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RESUMEN

En este trabajo se estudiaron las propiedades emulsionantes y encapsulantes de materiales de pared
formados por mezclas goma de mezquite — mucilago de nopal (GM-MN) y goma de mezquite —
mucilago de chia (GM-MC), y se determind el efecto de éstos sobre caracteristicas deseables como
la retencion y la proteccidn del aceite esencial de limén (AEL) microencapsulado por secado por

aspersion.

La primera parte de este estudio consistié en la caracterizacion fisicoquimica y evaluacion de las
propiedades funcionales de dispersiones acuosas de GM-MN (75-25, 50-50, 25-75) y de los
biopolimeros individuales. Las mezclas de GM-MN tuvieron valores de potencial zeta (PZ) mas
negativos que los biopolimeros individuales, asi, el valor de PZ més negativo fue para la mezcla
75-25 GM-MN (-14.92 mV a pH=7.0) representando la dispersidon acuosa con mayor estabilidad
electrostatica. El analisis reoldgico permitié determinar que a mayor concentracion de MN en las
mezclas GM-MN, se incrementd la viscosidad aparente (7a), las curvas de viscosidad de las
mezclas GM-MN (30% w/w) presentaron un comportamiento pseudoplastico y se ajustaron al
modelo ley de potencia (r>>0.99), ademas, mediante pruebas de corte oscilatorio dinamico se
obtuvo que las mezclas GM-MN tuvieron un comportamiento viscoelastico de tipo fluido donde
el médulo de pérdida predomind sobre el médulo de almacenamiento (G">G’) a lo largo de la
amplitud de deformacion. Por otro lado, el anlisis térmico por calorimetria diferencial de barrido
(DSC) mostré que las mezclas GM-MN presentaron estabilidad térmica ya que sus picos de

descomposicion se encontraron a temperaturas superiores a 300°C.

Respecto a las propiedades funcionales, a mayor concentracion de GM en las mezclas GM-MN
hubo mayor capacidad emulsionante, asi, el valor mas alto fue para la GM (98.4%), en contraste,
a mayor concentracion de MN en las mezclas GM-MN hubo mayor capacidad espumante, asi, el
valor mas alto fue para el MN (43%). Luego de estos resultados se determind que las mezclas GM-
MN podrian ser usadas en la formulacion de emulsiones y en formacién de microcapsulas de

compuestos activos por secado por aspersion.

La segunda parte consistid en la preparacion de emulsiones y formacion de microcapsulas de AEL
con mezclas de GM-MN (75-25, 50-50, 25-75) y con los biopolimeros individuales. Los cinco
tipos de emulsiones se evaluaron de acuerdo a su tamafio de gota D[4,3] (1.49-9.16 um), a su valor

de PZ cuyos resultados negativos (entre -16.07 y -20.13 mV) indicaron la estabilidad electrostatica



de las emulsiones, y se llevo a cabo un analisis reoldgico donde se determind que las emulsiones
estabilizadas con GM-MN (sélidos totales 40% w/w) tuvieron un comportamiento de tipo
pseudopléstico y sus curvas de viscosidad se ajustaron al modelo de ley de potencia (r>>0.97). Por
otro lado, los cinco sistemas de microcapsulas se evaluaron de acuerdo a su tamafio de particula
D[4,3] (11.91-44.41 um), a su morfologia por microscopia electronica de barrido, a su contenido
de aceite volatil total retenido (AVTR) (45.9-74.4%), a su eficiencia de encapsulacion (EE) (70.9-
90.6%), a un analisis térmico por DSC, y a su estabilidad oxidativa por valor peroxido del AEL

encapsulado y almacenado a 35°C durante ocho semanas.

Las emulsiones con mayor concentracion de GM en las mezclas GM-MN, tuvieron menores
tamafios de gota y menores valores de 7a, en consecuencia, sus microcapsulas tuvieron menores
tamafos de particula y presentaron encogimiento, lo cual pudo dafar las superficies de las
microcapsulas provocando una mayor oxidacion del aceite, sin embargo, éstas tuvieron los valores
de retencion de aceite mas altos. Por el contrario, las emulsiones con mayor concentracion de MN
en las mezclas GM-MN presentaron mayores tamarios de gota y mayores valores de #a, por ende,
sus microcapsulas tuvieron mayores tamafios de particula, sus microcapsulas no presentaron
encogimiento, es decir, sus superficies estuvieron libres de grietas o fracturas, tuvieron mayores
valores de EE y mayor estabilidad oxidativa del aceite respecto al tiempo. Por lo tanto, las mezclas
de GM-MN tuvieron un efecto positivo sobre caracteristicas deseables en las microcapsulas de
AEL como mayor retencidn y proteccion del aceite contra la oxidacion incrementando su tiempo

de vida de anaquel.

La tercera parte consistio en la preparacion de emulsiones y formacion de microcapsulas de AEL
con mezclas de GM-MC (90-10 y 80-20) y GM como control. Las curvas de viscosidad de las
emulsiones mostraron que a mayor concentracion de MC en las emulsiones GM-MC, mayores
fueron los valores de 7a, ademas, ambas emulsiones GM-MC (sélidos totales 26.6% w/w)
presentaron un comportamiento pseudoplastico y sus curvas de viscosidad fueron descritas por los

modelos Cross y Carreau (r>>0.99).

Las emulsiones estabilizadas con las mezclas 90-10 y 80-20 GM-MC tuvieron tamafos de gota
mas grandes (D[4,3]=36.88 y 48.6 um, respectivamente) y en consecuencia, microcapsulas con
tamafios de particula mas grandes (D[4,3]=13.8 y 18.4 um, respectivamente) respecto a los de la

GM, ademas, las mezclas GM-MC presentaron valores altos de eficiencia de encapsulacion



(EE>98.3%) y valores bajos en el contenido de aceite volatil total retenido (AVTR<51.5%). Por
otro lado, las microcapsulas GM-MC se utilizaron para realizar una cinética de estabilidad
oxidativa del AEL a 35°C por siete semanas, y una cinética de liberacion del AEL encapsulado
usando distintas condiciones de pH (2.5 y 6.5) y temperatura (37°C y 65°C) en el medio de

liberacion.

Las emulsiones con mayor concentracion de MC en las mezclas GM-MC, tuvieron mayores
tamafios de gota y mayores valores de #a, de este manera, sus microcapsulas tuvieron mayores
tamafos de particula (con mayor grosor de su matriz polimérica y menor area superficial en
contacto con el oxigeno) y valores altos de EE, lo cual provocd una mayor estabilidad oxidativa
del aceite en comparacion con las microcéapsulas de GM. Las cinéticas de oxidaciéon del AEL

encapsulado con mezclas GM-MC fueron descritas por el modelo de orden cero (r>>0.94).

Las cinéticas de liberacidn del AEL de las microcapsulas GM-MC y GM se vieron afectadas por
el tipo de material de pared y por las condiciones del medio (pH y temperatura), asi, a mayor
concentracion de MC en las microcdpsulas de GM-MC, la velocidad de liberacion del AEL fue
mas lenta, lo cual podria influir en el aspecto sensorial y tecnolégico al aplicar el producto. Las
cinéticas de liberacion del AEL se ajustaron a diferentes modelos matematicos (orden cero, primer
orden, Higuchi y Peppas) y los mecanismos de transporte del aceite se describieron como Fickiano,
no Fickiano o anémalo, o transporte tipo supra II.

Las mezclas de GM-MC tuvieron un efecto positivo sobre caracteristicas deseables en las
microcapsulas, es decir, mayor retencion y estabilidad oxidativa del aceite encapsulado, ademas,

retrasaron la liberacion del aceite respecto a las microcépsulas de GM.

Finalmente, las mezclas GM-MN y GM-MC surgen como nuevos sistemas de aditivos alimentarios
con alta funcionalidad para la microencapsulacion de aceites, asimismo, estas mezclas promueven

el uso de mucilagos como nuevos aditivos para su aplicacién en la industria alimentaria.

Xi



ABSTRACT

In this work, emulsifying and encapsulating properties of wall materials constituted by mesquite
gum - nopal mucilage (GM-MN) and mesquite gum — chia mucilage (GM-MC) mixtures and its
effect on desirable characteristics such as retention and protection of encapsulated lemon essential

oil (AEL) by spray drying, were determined.

First, physicochemical characteristics and functional properties of GM-MN (75-25, 50-50, 25-75)
mixtures and of the individual biopolymers on aqueous dispersions were evaluated. GM-MN
mixtures had zeta potential (PZ) values more negative than the individual biopolymers, so the most
negative PZ value was for 75-25 GM-MN (-14.92 mV at pH=7.0) dispersion, which had the
greatest electrostatic stability. A rheological analysis allowed to determine that as MN
concentration increased in GM-MN mixtures, the apparent viscosity (7a) also augmented, besides
the viscosity curves of GM-MN mixtures (30% w/w) had a pseudoplastic behavior and they were
adjusted to the power law model (r>>0.99). Through a dynamic oscillatory shear test, it was
determined that GM-MN mixtures had a fluid type viscoelastic behavior where the loss modulus
predominated over the storage modulus (G">G') along the strain. On the other hand, the thermal
analysis by differential scanning calorimetry (DSC) showed that GM-MN mixtures and the
individual biopolymers were thermally stable and their decomposition peaks were found at
temperatures above 300°C.

Regarding functional properties, it was found that the higher the concentration of GM in GM-MN
mixtures, the greater the emulsifying capacity, where the highest value was for GM (98.4%); in
contrast, the higher the MN concentration in GM-MN mixtures, the higher the foaming capacity,
where the highest value was for the MN (43%). After these results, it was determined that GM-MN
mixtures could be used in emulsions formulation and in active compounds microcapsules

formation by spray drying.

Second part consisted in emulsions preparation and microcapsules formation using AEL as core
material, and GM-MN mixtures (75-25, 50-50, 25-75) and the individual biopolymers as wall
materials. Five types of emulsions were evaluated and the results showed that droplet size D[4,3]
ranged from 1.49 to 9.16 um; through a rheological analysis it was determined that GM-MN
emulsions (40% w/w of total solids) had a pseudoplastic behavior and their viscosity curves were

adjusted to the power law model (r>>0.97), besides, their PZ values were negatives in a range from

Xii



-16.07 to -20.13 mV which indicated their electrostatic stability. On the other hand, five
microcapsules systems were evaluated by their particle size D[4.3] (11.91-44.41 um), their
morphology by scanning electron microscopy, their total content of volatile oil retention (AVTR)
(45.9-74.4%), their encapsulation efficiency (EE) (70.9-90.6%), a thermal analysis by DSC, and

an oxidation kinetics by peroxide value of the encapsulated AEL, stored at 35°C for eight weeks.

Emulsions with higher GM concentration in GM-MN mixtures, had smaller droplet sizes and lower
values of #a, consequently, their microcapsules had smaller particle sizes, besides, they showed
shrinkage on their surfaces which could damage the microcapsules, therefore, they had lower oil
oxidative stability, but they had the highest oil retention values. In contrast, emulsions with higher
MN concentration in GM-MN mixtures, had larger droplet sizes and higher values of #sa,
consequently, their microcapsules had larger particle sizes, had higher EE values, their surfaces
did not show shrinkage, that is, they were found free of surface cracks and they had greater oil
oxidative stability over the time. Therefore, GM-MN mixtures had a positive effect on desirable
characteristics of AEL microcapsules, since a greater oil retention and oil protection against

oxidation were achieved, which increased the oil shelf life.

Third part consisted in emulsions preparation and microcapsules formation using AEL as core
material, and GM-MC mixtures (90-10 and 80-20) and GM (control) as wall materials. Emulsions
stabilized with 90-10 and 80-20 GM-MC mixtures had larger droplet sizes (D[4,3]=36.88 and 48.6
um, respectively) than those of the GM emulsion, and by a rheological analysis it was determined
that the higher the MC concentration in GM-MC emulsions, the higher the #a, in addition, both
GM-MC emulsions (26.6% wi/w of total solids) had a pseudoplastic behavior and their viscosity
curves were described by Cross and Carreau models (r>>0.99). On the other hand, AEL
microcapsules covered with 90-10 and 80-20 GM-MC mixtures had particle sizes D[4.3] of 13.8
and 18.4 um, a content of AVTR 0f 49.6 and 51.5% , and EE values of 98.3 and 96.6%, respectively;
Likewise, these AEL microcapsules were evaluated by a thermal analysis, an oil oxidation kinetics
by peroxide value at 35°C for seven weeks, and an oil release kinetics under different conditions
of pH (2.5 and 6.5) and temperature (37°C and 65°C).

Emulsions with higher MC concentration in GM-MC mixtures, had larger droplet sizes and higher

na values, consequently, their microcapsules had larger particle sizes, and a greater oxidative
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stability of the encapsulated AEL which increased the oil shelf life, and their oxidation Kinetics
were described by the zero-order model (r>>0.94).

Oil release kinetics allowed to know that the higher the MC concentration in GM-MC
microcapsules, the slower the oil release rate, and these results vary according to the medium
conditions (pH and temperature). Oil release kinetics were adjusted to different mathematical
models (zero-order, first-order, Higuchi and Peppas) and the oil transport mechanisms were
described as Fickian, non-Fickian or anomalous, and supra Il type, whose classification was

established according to the type of wall material and release conditions.

GM-MC mixtures had a positive effect on desirable characteristics of AEL microcapsules, since
they had a greater oil retention and oil protection against oxidation than the GM microcapsules,
besides, MC addition in GM-MC microcapsules contributed to delay the oil release rate, which can

be useful in the sensory part at applying the product.

Both, GM-MN and GM-MC mixtures, are food additives systems with high functionality that
emerge as alternatives for essential oil microencapsulation, in addition, these mixtures promote the

mucilages usage as new additives for their application in the food industry.
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INTRODUCCION

La obtencion y caracterizacion de nuevos aditivos alimentarios es un trabajo del dia a dia en los
laboratorios de investigacion y resulta de gran interés para la industria alimentaria. Estos estudios
se realizan utilizando nuevas fuentes de extraccion para obtener aditivos con interesantes
caracteristicas fisicoquimicas y propiedades funcionales para su aplicacién, con alta
biodisponibilidad y bajo costo. El objetivo es encontrar aditivos alternativos capaces de sustituir a
los mas usados los cuales tienden a fluctuar sus precios en funcion de su pais de origen y

disponibilidad.

Este trabajo se enfocd en el estudio de dos mucilagos provenientes de cladodios de nopal y de
semilla de chia, las cuales son materias primas altamente producidas en México. Tanto el mucilago
de nopal (MN) como el mucilago de chia (MC) han sido investigados previamente y se ha
encontrado que tienen interesantes caracteristicas fisicoguimicas y propiedades funcionales
(espesantes, espumantes, emulsionantes y encapsulantes), ademas, han sido aplicados en la
formulacién de coacervados, emulsiones, peliculas comestibles y microcapsulas de compuestos

activos, por lo que representan alternativas de aditivos para ser aplicados en la industria alimentaria.

Por otro lado, la goma de mezquite (GM) es un biopolimero producido en México que ha sido
utilizado como material de pared en la encapsulacion de aceites esenciales y a pesar de ser un buen
agente encapsulante (con caracteristicas similares a la goma ardbiga) ha mostrado algunas
deficiencias funcionales, por lo que ha sido mezclado con otros biopolimeros con la finalidad de

encontrar efectos sinérgicos que permitan mejorar sus propiedades individuales.

En este trabajo se estudiaron las mezclas GM-MN y GM-MC en la produccién de emulsiones y
microcapsulas de aceite esencial de limén (AEL), cabe mencionar que este aceite es un saborizante
muy usado en formulaciones de alimentos, pero bastante susceptible a la oxidacién. El objetivo de
esta investigacion consistié en evaluar las propiedades emulsionantes y encapsulantes de materiales
de pared formados por mezclas de GM — mucilago y en determinar su efecto sobre caracteristicas

deseables en las microcapsulas de AEL.



1. ANTECEDENTES

1.1 Mucilagos

Los mucilagos son biopolimeros complejos con gran capacidad de absorber agua, los cuales son
extraidos de plantas (semillas o tallos suaves) mediante el sumergimiento en agua (Kaewmanee et
al., 2014). Estos mucilagos tienen propiedades funcionales como agentes espesantes,
emulsionantes, espumantes y encapsulantes, por lo que han sido aplicados en la formulacién de
coacervados, emulsiones, peliculas comestibles y microcapsulas de compuestos activos, de esta
manera representan alternativas interesantes para la industria alimentaria. Algunos ejemplos de
extraccion y aplicacion de mucilagos obtenidos de distintas fuentes son: el de la planta de Aloe
vera (Cervantes-Martinez et al., 2014), el de semilla de tamarindo (Alpizar-Reyes et al., 2017), el
de semilla de linaza (Kaewmanee et al., 2014), el de cladodios de pitahaya (Hylocereus undatus)
(Garcia-Cruz et al., 2013), el de semillas de Lepidium perfoliatum (Koocheki et al., 2013) y el de
semillas de chia (Salvia hispanica L.) (Mufioz et al., 2012b; Capitani et al., 2013).

1.1.1 Mucilago de nopal

El mucilago de nopal (MN), obtenido de cladodios de Opuntia ficus indica (miembro de la familia
cactaceae), es una mezcla de polisacaridos &cidos y neutros cuya estructura esta compuesta por
24.6-42% de arabinosa; 21-40.1% de galactosa; 8-12.7% de acido galacturénico; 7-13.1% de
ramnosa y 22-22.2% de xilosa, ademas de glicoproteinas (Sdenz et al., 2004). El MN tiene un peso
molecular de 2.3x10* a 4.3x10° Da y se comporta como un polielectrolito (Medina-Torres et al.,
2000). El analisis proximal del MN en polvo indica que esta constituido por carbohidratos
(66.65+0.61), proteina (6.34+0.61), cenizas (23.1940.69), lipidos (0.59+0) y humedad (3.23+0.39)
expresado en g/100g (Rivera-Corona et al., 2014).

