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RESUMEN

En este trabajo se investigo la formacién de complejos poliméricos entre la goma arabiga
(GA) vy el quitosano (Q), dos polisacéridos de carga opuesta, como una funcion de la
relacién de biopolimeros, concentracion total de biopolimeros, pH y concentracion de
NaCl. Se determinaron las condiciones de formacion de los complejos interbiopoliméricos
insolubles (coacervacion compleja) usando mediciones potenciométricas de los
biopolimeros en solucion; turbidimétricas y movilidad electroforética de la fase en
equilibrio; y rendimiento de la fase coacervada. Las concentraciones relativas de los
biopolimeros en la fase coacervada y la fase en equilibrio fueron cuantificadas por analisis
elemental y cromatografia de liquidos de alta resolucion, respectivamente. Los resultados
indican que el mayor rendimiento de coacervado se obtiene al mezclar 5 gramos de goma
ardbiga por gramo de quitosano, independientemente de la concentracion total de
biopolimero usada. La formacién de los complejos goma arabiga-quitosano dependen del
pH y concentracién de sal. El intervalo de pH de maxima interaccion fue ubicado entre 3.5
- 5, con un punto de resistencia de NaCl de 150 mM. Los espectros de infrarrojo indicaron
que el acomplejamiento se llevan a cabo por la interaccion de los grupos carboxilo de la
goma arabiga y los grupos amino del quitosano Los complejos insolubles goma arabiga-
quitosano fueron caracterizados como geles débiles con carécter predominantemente
viscoso caracteristico de las matrices coacervadas, presentando mayores propiedades
viscoelasticas a un pH = 4.5. Las micrografias de los complejos goma arabiga-quitosano
muestran un alto grado de entrecruzamiento entre los biopolimeros y presentan estructuras

intrincadas de un gel complejo.

Posteriormente, se evaluaron las condiciones de formulacion de emulsiones simples de
aceite de canola como fase oleosa empleando goma ardbiga como emulsionante. Las
emulsiones de mayor estabilidad fueron producidas empleando 7600 rpm y 10 % (p/p) de
goma arabiga. La emulsion simple con quitosano mostr6 una menor estabilidad en
comparacion con las emulsiones de goma arabiga. Tomando en cuenta esto, la formacion

de una emulsion simple por coacervacion se efectué mediante la adsorcion secuencial de
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los biopolimeros a la interfase. Primero se formuld la emulsion simple con goma arabiga al
10% (p/p) y, posteriormente, esta emulsidn fue redispersada en una solucién de quitosano
al 2% (p/p), produciendo la emulsién por coacervacion O/Wgaq. El incremento de la fase
dispersa en las emulsiones O/Wgag 0riginé un incremento en las propiedades viscoelasticas
de las emulsiones. Las emulsiones O/Wgag con un contenido de fase dispersa del 10 y 20%
(p/p) presentaron un comportamiento viscoso en todo el intervalo de frecuencias, estas dos
emulsiones pueden ser utilizadas en aplicaciones de secado por aspersion. La emulsion
O/Wogag con un contenido de fase dispersa del 40% (p/p) presentd un comportamiento

elastico en todo el intervalo de frecuencias.

Las emulsiones O/Wga y O/Weaq, ambas con un contenido de fase dispersa del 20% (p/p),
fueron secadas por aspersion bajo las mismas condiciones para obtener los respectivos
sistemas microencapsulados. Ambos sistemas presentaron la formacion de
microencapsulados esferoidales que contenian en su interior pequefias microcapsulas. Los
microencapsulados producidos a partir de la emulsion por coacervacion O/Wgag mostraron
una mayor uniformidad de tamafio, con menor area superficial, y mayor densidad del

material de barrera en comparacion con los microencapsulados de goma arabiga.
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1 Introduccion

La encapsulacion es el proceso a traves del cual una sustancia activa es envuelta con una
pelicula continua y compacta de un polimero o es distribuida uniformemente en una matriz
del material polimérico (Shahidi y Han, 1993; Moreau y Rosenber, 1993). Cuando el
diametro de particula del producto terminado se encuentra entre 1 y 1000 um, se le
denomina microcapsula y, al proceso, microencapsulacion (Hoagland, 2001a). La
microencapsulacion es definida como “la tecnologia de empacar sélidos, liquidos o gases
en capsulas selladas de tamafio microscopico, que liberan sus contenidos a velocidades
controladas bajo la influencia de ciertos estimulos como pH, temperatura o fuerza idnica,
por mencionar algunos” (Bertolini y col., 2001; McNamee y col., 1998; Garti, 1997;
Sparks, 1981). Los sistemas microencapsulados son ampliamente utilizados en aplicaciones
de las industrias quimica, farmacéutica, cosmética, biotecnoldgica y de los alimentos. Por
ejemplo, en la industria de los alimentos, los acidos grasos poliinsaturados y las vitaminas,
que son de vital importancia para el tratamiento o la prevencion de algunas enfermedades,
se degradan rapidamente, por lo que su proteccion y aislamiento de factores prooxidantes
(temperatura, pH, oxigeno, iones metélicos, UV y rayos X), mediante la tecnologia de la
microencapsulacién es imprescindible para la conservacion de su integridad quimica, fisica

y funcional.

La funcionalidad del material encapsulado y las propiedades fisicogquimicas de la
microcdpsula dependen de las propiedades de la membrana protectora, las cuales se
encuentran intimamente ligadas a las interacciones entre los polimeros formadores de la
membrana, asi como las interacciones con otros ingredientes que la constituyen, de su
estructura y de los mecanismos difusivos que puedan darse a través de ésta. En general, el
material encapsulado puede estar constituido de una o varias sustancias, mientras que el
material de barrera puede ser disefiado empleando una capa sencilla o multiple (Desai y
Park, 2005; Shahidi y Han, 1993). Existe una gran cantidad de materiales de barrera, por
ejemplo, polimeros sintéticos o naturales, neutros o con carga (positiva 0 negativa),
ramificados o lineales. La selecciébn de los materiales de barrera usados para

microencapsular una sustancia activa dependeran en gran medida de la disponibilidad y
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costos de la materia prima, de la funcionalidad esperada del material encapsulado, de las
propiedades fisicoquimicas esperadas de las microcapsulas y de la tecnologia seleccionada
para la microencapsulacion. Las tecnologias usadas en la microencapsulacion son divididas
en métodos fisicos, quimicos y fisicoquimicos (Shahidi y Han, 1993). La seleccién de la
tecnologia de microencapsulacion es funcion de los costos, las propiedades fisicoquimicas
del material que se encapsulard, del tamafio deseado de las microcapsulas, de la aplicacion

y de los mecanismos de liberacion deseados (Ré, 1998).

La microencapsulacion por coacervacion es una tecnologia eficiente, pero costosa. En la
década de los afios noventa, la microencapsulacion por coacervacion compleja habia
encontrado un uso limitado en la encapsulacion de sabores. La principal razén era la
escasez de materiales de barrera que podian ser usados en la industria de los alimentos
(Shahidi y Han, 1993). En los ultimos afios, la busqueda de nuevos sistemas para la
microencapsulacién por coacervacion ha propiciado nuevas lineas de investigacion. La
mayoria de los sistemas incluyen mezclas proteina-polisacarido, los cuales han sido
aplicados exitosamente en aplicaciones farmacéuticas y alimenticias. Sin embargo, existen
pocas investigaciones relacionadas con la formacién de complejos insolubles a partir de
mezclas de polisacaridos (Dumitriu y col., 1994; Daly y Knorr, 1988). El desarrollo de
matrices polisacaridas coacervadas requiere del conocimiento béasico acerca de las
interacciones atractivas entre los biopolimeros, asi como la influencia de éstas en las

propiedades reoldgicas y estabilidad de los sistemas dispersos.
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1.1 Emulsion
Una emulsion consiste en dos liquidos parcialmente inmiscibles, con uno de los dos
liquidos disperso en el otro en forma de pequefios globulos esféricos (Dickinson, 1992). La
fase presente en forma de pequefios glébulos (de 0.1 a 100 micras) se le denomina fase
interna o dispersa (Mufioz y col., 2007). La fase que forma la matriz en que se suspenden
los globulos se le denomina fase externa o continua. Las emulsiones son sistemas
termodinamicamente inestables, debido a que los contactos entre las moléculas de agua y
aceite no son favorables energéticamente; el estado termodindmicamente estable
corresponde al sistema que presenta las dos fases separadas, minimizando el &area de
contacto entre las moléculas de agua y aceite (Sherman, 1968). En un intento por
desarrollar “emulsiones estables”, distintas investigadores se han limitado a controlar la
cinética de los procesos que conllevan al rompimiento de las emulsiones (Begenstahl,
1995). Los tecndlogos tienen dos maneras de conseguir este propdsito (Begenstahl, 1995):
usando dispositivos mecénicos que dispersen el sistema y mediante la incorporacion de
agentes emulgentes de alto o bajo peso molecular, los cuales estabilizan la dispersion. Las
emulsiones encuentran aplicaciones en diversos campos: alimentacidén, cosmética,
farmacéutica, quimica agricola, detergencia, industria de la pintura y polimeros,
pretratamiento de crudo de petroleo en refinerias, tratamiento de mareas negras, asfaltos,

entre otras (Mufioz y col., 2007).

Para formular una emulsion se necesita una fase oleosa, una fase acuosa, energia y agentes
emulgentes. La energia es necesaria para incrementar el area interfacial entre las dos fases.
El emulsionante provee el mecanismo para prevenir o minimizar la inestabilidad del
sistema. En general, las emulsiones son clasificadas por su estructura en: i) emulsiones

simples y ii) emulsiones maltiples.

1.1.1 Emulsion simple
Regularmente las emulsiones simples son clasificadas en: i) emulsiones aceite-en-agua

(conocida por sus siglas en inglés O/W), en donde los globulos de aceite estan dispersos en
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agua; algunos ejemplos tipicos son: la leche, la crema, la mayoria de las salsas y aderezos;
y ii) emulsiones agua-en-aceite (W/O), en donde los glébulos de agua estan dispersos en

aceite; por ejemplo: la mantequilla y la margarina.

La regla de Bancroft indica que el tipo de emulsion depende mas del agente emulsionante
que de las proporciones relativas de aceite o agua, o de la metodologia de preparacion de la
emulsion (McClements, 1999). En general, para formular emulsiones del tipo O/W se
emplean agentes emulsionantes hidrosolubles. Mientras que, para formular emulsiones
W/O se emplean agentes emulsionantes liposolubles o con una solubilidad mayor en aceite

que en agua.

1.1.2 Emulsiéon multiple

Las emulsiones multiples 6 emulsion de emulsiones son sistemas complejos que pueden
exhibir estructuras terciarias, cuaternarias, o de mayor orden. La emulsion mdultiple simple,
también llamada “emulsion doble” presenta una estructura terciaria, en la cual los globulos
dispersos contienen a su vez glébulos mas pequefios (Rosano y col., 1998). Existen dos
tipos de emulsiones dobles: i) agua-en-aceite-en-agua (W1/O/W,) vy ii) aceite-en-agua-en-
aceite (O1/W/Oy,). En general, las fases internas y externas son quimicamente semejantes y
se encuentran separadas fisicamente por una fase intermedia inmiscible de naturaleza
opuesta (Dickinson y McClements, 1996). Los multiples compartimientos que ofrece una
emulsion multiple ofrecen una gran cantidad de posibilidades para la liberar, retener,
eliminar y/o proteger sustancias quimicas encapsuladas en su interior. Las emulsiones
maultiples son usadas en varias aplicaciones industriales y desarrollos tecnoldgicos:
removiendo metales toxicos en agua contaminada y en la encapsulacion de drogas,
nutrientes, colorantes, saborizantes, enzimas y cosméticos, que pueden ser liberadas a tasas
controladas y bajo la influencia de ciertos estimulos como el pH, la temperatura o enzimas
(Sugiura y col., 2004; Rodriguez-Huezo y col., 2004; Gonzalez-Ochoa y col., 2003; Yan y
Pal, 2001; Nakano, 2000; Rosano y col., 1998; Garti, 1997; Dickinson y col., 1993).
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1.1.3 La fase oleosa

La fase oleosa (O) de una emulsion puede estar constituida por un producto quimico
orgéanico; por ejemplo, hidrocarburos o grasas y aceites procedentes de productos naturales
(Mufoz y col., 2007). No obstante, también se utilizan fases oleosas basadas en lipidos

naturales quimicamente modificados; por ejemplo, las grasas hidrogenadas.

Entre los compuestos mas importantes que constituyen a las fases oleosas alimentarias se
puede citar: acidos grasos, lipidos, colorantes liposolubles, vitaminas y esteroles. Las
caracteristicas mas importantes de las fases oleosas alimenticias son: sus propiedades
organolépticas, la densidad, punto de fusién, viscosidad y tension superficial (McClements,
1999). También es importante el caracter no polar de la fase oleosa, ya que influyen en las
propiedades interfaciales de los emulsionantes (Mufioz y col., 2007). Pérez-Orozco y col.
(2004) observaron el incremento de la viscosidad interfacial en el sistema aceite de canola-
goma de mezquite en comparacion con el sistema aceite mineral-goma de mezquite, debido
a la presencia de los grupos polares de los acidos oléico, linoléico y linolénico presentes en

el aceite de canola, los cuales interactuaban en la interfase con la goma de mezquite.

1.1.3.1 Aceite de canola

El aceite de canola contiene acido a-linolénico (acido graso esencial omega-3) y acido
linoléico (&cido graso esencial omega-3) los cuales ayudan a reducir el riesgo de
enfermedades cardiacas y de accidentes cerebro-vasculares (Huang y col., 2007, Tricia y
col., 2006). El &cido a-linolénico es un &cido graso esencial que los humanos no pueden
sintetizar en el cuerpo y tienen que obtenerlo a través de la dieta, mientras que los acidos
eicosapentaenoico y docosahexaenoico pueden ser biosintetizados a partir del &cido -
linolénico provenientes de una fuente animal o vegetal (Bourre, 2007, Tricia y col., 2006).
El acido a-linolénico se encuentra en las grasas y aceites de la canola, la linaza, el germen
de trigo y el frijol de soya; nueces como las nueces de nogal, las pacanas y los pifiones; y

las semillas de la grosella roja y negra. El aceite de canola contiene 11% de &cido o-
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linolénico, 21% de acido linoléico, 61% de grasas monoinsaturadas y 75 de grasas
saturadas (Tricia y col., 2006).

1.1.4 La fase acuosa

La fase acuosa (W) de las emulsiones raramente consiste en agua pura, generalmente es el
medio para solubilizar o disociar alguna sustancia de interés. Entre estas se puede
mencionar: sales, &cidos, bases, azucares, estabilizantes (polisacaridos, polimeros),
conservantes, colorantes acuosos, emulsionantes, proteinas; la presencia de estas Gltimas
dos puede deberse a un exceso de las sustancias respecto a las cantidades presentes en la
interfase, por incompatibilidad con la interfase o simplemente material desplazado de la

misma durante el proceso de formacion (Mufioz y col., 2007).

1.1.5 Emulsionante

Un emulsionante es una molécula anfifilica, de bajo o alto peso molecular, que tiende a
migrar y adsorberse en las interfases aceite-agua reduciendo la tension interfacial. Esto
favorece la formacion de los glébulos de la emulsién con un menor consumo de energia,
estabilizando la emulsion en cierto periodo de tiempo (Mufioz y col., 2007; McClements,
1999).

1.1.6 Interfase aceite-agua

Las emulsiones son mezclas complejas. Estas usualmente contienen emulsionantes de bajo
o alto peso molecular superficialmente activos. En sistemas que contiene mas de un
componente en la interfase, existen tres tipos de mecanismos adsorcion (Begenstahl, 1995):
1) adsorcion competitiva, 2) adsorcion asociativa y 3) adsorcion secuencial. En este ultimo
mecanismo, el primer componente se adsorbe en la interfase aceite-agua, mientras que el
segundo componente se adsorbe (generalmente de carga opuesta) sobre la superficie del

primer componente, generando un sistema multicapas.



Coacervacion compleja entre la goma arabiga y el quitosano: Aplicacién potencial en emulsiones y microencapsulados

1.1.7 Emulsionante de bajo peso molecular
Los emulsionantes de bajo peso molecular presentan en su estructura un segmento polar y

un segmento no polar (Figura 1).

Grupo polar o hidréfilo

Grupo no polar o hidréfobo

Grupo polar () memmm  grupo no polar

Figura 1. Emulsionante de bajo peso molecular.

La parte polar o hidrofila es conocida como “cabeza”, la cual tiene una alta afinidad por la
fase acuosa; por ejemplo, grupos hidroxilos, carboxilos y i6nicos (Hunter, 2001,
McClements, 1999). La parte no polar o hidrofoba, es conocida como “tallo”, la cual tiene
una alta afinidad por la fase organica, por ejemplo, residuos de hidrocarburos alifaticos o
aromaticos (Hunter, 2001; McClements, 1999).

Los emulsionantes mas usados en la industria de los alimentos pueden ser no ionicos (por
ejemplo, ésteres de sacarosa, ésteres de sorbitan, polisorbatos), anionicos (por ejemplo,
acidos grasos) y zwitteriénicos (por ejemplo, lecitinas). El grupo hidréfobo usualmente
consiste en una 0 mas cadenas hidrocarbonadas, entre 10 y 20 atomos de carbono por
cadena. Estas cadenas pueden ser saturadas o insaturadas, lineales o ramificadas, alifaticas

y/o aromaéticas (McClements, 1999).
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Cuando estas moléculas se adsorben en la interfase aceite-agua, se orientan de manera que
los segmentos no polares apuntan hacia la fase oleosa y los segmentos polares hacia la fase

acuosa (Figura 2).

Fase oleosa Fase acuosa

Fase Fase
acuosa oleosa

W/O © O/W

Figura 2. Orientacién de un emulsionante en la interfase aceite-agua.

