana

Tiempo D4310°m D4310°m D4310°m D4310°m Da4310°m

(h) 0.4% 0.5% 0.6% 0.7% 0.8%
0 0.0772 0.0779 0.0813 0.0829 0.0837
24 0.0775 0.0780 0.0813 0.0847 0.0855
48 0.0777 0.0779 0.0813 0.0853 0.0859
72 0.0780 0.0781 0.0825 0.0857 0.0869
96 0.0779 0.0782 0.0821 0.0868 0.0875
120 0.0780 0.0784 0.0823 0.0866 0.0875
144 0.0782 0.0795 0.0823 0.0869 0.0878
168 0.0784 0.0792 0.0835 0.0877 0.0879
192 0.0788 0.0797 0.0833 0.0875 0.0885
216 0.0792 0.0792 0.0832 0.0878 0.0889
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Tabla B9 Diametros a través del tiempo de la emulsién interna y externa de la
emulsion multiple W1/O/M,
Tiempo (h) D3210°m D4310°m

emulsidn Emulsidon

interna externa

0 0.51163 2.31881
24 0.55147 2.34605
48 0.59131 2.42456
72 0.6482 2.49811
96 0.7051 257165
120 0.71556 2.61274
144 0.72671 2.67155
168 0.73969 2.77145
192 0.75752 277176

Tabla B10 Ln(Nt) para la determinacion de la cinética de coalescencia de la
emulsién interna y externa

Tiempo (h) Ln (Nt) Ln (Nt)
emulsion interna  emulsién externa

0 28.6790 24.1454
24 28.4541 241104
48 28.2448 24.0116
72 27.9692 23.9220
96 27.7168 23.8349
120 27.6726 23.7874
144 27.6262 23.7206
168 27.5731 23.6105
192 27 5017 23.6101
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Tabla B11 Relacion entre el diametro de la emulsion interna y el didmetro de la
emulsion externa a través del tiempo

Tiempo (h)

D 32/D 43
)

0
24
48
72
96

120
144
168
192

0.22064
0.235
0.24388
0.25948
0.27418
0.27387
0.27202
0.2669
0.2733
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GLOSARIO

Emutsificante:- Sustancia o mezcla de sustancias que disminuye la tension
superficial en la interfase aceite-agua, y tiene la capacidad de formar una emulsién
estaple-por corto tiempo.

Lipofilico: Sustancia capaz de disolverse en grasas.

Lipofébico: Sustancia incapaz de disolverse-en grasas.

Hidrofilico: Sustancia capaz de disolverse en agua.

Hidrofébico: Sustancia incapaz de disolverse en agua.

Biopolimero: Moléculas de proteina o polisacérido.

Amfifilico: Moléculas que tienen una cola hidrofébica larga y una cabeza
hidrofilica.

Homogenizacién: Proceso para convertir dos liquidos inmiscibles en una
emulsion, o la reduccion del tamafio de particula de las gotas en una emulsion ya
existente.

Espesante: Sustancia capaz de aumentar la viscosidad de una solucion.

Presion Osmética: Fuerza ejercida en el transporte de un liquido a través de una
mémbrana.

Viscosidad: Medida de la resistencia que un fluido ofrece bajo la accion de una
-fuerza aplicada (especifica para cada fluido).

€oalescencia: Dos 0 méas gotas de la emulsion se juntan para formar una gran
gota.

Flocutacién: Asociacién de las gotas de la emulsion bajo la influencia de fuerzas
atractivas entre particulas, cada gota mantiene su individualidad.

Cremado: Separacion gravitacional de gotas de aceite hacia arriba debido a una
menor densidad que el liquido circundante.

Hidrocoloide: Biopolimeros hidrofilicos de alto peso molecular.

Gelante: Sustancia capaz de formar un gel en solucion.
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Surfactante: Molécula de bajo o alto peso molecular que presenta actividad

superficial.

Goma: Polimero exudado de plantas (goma arébiga, goma de mezquite)

HLB: Balance hidrofilico-lipofilico de los surfactantes que significa la solubilidad
que tienen en agua o aceite.

Tensoactivo: Molécula amfifilica de bajo peso molecular que presenta actividad

superficial.

77

%



	1.pdf
	2.pdf
	3.pdf
	4.pdf