ElI MN es un material espesante con un comportamiento reoldgico no-Newtoniano de tipo
pseudoplastico, el cual se atribuye a la configuracion de bobina aleatoria (random coil, en inglés)
del mucilago (Medina-Torres et al., 2000). Asimismo, el MN tiene una temperatura de transicion
vitrea (Tg) de 45°C con una humedad de 7.2% (Leon-Martinez et al., 2010).

El MN ha sido usado como retenedor de agua, espesante de alimentos, emulsionante (Ledn-
Martinez et al., 2010), como agente encapsulante de acido galico por secado por aspersion con

buenos resultados (Medina-Torres et al., 2013) y como componente de peliculas comestibles de



frutas para extender su tiempo de vida de anaquel tomando ventaja del bajo costo del material
(Zambrano-Zaragoza et al., 2014).

1.1.2 Mucilago de chia

El mucilago de chia (MC) es la fibra soluble expulsada de la semilla de chia al entrar en contacto
con el agua, lo cual genera un gel claro mucilaginoso que permanece unido a las capas exteriores
de la semilla (Salgado-Cruz et al., 2013). EI MC es un tetrasacarido con residuos 4-O-metil-a-D-
glucoronopiranosil que son ramas de residuos de B-D-xilopiranosil de la cadena principal la cual
consiste en  unidades  (1—4)-B-D-xilopiranosil-(1—4)-a-D-glucopiranosil-(1—4)-p-D-
xilopiranosil y su relacién de monosacaridos es p-D-xilosa, a-D-glucosa y &cido 4-O-metil-a-D-
glucurénico 2:1:1, con un peso molecular que oscila en el intervalo de 0.8—2x10° Da (Lin et al.,
1994).

Un andlisis proximal del MC crudo en polvo indica que esta constituido por carbohidratos
(63.7£0.5), fibra cruda (13.5+0.6), proteina (11.2+0.3), humedad (11.5+0.3) cenizas (8.4+0.1) y
lipidos (3.1£0.2) expresados en g/100g (Capitani et al., 2013). Como se puede apreciar, el MC
tiene un alto contenido de proteina el cual favorece sus propiedades emulsionantes, mientras que
su alto contenido de carbohidratos y fibra favorece sus propiedades encapsulantes y su tendencia a
formar geles (De-Campo et al., 2017).

ElI MC tiene una alta capacidad de retencidn de aceite, la cual es util en la retencion de compuestos
activos base aceite (Segura-Campos et al., 2014), una alta capacidad de retencién de agua (23 g
de agua/g de goma) similar a la goma guar, altos valores de viscosidad a bajas concentraciones
(Timilsena et al., 2016b) y tiene tendencia a formar geles por lo que puede ser usado como
modificador de textura (Goh et al., 2016). Asimismo, el MC tiene una temperatura de transicion
vitrea (Tg) que oscila entre 42.93 y 57.93°C a diferentes actividades de agua y temperaturas, por
lo que se sugirid su aplicacion como material de pared en la microencapsulacion por secado por
aspersion (Velazquez-Gutiérrez et al., 2015).

ElI MC hasido aplicado en la formulacidn de peliculas comestibles mezclado con proteinas (Mufioz
et al., 2012a; Capitani et al., 2016), en la estabilizacion de emulsiones (Guiotto et al., 2016), en la
microencapsulacion por secado por aspersion del aceite de semilla de chia usando coacervados

complejos de aislado de proteina de chia y goma de semilla de chia (Timilsena et al., 2016a), y en



la nanoencapsulacion por liofilizacion de aceite de semilla de chia donde el MC fue usando en baja
concentracion para conseguir la formacion de nanocapsulas (De-Campo et al., 2017).

1.2 Goma de mezquite

La goma de mezquite (GM) es un exudado obtenido de &rboles de mezquite Prosopis spp. La
estructura de la GM esta formada por un heteropolielectrolito complejo altamente ramificado que
tras ser hidrolizado con &cido mineral diluido produce L-arabinosa, B-D-galactosa, y acido 4-O-
metil-D-glucurdnico en una proporcion molar de 4:2:1 (Vernon-Carter et al., 2000). Asimismo, la
GM tiene una pequefia cantidad de proteina reportada entre 2.0 y 4.8% (Roman-Guerrero et al.,
2009) y especificamente para la GM (Prosopis laevigata) de 2.7+0.1% (Orozco-Villafuerte et al.,
2003). Por otro lado, el peso molecular de la GM es de 2.12x108 Da (Vernon-Carter et al., 1998).
La GM tiene la capacidad de formar peliculas viscoelasticas en la interfase agua-aceite y actua
como agente estabilizante al poseer grupos hidrofébicos e hidrofilicos. Los grupos hidrofdbicos
(parte proteinica) sirven de anclaje con la fase oleosa, mientras que los grupos hidrofilicos
(polisacéaridos) se orientan hacia la fase acuosa, de esta manera se reduce la tension interfacial y se
estabiliza la emulsion.

La GM tiene buenas propiedades emulsionantes, encapsulantes y de formacion de pelicula lo cual
se atribuye principalmente a su contenido de proteina. Dichas propiedades son comparables o
superiores a las presentadas por la goma arabiga (Rodea-Gonzélez et al., 2012).

Las propiedades emulsionantes de la GM han sido estudiadas por Acedo-Carrillo et al. (2006)
usando aceite de céscara de naranja encontrando emulsiones estables contra la separacion
gravitacional y la coalescencia. Por otro lado, la GM ha sido usada para encapsular aceites
esenciales como el aceite de cascara de naranja (Beristain y VVernon-Carter, 1994) y el aceite de
cardamomo (Beristain et al., 2001), y ha sido mezclada con otras gomas con el objetivo de
encontrar algun efecto sinérgico, asi, las mezclas de GM y goma arabiga tuvieron un porcentaje de
aceite retenido mas alto (93.5%) respecto a la GM y a la goma arabiga cuando se usaron por
separado (Beristain y Vernon-Carter, 1995). En estudios mas recientes, la GM ha sido mezclada
con concentrado de proteina de suero (WPC, en inglés) y maltodextrina en la microencapsulacién
de oleorresina de chile rojo (Pérez-Alonso et al., 2008), y con WPC en la microencapsulacion de

aceite de semilla de chia (Escalona-Garcia et al., 2016).



1.3 Mezclas de biopolimeros

Las mezclas de biopolimeros pueden conducir a grandes cambios en la conformacion y en las
interacciones de los biopolimeros, dichos cambios pueden influir en las propiedades fisicoquimicas
de las dispersiones como en su apariencia, reologia y estabilidad. Ademas, las interacciones entre
biopolimeros podrian formar estructuras con nuevas propiedades funcionales como espesantes,
formadores de gel, espumantes, emulsionantes o encapsulantes (McClements, 2005).

El tipo de interacciones entre biopolimeros depende de sus estructuras y de sus caracteristicas
moleculares (peso molecular, hidrofobicidad, carga eléctrica y flexibilidad), asi como de sus
concentraciones (Li et al., 2012). Por otro lado, considerando que los biopolimeros estan cargados
eléctricamente, ciertos factores como el pH, la fuerza iénica y el calentamiento tienen un efecto
sobre la estabilidad de sus estructuras (Turgeon et al., 2003). Las interacciones mas comunes entre
biopolimeros que pueden provocar la union o repulsion de particulas son las interacciones
hidrofdbicas, electrostaticas, estéricas o puentes de hidrégeno (McClements, 2005).

En las mezclas entre dos o méas polisacaridos las moléculas interactian formando redes a través de
zonas de unién especificas generando geles mas robustos, como ocurre con la mezcla de goma de
Xantana — galactomanana cuya fuerza de gel depende de la proporcion de manosa — galactosa
(Schorsch et al., 1997). Por otro lado, las interacciones polisacarido — proteina son normalmente
interacciones de tipo electrostaticas entre biopolimeros con cargas opuestas, sin embargo, en
algunos casos, las interacciones macromoleculares primarias se dan mediante la formacién de

puentes de hidrogeno e interacciones hidrofobicas (Doublier et al., 2000).

1.4 Emulsiones

1.4.1 Agentes emulsionantes

Un agente emulsionante requiere tener actividad superficial en la interfase aceite — agua
(Dickinson, 2009). Los agentes emulsionantes se adsorben en la interfase aceite — agua durante la
homogeneizacion y forman una membrana interfacial que evita la ruptura de las gotas dispersas y
proporciona una fuerza repulsiva entre ellas, ademas, reducen la tension superficial evitando la
agregacion (floculacion o coalescencia) de las gotas dispersas (Rodea-Gonzalez et al., 2012).

La funcionalidad del agente emulsionante depende de su estructura molecular y de sus propiedades
fisicoquimicas. La estructura molecular se conforma por grupos quimicos no polares unidos a una

cadena de polisacaridos hidrofilicos, o bien, por componentes proteinicos unidos covalentemente



o fisicamente al polisacarido (Dickinson, 2009). Por otro lado, las propiedades fisicoquimicas estan
relacionadas con la polaridad, solubilidad, densidad, viscosidad, indice de refraccion, estado fisico,
punto de fusion (Piorkowski y McClements, 2014), capacidad de retencidn de agua y de aceite del
biopolimero. La mayor eficiencia de un emulsionante se consigue al usar la minima cantidad del
agente emulsionante para lograr la estabilidad deseada, al producir gotas pequefias durante la
homogeneizacion y al evitar que las gotas se agreguen con el tiempo (McClements, 2005).

1.4.2 Propiedades emulsionantes

1.4.2.1 Distribucién del tamafio de gota

La distribucion del tamafio de gota tiene un fuerte impacto sobre la estabilidad fisica de una
emulsion (separacién gravitacional, floculacion, coalescencia y Ostwald ripening) (McClements,
2005). Una emulsidn tiene una distribucion monodispersa cuando las gotas de una emulsion son
del mismo tamafio, por lo tanto, es méas estable; por el contrario, una emulsion polidispersa tiene
diferentes tamafios de gota y puede ser de tipo bimodal o multimodal con dos 0 més de dos picos
en la distribucion, respectivamente.

El tamafio de gota promedio es el método mas usado para representar la tendencia central del
tamafio de gota de la emulsién. Los parametros de tamafios de gota promedio mas usados son el
didmetro de gota volumétrico promedio D[4,3], el diametro de gota superficial promedio o
diametro Sauter D[3,2] y el pardmetro span, este Gltimo es usado para determinar la amplitud de
distribucion del tamafio de gota. El tamafio de gota D[4,3] es la prueba mas rigurosa de estabilidad
fisica de la emulsion, asi, si el D[4,3] es pequefio entonces la emulsion tiene mayor probabilidad
de permanecer estable (Piorkowski y McClements, 2014).

1.4.2.2 Carga de la gota dispersa

El potencial zeta (PZ) es una propiedad fisica que tiene cualquier particula cargada que se encuentra
en una suspension. El PZ es la diferencia de potencial entre el medio dispersante y una capa
estacionaria del fluido unido a la gota dispersa y mide la fuerza de repulsion entre particulas.

Las gotas de las emulsiones tienen carga eléctrica por la adsorcion de especies idnicas a sus
superficies y pueden ser caracterizadas a través del PZ. Las emulsiones con un alto valor absoluto

de PZ son estables eléctricamente ya que las particulas cargadas tienden a repelerse unas a otras,



mientras que las emulsiones con un bajo valor de PZ tienden a coagular o flocular ya que no hay
fuerza que evite que las particulas se junten (Wang et al., 2010).

La repulsion electrostatica es muy importante en la estabilidad de gotas de aceite cubiertas por
emulsionantes cargados que forman capas delgadas con baja repulsion estérica e.g., proteinas
globulares y surfactantes idnicos; en contraste, la repulsion electrostatica no es determinante
cuando las gotas de aceite estan cubiertas por emulsionantes que forman capas interfaciales con
alta repulsion estérica e.g., goma arabiga y almidones modificados.

Para emulsiones estabilizadas electrostaticamente, la magnitud del valor absoluto del PZ debe ser
mayor a 20 mV para producir sistemas estables. El valor de PZ=0 mV representa el punto
isoeléctrico y es donde el sistema coloidal es menos estable (Piorkowski y McClements, 2014).

1.4.2.3 Caracterizacion de propiedades emulsionantes

La eficiencia de los agentes emulsionantes se determina a partir de métodos simples como: la
capacidad emulsionante, la estabilidad emulsionante al calentamiento, el indice de
emulsionamiento E2s, la microscopia confocal laser de barrido, etc. Asimismo, existen técnicas
analiticas mas sofisticadas para conocer las caracteristicas interfaciales de los emulsionantes, por
ejemplo: la actividad superficial (tensidn superficial e interfacial), la medicién de la concentracion
micelar critica, cinéticas de adsorcion y reologia interfacial (McClements, 2005; Roman-Guerrero
et al., 2009).

La capacidad emulsionante (CE) permite conocer si el biopolimero en estudio es capaz de formar
emulsiones y su porcentaje determina la efectividad para formar emulsiones a una concentracién
del biopolimero establecida. La estabilidad emulsionante (EEmu) al calentamiento mide el nivel
de ruptura de la emulsién tras ser sometida a un tratamiento térmico; el calentamiento tiene un
efecto directo sobre el agente emulsionante constituido por una parte no polar (proteina) y una parte
polar (polisacarido), asi, la parte proteinica adsorbida a la superficie de las gotas de aceite se
desdobla, esto conduce a una atraccion hidrofobica entre las gotas de aceite y consecuentemente,
a su floculacion (Piorkowski y McClements 2014). Por otro lado, el indice de emulsionamiento E24
permite conocer si un biopolimero tiene capacidad emulsionante y su estabilidad de emulsion
luego de 24 h en reposo.

La microscopia confocal laser de barrido permite obtener informacion sobre la microestructura de

las emulsiones, es decir, sobre el tamafio, concentracion y distribucion de las gotas dispersas; para



observar la microestructura puede aprovecharse la florescencia natural de algunos componentes o
se pueden adicionar colorantes fluorescentes que destaquen compuestos (e.g., proteinas, grasas,

carbohidratos) o fases (e.g., aceite, agua) especificas (McClements, 2005).

1.4.3 Propiedades reoldgicas

Las propiedades reoldgicas de un material son establecidas analizando la relacion entre la fuerza
aplicada y el flujo o deformacion resultante (McClements, 2005). A traves de las curvas de
viscosidad aparente en funcién de la velocidad de corte se pueden clasificar los fluidos como
Newtonianos y no-Newtonianos. ElI comportamiento no-Newtoniano de tipo pseudoplastico o de
adelgazamiento al corte de una dispersion de biopolimeros esta relacionado con modificaciones en
su organizacion macromolecular, donde al aplicar la velocidad de corte ocurre una ruptura
estructural irreversible y el decremento de la viscosidad como resultado de la alineacién molecular
del biopolimero (Karazhiyan et al., 2009; Koocheki et al., 2013).

Las curvas de viscosidad aparente en funcion de la velocidad de corte pueden ser representadas a
través de modelos reoldgicos como el de ley de potencia (Hunter, 1993), Cross (Cross, 1965) y
Carreau (Carreau, 1972). El modelo de ley de potencia describe Unicamente la region
pseudopléastica, mientras que los modelos de Cross y Carreau describen la region Newtoniana-
Plateau y la region pseudopléstica. En la region Newtoniana Plateau, la viscosidad aparente cero
(7o) tiene un valor constante a bajos valores de velocidad de corte, y la ruptura de los
entrecruzamientos esta balanceada por la formacion de nuevos entrecruzamientos, por lo tanto, no
hay un cambio neto en el nimero de entrecruzamientos. En la region pseudoplastica, la viscosidad
aparente decrece al incrementarse la velocidad de corte, y la ruptura predomina sobre la formacion
de nuevos entrecruzamientos de tal manera que ocurre una transicion de un comportamiento
pseudoplastico a uno de tipo Newtoniano (Sittikijyothin et al., 2005).

Por otro lado, la viscoelasticidad del biopolimero se estudia por reologia oscilatoria la cual consiste
en aplicar un esfuerzo de corte sinusoidal a un material y medir la deformacion sinusoidal
resultante. EI comportamiento viscoelastico indica que tan viscoso o elastico es un material y se
describe a partir de las ondas sinusoidales de la deformacion y del esfuerzo de corte que pueden
estar en fase o fuera de fase. Los parametros que describen el comportamiento viscoelastico se

denominan maédulos de almacenamiento y pérdida.



El mdédulo de almacenamiento o elastico (G’) es la magnitud de la energia que es almacenada en el
material o recuperable por ciclo de deformacion. EI modulo de pérdida o viscoso (G") es la
magnitud de energia perdida por disipacion debido a la friccidn, es decir, la energia mecanica es
convertida en calor. En un solido elastico perfecto toda la energia es almacenada, por lo tanto, G”
es cero y la deformacion y el esfuerzo de corte estaran en fase, mientras que en un liquido toda la
energia se disipa, por lo tanto G'es cero y la deformacion y el esfuerzo y de corte estaran fuera de
fase por 90°.