1.1.8 Polielectrolitos

Un polimero que contiene grupos ionizables es llamado polielectrolito o macroion. Estos
pueden agruparse en tres grupos (Walstra, 2003, Hoagland, 2001b): 1) Polimeros
cationicos; estos generalmente contiene grupos amino (—NH; o =NH) los cuales pueden ser
protonados a pH suficientemente bajos (hormalmente 7-10); 2) polimeros anidnicos; estos
generalmente contienen grupos carboxilo (-COOH), los cuales se encuentran en el &cido
glucurdnico o residuos semejantes presentes en la mayoria de los polisacaridos; por
ejemplo, las gomas arabiga, de mezquite, xantana, asi como en pectinas y alginatos; y 3)
polianfoteros, los cuales contienen grupos cationicos y anionicos. Estas moléculas pueden
mostrar un punto isoeléctrico, a un pH o condiciones en solucion en las cuales las
magnitudes de las cargas positivas y negativas son iguales (Hoagland, 2001b). Las
proteinas contiene un cierto nimero de aminoacidos en su estructura que pueden ionizarse
para formar cationes (lisina, prolina, histamina o con grupo terminal amino) o aniones
(&cido glutamico y acido aspartico o con grupo terminal carboxilo) (McClements, 1999). Si

las condiciones de disociacion de los grupos ionicos de los polielectrolitos dependen de las



Coacervacion compleja entre la goma arabiga y el quitosano: Aplicacién potencial en emulsiones y microencapsulados

condiciones en la solucion, particularmente pH o concentracién, el polielectrolito es
clasificado como débil. Por otro lado si la carga del polielectrolito es relativamente
insensible a las condiciones en solucion, el polielectrolito es clasificado como fuerte
(Hoagland, 2001b, McClements, 1999).

1.1.9 Biopolimeros

Las proteinas y los polisacaridos son dos importantes tipos de biopolimeros usados como
ingredientes de las emulsiones alimenticias (McClements 1999). Las proteinas son
ampliamente usadas debido a sus excelentes propiedades emulsionantes y formadoras de
espumas, mientras que los polisacaridos son empleados por sus propiedades espesantes y de
retencion de agua (Dickinson, 2003; McClements, 1999; Dickinson, 1993; Fennema, 1982).
Ambos tipos de macromoléculas contribuyen a la estructura, apariencia, textura, sabor y
estabilidad de los sistemas alimenticios a través de su comportamiento de agregacion y
gelacion (Kruif y Tuinier, 2001; Dickinson, 1993). Las propiedades coloidales no solo
dependen de la funcionalidad individual de las macromoléculas presentes en el sistema,
sino también de la naturaleza y fuerza de las interacciones entre las macromoléculas
(Dickinson, 1993).

Cuando un biopolimero es dispersado en una fase acuosa, los residuos no polares pueden
encontrarse en contacto con moléculas de agua, esta conformacibn no es
termodindmicamente favorable debido a interacciones hidrofdbicas, por lo que las
macromoléculas adoptan una conformacion en donde los residuos no polares se encuentran
lo mas alejado del agua. Cuando una molécula orgénica es introducida en una fase acuosa
que contiene un biopolimero superficialmente activo, frecuentemente disminuye la entropia
del sistema (Nakai, 2001). Para minimizar estos cambios no favorables, las moléculas no
polares son forzadas a coalescer en dipolos o globulos, reduciendo la superficie de contacto
con las moléculas de agua. Como resultado de ello, las cadenas de proteinas son forzadas a
desdoblarse en una estructura micelar con las fracciones organicas en el interior de los

glébulos y los grupos polar en el exterior. La eliminacion de los residuos no polares del
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contacto con el agua genera una importante contribucion a la energia libre del sistema
(Nakai, 2001). La adsorcion de los biopolimeros en la interfase aceite-agua da origen a
membranas interfaciales, las cuales reducen el area de contacto entre las moléculas de
aceite y agua. No sélo las proteinas son empleadas para producir emulsiones estables, sino
también algunos polisacaridos como la goma arébiga y la goma de mezquite que presentan
actividad superficial, y por lo tanto, son empleados eficientemente en la formulacion de
emulsiones O/W. Algunos estudios indican que la presencia de una pequefia fraccion de
proteina (< 3%) en la estructura de los polisacaridos, parece ser la responsable de las
propiedades emulsionantes y estabilizantes de los coloides (Dickinson, 2003; Williams y
Phillips, 2000; Whistler 1993). De esta manera, estos dos polisacaridos son capaces de
adsorberse en la interfase O/W, formando una membrana alrededor de los globulos de la
emulsion, previniendo su agregacion. Al mismo tiempo, esta membrana interfacial puede
servir como material de barrera para los sistemas microencapsulados. En general, las
propiedades estabilizantes y de barrera de los biopolimeros en los alimentos son
determinadas por su peso molecular, conformacion, flexibilidad, polaridad e interacciones
(McClements, 1999).

1.1.10 Formacion de emulsiones simples

La formacion de una emulsion puede generarse en una sola etapa o0 en varias etapas
consecutivas, dependiendo de la naturaleza de los materiales usados o del método para
crearla (McClements, 1999). En general, las emulsiones son formadas por los métodos de
condensacion o dispersion. Los métodos de dispersion son los mas comunes debido a que
involucran energias generalmente mas pequefias. Las técnicas mas usadas para producir una
emulsion son: el uso de altas tasas de corte, ultrasonicacion y homogenizacion de alta
presion (Walstra, 2003; Hunter, 2001).

Para producir una emulsion simple O/W por agitacion, generalmente se emplea un
dispersor de alto corte, con la finalidad de romper y entremezclar las fases oleosas y
acuosas, aumentando el area interfacial entre los globulos de la fase oleosa y la fase acuosa.

El emulsionante se adsorbe en la superficie de los globulos durante el proceso de



Coacervacion compleja entre la goma arabiga y el quitosano: Aplicacién potencial en emulsiones y microencapsulados

homogenizacién, formando una membrana protectora la cual previene la agregacion de los
glébulos de la emulsion (Figura 3) (Walstra, 2003; McClements, 1999).

Energia.

Fase oleosa (O)

-

Fase acuosa (W)

Figura 3. Preparacion de una emulsion simple O/W.

La intensidad y duracion del proceso depende del tiempo requerido para hidratar y
distribuir uniformemente los ingredientes (McClements, 1999). Una adecuada hidratacién
es importante para la funcionalidad de gran numero de componentes alimenticios; por
ejemplo, las propiedades emulgentes de las proteinas y los polisacaridos a menudo mejoran
cuando éstas son hidratadas por un determinado periodo de tiempo antes de la

homogenizacién (McClements, 1999).

1.1.11 Estabilidad

El término de estabilidad de una emulsion se refiere a la capacidad de la emulsion a resistir
cambios en sus propiedades con el tiempo: la emulsion mas estable muestra pequefios
cambios en sus propiedades con el tiempo (McClements, 1999). En la practica, hay muchas
barreras cinéticas que tienden a prevenir o retardar esta inestabilidad del sistema (Darling y
Brikett, 1986). Hasta hace pocos afios, la mayoria de los estudios relacionados con
emulsiones alimenticias reportaban el uso de emulsionantes de bajo peso molecular (como

los esteres de glicerol, esteres de sorbitan, sorbitan monolaurato, etc.) para producir la
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emulsion simple. Sin embargo, estos sistemas presentan una baja estabilidad cuando la
emulsion es sometida a perturbaciones hidrodindmicas, ya que, al deformar los glébulos de
la emulsion, el area interfacial aumenta, promoviendo el rompimiento de la emulsion.
Actualmente, se ha conseguido obtener emulsiones de mayor estabilidad, reemplazando el
emulsionante hidrosoluble de bajo peso molecular por biopolimeros con actividad
superficial. Estos Gltimos se adsorben en la interfase aceite-agua, estabilizando los globulos
de la emulsion mediante potenciales de repulsion estéricos y/o electrostaticos
(McClements, 1999; Dickinson y McClements, 1996).

La formacion de capas multiples de biopolimeros en la fase externa de las emulsiones
puede ayudar a incrementar la estabilidad de los sistemas; tales son los casos de: quitosano-
goma de mezquite (Pérez-Orozco y col., 2004), proteina de suero de leche-carragenina
(Weinbreck y col., 2004), goma ardbiga-goma de mezquite-maltodrextrina (Rodriguez-
Huezo y col., 2004; Pérez-Alonso y col., 2003), quitosano-alginatos y quitosano-
carragenina (Tapia y col., 2004), carragenina-p-lactoglobulina (Gu y col., 2004), lecitina-
quitosano-pectina (Ogawa y col., 2004), lecitina-quitosano (Ogawa y col., 2003); B-
lactoglobulina-pectina (Moreau y col., 2003), proteina-goma arabiga (Ibanoglu, 2002); por
mencionar algunos. Ademas, las emulsiones finales muestran un efecto significativo en la
proteccion de las sustancias activas, en algunos casos, a valores bajos de pH y temperaturas
extremas. Lo anterior implica que, bajo ciertas condiciones de relacion biopolimero-
emulsionante o biopolimero-biopolimero, pH, fuerza idnica, se pueden producir emulsiones
cinéticamente estables (metaestables). Asimismo, el uso de matrices polielectroliticas
puede ayudar a inhibir la oxidacion de las sustancias contenidas en su interior. Cuando los
gldébulos de la emulsidn tienen carga positiva, son menos susceptibles a la desestabilizacion
por cationes multivalentes, como el calcio o el hierro (Ogawa y col., 2003; Silvestre y col.,
1999).
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1.1.12 Mecanismos de inestabilidad de emulsiones simples

Los principales mecanismos de inestabilidad en emulsiones simples son (Figura 4):

Emulsion Estable

Maduracionde | © Inversion de O
Ostwald O Fases O 0)

0
00 - 0@ 4 ‘o
@)

9

o 0
od [ | @

Cremado Sedimentacion Floculacion Coalescencia

Separacion gravitacional Separacion por agregacion

Figura 4. Principales mecanismos de inestabilidad en emulsiones simples (McClements, 1999).

o La sedimentacién y el cremado son dos formas de separacion gravitatorias. El
cremado describe el movimiento de los glébulos de la emulsion hacia la parte superior del
sistema, debido a que la densidad de la fase dispersa es menor a la de la fase continua,

mientras que en la sedimentacion ocurre un proceso inverso. Ambos procesos son
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reversibles y en ninguna de las dos situaciones pierden su individualidad los glébulos de la
emulsion, por lo que la distribucion y el tamafio de los glébulos no cambia con el tiempo
(Damodaran, 2005; McClements, 1999; Dickinson, 1992).

o La floculacion ocurre cuando dos 0 mas globulos se agregan sin que éstos pierdan su
individualidad. La agregacion es originada por una fuerza de atraccion neta interparticula.
La estructura de los floculos depende de la magnitud de la fuerza atractiva entre los
glébulos y la fraccion volumen de aceite (Damodaran, 2005). La floculacion es un proceso
de agregacion reversible, el cual suele ser el mecanismo posterior al cremado y/o la

sedimentacion y el paso anterior a la coalescencia (McClements, 1999).

o La coalescencia se refiere a la combinacion de dos o méas glébulos para formar un
glébulo mas grande (McClements, 1999). Para que el fendmeno ocurra, los glébulos de la
emulsion deben encontrase muy cerca uno del otro, por lo que la coalescencia generalmente
ocurre en emulsiones cremadas, sedimentadas o floculadas (Damodaran, 2005); es un
proceso irreversible y esta descrito por el incremento lineal en el logaritmo del diametro
promedio de los glébulos de la emulsién en funcion del tiempo (Sherman, 1968). La
coalescencia puede ser menos probable en (Fennema, 1982): i) glébulos mas pequefios, ii)
en emulsiones con peliculas interfaciales gruesas, y iii) no disminuir tanto la tension

interfacial.

o La inversion de fases es el proceso mediante el cual una emulsion W/O se convierte
en una emulsion O/W, o viceversa. En sistemas alimenticios el proceso de inversion de
fases generalmente no ocurre espontdneamente (Dickinson, 1992), pero puede ser
promovida por factores como la temperatura, los cambios en la formulacion del sistema o

los efectos de tipo mecéanico (McClements, 1999).

o La maduracién de Ostwald es el crecimiento de los globulos mas grandes a expensas

de los mas pequefios (los cuales eventualmente desaparecen), ocasionado por la difusion de
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la fase dispersa de los gldbulos pequefios (que se solubiliza en el medio) a los mas grandes
(Dickinson, 1992; Walstra 1986). Generalmente, este tipo de inestabilidad no suele en
emulsiones O/W por que las grasas constituidas por triglicéridos, que son habitualmente

usadas, son insolubles en agua (Fennema 1982).

1.2 Interaccion entre macromoléculas

El estudio de las interacciones entre biopolimeros tiene una gran relevancia para muchos
sistemas bioldgicos, farmacéuticos y alimenticios (Weinbreck y col., 2003). Las
interacciones entre macromoléculas son variadas, estas pueden ser: débiles o fuertes,
especificas 0 no especificas, atractivas o repulsivas (Dickinson, 1993). Dichas interacciones
son determinadas por las caracteristicas fisicoquimicas de cada biopolimero (densidad de
carga y masa molar), su concentracion, relacion y condiciones de disolucién (pH, fuerza
ionica y tipo de iones) (Mekhloufi y col., 2005; Schmitt y col., 2005; Xing y col., 2004;
Weinbreck y col., 2003).

La formacion de complejos intermoleculares se lleva acabo espontaneamente cuando el
cambio total de energia libre de Gibbs (AG) disminuye. El valor de AG es determinado por
un delicado equilibrio entre las contribuciones entropicas favorables (-TAS) y las
contribuciones entalpicas no favorables, y por tanto, existe la posibilidad o no de los
biopolimeros para formar un complejo (Turgeon y col., 2007). Las contribuciones
entrdpicas favorables incluyen principalmente la liberacién de contraiones (de Kruif y col.,
2004, Laugel y col., 2006) y de moléculas de agua (Jelesarov y Bosshard, 1999). Las
contribuciones entalpicas no favorables provienen de la disminucion de la movilidad de los
biopolimeros y a interacciones no covalentes en la interfase de los complejos (Jelesarov y
Bosshard, 1999). Debido a la complejidad de las estructuras y la delicadeza de los procesos
involucrados es dificil estimar ambas contribuciones (Laugel y col., 2006).

La mezcla de dos biopolimeros en solucién puede exhibir tres condiciones de equilibrio
conocidas como miscibilidad, incompatibilidad termodinadmica y formacion de complejos
(Figura 5).
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Figura 5. Principales interacciones entre macromoléculas (Weinbreck, 2004).

En soluciones diluidas, cuando las atracciones interbiopolimero son inhibidas, el sistema es
estable porque la entropia de mezclado domina y las mezclas de biopolimeros son miscibles
(Weinbreck, 2004; Tolstoguzov, 2004; Tolstoguzov, 2003; Kruif y Tuinier, 2001).
Conforme se incrementan las concentraciones de los biopolimeros y exceden una
concentracion critica, estos pueden volverse parcialmente miscibles. La baja entropia de
mezclado de las macromoléculas en comparacion con la de los monémeros es responsable
de su incompatibilidad en un solvente comdn (Weinbreck, 2004; Tolstoguzov, 2004;
Tolstoguzov, 2003; Kruif y Tuinier, 2001). Las fuerzas de repulsion netas entre las dos

especies en solucion a nivel molecular causan la separacion espontanea del sistema en dos
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fases distintas, este fendmeno es conocido como incompatibilidad termodindmica y
comunmente se exhibe en concentraciones semidiluidas o concentradas de biopolimeros
(Dickinson y McClements ,1996). La incompatibilidad termodinamica puede presentarse en
mezclas proteina-polisacarido (no ionicos o aniénicos) a un pH por debajo del punto

isoeléctrico de la proteina (Dickinson, 1993) o en mezclas polisacéarido-polisacarido.

Las interacciones atractivas entre biopolimeros pueden ser fuertes o débiles e incluso
especificas y no especificas. Un enlace covalente entre una proteina y un polisacérido
representa una interaccion atractiva especifica, fuerte y permanente (Dickinson, 1993). Una
interaccidn atractiva no especifica entre biopolimeros presenta un resultado promedio sobre
una gran variedad de interacciones quimicas especificas individuales entre los grupos de los
biopolimeros: ionico, dipolar, van der Waals, puentes de hidrogeno, hidrofobas,
electrostaticas, entre otras (Dickinson, 1993). Las interacciones atractivas entre dos
biopolimeros pueden manifestarse fisicamente de varias formas (Walstra, 2003): i)
formacion de pequefios complejos solubles, manifestdndose en soluciones turbias, ii)
formacion de un gel débil homogéneo, si las interacciones son débiles, y iii) precipitacion
de ambos biopolimeros, si las interacciones son fuertes. Los complejos solubles se forman
cuando uno de los biopolimeros se encuentra en exceso y existen bajas concentraciones
relativas en la solucién (concentraciones menores al 1% p/p) (Tolstoguzov, 2003, 2002). En
la formacion de complejos insolubles (precipitacion), existe una mutua neutralizacién entre
los grupos ionizables de ambas macromoléculas, lo que provoca una disminucion de la
carga neta del sistema, reduciendo las zonas hidrofilas de las macromoléculas, mientras que
sus partes hidréfobas se compactan. Estos arreglos intermoleculares provocan una
separacion de la solucion en dos fases conocido como coacervacion compleja (Weinbreck,
2004; Tolstoguzov, 2004, 2003; Kruif y Tuinier, 2001). De Kruif y col., (2004) proponen
que si uno de los poliiones es un polielectrolito fuerte se forma un precipitado (complejos

elasticos) en lugar de un coacervado (complejos viscosos).
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1.2.1 Coacervacion

La interaccion entre biopolimeros opuestamente cargados fue observada por Tiebackx en
1911; mezclando una solucion de gelatina y goma arabiga en acido acético, él observo la
opalescencia o precipitacion del sistema (Weinbreck, 2004). Este fendmeno de separacion
de fases del sistema gelatina/goma arabiga fue extensamente estudiado por Bungenberg de
Jong y Kruyt entre los afios 1920 y 1940. La palabra coacervacion, introducida por
Bungenberg de Jong y Kruyt, proviene del latin “coacervatus”, del pasado participio de
“coacervare” (amontonarse), lo que significa que precede la unién de particulas coloidales
(Sanchez y col., 2002; Menger y Sykes, 1998). IUPAC define a la coacervacion como la
separacion en dos fases liquidas en sistemas coloidales, la fase mas concentrada en coloides
es conocida como “fase coacervada” y la otra fase se le conoce como “fase en equilibrio”.

En general, el fendbmeno es dividido en coacervacién simple y coacervacion compleja.

