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1. RESUMEN

Se estudio el efecto que tienen los hidrocoloides: Goma de Mezquite, Avicel CL611
(producto a base de celulosa microcristalina, MCC) y Viscarin GP 209 (producto a base
de lambda-(1)-carragenina) en la estabilidad de emulsiones aceite/agua (o/w) que
contienen ademas caseinato de calcio. Las proporciones de proteina y grasa en estas
emulsiones son similares a las que pueden encontrarse en emulsiones de cardcter
alimenticio. Para cada hidrocoloide se prepararon 16 emulsiones simples con 4.06% de
aceite en agua, utilizando un homogenizador de alta presién, HP y probando 4
concentraciones diferentes de hidrocoloide y 4 concentraciones diferentes de proteina
(caseinato de calcio: 2.6, 3.8, 4.9 y 6.1 % peso/peso (w/w). Las emulsiones fueron
enlatadas y sometidas a tratamiento térmico (121 °C 15 min.). Se realizaron
observaciones visuales, determinaciones fisicoquimicas y mediciones de tamano de
particula. Los resultados sugieren una tendencia de las emulsiones a ser mas estables a
medida que aumenta la concentracion de caseinato de calcio. Se encontré que, en los
niveles adicionados, la goma de mezquite, a pesar de su actividad surfactante, no
proporciona ninguna ventaja en la estabilidad de las emulsiones que aqui se
estudiaron. Se sugiere que esto se debe a una posible competencia entre la goma de
mezquite y el caseinato por la interfase. Los parametros determinados indican que los
efectos estabilizantes de la MCC o Avicel se deben al incremento en la viscosidad que
este hidrocoloide imparte al medio. Las emulsiones preparadas con lambda-(4)-
carragenina fueron inestables en la mayoria de los casos. La mayor evidencia de
inestabilidad se present6 para una relacion hidrocoloide:proteina de 1:9 y se atribuye

a interacciones atractivas entre el caseinato y la carragenina.



2. INTRODUCCION

Las emulsiones aceite en agua tienen amplios usos en la industria. Dentro del ramo de
los alimentos podemos encontrarlas en el yogurt para beber, los licores de crema y las

formulas lacteas, entre algunos ejemplos.

Termodindamicamente, las emulsiones son sistemas inestables esto es; su formacion
requiere energia y una vez formadas sus fases tenderan a separarse al transcurrir el

tiempo.

En la formulacion de emulsiones puede distinguirse entre 2 tipos de ingredientes: el
emulsificante y el estabilizante. El emulsificante es la especie quimica (o mezcla de
especies) que promueve la formaciéon de la emulsion y la estabilizacion a corto plazo
mediante la accion interfacial mientras que el estabilizante es la especie (o mezcla) que
le confiere a la emulsion estabilidad a largo plazo mediante algin mecanismo de
adsorcion o mediante modificaciones en la viscosidad de la fase continua (Dickinson,

2003).

Por su valor nutrimental, las proteinas son compuestos de amplio uso en la industria
de alimentos. Por su naturaleza quimica las proteinas son capaces de adsorberse en
interfases, lo que les permite, en una emulsion, adoptar el papel de emulsificantes.
Algunos estudios al respecto son los publicados por Dickinson (1997), Euston (2000) y

Srinivasan (2002).

Los hidrocoloides, por su parte, son polimeros especialmente conocidos por su
capacidad de ligar agua y de conferir viscosidad a sus soluciones, lo que los hace
capaces de funcionar como estabilizantes dentro de una emulsion. Por esta razon los
hidrocoloides suelen ser agregados a las emulsiones en pequenias cantidades con el

tinico objetivo de prolongar su estabilidad.



En el conjunto de los alimentos procesados, es comin encontrar a proteinas e
hidrocoloides dentro de un mismo sistema. Las interacciones que estos dos polimeros
presenten entre si aumentaran por supuesto la complejidad de los sistemas, y en el
caso de una emulsion, la estabilidad que confieran sera el resultado de los efectos

conjuntos en términos de funcionalidad.

Los estudios sobre las implicaciones de las interacciones entre proteinas y
polisacaridos en emulsiones son por tanto de interés para la industria de alimentos.
Generalidades y teorias respecto al tema han sido ampliamente tratados por Dickinson
(1998) y Syrbe, (1998). La literatura también reporta estudios sobre sistemas
especificos (Euston, 2002 y Garti, 1999).

La parte experimental de este trabajo es un estudio sobre las caracteristicas de
estabilidad o inestabilidad que presentan 4 sistemas modelo constituidos por
emulsiones aceite en agua, formuladas con caseinato de calcio en presencia y en
ausencia de 3 diferentes hidrocoloides: 1) goma de mezquite, 2) una mezcla comercial
mayoritaria en celulosa microcristalina y 3) una mezcla comercial mayoritaria en

lambda-(1)-carragenina

El capitulo de antecedentes comienza con una revision general sobre emulsiones --
conceptos fisicoquimicos, consideraciones sobre el proceso de formacion y los
fenémenos de inestabilidad que estas pueden presentar. El papel de proteinas e
hidrocoloides dentro de dichos sistemas, se introduce en las secciones 3.3.2y 3.4. En la
seccion 3.5 se revisan caracteristicas y condiciones—estructura, concentracion, tipos de
interaccion- en que los polimeros ayudardn efectivamente a la estabilidad de la

emulsion o bien en que casos promoveran la inestabilidad.

Las conclusiones sobre la parte experimental se presentan en la seccion 7 donde se

subrayan también algunas recomendaciones.



3. ANTECEDENTES

3.1 TEORIA DE EMULSIONES

A diferencia de una solucion verdadera de particulas distribuidas de manera
homogénea en una sola fase, la mayoria de los alimentos, por el tamaiio y diversidad
en la naturaleza quimica de sus particulas, llegan a constituirse en sistemas
heterogéneos. Badui (1996) subdivide a dichos sistemas en funcién del tamario de las

particulas dispersas en:

» sistemas coloidales (particulas mayores a inm e inferiores a 100nm) y
» dispersiones gruesas (aquellas donde los tamaros de particula superan

los 100 nm).

Como un subconjunto de los sistemas coloidales, el mismo autor, presenta a las
emulsiones, las cuales son sistemas dispersos constituidos por dos liquidos inmiscibles
en donde uno de estos liquidos constituye una fase que se encuentra dispersa en forma
de pequenas gotas, distribuidas en el otro que constituye, a su vez, la llamada fase

continua o dispersante.

De acuerdo con el componente que se encuentre en mayor cantidad, la emulsién podra
ser un sistema aceite/agua (o/w), donde el aceite es la fase dispersa y el agua la fase
continua, o bien un sistema agua /aceite (w/o) en el que el agua sera la fase dispersa y

el aceite la fase continua.

Una fase se define comiinmente como un dominio limitado por una superficie cerrada,
dicha superficie contiene energia libre y en ella, al menos algunas propiedades (ej
presion, indice de refraccion, densidad, capacidad calorifica, composicion quimica)

cambian abruptamente (Fennema, 1996).



Tomemos como ejemplo una emulsion de aceite en agua: La fase oleosa, presenta,
entre otras caracteristicas distintivas, una determinada fuerza cohesiva, esto es, las
moléculas del aceite, vecinas unas de otras, seran atraidas entre si con fuerzas iguales.
Esta fuerza de atracciéon intermolecular cambiara drasticamente en la superficie donde
las moléculas de aceite (al contacto con el agua) experimentaran una falta de simetria
en la distribucion de las fuerzas atractivas. Como resultado, dichas moléculas
“sentiran” una fuerza neta hacia adentro, empaquetandose mas apretadamente entre
si, haciendo que el liquido se comporte como si tuviera una membrana, que le

impidiera aumentar su superficie (tensién superficial: Galiana, 1987).

Como se dijo anteriormente, esta superficie contiene energia libre (es decir, su
formacién requirié energia, dado que se trata de liquidos inmiscibles). Como
consecuencia, las emulsiones son inestables y si se les permite reposar por algiin
tiempo, las moléculas de la fase dispersa (aceite en nuestro ejemplo) tienden a
asociarse para constituir una capa que, eventualmente, migrard hacia la superficie
(Fennema, 1996). Es por esto, que, al hablar de “estabilidad de una emulsion” debemos

siempre hacer referencia a un tiempo de observacion.

Una emulsion estable es aquella que no presenta cambios apreciables en la distribucion
de tamano de particula, estado de agregacion o en su arreglo espacial en un tiempo

determinado (Dickinson, 2003).

La industria de alimentos buscara siempre alargar el periodo de tiempo, en el que el
alimento conserva las propiedades fisicas, quimicas, sensoriales y microbiolégicas que
lo hacen inocuo y agradable al gusto del consumidor (vida de anaquel). Esto incluye

por supuesto, en el caso de las emulsiones, prolongar su estabilidad.

Los principales fenémenos de desestabilizacion que afectan la homogeneidad de las
dispersiones son la migraciéon de las particulas (cremado, sedimentaciéon) y la

variacion del tamano de particula (coalescencia, floculacion). Dichos fenémenos se
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trataran, tomando como ejemplo una emulsién aceite en agua, de manera general a

continuacion:

3.2 FENOMENOS DE INESTABILIDAD EN EMULSIONES

3.2.1 Cremado

Se hablara primeramente de los factores relacionados con la migracion de las
particulas dispersas, esto es el fenémeno de inestabilidad conocido como sedimentacion
(o cremado para emulsiones o/w). Estos estan considerados en la ecuacion de
velocidad de separacion de fases conocida como Ley de Stokes (Fennema, 1996;
Huang, 2001):

Ve = a(p, = pc)d’ )

1877

Donde
Vs = velocidad de separacion de las fases
a = 9.81 m / sec? para sedimentaciéon por gravedad
o bien
a = R 2, donde R es el radio de la centrifuga y = es la taza de rotacion en

radianes por segundo.
Pp = densidad de la fase dispersa.
pc = densidad de la fase continua.

dz = cuadrado del diametro de las particulas dispersas

nc = viscosidad de la fase continua.

De acuerdo con la formula de Stokes (ecuacion 1), el tamafio pequefio de las particulas
dispersas es importante en la estabilidad ya que la velocidad de separacion de fases,

sera directamente proporcional al cuadrado de su diametro, la viscosidad de la fase

6



continua por su parte también favorece la estabilidad. La velocidad de separaciéon
aumentard al aumentar la diferencia de densidades. Una diferencia de densidades
negativa en la ecuacion 1 (como es el caso de las emulsiones o/w) implica

sedimentacion en la parte superior, esto es cremado.

La ecuaciéon de Stokes es muy ttil para predecir tendencias, sin embargo, en la
mayoria de los casos, especialmente en sistemas complejos como los alimentos hay
muchos factores de desviacion: La ecuacion trata el comportamiento de las particulas
durante la sedimentaciéon como si se tratara siempre de esferas homogéneas, y no
considera a los agregados que, de encontrarse presentes, aumentan la velocidad de
sedimentacion; asume ademdas que la fase continua presentard una viscosidad
newtoniana, lo cual es falso en algunos casos (Fennema, 1996). La viscosidad y la
diferencia de densidades entre las fases dependeran de los componentes que las

constituyen.

3.2.2 Floculacioén.

La floculacién, es definida por el mismo autor (Fennema, 1996) como el estado en el
cual las particulas se encuentran cercanas durante un tiempo mayor al que les
corresponderia en ausencia de interacciones atractivas entre ellas (atracciones
coloidales). Estas interacciones dependen de caracteristicas propias del material de las
particulas y de la fase continua (Fuerzas de Van der Waals, interacciones eléctricas
entre particulas, la fuerza ionica, la constante dieléctrica de la fase y el pH). La
floculacion no implica la ruptura de la pelicula interfacial que rodea a las particulas de
la fase dispersa; sin embargo, las gotas de aceite cuando han floculado se mueven

como un conjunto en vez de como individuos.

En el contexto de la industria de alimentos es frecuente encontrar emulsiones con una
gran variedad de componentes tales como proteinas y polisacaridos; estos

biopolimeros aunque bien pueden promover la estabilidad de la emulsion (en funcion
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de sus concentraciones, tamaros y de su capacidad o incapacidad de adsorberse en la
interfase agua-aceite) también pueden dar lugar a dos tipos adicionales de floculacion:
Floculacion por puenteo (cuando el biopolimero se adsorbe en la interfase) y
floculacion por agotamiento (cuando no hay adsorcion). Como se vera mas adelante
(Seccion 3.5) este tipo de inestabilidades han sido descritas y estudiadas por varios
autores (Dickinson, 2003; Mc Clements, 2000; Syrbe, 1998) y es comiin encontrarlas

en emulsiones nutrimentales.

3.2.3 Coalescencia

La coalescencia es, de los tipos de inestabilidad, la mas indeseable (las otras también lo
son, sin embargo en algunos alimentos se pudiera permitir, en cierto grado, alguna

inestabilidad reversible que se eliminara al agitar el envase).

Fennema (1996) explica que la coalescencia es inducida por la ruptura de la delgada
pelicula que se encuentra entre dos gotas cercanas y las separa. Si un pequeiio
agujero de alguna manera se forma en la pelicula, las gotas inmediatamente fluiran
en una sola. La ruptura de esta pelicula es un fenémeno probabilistico, cuya
ocurrencia serd proporcional al tiempo durante el cual las gotas se encuentren
cercanas entre si (sera especialmente probable en un cremado o en agregados por
floculacion) y al tamano de la pelicula que separe a las gotas (este serd menor en
gotas pequenas y la probabilidad de ruptura también serd menor). Mientras que
cualquier circunstancia que mantenga las gotas apartadas (como serian repulsiones
eléctricas y/o estéricas) disminuird las probabilidades de coalicién. El mismo autor
seftala que una tension interfacial alta es otra circunstancia que disminuye las
probabilidades de coalicion pues implica una mayor dificultad para deformar la
superficie de la gota. (Los tensoactivos disminuyen la tension interfacial facilitando la
deformaciéon y ruptura de la gota y son tiitiles para formar una emulsién- ver

adelante).



La coalescencia resulta en gotas grandes (no en agregados). Es bastante usual que la
coalescencia lleve a distribuciones de tamano de particula anchas y entonces las gotas
que son mas grandes creman rapidamente. En este punto vale la pena resaltar que
aunque floculacion, cremado y coalescencia son fenéomenos distintos, se encuentran
relacionados: La floculacién acrecienta el cremado, y si esto ocurre, el cremado a su
vez aumenta la taza de floculacién. Ambas, tanto floculaciéon como cremado favorecen

que ocurra la coalescencia.

La Figura 1 ilustra los tipos de inestabilidades que se han descrito.

Cremado — O

o0

Flaculacidn

OO - 00

For puenten Par Agotamienta
& O
™R
FIGURA 1

Tipos de inestabilidades en una emulsion.
(Adaptada de Dickinson, 1998; Fennema, 1996; Syrbe et al,
1998)



A grandes rasgos, estas son las inestabilidades que se presentan en una emulsiéon. En
este punto, la pregunta que interesa es ¢Como pueden retardase esos efectos y alargar
la vida util de la emulsion? Para responder esta pregunta es necesario identificar a los
agentes que causan las inestabilidades y eliminarlos hasta donde sea posible. Se
comenzarda por revisar como se puede lograr un tamarno de particula pequefio que

favorezca la estabilidad de la emulsion.