La determinacion de los modulos viscoelasticos en funcion de la amplitud de deformacion sirven
para diferenciar entre un gel débil y uno fuerte. Los geles fuertes permaneceran en la region
viscoelastica lineal a altos valores de deformacion en contraste con los geles débiles (Steffe, 1996),
esto debido a que en la region viscoelastica lineal el esfuerzo de corte es proporcional a la
deformacion y las propiedades del material no se afectan durante el experimento (McClements,
2005).

El dngulo de fase o tangente 6 (tan o) se define como la razén de la energia perdida entre la energia
almacenada por ciclo de deformacion (tan 0=G"/ G'). La tan 6<1 sugiere que las particulas estan
altamente asociadas debido a las fuerzas coloidales y de sedimentacion y esta relacionada con un
comportamiento elastico. La tan 0>1 sugiere que las particulas estdn muy disociadas y esta
relacionada con un comportamiento viscoso (Capitani et al., 2015). La tan =1 hace referencia al
entrecruzamiento entre Gy G', donde G"=G'y el &ngulo de fase es igual a n/4 (Steffe, 1996); en

este punto ocurre la transicién entre comportamientos viscoso y elastico.

1.5 Microencapsulacion por secado por aspersion

La microencapsulacion por secado por aspersion es ampliamente usada en la industria alimentaria
en la preparacién de aditivos en polvo tales como aceites esenciales o saborizantes con la finalidad
de protegerlos de factores ambientales que pueden causar su deterioro (Goyal et al., 2015;
Escalona-Garcia et al., 2016; Cortés-Camargo et al., 2017).

El proceso de microencapsulacion por secado por aspersion involucra la formacion de una
emulsion donde el material de nicleo (compuesto activo) se dispersa en una solucién densa de
material de pared. Los materiales de pared o agentes emulsionantes pueden ser proteinas,
almidones, gomas y maltodextrinas, los cuales pueden utilizarse de manera individual o en mezclas.

Posteriormente la emulsion es atomizada y puesta en contacto con aire caliente al interior del



secador por aspersion, asi, el agua de la emulsion se evapora de manera instantanea lo cual permite
que el material de nudcleo (compuesto encapsulado) quede atrapado dentro de la pelicula del
material de pared (Gharsallaoui et al., 2007). La rapida evaporacién del agua de las emulsiones
mantiene la temperatura central de la microcapsula por debajo de 100°C, a pesar de que en el
secado por aspersion se manejan altas temperaturas de entrada (mayores a 130°C), ademas, el
tiempo de exposicion al calor de las particulas es de segundos para evitar la evaporacion de los

compuestos activos de alta volatilidad (Pérez-Alonso et al., 2003).

1.5.1 Aceite esencial de limén (material de nucleo)

El aceite esencial de limon (AEL) obtenido de la cscara de limén mexicano (Citrus aurantifolia
Swingle) es ampliamente usado en la industria alimentaria. EI AEL destilado esta constituido por
terpenos y terpenoides de bajo peso molecular. EI componente principal del AEL es el D-limoneno,
el cual comprende entre el 39-47% del AEL destilado, seguido por compuestos como el a-terpineol
y B-pineno. Por otro lado, los compuestos dominantes en el aroma del AEL son atribuidos a los
terpenoides: geranial (citral), neral (aldehidos) y linalool (alcohol) (Chisholm et al., 2003).

El AEL estd formado por compuestos volatiles labiles e inestables que pueden degradarse
facilmente por oxidacién o volatilizacion, por factores como el contacto con la luz o el
calentamiento, por lo tanto, es recomendable su encapsulacion para su proteccion y control de su
liberacion (Asbahani et al., 2015).

1.5.2 Caracterizacion de propiedades encapsulantes

1.5.2.1 Factores que influyen sobre las propiedades encapsulantes

Las caracteristicas de la emulsién y las condiciones del secador por aspersion influyen sobre las
propiedades encapsulantes como el tamafio de particula, el contenido de aceite volatil total
retenido, la eficiencia de encapsulacion, la morfologia, asi como, la oxidacion y liberacion del
material encapsulado.

Las caracteristicas finales de la emulsion como el tamafio de gota, la viscosidad aparente y su
estabilidad dependen a su vez de la formulacion de la emulsion, es decir, del tipo de agente
emulsionante y del tipo del compuesto activo, de la concentracion de s6lidos totales y de la relacién
material de nicleo — material de pared; asi como del método usado para formar la emulsion (Jafari
et al., 2008; Dima et al., 2016).
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Por otro lado, las condiciones de secado por aspersion hacen referencia al tamafio del orificio y
posicion de la boquilla aspersora, a la velocidad de flujo de la emulsidn al interior del secador, a
la presion del aire para atomizar vy, a las temperaturas de entrada y de salida (Tonon et al., 2012;
Ixtaina et al., 2015).

1.5.2.2 Aceite volatil total retenido

En la microencapsulacion por secado por aspersion es deseable tener un alto contenido de aceite
volatil total retenido (AVTR). La retencion del aceite volatil depende en parte de caracteristicas de
la microcépsula, es decir, de su estructura quimica, de su grosor y de los tamafios de poro de la
matriz polimérica, asi como, del grado de interaccion del material de pared con el material del
nucleo (Ré, 1998; Carneiro et al., 2013; Alves et al., 2014).

Una emulsion estable, con tamafio de gotas de aceite pequefias, puede incrementar el contenido de
AVTR (Soottitantawat et al., 2003, 2005; Costa-Garcia et al., 2012), también, un aumento en la
viscosidad de la emulsion puede incrementar el contenido de AVTR ya que se reduce el movimiento
de las gotas y es mas rapida la formacion de la membrana polimérica en el proceso de secado por
aspersion, sin embargo, un aumento de la viscosidad mas alla del limite 6ptimo puede disminuir la
retencion del aceite ya que se dificulta la formacion de los encapsulados (Soottitantawat et al.,
2005; Cortés-Camargo et al., 2017).

1.5.2.3 Eficiencia de encapsulacién

En la microencapsulacion por secado por aspersion es deseable tener una alta eficiencia de
encapsulacion (EE) la cual ocurre cuando la mayor cantidad del material de ndcleo o compuesto
activo se encuentra al interior de la microcapsula, y en consecuencia, la cantidad del material de
nacleo que se encuentra en la superficie de la microcapsula es minima (Jafari et al., 2008; De-
Campo et al., 2017).

La EE es afectada principalmente por el tamafio de gota, la viscosidad y la estabilidad de la
emulsion, sin embargo, no existe una tendencia definida para pronosticar esta propiedad. Algunos
estudios han mostrado una mayor EE de los aceites y saborizantes al disminuir el tamafio de gota

e incrementar la estabilidad de la emulsién (Tonon et al., 2012; Carneiro et al., 2013).
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El contenido de material de nucleo en la superficie de las microcapsulas es indeseable ya que se
expone al oxigeno ambiental y puede presentar fenémenos de deterioro durante su almacenamiento
(Reineccius et al., 2004; Timilsena et al., 2016a).

1.5.2.4 Morfologia de microcapsulas

Lamorfologia de las microcapsulas, es decir, su formay su aspecto superficial, puede ser observada
a través de un microscopio electronico de barrido (SEM, en inglés).

La forma de las microcapsulas puede ser esférica, irregular o abollada (cdncava), ademas, éstas
pueden presentar encogimiento debido al secado rapido de las gotas en el secador por aspersion, o
bien, al efecto de inflamiento (ballooning effect) por la expansion de vapor y la falta de flexibilidad
de la membrana polimérica para inflarse sin colapsar (Jafari et al., 2008; Tan et al., 2009). El
fendmeno de encogimiento puede generar microcapsulas con imperfecciones en sus superficies
como cavidades o fisuras que pueden provocar la migracion del compuesto encapsulado (Huynh et
al., 2008; Tonon et al., 2012).

Las microcapsulas con paredes continuas (sin fisuras o grietas) son deseables ya que ayudan a
reducir la permeabilidad de los gases, tienen mayor retencion del aceite al interior de la
microcéapsula y mayor proteccion contra la oxidacién del compuesto encapsulado (Tonon et al.,
2011; Goyal et al., 2015).

1.5.2.5 Oxidacidn del aceite encapsulado

Los aceites esenciales son cominmente encapsulados para protegerlos de la oxidacion y de esta
manera garantizar su calidad sensorial y seguridad alimentaria. Para cuantificar la oxidacion de
aceites es utilizado el valor perdxido el cual mide la cantidad de hidroperdxidos en las grasas y
aceites (Escalona-Garcia et al., 2016; Niu et al., 2016; Timilsena et al., 2016a). EI método de valor
perdxido esta basado en la capacidad de los peroxidos de oxidar iones ferrosos a iones férricos. La
oxidacion es cuantificada a través de un compuesto que se acompleja con los iones férricos, es
decir, el ion férrico reacciona con tiocianato de amonio para producir tiocianato férrico de color
rojo intenso el cual puede ser medido por espectrofotometria (Shantha y Decker, 1994).

Los hidroperdxidos son conocidos como productos primarios de la oxidacion de grasas y aceites
que durante el proceso de oxidacion se descomponen en productos secundarios de oxidacion como

aldehidos, cetonas y alcoholes (Gotoh et al., 2011; Asbahani et al., 2015). La oxidacion de aceites
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altera sus caracteristicas sensoriales produciendo sabores indeseables, ademas, genera productos
toxicos dafiinos para la salud (Tonon et al., 2011; Carneiro et al., 2013).

El aceite se encuentra protegido de la oxidacion al interior de la microcapsula cuando la eficiencia
de encapsulacion es alta, el grosor de la matriz polimérica es grande, y la superficie de la
microcépsula se encuentra libre de fisuras o grietas que evitan la permeabilidad del oxigeno (Goyal
et al., 2015; Bakry et al., 2016).

1.5.2.6 Liberacién del material encapsulado

Los materiales de pared de las microcapsulas son hidrofilicos y se hinchan al contacto con el agua
(gelifican), sin embargo, también pueden llegar a disolverse. Durante la hidratacion, las cadenas
del biopolimero se relajan como consecuencia de la entrada del solvente, de esta manera, se
incrementa el tamafio del biopolimero y hay un cambio del estado cristalino al gomoso, es decir,
se forma la capa de gel y el material de nicleo o compuesto activo se difunde al exterior por
incremento en la movilidad de sus moléculas. El espesor de la capa de gel aumenta a medida que
ingresa mas agua al sistema. Al mismo tiempo, las cadenas poliméricas mas superficiales (que se
hidrataron antes) se relajan gradualmente hasta que pierden consistencia y comienza la erosion de
la matriz (Maderuelo et al., 2011).

En general, los mecanismos de transporte mas importantes que controlan la tasa de liberacion de
compuestos activos de matrices poliméricas son la difusidn, el hinchamiento y la erosion
(Siepmann y Peppas, 2001). Los mecanismos de transporte de liberacion implican distintos
procesos como: la entrada de agua a la microcapsula, el hinchamiento de la matriz polimérica, la
difusion del compuesto activo a través de la capa de gel, la disolucién del compuesto activo y de
la matriz polimérica en el medio y, la erosion de la matriz polimérica (Maderuelo et al., 2011).

El mecanismo de transporte del compuesto activo a través de la pared de una matriz polimérica es

explicado utilizando los parametros de la ecuacion (1) de Peppas:

Q =kt" (1)

donde Q es el porcentaje del compuesto activo acumulado al tiempo t; k es una constante

relacionada a las caracteristicas estructurales y geométricas de la matriz, y n es el exponente
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difusional que indica el mecanismo del compuesto activo liberado (Dima et al., 2016). En las
microcépsulas (microesferas), los valores de n indican los siguientes mecanismos de liberacion:
*n < 0.43 el mecanismo de liberaciéon dominante es Fickiano (caso | de transporte) controlado por
la difusion.

*0.43 < n < 0.85 el mecanismo de liberacién dominante es No Fickiano o de transporte anémalo,
que involucra la cinética de primer orden en la cual la liberacion del compuesto activo depende
simultaneamente de los fendmenos de hinchamiento y difusion del compuesto activo a través de
la matriz polimérica (Dima et al., 2016).

*n = 0.85 corresponde a la cinética de liberacion de orden cero (caso Il de transporte) donde la
liberacion de aceite es independiente del tiempo y esta controlada por el hinchamiento del polimero
(Siepmann y Peppas, 2001; Maderuelo et al., 2011).

*n >0.89 el mecanismo de transporte “tipo supra II” corresponde a la erosion o degradacion del
polimero, y se presenta cuando la matriz ha entrado en contacto con el medio de disolucién, forma
una capa superficial completamente hidratada y se erosiona de manera continua (Dash et al., 2010;
Maderuelo et al., 2011).

Los compuestos activos solubles en agua que se encuentran encapsulados, al ponerse en contacto
con el agua se disuelven y se liberan por difusion. Por otro lado, los compuestos activos insolubles
en agua que se encuentran encapsulados, al ponerse en contacto con agua se liberan a partir del
hinchamiento de la matriz polimérica que se hace mas porosa y menos restrictiva a la difusion, o
bien, por la erosién de la matriz polimérica (Maderuelo et al., 2011).

Los factores que influyen en la liberacion de un compuesto activo del interior de una microcapsula
son:

*El tipo de material de pared: su peso molecular, su solubilidad, su viscosidad y su fuerza de gel
(Yash-Paul et al., 2011).

*El tipo de compuesto activo encapsulado: su peso molecular, su solubilidad y la dosis aplicada.
*Las caracteristicas de la microcapsula: la proporcion en la que se encuentran el material de pared
y el compuesto activo en el sistema, el tamarfio de particula, la geometria, el grosor, la tortuosidad,
la porosidad de la matriz polimérica, asi como, su eficiencia de encapsulacion.

*Las condiciones del medio de disolucién: pH, fuerza i6nica y temperatura (Maderuelo et al.,
2011).
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En general, la velocidad de liberacion del compuesto activo a través de una capa de gel puede
reducirse al aumentar el porcentaje del material de pared respecto al compuesto activo, lo cual
conduce a un incremento de viscosidad al contacto con el agua por un mayor entrecruzamiento de
las cadenas polimeéricas y a una disminucion de la porosidad de la matriz (Yash-Paul et al., 2011).
Cuando el compuesto activo no ha sido bien encapsulado debido a que gran parte de éste se
encuentra en la superficie de la microcapsula, da lugar al efecto rafaga (burst effect) que ocasiona
la liberacion inmediata del compuesto activo adsorbido a la superficie al contacto con el medio
(Hosseini et al., 2013). El efecto rafaga también puede presentarse por la erosion inmediata del
material de pared al contacto con el medio de disolucion debido a su alta solubilidad.

La liberacion controlada de un compuesto activo es de enorme importancia en la industria
farmacéutica, donde una liberacion rapida del medicamento puede producir un efecto indeseado
durante el metabolismo del compuesto. Por otro lado, en la industria alimentaria puede influir
considerablemente en el aspecto sensorial, es decir, en la percepcion y perdurabilidad de un sabor
en laboca, o en el aspecto tecnoldgico, por ejemplo, en la velocidad de liberacidn de un ingrediente
en el medio de disolucion.

Las cinéticas de liberacion del compuesto activo pueden ser ajustadas a diferentes modelos
matematicos como el de orden cero, primer orden, modelo de Higuchi (Higuchi, 1961) y de
Korsmeyer-Peppas (Korsmeyer y Peppas, 1981) cuyas ecuaciones se presentan en el Cuadro 1.
Un modelo cinético de orden cero implica que la liberacion del compuesto activo es constante
respecto al tiempo, a medida de que se incrementa el orden de la reaccion la velocidad de liberacion
del compuesto activo es mas lenta. Respecto al modelo de Higuchi, el mecanismo dominante es la
liberacion del compuesto activo por difusién, mientras que el modelo de Peppas resulta importante
porque permite determinar los mecanismos de transporte del compuesto activo a través de la una
matriz polimérica (Siepmanny Peppas, 2001).

Los modelos matematicos de las cinéticas de liberacibn muestran la manera en la que los
compuestos activos son liberados en funcién del tiempo y permiten conocer sus mecanismos de

transporte.
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Cuadro 1. Modelos matematicos aplicados a las cinéticas de liberacion de compuestos activos
encapsulados.

Modelo Modelos lineales
cinético
_ : cantidad d to activo liberado (%) en funci6
Orden Qt —QO+Kt Q: c'anl ad de compuesto activo liberado (%) en funcion
cero del tiempo (t).

Qo: cantidad de compuesto activo (%) liberado al tiempo
cero (generalmente Qo=0).
K: constante de liberacion de orden cero.

Primer |n(1OO_Qt) = Kt + |n(Q0) (100-Qy): cantidad de compuesto activo retenido (%) en la

orden matriz polimérica en funcién del tiempo (t).
Qo: cantidad de compuesto activo (%) liberado al tiempo
cero.
K: constante de liberacién de primer orden.
Higuchi _ Kil2 : cantidad de compuesto activo liberado (%) en funcién
guc Q =Kt +Q, Qt p (%)

del tiempo (t).
t2: raiz cuadrada del tiempo.
Qo: cantidad de compuesto activo (%) liberado al tiempo
cero.
K: constante de liberacion de Higuchi.

Peppas Q =Kt" Qt: cantidad de compuesto activo liberado (%) en

! funcion del tiempo (t).
InQ, =nint+InK K: constante de Korsmeyer-Peppas.
n: exponente de difusion (indica el mecanismo de
liberacidn).
(Dash et al., 2010; Yash-Paul et al., 2011).
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JUSTIFICACION

Los cientificos que trabajan en el desarrollo de alimentos se enfrentan a constantes fluctuaciones
en los costos de aditivos dependiendo de su origen y biodisponibilidad, es por ello que se
encuentran en una basqueda constante de nuevos aditivos obtenidos de fuentes alternativas, con
propiedades funcionales especificas, biodisponibles y de bajo costo. En ese sentido, los mucilagos
surgen como alternativas a gomas ampliamente usadas por la industria alimentaria (e.g. goma
arabiga) debido a sus propiedades funcionales como agentes emulsionantes, espumantes,

espesantes y encapsulantes.