La coacervacion simple involucra el uso de una sola macromolécula, empleando un mal
solvente de la macromolécula o una sal. La coacervacion compleja involucra el uso de dos
biopolimeros de carga opuesta. La coacervacion compleja de dos polielectrolitos ocurre
especialmente a fuerzas idnicas relativamente bajas (< 0.2 M) (Walstra, 2003). La densidad
de los complejos electrostaticos suele ser diferente a la del medio que los rodea, por lo que
forman una fase separada en la superficie o en el fondo del sistema (Bryant y McClements,
2000). Asimismo, la viscosidad de los sistemas coacervados suelen ser entre 40 y 100 veces
mayor, por lo que las estructuras generadas exhiben mayores propiedades viscoelasticas, las
cuales pueden ayudar a retardar los procesos de inestabilidad de las emulsiones.

La coacervacion tiene aplicaciones en los campos de la quimica, biotecnologia y los
alimentos, tales como: papel copiador sin carbon (Green y Schleicher, 1956), sustitucion de
grasas (Bakker y col., 1994), separacion de proteinas (Zhao y col., 2005; Jensen y col.,
2000; Wang vy col., 1996), microencapsulacion (Yu y Toh, 2006; Thimma y Tammishetti,
2003; Lamprecht y col., 2001; Thomasin y col., 1998), cosméticos (Beerse y Smith, 2001a,
2001b), alimentos funcionales (Strauss y Gibson, 2003; Gouin y col., 2003) e

inmovilizacion de enzimas (Onishi y col., 2002), por mencionar algunas.
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Weinbreck y col. (2004), Weinbreck y col. (2003) y Kaibara y col. (2000) observaron que
las formaciones de complejos electrostaticos insolubles fueron inducidas a valores de pH
especificos (pHeit Y pHy). La formacion de complejos solubles fue iniciada a un pHeit
caracterizado por un ligero incremento de las propiedades Opticas del sistema (turbidez y
dispersion de luz). La formacion de complejos insolubles fue caracterizada por un abrupto
incremento de las propiedades dpticas, asi como la disminucion de la carga neta del sistema
conforme el pH se incrementaba. La aparicion de complejos aglomerados fue observada a
un pH, especifico del sistema. La adicion de NaCl a los sistemas origin6 un decremento en
el rendimiento de los complejos, el cual fue asociado al apantallamiento de los grupos
ionizables de las macromoléculas, repercutiendo en el desplazamiento del pH,. La
independencia del la temperatura del pHcit y pH, sugiere que las contribuciones
hidrofébicas son despreciables en el proceso de coacervacion. Sanchez y col. (2002)
observaron que la velocidad de sedimentacion de los coacervados se encuentra intimamente
ligada a la concentracidon relativa de los biopolimeros en solucién. Relaciones de
biopolimeros no estequiométricas originan la formacion de complejos electrostaticos
solubles; bajo estas condiciones, los complejos sedimentan muy lentamente. Relaciones de
biopolimeros estequiometricamente balanceadas originan sistemas altamente inestables,
incrementando la velocidad de sedimentacion de los complejos. Laneuville y col., (2000)
observaron la influencia de la relacion proteina-polisacarido (Pr:Ps) en el tamafio de los
complejos suero de leche-goma xantana, bajas relaciones Pr:Ps (5:1 y 10:1) produjeron
principalmente complejos de tamafio pequefio (40% fueron < 20 um?), mientras que a altas

relaciones (15:1 y 20:1) 40-44% de las particulas fueron > 300 um>.

Varios estudios han demostrado la formacién de complejos electrostaticos de mezclas
proteina-polisacarido a pH por encima de su punto isoeléctrico de las proteinas. Dichas
interacciones, pueden ser modificadas por cambios en el pH, la fuerza ionica y la
temperatura, asi como la relacion de biopolimeros, la concentracion total de biopolimeros,
la densidad de carga y la rigidez de los polielectrolitos (Wang y col., 2007; Mathieu y col.,
2006; Bohidar y col., 2005; Desai y Park, 2005; Mekhloufi y col., 2005; Schmitt y col.,
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2005; Weinbreck y col., 2004; Weinbreck y col., 2004; Thimma y Tammishetti, 2003;
Walstra, 2003; Weinbreck y col., 2003; Girard y col., 2003; Girard y col., 2002; Sanchez y
col., 2002; Schmitt y col., 2001; Kaibara y col., 2000; Burgess, 1990). En la tabla 1 se
muestra una revision de los sistemas comdnmente estudiados, asi como las diferentes

técnicas de caracterizacion de los complejos electrostaticos.

Tabla 1. Estudios sobre sistemas coacervados.

Referencia Sistema Técnicas experimentales Parametros
(Burgess, 1990) Gelatina—goma arabiga | Movilidad electroforética. pH, fuerza iénica,
y alblmina de suero de | Rendimiento de coacervado. CTB y tiempo

bovino- goma arébiga.

(Kaibara 'y col., | Albdmina de suero de | Microscopia de contraste de pH, temperatura y

fases, DLS y turbidimetria.

2000) bovino- poli(cloruro de fuerza idnica

dialildimetil amonio).

(Laneuville y col., | Proteina lactosuero - | Composicion, microscopia Relacién Pr:Ps

Optica y viscosimetria.
2000) goma xantana

(Schmitt 'y col., | B-lactoglobulina- goma | Microscopia confocal de barrido | Relacion Pr:Ps, CTB
2001) arabiga. laser 'y espectroscopia de |y pH.
difusion de onda.

(Girard y col., 2002) | p-lactoglobulina- Titulaciones, potenciométricas, | Relacion Pr:Ps, pH,
pectin (bajo y alto | Rendimiento de coacervado por | fuerza  idnica vy

metoxilo). centrifugacion. temperatura

(Sanchez 'y col., | B-lactoglobulina-goma | Microscopia confocal laser y | pH = 4.2, relacion

2002) acacia. dispersion de luz estética de bajo | Pr:Ps = 1 y 2. Efecto
angulo. del tiempo.
(Shumilina y | Quitosano-carragenina. | Reologia. Tipo de carragenina
Shchipunov, 2002) y temperatura.
(Girard y col., 2003) | p-lactoglobulina- ITC. Relacion  Pr:Ps vy
pectina. tiempo.
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Continuacion tabla 1. Estudios sobre sistemas coacervados.

Thimma y | Carboximetil goma | Rendimiento de coacervado y | pH, composicién y
Tammishetti, (2003) | guar — gelatina. turbidimetria. CTB.
Weinbreck y col., | Proteina lactosuero — | Turbidimetria, DLS y | pHy fuerza idnica.

(2003)

goma arabiga.

conductividad.

Nordby vy col,

(2003)

Pectina-quitosano.

Reologia.

Temperatura y

relacion Pr:Ps.

Weinbreck y col.,
(2004)

Proteina de lactosuero-

carragenina.

Turbidimetria de titulacion y
conductividad.

pH, fuerza ionica,

temperaturay CTB.

Weinbreck y col.,
(2004)

Proteina de lactosuero—

goma arabiga.

Difraccion de rayos X de bajo
angulo y HPLC.

pH, fuerza ibnica y

relacion Pr:Ps.

Bohidar y col., Albumina de suero de | DLS y Reologia. pH, fuerza iénica,
(2005) bovino — poli(cloruro relacion  Pr:Ps vy
de dialildimetil tiempo de
amonio). envejecimiento.
Mekhloufi 'y col., | p-lactoglobulina- goma | Dispersion de luz dinamica, | pH
(2005) acacia movilidad electroforética,
turbidimetria y microscopia de
contraste de fases.
Schmitt y  col., | B-lactoglobulina- goma | ITC, DLS vy tension superficial, | pH=4.2. Relacién
(2005) acacia viscosidad superficial. Pr:Ps (2:1)
Mathieu y col., | Gelatina-acido poli- | Rendimiento de coacervacion, pH, fuerza iénica,
(2006) acrilico turbidimetria. temperaturay CTB

Sanchez y col.,
(2006)

S-lactoglobulina y
goma acacia:

Dispersion de luz estdtica de

angulo pequefio y turbidimetria.

Nucleacion como
funcion del pH para
concentracion total
del 0.1 % (p/p),
relacion 2:1 Pr:Ps.

Yu'y col., (2006)

Quitosano-ovalbimina

Potencial Z, DLS, microscopia

de transmisidn y fluorescencia.

pH, tiempo y
relacion Pr:Ps.

Santinath y col.,,

(2007)

Agar-gelatina

Dispersion de neutrones de bajo

angulo, DSC y Reologia.

Fuerza idnica.

Wang y col., (2007)

B-lactoglobulina-

pectina

Reologia.

Fuerza idnica y
relacion Pr:Ps.

Dispersion de luz dindmica (DLS), cromatografia de liquidos de alta

calorimetria isotérmica de titulacion (ITC).

STE<

resolucion (HPLC),
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Son pocos los trabajos que exhiben interacciones atractivas entre mezclas de polisacaridos,
y ain menor el nimeros de estudios de formacion de complejos insolubles polisacérido-
polisacarido. Khouryieh y col. (2007) observaron sinergia en las interacciones de
soluciones diluidas de mezclas de goma guar-xantana y mezclas desacetiladas xantana-
guar. Este altimo sistema exhibia una sinergia méas fuerte debido a la desestabilizada
estructura helicoidal y al incremento de la flexibilidad de las cadenas de la goma xantana
desacetilada. Ruiz-Ramos y col. (2006) y Pérez-Orozco y col. (2004) realizaron estudios de
mezclas goma de mezquite-quitosano. Ellos observaron un incremento de las propiedades
reoldgicas del sistema, debido a la formacion de complejos solubles. Nordby y col. (2003)
estudiaron las interacciones asociativas entre la pectina y el quitosano. Las mezclas de
ambos biopolimeros mostraron la formacion de geles termorreversibles en un amplio
intervalo de concentraciones. La ausencia de coacervacion en el sistema pectina-quitosano
sugiere débiles interacciones asociativas entre los biopolimeros, probablemente resultado
de la baja concentracion de biopolimeros usada (1% p/p). Hugerth y col., (1997) observaron
la formacion de complejos entre el quitosano y la carragenina. La formacion de los
complejos fue gobernada por la densidad de carga de los biopolimeros, pero el tipo de
complejos (estequiométrico o no estequiométrico) depende mas de la conformacién de las
moléculas en solucion. Shumilina y Shchipunov (2002) desarrollaron geles a partir de
complejos electrostaticos solubles quitosano-carragenina. Los geles obtenidos resultaron
ser sensibles a la temperatura debido a las transiciones moleculares asociadas a la molécula
de carragenina. Las propiedades reoldgicas del sistema se incrementaron con el tipo de

carragenina usada (A > 1> «).

1.2.1.1 Goma arabiga

La goma de acacia es un exudado en forma de lagrima que producen los arboles del género
Acacia spp. Distintas especies de acacia producen distintas gomas arabigas, su composicion
quimica varia ligeramente dependiendo del origen, clima, temporada, edad del arbol, etc.
(Williams y Phillips, 2000). La goma arabiga comercial por excelencia es aquella exudada

por la Acacia senegal. Es un polielectrolito de carga negativa ampliamente usado en las

ST =<
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industrias farmacéutica, cosmeética y de los alimentos, debido a sus propiedades
fisicoquimicas y funcionales. En la naturaleza, es una sal neutra o ligeramente acida de un
polisacarido complejo que contiene iones de calcio, magnesio, sodio y potasio (Krochta y
col., 1994; Williams y Phillips, 2000). Es una arabinogalactana compuesta por tres distintas
fracciones con diferentes contenidos de proteina y diferentes pesos moleculares (Osman y
col., 1993; Weinbreck, y col., 2004). La Figura 6 muestra la posible estructura de la goma

arabiga Acacia senegal.

Figura 6. Posible estructura de la goma arabiga Acacia senegal (Williams y Phillips, 2000).

Donde A = arabinosa; circulos negros (®) = 3-galactosa; circulos abiertos (o) = 6-galactosa
(galactosa o é&cido glucurénico unidos o en grupo terminal); R; = ramnosa-acido

glucurédnico; R, = galactosa-3arabinosa; Rs = arabinosa-3arabinosa-3arabinosa.

Su peso molecular se encuentra alrededor de los 400-600 KDa. Su composicién quimica
revela la presencia de una cadena principal de galactana con ramificaciones de
galactosa/arabinosa. La parte carbonada estd compuesta por D-galactosa (~40-44%), L-
arabinosa (~ 24-27 %), L-ramnosa (~13%) y dos &cidos uronicos, responsables del caracter

polianionico de la goma, los 4acidos D-glucurénico (~14.5-20%) y 4-O-metil-D-

STE <
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glucurénico (~2%), ademas de un componente proteico (~2%) que es parte integral de la
estructura de la goma (Williams y Phillips, 2000; Weinbreck y col.,, 2003). La
hidroxiprolina, serina y prolina (de caracter anionico) son los mas abundantes amino acidos

presentes en la goma ardbiga (Garti y Leser, 2001; Williams y Phillips, 2000).

Es altamente soluble en agua en un amplio intervalo de pHs. Pueden prepararse soluciones
acuosas por arriba del 50 % p/p. Las soluciones de goma arabiga poseen baja viscosidad a
altas concentraciones, ademas ofrece buenas propiedades emulsionantes y encapsulantes
(Krochta y col., 1994; McNamee y col., 1998; McNamee y col., 2001). Es insoluble en
alcohol y la mayoria de los solventes organicos. Se ha sugerido que en la interfase aceite-
agua el polisacéarido adopta una estructura tipo “retofio de flor” (wattle blossom), con un
nimero de unidades polisacaridas unidas a una cadena polipeptidica comun (Figura 7)
(Weinbreck y col., 2003; Islam y col., 1997).

Blogues de carbohidratos
hidrofilicos —

Agua
Interfase

Aceite

Cadenas polijpeptidicas /
hidrofdbicas

Figura 7. llustracion de la estabilizacion de globulos de aceite por las moléculas de goma arabiga
(Williams y Phillips, 2000).

Esta caracteristica es la responsable de sus buenas propiedades superficiales y su habilidad
de formar peliculas viscoelasticas (Garti y Reichman, 1993). La molécula de goma arabiga

es algo globular, pero su estructura se puede expandir, siendo posible la existencia de

ST <
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formas de espiral (hasta cierto grado), dependiendo de la cantidad de iones disociados de
los &cidos urdnicos o de sus sales. En su forma normal de sal cerca del pH neutro, sus
grupos carboxilos pueden exhibir una gran disociacion, resultando en repulsiones
Coulombicas de los grupos carboxilos negativamente cargados, los cuales pueden ocasionar
que la molécula adopte una estructura expandida, abierta y altamente cargada (Whistler,
1993).

1.2.1.2 Quitosano

El quitosano (Q) es obtenido por la n-desacetilacién de la quitina (segundo polisacarido
mas abundante del planeta). La desacetilacion se lleva acabo en soluciones concentradas de
hidroxido de sodio o potasio (30 a 60 %w/v) con temperaturas de reaccién de 80 a 140 °C
hasta por 10 h. Estos tres parametros influyen en el grado de desacetilacion, peso
molecular, distribucion de peso molecular, asi como la distribucion de unidades
desacetiladas a lo largo de la cadena de polisacarido (Synowiecki y Al-Khateeb, 2003). La
estructura del quitosano consiste en residuos de 2-acetamido—2—desoxi—3—D—
glucopiranosa y 2—-amino—2—desoxi—3—D-glucopiranosa; este Gltimo es el responsable de

su caracter cationico a valores de pH &cidos (Figura 8).

HO NH

OH NH; HOH,C

2

Figura 8. Estructura quimica del quitosano (Hudson y Jenkins, 2002).

Esta caracteristica permite la formacion de complejos electrostaticos con polimeros

anionicos dando lugar a nuevos tipos de estructuras y caracteristicas fisicoquimicas
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(Tharanathan y Kittur, 2003). Las propiedades del quitosano en solucion dependen de su
peso molecular, grado de acetilacion, pH y fuerza ionica (Wei y Hudson, 1993; Claesson y
Ninhami, 1992). Moléculas de quitosano con un alto grado de desacetilacion los segmentos
de glucosamina tiene un valor de pK, de 6.5, por lo que requiere de pH menores a 6 para su
completa disolucion. Sin embargo, con el incremento de grupos acetilo, el pK, de la
macromolécula se incrementa a valores cercanos a 7.5 (Klinkesorn y col., 2005; Hudson y
Jenkins, 2002). El quitosano no es soluble en soluciones de &cidos dipréticos como el acido
sulfarico; los aniones sulfatos divalentes facilitan las atracciones ionicas intercadena,

entrecruzando las macromoléculas previniendo su disolucion (Hudson y Jenkins, 2002).

Las muestras comerciales de quitosano tiene un peso molecular de aproximadamente
400KDa (Hudson y Jenkins, 2002). A bajo pH y fuerza idnica, la viscosidad intrinseca se
incrementa rapidamente, debido a fuertes repulsiones segmento—segmento, adoptando una
conformacién extendida (Claesson y Ninhami, 1992). El uso del quitosano en las industrias
farmacéutica, de cosméticos y de los alimentos es prometedora debido a su
biocompatibilidad y su no toxicidad (Kim y col., 2006; Synowiecki y Al-Khateeb, 2003;
Tharanathan y Kittur, 2003).

1.3 Microencapsulacion

La microencapsulacion puede ser usada para proteger materiales reactivos del medio
ambiente, proveer una liberacion controlada y/o sostenida de los materiales, segun la
aplicacion, como medio para convertir sustancias liquidas en solidos manipulables,
enmascarar sabores y aromas indeseados o para modificar las propiedades fisicas de
algunas sustancias (Yeo y col., 2005; Shahidi y Han, 1993; Li y col., 1988).

La microencapsulacion por coacervacion compleja involucra la separacion de una
dispersion coloidal en una fraccién rica en coloide y otra fraccion pobre en coloide, a partir
del control cuidadoso de la temperatura, pH, adicion de electrolitos o agentes que pueden
modificar la afinidad al solvente (Xing y col., 2004). La solidificacion de la matriz es

realizada usualmente por métodos de entrecruzado o remocion de la fase continua. Las
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microcapsulas generadas son recolectadas, por filtracion o centrifugacion, lavadas con el
solvente apropiado y subsecuentemente secadas por aspersion o lecho fluidizado con la
finalidad de obtener un sistema manipulable (Shahidi y Han, 1993). Asimismo, los sistemas
coacervados pueden proporcionar una matriz densa y robusta, la cual permite retardar los
procesos de difusion de la sustancia encapsulada a través de los poros de la matriz. La
densidad de la matriz puede ser afectada por varios factores, como: peso molecular,
concentracion de los biopolimeros, carga de los biopolimeros, pH del medio en el que se
van a disolver las microcapsulas y el grado de interaccion entre los biopolimeros (Ko y col.,
2003). Las microcapsulas obtenidas mediante esta tecnologia suelen exhibir didmetros
promedio entre 4 um hasta 70 um, alta eficiencia de encapsulacion (~ 90%), buena
dispersion y morfologia (Xing y col., 2004), ademas de reducir las pérdidas por
volatilizacién y proteger a las sustancias encapsuladas contra la oxidaciéon (Pedroza-Islas y
col., 2000).