3.3 FORMACION DE UNA EMULSION

3.3.1 Formando gotas pequenas

El tamario de particula depende del proceso de preparaciéon de la emulsiéon y de la

ausencia o presencia de tensoactivos.

Para preparar una emulsion se necesita aceite, agua y energia (generalmente energia
mecdanica). La resistencia que presenta la fase dispersa a la deformacién y ruptura
aumenta a medida que el tamano de gota disminuye. La energia requerida para
formar gotas pequenas, suele ser proporcionada por un homogenizador de alta

presion donde los cambios drasticos e intensos de presion rompen las gotas de aceite.

La energia necesaria puede ser disminuida si la tension interfacial es reducida por la

adicion de un emulsificante.

Un emulsificante o tensoactivo es una molécula que consta de una parte hidroéfila y de
otra hidréofoba Esta naturaleza les permite situarse en las interfases reemplazando a
las moléculas superficiales, lo que conduce a una menor energia libre es decir a una
menor tension interfacial. Al disminuir la tension interfacial la superficie de la gota se
deforma y rompe mas facilmente (Galiana, 1987). El tipo y la cantidad adecuada de

emulsificante haran posible la formacion de gotas mas pequenas.
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Dentro del tiempo en que la intensa turbulencia en el homogenizador rompe la fase
oleosa se propician también frecuentes encuentros entre las gotas de aceite. Con
frecuencia, en gotas recién formadas, cuya interfase naciente no ha sido aiin
totalmente cubierta por emulsificante, y que se encuentren proximas a coalescer, se
crean gradientes en la concentraciéon de emulsificante presente en su superficie. Este
gradiente es importante durante la homogenizacion ya que genera el desplazamiento
del emulsificante hacia la zona donde la tension superficial es mayor arrastrando agua
con su parte hidrofilica. El agua arrastrada se interpondra entre las gotas de aceite
alejandolas y propiciando la estabilidad de la emulsiéon (Efecto Marangoni: Fennema,

1996, Dickinson, 2003).

El proceso, por llevarse a cabo en tiempos muy cortos, puede repetirse varias veces
durante un solo paso a través de la valvula de homogenizacion; y generalmente lleva a
un equilibrio entre ruptura y coalescencia de gotas. Los emulsificantes mas usados en
la industria de alimentos pueden ser pequenias moléculas anfifilicas como los Tween, y

los fosfolipidos.

Por otro lado, aunque la funcionalidad principal de las proteinas en los alimentos es

meramente nutrimental, estas pueden también actuar como emulsificantes.

3.3.2 Las proteinas como emulsificantes

El caracter anfifilico de las proteinas y una estructura flexible serd determinante en la
habilidad de las mismas para adsorberse y desdoblarse rapidamente formando una
capa en la naciente interfase agua-aceite, esto es accion emulsificante. Euston (2000)
senala por ejemplo, que el caseinato de sodio y las proteinas del lactosuero son buenos
para formar emulsiones, gracias a su estructura flexible. Agregados proteicos mas
estructurados poco flexibles, como las miscelas de caseina, no pueden desdoblarse

rapidamente en la interfase agua aceite y son, por tanto, emulsificantes pobres.
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Los parrafos anteriores, explican, a grandes rasgos la importancia de los
emulsificantes; debe notarse que todo se refirié al proceso de formacion de la emulsién
ya que es este momento en el cual el papel de los emulsificantes es determinante en el
tamano de la particula dispersa. Una vez que una emulsion de gotas pequenas ha sido
preparada exitosamente, las consideraciones referentes a la tension interfacial dejan
de ser relevantes. Lo que importard ahora para lograr estabilidad a largo plazo sera la
medida en que la naturaleza de la fase continua, la naturaleza de la fase dispersa y la
presencia de una capa adsorbida, interaccionen para minimizar las atracciones entre

las gotas de aceite (Dickinson, 2003).

3.4 ESTABILIDAD DE LA EMULSION A LARGO PLAZO

Existen dos mecanismos mediante los cuales se puede lograr la estabilidad de una

emulsion a largo plazo:

1) El aumento en la viscosidad de la fase acuosa (Ley de Stocks 3.2.1)
2) El desarrollo o adquisicién por la interfase, de una proteccion eléctrica
y/o estérica que proteja a las gotas impidiendo su fusiébn con otras

(Dickinson, 2003).

Un estabilizante serd cualquier componente quimico (o una mezcla) que confiera
estabilidad a largo plazo a una emulsion mediante cualquiera de los mecanismos
descritos. De acuerdo con Dickinson (2003) un estabilizante puede, aunque no

necesariamente, ser adsorbido en la interfase.

Los estabilizantes en las emulsiones nutrimentales son comiinmente polimeros:

proteinas e hidrocoloides.
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3.4.1 Las proteinas como estabilizantes

La accion estabilizante de las proteinas se basa principalmente en su capacidad de
adsorcion en la interfase, su alto peso molecular y su caracter polielectrolito. Estas
caracteristicas permiten la formacion de una capa protectora sobre las gotas de la
emulsién. A diferencia de las moléculas pequerias, las proteinas son capaces de actuar

como emulsificantes y como estabilizantes (Dickinson, 2003; Euston, 2000).

Euston (2000) indica sin embargo, que aquellas proteinas que son buenas durante el
proceso de formacion de la emulsion no necesariamente lo seran para proporcionar

estabilidad a largo plazo.

De entre los caseinatos, el caseinato de calcio proporciona mayor estabilidad a las
emulsiones que el caseinato de sodio. Sin embargo, este ultimo es mejor para adherirse
a la interfase agua aceite en el proceso de formacion de emulsiones, es decir, es un

mejor emulsificante, mientras que el primero es mejor estabilizante (Euston, 2000).

3.4.2 Los hidrocoloides como estabilizantes

Al igual que las proteinas, los hidrocoloides poseen un alto peso molecular y cardacter
polielectrolito. Son conocidos especialmente por su capacidad de ligar agua y su
actividad estabilizante estd comiinmente relacionada con cambios en la viscosidad o

formacioén de gel en la fase continua acuosa.

De acuerdo a su naturaleza quimica, los hidrocoloides son polisacaridos; con excepcion
de la gelatina que es de naturaleza protéica. De acuerdo con su funcion biolégica se
han dividido en dos grandes grupos: (a) Los que constituyen la estructura celular y le
confieren rigidez a los tejidos como son la celulosa y las pectinas y (b) los que

representan la reserva energética como el almidon (Badui, 1996).
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Dependiendo del pH, y de los grupos quimicos presentes en sus moléculas los
hidrocoloides presentaran carga eléctrica (negativa). Dickinson (1998) clasifica a los

hidrocoloides en funcién del grupo que les confiere su carga eléctrica como:

> Polisacaridos carboxilados: alginatos, pectinas y carboximetilcelulosa
> Polisacaridos sulfatados como las carrageninas

»>Gomas neutras como la goma Guar

Pocos son los casos reportados en la literatura de hidrocoloides que presentan
actividad superficial, entre ellos se encuentran los galactomananos (locust bean, Tara,
guar, fenugreek), la goma arabiga y la goma de mezquite (Dickinson, 2003; Garti,
1999; Vernon, 2000). La actividad superficial de estas gomas parece deberse a la
presencia de una fraccion protéica que puede encontrarse como contaminante, o bien

unida ya sea fisica o covalentemente al hidrocoloide.

En el conjunto de los alimentos procesados, es comin encontrar a proteinas e
hidrocoloides dentro de un mismo sistema. Un ejemplo es el caso de las emulsiones
fluidas de caracter nutrimental donde lipidos y proteinas se encuentran presentes en
porcentajes mayoritarios mientras que los hidrocoloides suelen agregarse en pequefias

cantidades con el iinico objetivo de favorecer la estabilidad del sistema.

De acuerdo con lo mencionado hasta ahora se esperaria que, gracias a su capacidad de
adsorcidn, las proteinas se encontraran cubriendo las superficies de las gotas mientras
que los hidrocoloides se encontraran libres en el medio dispersante. Esta descripciéon
sera cierta en muchos casos, sin embargo, dependiendo del tipo de hidrocoloide, puede
darse un tercer mecanismo que confiera estabilidad a la emulsién. Consideremos el

caso de los hidrocoloides sulfatados:

La atraccién entre los grupos -OSOj;™ del hidrocoloide y los grupos -NHs* presentes en

la proteina son muy fuertes y hacen posible la formacion de un co-polimero proteina-
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hidrocoloide que muestra al mismo tiempo un alto grado de caracter hidrofébico
(debido a las cadenas no polares presentes en la fraccién protéica) que lo mantiene
permanentemente anclado a la interfase, y por otro lado, una porcién hidrofilica de
alto peso molecular que se extiende hacia el medio acuoso y le confiere a la gota de
grasa una gruesa capa que le proporciona estabilidad estérica. Adicionalmente, se
espera que grupos cargados presentes en los hidrocoloides contribuyan a la repulsiéon

entre las superficies de las particulas (Dickinson, 2003).

La Figura 2 resume los mecanismos mediante los cuales proteinas e hidrocoloides

pueden favorecer la estabilidad de una emulsion aceite/agua.

Es necesario senalar en este punto, que las condiciones en que proteinas e hidrocoloides
se encuentren en una emulsion pueden ser muy variadas dependiendo del tipo de
proteina y/o hidrocoloide que se trate, de su concentracion y de las fuerzas
intermoleculares que se generen en el sistema, es por ello que las situaciones de

estabilidad que se han descrito son mas bien una excepcion.

FIGURA 2. Proteinas e Hidrocoloides como estabilizantes de una emulsién
(Adaptada de Dickinson, 2003 y Syrbe, 1998).
A. Estabilizacion Estérica por un polimero adsorbido en la interfase
B. Estabilizacién por efecto de la viscosidad aportada por un polimero
C. Estabilizacion mediante la formacién de un co-polimero proteina-
hidrocoloide (proteina representada por trazos pequefios; hidrocoloide
representado por trazos largos).
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3.5 CONDICIONES DE ESTABILIDAD-INESTABILIDAD INDUCIDAS
POR HIDROCOLOIDES Y PROTEINAS EN UNA EMULSION.

Cuando se adicionan macromoléculas a una emulsién o a cualquier suspension coloidal
de particulas se observa generalmente el fenémeno de floculaciéon. Los mecanismos
involucrados pueden ser el “puenteo” cuando las cadenas del polimero son capaces de
adsorberse en las superficies de las particulas coloidales o el “agotamiento”cuando las
cadenas del polimero son excluidas de la region contigua a la superficie de la particula.
La ocurrencia de uno u otro mecanismo depende de la interaccién neta entre las
particulas, las macromoléculas y el solvente. Las condiciones en las que se dard la
estabilidad o bien la inestabilidad inducida por polimeros en una emulsion se

estudiaran a continuacion:

3.5.1 Condiciones de estabilidad-inestabilidad inducidas por polimeros no

adsorbidos en interfases.

Cuando un polimero (proteina o polisacarido) no se adsorbe en la superficie coloidal,
su papel en la estabilidad de la emulsién estard relacionado con la viscosidad que

proporcione al sistema.

La mayoria de la literatura referente a la viscosidad de polimeros en solucion, esta
referida al caso particular de los hidrocoloides o polisacaridos (Fennema, 1996; Mc
Clements, 2000), sin embargo, ha de considerarse que estos son solo el caso mas
representativo del comportamiento general que presenta cualquier molécula (proteina,

etc) no adsorbida en la interfase.

De acuerdo con la literatura, la viscosidad de una soluciéon de polisacarido es una
funcion del tamariio, extension y rigidez que las moléculas del polisacarido adopten en
el solvente. Estas a su vez, dependeran de la composicion de sus monomeros, de la

cantidad de ramificaciones y de las repulsiones o atracciones intramoleculares. Como
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resultado, algunos polimeros seran extendidos y otros compactos. (Fennema, 1996; Mc

Clements, 2000).

Ahora bien, un polimero en solucion se flexiona y gira rapidamente, barriendo un
espacio que se denomina radio de giro (Rg) (Fennema, 1996). Este radio de giro esta

correlacionado con el volumen del polimero en la solucion.

Las moléculas de polisacaridos lineales en solucion, al girar, barren un espacio grande,
esto es: presentan grandes radios de giro. Frecuentemente estos polisacaridos
colisionan entre ellos, creando friccion, consumiendo energia y produciendo
viscosidad. Los polisacaridos lineales producen soluciones altamente viscosas, incluso
a bajas concentraciones. En contraste, una molécula de polisacarido globular o muy
ramificada barrerd, mucho menos espacio que un polisacarido lineal del mismo peso
molecular. Como resultado las moléculas globulares o altamente ramificadas
colisionaran con menos frecuencia y produciran viscosidades mucho menores que las

moléculas lineales (Fennema, 1996).

FIGURA 3 Espacios "barridos” por el giro de
polisacdridos lineales y globulares. (Fennema, 1996).

El comportamiento al flujo de una soluciéon de polisacarido esta determinado por el
tamano, forma, flexibilidad y por la presencia y magnitud de cargas presentes en estas

moléculas hidratadas o en sus agregados.
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En lo que respecta a los fenémenos de inestabilidad que pueden llegar a presentarse en
soluciones viscosas, la explicacion mas ampliamente aceptada (Berli, 2002; Fennema,
1996; Mc Clements, 2000) esta basada en la Teoria del Volumen Excluido desarrollada
por Asakura y Oosawa en 1958. En esta teoria se asume que las especies no adsorbidas
en la interfase se comportan como esferas sélidas con un radio definido. Una particula
con esas caracteristicas sera excluida de la regién cercana a una interfase porque el
centro de su molécula no puede acercarse a la interfase mas alla de lo que fisicamente
le permite su radio.

Alrededor de la interfase se crea entonces una llamada “zona de agotamiento” donde la
concentraciéon de las particulas es menor que la que existe en el resto de la fase
dispersante. El grosor de esta capa es aproximadamente igual al radio de las

particulas en solucién.

8 G

FIGURA 4. Zonas de agotamiento de polimeros no adsorbidos definidas alrededor
de una interfase.

La flechas sefialan moléculas con radio de giro Rg. Estas no pueden acercarse a la
superficie de particulas coloidales (circulos grandes) mas alld de lo que fisicamente
les permite su Rg. La diferencia de concentraciones se da entre la zona de
agotamiento (delimitada por linea punteada) y el resto de la solucidn.

Imagen tomada de Fennema, 1996. Texto basado en descripciones de Fennema, 1996
y Mc Clements, 2000

La diferencia de potencial osmético creada favorece el movimiento de las moléculas del

solvente desde la zona de agotamiento hacia el resto de la solucion con el objetivo de
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diluir las moléculas de polimero y reducir, de esta manera, el gradiente de
concentracion. La tinica forma en que esto puede realizarse es mediante la agregaciéon

de las gotas (“depletion flocculation” Mc Clements, 2000).

En otras palabras, cuando 2 zonas de agotamiento se traslapan, es decir, cuando un
par de interfases se aproximan a una distancia menor que el diametro promedio del
polimero libre, este es excluido del espacio entre las particulas. La tendencia del
solvente a fluir junto con el polimero fuera del espacio entre interfases se traduce como
una fuerza atractiva entre las gotas y comienza la agregacién. La desestabilizacion de
la emulsion se manifiesta por un cremado rdapido y separacién acuosa (Dickinson,

2003).