Tanto el mucilago de nopal (MN) como el mucilago de chia (MC) son obtenidos a partir de materias
primas altamente producidas en México, por lo que la aplicacion de estos mucilagos podria
promover el aprovechamiento, e incluso, el incremento en la produccion de nopal y semilla de chia,
lo cual traeria enormes beneficios para los productores de estas materias primas. Por otro lado, los
compradores de materias primas de importacion se verian beneficiados al encontrar aditivos

alternativos producidos en el pais probablemente a menor costo.

En esta investigacion el MN y el MC seran mezclados con goma de mezquite (GM), que también
es producida en México, con la finalidad de encontrar posibles efectos sinérgicos que mejoren las
propiedades de los biopolimeros individuales. Cabe destacar que no existen estudios previos sobre
las interacciones de mezclas GM — mucilago.

Las mezclas GM - mucilago seran evaluadas respecto a sus propiedades emulsionantes a través de
métodos como la medicién de la capacidad y estabilidad emulsionante y el indice de
emulsionamiento E4, posteriormente se formularan emulsiones y se obtendran microcapsulas de
aceite esencial de limon (AEL) cubiertas con mezclas GM - mucilago donde las caracteristicas de

las emulsiones seran relacionadas con las caracteristicas finales de las microcapsulas.

Los resultados positivos en caracteristicas deseables de las microcapsulas como mayor retencion y
proteccién del AEL contra la oxidacion contribuiran a promover el uso de nuevos sistemas de
aditivos GM - mucilago como materiales de pared con alta funcionalidad en la microencapsulacion
de aceites, de esta manera, se incrementara la aplicacion de mucilagos como aditivos en la industria

alimentaria.
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HIPOTESIS

Las mezclas goma de mezquite — mucilago contribuirdn a mejorar las propiedades emulsionantes
y encapsulantes de los biopolimeros individuales y tendran un efecto positivo sobre caracteristicas

deseables en las microcapsulas de aceite esencial de limon.
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OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Estudiar las propiedades emulsionantes y encapsulantes de materiales de pared formados por
mezclas de goma de mezquite — mucilago de nopal (GM-MN) y goma de mezquite — mucilago de
chia (GM-MC) y determinar su efecto sobre caracteristicas deseables en las microcapsulas de aceite
esencial de limon (AEL).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar fisicoquimicamente las dispersiones acuosas de GM-MN mediante la

medicion del potencial zeta, un analisis reoldgico y un analisis térmico.

e Determinar las propiedades funcionales de las dispersiones acuosas de GM-MN mediante
el estudio de su solubilidad en agua, su capacidad de retencion de agua y aceite, y de sus

propiedades emulsionantes y espumantes.

e Evaluar las emulsiones de AEL estabilizadas con GM-MN mediante la distribucién del
tamafio de gota, micrografias obtenidas por microscopia confocal laser de barrido,

viscosidad aparente y potencial zeta.

e Caracterizar las microcapsulas de AEL cubiertas con GM-MN a través de su contenido de
humedad, distribucion de tamafio de particula, morfologia, contenido de aceite volatil total

retenido, eficiencia de encapsulacion, una cinética de oxidacion y un anélisis térmico.

e Evaluar las emulsiones de AEL estabilizadas con GM-MC mediante la distribucion del

tamario de gota y viscosidad aparente.

e Caracterizar las microcapsulas de AEL cubiertas con GM-MC a través de su contenido de
humedad, distribucion de tamafio de particula, morfologia, contenido de aceite volatil total
retenido, eficiencia de encapsulacion, cinéticas de oxidacion y liberacién del aceite, y un

analisis térmico.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Materiales

La goma de mezquite (Prosopis laevigata) se recolecté en San Luis Potosi, México, en forma de
lagrimas, se pulverizd, se purificod y se secd por aspersion usando el método de Vernon-Carter et
al. (1996); su contenido de humedad inicial fue de 6.90£0.15%.

Los cladodios de nopales (Opuntia ficus indica) se obtuvieron en la central de abastos de Toluca,
Estado de México, México, y se trataron eliminando las espinas de la piel; su contenido de humedad
inicial fue de 93.40£0.10%.

Las semillas de chia (Salvia hispanica L.) se obtuvieron en la regién de Atlixco, Puebla, México y
su contenido de humedad inicial fue de 7.77+0.02%.

El aceite esencial de limén (Citrus aurantifolia Swingle) destilado se adquirié en la Drogueria
Cosmopolita, S.A. de C.V., Ciudad de México, México. Todos los reactivos de grado analitico se
adquirieron en Sigma-Aldrich Quimica, S.A. de C.V., en Toluca, Estado de México, México. En
todos los experimentos se utiliz6 agua deionizada y/o destilada.

2.2 Extraccion de mucilagos

2.2.1 Extraccion de mucilago de nopal

El mucilago de nopal (MN) se extrajo de los cladodios siguiendo el método de Ledn-Martinez et
al. (2010) con ligeras modificaciones. Los cladodios de nopal se cortaron en rebanadas con un
area de contacto de 36 cm? y un grosor de 2+0.2mm. Las rebanadas se pesaron y se colocaron en
un contenedor de acero inoxidable al cual se adiciond agua destilada en una proporcion 1:2.5 nopal-
agua destilada. La mezcla se llevo a una temperatura de 86°C por 2.5 h bajo agitacién con un
agitador modelo BDC-3030 (Caframo, Ontario, Canada). EI mucilago extraido se separ6 de la fase
solida por filtracion usando una malla metalica No.100. EI MN filtrado se coloco en charolas de
aluminio y se secO a una temperatura de 65°C por 4 h utilizando un horno de conveccién modelo
HCX 11 (San-son plus, Edo. de México, México). El tamafio del mucilago en polvo se estandarizo

usando una malla No. 40 (420 um).

2.2.2 Extraccién de mucilago de chia
La extraccion del mucilago de chia (MC) se llevd a cabo siguiendo el método de Mufioz et al.

(2012b) con ligeras modificaciones. En un contenedor de acero inoxidable de 3.5 L se colocaron
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110 g de semilla de chia, se agreg6 agua destilada en una proporcién semilla-agua 1:20 y se ajusto
el pH a 8.0 empleando una solucion 1 N NaOH. La mezcla se hidrat6 a 86°C por 2 h y se mantuvo
en agitacion con un agitador modelo BDC-3030 (Caframo, Ontario, Canada). EI MC hidratado se
colocé en charolas de aluminio y se secé a una temperatura de 65°C por 2.5 h utilizando un horno
de calentamiento por conveccion modelo HCX 11 (San-son plus, Estado de México, México). El
MC seco se separd de la semilla utilizando un tamiz de malla No. 40 (420 pm).

2.3 Caracterizacion fisicoquimica de mezclas GM-MN

2.3.1 Potencial zeta y tamafio promedio zeta

Para la determinacién del potencial zeta (PZ) y tamafio promedio zeta se prepararon dispersiones
acuosas al 1% (w/w) de goma de mezquite (GM), MN y mezclas GM-MN (75-25, 50-50 y 25-75)
usando agua deionizada y se ajustaron a diferentes valores de pH (5.0, 7.0 y 9.0) usando 0.1 N HCI
y/o 0.1 N NaOH, a 25°C. Para la medicién del PZ y tamafio promedio zeta se usé un equipo de
micro-electroforesis y dispersion de luz dinamica modelo Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments
Ltd., Worcestershire, Reino Unido) con una celda capilar plegada (DTS 1060) (Kaewmanee et al.,
2014). Este equipo mide la direccion y la velocidad de particulas cargadas aplicando un campo

eléctrico y calcula el PZ usando el modelo de Smoluchowski (Kaushik et al., 2015).

2.3.2 Analisis reologico

Para el analisis reolégico se prepararon dispersiones acuosas de GM, MN y GM-MN (75-25, 50-
50 y 25-75) al 30% (w/w) usando agua destilada, adicionadas con 0.02% (w/v) de azida de sodio
para evitar la proliferacion de microorganismos. Las dispersiones se ajustaron a pH=7.0 usando 1
N HCI y 1 N de NaOH y se mantuvieron en agitacion por 2 h a 25°C. Posteriormente, las
dispersiones se dejaron en reposo por 24 h para permitir su completa hidratacién, almacenadas a
4°C, hasta que fueron requeridas para sus mediciones de viscosidad aparente y corte oscilatorio
dinamico (Koocheki et al., 2013).

2.3.2.1 Curvas de viscosidad
La viscosidad aparente (7a) se midié con un redmetro Kinexus Pro (Malvern Instruments Ltd,
Worcestershire, Reino Unido) con una geometria cono-plato (CP2/50) donde el cono rotatorio mide

50 mm de diametro y el &ngulo del cono esde 2°. La#a de cada dispersion se determind aplicando
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un incremento en la velocidad de corte (7) de 0.001 a 1000 s *en 5 min, a 25°C (Rodea-Gonzalez

et al., 2012). Las curvas de viscosidad se ajustaron al modelo de Ley de Potencia (Ostwald-de

Waele) a través de la ecuacion (2):

.(n-1
o = K"

)
Donde K es el indice de consistencia de flujo (Pas") y nes el indice de comportamiento de flujo
(adimensional) (Lad y Murthy, 2013), cuando n=1 indica un fluido Newtoniano, (0<n<1) un fluido
no Newtoniano de tipo pseudoplastico y, n>1 un fluido no Newtoniano de tipo dilatante (Li et al.,

2012).

2.3.2.2 Pruebas de corte oscilatorio dindmico

Las pruebas de corte oscilatorio dindmico se realizaron con un reémetro Kinexus Pro (Malvern
Instruments Ltd, Worcestershire, Reino Unido). La regién viscoelastica lineal de las dispersiones
se determind realizando barridos de frecuencia dinamica de 0.1 a 10 Hz a una deformacion
constante (y=1%), de esta manera se selecciono la frecuencia constante de 1 Hz y se realizd un
barrido de deformacion (y) de 0.1 a 1000% para conocer los modulos de almacenamiento G’ y
pérdida G”, asi como, el angulo de fase (tan 6=G"/G"). En todo los casos los datos fueron analizados

usando el software rSpace version 2.0 (Utrilla-Coello et al., 2014).

2.3.3 Anélisis térmico

El andlisis calorimétrico por calorimetria diferencial de barrido (DSC, en inglés) y el analisis
termogravimeétrico (TGA, en inglés) se realiz6 usando un calorimetro diferencial de barrido modelo
STA 449 F3 Jupiter (Netzsch, Selb, Alemania). Las muestras en polvo de GM, MN y GM-MN
(75-25, 50-50 y 25-75) se pesaron (~3 mg) en charolas de aluminio y se cerraron herméticamente.
El analisis térmico se llevé a cabo con una velocidad de calentamiento de 10°C min™ de 20 a 500°C
usando gas nitrégeno purificado (Zohuriaan y Shokrolahi, 2004).

2.4 Propiedades funcionales de las mezclas GM-MN
2.4.1 Solubilidad en agua
La solubilidad en agua se determiné usando el método de Lopez-Franco et al. (2013) con ligeras

modificaciones. Brevemente, 10 mL de las dispersiones acuosas de GM, MN y GM-MN (75-25,
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50-50 y 25-75) se prepararon al 10% (w/v) y se agitaron por 30 min a 20°C. Las dispersiones
acuosas fueron centrifugadas a 800xg por 15 min y el sobrenadante de cada muestra se seco en una
estufa de laboratorio modelo E-51 (Riossa, Ciudad de México, México) a 100°C por 12 h. La

solubilidad fue calculada usando la ecuacion (3):

96Solubilidad = [%Jxloo 3)

I
Donde ws es el peso final de la goma recuperada de la dispersion y wies el peso inicial de la goma

usada para preparar las dispersiones acuosas.

2.4.2 Capacidad de retencion de agua

La capacidad de retencidn de agua (CRA) se determiné de acuerdo al método descrito por Sciarini
et al. (2009). Las dispersiones acuosas de GM, MN y GM-MN (75-25, 50-50 y 25-75) se
prepararon de la siguiente manera: 0.25 g de cada biopolimero (puro o en mezcla) se pesaron en
un tubo de ensayo de 15 mL y se le adicionaron 10 mL de agua destilada con 0.02% de azida de
sodio. Las muestras se dejaron en reposo durante la noche a 20°C, posteriormente los tubos se
centrifugaron a 1600xg por 10 min, el sobrenadante se desechd y la muestra hinchada se peso. La

CRA fue calculada usando la ecuacion (4):

Wo

CRA= (4)

Donde ws y Wo son los pesos de la muestra hinchada (g) y la muestra seca (g), respectivamente
(Timilsena et al., 2016b). Los resultados se expresaron como masa (g) de agua retenida por masa

(g) de goma.

2.4.3 Capacidad de retencion de aceite

La capacidad de retencidn de aceite (CRAc) se determind de acuerdo al método descrito por Segura-
Campos et al. (2014). Las dispersiones de GM, MN y GM-MN (75-25, 50-50 y 25-75) se
prepararon de la siguiente manera: 0.1 g del biopolimero (puro o en mezcla) se pesaron, se le
adicionaron 20 mL de aceite de maiz (Cristal®, AGYDSA, Jalisco, México) y se mantuvieron en

agitacion por 1 hora. Las dispersiones se centrifugaron en tubos a 2200xg por 30 min,
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posteriormente, la capa de aceite se retird y la muestra con el aceite retenido se pes6. La CRAc fue

calculada usando la ecuacién (5):

W, — W,
CRAc=—"12 ()
Wo
Donde wh es el peso de la goma con el aceite retenido y wo es el peso inicial de la goma. Los
resultados fueron expresados como la masa (g) de aceite retenido por masa (g) de goma (Coorey

et al., 2014). La densidad del aceite de maiz fue de 0.92 g mL™.

2.4.4 Propiedades emulsionantes

2.4.4.1 Capacidad emulsionante

Para determinar la capacidad emulsionante (CE) se prepararon 100 mL de las dispersiones acuosas
de GM, MN y GM-MN (75-25, 50-50 y 25-75) al 1% (w/v). Los 100 mL de cada una de las
dispersiones acuosas se homogeneizaron con 100 mL de aceite de maiz (Cristal®, AGYDSA,
Jalisco, México) usando un homogeneizador Ultra-Turrax T50 (IKA®-WERKE Works Inc.,
Wilmington, NC, EUA) a 10,000 rpm por 10 min. Las muestras se centrifugaron usando una
centrifuga modelo 5810 R (Eppendorf, Hamburgo, Alemania) a 1600xg por 15 min, posteriormente
se midié el volumen final de la capa emulsionada. El porcentaje de CE fue calculado usando la

ecuacion (6) (Coorey et al., 2014):

Volumen final de la capa emulsionada
Volumen total de la emulsién

% CE = %100 (6)

2.4.4.2 Estabilidad emulsionante al calentamiento

Para medir la estabilidad emulsionante (EEmu), las emulsiones de GM, MN y GM-MN (75-25, 50-
50 y 25-75) se prepararon utilizando el mismo procedimiento de la capacidad emulsionante en la
seccion 2.4.4.1, y posteriormente se sometieron a un tratamiento térmico. Las emulsiones se
calentaron a 85°C por 30 min y se enfriaron a temperatura ambiente (20°C) usando un bafio de
agua fria. Las emulsiones se centrifugaron usando una centrifuga modelo 5810 R (Eppendorf,

Hamburgo, Alemania) a 1600xg por 15 min y se midio el volumen de la capa emulsionada después
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del calentamiento. La EEmu al calentamiento fue calculada usando la ecuacién (7) (Coorey et al.,
2014):

Volumen de capa emulsionada después del calentamiento 9

% EEmu = —
0 Volumen total de la emulsion

100 (7)

2.4.4.3 Indice de emulsionamiento Ea4

Para determinar el indice de emulsionamiento E24 se prepararon dispersiones acuosas de GM, MN
y GM-MN (75-25, 50-50 y 25-75) al 1% (w/w) y se ajustaron a diferentes valores de pH (5.0, 7.0
y 9.0) usando soluciones de HCI y/o NaOH a concentraciones de 0.1 N y 1.0 N. En un tubo de
ensayo de 15 mL (17x120 mm) se adicionaron 2 mL de cada dispersion acuosa y 2 mL de aceite
mineral (Botica La Moderna, Toluca, México) y se agitaron usando un agitador orbital Vortex 3
(IKA, Alemania) por 2 min, posteriormente, las muestras se dejaron reposar por 24 h. El indice de

emulsionamiento E24 se calcul6 utilizando la ecuacion (8) (Techaoei et al., 2011).