Debido a la naturaleza hidrosoluble de los biopolimeros, si el principio activo que se desea
encapsular es de naturaleza lipidica, es imprescindible formular una emulsién simple
aceite-en-agua. Sin embargo, en ocasiones la optimizacion de la concentracion de material
de barrera en el proceso de formacion de la emulsion y el proceso de coacervacion suele ser
un obstaculo importante, ya que la concentracion necesaria para obtener una emulsion
estable puede ser diferente a la necesaria para aumentar el rendimiento de
microencapsulacion (Madene y col., 2006).

La coacervacion compleja de gelatina con goma arabiga es uno de los sistemas de mayor
aplicacion (Hoagland, 2001a). El proceso consiste en la dispersion de un material insoluble
en una solucion de gelatina. Posteriormente, se agrega una dispersion de goma arabiga a
esta emulsion, el pH de la fase acuosa es ajustado entre 4.0-4.5. Esto ocasiona la
coacervacion compleja entre la gelatina y la goma arabiga. El sistema es enfriado a 10°C
para producir un gel. Después el gel coacervado comunmente es entrecruzado

guimicamente con glutaraldehido. Las capsulas coacervadas entrecruzadas contienen una
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gran cantidad de agua, pero pueden ser secadas por aspersién o en un secador de lecho
fluidizado. El tamafio de las capsulas se encuentra en un intervalo entre 20 a 1000 micras,
pero pueden prepararse capsulas fuera de este intervalo. Las eficiencias del proceso se
encuentran alrededor del 80 al 95% (Hoagland, 2001a).

Yeo y col., (2005) encapsularon aceitess escenciales a partir de la coacervacion compleja
gelatina-goma arabiga. Las microcapsulas producidas exhibieron buena eficiencia de
retencion (almacendas a 4 o -20 °C durante 4 semanas) Yy liberacion del aceite en soluciones
de 100 mM de NaCl. Bayomi y col., (1998) prepararon microcapsulas para liberacion
controlada empleando la técnica de coacervacion coloidal. La interaccion entre una
solucion de quitosano diluida en &cido acético y una soluciéon de caseina en 0.5M de
hidréxido de sodio fue la base para formar las microesferas. ElI uso de formaldehido
permitié endurecer la superficie de las microesferas. Yoshioka y col., (1990) encapsularon
células a partir de la formacion de complejos i6nicos interpoliméricos de
caboximetilcelulosa-quitosano. Daly y Knorr (1988) y Wang Y col., (2001) desarrollaron
microcépsulas a partir de mezclas quitosano-alginato y observaron un incremento en la
dureza de la capsula mediante la incorporacion de CaCl,. Sin embargo, la
microencapsulacién por coacervacion suele ser un proceso complejo y costoso, estos
hechos aunados con el uso de agentes entrecruzantes no legislados en alguno paises como
el glutaraldehido son algunos de los inconvenientes asociados al proceso (Madene y col.,
2006; Desai y Park, 2005; Sanchez y Renard, 2002a).

1.3.1 Secado por aspersion

El secado por aspersion es el método de encapsulacion mas antiguo. En los afios 30’s se
utilizo por primera vez para encapsular sabores empleando goma ardbiga como material de
pared (Shahidi y Han, 1993). Es utilizado frecuentemente en la industria alimentaria,
debido a que emplea una tecnologia simple, relativamente econémica y versatil (Hoagland,
2001a; Shahidi y Han, 1993).
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El proceso consiste en asperjar una mezcla de la sustancia activa y el material de barrera en
una camara con aire caliente en movimiento en donde ocurre una répida evaporacion del
disolvente produciendo las microcapsulas (Hoagland, 2001a). El primer paso en la
microencapsulacion por secado por aspersion consiste en la adecuada seleccién del material
de barrera. Estos materiales deben poseer buenas propiedades emulsionantes, tener la
capacidad de formar una buena pelicula, exhibir baja viscosidad a altas concentraciones (<
500 cP a >45% de solidos), mostrar baja higroscopicidad, liberar las sustancias en el
momento y lugar adecuados, tener un bajo costo, proporcionar estabilidad y brindar buena
proteccion a las sustancias encapsuladas contra agentes externos (Madene y col., 2006;
Hogan y col., 2001; Shahidi y Han, 1993). Los materiales de barrera mas utilizados son la
goma arabiga, maltodextrinas, algodones modificados o mezclas de ellos (Desai y Park,
2005; Ré, 1998). Otros polisacaridos (alginato, carboximetilcelulosa, goma de guar) y
proteinas (proteinas del suero, proteinas de soja, caseinato de sodio) puede utilizarse como
material de la pared en el secado por aspersion, pero su uso se vuelve muy tedioso y
costoso debido a su baja solubilidad en agua (Desai y Park, 2005; Ré, 1998). El tipo de
material de barrera influira en la estabilidad de la emulsion, en el tamafio de particula, en
las propiedades de flujo, en las mecénicas y en la vida atil del material deshidratado (Risch,
1995; Ré, 1998).

El segundo paso es dispersar la sustancia activa en el material de barrera (Hoagland,
2001a). La sustancia activa suele ser hidréfoba, por lo que se parte de una emulsion estable
que contribuya a la retencién eficiente del principio activo (Madene y col., 2006; Hoagland
2001a). La cantidad de biopolimero necesaria para obtener microencapsulados estables
suele ser mayor a la requerida para obtener una emulsion estable (Pedroza-Islas y col.,
2000). Generalmente se busca que la emulsion tenga un tamafio de glébulo entre 1-3 pum,
con la finalidad de minimizar el aceite libre en la superficie de las microcapsulas secas
(Hoagland, 2001a). Las microcapsulas producidas suelen tener un tamafio entre 10 -40 pum,
las cuales pueden encontrarse solas o en agregados mostrando geometrias desde irregulares

hasta muy cercanas a la esfericidad (Hoagland, 2001a).
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2 Justificacion

El disefio de sistemas dispersos alimenticios (emulsiones y microcapsulas) no sélo exige
que éstos sean estables, sino que provean un efecto benéfico o funcional. Con base en lo
anterior, se busca que el material emulsionado/microencapsulado sea encapsulado
eficientemente, protegido contra factores ambientales degenerativos y, cuando sea
requerido, liberado bajo condiciones controladas. El cumplimiento de todas estas
condiciones es practicamente imposible utilizando un solo biopolimero como material de
barrera. El uso de mezclas binarias de biopolimeros, o incluso de mayor orden, permiten

potencializar el efecto funcional de productos comerciales.

La estabilidad de largo plazo de emulsiones esta intimamente ligada a la estructura y
conformacién de los biopolimeros en la interfase aceite-agua. Las emulsiones que exhiben
estabilidad a largo plazo son aquellas que presentan membranas interfaciales fuertes, cuya
estabilidad contra la coalescencia de los glébulos esté gobernada por las propiedades
viscoelasticas de las membranas que resisten el efecto de fuerzas disruptivas como lo son
esfuerzos cortantes ocasionados por su manipulacién. Si bien la goma arabiga y el
quitosano son polisacaridos capaces de adsorberse en la interfase agua-aceite y
proporcionar estabilidad estérica y/o electrostatica al sistema, los complejos electrostaticos
goma arabiga-quitosano también deberian de proporcionar estabilidad al sistema debido al
incremento del peso molecular del complejo y al aumento de las propiedades viscoelasticas

del sistema.

En este trabajo se busca proporcionar informacion acerca de las interacciones originadas de
mezclas binarias goma arabiga-quitosano, para asi contribuir a la formulacion de productos

estables y funcionales.
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3 Hipdtesis.

Las interacciones atractivas de mezclas de polisacaridos polielectrolitos (goma arabiga y
quitosano) de carga opuesta, permiten la formacién de membranas interfaciales mejor
estructuradas que aquellas que se pueden obtener a partir de los biopolimeros individuales,
formando sistemas dispersos alimenticios, como emulsiones y microencapsulados con

mejores propiedades funcionales y estabilidad.
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4 Objetivo

Estudiar los factores que determinan la formacion y propiedades de complejos

electrostaticos insolubles (coacervados) goma aradbiga-quitosano y su aplicacion en

sistemas dispersos.

Objetivos particulares

Estudiar las interacciones que puedan surgir entre la goma arabiga y el quitosano
como una funcién del pH, concentracion de NaCl, concentracion y proporciones
relativas de los biopolimeros.

Determinar las concentraciones relativas en el equilibrio de los complejos goma
ardbiga-quitosano obtenidos a partir de diferentes concentraciones y proporciones
relativas de los biopolimeros empleando las técnicas de cromatografia de liquidos
de alta resolucion y anélisis elemental.

Caracterizar el complejo goma arabiga—quitosano mediante el estudio de sus
propiedades reoldgicas y microestructurales, esta Ultima aplicando microscopia
electronica de barrido.

Establecer el efecto de la velocidad de agitacion y concentracién de goma arabiga
en la estabilidad de emulsiones simples O/Wga.

Formular una emulsion simple O/Wgag por coacervacion a partir de la adsorcion
secuencial de los biopolimeros en la interfase aceite-agua.

Caracterizar las propiedades reologicas de la emulsion simple O/Wgaq estabilizada
por los complejos goma arabiga-quitosano.

Obtener sistemas microencapsulados a partir de las emulsiones simples O/Wgaq Y
O/Wga mediante la técnica de secado por aspersion.

Estudiar la microestructura de los microencapsulados obtenidos.
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5 Materiales y metodologia

5.1 Materiales

Quitosano (peso molecular medio, grado de acetilacion 21%) proporcionando por Sigma-
Aldrich (San Luis, MO, EUA). Goma arabiga (Acacia senegal) en lagrima, proporcionada
por Industrias Ragar, S.A. de C.V. (D.F., México). Aceite vegetal de canola (grado
alimenticio), Alimentos Capullo S., de R.L. de C.V. (México, D.F.). Hidréxido de sodio
(NaOH), &cido clorhidrico (HCI), cloruro de sodio (NaCl), glutaraldehido (CsHgO.), etanol
grado HPLC (C,HgO), acetona (C3HgO) y agua grado HPLC (H,O) fueron obtenidas de J.T.
Baker, S.A de C.V. (Xalostoc, Edo. México, México).

5.2 Metodologia
A continuacion se describe la metodologia experimental, la cual se divide en tres partes: 1)
ubicacién y caracterizacion de la fase coacervada; 2) formulacion de emulsiones simples
por coacervacion compleja; y 3) formulacion de microencapsulados a partir de las

emulsiones simples.
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5.3 Caracterizacion de los complejos goma arabiga-quitosano

En esta seccion se describe la metodologia empleada en la caracterizacion fisicoquimica del

complejo goma arabiga-quitosano.
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5.3.1 Preparacion de las soluciones

Se prepararon soluciones madre de quitosano y goma ardbiga al 2 y 20 % en peso,
respectivamente. Las soluciones de quitosano fueron preparadas dispersando el quitosano
en polvo en una solucién de HCI 0.1N. Las soluciones de goma arabiga fueron preparadas
dispersando goma en trozo en agua desionizada grado MiliQ (18.2 mQ). Ambas
dispersiones fueron agitadas a 250 rpm durante 2 h, posteriormente fueron almacenadas a 4
°C por 12 hrs para asegurar la hidratacion de los biopolimeros. Las soluciones de goma
ardbiga fueron filtradas en un filtro de algodon S-254 (Corporacion Arlequim S.A. de C.V.,
D.F., México).

5.3.2 Formacion del coacervado

Se prepararon quince soluciones de biopolimeros (CTB,Rga/q) con diferente concentracion
total de biopolimeros en peso (CTB,) y diferente relacion de goma arabiga/quitosano
(Reag) mezclando las cantidades requeridas de las soluciones madre y agua para formular
las siguientes composiciones: CTBioR3, CTB125R4, CTB150R5, CTB175Rs, CTB200R7,
CTB2.00R3, CTB250R4, CTB300Rs, CTB350Rs, CTB4.00R7, CTB4.0oR3, CTBs00R4, CTBg0Rs,
CTB7.00Rs Yy CTBgooR7. Las soluciones fueron almacenadas durante 72 horas a temperatura
ambiente antes de sus analisis. No se emplearon conservadores en las mezclas, debido a que
esta reportado que el quitosano actia como fungicida y bactericida (Rabea y col., 2003).
Todas las mediciones fueron hechas por triplicado y se reportan sus medias con sus

respectivas desviaciones estandar.

5.3.3 Rendimiento de la fase coacervada
Después de las 72 h de reposo, la “fase en equilibrio” fue separada de la fase coacervada
por decantacion; esta Ultima fue secada a 36 °C hasta alcanzar masa constante. El

rendimiento (% rend) de la fase coacervada fue determinado por la siguiente ecuacion.
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m.
Ecuacién 1 % rend =—" x100%
m

0

Donde m, es la masa total inicial de biopolimeros que se empled para hacer las soluciones
de biopolimeros y m; es la masa presente en la fase coacervada deshidratada.

5.3.4 Equivalencia de los biopolimeros en solucion

Se emplearon dispersiones de goma aradbiga y quitosano al 10 % y al 2% (p/p),
respectivamente. Se generaron las curvas de titulacion de ambos biopolimeros mediante la
adicion de alicuotas de 0.5 mL de NaOH 0.1N, registrando el cambio de pH con un
potenciémetro Vernier pH-BTA (Beaverton, OR, EUA). El punto de equivalencia fue
determinado a partir del punto de inflexion de la curva del cambio de pH en funcién del
cambio de volumen (ApH/AV).

5.3.5 Analisis elemental

La concentracion de los polisacaridos en la fase coacervada (RBFCgag) fue determinada
usando un equipo de andlisis elemental PE2400 series Il CHNS/O Analyzer (Perkin Elmer,
EUA). Se empled un método de combustion a 980 °C para convertir los elementos de la
fase coacervada en gases (CO,, H,O y N,). Goma arabiga y quitosano como blancos, asi
como las diferentes fases coacervadas fueron oxidadas en una atmosfera de oxigeno puro.
Los productos de la combustion incluyen al CO,, H,O y N,. Los gases resultantes fueron
homogeneizados y controlados en condiciones exactas de presion, temperatura y volumen
en el interior del equipo. Los gases homogeneizados pasaron a través de una columna
donde fueron separados y detectados en funcion de sus conductividades térmicas. El
porcentaje total de carbono, hidrogeno y nitrégeno fueron determinados con una precision
de 0.1pg por el software del equipo. EI porcentaje experimental de goma arabiga (%GAexp)

fue calculado por la siguiente expresion.

_ %coacervado — %Q
ExP %GA — %Q
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Donde % GA, % Q y % coacervado, corresponden a la cantidad de nitrogeno encontrada en
las muestras de goma arabiga, quitosano y la fase coacervada, respectivamente. El
nitrégeno fue seleccionado para determinar la composicion de la muestra debido a que éste
mostré una diferencia elemental razonable entre la goma arabiga y el quitosano. La relacion
de biopolimeros en la fase en equilibrio (RBFEga/q) fue determinada mediante un balance

de materia.

5.3.6 HPLC

Para cuantificar la concentracion de los biopolimeros en la “fase en equilibrio” fue
necesario hidrolizar las muestras de goma aradbiga, de quitosano y de los coacervados,
reduciendo los polisacaridos a sus respectivos monOmeros para posteriormente ser

analizados por HPLC.

a) Hidrodlisis acida

Alicuotas de 0.1, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 y 2.5 g/L de goma arabiga, 1 g/L de quitosanoy 1.8 g de
la “fase en equilibrio” fueron tomadas y colocadas en tubos de ensaye Pyrex de 30 cm?,
posteriormente se agreg6 la cantidad necesaria de una solucién de &cido sulfarico 4 % (p/p)
hasta alcanzar una masa total de 10 g. Los tubos de ensaye fueron colocados en un bafio de
aceite mineral a 100 °C por un periodo de 4 horas. La masa perdida durante la hidrolisis fue
recuperada con agua grado (18.2 mQ). La hidrélisis fue neutralizada mediante la adicion de
2.0 g de BaCO; agitando las muestras durante 12 horas (Randall y col., 1989).

Posteriormente, las muestras hidrolizadas fueron filtradas (0.45um) y analizadas por HPLC.

b) Condiciones del HPLC

Las composiciones de los monosacaridos de la goma arabiga fueron determinados después

de la hidrélisis acida empleando un quipo de HPLC (Agilent serie 1100) equipado con un
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inyector Rheodyne modelo 7725i (Agilent, EUA) y un loop de 20 pL. La separacion de los
monosacaridos se efectud en una columna de monosacaridos Rezex RHM (7.8 mm x 300
mm, 8um, Phenomenex, EUA) acoplada a un detector de indice de refraccion (Agilent,
1100 Series, G1362A) a 35 °C. La fase mdvil fue agua con un flujo de 0.2 mL/min a una
temperatura de 30 °C. Los picos fueron integrados con el software del cromatdgrafo
Agilent Chem Station (Agilent, EUA). Todas las muestras fueron determinadas por

triplicado.

c) Composicion de la goma arabiga

Estandares de D-galactosa, L-arabinosa, L-ramnosa y acido D-glucurénico en un intervalo
de concentraciones entre 0.05-10 g/L fueron cuantificados en el HPLC. El tiempo de
retencion de cada monosacarido fue determinado a partir de los cromatogramas, obteniendo
las curvas de calibracion para cada uno de los estandares. Despues, diferentes
concentraciones conocidas (0.1-2.5 g/L) de los hidrolizados de goma ardbiga fueron
inyectados en el HPLC, cuantificando las areas obtenidas. Se gener6 una curva de
calibracion de concentracion de goma arabiga como una funcién de la suma de las areas
individuales de los monosacéridos. A partir de la curva de calibracion de goma arabiga
fueron calculadas las concentraciones de goma arabiga en la “fase en equilibrio”. La
concentracion de quitosano en las fases en equilibrio, el quitosano y las concentraciones de

goma arabiga, estas ultimas dos fueron estimadas mediante un balance de masa.