En las consideraciones teoricas de su trabajo sobre la floculacion promovida por
polisacaridos Mc Clements (2000) asume que un polisacarido flexible rotando en
solucién con un radio de giro Rg puede tratarse de manera similar a una esfera solida

con un radio definido.

De acuerdo con modelos tedricos citados por Mc Clements (2000), la fuerza atractiva
que lleva a la floculacion de las gotas depende principalmente de dos factores: la
concentracion del polisacarido y el tamano de la zona de agotamiento, que esta
determinada a su vez por el radio de giro. Los resultados reportados senalan que, a

medida que aumenta el radio de giro de un polimero no adsorbido:
> aumenta la viscosidad del medio acuoso.
> aumenta la magnitud de la fuerza de atraccion inducida entre las

particulas coloidales

El autor introduce ademadas los siguientes términos relacionados con la concentracion

de polisacarido no adsorbido de acuerdo con cdlculos tedricos:
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»>Concentraciéon de Viscosidad Critica (CVC).- Esta concentracion es definida

como el valor al cual la viscosidad de la fase acuosa tiende hacia el infinito.

»Concentracion de Floculacion Critica (CFC).- Concentracion que produce una

atraccion por agotamiento suficiente para producir la floculacion de las gotas.

Para moléculas pequenias o altamente enrolladas o ramificadas (esto es con radios de
giro pequeios) las concentraciones necesarias para alcanzar tanto la CVC como la CFC
son muy altas mientras que, en el caso de polimeros grandes o extendidos (con radios
de giro grandes) es necesario solo cantidades pequefias para lograr una gran
viscosidad o bien para promover la floculacién. A mayores concentraciones, y en
presencia de alguna fuerza atractiva entre las moléculas del polimero (P.ej. puenteo

por calcio, puentes de hidrogeno), suele presentarse la gelificacion del sistema.

El caso mas reportado (Dickinson, 2003; Euston, 2002; Huang, 2000) de un polimero
capaz de inducir floculacion por agotamiento a muy bajas concentraciones es el de la
goma xantana: un polimero de estructura rigida y extendida protegida por cadenas
anionicas (Fennema, 1996). Esta goma es también conocida por su alta capacidad
viscoseante y es ampliamente utilizada en la industria alimentaria. Lépez y Brito
(1999) reportan que la viscosidad aparente de sus soluciones se incrementa

exponencialmente con la concentracion.

Dickinson (2003) estudio el efecto de diversas concentraciones de goma xantana en la
estabilidad de fases dispersas constituidas por gotas de aceite cubiertas de proteina.
En dicho estudio, concentraciones muy bajas de xantana (0.025; 0.05 % en peso)
fueron suficientes para inducir floculacion por agotamiento y la consecuente
separacion de fases dos horas después de la preparacion. Al aumentar la concentracion

de goma la separacién de fases tardd mas tiempo en ser evidente.

20



En el caso anterior, gotas de aceite cubiertas por proteina flocularon en presencia de
un polisacarido no adsorbido. ¢Es posible que la floculacién por agotamiento sea
también inducida por proteina que, por encontrarse en concentraciones superiores a
las necesarias para cubrir las interfase o bien por haber sido desplazada de la misma

se encuentre “no adsorbida’, es decir, libre en la fase acuosa?

De acuerdo con la bibliografia consultada (Dickinson, 1999; Srinivasan, 2002;
Srinivasan, 2003) las moléculas individuales de caseina son demasiado pequenas para
inducir la atracciéon entre gotas; pero, si las caseinas se encontraran formando
pequeiios agregados entonces podria considerarse la generaciéon de un potencial
osmdtico suficientemente fuerte para generar la floculaciéon. De acuerdo con Dickinson
(1999) una concentraciéon de 3% de sub-micelas de caseina con un diametro de 10 nm

pueden inducir la floculacion por agotamiento de gotas de 0.6 pm de diametro.

Srinivasan (2002) reporta floculacién inducida por caseinato de sodio (2%) en
emulsiones con 30% de aceite de soya sometidas a tratamiento térmico (121°C 15 min).
En contraste, en emulsiones realizadas posteriormente utilizando caseinato de calcio
(2%) hubo ausencia total de floculaciéon (Srinivasan, 2003). El autor atribuye estos
resultados a la alta agregacion que suele presentar el caseinato de calcio al ser
sometido a tratamiento térmico. Si los agregados son excesivamente grandes, el efecto
osmotico se ve disminuido. Las condiciones de estabilidad-inestabilidad inducidas por

polimeros en solucién se ilustran en la Figura 5.
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FIGURA 5. Sistema coloidal en presencia de diferentes concentraciones de polimero no
adsorbido y en condiciones de baja fuerza iénica. Figuras tomada de Syrbe (1998), texto basado
en descripciones de Syrbe (1998) y Mc Clements (2000).

a.- Inestable. No hay floculacidn (c < CFC) y la viscosidad es relativamente baja (¢ < CVC). Las
gotas se mueven hacia arriba a una velocidad que es proporcional a su didmetro y reciproca a
la viscosidad de la fase acuosa

b.- Altamente inestable. Hay floculacion (c > CFC) y viscosidad relativamente baja (c < CVC). El
tamaiio efectivo de las particulas en la emulsién aumenta por efecto de la floculacion y la
viscosidad no es lo suficientemente alta para evitar que los agregados cremen.

c.- Estable.- No hay floculacion (¢ < CFC) y hay alta viscosidad (c > CVC). Las gotas no estdn
floculadas, y la viscosidad de la fase acuosa es alta y les impide moverse.

d.- Estable.- Hay floculacion (¢ > CFC) y alta viscosidad (¢ > CVC). Las gotas estdn floculadas,
pero la viscosidad de la fase acuosa es tan alta que no se pueden mover.

Lo anterior se refiere tinicamente al caso especifico de un polimero que no se adsorbe
en la interfase. Se hablara ahora de lo que sucede cuando el polimero si es capaz de

adsorberse en la interfase.
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3.5.2 Condiciones de estabilidad-inestabilidad inducidas por polimeros

adsorbidos en interfases.

Cuando la concentracion de un polimero con capacidad de adsorcion no es suficiente
para cubrir completamente la superficie, algunas moléculas de dicho polimero pueden
adsorberse simultGneamente en mas de una particula coloidal, formando asi puentes
entre ellas conduciéndolas a la floculacion (“Bridging flocculation”; Dickinson, 2003;
Syrbe, 1998). La extension espacial del polimero tiene ademdas que ser suficiente para

unir dos particulas al mismo tiempo.

A mayores concentraciones, cuando la cobertura de la superficie es total se presenta la
estabilizacion estérica. A concentraciones ain mayores habrda un porcentaje de
polimero excedente que no se encuentre asociado a la interfase y que se comportara

como un polimero en solucion.
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FIGURA 6. Sistema coloidal en presencia de diferentes concentraciones de polimero

adsorbido. (Dickinson, 1998; Syrbe, 1998,).

a.- Inestable.- La concentracién de polimero es muy baja y este no cubre completamente las
interfases. El polimero se adsorbe simultdneamente en dos interfases mal protegidas.

b.- Estable.- La concentracién del polimero es suficiente para proteger las interfases.

c.- Estable o Inestable.- Hay un excedente de polimero que se comporta como polimero no
adsorbido. El sistema puede ser estable o inestable dependiendo del radio y
concentracién del polimero.
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3.5.3 Condiciones de estabilidad-inestabilidad inducidas por la presencia

simultanea de proteinas e hidrocoloides en una emulsion.

Los sistemas que contienen simultaneamente proteinas e hidrocoloides son muy
complejos y las situaciones de estabilidad-inestabilidad dependerdan, ademas de su
radio y concentracion, del tipo de interacciones que estos polimeros tengan entre si.

La interaccion neta entre proteinas e hidrocoloides depende de muchos factores como
los enlaces covalentes, los puentes de hidrogeno, el puenteo por iones, las fuerzas de
Van der Waals y las interacciones electrostaticas (Dickinson, 1998). En lo concerniente
a las interacciones electrostaticas son especialmente importantes los grupos presentes

en los polimeros y las condiciones del medio acuoso:

»La distribucion, concentracion y grado de ionizacion de los diferentes tipos
de grupos presentes: NHs*, CO.-y OSOs- .

»Las condiciones del medio acuoso: pH, fuerza iénica y calidad del solvente.

El efecto de la fuerza idnica se ve reflejada en el “apantallamiento” de los grupos

cargados presentes en los polimeros.

El pH del medio es muy importante pues determina el grado de ionizacion de los
grupos: A pHs por debajo del punto isoeléctrico del polimero, la mayoria de los grupos
estan protonados y el polimero tiene una carga neta positiva. A pHs por encima del
punto isoeléctrico, la mayoria de los grupos estan ionizados y el polimero tiene una

carga neta negativa.
En conjunto, todos estos factores dan lugar a una interacciéon neta resultante entre

proteinas e hidrocoloides que puede ser atractiva o repulsiva y da lugar a las

situaciones que se exponen a continuacion:
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a) Miscibilidad: ni atraccion ni repulsion

Cuando la interaccion entre polimeros diferentes es similar a la que existe entre sus
iguales ocurre un mezclado espontaneo, sin embargo, este caso es la excepcion, y se
vuelve mas dificil al aumentar el peso molecular de los polimeros. El tinico caso
reportado en la bibliografia consultada se refiere a la asociaciéon entre pectina y

albumina sérica (Dickinson, 1998; Syrbe, 1998).

b) Incompatibilidad: Interacciones repulsivas.

Esta situaciéon se presenta cuando la interacciéon entre polimeros diferentes es mas
repulsiva que la que existe entre moléculas del mismo polimero. Las interacciones
repulsivas se deben principalmente a efectos termodindmicos de exclusion y a

repulsiones debidas a efectos electrostaticos (Dickinson, 1998; Syrbe, 1998).

b.1  Efectos de exclusion:

Puesto que es imposible que dos segmentos de cualquier molécula se encuentren al
mismo tiempo en el mismo lugar, la libertad de configuraciéon que dos polimeros
pueden tener en soluciéon se ve restringida por su tamano y forma. Esta restriccion
hace que su interpenetracion o mezclado sea en términos de entropia un proceso muy
poco favorecido y las macromoléculas tiendan a estar lejos unas de otras (Dickinson,

1998; Syrbe, 1998).

b.2  Efectos electrostaticos.

De acuerdo con Syrbe (1998) la incompatibilidad estd, para estos efectos,
directamente relacionada con la auto-asociaciéon de las proteinas. Esta serda mas
evidente a medida que el pH se acerque al punto isoeléctrico (pI) de las proteinas. En
estas condiciones las moléculas no tienen carga neta que permita su repulsion, sino

que presentan dipolos fluctuantes responsables de las interacciones atractivas. La
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proteina de interés en este trabajo es la caseina. Su punto isoeléctrico es 4.6
(Langendorff, 2000). Puesto que el punto isoeléctrico de los hidrocoloides suele
encontrarse alrededor de 3, se puede asumir que, en el rango de pH relevante en
alimentos, la auto-asociacion de los hidrocoloides es minima o nula; también sera de

esta manera en el caso de los hidrocoloides no i6nicos (Syrbe, 1998).

La incompatibilidad se manifiesta mediante la aparicion de dos fases acuosas

inmiscibles una de ellas teniendo por soluto a la proteina y la otra al polisacarido
(Syrbe, 1998).

c) Atraccion.

Las interacciones atractivas entre proteinas e hidrocoloides cubren un amplio rango de
posibilidades en funcion de su fuerza y especificidad, pudiendo ir desde los complejos

solubles hasta los enlaces covalentes .

Las uniones entre proteinas e hidorocoloides suelen ser muy fuertes cuando ambos
polimeros tienen carga neta opuesta (pH< pl proteina) y da lugar a la formacién de
complejos coacervados. La formacién de estos se distingue por la formaciéon de dos
fases acuosas: una de ellas serd rica en ambos biopolimeros, mientras que la otra

carecera de ambos (Dickinson, 1998; Syrbe, 1998).

Cuando el pH se encuentra por encima del punto isoeléctrico de la proteina (4.6) esta,
al igual que el hidrocoloide se encontrara con una carga neta negativa. Cuando
proteinas e hidrocoloides tienen la misma carga neta, las interacciones atractivas son
atin posibles entre ellos. En este caso la atraccion involucra zonas o “parches” cargados
positivamente situados en la proteina (principalmente grupos—NH3+) que
interaccionan con el polisacarido aniénico. Un aumento en la carga neta negativa de
una proteina disminuye la atracciéon electrostatica polisacarido-proteina por

apantallamiento de los residuos + de esta tiltima (Dickinson, 1998).
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En este punto es necesario hacer una distincion entre los polisacaridos carboxilados y
los polisacaridos sulfatados (como las carrageninas). La atracciéon del grupo protéico —
NH3 + es mucho mas fuerte por los grupos OSO3 — que por los grupos CO2- . Por tanto,
los polisacaridos sulfatados en fuerzas iénicas bajas, pueden formar complejos con las
proteinas en pHs aun muy por encima del punto isoeléctrico de las mismas (Dickinson,
1998; Syrbe, 1998). En contraste, para los polisacaridos carboxilados a pH > pI proteina,
el complejo proteina-polisacarido es muy débil o inexistente o el sistema puede incluso

volverse incompatible (Syrbe, 1998).

Las interacciones atractivas entre polimeros con cargas netas del mismo signo
también son posibles mediante el puenteo por iones divalentes. Por otro lado, en
Juncién de la fuerza ionica del medio las particulas podrdn adquirir una carga
eléctrica asociada a su superficie. Esta carga eléctrica influira en las interacciones
entre polimeros y estara definida por la cantidad de iones presentes en solucién

(Kasuba, 2003).

Falta mencionar el caso extremo de interaccion que es el enlace covalente; este el cual
representa una ventaja sobre la atracciéon electrostatica, pues permite la asociaciéon
proteina-polisacarido sobre un amplio rango de pH y fuerza ionica sin la apariciéon de
precipitacion (Dickinson, 2003).

La Figura 7 presenta la distribucién de proteinas e hidrocoloides que pueden esperarse

como resultado del tipo de interacciones estudiadas.
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FIGURA 7. Posibles interacciones entre Proteinas e Hidrocoloides (Syrbe 1998).
P = proteina; H = Hidrocoloide
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Las interacciones entre proteinas e hidrocoloides aqui presentadas podran observarse
tanto en solucién acuosa como en la interfase de una emulsion. La interfase se
supondra cubierta de proteina y las situaciones de formacion de complejos,
miscibilidad e incompatibilidad se transformardan en adsorcion y no adsorcion del

hidrocoloide en la superficie protéica.

Asi, en una emulsién en presencia de proteinas e hidrocoloides pueden darse miiltiples
circunstancias muchas de las cuales llevaran al sistema a una situacién de
inestabilidad. Cuando se presenta inestabilidad en una emulsion, es siempre
conveniente, conocer las causas que propiciaron dicha situacién. Se presentan a

continuacion algunas herramientas titiles en el estudio de este tipo de sistemas.