Altura de la capa emulsionada (cm)

: - %100 (8)
Altura total de la dispersiéon (cm)

WE,, =

2.4.5 Propiedades espumantes
2.4.5.1 Capacidad espumante
La capacidad espumante (CEsp) se determind usando el método de Kaewmanee et al. (2014) con
ligeras modificaciones. 100 mL de dispersiones acuosas de GM, MN y GM-MN (75-25, 50-50 y
25-75) al 1% (w/w) se batieron usando un homogeneizador Ultra-Turrax T50 (IKA®-WERKE
Works Inc., Wilmington, NC, EUA) a 10,000 rpm por 2 min. La CEsp se calcul6 usando la

ecuacion (9):

_ Volumen de espuma después del batido y
Volumen total de la muestra

% CEsp 100 9)
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2.4.5.2 Estabilidad espumante

La estabilidad espumante (EEsp) se determind de acuerdo al método de Kaewmanee et al. (2014)
con ligeras modificaciones. Para la EEsp se utilizd el mismo método de produccion de espuma de
la seccidn 2.4.5.1 y posteriormente, se realizé una cinética de estabilidad espumante registrando el
volumen de espuma a diferentes tiempos (0, 5, 10, 20 y 30 min) (Rezaei et al., 2016). La EEsp a
diferentes tiempos fue calculada usando la ecuacién (10):

Volumen de espuma respecto al tiempo
Volumen inicial de espuma

% EEsp = x100 (10)

2.5 Anélisis de emulsiones estabilizadas con mezclas GM-MN

2.5.1 Preparacion de emulsiones

2.5.1.1 Formulacion de emulsiones

Las emulsiones de aceite esencial de limon (AEL) se formularon utilizando como agentes
emulsionantes a la GM, MN y GM-MN (75-25, 50-50 y 25-75). Las dispersiones acuosas de los
biopolimeros se prepararon a una concentracion de 30% (w/w), se adicionaron de 0.02% de azida
de sodio como conservador, se ajustaron a pH=7.0 usando soluciones 1 N HCI y/o 1 N NaOH y se
mantuvieron en agitacion toda la noche a 20°C para garantizar su completa hidratacion. El
contenido de solidos totales en las emulsiones fue del 40% (w/w) (30% biopolimeroy 10% AEL),
asi la relacion aceite (material de nicleo) respecto al agente emulsionante (material de pared) fue
1:3.

2.5.1.2 Proceso de formacion de emulsiones

El proceso de formacion de la emulsion consistio en la adicion de la fase oleosa, gota a gota, en la
dispersion acuosa de los biopolimeros, usando un homogeneizador Ultra-Turrax T50 (IKA®-
Werke Works Inc., Wilmington, NC, EUA) a 6400 rpm por 5 min, manteniendo la temperatura de
emulsion <30°C (Rodea-Gonzalez et al., 2012). Las emulsiones se almacenaron en frascos de

vidrio color &mbar y se refrigeraron a 4°C hasta su analisis.
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2.5.2 Distribucién de tamafio de gota

La distribucion del tamafio de gota de las emulsiones se midi6 por difraccion de luz laser usando
un Malvern Mastersizer 2000 (Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, Reino Unido).
Brevemente, ~1 mL de la emulsion se suspendio directamente en un bafio de agua al interior de un
sistema de dispersion de liquidos (Hydro 2000MU) con una velocidad de bomba de 3500 rpm y un
oscurecimiento de 15-20 %. Las emulsiones se analizaron luego de 24 h de su formacién y su indice
de refraccion estuvo en un intervalo de 1.383-1.390. Los didmetros de gota se expresaron como
diametro de gota volumétrico promedio D[4,3] en ecuacion (11) y diametro de gota superficial

promedio o diametro Sauter D[3,2] en ecuacién (12).

Y nd?
D[4,3] =% (11)
D[3, 2] — m (12)

donde d; es el didmetro de gota, N es el nimero total de gotas y ni es el nimero de gotas que tienen
un diametro di.
Por otro lado, el “span” permitié determinar la amplitud de la distribucion del tamano de las gotas

de la emulsién mediante la ecuacion (13).

D[v,0.9]-D[v,0.1]
D[v,0.5]

Span = (13)

donde DJ[v,0.9] y D[v,0.1] representan los percentiles noventavo y décimo, respectivamente y
D[v,0.5] es la mediana (Garcia et al., 2014).

2.5.3 Microscopia confocal laser de barrido

Las micrografias de las emulsiones se obtuvieron usando un microscopio confocal laser de barrido
modelo CTR4000/TCS SPE (Leica microsystems, Wetzlar, Alemania) con un objetivo 40x. Las
muestras se prepararon usando 1 mL de emulsion y se pigmentaron con 20 mL de Rojo Nilo al
0.1% (w/v), posteriormente, se colocaron sobre un portaobjetos confocal concavo, se cubrieron con

un cubreobjetos y se examinaron con un laser Argon/Kripton (ArKr, 488 nm) (Niu et al., 2016).
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2.5.4 Curvas de viscosidad

Para medir la viscosidad aparente (7a) de las emulsiones se utilizd un redmetro Kinexus Pro
(Malvern Instruments Ltd, Worcestershire, Reino Unido) con una geometria cono-plato (CP4/40)
donde el cono rotatorio mide 40 mm de diametro y el angulo del cono es de 4°. La #ade cada

emulsion se determind aplicando un incremento en la velocidad de corte (7 ) de 0.001 a 1000 s*

en 5 min a 25°C (Rodea-Gonzalez et al., 2012). Las curvas de viscosidad se ajustaron al modelo

de Ley de Potencia (Ostwald-de Waele) a través de la ecuacion (2).

2.5.5 Potencial zeta

Las emulsiones ajustadas a pH=7.0 se diluyeron a una concentracion de 0.01% (w/w) usando agua
deionizada (Espinosa-Andrews et al., 2013) y el potencial zeta se midi6 usando un equipo Zetasizer
Nano ZS (Malvern Instruments, Worcestershire, Reino Unido) con una celda capilar plegada (DTS
1060), a 25 °C.

2.6 Analisis de microcapsulas cubiertas con GM-MN

Las cinco emulsiones de AEL estabilizadas con GM, MN y GM-MN (75-25, 50-50 y 25-75) se
secaron por aspersion para obtener cinco sistemas de microcapsulas de AEL cubiertas con GM,
MN y GM-MN (75-25, 50-50 y 25-75).

2.6.1 Formacién de microcapsulas por secado por aspersion

Las emulsiones se secaron utilizando un secador por aspersion a nivel planta piloto Nichols/Niro
(Turbo Spray PLA, NY EUA). La muestra se alimenté a una velocidad de 5 mL min™, a una
temperatura de entrada del aire de 135+5°C y una temperatura de salida del aire de 80+5°C,
inyectando aire comprimido a una presion de 4 bares (Rodea-Gonzélez et al., 2012). Las
microcapsulas obtenidas se colectaron y almacenaron en bolsas de polietileno selladas y envueltas

con una lamina de aluminio, a temperatura ambiente (20°C) en un lugar seco.
2.6.2 Contenido de humedad

El contenido de humedad de las microcapsulas se midié gravimétricamente usando un horno de

secado al vacio a 70°C y <7 kPa hasta alcanzar el peso constante (Bringas-Lantigua et al., 2011).
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2.6.3 Distribucién del tamafio de particula

El didmetro volumétrico promedio D[4,3] de particula se midié usando un analizador de tamafio
de particula y gota Malvern Mastersizer 2000 (Malvern Instruments, Malvern, Worcestershire,
Reino Unido). El indice de refraccion fue de 1.385, el indice de adsorcién de 0.1 y la presion del

aire de 4 bares.

2.6.4 Microscopia electrdnica de barrido

Las micrografias de las microcapsulas se obtuvieron usando un microscopio electronico de barrido
(SEM, inglés) modelo JSM-5800LV (Jeol Co. Ltd., Tokio, Japdn). Las muestras se colocaron en
soportes usando una cinta adhesiva de ambos lados (Ted Pella, Redding, California, EUA) y
posteriormente, se cubrieron con oro por la técnica de “sputtering” a 100 miliTorrs y 15 mA. Las
muestras recubiertas se analizaron usando un voltaje acelerado de 25 kV (Rodea-Gonzélez et al.,
2012).

2.6.5 Aceite volatil total retenido

El contenido de aceite volatil total retenido (AVTR) en las microcapsulas se determiné usando la
destilacion de Clevenger de acuerdo al método de Bringas-Lantigua et al. (2011) con ligeras
modificaciones. 7.5 g de microcapsulas se disolvieron en 100 mL de agua destilada a 20°C dentro
de un matraz de bola de 250 mL. La destilacion se llevo a cabo durante 1.5 h'y el volumen de AVTR
se leyo directamente en la escala del brazo de coleccion. El porcentaje de AVTR se calculo
dividiendo el volumen de AVTR entre el volumen tedrico inicial de aceite en la microcépsula,
multiplicado por 100. Para cuestiones de calculos, la densidad del aceite esencial de limén se

determind gravimétricamente resultando en p=0.87 g mL™*a 20°C.

2.6.6 Eficiencia de encapsulacion

La eficiencia de encapsulacion (EE) se determino utilizando el método de Bringas-Lantigua et al.
(2011) con ligeras modificaciones. El contenido de aceite superficial de las microcapsulas se
extrajo lavando 5 g de microcapsulas con 20 mL de hexano, la mezcla se agitd lentamente por 20
min y se filtrd con papel filtro Whatman No. 1, asi, las microcapsulas se colectaron en el papel
filtro y se lavaron tres veces con 10 mL de hexano, posteriormente, el solvente absorbido por las

microcapsulas se dejé evaporar a temperatura ambiente hasta alcanzar el peso constante. Las
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microcépsulas libres de aceite superficial se pesaron y se disolvieron en 100 mL de agua destilada,
asi, el contenido de aceite interno en la microcépsula se determin6 usando la destilacion de
Clevenger como se explicé en la seccidn 2.6.5. El contenido de aceite superficial (AS) se determino
por diferencia de masa entre el contenido de aceite volatil total retenido (AVTR) en la microcapsula
menos el contenido de aceite interno en la microcdpsula. El porcentaje de EE se calcul6 usando la
ecuacion (14) (Carneiro et al., 2013):

AVTR — AS 9
AVTR

%EE = 100 (14)

2.6.7 Cinética de oxidacion del aceite por valor perdxido

2.6.7.1 Acondicionamiento del aceite y de las microcapsulas

El AEL sin encapsular (0.5 mL) y las microcapsulas (0.5 g) se colocaron dentro de mini-
desecadores de vidrio de aproximadamente 20 mL y se almacenaron en una estufa (sin luz) a 35°C
para acelerar el proceso de oxidacién, con una actividad de agua controlada en el intervalo de 0.2
a 0.4. La oxidacion de las muestras se determiné al tiempo cero y cada semana durante ocho

semanas de almacenamiento.

2.6.7.2 Valor perdxido

Para conocer el valor peroxido del aceite encapsulado se tuvo que realizar la extraccion del aceite
donde 0.5 g de microcépsulas se dispersaron en 1 mL de agua para formar una emulsién, asi, 0.3
mL de la emulsién reconstituida se mezclaron con 1.5 mL de solucién isoctano/isopropanol 3:2
(v/v) en tu tubo de ensayo, y se agito tres veces por 10 s con un vortex 3 Orbital Shakers (IKA,
Alemania). Posteriormente, la muestra se separ0 usando una centrifuga 5810R (Eppendorf,
Hamburgo, Alemania) a 3150xg por 10 min (Niu et al., 2016). Por otro lado, el aceite sin
encapsular no tuvo que ser extraido por lo que se utilizé de manera directa.

El valor perdxido del AEL sin encapsular y del AEL encapsulado se determin6 de acuerdo al
método de Shanta y Decker (1994) con ligeras modificaciones. 0.2 mL de la fase organica extraida
de las microcapsulas o del aceite sin encapsular se adicionaron a 2.8 mL de solucion metanol/1-
butanol 2:1 (v/v) y se hicieron reaccionar con 15 pL de tiocianato de amonio 3.94 M y 15 pL de
solucion de iones fierro (Fe*?) 0.072 M. La solucion de iones fierro (Fe*?) se obtuvo del
sobrenadante de la mezcla de 25 mL de BaCl2 0.132 M con 25 mL de FeSO4 0.144 M, ambas
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soluciones preparadas en HCI 0.4 M. Las muestras se dejaron reposar en la oscuridad durante 20
min. Finalmente, la absorbancia de las muestras se ley6 a 510 nm usando un espectrofotometro
UV/Vis modelo Genesys 10 (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA) y las concentraciones de
hidroperdxidos en el aceite se calcularon usando una curva estandar de hidroperdxidos de cumeno
(Niu et al., 2016).

2.6.8 Analisis térmico

El anélisis térmico consistié en un analisis calorimétrico y termogravimétrico del AEL y de las
microcapsulas de AEL usando un calorimetro diferencial de barrido modelo STA 449 F3 Jupiter
(Netzsch, Selb, Alemania). Las muestras de AEL (~25 mg) se colocaron en charolas de aluminio y
se introdujeron al horno bajo condiciones de velocidad de calentamiento de 10°C min™ en un
intervalo de 25 a 250°C y velocidad de flujo de oxigeno de 25 cm®min? (Pérez-Alonso et al., 2008).
Por otro lado, las microcapsulas de AEL (~3 mg) se colocaron en charolas de aluminio, se cerraron
herméticamente y se introdujeron al horno bajo condiciones de velocidad de calentamiento de 10°C
mint en un intervalo de 20 a 500°C, en una atmosfera inerte de nitrégeno purificado (Zohuriaan y
Shokrolahi, 2004).

2.7 Andlisis de emulsiones estabilizadas con GM-MC

2.7.1 Formulacion de emulsiones

Las emulsiones de AEL se formularon utilizando como agentes emulsionantes mezclas de goma
de mezquite — mucilago de chia (GM-MC) en proporciones 90-10 y 80-20 GM-MC y, GM como
control. Las dispersiones acuosas de los biopolimeros se prepararon a una concentracion de 20%
(w/w), se adicionaron de 0.02% de azida de sodio como conservador y se ajustaron a pH=7.0
usando soluciones 1 N HCI y/o 1 N NaOH. El contenido de solidos totales en la emulsion fue del
26.6% (w/w) (20% biopolimero y 6.6% AEL), asi, la relacion aceite (material de nucleo) respecto
al agente emulsionante (material de pared) fue 1:3. El proceso de formacién de la emulsion se

describié en la seccién 2.5.1.2.

2.7.2 Distribucion del tamafio de gota
La distribucion del tamafio de gota de las emulsiones se midié por difraccion de luz laser usando

un Malvern Mastersizer 2000 (Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, Reino Unido) con un
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oscurecimiento en el intervalo de 15-20% y se obtuvieron como respuestas el didmetro de gota
volumétrico promedio D[4,3] (ecuacion 11), el didmetro de gota superficial promedio o didmetro
Sauter D[3,2] (ecuacion 12), y el parametro span (ecuacion 13) que expresa la amplitud de
distribucion del tamafio de gota (Garcia et al., 2014). La medicién de las emulsiones se realizo

luego de 24 h de su formacion y su indice de refraccion fue de 1.364.

2.7.3 Curvas de viscosidad

La viscosidad aparente (77a) se midié con un redmetro Physica MCR300 (Physica Messtechnik
GmbH, Stuttgart, Alemania). De acuerdo al tipo de emulsion se utilizaron diferentes geometrias,
asi, para las emulsiones estabilizadas con las mezclas GM-MC se us6 una geometria cono-plato
(CP2/50) donde el cono rotatorio mide 50 mm de diametro y el angulo del cono es de 2°, con un
gap de 0.2 mm, mientras que para la emulsion estabilizada con GM se usé una geometria de doble-
gap (DG 26.7) debido a sus bajos valores de viscosidad. La #a de cada emulsién se determin6

aplicando un incremento en la velocidad de corte (7 ) de 0.001 a 1000 s *en 5 min, a 25°C (Rodea-

Gonzaélez et al., 2012). Las curvas de viscosidad de las mezclas GM-MC se ajustaron a dos
modelos de flujo que describen el comportamiento no Newtoniano de tipo pseudoplastico, es decir,
el de Cross (Cross, 1965) y el de Carreau (Carreau, 1972), que se presentan en las ecuaciones (15)
y (16), respectivamente.

My =1, +M (15)
[1+(17) ]
N U/ 6

A2 N
[1+(27/) J
donde » es la velocidad de corte (s), #aes la viscosidad aparente (Pa s), #oes la viscosidad cero

a velocidades de corte bajas (Pas), 7« es la viscosidad infinita a velocidades de corte altas (Pa s),
A es el tiempo de relajacion (s), mientras que m y N son constantes adimensionales relacionadas
con el exponente de la ley de potencia, donde el exponente n es m=1-ny N=(1-n)/2 (0<N<0.5),
para el caso en que 14, << n,<<n, (Sittikijyothin et al., 2005).
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2.8 Analisis de las microcépsulas cubiertas con GM-MC

2.8.1 Formacion de microcapsulas por secado por aspersion

Las tres emulsiones de AEL estabilizadas con mezclas 90-10 y 80-20 GM-MC, y GM se secaron
por aspersion para obtener tres sistemas de microcapsulas de AEL cubiertas con mezclas 90-10 y
80-20 GM-MC, y GM. La formacion de microcépsulas por secado por aspersion se llevo a cabo
bajo las condiciones indicadas en la seccion 2.6.1.

2.8.2 Contenido de humedad
El contenido de humedad se determind utilizando el método de la seccion 2.6.2.

2.8.3 Distribucion de tamafio de particula

El diametro volumétrico promedio D[4,3] de particula se midié usando un analizador de tamafio
de particula y gota Malvern Mastersizer 2000 (Malvern Instruments, Malvern, Worcestershire,
Reino Unido). Para la medicion del tamafio de particula las microcdpsulas se dispersaron en 2-
propanol, el indice de refraccion fue de 1.385, el indice de adsorcion de 0.1y la presion del aire de
4 bares (Rodea-Gonzalez et al., 2012). Las microcapsulas se acondicionaron en un desecador con

pentoxido de difésforo para controlar su humedad durante dos semanas previas al anélisis.