5.3.7 Mediciones turbidimétricas

Para las determinaciones de turbidez se empled un espectrofotdmetro Spectronics Genesys
2 UV/Vis (Spectronic Unicam, Rochester, N.Y. EUA) para conocer la turbidez de las fases
en equilibrio a 600 nm a 25 + 0.5 °C. Las muestras fueron colocadas en una celda de cuarzo
de 1 cm. La transmitancia fue registrada y la turbidez de las muestras calculada con la

siguiente ecuacion:
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Ecuacién 3 r:—[ljln L"
L I,

Donde, 7 es la turbidez (cm™), L es la longitud 6ptica de la celda (cm), I; es la intensidad

de la luz transmitida y Iy es la intensidad de referencia.

5.3.8 Movilidad electroforética

Las movilidades electroforéticas de las fases en equilibrio fueron determinadas usando un
medidor de electroforesis Zetasizer Nano-ZS (Malvern Instruments, Worcestershire, Reino
Unido). La esencia clasica de un sistema de microforesis es una celda capilar con
electrodos al final de la celda, a la cual se le aplica un potencial eléctrico. Las particulas se
mueven hacia el electrodo, entonces se determina la velocidad con las que éstas se mueven
a traves del campo eléctrico (movilidad electroforética), descrita mediante la ecuacion de
Henry (Ecuacién 4).

Ecuacion 4 U = %;Ka)

Donde z es el potencial zeta, € es la constante dieléctrica del medio, 1 es la viscosidad y
f(Ka) es la funcion de Henry con un valor de 1.5. El equipo fue calibrado empleando un
estandar de latex (-50 + 5 mV). Todas las mediciones se efectuaron al menos en dos

muestras distintas por triplicado a 25 °C.

5.3.9 Rendimiento de coacervacion en funcién del pH

A la solucion de biopolimeros CTBhRecao que generd el mayor porcentaje de fase
coacervada bajo condiciones normales, se le ajust6 el pH en un intervalo de 2.5 a 7.0 con
incrementos de 0.5 unidades, usando HCI (0.1N) o NaOH (0.1M) para determinar el efecto
del pH en el rendimiento de la fase coacervada empleando la Ecuacion 2. La separacion de

fases se realizd después de 72 horas.
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5.3.10 Rendimiento de coacervacion en funcion del NaCl

A la solucion de biopolimeros CTBnRgaq que produjo el mayor porcentaje de fase
coacervada bajo condiciones normales, se le agregaron distintas concentraciones de cloruro
de sodio (NaCl) de 0 a 250 mM con incrementos de 25 mM para determinar el efecto de la
concentracion de sal sobre el rendimiento de la fase coacervada empleando la Ecuacion 2.

Las separaciones de las fases fueron realizadas después de 72 horas.

5.3.11 Espectrometria infrarroja con trasformada de Fourier (FT-IR)

Los espectros de infrarrojo de la goma arabiga, quitosano y la fase coacervada CTBnRecaiq
de mayor rendimiento fueron obtenidos usando un espectrofotometro FT-IR GX System
(Perkin-Elmer, Wellesley, MA, EUA) con accesorio ATR Durasample. Los espectros
fueron determinados en los sélidos obtenidos a partir de la deshidratacion de las
dispersiones de biopolimeros y de la fase coacervada CTB,Rcaiq de mayor rendimiento.
Todos los espectros fueron generados a partir de un promedio de 16 escaneos con una
resolucién de 2 cm™. La posicién de los picos y areas de los espectros fueron obtenidos
usando el software del equipo (Spectrum, Perkin-Elmer, Wellesley, MA, EUA).

5.3.12 Reologia de la fase coacervada

Se evaluaron las propiedades viscoelasticas de la fase coacervada CTB,Rgaq de mayor
rendimiento como una funcién del pH empleando un reémetro modular compacto Paar
Physica MCR 300 (Graz, Austria) que trabaja bajo control de esfuerzos y/o deformacion
equipado con un control de temperatura tipo Peltier a 25 + 0.01 °C. Se emple6 una
geometria cono—plato; el cono con un angulo de 1° y un diametro de 75 mm (0.05 mm de
separacion entre el plato y el cono). Todas las mediciones fueron realizadas a la fase
coacervada después de decantar la “fase en equilibrio”. Aproximadamente 2 mL de la fase
coacervada a diferentes pH’s (3.0, 4.5 y 6.0) fueron colocadas en el interior de una camara
de humedad para minimizar la evaporacion del solvente. El tiempo de espera de medicién

de las muestras fue determinado mediante una prueba de relajacion que consiste en la
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medicion del méodulo complejo (G*) en funcion del tiempo hasta alcanzar mediciones
constantes de G*; empleando una frecuencia angular (®) y deformacion (y) constantes de
10 rad/s y 1 %, respectivamente. Este tiempo fue caracteristico de cada muestra y fue usado
en cada una de las subsecuentes mediciones reoldgicas. Las curvas de amplitud fueron
determinadas empleando una ® ~ 10 rad/s y un intervalo de y de 0.01-100 %. Todas las
mediciones fueran efectuadas dentro de la region lineal viscoelastica (RLVE) en donde los
maodulos dindmicos elastico (G*) y viscoso (G’’) son independientes de la amplitud de la
deformacion. Las curvas de frecuencia fueron determinadas mediante un barrido de ® ~

100-0.1 rad/s dentro de la RLVE.

5.3.13 Densidad relativa de la fase coacervada.
La densidad relativa de la fase coacervada fue medida por un densimetro digital DMA35
Anthon Para (Austria) a 25°C. El instrumento muestra la densidad de la muestra a la

temperatura de medicién dividida por la densidad del agua a 20 °C.

5.3.14 Microscopia electronica de barrido

Las muestras de los biopolimeros y la fase coacervada CTBnRgap de mayor rendimiento
fueron fijadas en una solucion de glutaraldehido al 2% (p/p) durante 90 minutos.
Posteriormente, las muestras fueron deshidratadas en soluciones acuosas de etanol, que
diferian en su concentracion de etanol (50%, 60%, 70%, 80%, 90% y 100%, 30 minutos por
solucion). Las muestras deshidratadas fueron colocadas en acetona durante 1 hora. Las
muestras fueron secadas en un secador de punto critico CPA Il Technics (Tousimis,
Rockville, MD, EUA) (Lobato-Calleros y col.,, 2006). Todas las muestras fueron
fracturadas y cubiertas con una capa de oro en una ionizadora de metales de capa fina JFC
1100 (Jeol Ltd., Akishima, Japon). Se emple6 un microscopio electrénico de barrido JMS-
6360LY (Jeol Ltd., Akishima, Japdn) de alto vacio JEOL a 20 kV para observar cada una

de las muestras a x5000.
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5.4 Emulsion simple por coacervacion 0/Wgaq

Las emulsiones por coacervacion compleja (O/Wgagq) fueron formadas en un proceso de
dos etapas. La primera etapa consiste en formular una emulsion O/Wga. La segunda etapa
consiste en incorporar la emulsion O/Wga a una solucion de quitosano. La relacion goma

arébiga/quitosano fue determinada a partir de los resultados de la seccién 6.1.

Dispersion de GA al 5y 10 % (p/p) Formacion de la emulsién O/Wea (d20) @ 4000 y

A 4

7600 rpm x 5 minutos

¢Emulsion estable A4

Dispersion de luz

A

con distribucion

unimodal? A

No

FIN Emulsion (¢20) con Q (1% p/p) a
7600 rpm

Condiciones para formular las

) Variacion de la fase dispersa
emulsiones (rpm y % Ps) P

(d120, d20 Y ha0)

A A

A

Dispersion de Q (2% p/p)

Formulacion de emulsiones por

coacervacion compleja

A 4

Emulsiones por coacervacion compleja Evaluacion de las propiedades

A 4

OMWgag reoldgicas de las emulsiones O/Wgag

No ¢ El médulo viscoso

FIN

A

domina al médulo

elastico?

Si

Secado por aspersion

A

Figura 10. Diagrama de flujo para producir emulsiones por coacervacion compleja O/Wgao.
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5.4.1 Formulacion de emulsiones simples 0/W¢a

Se emple6 un disefio factorial 2X2 con la finalidad de obtener los parametros de
formulacién de las emulsiones simples con goma ardbiga (O/Wga). Se eligieron como
variables significativas del proceso, la concentracion de goma arédbiga (5 y 10 % p/p) y la
velocidad de agitacion (4000 y 7600 rpm). Se utilizé un contenido de fase dispersa del 20%
(p/p). Las emulsiones fueron formuladas empleando un mezclador de alto corte Ultra
turrax, T-50, IKA, (Staufen, Alemania) durante 5 minutos.

5.4.2 Formulacion de una emulsion simple 0/Wq

Se prepar6 una emulsién simple con quitosano (1% p/p) con un contenido de fase dispersa
del 20% (p/p), mediante un mezclador de alto corte Ultra turrax, T-50, IKA, (Staufen,
Alemania) a 7600 rpm durante 5 minutos.

5.4.3 Difraccion de luz

El tamafio y distribucion de los glébulos de las emulsiones O/Wga Yy O/Wq fueron
determinados con un equipo de difraccion de luz Mastersizer 2000 (Malvern Instruments,
Worcestershire, Reino Unido). ElI Mastersizer 2000 con un intervalo de medicion de
particulas de 0.02 a 2000 um contiene una unidad para liquidos HydroS 2000 (Malvern
Instruments, Worcestershire, Reino Unido) con una capacidad de 50-120 mL. La velocidad
de agitacién de la dispersion se fijo en 1000 rpm. La amplitud de la distribucion de los
gldébulos de las emulsiones O/Wga fue caracterizada por la Ecuacion 5.

D(v,90%)—D(v,10%)
D(v,50%)

Ecuacion 5 amplitud =

En donde, D(v,x%) indica el diametro promedio de los glébulos de la emulsion que se
encuentran por debajo del x% de la distribucion. Las emulsiones fueron monitoreadas en

funcién del tiempo por un intervalo de 30 dias.
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5.4.4 Determinacion de las cinéticas de coalescencia

Se determind el diametro promedio volumétrico (D3p) de los globulos de las emulsiones
como funcién del tiempo (seccion 5.4.3). La tasa de coalescencia (C) fue determinada a
partir de la variacion del tamafio de los glébulos respecto al tiempo Ecuacion 6 y Ecuacion
7.

Ecuacion 6 N, = Nye~ ¢t
donde
., 6x1012
Ecuacion 7 N, = _ng
n(D3y)

Estas dos ecuaciones relacionan el nimero de glébulos de la fase dispersa a un tiempo dado
(Ny), con el namero inicial de glébulos de la fase dispersa (No), la fraccion volumétrica de
la fase dispersa (¢) y el didmetro promedio volumétrico (D3p) en micrometros a un tiempo t

en segundos (Sherman, 1968).

5.4.5 Formulacion de las emulsiones simples por coacervacion 0/Wgaq

Se formularon 3 emulsiones simples O/Wga empleando un mezclador de alto corte Ultra-
turrax, T-50, IKA, (Staufen, Alemania) con diferente contenido de fase dispersa del ¢10, 020
y &40, donde el subindice corresponde al contenido de la fase dispersa en la emulsion.
Posteriormente fueron mezcladas en una relacion masica 1:1 con una solucion de quitosano
al 2% (p/p) (determinada a partir de los experimentos de la seccion 5.3), mezclando
lentamente con un agitador magnético para obtener las emulsiones por coacervacion

O/Wgao. Las muestras permanecieron en reposo por 1o menos 24 horas antes de su analisis.
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5.4.6 Microscopio optico

Con la finalidad de determinar el tamafio de los globulos de la emulsion O/Wgaq Se uso un
microscopio éptico de inmersion Olympus BX45 (Tokio, Japdn) con un objetivo UPlan FI
100x/1.3 oil (Tokio, Japdn) conectado a una cdmara Olympus C3030 (Tokio, Japdn) con
una resolucion de 2048 x1536. Las imagenes fueron analizadas con un software de analisis

de imagenes Image-Pro plus version 4.1.0.0 Media Cybernetics, L.P. (St. Louis, EUA).

5.4.7 Reologia de las emulsiones simples por coacervacion 0/Wgaq
Para la determinacién de las propiedades viscoelasticas de las emulsiones por coacervacion

compleja se emple6 una metodologia similar a la descrita en la seccion 5.3.12.
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5.5 Microencapsulacion

5.5.1 Secado por aspersion

Se formularon dos emulsiones simples O/Wga Yy O/Wgaq a partir de los resultados de las
secciones 6.2.2y 6.2.5. Ambas emulsiones fueron alimentadas a un secador por aspersion
Mobile Minor Niro-Atomizer (Copenhagen, Dinamarca) con un flujo volumétrico de 20
mL/min, una presion de atomizacion de 2.8 bares, temperatura del aire de entrada 160 +

1°C, y una temperatura del aire de salida de 90 + 2°C para producir las microcapsulas.

5.5.2 Microscopia electronica de barrido para los microencapsulados

Se observo la microestructura de los microencapsulados producidos por el secado de las
emulsiones simples O/Wga Y O/Weaq. Las muestras fueron fijadas y cubiertas con una
capa de oro en una ionizadora de metales de capa fina JFC 1100 (Jeol Ltd., Akishima,
Japdn). Se empled un microscopio electronico de barrido JMS-6360LY (Jeol Ltd.,
Akishima, Japon), de alto vacio JEOL a 20 kV, para observar cada muestra en un intervalo
de amplificacién de x150, x2500 y x10000. Las imagenes fueron analizadas con un
software de analisis de imagenes Image-Pro plus version 4.1.0.0 Media Cybernetics, L.P.
(St. Louis, EUA).
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6 Resultados y discusion

El desarrollo de membranas interfaciales funcionales requiere del conocimiento de las
interacciones entre los materiales de pared que la formaran, asi como de las condiciones de
formulacién que generen la matriz deseada. La funcionalidad de la membrana esta
intimamente relacionada con las propiedades de los materiales que la conforman. La goma
arabiga es un polisacérido de naturaleza cationica, ampliamente usada por sus excelentes
propiedades emulsionantes y encapsulantes. Sin embargo, algunas investigaciones han
demostrado que los microencapsulados de goma arabiga no proveen buena proteccion
contra la oxidacion de aceites esenciales (Djordjevic y col., 2008; Bertolini y col., 2001;
Kim y Morr, 1996). Por lo que el estudio de sus interacciones con otros biopolimeros que
ayuden a mejorar sus propiedades estructurales es de gran importancia. El quitosano es un
polisacarido de naturaleza cationica, ampliamente usado en la industria de los alimentos por
sus propiedades formadoras de peliculas. Las peliculas de quitosano son claras, fuertes y
flexibles y exhiben buenas propiedades de barrera contra el oxigeno y diéxido de carbono,
ademas acttia como fungicida y bactericida.

Dependiendo de las condiciones de formulacién, la mezcla de ambos polisacaridos puede
formar complejos interfaciales solubles o insolubles (coacervados). Las propiedades como
membrana formadora de pared estan intimamente ligadas a la naturaleza del complejo. Por
lo que en las siguientes secciones se discuten los resultados obtenidos en la formulacién de
membranas complejas goma ardbiga-quitosano, asi como las propiedades fisicoquimicas
gue presentan estos complejos, asi como el establecimiento de indicadores (formacion y

estabilidad de emulsiones y microencapsulados) para su aplicacion en sistemas dispersos.
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6.1.1 Formacion del coacervado

En este apartado se discuten los resultados obtenidos en la formacion de complejos
electrostaticos insolubles entre la goma arabiga y el quitosano. Se estudié la influencia de la
relacion de biopolimeros (Rga/g), la concentracion total de biopolimeros (CTB,), el pH y la
fuerza idnica en la formacion de complejos electrostaticos, con la finalidad de proveer las

condiciones apropiadas para la formulacion de emulsiones O/Wgao.

6.1.1.1 Relacion y concentracion de biopolimeros

La formacion de complejos electrostaticos insolubles entre la goma arabiga y el quitosano
depende fuertemente de la relacién y concentracion total de biopolimeros, el pH y la fuerza
ionica. La formacion de complejos insolubles es el resultado de las interacciones atractivas
entre los grupos carboxilicos de la goma arabiga (—-COQ") y los grupos amino del quitosano
(-NHs"). La Figura 11 muestra un diagrama de fases de tres componentes para el sistema

goma arabiga, quitosano y agua, a un pH de 4.0, sin modificacion de la fuerza idnica.

Region de separacion
de fases (coacervado)

1.0,4 0.0
0.0 01 Wy, 02 0.3

Figura 11. Ubicacion de la fase coacervada a partir de un diagrama de fases de tres componentes.

ST <



Coacervacion compleja entre la goma arabiga y el quitosano: Aplicacién potencial en emulsiones y microencapsulados

El &rea sombreada representa la region en donde el sistema presenta una segregacion de
fases (complejos insolubles). Cuando uno de los polisacaridos se encuentra en exceso, l0s
grupos funcionales presentes en solucidn se encuentran desbalanceados, el sistema presenta

la formacidn de complejos solubles, caracterizados por una suspension turbia.

El rendimiento de coacervacion fue usado para comprender el efecto de la Rgasg, 1a CTB;,
el pH (seccion 6.1.1.7) y la concentracion de NaCl (seccion 6.1.1.8) en la eficiencia de
coacervacion entre la goma ardbiga y el quitosano. Todos los factores mencionados
influyen en la configuracion tridimensional y densidad de carga relativa de los
biopolimeros; por lo tanto, estos factores tienen un efecto significativo en el grado de
interaccion entre ambas macromoléculas. La Figura 12 muestra el rendimiento de
coacervado como una funcion de la Reaiq y la CTB, (obtenido a partir del porcentaje en
peso de la solucion de quitosano y la Reasg).
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3 4 5 6 7

Relacion de biopolimeros (R, )

Figura 12. Rendimiento de coacervacion como funcion de la relacion de biopolimeros y

concentracién de biopolimeros después de 72 hrs de interaccion.
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Se observa un maximo del rendimiento de coacervado con un valor de Reaiq de 5, el cual
es independientemente de la CTB, usada. Este fendmeno implica la neutralizacion de
cargas entre ambos biopolimeros. Conforme Rgag se aleja de la relacion optima (Rs), el
balance de cargas entre las macromoléculas también se desplaza de su relacion
estequiométrica y el rendimiento de coacervado disminuye. La disminucion en el
rendimiento de coacervado de Rs a R;, pero en términos generales no se ve afectada por la
CTB,. De forma contraria, el rendimiento de coacervado disminuye y es dependiente de la
CTB, a R4 y R3 (Figura 12). A bajas relaciones de biopolimeros (Rsz y R4) son necesarias
altas concentraciones de biopolimeros para obtener rendimientos de coacervado por arriba
del 80%, pero a relaciones de biopolimeros mayores (Rs, Rg y R7) practicamente no existe
diferencia en el rendimiento de coacervacion, independientemente de la concentracion de

biopolimeros usada.