3.6 HERRAMIENTAS UTILES EN EL ESTUDIO DE EMULSIONES EN
PRESENCIA DE PROTEINAS E HIDROCOLOIDES.

3.6.1 Determinaciones reologicas sobre la emulsion

La determinacion de la viscosidad medida sobre la emulsion, como indicador de
estabilidad o inestabilidad de la misma, puede tener (dependiendo los componentes
presentes) mds de una interpretacion como Dickinson (2003) lo expone al comparar 2

casos de emulsiones que presentaron alta viscosidad:

> Caso 1) Emulsion con Tween 20 (emulsificante) y un polisacarido
anioénico.- La emulsién present6 una gran estabilidad al cremado. En este caso
la alta viscosidad medida sobre la emulsion es mas bien un reflejo de la alta
viscosidad de la fase acuosa (Ley de Stokes 3.2.1)

> Caso 2) Emulsion con proteina y pectina de alto metoxilo.- En esta
emulsion donde la floculacién era evidente, Dickinson interpreta una alta
viscosidad como el resultado de una significativa atraccion entre la proteina y el
hidrocoloide en estudio.
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Berli (2002), reporta comportamientos pseudopldsticos en emulsiones con un
exceso de caseinato sodio no adsorbido. El autor atribuye este comportamiento al

rompimiento de agregados que se da al aumentar el esfuerzo de corte aplicado.

3.6.2 Determinacion de Tamaio de Particula (DTP) y Turbidimetria

La DTP es una herramienta util en la evaluacion de métodos de preparacion de la

emulsién, de la coalescencia y de identificacién de floculacién por puenteo.

Dickinson (1998) en su estudio sobre la influencia de la carragenina iota en emulsiones
con gotas de aceite cubiertas con albiimina sérica bovina describe un aumento muy
pronunciado (mas de un orden de magnitud) en el tamano de particula (ds.) cuando la
cantidad de carragenina adicionada supera cierta concentracion (> 5 x103 wt%) para
volver bruscamente al valor inicial en presencia de concentraciones superiores al 0.1
wt %. El pronunciado aumento en el tamano de particula es interpretado como una

medida promedio de los agregados formados por causa del puenteo (Figura 8).
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FIGURA 8. Efecto de la concentracién del polimero adsorbido en el tamafio de particula ds .

Tomado de Dickinson (2003) y Syrbe (1998).

A.- El bajo valor de d3, corresponde al tamafio real de las particulas coloidales.

B.- A mayores concentraciones se registra un salto aparente en el tamafio de particula debido a
la floculacién por puenteo ocasionada por interacciones atractivas entre el polimero no
adsorbido y la superficie coloidal de naturaleza proteica.

C.- Reestabilizacidn parcial en concentraciones mas elevadas de polimero no adsorbido se refleja
en tamarios de particula considerablemente mds pequefios.



En contraste, la floculaciéon por agotamiento se trata de un fenémeno osmético y, por
tanto, la dilucion con agua puede causar desagregacion debido a una disminucion en
la presion osmdética (Fennema, 1996). Esto limita a las determinaciones de tamario de
particula como indicadores de dicho fenéomeno de floculacion pues es necesario, en
estas determinaciones, la dispersiéon previa de la muestra en agua y su posterior

agitacion (Euston, 2002).

Un mejor indicador de la floculacion por agotamiento son las determinaciones de
turbidimetria. El cambio de turbidez al variar la altura del tubo que contiene la
muestra de emulsion, es interpretada por Euston (2002) como un indicador de

cremado inducido por floculacién por agotamiento.
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FIGURA 9. Herramientas usadas en el seguimiento de floculacién inducida por agotamiento.

Basado en descripciones de Euston (2002).

A.- Polimero no adsorbido en la superficie proporciona viscosidad suficiente para mantener
estable al sistema. La luz dispersada por las particulas se mantiene constante a todo lo largo
del tubo

B.- Polimero no adsorbido en la superficie en ¢ > CFC induce floculacién por agotamiento que
ocasiona un cambio drdstico en la curva de luz dispersada en la medicion turbidimétrica.
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3.6.3 Otras determinaciones

A menudo, determinaciones visuales pueden realizarse. Dickinson (1998) reporta para
la identificaciéon de floculacién por agotamiento la medida de la altura de la fase
acuosa detectable a simple vista a los 3 dias después de la preparacion de emulsiones

con caseinato de sodio y diferentes concentraciones de pectina.

Los cremados resultantes de la floculacién por agotamiento seran densos y compactos,
En contraste se espera la formacién de cremados sueltos y de lenta compactacion si la

floculacion se debe al puenteo (Syrbe, 1998).

Son importantes también las cuantificaciones de proteinas e hidrocoloides en un
cremado o fase acuosa después de haber sometido la muestra a condiciones drasticas
de centrifugacion donde los polimeros adsorbidos seran concentrados en la fase

cremada y separados de los no adsorbidos que quedaran en la fase acuosa (Dickinson,

1998)

Se han expuesto ya los papeles que proteinas e hidrocoloides juegan en una emulsion;
se ha hecho énfasis en el impacto que el tipo, concentracion e interacciones de estos
polimeros tienen sobre la estabilidad o inestabilidad de la misma. Se hablara ahora de

las proporciones que aceite y proteina guardan en algunos casos especificos.
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3.7 PROTEINAS E HIDROCOLOIDES EN LA INDUSTRIA DE ALIMENTOS

3.7.1 Proteinas e Hidrocoloides en una emulsion nutrimental

Debido a su valor nutrimental, las proteinas y los lipidos son componentes inherentes
de una gran variedad de alimentos. La leche, sus derivados y las férmulas lacteas

diseniadas para soporte nutrimental, son ejemplos de emulsiones alimenticias.

La estabilidad, en estos casos, dependera por supuesto, de todos los componentes
presentes en el sistema, de las interacciones que existan entre ellos, ademas del proceso
de elaboraciéon que en muchos casos exige un tratamiento térmico. El efecto que una
esterilizacion comercial tipica (121°C durante 15 minutos) tiene sobre emulsiones aceite
en agua estabilizadas con caseinato de calcio ha sido estudiado por Srinivasan
(2003). En emulsiones sometidas a una presion de homogenizaciéon de 207/34 bar con
un 30% de aceite de soya, Srinivasan observé la polimerizacion de las caseinas en
grandes agregados como resultado de las condiciones de esterilizacion. El mismo autor
seftala ademas que, en concentraciones bajas de proteina (0.5-1%) el tratamiento
térmico causa una floculacién excesiva que es atribuida principalmente a la formacién
de puentes, ya que la cantidad de proteina disponible para la adsorcion disminuye
debido a la polimerizacién. En concentraciones de proteina > 2.0% Srinivasan reporta
la formacion de gotas mas homogéneas e individuales. En otras palabras, en este tipo
de sistemas, una cantidad de proteina 1/15 de la cantidad de aceite, es suficiente para
cubrir completamente la superficie de la gota evitando asi la floculaciéon por puenteo

(seccion 3.5.2).
Otros autores (Dickinson, 1997; Berli, 2002) en estudios sobre emulsiones con 35y 30%

de aceite, consideran que la adicion del 2- 3% en peso de proteina en la emulsién es

suficiente para cubrir por completo la interfase.
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La mayoria de los estudios previos sobre el comportamiento de emulsiones o/w
estabilizadas con proteina (Dickinson, 1997, 1998; Berli, 2002; Srinivasan, 2003) se
han realizado sobre sistemas con porcentajes de aceite que van de un 30 a un 45%,
altos en proporcion a la cantidad de proteina adicionada que en dichos estudios va de

un 0.5 a un 5% en peso de emulsion.

En el contexto de los alimentos, sin embargo, las proteinas y los lipidos suelen
encontrarse en proporciones diferentes a las reportadas en estos estudios. Tomemos
como ejemplo una férmula nutrimental con una distribucion energética basada en la
recomendaciéon para el adulto mexicano promedio! (hidratos de carbono 60- 63%

(sacarosa no mas de 10%), lipidos 25% y proteinas 12 a 15 % del aporte calorico total).

La Tabla 1 presenta las cantidades en gramos de carbohidratos, lipidos y proteinas que
corresponden a un aporte total de 100 kcal de acuerdo con la distribucién energética
mencionada. La tabla considera los aportes caléricos para carbohidratos, lipidos y

proteinas como 4, 9y 4 kcal/g respectivamente.

TABLA 1. Cantidades de nutrimentos /100 kilocalorias de dieta balanceada para el

adulto mexicano

. gramos/100 kcal de dieta
Nutrimento
balanceada
Carbohidratos 15-15.75
Lipidos 2.77
Proteinas 3-3.75

Notese que las cantidades de lipidos y proteinas en la Tabla 1 son similares entre si (la

cantidad de proteina es, incluso, es ligeramente superior: aproximadamente 1.26 de la

' Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran (Ingestiéon diaria
recomendada (IDR) de energia para la poblaciéon mexicana, 2001)
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cantidad de lipidos, los cuales, en el caso de una emulsion fluida son representados por
el aceite). Obsérvese también que la cantidad de proteina respecto a la cantidad de
aceite es muy superior al valor de 1/15 reportado por Srinivasan (2003) necesario

para cubrir en su totalidad las gotas de aceite.

La literatura no reporta estudios sobre el comportamiento de emulsiones o/w
estabilizadas con proteina donde los porcentajes de aceite y proteina sean similares a
aquellos que interesan directamente a aplicaciones con cardcter nutrimental y por

consiguiente comercial.

En la parte experimental de este trabajo se exploran las caracteristicas de emulsiones
O/W formulados con caseinato de calcio, donde la proteina y el aceite guardan

proporciones similares a las que pueden encontrarse en la industria de alimentos.

Se estudia también el efecto de 3 diferentes hidrocoloides, seleccionados en funcion del
mecanismo con el que pueden contribuir a la estabilidad o inestabilidad de una
emulsion. Las caracteristicas mas importantes de los caseinatos de calcio y de los

hidrocoloides seleccionados se presentan a continuacion.
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3.7.2 Sinopsis del caseinato de calcio y de algunos hidrocoloides de

importancia en la Industria de Alimentos

3.7.2.1 Caseinato de calcio

Se le da el nombre de caseina a la fraccién protéica de la leche que contiene un grupo
prostético formado por el éster fosforico de la serina o de la treonina y que floculan en
la leche a un pH de 4.6 o cuando se encuentran bajo la accién de enzimas especificas

como el cuajo (Santos, 1987).

Los caseinatos son manufacturados precipitando la caseina de la leche disminuyendo
su pH hasta 4.6 ya sea mediante la adiciéon de un dacido mineral diluido o mediante la
conversion de lactosa en acido lactico por la adicion de algun cultivo microbiano. La
cuajada formada es lavada con agua y disuelta en un alcali apropiado para aumentar
su pH a un valor cercano a 7.0 para posteriormente ser sometida a un secado por

aspersion.

Cuando se utiliza NaOH para ajustar el pH, el producto formado se denomina
caseinato de sodio. Cuando se utiliza Ca(OH)2 para ajustar el pH el producto obtenido

es el caseinato de calcio (Srinivasan, 2003).

Las dispersiones de caseinato de calcio son intensamente blancas y de menor
viscosidad que las de caseinato de sodio. Estas propiedades son atribuidas a la
presencia relativamente grande de agregados (miscelas) debida a interacciones entre
el calcio y la caseina (Moughal, 2000). El caseinato de calcio, es frecuentemente usado
en preparaciones nutrimentales para alimentacién enteral. En muchas ocasiones, estas

emulsiones requieren ser sometidas a un proceso de esterilizacion comercial.

La capacidad del caseinato de calcio para adsorberse en la superficie de una gota de

aceite en una emulsion ha sido estudiada por Srinivasan (2003). Dicho autor observo
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la adsorcion eficiente de péptidos de caseinato de calcio en las interfases de emulsiones

sometidas a tratamiento térmico.

3.7.2.2 Goma de Mezquite

La goma de mezquite es el exudado obtenido de los tallos y ramas de Prosopis juliflora,
D.C o especies relacionadas de Prosopis (Fam. Leguminosae). La goma es obtenida en
forma de gotas trasliicidas un poco semejantes al ambar. El arbol del mezquite es
originario de México; donde se encuentran 10 especies siendo la mas abundante y
estudiada P. Juliflora. Esta especie crece a lo largo de la zona costera del Océano
Pacifico (desde Sinaloa hasta Panama) ast como en amplias zonas del centro y norte de
la reptiblica. El area ocupada por arboles de mezquite en México se estima alrededor
de 3,550,500 hectareas (Vernon, 2000). La literatura reporta un estudio de
cuantificacion de la cantidad de goma producida por arboles de mezquite en el estado

de San Luis, siendo la cantidad estimado de 30 g por arbol en un periodo de 15-20 dias.

La colecta de esta goma se realiza manualmente, para después ser sometida a un
proceso que generalmente involucra su clasificacion en grados de color ( las “gotas” de
goma van desde claras a obscuras, las mas obscuras presentan altas cantidades de
taninos y son eliminadas.) , molienda, pasteurizacion, filtrado, y algunas veces, secado

por aspersion.

Aungque en la actualidad la goma de mezquite no es un hidrocoloide de uso industrial,
la importancia de la presencia de esta goma en el territorio mexicano, se entendera si
se hace referencia a su estructura y a experimentos reportados en la literatura que

respaldan un uso potencial de la misma:
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En términos generales, la goma de mezquite es la sal neutra (predominantemente sal
de calcio) de un polisacarido complejo y ramificado cuya estructura interna esta
formada por residuos de (-D-galactosa (1-3) en su cadena principal y (1-6) en sus
ramificaciones que sostienen, a su vez, residuos de L-arabinosa, L-ramnosa, [-D-

glucouronato y 4-o-metil-f-D-glucuronato.

FIGURA 10. Goma de Mezquite.

La goma de mezquite contiene también pequenas cantidades de proteina (0.7-5.8%) ,
las cuales juegan un papel muy importante en las caracteristicas emulsificantes de esta
goma tal como en el caso de la goma ardbiga, dando lugar al modelo descrito
anteriormente (seccion 3.4.2) donde el residuo de aminodcidos se “ancla” en la
interfase y el carbohidrato hidrofilico en la solucién acuosa evitando la colaescencia de

las gotas mediante efectos estéricos y/o eléctricos.

La capacidad emulsificante de esta goma, ha sido estudiada por Vernon (2000) quien
encontré que actia sinérgicamente con la goma ardbiga retardando el tiempo de
coalescencia en emulsiones o/w; los autores encontraron incluso menor tamano y
menor dispersibilidad en el tamafio de particula de emulsiones de oleoresinas / agua

preparadas con goma de mezquite que aquellas preparadas con goma arabiga.
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3.7.2.3 Celulosa Microcristalina

La celulosa microcristalina es un derivado de la celulosa, que es un homopolisacarido
lineal de unidades de D-glucopiranosas, donde los mondémeros se unen mediante
enlaces glucosidicos B (1,4). Se encuentra de manera natural en frutas y vegetales, y
estd compuesta de millones de microfibras. Cada microfibra esta compuesta de dos

areas:

> Region para-cristalina .- Esta es una masa flexible y amorfa de cadenas de
celulosa
> Region cristalina .- Microfibras ordenadas en paquetes apretados en un

arreglo rigido y lineal

FIGURA 11. Estructura de la celulosa microcristalina
(FMC Biopolymers pdgina web)

A. Regién amorfa

B. Regidn cristalina
La celulosa puede des-polimerizarse por medio de hidroélisis acida controlada, donde el
acido penetra las regiones amorfas de menor densidad, dejando intactas las zonas
cristalinas y las libera en forma de pequenos cristales. Las regiones cristalinas se
encuentran asociadas por un gran numero de puentes de hidrégeno lo cual las hace

insolubles, sin embargo, dependiendo del proceso de manufactura, los cristales
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obtenidos pueden llegar a ser dispersables en agua y tener propiedades funcionales
similares a las de las gomas solubles. Para anadir dispersabilidad, es necesaria, una
vez que se ha llevado a cabo la hidrélisis acida, la presencia de una barrera que se
oponga a la asociacion y crecimiento de agregados. El compuesto que generalmente
impide la asociacién, es la carboximetilcelulosa (CMC), debido a que les confiere a las

particulas una carga negativa (Fennema, 1996) .