2.8.4 Microscopia electrénica de barrido.
Las micrografias por microscopia electrénica de barrido se obtuvieron utilizando el método de la

seccion 2.6.4.

2.8.5 Aceite volatil total retenido

El contenido de aceite volatil total retenido se determind utilizando el método de la seccion 2.6.5.

2.8.6 Eficiencia de encapsulacion
La eficiencia de encapsulacion se determind utilizando el método de la seccién 2.6.6.

2.8.7 Oxidacién del aceite por valor peréxido
El AEL sin encapsular (0.5 mL) y las microcapsulas de AEL (0.5 g) se colocaron dentro de mini-

desecadores de vidrio de aproximadamente 20 mL y se almacenaron a 35°C para acelerar el proceso
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de oxidacion, con una actividad de agua controlada en el intervalo de 0.16 a 0.35. La oxidacion de
las muestras se determind al tiempo cero y cada semana durante siete semanas de almacenamiento.
Los valores peréxido del AEL sin encapsular y del AEL encapsulado se determinaron utilizando

el método de la seccion 2.6.7.2.

2.8.7.1 Cinética de oxidacion del aceite
Las curvas de valor peroxido en funcion del tiempo del AEL sin encapsular y del AEL encapsulado
se ajustaron a modelos de orden cero y primer orden usando las ecuaciones lineales (16) y (17),

respectivamente (Labuza, 1984):

Crp = Kyt +CHPO (16)
InC,,, =InCp + Kt (17)

donde Chpo es el valor perdxido inicial al tiempo cero (justo después del secado), Chp es el valor
peroxido al tiempo t, Knp es la constante de formacion de hidroperoxidos la cual fue obtenida de
la pendiente de la curva valor peroxido en funcion del tiempo; en este caso, Knp tuvo signo positivo

ya que la formacion de hidroperdxidos aumenté con el tiempo (Escalona-Garcia et al., 2016).

2.8.8 Cinética de liberacion del aceite encapsulado

Las cinéticas de liberacion del AEL de las microcépsulas a diferentes condiciones de pH (2.5 y
6.5) y temperatura (37°C y 65°C) se llevaron a cabo usando el método de Dima et al. (2016) con
ligeras modificaciones. Las soluciones amortiguadores de fosfato (SAF) se prepararon a valores de
pHde 2.5y 6.5y cada una se mezcl6 con etanol en una proporcion 3:2 (v/v), respectivamente. Las
microcépsulas de AEL (0.75 g) se adicionaron a un matraz Erlenmeyer con 60 mL de una solucion
de SAF —etanol 3:2 (v/v) (pH 2.5 0 6.5) y se agitaron lentamente a temperatura constante (37°C o
65°C). Cada determinado tiempo se tomaron muestras de 2 mL de la suspensién e inmediatamente
fueron reemplazadas con un equivalente de volumen fresco del medio. Las muestras se separaron
usando una centrifuga 5810R (Eppendorf, Hamburgo, Alemania) a 3150xg por 10 min a 25°C, y
los sobrenadantes obtenidos se usaron para determinar la concentracion del aceite esencial liberado
al medio usando un espectrofotometro UV-Vis modelo Genesys 10S (Thermo Scientific, Madison,

WI, EUA) a una longitud de onda de 273 nm. El blanco de la muestra fue la solucion SAF - etanol
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3:2 (v/v). La concentracion de aceite liberado al medio a determinados tiempos se calcul6 usando
una curva de calibracion donde: Absorbancia=0.2765 Conc.(mg/mL) + 0.3618; r2=0.99.

El porcentaje de aceite liberado acumulado fue calculado utilizando la ecuacion (18):

t
M
Q= ZM—t x100 (18)
t=0 Wip

donde Q es el porcentaje de aceite liberado acumulado, M es la cantidad de aceite liberado
acumulado en cada tiempo de muestreo y Mo es la cantidad inicial de aceite en la microcépsula
(Hosseini et al., 2013).

2.8.9 Andlisis térmico
El andlisis térmico de las microcdpsulas de AEL consisti6 en un analisis calorimétrico y
termogravimétrico por calorimetria diferencial de barrido y se determind usando el método de la

seccidn 2.6.8 para microcapsulas.

2.9 Anélisis estadistico

El andlisis estadistico se llevd a cabo por triplicado en todos los experimentos y los resultados se
presentaron como promedios * desviacion estandar. Los datos se analizaron mediante un analisis
de varianza (ANOVA) de un solo factor y por la prueba de Tukey a un nivel de significancia p<0.05

utilizando el programa Minitab versién 16.0 (Minitab Inc., State College, PA, EUA).

35



3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Caracterizacion fisicoquimica de las mezclas GM-MN

3.1.1 Potencial zeta y tamafio promedio zeta

La Figura 1a muestra el potencial zeta (PZ) a diferentes valores de pH (5, 7 y 9) de la goma de
mezquite (GM), mucilago de nopal (MN) y mezclas GM-MN. Todas las dispersiones acuosas
tuvieron una densidad de carga negativa independientemente del pH. Los valores del PZ para la
GM estuvieron en un intervalo de -10.83 a -11.08 mV y para el MN de -8.93 a -10.26 mV. Tanto
la GM como el MN tienen grupos carboxilo que se ionizaron en iones carboxilato cuando el pH
de la dispersion se hizo mas basico provocando mayor negatividad en los valores de PZ (Timilsena
et al., 2016Db).
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Figura 1. (a) Potencial zeta y (b) diametro promedio zeta a diferentes valores de pH (5, 7 y 9) de
GM, MN y mezclas GM-MN. Las barras representan el error estandar promedio.

Los valores de PZ de las mezclas de GM-MN fueron méas negativos que aquellos de los
biopolimeros individuales, mostrando diferencia significativa (p<0.05) a pH=7.0 y 9.0. La mezcla
75-25 GM-MN tuvo el valor de PZ mas negativo (-14.92 mV, pH=7.0). Los valores de PZ de este
estudio fueron similares a los reportados por el mucilago de linaza de diferentes variedades con
valores de -9.25 a-19.77 mV a pH entre 6.25 y 6.7 (Kaewmanee et al., 2014).

A mayor valor absoluto del PZ, mayor estabilidad electrostatica de los biopolimeros dispersos
debido a la repulsion mutua entre sus dobles capas eléctricas (Acedo-Carrillo et al., 2006). Las
mezclas GM-MN a pH neutro o ligeramente alcalino probablemente experimentaron arreglos

conformacionales en sus moléculas, y sus grupos carboxilo fueron expuestos e ionizados
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negativamente lo cual provocé la repulsion de fuerzas entre moléculas vecinas impartiendo
estabilidad electrostatica a la dispersion (Wang et al., 2010).

En la Figura 1b se muestran los diametros promedio zeta a diferentes valores de pH (5, 7y 9) de
la GM, MN y mezclas GM-MN. EI MN presentd un diametro promedio zeta entre 1.64 y 2.52 um
y fue més grande que el de la GM. A medida de que la concentracion de MN disminuyo en las
mezclas de GM-MN, el didmetro promedio zeta decrecio. EI menor valor de didmetro promedio
zeta fue para la mezcla 75-25 GM-MN (0.111 - 0.187 um) el cual fue muy cercano al de la GM.
El didmetro promedio zeta del MN se compar6 con el de otros mucilagos y gomas resultando mayor
que el del mucilago de linaza que oscilé entre 0.3 y 1 um de acuerdo a la variedad (Kaewmanee

et al., 2014) y que el de la goma de fruta Bael (0.358 um) (Jindal et al., 2013).

3.1.2 Caracteristicas reoldgicas

La Figura 2 muestra la viscosidad aparente (ra) en funcion de la velocidad de corte (y) de
dispersiones acuosas de GM, MN y mezclas GM-MN al 30% (w/w). El valor mas alto de #a fue

para el MN con 3.182 Pasa 5 ~0.01 s™*. A medida de que la concentracion de MN en las mezclas

GM-MN disminuy0, la nadecrecid. Por otro lado, la GM mostro los valores de 77a mas bajos (7a<
0.485 Pa s) aun al 30% (w/w).

En la Figura 2 también se observa que las curvas de flujo de las cinco dispersiones de biopolimeros
presentaron un comportamiento pseudoplastico causado por la alineacion de sus cadenas a lo largo
de la direccion de flujo lo cual condujo a la reduccién de su viscosidad (Hyun et al., 2011). En
estas curvas se identificaron regiones definidas como: (1) regién Newtoniana-Plateau a velocidad
de corte baja, (2) region pseudoplastica a velocidad de corte intermedia y (3) region Newtoniana
infinita a velocidad de corte alta.

El comportamiento pseudopléstico de la GM, MN y mezclas de GM-MN fue descrito por el modelo
de Ley de Potencia (r>>0.97) cuyos parametros se muestran en el Cuadro 2. A mayor concentracion
de MN en las mezclas GM-MN, mayor 7 y mayor indice de consistencia de flujo (K) (Koocheki
et al., 2013). Por otro lado, el indice de comportamiento de flujo (n) de las cinco dispersiones
estuvo en el intervalo 0 < n < 1, por lo tanto, los fluidos se clasificaron como pseudoplasticos (Li
et al., 2012). EI comportamiento pseudoplastico del MN se atribuye a su estructura de tipo bobina
aleatoria o random coil (Medina-Torres et al., 2000). Otros mucilagos que presentaron un

comportamiento de flujo descrito por el modelo de ley de potencia fueron los obtenidos a partir de
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la fruta Ziziphus mauritana Lam (Thanatcha y Pranee, 2011) y de la semilla de Lepidium

perfoliatum (Koocheki et al., 2013).
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Figura 2. Viscosidad aparente en funcién de la velocidad de corte de dispersiones acuosas de GM,
MN y mezclas GM-MN al 30% (w/w), pH=7 y 25°C. (1) Region Newtoniana-Plateau, (2) regién
pseudopléstica y (3) region Newtoniana infinita. Los resultados son promedios (n=3).

Cuadro 2. Pardmetros de la ley de potencia de las dispersiones acuosas de GM, MN y mezclas
GM-MN al 30% (w/w).

K (Pas") n r2
GM 0.017 + 0.000 © 0.433+0.010 © 0.997
75-25 GM-MN 0.016 + 0.002 © 0.376 + 0.020 ¢ 0.988
50-50 GM-MN 0.051 + 0.002 P° 0.457 + 0.013 © 0.993
25-75 GM-MN 0.072 + 0.000 © 0.511 + 0.004 ° 0.999
MN 0.811 +0.030 2 0.644 +0.014 2 0.969

Los resultados son promedios = DE (n=3).

Los resultados con letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa (p<0.05).

GM: goma de mezquite; MN: mucilago de nopal; K indice de consistencia de flujo; n: indice de
comportamiento de flujo y r?: coeficiente de determinacion lineal.

La Figura 3a muestra los modulos de almacenamiento (G") y pérdida (G”) en funcion de la

deformacion (y) de las dispersiones acuosas de GM, MN y mezclas GM-MN al 30% (w/w). En

38



todos los casos, el modulo de pérdida predomind sobre el médulo de almacenamiento, i.e. G" > G’
a lo largo de la deformacion, por lo tanto, el comportamiento de estas dispersiones fue de tipo
fluido o viscoso, sin tendencia a formar geles fuertes. EI comportamiento fluido de las dispersiones
de MN también se reporté por Medina-Torres et al. (2000) y Ledn-Martinez et al. (2011) pero
usando diferentes concentraciones, <10% (w/w) a pH=4.8 y <6% (w/w), respectivamente;
asimismo, otro mucilago con comportamiento fluido fue el de pitahaya (Hylocereus undatus)
(Garcia-Cruz et al., 2013).

A medida de gque la concentracion de MN en las mezclas GM-MN incremento, los espacios entre
los valores de ambos modulos (G’ y G”) disminuyeron (Figura 3a), lo cual significa que el MN a
pesar de presentar un comportamiento de tipo fluido al 30% (w/w) se encuentra muy cercano a

formar un gel débil.
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Figura 3. (a) Modulos dinamicos de almacenamiento G’ (-e-) y pérdida G” (-o-) y (b) tangente
delta (6 ), en funcion de la amplitud de deformacion (1 Hz) de dispersiones acuosas de GM, MN
y mezclas GM-MN al 30% (w/w), pH=7y 25°C.

El angulo de fase o tangente delta (tan 6=G"/G’) permite clasificar los sistemas poliméricos en
soluciones diluidas (valores altos, mayores a 3), polimeros amorfos (valores entre 0.2 y 0.3), asi
como polimeros cristalinos vitreos y geles (valores bajos, cercanos a 0.01) (Steffe, 1996). La Figura
3b muestra la tangente delta en funcion de la deformacion para las dispersiones acuosas de GM,
MN y mezclas GM-MN al 30% (w/w). Todas las curvas tuvieron tan 6>1.0 confirmando su
comportamiento de tipo fluido debido a fuerzas débiles altamente disociadas. Las dispersiones de

mezclas 50-50, 75-25 GM-MN y de la GM tuvieron tan 6>3 a lo largo de la deformacion, por lo
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que se identificaron como dispersiones diluidas. Por otro lado, el MN presentd valores de tan ¢
cercanos a 1.0 donde ocurre una transicion entre el comportamiento de tipo fluido (viscoso) y el
tipo solido (elastico) (Steffe, 1996).

3.1.3 Anélisis térmico

La Figura 4a muestra los termogramas obtenidos por calorimetria diferencia de barrido (DSC) de
la GM, MN y mezclas GM-MN. A temperaturas menores a 150°C se identificaron picos
endotérmicos correspondientes a la pérdida de humedad (agua libre) debido a la naturaleza
hidrofilica de algunos grupos funcionales del biopolimero (Zohuriaan y Shokrolahi, 2004). En el
intervalo entre 150 a 250°C, el MN tuvo otro pico endotérmico a ~211°C probablemente debido a
la pérdida de agua ligada (Timilsena et al., 2016b) y/o a las transiciones de fase (fusién o
derretimiento) que estan asociadas a los re-arreglos de las cadenas poliméricas del mucilago. Los
picos exotérmicos se encontraron a temperaturas de: 319.6°C para el MN, 305.1°C para 25-75 GM-
MN, 303.1°C para 50-50 GM-MN, 308.5°C para 75-25 GM-MN, y 317°C para la GM. Los picos
exotérmicos hacen referencia a la descomposicion del material debido a la pirdlisis de polisacaridos
y proteinas por la separacion aleatoria de los enlaces glucosidicos y peptidicos (Gonzalez-Campos
et al., 2009). Termogramas similares a los de este trabajo se obtuvieron usando galactomananas
de G. triacanthos, C. pulcherrima y A. pavonina (Cerqueira et al., 2011), de Mimosa scabrella
(Vendruscolo et al., 2009), y del mucilago de tamarindo (Alpizar-Reyes et al., 2017) con picos
endotérmicos y exotérmicos cercanos a 100°C y 300°C, respectivamente.

La Figura 4b muestra los termogramas obtenidos por andlisis termogravimétrico (TGA) de la GM,
MN y mezclas GM-MN, en los cuales se observa que a temperaturas menores a 150°C tuvieron
una pérdida de masa del 5 al 8% atribuida a la pérdida por agua libre. Continuando el calentamiento
hasta 250°C, la masa de la GM se mantuvo estable, mientras que la masa del MN tuvo una pérdida
del 24%. Arriba de 250°C, la GM experimentd una pérdida abrupta de masa debido a la
descomposicion térmica de la goma; a medida de que la concentracion de MN en la mezcla GM-
MN incremento, la pérdida de masa fue menor. A 350°C, la pérdida de masa de la GM fue del ~58
% y parael MN del ~37 %, por lo tanto, a temperaturas muy altas, el MN fue mas resistente que
la GM a la descomposicion térmica. Termogramas similares a este trabajo se obtuvieron con
galactomananas de G. triacanthos, C. pulcherrima y A. pavonina (Cerqueira et al., 2011) con una

pérdida de masa entre 55% y 65% (309.8-321.7°C), con la goma de semilla de chia la cual tuvo
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una pérdida de masa de 66.6% a 360°C (Timilsena et al., 2016b) y con el mucilago de tamarindo
el cual tuvo una pérdida de masa de ~45% a 360°C (Alpizar-Reyes et al., 2017).

Luego del andlisis térmico se concluyo que la GM, el MN y las mezclas GM-MN tienen alta
estabilidad térmica, por lo que estos biopolimeros pueden ser usados en procesos de la industria de

alimentos a relativamente altas temperaturas.
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Figura 4. Termogramas de GM, MN y mezclas GM-MN obtenidos por (a) anélisis calorimétrico
y (b) anélisis termogravimétrico mediante calorimetria diferencial de barrido, a una tasa de
calentamiento de 10°C min™en atmdsfera de No.
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3.2 Propiedades funcionales de las mezclas GM-MN

3.2.1 Solubilidad en agua

El Cuadro 3 muestra la solubilidad en agua (20°C) de la GM, MN y mezclas GM-MN. La GM
mostrod el valor més alto de solubilidad en agua (84.3+£0.5%). A medida de que la concentracion
de GM en mezclas de GM-MN disminuy0, la solubilidad decrecio, de tal manera que el MN tuvo
el valor més bajo (56.7+0.4%). Tanto la GM como el MN tienen naturaleza hidrofilica y su nivel
de solubilidad en agua depende de su estructura y de su peso molecular que influyen en su
capacidad de auto-asociarse a través de interacciones intra e inter moleculares (Dakia et al., 2008).
La solubilidad en agua ha sido reportada para diversos mucilagos y gomas obtenidas de la semilla
de durian (D. zibethinus) con 7-19.1% a 25°C (Amid y Mirhosseini, 2012), de la semilla de
Lepidium perfoliatum con un maximo de 25% a 30°C (Koocheki et al., 2013), y de la GM (Prosopis
spp.) con 69% a 25°C (Lopez-Franco et al., 2013), todos los valores anteriores menores al

reportado en este trabajo para la GM (Prosopis laevigata).