El efecto de la CTB, en el rendimiento de coacervado puede ser explicado en términos del
comportamiento de las macromoléculas polielectroliticas (Pasika, 1977). La ionizacién de
los compuestos polielectrolitos ayuda a solubilizar las macromoléculas, las cuales se
disuelven produciendo polianiones y contra iones. Un polianion tiene un gran nimero de
cargas en su proximidad cercana, debido a que estan unidas a la cadena carbonada de la
macromolécula y, aungue el poliidn tiene cierto grado de movilidad, las cargas individuales
unidas a la cadena no. No todos los contraiones son libres de moverse alrededor de la
macromolécula. Los iones libres forman una nube de contraiones cerca del poliion,
mientras que los iones inmovilizados estan limitados a un sitio especifico o en punto de la
estructura de la macromolécula. Mientras que la solucion del polielectrolito se diluye cada
vez mas (esto implica un incremento en la solubilidad del polielectrolito), libera un mayor
numero de contraiones, generando la carga del macroion, el cual se expande. Esta
expansion en el medio no puede ocurrir indefinidamente, debido a que la macromolécula
posee cierto grado de flexibilidad. Mientras mas expandido se encuentra el poliién, mayor
es la rigidez de su estructura, por lo que los sitios cargados expuestos poseen una menor

libertad para interactuar. Este fenémeno, aunado al hecho de que el nimero de los poliiones
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disponibles en sistemas diluidos es menor, explica la aguda disminucion del rendimiento de
coacervado a bajas concentraciones de biopolimeros. A concentraciones de biopolimeros
relativamente altas, el grado de ionizacion de las macromoléculas es menor y la flexibilidad
de la estructura es mayor, asi como menos expandida, por lo que los sitios cargados se
encuentran maéas disponibles para la interaccion, resultando en un incremento del
rendimiento de coacervado. Estos resultados son importantes desde el punto de vista de que
no se necesitan concentraciones bajas o altas de biopolimeros para obtener una mayor
rendimiento de coacervado. La Figura 13a muestra la formacion de complejos goma

ardbiga-quitosano en funcion de la relacion total de biopolimeros para una concentracion de

quitosano del 1 %(p/p) al pH natural de la mezcla de biopolimeros sin adicion de NaCl.

Figura 13. a) Formacion de complejos goma ardbiga-quitosano en funcion de la relacion total de
biopolimeros (3:1, 4:1, 5:1, 6:1 'y 7:1, para una concentracion de quitosano al 1% p/p); b) fase
coacervada CTBgoRs.

Después de la separacidon de fases, la fase coacervada tuvo un aspecto similar al de un
liquido viscoso (Figura 13b), similar a lo reportado por Weinbreck y col., (2004).
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6.1.1.2 Equivalencia de los biopolimeros en solucién

El punto de equivalencia de los biopolimeros ocurre cuando la primera derivada del cambio
de pH respecto al volumen de NaOH agregado presenta un maximo. En las Figuras 14a y
14b se muestran las curvas de titulacion, asi como la derivada del cambio de pH de
soluciones de quitosano y goma arébiga al 2 y 10 % (p/p), respectivamente, en funcién de
los miliequivalentes agregados de NaOH.
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Figura 14. a) Miliequivalentes de NaOH por 2 g de quitosano; b) miliequivalentes de NaOH por 10

g de goma arébiga.
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Se puede observar en las Figuras 14a y 14b que ambas soluciones requirieron de 0.25

miliequivalentes de NaOH para neutralizar las cargas de los macroiones.
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Figura 15. Relacion de miliequivalentes de goma arabiga/quitosano como una funcién de la relacion

de biopolimeros goma arabiga/quitosano

La Figura 15 muestra la relacion de los miliequivalentes de goma arabiga/quitosano como
una funcion de la relacion de biopolimeros iniciales (Rgaq). Cuando la relacion de
mezclado de los dos polisacéaridos presenta cargas de la misma magnitud y opuestas, las
fuerzas de atraccion entre los polisacaridos cargados se saturan entre ellos permitiendo una
intensa interaccion y el mayor grado de interaccion. La maxima coacervacion (en términos
del rendimiento de coacervacién) ocurre a una relaciéon de polisacaridos muy cercana a la
relacion de equivalentes de mezclado (5 gramos de goma arabiga por gramo de quitosano).
A otra relacion de mezclado, las cargas no se encuentran estequiométricamente
balanceadas, por lo que existe una menor interaccién entre los polisacaridos opuestamente
cargados, y por lo tanto, un menor rendimiento de coacervacion. Estos resultados

concuerdan con los resultados encontrados en la seccién anterior (6.1.1.1).
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6.1.1.3 Analisis elemental

El andlisis elemental de la goma ardbiga mostré un contenido de carbono, hidrogeno y
nitrogeno (CHN) de: 42.64 %C, 6.20 %H y 0.64 %N, mientras que el contenido de CHN
del quitosano fue de: 34.14 %C, 6.58 %H y 6.27 %N. El anélisis elemental de las diferentes
muestras de coacervados vario entre 42.38-45.51 %C, 6.05-6.81 %H y 1.38-1.89 %N. El
porcentaje de goma arabiga experimental (%GAgy,) de las diferentes formulaciones de

coacervados fue calculado por la Ecuacion 3, los resultados se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Goma arabiga experimental determinada mediante el analisis elemental de los diferentes

coacervados a partir de CTB,Rgaq.

CTB1ooR3 CTB12sRs CTBis0Rs CTBi175Re CTB2ooR7

8.0% 51.3% 80.6% 77.2% 67.4%

CTB20R3 CTB2s0Rs CTB3oRs CTBszsoRe CTBaooR7

26.9% 67.5% 77.3% 68.9% 68.6%

CTBsoR3 CTBseRs CTBgooRs CTB700Rs CTBgooR7

60.2% 72.5% 79.0% 62.2% 67.4%

CTB,, = concentracion total de biopolimeros.; Rgach = relacion en peso goma ardbiga/quitosano.

La Figura 16a muestra la relacion de biopolimeros de la fase coacervada (RBFC) como una
funcion de las dispersiones CTBRga/q. En términos generales, la RBFCgaiq aumenta con
la Reang de las soluciones iniciales de biopolimeros, pero es mas o menos independiente de
CTB,. La Figura 16b muestra la relacion de biopolimeros de la “fase en equilibrio”
(RBFEga) como una funcion de las mezclas de biopolimeros CTBnReaiq. En la Figura
16a se observa que la RBFEgaq aumenta conforme la Rgaq aumenta, pero la CTB, tiene

cierta influencia en el sistema, particularmente a Rs.
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Figura 16. a) Relacion de biopolimeros en la fase coacervada, y b) relacion de biopolimeros en la

“fase en equilibrio”, como funcion de la Rgaiq Y CTB, después de 72 hrs de interaccion.

Sin embargo, es de particular interés hacer notar que, por comparacion de las Figuras 16ay
16b, puede observarse que a Rs, tanto RBFCgaiq como RBFEgasg, exhiben valores muy

cercanos a 5, siendo este un indicio de que la fase coacervada y la “fase en equilibrio” se
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encuentran muy cerca del equilibrio. Fuera de esta region, el exceso del componente
coloidal se distribuye entre la fase coacervada y la fase en equilibrio, favoreciendo en
mayor grado a ésta ultima. Consecuentemente, el proceso de coacervacion tiende a
mantener la separacion de un coacervado equivalente, como lo demuestra la relativa plana

curva de composicion del coacervado comparada con la curva en equilibrio.

6.1.1.4HPLC
Los cromatogramas de las soluciones estandar de: 1) acido D-glucuronico, 2) D-galactosa,
3) L-arabinosa, y 4) L-ramnosa muestran picos caracteristicos en 23.5, 31.5, 32.3 y 33.8

minutos de tiempo de retencion, respectivamente (Figura 17).

Acido glucurénico

L-arabinosa

L-ramnosa

D-galactosa

10 20 30 4
Tiempo (min)

@)

Figura 17. Cromatogramas de los estandares (10 g/L) de 1) acido D-glucurénico, 2) L-arabinosa, 3)

L-ramnosa, y 4) D-galactosa.

Las curvas de calibracion (Figura 18) fueron generadas graficando la variacion de las areas
de los picos en funcion de la concentracion; cuatro inyecciones de las soluciones estandar

fueron ensayadas. Los coeficientes de correlacion fueron mayores que 0.997 y las
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intercepciones no son diferentes de cero significativamente (p < 0.01) en todos los casos.
Estos resultados indican que fueron establecidas las condiciones para la cuantificacion de

los azucares por HPLC.

10 -
8 .
o
.)(
x 6
D
°
X, 4-
g —o— Acido D-glucurénico
< 5 / —o— L-arabinosa
/@/ —v— L-ramnosa
1 —24— D-galactosa
-4
O —P T T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

Concentracion del estandar [g/L]

Figura 18. Curvas de calibracion de los estandares de acido D-glucurénico, L-arabinosa, L-ramnosa

y D-galactosa.

Seis muestras hidrolizadas de goma arabiga en un intervalo de concentraciones entre 0.1 a
2.5 g/L fueron inyectadas al HPLC. Los tiempos de retencion caracteristicos para cada
monosacaridos y el acido glucuronico fueron reproducibles. Sin embargo, los datos
obtenidos para el 4cido D-glucurénico no mostraron una buena linealidad (R? = 0.89),
comparados con los exhibidos por los monosacéaridos (R* > 0.99). Esta desviacion de la
linealidad del acido D-glucuronico exhibe una sobreestimacion de la concentracion del
acido, probablemente debido a la interaccion del acido D-glucurdnico con otras especies

resultantes de la hidrolisis. Asi, la curva de calibraciéon de la goma ardbiga se obtuvo a
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partir de la combinacion de las &reas de los monosacaridos (Figura 19), la cual muestra
linealidad (R? = 0.99).

1 | y=ax
0.6- a=0.27 £ 0.004

0.5+
0.4+

0.3

Area [x 10° mUIR*s]

0.2+

0.1+

OO T T T T T T T T T T
0.0 0.5 1.0 15 2.0 2.5
Concentracion de guma arabiga [g/L]

Figura 19 . Curva de calibracién de los monosacaridos presentes en la goma arabiga por HPLC.

Asimismo, la muestra del hidrolizado de quitosano inyectada en el HPLC, bajo las mismas
condiciones de las muestras hidrolizadas de goma ardbiga, no produjo picos
cromatograficos. Algunos trabajos indican que el quitosano ha sido cuantificado bajo
condiciones de hidrolisis mas agresivas (Novikov, 2004; Boas, 1953) o por hidrolisis
enzimatica (II’ina y col., 2004; Kuroiwa y col., 2002) rompiendo eficientemente la
molécula en sus constituyentes monosacaridos. Este resultado asegura que cuando se
hidrolice la “fase en equilibrio”, los monosacaridos detectados por el cromatografo son
producidos unicamente por la goma arabiga. Las muestras hidrolizadas de la “fase en
equilibrio” para cada mezcla de solucion de biopolimeros fueron inyectadas en el HPLC.

Los cromatogramas representativos de la fase en equilibrio se muestran en la Figura 20.
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Figura 20. Cromatogramas de los complejos hidrolizados goma arabiga-quitosano.

Las concentraciones masicas de la goma arabiga en las “fases en equilibrio” para cada
mezcla de biopolimeros inyectada fueron calculadas a partir de la curva de calibracion de
goma ardbiga (Figura 19). Las concentraciones masicas de goma arabiga en las fases
coacervadas fueron determinadas restando las concentraciones masicas de goma arabiga
encontrada en las fases en equilibrio por HPLC de las concentraciones masicas iniciales de

goma arabiga de las mezclas de biopolimeros (Tabla 3).

Tabla 3. Concentracién masica de goma arabiga en las fases coacervada y en equilibrio para las

diferentes relaciones en peso.

R, Rs R, Rs Rs R, R; Rs R,

coacervada 0.007 0.285 0.324 0.102 0.582 0.633 0.509 1.180 1.349
en equilibrio 0.181 0.028 0.115 0.274 0.042 0.242 0.167 0.088 0.403
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Estos resultados fueron comparados con los obtenidos por analisis elemental (Figura 21).
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0.25 /

0.20+

HH

0.154
0.104

0.05

0.00 przzza

CTB, R CTB__.R CTB, R

0.25 '3 0.25 '5 0.25 7

0.7

H

1 Analisis elemental .

064 pZZ3HPLC | /

05, .

0.4+

0.3+

0.2+

0.1+

0.0
CTB, R, CTB, R, CTB, R,

|| ] Anélisis elemental T ;
v HPLC
1.254 .
1.00- é
0.754
0.501 2
0.251
0.00 . .
CTB, R, CTB, R, CTB, R,

Figura 21. Comparacion de la masa de goma arabiga presente en las fases coacervadas de los

complejos goma ardbiga-quitosano determinadas por anélisis elemental y HPLC.
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No existen diferencias significativas (p < 0.03) entre los métodos, independientemente de la
concentracion inicial de las mezclas de biopolimeros usadas. Estos resultados indican que
la concentracion de goma ardbiga puede ser cuantificada analizando las mezclas

hidrolizadas por HPLC o mediante el analisis elemental de la fase coacervada.

6.1.1.5 Turbidez.

La turbidez de la “fase en equilibrio” fue relacionada con la formaciéon de una fase
insoluble, la cual puede precipitar o permanecer suspendida por grandes o cortos periodos
de tiempo. Si la fase insoluble permanece por grandes periodos de tiempo en suspension, se
le conoce como ‘“complejos solubles”. Lo anterior implica que las soluciones turbias
contienen una mayor cantidad de macromoléculas en suspension que las soluciones
translucidas. Soluciones translucidas implican altos rendimientos de coacervacién. Los
datos de turbidez de las “fases en equilibrio” del sistema goma arabiga-quitosano para las

diferentes relaciones y concentraciones totales de biopolimeros se muestran en la Figura 22.

HE 5- —m=— Quitosano 0.25% p/p
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Figura 22. Turbidez de la “fase en equilibrio” en funcion de la relacion y concentracion de

biopolimeros después de 72 horas.
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Las mediciones de turbidez corresponden con los resultados de rendimiento. Como se
puede ver en la Figura 22, la Rgag en la cual existe la menor turbidez en la “fase en
equilibrio” ocurri6é para cualquiera de las CTB,Rs. Este comportamiento de la “fase en
equilibrio” indica la precipitacion de los complejos eléctricamente neutros, los cuales han
formado la fase coacervada. Asimismo, a Rea/q por abajo o por encima de 5, la turbidez se

incrementa, debido a la formacion de complejos solubles.

Un biopolimero puede adsorberse en la superficie de particulas coloidales (por ejemplo, en
otro biopolimero) como un resultado de: (a) una interaccion Coulombica (particula-
particula), (b) interacciones entre dipolos, (c) puentes de hidrogeno o (d) por interacciones
de tipo Van der Waals. El biopolimero suele ser anclado a la superficie de las particulas
coloidales en varios puntos, pero al mismo tiempo una parte de la cadena se encuentra
disponible para expandirse en la solucion. Cuando las particulas se encuentran juntas, existe
la posibilidad para un biopolimero de formar puentes o enlaces de una macromolécula a
otra, especialmente si la densidad de adsorcion en la superficie de las particulas no es muy
alta y el biopolimero es de gran masa molecular (Dickinson y McClements, 1996; Hunter,
2001). A altos valores de Rgag, las moléculas de quitosano actan como moléculas
enlazantes entre las moléculas de goma arabiga (floculacion por agotamiento), pero a bajos
valores de Rgaiq sucede lo opuesto, con las moléculas de goma arabiga enlazando las

moléculas de quitosano.

6.1.1.6 Movilidad electroforetica.

Lo anterior puede ser corroborado con las mediciones electroforesis de la “fase en
equilibrio” (Figura 23). Valores de electroforesis de la “fase en equilibrio” positivos
indican que los grupos predominantes en la “fase en equilibrio” son los grupos amino libres
(esto ocurre para valores menores a Rs), mientras que si los valores de electroforesis son
negativos, predominan los grupos carboxilo libres en la “fase en equilibrio”, esto ocurre
para valores mayores a Rs. Cuando los valores de electroforesis se aproximan a cero

significa que el fendmeno que predomina es la neutralizacion de las cargas entre ambos
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biopolimeros. Este fendmeno ocurre a una relacion de biopolimeros cercana a 5 gramos de

goma arabiga por gramo de quitosano, independientemente de la CTB, usada (Figura 23).

4 Quitosano 0.25% pl/p
N Quitosano 0.50% p/p
1 Quitosano 1.00% p/p

Mobilidad electroforética de la
"fase en equilibrio" [umcm/Vs]

Relacion de biopolimeros[R ,, ]

Figura 23. Movilidad electroforética de la fase en equilibrio en funcién de la relacion y
concentracion de biopolimeros después de 72 horas.

Una vez mas, se confirma que a bajas relaciones de biopolimeros (Rs y R4), cuando la
CTB, es relativamente baja (1-2% (p/p) para R; y 1.25-2.5% (p/p) para Ry) las
interacciones entre la goma arabiga y el quitosano son restringidas, probablemente por la
rigidez de las cadenas macromoleculares, las cuales se encuentran cada vez méas expandidas
a estas diluciones. Relaciones de biopolimeros por mayores de 5 (Rs), a cualquier CTB,, las
cadenas macromoleculares poseen mayor flexibilidad y, por lo tanto, tienen la capacidad de
interactuar con otras macromoléculas. Conforme se incrementa la cantidad de goma arabiga
en la mezcla, la movilidad electroforética de la “fase en equilibrio” disminuye, debido a la

presencia de una mayor cantidad de grupos carboxilo, los cuales interactian o se
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neutralizan con los grupos amino del quitosano, disminuyendo la cantidad de
macromoléculas con grupos ionizables libres, lo que ocasiona la disminucion de la

movilidad electroforética del sistema.