La celulosa microcristalina puede encontrarse en el mercado bajo el nombre comercial
de Avicel (FMC biopolymers). Las diferentes lineas de este producto se diferencian
entre st por el porcentaje de carboximetilcelulosa presente, es decir, por su grado de
dispersibilidad. De acuerdo con informacion publicada en el sitio web del fabricante

(http://www.FMCbiopolymers) la funcionalidad de estas mezclas derivadas de la

celulosa, radica en la capacidad que tienen sus particulas (cuando han sido
adecuadamente dispersas) para organizarse en una red tridimensional que afecta el
movimiento del agua e imparte estabilidad a los sistemas coloidales; dicho sistema se
mantiene unido mediante débiles puentes de hidrogeno confiriendo a sus soluciones,
viscosidad y cardacter pseudoplastico. El tipo de flujo de las dispersiones de Avicel,
dificulta el calentamiento de dichos sistemas debido a que las corrientes de conveccion
no distribuyen el calor como lo hacen normalmente en un fluido Newtoniano. Al
respecto Dell (2001) contraindica su calentamiento pues indica que este requeriria un

gasto significativo de tiempo y energia.

3.7.2.4 Lambda-(A)-Carragenina

El término carrageniana denota un grupo o familia de galactanos sulfatados extraidos

de las algas rojas siendo el género Chondrus el principal productor (Badui 1996).

Las carrageninas son cadenas lineares de unidades de D-Galactopiranosa unidos

mediante enlaces glicosidicos alternados (1— 3)-a-D- y (1— 4)--D, la mayor parte de
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las unidades de azicar tienen uno o dos grupos sulfato, esterificados a un grupo

hidroxilo en los carbonos 2 6 6.

Las carrageninas, tal cual son extraidas, son mezclas de polisacaridos no homogéneos
que presentan tres estructuras principales denominadas kappa (x), iota (1) y lambda
(A). Estas 3 formas principales de carrageninas difieren tinicamente en el nitimero de
grupos sulfato por disacarido: kappa tiene uno, iota tiene dos y lambda tiene tres
(Langendorff, 2000). Los bloques predominantes de cada tipo se presentan en la

Figura 12.

Los productos de carragenina contienen diferentes proporciones de los tres tipos pero
con una o dos que representan el mayor porcentaje (Fennema 1996, FMC).

Los pesos moleculares van entre 500 000, la forma natural de la planta marina, y 100
000, que es la carragenina comercial mas usada en la elaboracién de alimentos
(Badui, 1996).

Las carrageninas iota y kappa, en solucién acuosa, sufren una transiciéon desde un
estado desordenado a una configuraciéon ordenada en forma de hélice al enfriar una
soluciéon caliente. La configuraciéon helicoidal, esta asociada con la capacidad de
formar geles (Badui, 1996; Langendorff, 2000) sin embargo, el mecanismo de

gelificacion no se conoce con exactitud.

Los geles formados por la kappa-(x)-carragenina son los mas fuertes, los geles
formados por iota, son un poco mas solubles y su formacion se ve favorecida en
presencia de iones de calcio. La lambda-(1)-carragenina adopta una configuracion
desordenada, en cualquier circunstancia de temperatura y fuerza iénica, y es incapaz
de formar geles. La lambda-(4)-carragenina se usa por tanto como estabilizante en
bebidas, principalmente en productos de tipo lacteo ya que una propiedad muy
importante de las carrageninas es su reactividad con las proteinas, principalmente con

las de la leche. Existen interacciones de los iones sulfato con los grupos cargados de la
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proteina, ya sea de manera directa o a través de iones divalentes como el calcio, la
interaccién depende de la carga neta del complejo y por lo tanto esta en funcion del
punto isoeléctrico de la proteina: cuando la relaciéon de la carga ente la carragenina y
la proteina es igual a 1 el complejo precipita puesto que el grado de interaccion es el

maximo ( Badui, 1996).
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FIGURA 12. Diferentes tipos de carragenina
(FMC Biopolymers pdgina web)
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4.- PROBLEMA DE ESTUDIO Y OBJETIVO

En el presente estudio, se trabaja sobre emulsiones aceite en agua; el porcentaje de
aceite en todas ellas se mantiene constante (4.0%). Para estudiar su estabilizaciéon se
eligieron 4 niveles de proteina (2.6, 3.8, 4.9 y 6.1%) en todos los casos la cantidad de
proteina, en relacién a la cantidad de lipido se encuentra muy por encima de la
necesaria para cubrir la interfase formada entre el agua y el aceite; tal como sucede en
emulsiones con cardcter nutrimental. Sobre estas emulsiones se prueban 3 diferentes
hidrocoloides en 4 niveles de concentracion. El objetivo es determinar como afectan las
relaciones proteina: hidrocoloide en parametros fisicos de la emulsion tales como
estabilidad, pH, y viscosidad. Los resultados se presentan en forma de diagramas de
fases construidos en funcion de las observaciones realizadas sobre emulsiones con 15

dias de almacenamiento.

En este estudio en particular se consideré que la informacion obtenida de estos
sistemas a los 15 dias de almacén era suficiente para presentar un panorama del efecto
que diversas relaciones de proteina-hidrocoloide tienen sobre la estabilidad de

emulsiones aceite en agua.

Observaciones posteriores, son muy utiles en otro tipo de sistemas, donde se trabaja
con formulas completas de alimentos, ya que en esos casos generalmente se pretende
establecer tiempos de vida de anaquel. En este estudio, sin embargo, se consideré que
las observaciones posteriores a los 15 dias tienen poco significado ya que los sistemas
con los que se trabajo son muy sencillos comparados con lo que seria un producto
alimenticio; los sistemas y objetivos son diferentes y los resultados, aunque

proporcionan informacioén ttil, no son extrapolables.

Las materias primas y los métodos se exponen mas ampliamente a continuacion.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 MATERIALES

Las materias primas utilizadas en este trabajo fueron las siguientes:

Caseinato de Calcio (Lactonat EC, lote # 21275 Globe Chemicals, que reporta un
contenido minimo de proteina del 88.5%), aceite de maiz, Celulosa microcristalina o
MCC (Avicel CL-611, FMC Bio Polymers, con contenido tipico de carboximetilcelulosa
de sodio del 11.3-18.8%), lambda-(1)-Carragenina (Viscarin GP 209, FMC Bio
Polymers) y Goma de mezquite (Proporcionada por el Dr Vernon Carter CBI UAM
Iztapalapa) conseguida en su forma natural (gotas traslicidas con impurezas y restos
tales como ramas del arbol y tierra). Para su purificaciéon, la goma de mezquite,
después de ser disuelta completamente en agua, fue colada y filtrada hasta la
eliminacion total de las impurezas visibles y se llevé a 30°Brix. Posteriormente se

pasteurizo ( 73°C durante 15 segundos).
5.2 DISENO EXPERIMENTAL

Se prepararon 4 emulsiones o/w al 4.06% en peso de aceite de maiz en presencia de
caseinato de calcio al 2.6%, 3.8%, 4.9% y 6.1% en g de proteina por 100 g de la
emulsion final. Dichas concentraciones se seleccionaron por caer dentro del rango en
que, tipicamente, se utilizan en la industria de bebidas nutrimentales. Las emulsiones
asi preparadas se denominaron blancos y se codificaron con las letras A, B, Cy D (en

orden creciente de concentracion de caseinato).
Para cada emulsion blanco (es decir por cada concentracion de caseinato) se probaron

tres diferentes gomas : goma de mezquite, Avicel CL611 y Viscarin GP209 cuyas

emulsiones se codificaron con las letras Z, M y L respectivamente.
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Las gomas se probaron en 4 concentraciones que, en cada caso, caen dentro de los
rangos sugeridos por el proveedor: 0.25-0.8% para el Avicel CL611 y 0.02-0.3% para
la carragenina Viscarin (Summary Grid of FMC ingredients used in beverage
systems). Las concentraciones estudiadas aqui para cada uno de ellos son diferentes
entre si ya que los rangos sugeridos son diferentes. En el caso de la goma de mezquite
se probaron concentraciones de 0.5-1.7% . La codificacion y % de ingredientes de las

emulsiones se presentan en las Tablas 2, 3 y 4.

TABLA 2 Codificacién de emulsiones con diferentes % de goma de mezquite
% w/w caseinato A B C D
% w/w goma 2.6 3.8 4.9 6.1
1) 0.5 AZ1 BZ1 CZ1 DZ1
2) 0.9 AZ2 BZ2 CZ2 DZ2
3)1.3 AZ3 BZ3 CZ3 DZ3
4) 1.7 AZ4 BZ4 CZ4 DZ4
TABLA 3 Codificacién de emulsiones con diferentes % de Avicel CL 611
% w/w caseinato A B C D
% w/w goma 2.6 3.8 4.9 6.1
1) 0.25 AM1 BM1 CM1 DM1
2) 0.36 AM2 BM2 CM2 DM2
3) 0.48 AM3 BM3 CM3 DM3
4) 0.6 AMy BMy4 CMy4 DMy
TABLA 4 Codificacién de emulsiones con diferentes % de Viscarin GP 209
% w/w caseinato A B C D
% w/w goma 2.6 3.8 4.9 6.1
1) 0.02 AL1 BL1 CL1 DL1
2) 0.1 AL2 BL2 CL2 DL2
3)o0.2 AL3 BL3 CL3 DL3
4) 0.3 AL4 BlL4 CL4 DL4
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5.3 PREPARACION DE LAS EMULSIONES

El proceso comun a la elaboracion de todas las emulsiones fue el siguiente. Para cada
emulsion, se preparé primero la fase acuosa anadiendo lentamente la cantidad
correspondiente de caseinato de calcio al agua en agitacién; en el caso de las
emulsiones que llevan algiin hidrocoloide, este se adicioné después de la proteina. La
adicion se llevd a cabo a una temperatura de 40°C y a una velocidad de agitaciéon de
1500 rpms con un rotor estator. La agitacion continué durante 3 minutos una vez
terminada la incorporacion de la proteina para lograr una completa dispersion de la

misma.

La fase oleosa se adicioné a la solucién de proteina asi preparada cuando ambas se
encontraban a una temperatura de 70°C. La incorporacion de las fases (pre-
homogenizacién) se llevé a cabo agitando la mezcla a una velocidad de 3000 rpms con
un rotor estator durante 3 minutos. La mezcla fue entonces homogenizada en un
homogenizador de pistones de dos etapas (Equipo Niro Soavi) a 200 bars en la
primera etapa y 50 en la segunda. Las emulsiones fueron enlatadas y sometidas a

esterilizacion en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

5.4 EVALUACION DE PARAMETROS FISICOS

5.4.1 Inestabilidad de emulsiones

Las emulsiones fueron esterilizadas y almacenadas a temperatura ambiente (20-23°C)
durante 15 dias; transcurrido este periodo se evalud visualmente la estabilidad de las

emulsiones clasificandolas como sigue:

Estable.- Las emulsiones se consideraron “estables” si se mostraban homogéneas a la
evaluacioén visual, es decir, st no prestaban agregados, cremado o separacién acuosa o

si estos eran minimos y desaparecian por completo al trasvasar o agitar.
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Relativamente estable.- Se denominé asi a las emulsiones si los agregados
formados eran pequenios y pocos; también se consideraron como “Relativamente
estables” aquellas emulsiones que, sin llegar a mostrar agregados, reflejaban en su

consistencia un flujo lento perceptible al ser transvasadas.

Inestable.- Se considerd “inestables” a las emulsiones que mostraron discernible
formacién de agregados, cremado o separacion acuosa. La “aparicion” de agregados
por efecto de la agitacion en emulsiones aparentemente estables, se tomd6 como
indicador de floculacién por puenteo segun indica Syrbe et al., (1988), seiialando que la
agitacion aumenta la taza de este tipo de inestabilidad: “los agregados de mayor
tamano se mueven mas facilmente en presencia de un flujo impuesto y “recogen” a los

agregados mas pequernos” .

Muy inestable.- Se consideraron emulsiones muy inestables si al abrirlas habia
abundante formacion de crema en la tapa y agregados de gran tamaiio en el cuerpo de

la emulsion.

Para contar con evaluaciones mas objetivas se realizaron también pruebas de cremado
por centrifugaciéon. Sin embargo, esta prueba presentaba el inconveniente de que, en
los casos donde la formacion de agregados era abundante (como sucedié con las
emulsiones formuladas con goma de Mezquite) se hacia imposible la toma de muestras
homogéneas para ser sometidas a centrifugacion. En otros casos, cuando el tamario y
consistencia de los agregados lo permitian, se pesé el contenido de los agregados

reportando g "nata’”/236 ml de emulsion.

La metodologia para la prueba de cremado por centrifugacién se presenta a
continuacion:

A los 15 dias de vida de anaquel (T =20-23°C) se determinaron las alturas de las fases
cremadas por centrifugacion de muestras de 14 ml de emulsion. Las muestras se

colocaron en tubos de centrifuga y fueron llevados a 60°C calentandolos en bafio
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maria. Una vez alcanzada la temperatura, los tubos fueron centrifugados durante 15
min a 3980 rpm. Inmediatamente después, se midié con vernier la altura de la fase
cremada y se expresoé como porcentaje del volumen de aceite presente en 14 ml de

emulsion de acuerdo con la ecuacion 2:

100% - .- - .- (2)

% Cremado = altura crema (mm)mr*x ——————
5(mm)mr

Donde

%Cremado = volumen de crema en mms3 crema/100 mm3 aceite presente en la
muestra centrifugada.

Altura crema (mm) = r2 = volumen de la fase cremada por centrifugaciéon

5 (mm) 7 r2 = volumen de aceite presente en la muestra (Figura 13)

altura del aceite presente en

I 5mm :> 14 ml de emulsién y que
corresponde a la total

separacion de las fases.

o1

\/

FIGURA 13. Altura del espacio ocupado por el aceite en el tubo de centrifuga.

En cada muestra de centrifugacion se tienen 0.577 g de aceite (considerando un 4.06% w/w de
aceite y una densidad promedio de las emulsiones de 1.016 g/ml). La altura en el tubo del espacio
ocupado por este aceite es de 5 mm.

Puesto que ninguna de las emulsiones centrifugadas presenté separaciéon de aceite

como tal, fue necesario expresar el % de cremado como “volumen de crema en mms3
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crema/100 mm3 aceite presente en la muestra centrifugada”. Estas unidades serviran
como referencia siempre y cuando se asuma que un alto porcentaje de la fase cremada
se encuentra compuesta por aceite, sin embargo, en ningun caso daran informacion
sobre el volumen real de aceite que se encuentra presente en la fase cremada. Para
fines de este trabajo, se considera que el calculo del % de cremado referido al volumen
de aceite deja de tener sentido en aquellas emulsiones donde el cremado no presente
limites definidos o bien cuando la altura del espacio ocupado por la crema dentro del
tubo sea mayor a 10 mm. Los resultados en estos casos se interpretaran en funciéon de
las caracteristicas de los polimeros presentes en el sistema y que pudieran encontrarse

presentes en la fase cremada (seccion 3.6.3).