3.2.2 Capacidad de retencion de agua

La capacidad de retencion de agua (CRA) es la cantidad de agua absorbida y retenida por la muestra
(Coorey et al., 2014). El Cuadro 3 muestra los resultados de CRA de la GM, MN y mezclas GM-
MN. La mayor CRA se obtuvo por el MN (2.5 g de agua/ g de polvo), a medida de que la
concentracion de MN decrecié en la mezcla GM-MN, la CRA también disminuyo, asi, el valor mas
bajo de CRA se obtuvo para la GM (0.56 g de agua/ g de goma).

Algunos resultados de CRA similares a los del MN se reportaron para la goma obtenida de semilla
de durian (1.39-2.74 g de agua/ g de goma) (Amid y Mirhosseini, 2012) y para el aislado de
proteina de chicharo (2.2 g de agua/ g de polvo) (Ragab et al., 2004). Por otro lado, Timilsena et
al. (2016b) reportaron que el mucilago de la semilla de chia tiene un valor muy alto de CRA (23 g
de agua/ g de goma), el cual es similar al de la goma guar, por lo que son reconocidos como
excelentes agentes espesantes.

La CRA depende de varios factores como: el tipo de biopolimero, sus interacciones con el agua, el
namero de posiciones de hidratacién, la configuracion de la proteina y el contenido de fibra y
proteina del biopolimero (Ragab et al., 2004). Las gomas con alta solubilidad en agua y alta CRA
pueden ser usadas como modificadores de textura, estabilizantes de emulsiones y/o agentes

espesantes (Jindal et al., 2013).
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Cuadro 3. Solubilidad en agua, capacidad de retencion de agua, capacidad de retencion de aceite y propiedades emulsionantes de la

GM, MN y mezclas GM-MN.

. CRA CRAC Capacidad Estabilidad
Solubilidad en agua . . emulsionante al
. (g de agua/ g de (g de aceite/ g de emulsionante .
(20°C) calentamiento
polvo) polvo) (%)
(%)

GM 84.30 £0.532 0.56 +0.06 %1 1.04 +0.05° 98.40 + 0.68 2 67.12+0.64 2
75-25 GM-MN 80.91+0.20°" 0.89+0.03 ¢ 1.20£0.07 " 92.39+0.00 ° 69.38 £ 0.882
50-50 GM-MN 70.50 +0.09 © 1.08 +0.07° 1.56+0.12 2 62.00+1.41° 67.03+0.512
25-75 GM-MN 67.09 +1.62 ¢ 1.63+0.09° 1.71+0.05° 50.82 +0.41 ¢ 60.32+0.62°

MN 56.74 +0.40 ¢ 2.46 +0.072 1.75+0.052 51.94 +1.97 ¢ 51.96 +0.22 ¢

!La GM practicamente se solubilizé en agua.

Los resultados son promedios + DE (n=3).

Los resultados con letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa (p<0.05).

GM: goma de mezquite; MN: mucilago de nopal; CRA: capacidad de retencion de agua; CRAc: capacidad de retencidn de aceite.
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3.2.3 Capacidad de retencion de aceite

La capacidad de retencion de aceite (CRAC) es una propiedad funcional que hace referencia al
atrapamiento fisico de aceite por moléculas como lipidos y proteinas (Segura-Campos et al., 2014).
El Cuadro 3 muestra que el MN tuvo el valor mas alto de CRAc (1.75 g de aceite/ g de polvo) y a
medida de que la concentracién de MN decrecio en las mezclas GM-MN, la CRAc también
disminuyd. Algunos resultados similares a la CRAc del MN fueron reportados por la goma de la
semilla de durian (0.83-1.69 g de aceite/ g de goma) (Amid y Mirhosseini, 2012) y por el aislado
de proteina de chicharo (1.10 mL de aceite/ g de polvo) (Ragab et al., 2004).

Los valores més altos de CRAc estan relacionados con la presencia de cadenas no polares de los
residuos de proteina del biopolimero, asi como, con sus caracteristicas conformacionales que les
permiten unirse a las unidades de hidrocarburos del aceite (Ragab et al., 2004). ElI MN tiene un
alto contenido de proteina (~6.3 %) (Rivera-Corona et al., 2014) que es la parte no polar a la cual
se atribuye la interaccion con el aceite. Por otro lado, la GM tuvo el valor mas bajo de CRAc (1.04
g de aceite/ g de goma), sin embargo, es alto comparado con gomas como la xantana (0.79 g de
aceite/ g de goma) y la guar (0.57 g de aceite/ g de goma) (Thanatcha y Pranee, 2011) que no tienen
proteina en su estructura, sin embargo, tienen la capacidad de formar geles débiles a bajas
concentraciones que les permiten retener el aceite. Una alta CRAc de los biopolimeros es deseable
para su utilizacion como retenedores de saborizantes base aceite y como emulsionantes (Coorey
etal., 2014).

3.2.4 Propiedades emulsionantes

El Cuadro 3 muestra la capacidad emulsionante (CE) de la GM, el MN y de las mezclas GM-MN.
La mayor CE fue para la GM (98.40+0.68%), a medida que la concentracion de GM decrecio en
la mezcla GM-MN, la CE también disminuyo. Resultados similares a la CE de la GM se
encontraron para la goma guar (Sciarini et al., 2009) y la goma Arabiga (Jindal et al., 2013) con
valores del 100% vy 74.6%, respectivamente. El valor mas bajo de CE fue para el MN
(51.94+1.97%) el cual fue similar al de la goma de semilla de chia (61.5%) (Coorey et al., 2014).
Tanto la GM como el MN son agentes emulsionantes porque ambos tienen una superficie activa
y naturaleza anfifilica (Sciarini et al., 2009), sin embargo, la diferencia en los porcentajes de CE
de ambos biopolimeros puede ser atribuida al contenido de proteina ligado covalente o fisicamente

al polisacarido, al caracter no polar de sus grupos quimicos, a su peso molecular y a su viscosidad,
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que influyen en la manera en que el emulsionante es adsorbido en la interfase, en la reduccion de
la tension interfacial y en los potenciales de repulsion electroestérica que afectan la estabilidad de
la emulsion (Dickinson, 2009).

Por otro lado, la estabilidad emulsionante al calentamiento mide el nivel de ruptura de la emulsion
cuando es sometida a un tratamiento térmico. Al calentar una emulsion, las proteinas adsorbidas a
la superficie de las gotas de aceite se desdoblan y exponen los aminoécidos no polares, lo cual
conduce a una atraccion hidrofobica entre las gotas de aceite y a su posterior floculacién
(Piorkowski y McClements, 2014). EI Cuadro 3 muestra la estabilidad emulsionante (EEmu) al
calentamiento de la GM, MN y las mezclas GM-MN. El valor mas alto de EEmu fue para la mezcla
75-25 GM-MN (69.38+0.88%) y no hubo diferencia significativa (p>0.05) con 50-50 GM-MN y
con la GM. A medida de que la concentracion de la GM en las mezclas GM-MN disminuyd, la
EEmu también decrecio, asi, el valor mas bajo de EEmu fue para el MN (51.96+0.22%). Otras
gomas que reportaron resultados de EEmu similares o superiores a los de este trabajo fueron la
goma guar (Sciarini et al., 2009), la goma arabiga (Jindal et al., 2013) y la goma de semilla de chia
(Coorey et al., 2014) con valores del 90%, 70.12% y 69.83%, respectivamente. Los biopolimeros
con mayor peso molecular y alta hidrofilicidad tienen mayor EEmu al calentamiento ya que tienen
la capacidad de formar capas gruesas de emulsionante alrededor de las gotas de aceite evitando la
agregacion de las gotas durante el tratamiento térmico (Dickinson, 2009).

Finalmente, el indice de emulsionamiento (E24) se uso para cuantificar la actividad emulsionante y
la estabilidad de emulsion luego de 24 h de reposo. La Figura 5 muestra los valores de Ezs de la
GM, MN vy de las mezclas GM-MN a diferentes valores de pH (5, 7 y 9) con aceite mineral como
fase dispersa. El valor més alto de Ez4 se obtuvo usando la mezcla 75-25 GM-MN (41.9+0.9% a
pH=7.0) y no tuvo diferencia significativa (p>0.05) al variar el pH. A medida de que la
concentracion de MN increment6 en las mezclas GM-MN, los valores de E2s4 disminuyeron,
ademas, el aumento en el pH tuvo un efecto significativo en la reduccion del Ezs, asi, el valor de
E2s4 mas bajo fue para el MN (9.4+£0.9 %) a pH=9. Cabe destacar que el MN tuvo actividad
emulsionante pero produjo las emulsiones mas inestables luego de 24 h de reposo. Cuando el MN
fue mezclado con GM en cualquier proporcién, usando pH de 5 o 7, la estabilidad de la emulsion
mejord significativamente. Otras gomas como la arabiga, tragacanto y karaya al 3.5% (w/v)

presentaron resultados de E24 similares o superiores a los de este trabajo con valores de 33%, 67%
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y 69%, respectivamente, usando dimetilbenceno como fase dispersa de las emulsiones (Freitas et
al., 2009).
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Figura 5. Indice de emulsionamiento (Ez4) a diferentes valores de pH (5, 7 y 9) de GM, MN y
mezclas GM-MN. Letras distintas indican diferencia significativa entre muestras, por cada valor
de pH (p<0.05).

3.2.5 Propiedades espumantes

En la Figura 6a se muestra la capacidad espumante (CEsp) de la GM, MN y de las mezclas GM-
MN. ElI MN tuvo el valor mas alto de CEsp (43%), a medida de que la concentraciéon del MN en
las mezclas GM-MN disminuyd, la CEsp también decrecid. La CEsp del MN fue similar o superior
al de otras gomas al 1% (w/v) de concentracién, tales como: la goma de las raices de ABG
(Acanthophyllum bracteatum) con 44% (Jahanbin et al., 2012), la goma de almendra con 30%
(Rezaei et al., 2016), y el mucilago de linaza con 25% (Kaewmanee et al., 2014). Por otro lado, la
GM vy la mezcla 75-25 GM-MN al 1% (w/v) no tuvieron CEsp lo cual puede estar relacionado
con sus bajos valores de viscosidad. Algunos factores que influyen la CEsp del biopolimero son el
contenido de proteina y carbohidratos, el peso molecular, la estructura y la presencia de compuestos
adicionales en el biopolimero (Rezaei et al., 2016), ademas de los parametros moleculares como la
hidrofobicidad, la carga neta y, la conformacion y la flexibilidad de la estructura de la proteina

(Ragab et al., 2004) en la goma.
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En la Figura 6b se muestra la estabilidad espumante (EEsp) en funcién del tiempo de la GM, MN
y las mezclas GM-MN. Las mezclas 50-50, 25-75 GM-MN y el MN, que tuvieron capacidad
espumante, no formaron espumas estables ya que el volumen de la espuma disminuy6 en 5 min
del 100% al 33%, 47% y 58%, respectivamente. A los 30 min, el MN tuvo una EEsp del 19% y
este resultado no tuvo diferencia significativa (p>0.05) respecto a la EEsp de las mezclas 50-50 y
25-75 GM-MN.

La EEsp del MN se compard con otras gomas a la misma concentracion (1% w/v) y tiempo (30
min) mostrando un valor mas bajo que el de la goma ABG con 88% (Jahanbin et al., 2012) y que
el de la goma de almendra con 93% (Rezaei et al., 2016). Cabe destacar que la goma ABG y la
goma de almendra tuvieron valores de viscosidad aparente maés altos que los del MN a la misma
concentracion. Una mayor viscosidad esta asociada con la formacion de redes de biopolimeros mas
robustas que evitan la coalescencia de las burbujas de aire y el drenado de la fase continua retenida
en las lamelas. Sciarini et al. (2009) reportaron valores de EEsp similares a los de este trabajo
usando la goma de la semilla de Gleditsia triacanthos (Fabaceae) al 0.5% (w/v) con valores entre

32% y 4%, dependiendo del método de extraccion utilizado.
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Figura 6. Propiedades espumantes de GM, MN y mezclas GM-MN, (a) capacidad espumante y
(b) estabilidad espumante en funcién del tiempo. Letras distintas indican diferencia significativa
entre muestras, por cada tiempo (p<0.05).
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Un factor clave en la preparacion y estabilidad de la espuma es la naturaleza y movilidad de las
moléculas de la goma hacia la interfase, es decir, la absorcion de moléculas de la proteina hacia el
interior de la burbuja, lo cual reduce la tension interfacial (Wang et al., 2010). Las propiedades
interfaciales del MN estan relacionadas con su tipo y cantidad de proteina, asi como, con su
viscosidad; dichas caracteristicas le confieren capacidad espumante y estabilidad espumante

moderada, por lo que puede ser Util como agente espumante en sistemas alimentarios.

3.3 Andlisis de las emulsiones estabilizadas con mezclas GM-MN

3.3.1 Distribucion del tamafio de gota, micrografias, viscosidad aparente y potencial zeta
La caracterizacion de las emulsiones de aceite esencial de limon (AEL) estabilizadas con GM, MN
y mezclas GM-MN se muestran en la Cuadro 4. El didmetro de gota volumétrico promedio D[4,3]
de las emulsiones estuvo en un intervalo de 1.49-9.16 um, mientras que, el didmetro Sauter D[3,2]
estuvo en un intervalo de 1.17-2.12 um. Los diametros de gota promedio (D[4,3] y D[3,2]) se
vieron afectados por el tipo y la proporcién de los agentes emulsionantes, asi, a medida de que la
concentracion de GM en las mezclas GM-MN incrementd, los tamafios de gota de las emulsiones
fueron més pequefios, lo cual estd relacionado con la estructura de la GM ya que tiene una
configuracion compacta que le permite difundirse rapidamente a la interfase agua-aceite y anclarse
densamente en la interfase a pesar de su alto peso molecular (Vernon-Carter et al., 2000). Por otro
lado, las moléculas de MN provocaron un incremento en la viscosidad de la fase continua de la
emulsion y con ello un mayor tamafio de las gotas de aceite en la emulsién. La viscosidad de la
fase continua depende de caracteristicas moleculares de cada biopolimero como su peso molecular,
su conformacidn estructural y sus interacciones con otros biopolimeros (Medina-Torres et al.,
2013; Rodea-Gonzalez et al., 2012).

La Figura 7 muestra la distribucion del tamafio de gota de las emulsiones de AEL estabilizadas con
GM, MN y mezclas GM-MN. Las emulsiones estabilizadas con GM y 75-25 GM-MN mostraron
una distribucion unimodal con un pico correspondiente a su tamafio predominante. A medida de
que la concentracion de MN en las mezclas GM-MN incrementd, la distribucion del tamafio de
gota se hizo mas amplia, asi, las emulsiones con 50-50 y 25-75 GM-MN y con MN tuvieron un
comportamiento de tipo bimodal. Las diferencias en la distribucion del tamafio de gota fueron

atribuidas a las estructuras de los biopolimeros ya que la GM tiene una estructura esférica compacta
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y ramificada (Vernon-Carter et al., 2000) mientras que el MN tiene una estructura extendida con
configuracion de tipo bobina aleatoria o random coil (Medina-Torres et al., 2000).

La homogeneidad o heterogeneidad en la distribucion del tamafio de gota esta relacionada a los
valores de “span” que se muestran en el Cuadro 4. Las emulsiones con mayor concentracion de
GM en las mezclas GM-MN tuvieron los menores valores de span, por lo tanto, mayor
homogeneidad en sus tamafios de gota, en contraste, las emulsiones con mayor concentracion de

MN en las mezclas GM-MN tuvieron menor homogeneidad.

Cuadro 4. Caracterizacion de emulsiones de AEL estabilizadas con GM, MN y mezclas GM-MN.

D[4,3] um D[3,2] um Span Potencial zeta (mV)
GM 153+0.009 1.17+0.01¢ 0.88+0.00° -16.07 £ 0.61 2
75-25GM-MN  1.49+0.029  127+0.08°¢  0.78+0.03°¢ -17.43 £0.15%P
50-50 GM-MN  4.68+031°  1.28+007¢ 473+0.21° -18.83+0.12 ¢
25-75GM-MN  384+0.06°¢ 143+001° 568+0.042 -19.90 +0.99 ¢
MN 916 +0.27%  212+0.01%  4.63+0.03°" -20.13+0.23°¢

Los resultados son promedios = DE (n=3).

Los resultados con letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa (p<0.05).

GM: goma de mezquite; MN: mucilago de nopal; AEL.: aceite esencial de limoén; D[4,3]: diametro de gota
volumétrico promedio; D[3,2]:didmetro superficial promedio o didmetro Sauter.
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Figura 7. Distribucion del tamafio de gota de emulsiones de AEL estabilizadas con GM, MN y
mezclas GM-MN, almacenadas por 24 h, 25°C. Los resultados son promedios (n=3).
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En la Figura 8 se muestran las micrografias de las emulsiones de AEL estabilizadas con GM, MN
y las mezclas GM-MN obtenidas por microscopia confocal laser de barrido, donde la luz de la
estructura fuera de foco desaparece y las gotas rojas representan la fase oleosa dispersa. En las
micrografias se observa que las emulsiones estabilizadas con GM y 75-25 GM-MN presentaron las
gotas de menor tamafio y una distribucién de tamafio de gota mas homogénea, mientras que las
emulsiones con mayor concentracion de MN en las mezclas GM-MN tuvieron gotas de mayor

tamanio y una distribucion de tamarfio de gota heterogénea.