6.1.1.7 Rendimiento de coacervacion en funcién del pH.

La formacién del coacervado obedece a la disposicion de cargas en la periferia de las
macromoléculas. Uno de los factores que afectan la disposicion de cargas en sistemas
polielectroliticos es el pH del medio. Cambios de pH en el sistema alteran directamente la
conformacién tridimensional (tamafio y forma), la disposicion de grupos (interaccion), la
solubilidad de la macromolécula, sus propiedades fisicoquimicas, asi como sus propiedades
emulsionantes y formadoras de pared. Esto implica que existe un intervalo de pH en el cual
las interacciones entre las macromoléculas son maximizadas. La Figura 24 muestra la
influencia del pH en el rendimiento de coacervado, asi como los datos de turbidez de la

“fase en equilibrio” como funcién del pH del sistema.

Altos rendimientos de coacervacion y bajos valores de turbidez son obtenidos en un
intervalo de pH de 3.5-5.0. En este intervalo, la densidad de carga de ambas
macromoléculas parece estar estequiométricamente balanceadas. A valores de pH por
debajo de 3.5 y por encima de 5.0, el rendimiento de coacervacion disminuye y la turbidez
aumenta. EIl rendimiento de coacervado disminuye cuando los valores de pH se encuentran
por debajo de 3.5 probablemente debido a dos factores: i) la protonacion de los grupos
carboxilo de la goma arébiga, y ii) la contraccion de la estructura molecular, ambos factores
parecen ser maximos a pH de 2.5, por lo que a este pH se suprime completamente la

coacervacion compleja.
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Figura 24. Coacervacion compleja de goma arabiga y quitosano en funcion del pH, CTBgoRs

después de 72 hrs.

A valores de pH arriba de 5, el rendimiento de coacervado disminuye debido a fendémenos
asociados con la molécula de quitosano. Conforme la molécula de quitosano se aproxima a
su valor de pK; (~6.3-7.0), el grado de ionizacion y la solubilidad del quitosano en el
medio disminuyen, por lo que pequefias cantidades de quitosano precipitan cerca del pH de
7.0 (Figura 24). Ademas, existe un incremento en la curva de turbidez a pH 6.5 a 7.0
ocasionado por la alta solubilidad de la goma arabiga, la cual a este valor de pH se

encuentra cerca de su maximo grado de ionizacion (Basu y col., 1951).

Todas las soluciones de biopolimeros independientemente de la CTB, y el Reaiq exhiben
un pH natural de 3.8 + 0.1. Esto implica que todas las mezclas de biopolimeros fueron
estudiadas cerca del pH 6ptimo en el que se induce la maxima interaccion del sistema. La
dependencia de la coacervacion con el pH ha sido reportada por varios autores (Schmitt y
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col., 2005; Weinbreck y col., 2004; Weinbreck y col., 2003), con intervalos de pH donde
las interacciones dependen fuertemente de la naturaleza de las macromoléculas como su

densidad de carga y flexibilidad del macroion.

6.1.1.8 Rendimiento de coacervacion en funcion de la concentracion de NaCl

El rendimiento de coacervacion fue inversamente proporcional a la concentracion de sal
[NaCl]. La Figura 25 muestra el rendimiento de coacervado y la turbidez de la fase en
equilibrio en funcion de la concentracion de NaCl para el sistema CTBg oRs.
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Figura 25. Coacervacion compleja de la goma arabiga y quitosano en funcion del la concentracién
de NaCl, CTBgoRs después de 72 hrs.

Altas concentraciones de sal escudan los pequefios iones libres, y suprimen la fuerza motriz
para llevar a cabo la formacion de complejos (Biesheuvel y Stuart, 2004; Overbeek y
Voorn, 1957) rediciendo efectivamente los sitios disponibles para la interaccion entre las

macromoléculas (Figura 25). Conforme la concentracion de cloruro de sodio se incrementa,
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las interacciones entre las macromoléculas disminuyen, este fendmeno ha sido observado
en el sistema goma arabiga-proteina de suero de leche en donde la adicion de
concentraciones mayores a 54 mM de NaCl inhiben la formacion de complejos (Weinbreck
y col., 2004). La cantidad de sal agregada necesaria para disminuir drasticamente la
coacervacion es conocida como el punto de resistencia de sal, para el sistema goma

arébiga-quitosano fue de 150 mM de NaCl.
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6.1.2 Espectrometria infrarroja con transformada de Fourier.
La Figura 26 muestra los espectros de FTIR de la goma arébiga, el quitosano y la fase

coacervada (CTBg oRs) en condiciones estandar, sin variaciones del pH y fuerza idnica.

Quitosano

Goma arabiga

% T

Complejo goma arabiga-quitosano

! | | ! | | | | |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

-1
Figura 26. Espectro de FTIR de la goma arébigg' MOsano y la fase coacervada GA/Q.

Los espectros de quitosano muestran bandas tipicas a 3230 cm ™ referentes a los grupos
—OH, estas bandas son amplias debido al acoplamiento con las bandas de —NH.
Vibraciones de estiramiento de los enlaces C—H a 2925 cm* (Dong y col., 2002). Una

banda caracteristica, amida | (grupos —CONH,) correspondiente a las vibraciones de los
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grupos acetilo a 1635 cm™*; una banda fuerte asociada a los grupos amida Il (—NH;"
grupos) a 1535 cm™* (Grant y col., 2006). La banda ubicada a 1405 cm ™ fue atribuida a las
contribuciones en conjunto de flexiones de -OH y —CH (Feng y col., 2006). La banda a
1150 cm™ corresponde a las vibraciones de alargamiento simétrico de C—O—C; las bandas a
1070 cm ' y 1020 cm™ corresponden a las vibraciones de alargamiento del grupo C—O (de
Vasconcelos y col., 2006).

La goma arabiga muestra bandas tipicas de grupos hidroxilo —OH a 3330 cm . Dos bandas
intensas a 1600 cm™ y 1420 cm ™ fueron atribuidas a las vibraciones de alargamiento
asimétrico y simétrico de las sales de acido carboxilico —COO. Pequefias bandas cercanas
a 1300 cm* fueron ocasionadas a vibraciones de grupos —CH,. Las bandas a 1280 cm ™y

1020 cm* fueron asociadas al alargamiento de los enlaces C—O.

El complejo de goma arabiga/quitosano (CTBgoRs) muestra una banda a 3295 cm™
atribuida a vibraciones de los grupos —NH, y —OH. Como resultado de la interaccién entre
los biopolimeros, el espectro muestra cambios significativos en la regién carboxilo-amida
(1700-1400). Los grupos —NH3" (banda a 1535 cm™) y las vibraciones de alargamiento
asimétricos y simétricos del —COO~ (1600 cm™ y 1420 cm™, respectivamente)
desaparecen, indicando una interaccion electrostatica entre los grupos amino del quitosano

y los grupos carboxilo de la goma arabiga (-NH3" “O0C-).

6.1.3 Reologia de la fase coacervada.

Una vez obtenidas las condiciones para formar el sistema coacervado goma arabiga-
quitosano (CTBgRs), se procedio a determinar el comportamiento reologico del sistema en
funcién del pH. Las curvas oscilatorias de barrido en el tiempo fueron usadas para
determinar el tiempo requerido para que las muestras alcancen y mantengan la estabilidad

en el sistema. Este tiempo permite la reconstruccion de la estructura de las muestras,
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ademaés de indicar efectos de evaporacion del solvente. A las fases coacervadas les tomo
alrededor de 40 minutos alcanzar valores constantes del mddulo complejo (G*). Con base
en estos experimentos, se fijé el tiempo de espera para efectuar mediciones de oscilacion en
50 minutos, para todas las formulaciones. Posteriormente, se realizaron las pruebas de
amplitud o de deformacién (0.01-100%) en donde se determiné la dependencia de G* en

funcion de la deformacion a diferentes pH (Figura 27).

—m—G*pH 3.0
—e—G*pH 4.5
10-0-0-0-0-60-6_0_0_ —A—G*pH 6.0
4050 o900 000 00 °* 0o, , P
] \0\
— 30 °
= 305 \
o,
* °
O 20]A-A-A-4-44 A 44444, ,
Qo i \
[ o ®
o
AN
- A
o
o
o 10‘l—l—l—l~.—l—l—l—l—l—l*l—l—l~l\. \
3 ek
\o \.
=
T T LA LEL | T L L | T LA L EL |
0.1 1 10 100

Deformacion [%}

Figura 27. Modulo complejo de la fase coacervada en funcion de la deformacion, a pH 3, 4.5y 6.

En esta prueba se ubico un intervalo de deformacion, en donde G* es independiente de la
deformacion aplicada, conocido como la region lineal viscoelastica (RLVE) (Pal, 2006;
Steffe, 1996). La RLVE indica qué tanto puede deformarse la muestra sin observar cambios
en su estructura. En todas las muestras la RLVE fue ubicada a deformaciones menores a

10% (Figura 27). Con base en estos resultados, se decidié emplear una deformacion
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constante de 1% para realizar las pruebas de barrido de frecuencia. La Figura 28 muestra la

respuesta viscoelastica de las fases coacervadas a diferentes valores de pH durante los

experimentos de oscilacion a 25 °C y una y~ 1%.
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Figura 28. Curvas de amplitud de las fases coacervadas a 25 °C y una o~ 10 rad/s.

El barrido de frecuencia permite determinar las caracteristicas viscoelasticas de una

muestra en funcién del tiempo, a partir del médulo de almacenamiento (G* — componente

elastico de la muestra) y del mddulo de pérdida (G*’— componente viscoso de la muestra).

Cualquiera de los médulos puede ser dominante a una frecuencia en particular, indicando si

el material completamente estructurado tiene un comportamiento elastico o viscoso, en un

proceso de similar escala de tiempo (Steffe, 1996). Los coacervados son materiales

viscoelasticos, el médulo de pérdida (G™") fue mayor al médulo de almacenamiento (G")

independientemente de la frecuencia, exhibiendo un comportamiento mas viscoso que
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elastico. Todas las curvas mostraron ser dependientes de la frecuencia, lo que implica que
los coacervados se comportan como liquidos viscosos. Este comportamiento ha sido
observado en los sistemas albumina de suero de bovino — poli(cloruro de dialildimetil
amonio) (Bohidar y col., 2005) y suero de leche-goma arabiga (Weinbreck y col., 2004). La
formacion del gel esta siempre relacionada con la agregacion de macromoléculas y una
disminucion del efecto de volumen excluido (Hill y col., 1998), los cuales se encuentran
intimamente ligados al incremento en la concentracion de los biopolimeros en la fase
coacervada, la pérdida de solubilidad del complejo, la disminucion en cantidad y movilidad
de los espacios entre particulas. La viscoelasticidad de la fase coacervada como una funcién
del pH del medio varia conforme al siguiente orden: 4.5 > 6.0 > 3.0. Cuando dos
macromoléculas opuestamente cargadas interaccionan asociativamente originan la
formacion de redes macromoleculares (coacervados), entrampando moléculas de agua es su
interior (Burgess, 1990). El agua presente en el coacervado contribuye a estructura de los
complejos. La densidad relativa de la fase coacervada a 25°C fue de 1.077 + 0.005, 1.100 £
0.004 y 1.065 + 0.005, para los valores de pH de 3.0, 4.5y 6.0, respectivamente. Este hecho
aunado a un mayor potencial de atraccién electrostatica de las macromoléculas (pH 4.5 >

3.0 > 6.0) explica el comportamiento reoldgico de los complejos.

Las propiedades reoldgicas y estructurales de los geles entre mezclas de biopolimeros son
dependientes del comportamiento de los biopolimeros en solucion, los cuales son
influenciados por factores ambientales (Ould y Turgeon, 2000). La modificacién del pH en
el sistema goma arabiga-quitosano modifica las propiedades viscoelasticas de los complejos
permitiendo el disefio de geles con diferentes respuestas al corte los cuales pueden ser

usados en aplicaciones de las industrias farmacéuticas, de cosméticos y de los alimentos.

6.1.4 Microscopia electronica de barrido.
Se observo la morfologia y estructura de las muestras de goma arabiga, quitosano y la fase
coacervada (CTBgoRs). Las Figuras 29a y 29b muestran las micrografias de la goma

arabiga y quitosano, respectivamente.
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Figura 29. a) Micrografia de goma arabiga; b) micrografia de quitosano.
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La Figura 29a muestra una micrografia de goma arabiga, la cual es caracterizada por una
red polisacarida globular aleatoria. La Figura 29b muestra una micrografia de quitosano
caracterizada por estructuras compactas laminares multicapas. Estas estructuras han sido

observadas por Pinotti y col., (2007).

La Figura 30 muestra una microscopia de los complejos de goma arabiga-quitosano. Se
puede observar la formacién de un gel complejo caracterizado por una red polisacarida
globular entrecruzada con el quitosano modificando considerablemente la morfologia y
caracteristicas fisicoquimicas del complejo. EI complejo polisacarido muestra estructuras
porosas aleatorias en donde estuvieron alojadas las moléculas de agua. Estas moléculas

contribuyen a comportamiento viscoso del coacervado.

Figura 30. a) Micrografia de la fase coacervada goma arabiga—quitosano CTBgRs.
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La goma arébiga es uno de los materiales de preferencia empleado cominmente en la
encapsulacion de aceites esenciales y como agente emulsionante en bebidas (Akhtar y
Dickinson, 2007). Una de las desventajas de la goma ardbiga como emulsionante es que se
deben de usar cantidades relativamente altas comparadas con otros biopolimeros
(Harnsilawat y col., 2006; Beristain y col., 1996). Por ejemplo, para producir una emulsion
estable aceite-en-agua con 12.5 % (p/p) de fase dispersa es necesario usar 20 % (p/p) de
goma arabiga (Harnsilawat y col., 2006). Asimismo, para producir microcapsulas por
secado por aspersion es necesario emplear relaciones entre 3:1 y 4:1 (goma arabiga :

material encapsulado) (Rodriguez, 2005).

Las interacciones electrostaticas de polisacaridos cargados en las superficies de
biopolimeros de carga opuesta anclados en los glébulos de la emulsion (recubrimiento
capa-por-capa) puede aumentar la estabilidad de los sistemas (Guzey, 2007; Harnsilawat y
col., 2006; Klinkesorn y col., 2005; Girard y col., 2002a; Kato y col., 1989). Esta técnica de
recubrimiento produce membranas interfaciales gruesas, las cuales ayudan a estabilizar y
reducir la oxidacion de los lipidos emulsionados (Klinkesorn y col., 2005). Asimismo,
asociaciones atractivas (condiciones especificas de relacion y concentracion de
biopolimeros, pH y fuerza idnica) conllevan a la formacion de matrices coacervadas (gel
complejo), las cuales, al encontrarse adsorbidos en las interfases aceite agua favorecen la
formacion de emulsiones O/W por coacervacion. De esta manera el conocimiento de los
principios fisicoquimicos que gobiernan la formacion y propiedades de los complejos
interfaciales adsorbidos es importante para establecer las condiciones dptimas requeridas

para producir emulsiones multicapa que exhiban las propiedades deseadas.
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6.2.1 Formulacion de emulsiones simples O/W por coacervacion

Esta seccion describe la formacion y caracterizacion de emulsiones simples O/W por el
método de coacervacion compleja. En la seccion 6.2.2 fueron investigadas las condiciones
de preparacion (velocidad de agitacion y concentracion de goma arabiga) de la emulsion
O/Wa. En la seccidon 6.2.3 fue evaluada la formacion de una emulsion simple con
quitosano. En la seccion 6.2.4 fue desarrollada la metodologia para producir emulsiones
simples por coacervacion compleja con base en los experimentos de las secciones
anteriores. En la seccion 6.2.5 fueron caracterizadas reolégicamente las emulsiones simples
O/Waq en funcion de la concentracion de la fase dispersa con la finalidad de seleccionar

la formulacion adecuada para secar.
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6.2.2 Emulsiones simples con goma arabiga (O/Wga)

Se formularon emulsiones aceite-en-agua empleando goma ardbiga como material
emulsionante (O/Wga). A partir de un experimento factorial 2? fueron evaluados los efectos
de la concentracion de goma arabiga y la velocidad de agitacion en el tamafio y distribucion

de los globulos de la emulsion O/Wea (Figura 31).
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Figura 31. Tamafio y distribucion de los globulos de la emulsién O/Wga en funcion de la velocidad

de agitacion y concentracion de goma arabiga.

Las emulsiones producidas a 4000 rpm con concentraciones de goma arabiga del 5% y 10%

(p/p) exhibieron distribuciones multimodales, caracterizadas por tres diferentes
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distribuciones: pequefias (< 5 um), medianas (5 pm < didmetro < 50 um) y grandes (> 50
pm). Cuando se empled una concentracion de goma ardbiga del 5% (p/p) y 7600 rpm,
fueron producidas emulsiones con glébulos pequefios y medianos. Cuando se empled una
concentracion de goma arabiga del 10% (p/p) y 7600 rpm, fueron producidas emulsiones
que contenian Unicamente globulos de tamafio pequefio con una distribucion monomodal y
relativamente homogénea. Generalmente, una emulsion con tamafos de globulos pequefios
presenta una mayor estabilidad a la coalescencia (Walstra, 2003). Los didmetros medios
volumetricos (D43) y promedio superficial (D32), la amplitud de la distribucion y las

cinéticas de coalescencia de las emulsiones de goma arabiga se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Tamafios promedios volumétricos (D, 3) y promedio superficial (D5 ), amplitud de la
distribucién y cinéticas de coalescencia de las emulsiones O/Wga en funcion de la concentracién de
goma arabiga y la velocidad de agitacion.

Formulacion Dy 3 (um) D3, (um) Amplitud de la Cinética de

distribucién  coalescencia (s™)

5% GA'y 4000 rpm 30.01+£0.15 6.70+0.20 2.03+0.10 895 x 10°
10 % GA 'y 4000 rpm 7.87 £0.05 2.63+0.05 2.52+0.03 47.8 x 107
5% GA'y 7600 rpm 10.84 +0.13 3.42+0.01 2.20+0.08 63.5x 10°®
10 % GA'y 7600 rpm 1.75+£0.03 1.53+0.01 0.97+£0.01 5.05 x 10°®

Las diferencias en los didmetros de las emulsiones O/Wga (Tabla 4) pueden ser explicadas
en el proceso de formacion de las emulsiones, constituido principalmente por dos etapas.
La primera etapa consiste en la deformacién y ruptura de la fase dispersa dando origen a los
globulos de la emulsidn, los cuales incrementan su area interfacial en el sistema disperso; la
segunda etapa, consiste en la estabilizacion de la nueva interfase a partir de la adsorcién en
la interfase (aceite-agua) del material de barrera (Tesch y Schubert, 2002; McClements,
1999). La presencia de la goma arabiga (polisacarido de alto peso molecular) proporciona
una mejor estabilidad a largo plazo, probablemente por la inmovilizacion de los glébulos de
la emulsion en una red estabilizada por repulsion electrostatica o efectos estéricos entre las
moléculas (Dickinson, 1992). La formulacién que presentd la menor polidispersidad, asi
como la menor cinética de coalescencia fue obtenida empleando: 10 % de goma arabiga y
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7600 rpm (Tabla 4). Estas condiciones de formacion de la emulsion fueron seleccionadas

para realizar los experimentos posteriores.