5.4.2 pH

Las determinaciones de pH se realizaron a los 15 dias de vida de anaquel a 20-23°C con

equipo OAKTON previamente calibrado contra una solucion buffer de pH conocido.

5.4.3 Viscosidad

Las determinaciones de viscosidad se a realizaron a los 15 dias de vida de anaquel a
20-23°C en equipo Brookfield RVT adaptador UL utilizando una geometria de cilindros
concéntricos. El volumen de las muestras fue de 16 ml. Se ajusté la velocidad del motor
y se tomaron lecturas de los porcentajes de torque (%T). Las mediciones se realizaron
por duplicado y se obtuvieron valores promedio que se expresaron como Pa.s
utilizando las formulas y factores de conversion que corresponden al equipo y

adaptador y que se presentan a continuacion:

Viscosidad (cP)= [64/N(rpm)] %t

Donde:

N(rpm)=velocidad del motor

64 = factor para el adaptador UL de Brookfield
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% t= porcentaje de torque leido en el tacometro del equipo a X rmp

1cP =1 centipoise =103 Pa*s

5.4.4 Densidad

Las determinaciones de densidad se realizaron a los 15 dias con equipo DMA 35n Anton
Paar a 20-23°C. La densidad se determiné tnicamente como parametro de control.

Las grdficas de densidad se muestran en el Apéndice B.

5.4.5 Determinacion de Tamaio de Particula

Tres meses después de preparadas las emulsiones, se tuvo la oportunidad de realizar
mediciones de tamaro de particula en un equipo Malven MasterSizer Modelo 2000 por
lo que se abrié una serie extra de latas.

Como era de esperarse, muchas de las emulsiones presentaban ya cremados
abundantes; sin embargo la apariencia fisica de las emulsiones guardaba en general
las mismas tendencias que presentaran a los 15dias de su preparacion. Se considero
por tanto que las mediciones de tamafno de particula seria titiles para una mejor

comprension de los sistemas.

Los datos de referencia para las mediciones fueron:

Modelo de analisis: esférico

Indice de refraccién de las particulas dispersas: 1.395 Absorcion: 0.1
Medio dispersante: agua

Indice de refraccién del medio dispersante: 1.33
Para el analisis de resultados, se reportan valores de D(4,3) (diGmetro volumétrico

promedio). Las graficas de Distribucion de Tamarno de Particula (DTP) para todas las

emulsiones se presentan en el Apéndice A.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 EMULSIONES CON CASEINATO DE CALCIO

6.1.1 Observaciones de estabilidad

La estabilidad al cremado de emulsiones formuladas con 2.6, 3.8, 4.9 y 6.1% de
caseinato de calcio (donde la cantidad de proteina es muy superior a la necesaria para
cubrir la interfase!) fue determinada por observaciéon visual y por cremado por

centrifugacion a los 15 dias de su preparacion (T almacén = 20-23°C).

Aun cuando las 4 emulsiones presentaron formacion visible de pequefios agregados;
fue posible apreciar cierta tendencia a una mayor estabilidad a medida que

aumentaba la cantidad de caseinato de calcio:

En aquellas emulsiones con menor concentraciéon de proteina (A y B) se observd un
numero mayor de agregados suspendidos en el cuerpo de la emulsion, la inestabilidad
se reflejo incluso en la formaciéon de crema en la tapa de la lata (Figura 14). En
contraste, en aquellas emulsiones con mayor concentracion de proteina (C y D) el
niimero de agregados formados fue menor, por lo que se les considerd “relativamente

estables”.

La prueba de cremado por centrifugaciéon confirmoé esta tendencia presentando las
emulsiones A, B y C porcentajes de cremado de 58, 53 y 52% respectivamente mientras
que la emulsién D, con mayor contenido de caseinato de calcio, presentd un porcentaje

de cremado del 37% (Figura 15).

' La cantidad de proteina necesaria para cubrir completamente la interfase se estima en 1/15 de la cantidad
de aceite (seccion 3.7.1). Las proporciones que la proteina guarda con respecto al aceite en las emulsiones
A,B,CyDson 11/15,16/15, 20/15 y 25/15 respectivamente.
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FIGURA 14. Tendencia de estabilidad de emulsiones con diferentes
concentraciones de caseinato de calcio:

La emulsién A (con 2.6%,de caseinato de calcio) fue la mas inestable

La emulsion D (con 6.1% de caseinato de calcio) presenté relativa estabilidad
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FIGURA 15. % vol. Cremado por centrifugacién
referido al volumen. de aceite en emulsiones con
Caseinato de Calcio

Definida esta tendencia al aumento en la estabilidad a mayores concentraciones de
caseinato de calcio, se pasard a comentar sobre el pH, viscosidad y tamaino de

particula de estas emulsiones.
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6.1.2 Efecto de la concentracion de caseinato de calcio sobre el pH de

emulsiones aceite en agua

Se registro una disminucién en el pH de las emulsiones a medida que aumenta la
concentracion de proteina ( Figura 16; 15 dias de almacén T= 20-23°C). Dicha
disminucién en el pH es muy ligera y se atribuye principalmente a la presencia de
acido glutamico; aminodcido de concentracién relativamente elevada en las caseinas
(Santos,1987). En todos los casos, el pH de las emulsiones se encontré muy por encima
del punto isoeléctrico de la caseina. En estas condiciones la mayoria de los grupos
acidos presentes es las cadenas polipeptidicas se encuentran ionizados aumentando asi

la concentraciéon de iones [ H*] en el medio.

6.8

FRSS

L 6.65
6.6
6.55
6.5 | ‘ ‘

%w/w proteina

FIGURA 16. pH de emulsiones A, B, C, D
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6.1.3 Efecto de la concentracion de caseinato de calcio sobre la viscosidad de

emulsiones aceite en agua

Se determiné la viscosidad (como funcién de la velocidad de cizalla) de las emulsiones
A, B, C y D que contienen 2.6%, 3.8%, 4.9% y 6.1% de caseinato de calcio
respectivamente. En todos los casos las emulsiones presentaron valores muy bajos de
viscosidad y la sensibilidad del equipo no permite una mejor resolucion lo que dificulta
la interpretacion de resultados; la grafica de la Figura 17 sugiere, sin embargo,
viscosidades ligeramente mas elevadas para la emulsion con 6.1% de caseinato.
Considerando que esta emulsion era la que presentaba mayor estabilidad al cremado, su
viscosidad parece reflejar el l6gico aumento en la viscosidad de la fase acuosa en

presencia de porcentajes mayores de proteina.

De acuerdo con la Ley de Stokes (seccion 3.2.1) dicho aumento en la viscosidad de la
fase acuosa se traduciria en una disminuciéon en la taza de cremado (como
efectivamente ocurrio), por lo que las tendencias de las emulsiones a presentar mayor
estabilidad al aumentar la concentracion de caseinato de calcio son congruentes con la

Ley de Stokes.

0.006
——2.6%
W 0.005 - caseinato
& 0004 | —=3.8%
§ 0.003 A - y caseinato
'g 0002 | T> 5 —A—4.9%.
9 ' caseinato
S 0.001 —>—6.1%
0 ‘ ‘ caseinato
0 50 100 150

Velocidad de cizalla (s'l)

FIGURA 17. Viscosidad de emulsiones con caseinato de
calcio
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6.1.4 Efecto de la concentracion de caseinato de calcio sobre el Tamano de

Particula de emulsiones aceite en agua

Transcurridos 3 meses desde la preparacion de las emulsiones, se tuvo la oportunidad
de realizar mediciones del tamafio de particula. Las emulsiones se habian mantenido a
temperatura ambiente y las mediciones se realizaron en equipo Malvern Mastersizer

2000 (t=20-23°C).

En la Figura 18 se observa que el diametro promedio de las gotas en las emulsiones
disminuye casi linealmente con el incremento en la concentracion de caseinato de
calcio en valores que van desde 2.6 hasta 4.9%, donde la grdfica presenta un minimo,

para aumentar ligeramente cuando el porcentaje de caseinato es de 6.1.
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%w/w caseinato de calcio

FIGURA 18. Efecto de la cantidad caseinato sobre el D (4,3)
de emulsiones o/w

La disminucion del diametro promedio con el aumento en la concentracion de proteina
puede ser atribuida a una mayor probabilidad de que el aceite entre en contacto con

material surfactante al momento de formarse la emulsiéon (seccién 3.3.2), lo que

54



estabiliza las gotas recién formadas evitando su floculacién y/o coalescencia, es decir,
favoreciendo la formacion de un mayor numero de gotas pequenas.

En las etapas posteriores a la formacién de la emulsion, la proteccion eléctrica y
estérica que la capa superficial de proteina confiere a las gotas de aceite asi como la

viscosidad que la proteina libre aporta al medio disminuyen la taza de cremado y
favorece tamarnos de particula mas pequerios.

Se ha hablado hasta ahora de lo observado en emulsiones simples que consisten en
gotas de aceite cubiertas de proteina, y proteina libre; a continuacién se discutira

sobre el efecto que algunos hidrocoloides tienen sobre la estabilidad de las emulsiones
A, B,CyD.
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6.2 EMULSIONES CON CASEINATO Y GOMA DE MEZQUITE (Series AZ,
BZ,CZ, DZ)

6.2.1 Observaciones de estabilidad

Se obseruvo el efecto que diversas concentraciones de goma de mezquite (0.5, 0.9, 1.3 Y
1.7 %) tienen sobre la estabilidad de emulsiones formuladas con caseinato de calcio (A,
B, Cy D). Como se discute en esta seccion, la inestabilidad fue caracteristica de estas
emulsiones. La prueba de centrifugacion fue descartada ya que la presencia de

multiples agregados laminares dificultaban la toma de muestras homogéneas.

La Figura 19 presenta el mapa de estabilidad (después de 15 dias de almacén T = 20-
23°C) de las emulsiones como funciéon de la composicion del sistema. En la Figura 19 se
observa que los sistemas que eran inestables en ausencia de goma de mezquite,
permanecieron inestables al ser adicionados con esta goma. Para la mayoria de las
composiciones se observé incluso (Figura 19) una zona calificada como “muy
inestable”. Dicha inestabilidad se manifesté en la formacion irreversible de agregados
laminares bien definidos (natas) cuyo color blanco contrasta con la coloracion
grisacea del resto de la emulsion y cuyo tamano y cantidad aumentan tanto con la

concentraciéon de goma como con la concentracién de proteina.
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FIGURA 19. Diagrama de estabilidad para las emulsiones de la serie Z

A. Inestabilidad manifiesta como agregados pequeiios (sin imagen representativa).

B. Inestabilidad manifiesta como agregados laminares. Considerada como "Muy inestable” por
la abundancia y tamafio de estos agregados. Figura 19-B.

C. Inestabilidad manifiesta como agregados pequefios. La relativa mayor estabilidad de estas
emulsiones se atribuye a una mayor concentracién de caseinato de calcio. Figura 19-C.

Las observaciones indican que a pesar de que la goma de mezquite es un polimero
surfactante (seccién 3.7.2.2) capaz de adsorberse en las gotas de aceite, su presencia no
favorecié la estabilidad de las emulsiones. Este comportamiento, contrario a lo que se
esperaba, pudiera explicarse si se considera el efecto conjunto de la goma de mezquite
con el caseinato de calcio. Como se senalo en la seccion 3.5.3.b.1 la interpenetraciéon o
mezclado de 2 macromoléculas diferentes se ve restringido por su tamaio, su forma y
por las repulsiones que se generan como resultado de efectos electrostaticos entre las
macromoléculas. Es probable entonces que en lugar de presentarse un efecto sinérgico
entre ambos polimeros; se hayan promovido situaciones de incompatibilidad o

exclusion entre ambos sobre la superficie de la gota.
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Mas aun; la formacion de grandes agregados insolubles sugiere que la competencia de
2 macromoléculas surfactantes por la superficie de las gotas de aceite dio lugar a una
cobertura inadecuada de las mismas originando el “puenteo” o adsorciéon simultanea
de una misma molécula de polimero surfactante en dos interfases mal protegidas

(“bridging flocculation”seccion 3.5.2).

Al igual que sucedié en ausencia de goma de mezquite, las emulsiones donde hay
mayor cantidad de caseinato de calcio (6.1% serie DZ), presentaron una relativa
mayor estabilidad. Estos resultados sugieren que, a esa concentracién de caseinato, el
efecto surfactante de la goma de mezquite habra quedado rebasado por el de la
proteina; de igual manera un ligero aumento en la viscosidad del medio (seccion 6.2.3)

proporciona mayor estabilidad a estas emulsiones.

6.2.2 Efecto de la concentracion de Goma de Mezquite sobre el pH de

emulsiones formuladas con caseinato de calcio

No se observaron cambios drasticos en el pH de las emulsiones al aumentar las
concentraciones de goma de mezquite. La ausencia de tendencias en la grdfica de la
Figura 20 (15 dias de almacén T= 20-23°C) puede deberse a una distribucion
heterogénea de grupos que afectarian el pH del medio (como iones y grupos COO-
presentes en los residuos de glucuronato). Dicha distribucion heterogénea de los
grupos en la muestra es la que se espera considerando que se trabajé con una goma
minimamente procesada cuya composicion no ha sido sometida a la estandarizaciéon

como sucede con las gomas comerciales.
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FIGURA 20. pHs de emulsiones con Goma de Mezquite



6.2.3 Efecto de la concentracion de Goma de Mezquite sobre la viscosidad de

emulsiones formuladas con caseinato de calcio

Se midi6 la viscosidad de las emulsiones formuladas con caseinato de calcio y goma de
mezquite (Series AZ, BZ, CZ, DZ) a una velocidad de cizalla de 122.4/s y se comparo
con la viscosidad medida sobre las emulsiones blanco (A, B, C y D) formuladas con

caseinato de calcio.

Se observo que la goma de mezquite no incrementa de manera importante la
viscosidad de estos sistemas: De acuerdo con la grafica de la Figura 21 los incrementos
de viscosidad son muy ligeros y las viscosidades mas altas se registraron en las
emulsiones de la serie con mayor concentracion de caseinato de calcio (serie DZ) que,
como ya se sefial6 fueron también las tinicas que presentaron cierta estabilidad al

tiempo de observacion (15 dias; T almacén = 20-23°C).
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FIGURA 21. Viscosidad de Emulsiones con Goma de
Mezquite
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6.2.4 Efecto de la concentracion de Goma de Mezquite sobre el Tamafio de

Particula de emulsiones formuladas con caseinato de calcio

En la Figura 22 no se aprecia ningun impacto de la goma de mezquite en la
disminucién del tamatiio de particula de las emulsiones en estudio, al menos en el rango
de concentraciones de goma estudiado en este trabajo. Esto es contrario a lo que
podria esperarse si consideramos que la goma de mezquite es un hidrocoloide con
actividad surfactante (Seccion 3.7.2.2). La Figura 23 muestra el diametro volumétrico
promedio, D (4,3), como funcion de la concentracion de goma de mezquite presente en

las emulsiones (3 meses de almacén T= 20-23°C).
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FIGURA 22. D(4,3) de emulsiones con
Goma de Mezquite

Los resultados no muestran aumentos drdsticos del tamaiio de particula, que habrian
sido un indicador de floculacién por puenteo (seccion 3.6.2) sin embargo es necesario
subrayar que si habia agregados presentes en estas emulsiones que, por su tamano
apreciable a la vista, caian fuera del rango de medicion del equipo y dificultaban la
toma de muestras homogéneas. Este problema podria encubrir un efecto real de la

goma de mezquite en la inestabilidad de los sistemas.