6.2.3 Emulsiones simples con quitosano (O/Wg)

Se formuld una emulsion simple con 20 % (p/p) de fase dispersa a 7600 rpm x 5 minutos
empleando quitosano como material encapsulante O/Wq. En la Figura 32A se muestran la
distribucion y tamafio de los globulos de la emulsion O/Wq. Los glébulos de la emulsion
O/Wq mostraron valores de iniciales de D3 = 8.21 um y D4 3= 19.33 pm con una amplitud
de la distribucion de 0.91. La emulsion O/Wq fue caracterizada por una distribucion
bimodal compuesta por glébulos de tamafio pequefio (~1% v/v) en un intervalo de 0.4 a 3

pum y glébulos de tamafio medianos (~16% v/v) en un intervalo de 10 a 40 pm.
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Figura 32. A) Distribucion de los gldbulos de emulsion O/Wg; B) tendencia de medicion de los

glébulos de emulsion O/Wo,.
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Sin embargo, durante el proceso de medicion se observé un incremento de los diametros de
la emulsion O/Wq (Figura 32B). Este hecho indica que el sistema es altamente inestable a
la coalescencia. Durante el proceso de medicion la emulsion O/Wq fue mezclada
produciendo colisiones entre los globulos, dichas colisiones aceleraron los procesos de
coalescencia (McClements, 2007; Walstra, 2003). Schulzy col., (1998) y Rodriguez y col.,
(2002) estudiaron la formacion y estabilidad de emulsiones de quitosano con diferente
grado de acetilacion, observando la formacion de emulsiones relativamente estables a
pequefias escalas de tiempo (horas). La emulsion O/Wq present6é una menor estabilidad a la
coalescencia en comparaciéon con la emulsién O/Wga a las mismas condiciones de fase
dispersa y homogenizacion, por lo que esta Ultima retendra con mayor eficiencia la fase
oleosa. Para obtener la méxima proteccion de un material encapsulado, es crucial que los
glébulos de la emulsion presenten el menor tamafio posible y estabilidad contra la
coalescencia, de esta manera, emulsiones poco estables resultan en encapsulados con altos
contenidos de aceite superficial y una baja retencion de compuestos volétiles (Jafari y col.,
2007; Reineccius, 2004).

6.2.4 Emulsiones simples por coacervacion compleja (O/Wgag)

La formacion de emulsiones simples a partir de la coacervacion compleja entre la goma
ardbiga y el quitosano (O/Wgag) se llevo a cabo a partir de la adsorcion secuencial de los
biopolimeros en la interfase. Este proceso consistié en dos etapas: en la primera etapa fue
formada una emulsion simple O/Wga con una fase dispersa del 20% a 7600 rpm durante 5
min, usando 10 % de goma ardbiga (seccion 6.2.2); en la segunda etapa, la emulsion
O/Wca fue redispersanda en una dispersion de quitosano al 2% (p/p). El resultado de la
redispersion fue la interaccion entre las moléculas de goma arabiga y las moléculas de

quitosano ocasionando la floculacion de los globulos de la emulsion O/Wgae. (Figura 33).
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Figura 33. Microfotografia de la emulsion por coacervacion O/Wgaq, amplificacion x100.

El D43 de los globulos de la emulsion O/Wgaq fue de 2.34 + 0.19 pm, con una amplitud de
la distribucion de 2.0 + 0.23 um y una cinética de coalescencia de 6.9 x 10° s*. La
formacion de la emulsion O/Wgagq bajo las mismas condiciones de formulacion que la
coacervacion de los polisacaridos solos, refuerza la idea de que la parte proteica de la goma
arabiga es la encargada de adsorberse en la interfase aceite-agua formando la emulsion
O/Wga, mientras que los grupos carboxilo presentes en la goma son los encargados de
interactuar con los grupos amino del quitosano para formar la emulsion O/Wgaq. Este
fenémeno ha sido atribuido a la neutralizacién de las cargas de los biopolimeros y/o a
efectos de floculacion por agotamiento (Harnsilawat y col., 2006), lo cual conduce a fuertes
entrecruzamientos interparticulas (Dickinson, 2001).
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6.2.5 Efecto de la fase dispersa en la formulacion de emulsiones O/Wgag

Se formularon tres emulsiones O/Wgag que difieren en sus contenidos de fase dispersa: ¢1o,
d20 Y da0 (donde el subindice representa el porcentaje en peso de la fase dispersa presente en
la emulsién). La fraccion volumen de la fase dispersa determina las propiedades reoldgicas
de las emulsiones (Walstra, 2003). El incremento de la fase oleosa ocasioné cambios en la
densidad y viscoelasticidad de los sistemas emulsionados O/Wgaq. Las emulsiones ¢10 Yy

d20 presentaron sedimentacion, mientras que la formulacion ¢4 presentd cremado.

La estabilidad de las emulsiones simples O/W esta correlacionada con las propiedades
reoldgicas de los biopolimeros adsorbidos en las interfases aceite-agua (Vernon-Carter y
Sherman, 1981). Algunos autores han observado la influencia de las interacciones proteina-
polisacarido en las propiedades reoldgicas de las emulsiones simples O/W, encontrando
efectos de engrosamiento en los biopolimeros adsorbidos en las interfases, asi como la
formacion de estructuras tipo gel de las emulsiones (Valdez y col., 2006; Dickinson y
Pawlowsky, 1995). Las curvas oscilatorias de barrido en el tiempo para las emulsiones
O/Woaq requirieron de 10 a 15 min para alcanzar valores constantes de G*. Por esta razon,
el tiempo de espera para efectuar mediciones de oscilacion se fijo en 20 minutos. La Figura
34 muestra las curvas de amplitud de las emulsiones O/Wgagq para los diferentes contenidos
de la fase dispersa.
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Figura 34. Curvas de amplitud para las emulsiones simples formuladas por coacervacién compleja.

Las RLVE de las emulsiones por coacervacion fueron ubicadas a deformaciones (y)
inferiores de 8%, 4% y 2% para ¢10, 920 Y da0, respectivamente (Figura 34). La disminucion
de la RLVE con el incremento de la fase dispersa ha sido observada en emulsiones O/W
(Pal, 2006). Con base en estos experimentos se decidié emplear una deformacion de 1%
para realizar las mediciones de barrido de frecuencia para todas las emulsiones. La Figura
35 muestra la respuesta viscoelastica de las emulsiones O/Wgaq para los diferentes
contenidos de la fase dispersa, durante los experimentos de oscilacion (curvas de

frecuencia) a 25 °C y una y~ 1%.



Coacervacion compleja entre la goma arabiga y el quitosano: Aplicacién potencial en emulsiones y microencapsulados

1000 Pl
] S _gA
) P 2 B A e
] R * ﬁ/ﬁ’ﬁ,ﬁ—ﬁ’g/g/ﬁ &
{1 ** % S a A& P
'E‘ 100 4 ﬁ/ﬁ/ﬁ/ﬁ/ﬁ/ /ﬁ/ﬁ /‘/4 /@/% /.
(al 3 o /ﬁ/& /*/‘ /@/@ ./.
h /ﬁ/& /‘ @/@ ./
N T ﬁ/& /‘/‘ /@/ /./
\ E — =) ]
(D b /ﬁ/& /4/* /@/ g
- /ﬁ/ﬁ ‘/‘ @/@ /./ 1
O 3 /‘/‘/ @/@ ./. ., 10
] * /%/@ /././ —0—G (I)IO
i @/g/@ ./'/. —4—C d)zo
/@/ /./ A "
1 ® ./-/' C ¢2o
] o .
] ./I/. * G ¢40
j —*— G,
0-1 L) L) L) L) L I L) L) L) L) L I L) L) L) L) L I
1 10 100

Frecuencia angular (rad*s)

Figura 35. Curvas de frecuencia para las emulsiones simples formuladas por coacervacién

compleja.

Las emulsiones coacervadas forman un gel complejo a partir de las interacciones entre dos
0 mas moléculas adsorbidas a la superficie de un mismo globulo de la emulsion
(interacciones intraglobulares) o entre moléculas adsorbidas en diferentes globulos
(interacciones interglobulares), o entre moléculas adsorbidas con moléculas no adsorbidas
(Dickinson y McClements, 1996). Dichas interacciones juegan un papel importante en las
propiedades reoldgicas del gel, las cuales pueden actuar como promotoras o inhibidoras de
estructura dependiendo de la naturaleza de las interacciones entre los emulsionantes
adsorbidos en los glébulos y los polimeros que componen la estructura gelada
(McClementes y col., 1993).
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Las formulaciones ¢10 Y ¢20 muestran el comportamiento de sistemas débilmente
estructurados (gel viscoso), ya que el médulo viscoso domina al mddulo elastico en todo el
intervalo de frecuencias (Figura 35). Este tipo de estructuras pueden actuar como barreras
para minimizar la deformacion o ruptura de los globulos de la emulsion. Este
comportamiento ha sido observado en emulsiones de goma arabiga (15% p/p) con aceite
esencial de limon (Valdez y col., 2006). La emulsién ¢4 puede clasificarse como un
sistema bien estructurado (geles fuertes). En esta emulsion las particulas se encuentran
fuertemente asociadas produciendo una red estructurada de glébulos gelados los cuales
incrementan la fuerza del gel, el médulo de almacenamiento (G”) es mayor al modulo de
viscoso (G”), ambos ligeramente dependientes de la frecuencia. Este comportamiento es
caracteristico de emulsiones estabilizadas con biopolimeros en las que se desarrolla una red

elastica ocasionada por un proceso de floculacion por puenteo (Moros y col., 2002).

El comportamiento viscoso a altas frecuencias (G"">G") de las emulsiones ¢10 Y ¢20 indican
que estas formulaciones pueden ser utilizadas en aplicaciones de secado por aspersion. A
diferencia de la formulacion ¢4, la cual exhibe un comportamiento elastico a altas
frecuencias (G'>G™"), por lo que esta emulsién puede presentar malas propiedades de
aspersion. Sin embargo, el comportamiento reoldgico de esta tltima emulsion indica que
podria ser empleada en aplicaciones de la industria cosmética, debido a que exhibe mejores
propiedades para untar. Con base en estos resultados se decidid secar por aspersion la

emulsion ¢go.
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. MICROENCAPSULACION
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En esta seccion se muestran los resultados obtenidos para el secado por aspersion de las
emulsiones O/Wga Yy O/Wgag. Ambas emulsiones contenian 20% (p/p) de fase dispersa.
Las condiciones de homogenizacién fueron de 7600 rpm x 5 minutos. Posteriormente,
ambas emulsiones fueron secadas por aspersion y observas con un microscopio electrénico

de barrido con la finalidad de observar la microestructura de las microcapsulas obtenidas.

6.3.1 Microencapsulacion por secado por aspersion

Con base en los experimentos de las secciones 6.2.2 y 6.2.5 fueron obtenidos los
microencapsulados de las emulsiones O/Wga Yy O/Wgsaq empleando la técnica de secado
por aspersion. Se empled un microscopio electronico de barrido para observar la
microestructura de las microcapsulas obtenidas. Las Figuras 36 y 37 muestran las
micrografias de las microcapsulas obtenidas por aspersion de la emulsion O/Wga con una

amplificacion de x 150 y x 2500, respectivamente.
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Figura 37. Microcépsulas obtenidas de la emulsion O/Wga, amplificacion x 2500

Se puede observar la formacion de microcapsulas esferoidales polidispersas con diametros
promedio que van de 50 a 250 pm (Figura 36). La Figura 37 muestra la que estas
microcapsulas estan constituidas por un sinnimero de microesferas aglomeradas, debido al
secado de las gotas de emulsion O/Wga que contenian un gran nimero de globulos de
emulsion O/Wga con un Dg3 = 0.74 pum.

Las Figuras 38a y 38b muestran las microcapsulas obtenidas por el secado por aspersion de

la emulsion O/Wgag con una amplificacion de x 150 y x 2500, respectivamente.
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Figura 38. Microcapsulas obtenidas de la emulsion O/Wgaq, amplificacion: a) x 150 y b) x 2500

STa <
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Similarmente, se muestra la formacion de microcdpsulas esferoidales polidispersas con
didmetros promedio que van de 30 a 100 um (Figura 38a). Sin embargo, se puede observar
que las microcapsulas obtenidas con el complejos goma arabiga-quitosano muestran una
mayor uniformidad de la muestra con tamafios de particula menores en comparacién con
las microcapsulas de goma aradbiga. La Figura 38b muestra que estas microcépsulas
también estan constituidas por un sinnimero de microesferas aglomeradas con un Dy3 =
1.74 um.

Las Figuras 39 y 40 muestran las micrografias de microcapsulas obtenidas por el secado de

la emulsion O/Wga y O/Wgaq, respectivamente, donde se puede observar el espesor de

pared de las microcapsulas.

f
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Figura 39. Microcéapsulas con goma arabiga (x 10000)
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Figura 40. Microcépsulas con el complejo goma arébiga-quitosano (x10000).

Los espesores de las paredes de las microcdpsulas fueron de 0.7 + 0.02 um para la goma
arabiga (Figura 39) y 0.34 + 0.02 um para el complejo goma arabiga-quitosano (Figura 40).
Este hecho es un indicio de que la pared formada por el complejo presenta una mayor
densidad originada por el compactamiento de las moléculas de goma arabiga debido a la
presencia de las moléculas de quitosano. La retencion del material encapsulado durante el
proceso de microencapsulacion por secado por aspersion puede ser incrementada por el
incremento del peso molecular del material de barrera, la viscosidad y tamafio de los
gldébulos de la emulsion (Reineccius, 2004). Las microcapsulas producidas por el complejo
muestran una mayor uniformidad de tamafio con menor area superficial y mayor densidad
del material de barrera en comparacién con los microencapsulados de goma arabiga. Las
microcapsulas producidas con los complejos goma arabiga-quitosano podrian minimizar los
procesos de oxidacion de la fase oleosa microencapsulada a partir de fuertes

acomplejamientos intermoleculares de los biopolimeros en solucion.

STw <
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7 Conclusiones

1. La interaccion de un polisacarido aniénico (goma ardbiga) y un polisacarido
catiénico (quitosano) permite la formacion de complejos interpoliméricos los cuales
pueden ser solubles o insolubles. La formacion estos complejos esta intimamente
relacionada con la relacion y concentracion de biopolimeros en solucion, asi como

de las condiciones del medio como el pH y la fuerza ionica.

2. El origen de las interacciones goma arabiga-quitosano es de tipo electrostatico,
debido a las interacciones entre los grupos carboxilo del acido glucurdnico presente

en la goma arabiga y los grupos amino del quitosano.

3. La maxima interaccién entre la goma arabiga y el quitosano fue localizada a una
relacién de biopolimeros de 5, independientemente de la concentracion total de
biopolimeros, un intervalo de pH de 3.5 a 5.0, sin modificacidn de la fuerza ionica.

Mostrando mayores propiedades viscoelasticas a un pH = 4.5.

4. La adicion secuencial de los biopolimeros a la interfase permitié la formacién de
una emulsion simple por coacervacion O/Wgaq, estabilizando al sistema mediante
la formacion de complejos interfaciales interbiopoliméricos, los cuales incrementan
las propiedades viscoelasticas del sistema. Las emulsiones producidas muestran un

comportamiento viscoelastico fuertemente dependiente de la fase dispersa.

5. Las microcapsulas producidas por el secado por aspersién de la emulsion por
coacervacion O/Wgag muestran una mayor uniformidad de tamafio con menor area
superficial y mayor densidad del material de barrera en comparacion con los

microencapsulados de goma arabiga.
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8 Trabajos a futuro

Al término de este proyecto de investigacion es recomendable proponer algunos temas que

considero interesantes para seguir estudiandolos:

1. Caracterizar las interacciones entre la goma arabiga y el quitosano por técnicas de
calorimetria diferencial de titulacion y dispersion de luz. Estos experimentos
reforzarian los resultados obtenidos mediante la determinacion de parametros
termodindmicos como la entalpia de mezclado, energia libre y segundo coeficiente

viral.

2. Realizar estudios acerca del grado de proteccion contra la oxidacion de emulsiones
simples obtenidas mediante la coacervacion compleja del sistema. Con la finalidad
de determinar el orden de reaccion, parametros cinéticos y grado de conversion o

deterioro de las sustancias encapsuladas.

3. Desarrollar emulsiones multiples W/O/W empleando como materiales barrera la
mezcla goma ardbiga-quitosano. En este tipo de sistemas se podria incorporar
alguna sustancia de interés de naturaleza hidrosoluble. El reto tecnolégico y
cientifico que implica el desarrollo de emulsiones mdultiples se basa en determinar
las relaciones Optimas de emulsionantes de la fase acuosa interna, con la finalidad
de no desestabilizar el complejo adsorbido en la fase acuosa externa, asi como
determinar las concentraciones adecuadas del material que se pretenda encapsular
minimizando los gradientes de presion osmotica del sistema, de esta manera se
podrian obtener las condiciones dptimas de formacion de emulsiones multiples

estables y funcionales.

4. Estudiar los sistemas dispersos (emulsiones o microencapsulados) en aplicaciones
de liberacion controlada, evaluando la influencia de variables como el pH, fuerza

ionica y temperatura en las cinéticas de liberacion del material encapsulado.

STw <
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5. Evaluar diferentes métodos para producir las microcépsulas, ya que considero que el
secado por aspersion puede ser un método muy agresivo para sustancias sensibles al
calor, como las vitaminas, compuestos fenolicos, microorganismos o enzimas. Esto

podria incrementar el grado de aplicacion de los sistemas dispersos.

6. Estudiar la relacion entre la estructura y las caracteristicas fisicas de las
microcépsulas preparadas con el complejo goma arébiga-quitosano a diferentes

condiciones de secado.

7. Con base en los conocimientos, propongo que se podria emplear la misma
metodologia desarrollada en este trabajo, pero utilizando distintas mezclas de
biopolimeros como suero de leche quitosano, pectinas de bajo o alto metoxilo con
proteinas, quitosano- goma de mezquite 0 mezclas de mayor orden como goma

arabiga-goma de mezquite-quitosano.
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