Del andlisis de las particulas que si fueron observadas por el equipo, se puede decir que
el efecto de la concentracion de proteina, parece seguir siendo determinante en el
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tamano de particula, pues al igual que en las emulsiones blanco, la presencia de una
mayor cantidad de proteina da lugar a la formacion de particulas mas pequenas (Serie
DZ). En cuanto al efecto de la concentraciéon de goma de mezquite, las graficas no
presentan tendencias que sugieran un impacto positivo de la goma sobre este

parametro.

Un mecanismo de competencia entre los 2 polimeros surfactantes donde la goma de

mezquite tendiera a quedar excluida de la interfase podria explicar estos resultados.

Segiin lo anterior, la capacidad de adsorcion en interfases que, de acuerdo a varios
autores (ver Secciones 3.4.2 y 3.7.2.2) tiene la goma de mezquite, no representa, bajo
las condiciones y en las concentraciones usadas, una ventaja en la estabilidad de estas
emulsiones. La estabilidad relativamente mayor de las emulsiones de la serie DZ se

atribuye principalmente a un aumento en la concentracién de proteina.
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6.3 EMULSIONES CON CASEINATO Y AVICEL CL611 (Series AM, BM, CM,
DM)

6.3.1 Observaciones de estabilidad

Se observo el efecto que diversas concentraciones (0.25, 0.36, 0.48, 0.6%) de Avicel
CL611 (mezcla comercial de celulosa microcristalina y carboximetil celulosa) tienen
sobre la estabilidad de emulsiones formuladas con caseinato de calcio (A, B, Cy D). El
mapa de estabilidad (a los 15 dias de almacén a 23-25°C; Figura 22) muestra mayor
estabilidad de las emulsiones al incrementarse tanto la concentracién de Avicel como la
de caseinato; esta mayor estabilidad fue acompaniada de un incremento en la

viscosidad de los sistemas.

El aumento en la estabilidad se distinguié a simple vista en una disminuciéon del
tamariio y cantidad de los agregados; para tener una evaluacién mas objetiva de esta
apreciacion se registro y grafico (Figura 24) el peso de la nata formada (g nata
colada/236 ml de emulsion ) en cada emulsién. El diagrama de la Figura 23 resume los
efectos de las mezclas caseinato de calcio/Avicel CL611 en la estabilidad de las

emulsiones.
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FIGURA 23. Diagrama de estabilidad para las emulsiones de la serie M

A. Muy Inestable. Emulsiones que presentan los agregados de gran tamafio. La inestabilidad se
atribuye principalmente a la baja viscosidad de las emulsiones en esta zona.

B. Inestable. La inestabilidad se manifiesta como agregados laminares de regular tamafio.

C. Relativamente estable. Las emulsiones en esta zona presentan minima o nula formacion de
agregados. La relativa estabilidad se atribuye a los altos valores de viscosidad registrados
en estas emulsiones. Se presenta como ejemplo la fotografia de la emulsién DM3
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FIGURA 24. Peso de agregados formados en emulsiones con

Avicel CL611
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La disminucién en la formacién de agregados se atribuye al arreglo tridimensional
que, de acuerdo con lo expuesto en la seccion 3.7.2.4, adoptan las particulas de Avicel al
ser dispersas en agua y que constituiria una barrera fisica limitando la floculacion de
las gotas de aceite. En términos de la ley de Stokes el efecto suspensor estaria definido
por la viscosidad que el Avicel imparte al sistema como se sefiala mas adelante en la

seccion 6.3.3.

La observacion visual del cremado por gravedad y el pesado de los agregados
permitieron establecer una clara tendencia al aumento de estabilidad al aumentar las

concentraciones de Avicel y caseinato.

La prueba de centrifugacion de las emulsiones, por otra parte, dio lugar a la
formacion de cremados anchos en la parte superior del tubo. Contrario a lo que se
esperaba, el espesor de estos cremados aumenté con la concentracién de caseinato y

Avicel. El aumento en los porcentajes de cremado por centrifugacion se presentan en la

grafica de la Figura 25.
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FIGURA 25. % vol. Cremado por centrifugacién referido
al volumen de aceite en emulsiones con Avicel CL611

Para explicar la causa de estos altos porcentajes de cremado (algunos superiores al

100% referido al volumen de aceite) se planteo la hipétesis de que el Avicel CL611
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migraba también, junto con el aceite, a la parte superior del tubo, ensanchando asi la
fase cremada. Para corroborar esta hipoétesis, se prepard una dispersion de Avicel
CL611 (0.6%) y una emulsion o/w (4.0 % aceite) también en presencia de Avicel
CL611 y se observaron las caracteristicas después de ser sometidas a centrifugacion
(Figura 26).

FIGURA 26. Comportamiento del Avicel CL611 a la centrifugacion
A. Dispersién de Avicel CL611 después de la centrifugacion
B. Emulsion o/w en presencia de Avicel CL611 después de ser centrifugada

Se observa en la Figura 26-B cierta acumulacion de Avicel CL611 en el aceite y en la
zona inmediata inferior; por el contrario no se observa migracién de Avicel a capas
superiores en ausencia de aceite (Figura 26-A). Se observé, por tanto, cierta capacidad
del Avicel para situarse en la interfase agua-aceite. Esta caracteristica anfifilica del
Avicel parece ser un resultado de la mezcla de celulosa microcristalina con

carboximetilcelulosa:

La celulosa microcristalina, posee un alto grado de ordenaciéon entre sus moléculas, y,

a pesar de tener muchos hidroxilos libres, es muy poco soluble en agua debido a que
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estos grupos no se hidratan por estar interactuando entre si. Por lo que constituiria la
parte hidrofébica del Avicel. La carboximetilcelulosa, por otro lado, adquiere cierta
solubilidad gracias a su carga negativa; se encuentra presente en el Avicel CL611 en

una concentracion de 11.3-18.8% y constituiria la parte hidrofilica.

La Figura 27 muestra la apariencia de la capa superior de la emulsion o/w en
presencia de Avicel CL611 cuando se le ha dejado reposar. Se observa que, en
condiciones menos drdsticas de separacion (migracién por gravedad) el Avicel CL611
forma una red coloidal que se deposita en las interfases superior e inferior de la capa
de aceite (Figura 27 A.1, A.2 y A.3); en estas zonas, las fotografias sugieren que el

Avicel pudiera llega a atrapar parte del aceite.

La turbidez que se observa en el resto del sistema (fase acuosa Figura 27 A.4 ) revela
que también hay Avicel disperso en la fase acuosa; lo que probablemente se debe a
que, ademds de la celulosa microcristalina, el Avicel tiene un porcentaje de
carboximetilcelulosa; este compuesto confiere a las particulas una carga negativa y

les proporciona dispersibilidad. (seccién 3.7.2.3).

FIGURA 27. Comportamiento de una emulsion o/w en presencia de Avicel CL611.
Fotografias tomadas un par de horas después de su preparacion.

A. Vista lateral de las capas formadas: A.1 red de Avicel, A.2 aceite, A.3 red de Avicel,
A.4 Avicel disperso en fase acuosa.

B. Vista superior (cercana) de las capas formadas: Estructuras de Avicel se observan
por arriba y por debajo de la capa flotante de aceite.
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6.3.2 Efecto de la concentracion del Avicel CL611 sobre el pH de emulsiones

formuladas con caseinato de calcio

Estas emulsiones presentan incrementos de pH dentro del rango 6.7 - 7.1 en
concentraciones crecientes de Avicel CL611 (Figura 28; 15 dias de almacén T= 20-23°C).
Este incremento se puede explicar por la presencia en el Avicel de un contenido tipico de
11.3-18.8% de carboximetil celulosa de sodio: La disociacion de esta sal da lugar al ion
celulosa-0O-CH.-CO:" que es la base conjugada de la especie acida celulosa-O-CH.-CO-
H. Al no tratarse de un dcido fuerte se espera que exista cierto equilibrio entre ambas

especies. La reaccion de hidrolisis esta dada por:

celulosa-O-CH.-CO» + H.O «—  »celulosa-O-CH.-CO. H + OH-

La produccion de iones OH- en esta reaccion se considera responsable de los aumentos

de pH registrados al incrementarse la concentracion de Avicel en las emulsiones.
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FIGURA 28. pHs de emulsiones con Avicel CL611
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6.3.3 Efecto de la concentracion del Avicel CL611 sobre la viscosidad de

emulsiones formuladas con caseinato de calcio

Se midio la viscosidad de las emulsiones en presencia de Avicel CL611 (0.25,0.36,0.48,
Yy 0.6%) a una velocidad de cizalla de 122.4/s. Se observd que el Avicel aumenta
apreciablemente la viscosidad de las emulsiones (Figura 29). La mayor estabilidad
que mostraron las emulsiones al aumentar las concentraciones de caseinato y Avicel
responde, de acuerdo con la Ley de Stokes, a un aumento en la viscosidad la fase

acuosa.
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FIGURA 29.Viscosidad de emulsiones con Avicel CL611

Viscosidades elevadas, sin embargo, pueden ser indeseables en un producto comercial
pues este no fluye adecuadamente y no es agradable al consumidor. En cuanto a la
reologia de las dispersiones de Avicel, la literatura reporta comportamientos
pseudoplastico. De acuerdo con Dell (2001) El tipo de flujo de las dispersiones de
Avicel, interfiere con las corrientes de conveccion dificultando su calentamiento. Al
respecto el mismo autor indica que este requeriria un gasto significativo de tiempo y

energia, por lo que contraindica su uso en ese tipo de productos.
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6.3.4 Efecto de la concentracion del Avicel CL611 sobre el Tamafio de Particula

de emulsiones formuladas con caseinato de calcio

La grafica de la Figura 30 sugiere que la influencia del Avicel CL611 en el valor del
D(4,3) de las emulsiones en estudio esta relacionada con la concentracién de caseinato

presente (t almacén = 3 meses T= 20-23°C). La tendencia parece ser la siguiente:

> Concentracion mds baja de proteina (serie AM): los tamanios de particula
Jfueron INFERIORES al que presento la emulsién en ausencia de Avicel.

> Concentracion intermedia de proteina (serie BM): los tamarios de
particula fueron MUY SIMILARES al que presento la emulsion en ausencia de
Avicel.

> Concentraciones mas altas de proteina (series CM y DM): los tamaiios de

particula fueron MAYORES que las presentadas en ausencia de Avicel.
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FIGURA 30. D (4,3) de emulsiones con Avicel CL611

El efecto positivo del Avicel en el tamarno de particula (disminucion) solo se observo
cuando la proteina se encontraba en baja concentracion (serie AM) y se explicaria
considerando la capacidad de adsorcion en interfases de la red coloidal que forma el

Avicel (secciones 3.7.2.3; 6.3.1). En concentraciones superiores de proteina (series CM y
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DM), dicho efecto del Avicel no se observa posiblemente por quedar rebasado por la

presencia e influencia de la proteina en el tamanio de particula (seccion 6.1.5).
Para una misma concentracion de proteina las graficas revelan cierta tendencia al

aumento en el valor del D (4,3) al incrementarse la concentracion de Avicel. Este

aumento podria deberse a la acumulacién del Avicel en la superficie de las particulas.
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6.4 EMULSIONES CON CASEINATO Y VISCARIN GP209 (Series AL, BL, CL,
DL)

6.4.1 Observaciones de estabilidad

La estabilidad al cremado de emulsiones formuladas con caseinato de calcio y Viscarin
GP209 (producto a base de lambda-(1)-carragenina) fue determinada por observaciéon
visual del cremado por gravedad y del cremado por centrifugaciéon (tiempo almacén 15
dias; temperatura 20-23°C).

Las emulsiones de esta serie se distinguieron por comportamientos que son indicativos
de interacciones atractivas proteina-carragenina. De acuerdo con la literatura la
atraccion se debe a interacciones electrostaticas entre las cadenas de carragenina y la

k-caseina (Langendorff, 2000).

El mapa de la Figura 31 presenta el efecto del Viscarin GP209 en la estabilidad de
emulsiones formuladas con caseinato de calcio. Se distinguen bdsicamente 3 zonas en
el diagrama:

-Zona muy inestable.- Minima concentraciones de caseinato (2.6%) y maxima de
carragenina (0.2 y 0.3%).

-Zona inestable.- Varias relaciones caseinato carragenina

-Zona relativamente estable.- Maxima concentraciéon de caseinato (6.1%) y maxima

concentracion de carragenina (0.2 y 0.3%)
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FIGURA 31. Diagrama de estabilidad para las emulsiones de la serie L

A. Muy Inestable. Emulsiones que presentaron mayor segregacion de sus componentes
sélidos al ser centrifugadas. La floculacién es evidente y se atribuye a las relativamente
altas concentraciones de carragenina Viscarin GP 209 y a las bajas concentraciones de
proteina (rel Viscarin-proteina 1:9 en emulsion AL4).

B. Inestable. La inestabilidad de estas emulsiones se manifiesta principalmente en la
formacion de agregados laminares al momento de agitar una emulsion aparentemente
estable. La emulsion CL2 se presenta en la Figura 31-B como ejemplo mds representativo
de este comportamiento: B.1 antes de agitar y B.2 después de agitar.

C. Relativamente estable. Emulsiones que presentaron minima o hula formacién de
agregados. Las altas viscosidades presentadas por estas emulsiones y relaciones adecuadas
de carragenina-proteina parecen ser las causas principales de estabilidad (rel Viscarin-
proteina 1:20 en emulsién DL4).
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a) Zona “Muy inestable”

A bajas concentraciones de caseinato (2.6%) y altas de Viscarin (0.2, 0.3%), las
emulsiones de la zona calificada como “muy inestable” presentaban formacion de
agregados y una marcada separacion de los componentes solidos del suero acuoso al
momento de transvasar la emulsion. La separacién de los componentes sélidos fue mas

clara con la prueba de centrifugacion:

AL3: Caseinato: 2.6%
Viscarin: 0.2%

AL4: Caseinato: 2.6%
Viscarin: 0.3%

FIGURA 32: Emulsiones "Muy inestables”
% cremado >> 100%

Como ya se ha mencionado las carrageninas interaccionan atractivamente con las
proteinas. Se observa, para las concentraciones sefialadas en la Figura 32, que el efecto
de esta atraccion dio lugar a la formacion de capas superiores opacas y de gran
espesor (formacién de complejos: secciéon 3.5.3), mucho mayores a las observadas en
presencia de otras gomas. La transparencia de la zona inferior sugiere que una
elevada cantidad tanto de carragenina como de proteina se encuentran en la zona
superior. Esto podria explicarse proponiendo que las relativamente altas cantidades de
carragenina presentes en estas emulsiones interaccionan con la mayoria de la caseina
presente (tanto con la que se supone cubriendo las gotas de aceite, como con aquella
que se encontraria libre en el medio) mas ain; la carragenina, adicionada en estas
proporciones, podria en parte “secuestrar” a la caseina evitando la completa cobertura
de las gotas de aceite con esta proteina. A su vez, gotas de aceite mal cubiertas serian

susceptibles de coalescer o bien de presentar el fenomeno de “floculacion por puenteo”
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(seccion 3.5.2); en ambos casos se esperaria un aumento en el tamano de particula

como fue el caso en estas emulsiones (seccion 6.4.4).

Debido a su baja densidad y a la ausencia de gotas en la fase acuosa inferior; puede
decirse que la totalidad del aceite se encuentra en la zona superior de estas emulsiones;
no es posible sin embargo, saber si la ligera turbidez que se observa en la fase acuosa
se debe a restos de carragenina o a restos de proteina. Una cuantificacién de estos
polimeros en las fases separadas nos permitiria reconocer si existe un exceso de
carragenina no adsorbida que pudiera, mediante un efecto osmotico, ser la causa de la
separacion acuosa observada (floculacion por agotamiento: seccion 3.5.1).

Las emulsiones de esta zona guardan las proporciones Viscarin: caseinato mas

elevadas del diagrama.
b) Zona “inestable”

En la Figura 33 destaca una amplia zona de inestabilidad. En términos de composicion
del medio, esta zona difiere de la anterior en que disminuye la relacién
Viscarin:caseinato. Las emulsiones en esta zona parecian estables al abrir la lata, pero
bastaba una ligera agitacion para que se formaran en la superficie agregados
laminares, de gran tamaio. Este singular comportamiento pudiera ser indicativo de
floculacion por puenteo segiin indica Syrbe et al., (1988), quien senala ademas que
durante la agitacién los agregados floculados se mueven mas facilmente en presencia
de un flujo impuesto y “recogen” a agregados mas pequerios. Los agregados mas
grandes se presentaron en concentraciones intermedias de caseinato (3.8 y 4.9%) y

Viscarin GP 209 (0.1 y 0.2%).

FIGURA 33. Emulsiones inestables.
A.A antes de agitar 74
D.A después de agitar.



De acuerdo con la secciéon 3.5.2 la floculacién por puenteo se da cuando un polimero
capaz de adsorberse en una particula coloidal se encuentra en cantidad insuficiente
para cubrir la superficie de la particula. Entonces, una misma molécula de polimero
podria adsorberse simultGneamente en 2 particulas coloidales, provocando su
floculacién. Al igual que en la zona considerada como “Muy inestable”, es probable que
las interacciones de la carragenina con la proteina no hayan dejado proteina suficiente
para cubrir adecuadamente las gotas de aceite. La carragenina podria entonces

indirectamente promover la floculacion por puenteo.

Al ser sometidas a la centrifugacion, las emulsiones de la zona calificada como
“Inestable” presentaron también anchos cremados (% cremado >100%) , sin embargo,

el contraste entre la fase superior y la inferior es menos marcado ya que ambas fases
presentan un color blanco opaco sin ser tan evidente la separacion acuosa. Estas
observaciones sugieren que: si en la zona “Muy inestable” un exceso de carragenina no
adsorbida habria promovido una separacion por el efecto osmoético de agotamiento,
este efecto casi ha desaparecido al disminuir la relacién Viscarin:caseinato.
Nuevamente, seria necesario determinar las concentraciones de proteina y de

carragenina presentes en las fases para dar corroborar esta hipotesis.

1) cL1
2) cL2
3) CL3

4) CL4

1 2 3 4

FIGURA 34: Efecto de la centrifugacion
en la serie CL considerada "“inestable”
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¢) Zona Relativamente estable

La composicion de las emulsiones en estas zonas se distingue por las altas
concentraciones tanto de caseinato (6.1%) como de carragenina (0.2 y 0.3%). Estas
emulsiones no presentaban agregados ni los formaban después de ser agitadas, sin
embargo, era posible distinguir cierta separacion acuosa al momento de transvasar la

emulsion.

La ausencia de agregados (nata) en estas emulsiones puede interpretarse como el
reflejo de una adecuada cobertura de las gotas de aceite con caseinato de calcio. No
parece haber indicios de floculacion por puenteo ni siquiera en la maxima
concentracion de Viscarin (0.3% que en la serie con menor concentracion de proteina
dio lugar a sistemas “Muy inestables”) . Esta estabilidad parece deberse a relaciones
apropiadas de Viscarin y caseinato de calcio donde habria suficiente proteina para
interaccionar con la carragenina sin dejar de cubrir adecuadamente las gotas de

aceite. Una mayor viscosidad de estos sistemas influyé también en su estabilidad.

FIGURA 35: Efecto de la
centrifugacion en la serie DL
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6.4.2 Efecto de la concentracion del Viscarin GP209 sobre el pH de emulsiones

formuladas con caseinato de calcio

Los pHs determinados sobre las emulsiones formuladas con caseinato de calcio y la
carragenina Viscarin GP209 fueron, en todos los casos, superiores a 6.7 esto es, muy
por encima del punto isoeléctrico de la caseina por lo que se considera que ambos
polimeros: proteina y carragenina se encuentran con carga neta negativa.

El hecho de que ambos polimeros se encuentren con carga neta negativa; no impide,
sin embargo, la interacciéon de ciertos “parches positivos” presentes en la proteina con
los grupos sulfato de la carragenina. De acuerdo con Dickinson (1998) la atraccién del
grupo protéico —NH3 + y los grupos OSO3 — presentes en la carragenina son fuertes y
permiten una interaccion atractiva neta a pHs aun muy por encima del punto

isoeléctrico de las caseinas (Figura 36).

Las interacciones atractivas entre polimeros con cargas netas del mismo signo
también son posibles mediante el puenteo por iones divalentes como el calcio que se

encuentra presente en el caseinato de calcio.

Proteina con carga [ [ [ | |
neta negativa NMH, ©oy  HNH - WH
9 ]/| 2 ':'1: : COp 2
_,_,-o—"‘f-r S Lol I |
T, Coy : ! I:+ Puenteo por
1:"H3 COy WHy = Cai:+ Ca iones divalentes
| ] _ _ _ I 1
To4 s|04 TO" ' .
S0 - S0 - Sy
L A ' ' ' B
Polisacdrido sulfatado

FIGURA 36. Interacciones posibles entre una proteina y un polisacdrido
sulfatado a pH > pI proteina
A. Afracciones locales entre aminodcidos bdsicos positivos NH3" y grupos SO4  son
posibles aln cuando la carga neta de ambos biopolimeros sea negativa (Dickinson,
1998)
B. La presencia de calcio permite la formacién de un puente divalente entre 2
polimeros con carga heta negativa (Bubnis,2000)




La Figura 37 muestra un aumento en el pH de las emulsiones al aumentar las

concentraciones de Viscarin GP209

El aumento de pH probablemente se deba a la presencia de grupos sulfato residuales
(esto es que no se encuentren interaccionando con la proteina). Dichos grupos

entrarian en equilibro con su forma acida al atrapar protones del medio acuoso.

7.1

7 ,d% —e—Serie AL
6.9

—=— Serie BL
o

—a—Serie CL
6.7 ¥/ —— Serie DL
6.6

pH

0 0.1 0.2 0.3 0.4
Viscarin GP 209 (%w/w)

FIGURA 37. pHs de emulsiones con Viscarin GP209

6.4.3 Efecto de la concentracion del Viscarin GP209 sobre la viscosidad de

emulsiones formuladas con caseinato de calcio

La presencia de carragenina Viscarin GP209 incrementa la viscosidad de las
emulsiones como se puede observar en la Figura 38 donde la viscosidad aumenta con

la concentracion de carragenina para todos los niveles de caseinato estudiados.
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FIGURA 38. Viscosidad de emulsiones con Viscarin

Para altas concentraciones de caseinato de calcio y Viscarin (serie DL) vemos que el
aumento en la viscosidad se vio acompainado de un aumento en la estabilidad de las
emulsiones. Esto debido seguramente a un incremento en la viscosidad de la fase
acuosa lo que favorece la suspension de las gotas de aceite y limita su movilidad

evitando la coalescencia.

Aumentos en la viscosidad, sin embargo, no siempre se tradujeron en una mayor
estabilidad de las emulsiones. Por ejemplo: la emulsion AL4 que fue la mas viscosa de

la serie AL fue también la mas inestable como ya se indicé en la seccion anterior.

En un estudio similar, Dickinson (2003) interpreta la alta viscosidad de una emulsion
que era evidentemente inestable, como el resultado de una significativa atraccién entre

la proteina y el hidrocoloide presentes en la misma (seccion 3.6.1).

Considerando esto, el incremento en la viscosidad que presenta la emulsién AL4, puede
reflejar la formacion de estructuras floculadas que suponen la interaccion, no solo
entre la carragenina y la proteina libre, sino también entre la carragenina y la
proteina que se encuentra cubriendo las interfases agua-aceite. Esta interaccion
pudiera interferir con una adecuada cobertura de las gotas de aceite (a esa relaciéon de

caseinato y Viscarin) afectando ast la estabilidad de la emulsion.
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6.4.4 Efecto de la concentracion del Viscarin GP209 sobre el Tamano de
Particula de emulsiones formuladas con caseinato de calcio

En las emulsiones de las series con menor concentracion de caseinato (ver Figura 39;
series AL y BL, con 2.6 y 3.8 % de caseinato) se observa un aumento particularmente
drastico en el tamano de particula de las emulsiones al aumentar la concentracion de
Viscarin. Estos aumentos confirman las tendencias que se presentan en el resto de las
observaciones indicando un mecanismo de formacién de puentes originado por
interacciones entre la carragenina y la proteina. La inestabilidad se hace mas evidente
en aquellas emulsiones donde se eleva la relaciéon hidrocoloide: proteina (relacion 1:9

en emulsion AL4), como se observo en la prueba de cremado por centrifugacion.

6
fg\ 5 74 —e— Serie AL
—~ £ 4 _
mn 5 / —=— Serie BL
I E 3
D g 2 1 —aA— Serie CL
E 1 —=— Serie DL
0 1 T T T
0 0.1 0.2 0.3 0.4

Viscarin GP 209 (% w/w)

FIGURA 39. D(4,3) de emulsiones con Viscarin GP209
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7. CONCLUSIONES

1.-EMULSIONES MODELO O BLANCOS SERIES A, BCy D (con 4.06 % w/w

de aceite y 2.6, 3.8, 4.9y 6.1 % w/w de caseinato de calcio)

En una emulsion al 4.06% de aceite en agua, aumentos en la concentracion de
caseinato de calcio dentro del rango de 2.6-6.1% favorecieron la estabilidad de la
emulsion.

Esta tendencia se ve reflejada en una menor formacién de crema y agregados y en
una tendencia a la disminucién del tamanio de particula.

Este comportamiento se atribuye a la presencia de mayor cantidad de material
surfactante al momento de formarse la emulsién y a un incremento en la viscosidad

que concentraciones crecientes de caseinato confieren a la fase acuosa.

2.-EMULSIONES CON CASEINATO DE CALCIO Y GOMA DE MEZQUITE
(Series AZ, BZ, CZ y DZ con 0.5, 0.9, 1.3 Yy 1.7 %w/w de goma de

mezquite).

La goma de mezquite adicionada a las emulsiones blanco en un rango de

concentracion de 0.5-1.7% no favorecioé su estabilidad.

La inestabilidad se refleja en la formacion irreversible de grandes y abundantes
agregados. No se observé algun efecto sinérgico entre las propiedades
emulsificantes del caseinato de calcio y las de la goma de mezquite en las

concentraciones estudiadas.
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3.- EMULSIONES CON CASEINATO DE CALCIO Y PRODUCTO A BASE DE
CELULOSA MICROCRISTALINA AVICEL CL611 (Series AM, BM, CM y
DM con 0.25, 0.36, 0.48 y 0.6% w/w de Avicel CL611).

El Avicel CL611 adicionado a las emulsiones blanco en un rango de concentracion
de 0.25-0.6% promovié un aumento en la estabilidad de las emulsiones al
incrementarse tanto la concentracién de Avicel como la de caseinato.

Esta mayor estabilidad se atribuye a un marcado incremento en la viscosidad de la
fase acuosa.

El Avicel CL611 presenta cierto grado de adsorcion en interfases.

4.- EMULSIONES CON CASEINATO DE CALCIO Y PRODUCTO A BASE DE
LAMBDA-().)-CARRAGENINA VISCARIN GP209 (Series AL, BL, CL, y DL

con 0.02, 0.1, 0.2y 0.3% w/w de Viscarin GP209)

El Viscarin GP 209 al ser adicionado en proporciones elevadas (0.2 y 0.3%) a
emulsiones con baja concentracion de caseinato (2.6%) promovid la inestabilidad
de los sistemas.

La inestabilidad se vio reflejada en la formacion de anchos cremados y separacion

acuosa durante la centrifugaciéon y en un brusco aumento del tamario de particula.

El Viscarin GP 209 también promovié inestabilidad en gran parte de las emulsiones
estudiadas. Esta inestabilidad se caracterizé por la aparicion de grandes
agregados que se formaban al agitar los envases y se atribuye al fendémeno de
“floculacién por puenteo.”

El Viscarin GP 209 al ser adicionado en cantidades elevadas (0.2 y 0.3%) a
emulsiones con alta concentracion de caseinato (6.1%) dio lugar a emulsiones
relativamente estables. Esta tendencia se atribuye a un aumento en la

concentracion de caseinato y a un aumento importante en la viscosidad del medio.
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» RECOMENDACIONES

Es importante recordar que las emulsiones con las que aqui se trabajo son sistemas
muy sencillos (aceite, agua, proteina e hidrocoloide) comparados con los que serian
emulsiones alimentarias donde una gran variedad de ingredientes afectan la
estabilidad de las emulsiones y es preciso ademds cumplir con especificaciones de

calidad y aspectos sanitarios que aseguren la inocuidad de los alimentos.

Considerando lo anterior se sefiala aqui que los resultados obtenidos en este trabajo

no serdn extrapolables a otros sistemas mas complejos.

Algunas recomendaciones precisas en el uso de hidrocoloides se presentan a

continuacion:

> Dispersar el hidrocoloide mediante adicion lenta de porciones pequefias a una
suficiente cantidad de agua en agitacion elevada. Esto para evitar la formacion

de masas que resultan después muy dificiles de dispersar (Ofner, 2000).

> Evitar hidrocoloides o concentraciones de los mismos que dentro de los sistemas
eleven demasiado la viscosidad o modifiquen de manera importante su reologia
esto es especialmente importante en productos que son sometidos a tratamientos
térmicos ya que, a medida que los sistemas se alejan del comportamiento
Newtoniano, las corrientes de conveccion dejan de distribuir el calor
adecuadamente por lo que su calentamiento requiere un gasto mayor de tiempo y

energia (Dell, 2001).

En relacion a lo anterior, para cada alimento o féormula se recomienda valorar
fisicamente, sobre puntos frios del proceso, la eficiencia del tratamiento térmico
que asegure la esterilidad e inocuidad del producto y constituye un punto critico

en todos los procesos.
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GRAFICAS DE DISTRIBUCION DE TAMANO
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Apéndice B Graficas de Densidad
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