75-25 GM-MN §350-50 GM-MN

25-75 GM-MN §MN

Figura 8. Micrografias obtenidas por microscopia confocal laser de barrido de emulsiones de AEL
estabilizadas con GM, MN y mezclas GM-MN, almacenadas por 24 h, 25°C, escala: 50 um.

La Figura 9 muestra la viscosidad aparente (ra) de las emulsiones de AEL estabilizadas con GM,
MN y mezclas GM-MN. Los cinco tipos de emulsiones tuvieron un comportamiento de tipo
pseudoplastico, y a medida de que incrementé la concentracion de MN en las mezclas GM-MN, la
na también aumentd. Respecto al AEL, su #a decrecid abruptamente a bajos valores de velocidad

de corte, llegando de manera rapida a valores de 7a despreciables.
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Figura 9. Viscosidad aparente en funciéon de la velocidad de corte de emulsiones de AEL
estabilizadas con GM, MN y mezclas GM-MN a 25°C. Los resultados son promedios (n=3).

Cuadro 5. Parametros de la ley de potencia de emulsiones de AEL estabilizadas con GM, MN y
mezclas GM-MN.

K (Pas") n r2
GM 0.014 + 0.003° 0.211 +0.038 ° 0.95
75-25 GM-MN 0.017 + 0.003 ° 0.212 +0.028 © 0.974
50-50 GM-MN 0.271 + 0.007 ° 0.598 + 0.004 2 0.997
25-75 GM-MN 2.180 +0.035 2 0.707 + 0.004 2 0.996
MN 2.215 +0.097 2 0.689 + 0.008 2 0.982

Los resultados son promedios + DE (n=3).

Los resultados con letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa (p<0.05).

GM: goma de mezquite; MN: mucilago de nopal; AEL: aceite esencial de limén; K indice de consistencia
de flujo; n: indice de comportamiento de flujo y r?: coeficiente de determinacion lineal.

Los datos experimentales de los cinco tipos de emulsiones fueron ajustados al modelo de ley de
potencia (r>>0.95) y sus parametros se resumen en el Cuadro 5. A mayor concentracion de MN en
las mezclas GM-MN, mayores fueron los coeficientes de consistencia (K), ya que el incremento

del K esta relacionado con el aumento en la #a. El indice de comportamiento de flujo (n) permitio
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clasificar a los cinco tipos de emulsiones con un comportamiento reolégico no-Newtoniano, de
tipo pseudopléstico o de adelgazamiento al corte ya que sus indices fueron O<n< 1 (Li et al., 2012).
La viscosidad y el tamafio de gota de las emulsiones son caracteristicas directamente relacionadas,
asi, las emulsiones formuladas con mayor concentracion de GM en las mezclas GM-MN tuvieron
valores de 77a menores lo cual favorecid la movilidad y ruptura de la fase dispersa y la goma pudo
ser adsorbida facilmente a la gotas de aceite (Vernon-Carter et al., 2000), de esta manera, se
obtuvieron tamafios de gota menores durante la homogeneizacion. En contraste, las emulsiones con
mayor concentracion de MN en las mezclas GM-MN tuvieron valores de 72 mayores, ya que este
mucilago tiende a extenderse en soluciones acuosas (tiene un mayor volumen hidrodindmico) lo
cual dificult6é la homogeneizacién y ruptura de las gotas, produciendo tamafios de gota mayores.
Los cinco tipos de emulsiones se estabilizaron pero de diferente manera, es decir, las emulsiones
con mayor concentracion de GM en las mezclas GM-MN se estabilizaron principalmente por sus
tamarios de gota pequefios y homogéneos, por otro lado, las emulsiones con mayor concentracion
de MN en las mezclas GM-MN se estabilizaron estéricamente por sus valores de viscosidad altos
los cuales implican una mayor resistencia al movimiento de las gotas evitando la coalescencia. El
incremento en la viscosidad reduce la velocidad de sedimentacién y el cremado de las particulas
en una emulsion (Tonon et al., 2012).

El Cuadro 4 muestra el potencial zeta (PZ) de los cinco tipos de emulsiones cuyos valores se
encontraron en el intervalo de -16.07 a -20.13 mV. Las emulsiones con mayor concentracién de
MN en las mezclas GM-MN tuvieron los valores de PZ mas negativos, esto significa que el MN
contribuy0 a la estabilizacion electroestérica de las emulsiones. Cabe destacar que los valores
absolutos altos de PZ estan asociados con la estabilidad de la emulsién debido a la repulsion
electroestérica entre las dobles capas eléctricas de las macromoléculas, en contraste, los valores
absolutos bajos de PZ en las emulsiones producen coagulacién o floculacion (Wang et al., 2010;
Evans et al., 2013). Es importante conocer la estabilidad de la emulsion ya que influira sobre las
caracteristicas finales de las microcapsulas de aceite secadas por aspersion, tal es el caso de su

eficiencia de encapsulacion, etc., (Bae y Lee, 2008).
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3.4 Andlisis de microcédpsulas de AEL cubiertas con GM-MN

3.4.1 Contenido de humedad, distribucion del tamafio de particula y morfologia

El Cuadro 6 muestra la caracterizacion de las microcapsulas de AEL cubiertas con GM, MN y
mezclas GM-MN. El contenido de humedad estuvo en un intervalo de 4.85-6.39% (w/w) y es
recomendable controlarlo, especialmente en las microcapsulas con mayor concentracion de MN en
las mezclas GM-MN, ya que este mucilago es un material altamente higroscépico y cuando absorbe
agua tiende a plastificar la muestra (Medina-Torres et al., 2013).

El didmetro de particula volumétrico promedio D[4,3] oscil6 entre 11.91 y 44.41 um (Cuadro 6)
donde las microcapsulas cubiertas con mayor concentracion de MN en las mezclas GM-MN,
tuvieron los mayores tamafios de particula. Carneiro et al. (2013) determinaron que los tamafios
de particula mas grandes fueron obtenidos a partir de emulsiones con tamafios de gota méas grandes

y valores de viscosidad mas altos.

Cuadro 6. Caracterizacion de microcapsulas de AEL cubiertas con GM, MN y mezclas GM-MN.

Contenido de Aceite volatil Eficiencia de
humedad D[43] total retenido encapsulacion
(%) (jn) (%) (%)

GM 485+028°  11.91+0.10¢ 744+18°2 70.9+0.7°¢
75-25GM-MN  6.04+030%  21.46+055°¢ 703+1.72 81.5+0.6°
50-50 GM-MN  580+0.32% 3556 +1.13° 60.4+1.8° 89.3+2.8%2
25-75GM-MN  639+0.01%  40.73+1.41%2 58.2+1.8° 90.6 +0.82

MN 6.34+0.03%  4441+212% 459+19°¢ 89.9+16°2

Los resultados son promedios + DE (n=3).

Los resultados con letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa (p<0.05).

GM: goma de mezquite; MN: mucilago de nopal; AEL: aceite esencial de limén; D[4,3]: diametro de
particula volumétrico promedio.

En la Figura 10 se muestra la distribucién de tamafio de particula de las microcapsulas de AEL
cubiertas con GM, MN y mezclas de GM-MN. En general, los cinco sistemas de microcapsulas
mostraron un intervalo amplio de tamafios de particula o polidispersidad. Las microcapsulas
cubiertas con GM y 75-25 GM-MN tuvieron una distribucion de tamafio de particula homogeénea,
de tipo unimodal, con un pico que representa su tamafio predominante; en contraste, las
microcapsulas con mayor concentracién de MN en las mezclas GM-MN tuvieron una distribucion

de tamario de particula menos homogénea con una distribucion de tipo bimodal. Tonon et al.
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(2011) atribuyen los tamafios de particulas grandes, mayores a 100 pum, a un proceso de

aglomeracion.
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Figura 10. Distribucion del tamafio de particula de microcapsulas de AEL cubiertas con GM, MN
y mezclas GM-MN. Los resultados son promedios (n=3).

La Figura 11 muestra las micrografias de la superficie de las microcépsulas de AEL cubiertas con
GM, MN y mezclas de GM-MN. Las microcapsulas con mayor concentraciéon de GM en las
mezclas GM-MN tuvieron menores tamafios de particula y respecto a su forma, se observaron
esferas irregulares con encogimiento en sus superficies. ElI encogimiento aparece cuando las
emulsiones de entrada tienen baja viscosidad lo cual lleva a un secado de gota rapido durante el
secado por aspersion (Tan et al., 2009). Por otro lado, las microcapsulas con mayor concentracion
de MN en las mezclas GM-MN tuvieron mayor tamafio de particula, forma esférica, superficies
lisas y libres de grietas lo cual contribuye a una mayor proteccion del aceite interno, pero
presentaron aglomeracion. Leon-Martinez et al. (2010) estudiaron la morfologia del MN secado
por aspersion y encontraron aglomeracion en su estructura lo cual fue atribuido al efecto
electrostatico y a fuerzas de Van der Waals, sin embargo, este efecto también puede ser debido a
la higroscopicidad del MN. La higroscopicidad del biopolimero puede llegar a ser indeseable ya
que dificulta el flujo y manipulacion del material.
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Figura 11. Micrografias obtenidas por microscopia electronica de barrido de microcapsulas de
AEL cubiertas con GM, MN y mezclas GM-MN, escala: 50 um.

3.4.2 Aceite volatil total retenido y eficiencia de encapsulacion

En el Cuadro 6 se muestra el contenido de aceite volatil total retenido (AVTR) y la eficiencia de
encapsulacion de las microcapsulas de AEL cubiertas con GM, MN y mezclas GM-MN. El
contenido de AVTR estuvo en un intervalo de 45.9% a 74.4%, a medida de que la concentracion de
GM en las mezclas GM-MN incremento, el contenido de AVTR también aumento.

El contenido de AVTR en las microcapsulas puede ser explicado de acuerdo al tamafio de gota y la
viscosidad de las emulsiones de entrada, asi, las emulsiones formuladas con mayor concentracion
de GM en las mezclas GM-MN tuvieron menores tamafios de gota, menor viscosidad y mayor
contenido de AVTR, mientras que las emulsiones formuladas con mayor concentracion de MN en
las mezclas GM-MN tuvieron mayores tamafios de gota, mayor viscosidad y menor contenido de
AVTR. Existe la tendencia de que a mayor viscosidad de la emulsion de entrada, menor es el
contenido de AVTR en la microcédpsula debido a que el secado por aspersion de la emulsion
atomizada es mas lento, asi, las gotas tienen un mayor tiempo de exposicion al calor lo cual
favorece la evaporacion del aceite. Otro factor importante que influye en el contenido de AVTR es
el tipo de interaccion entre el aceite y el material de pared de la microcapsula (Jafari et al., 2008;
Jyothi et al., 2010).
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El contenido de AVTR en microcapsulas usando monoterpenos y aceites esenciales ha sido
reportado por otros autores e.g., Huynh et al. (2008) encapsularon aceite de limén myrtle usando
almidon modificado y maltodextrina obteniendo un contenido de AVTR entre 64.49 y 90.07% y
usando concentrado de proteina de suero (WPC) y maltodextrina un contenido de AVTR entre 54.5
y 77.45%, por otro lado, Soottitantawat et al. (2005) encapsularon D-limoneno con un contenido
de AVTR entre 82% y 100%.

Los resultados de eficiencia de encapsulacion (EE) de las microcapsulas se encontraron en el
intervalo entre 70.9 y 89.9% (Cuadro 6). A medida de que la concentracion de MN en las mezclas
GM-MN incremento, los valores de EE también aumentaron lo cual indic6 menor presencia de
aceite superficial en las microcépsulas. Las emulsiones de entrada formuladas con mayor
concentracion de MN en las mezclas GM-MN fueron mas viscosas, cabe destacar que la alta
viscosidad de las emulsiones dificulté la migracion de las gotas de aceite a la superficie de la
particula lo cual increment6 la EE (Tonon et al., 2011).

La EE de aceites esenciales ha sido reportada para microcapsulas de aceite esencial de limén con
resultados de EE ~99% (Bringas-Lantigua et al., 2012), para microcapsulas de aceite esencial de
mandarina con resultados de EE superiores al 98.4% (Bringas-Lantigua et al., 2011) y para
microcapsulas de aceite de los frutos de Pterodon emarginatus con resultados de EE en un intervalo
entre 84.89 y 98.63% (Alves et al., 2014), todos los anteriores encapsulados con goma arabiga y
maltodextrina.

En la microencapsulacion de compuestos activos es deseable encontrar altos valores de AVTR y de
EE ya que pueden conducir a un incremento en el rendimiento y en el tiempo de vida del material
de nucleo, respectivamente. En este caso, las microcapsulas de AEL cubiertas con 75-25 GM-MN

obtuvieron los mejores resultados para ambos parametros.

3.4.3 Oxidacion del aceite por valor perédxido

La Figura 12 muestra la cinética de oxidacion por valor peroxido del AEL sin encapsular y del
AEL encapsulado con GM, MN y mezclas GM-MN durante ocho semanas de almacenamiento a
35°C. ElI AEL sin encapsular es muy sensible a la oxidacion, su contenido inicial de hidroperdxidos
(HP) fue de 5.2 meq de HP/ kg de AEL y se oxido rapidamente durante la primera semana (158.6
meq de HP/ kg de AEL) y continud oxidandose hasta alcanzar un valor muy alto de oxidacion a la
sexta semana (608.6 meq de HP/ kg de AEL).

56



Las microcdpsulas de AEL cubiertas con GM, MN y mezclas de GM-MN tuvieron un valor
peroxido al tiempo cero en el intervalo de 5.2 a 7.8 meq de HP/ kg de AEL. Cuando el AEL fue
encapsulado usando GM, el aceite se oxidd rapidamente durante la primera semana (137.6 meq de
HP/ kg de AEL), obteniendo un valor similar al del AEL sin encapsular. A partir de la cuarta
semana, se detectd el efecto protector de la GM contra la oxidacion del AEL pues el valor peréxido
no continud incrementando a diferencia del AEL sin encapsular.

El mayor efecto de proteccion en contra de la oxidacion del AEL fue alcanzado por las
microcapsulas cubiertas con mayor concentracion de MN, es decir, 25-75 GM-MN y MN con
valores peroxido méaximos de 13.9 y 16.4 meq de HP/ kg de AEL, en la 4° y 2° semana de
almacenamiento, respectivamente. La disminucion de los valores peroxido luego de los picos
maximos se debe a que la reaccién de oxidacion continu6 formando productos secundarios como:

aldehidos, cetonas, alcoholes etc.
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Figura 12. Cinética de oxidacién del AEL sin encapsular y del AEL encapsulado con GM, MN y
mezclas GM-MN, en almacenamiento por ocho semanas a 35°C. Letras distintas indican diferencia
significativa entre muestras, por cada semana (p<0.05).
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Las microcapsulas de AEL cubiertas con mayor concentracion de GM en las mezclas GM-MN
tuvieron valores de EE menores lo cual estd asociado a un contenido de aceite superficial mayor
que no estd protegido contra la oxidacion (Tan et al., 2009; Tonon et al., 2011), estas
microcapsulas presentaron encogimiento el cual pudo haber dafiado su superficie haciendo el
material de pared mas permeable al oxigeno (Bae y Lee, 2008), ademas, tuvieron tamafios de
particula pequefios, con mayor area superficial y por lo tanto, mayor &rea de contacto con el
oxigeno (Jafari et al., 2008).

Por otro lado, las microcapsulas de AEL cubiertas con mayor concentracion de MN en las mezclas
GM-MN tuvieron valores de EE mas altos y un contenido de aceite superficial menor, por lo que
el AEL estuvo protegido en contra de la oxidacion. Estas microcdpsulas tuvieron una morfologia
superficial lisa, libre de grietas y presentaron aglomeracion (menor area superficial), dichas
caracteristicas redujeron la permeabilidad y contacto con el oxigeno; ademas, es importante
mencionar que Zhong et al. (2010) encontraron que el MN est4d compuesto de antioxidantes,

principalmente de acido ascdrbico, capaz de secuestrar radicales libres.

3.4.4 Anélisis térmico

El comportamiento térmico del aceite esencial de limén (Figura 13) se monitore6 a través de un
analisis calorimétrico y un analisis termogravimétrico (TGA) usando la calorimetria diferencial de
barrido (DSC). El termograma DSC mostré un pico endotérmico a 120°C relacionado con su
evaporacion, y dos picos exotérmicos, el primero a ~47.5°C atribuido a la autoxidacion (formacion
de hidroperdxidos) del aceite por la instauracion en su estructura y el segundo a ~158.5°C
relacionado con la descomposicion del aceite y su proceso de oxidacion. Ulkowski et al. (2005)
encontraron que el acido linoleico (C1gH3202) tuvo temperaturas de inicio de la oxidacion entre 85
y 105°C y sus primeros picos exotermicos se presentaron entre 131°C y 153°C, dependiendo de
su tasa de calentamiento, por lo que es mas estable a la oxidacion tras el calentamiento que el AEL.
Por otro lado, el termograma TGA muestra la masa residual o pérdida de masa en funcién de la
temperatura, asi, la masa del AEL fue estable hasta los 60°C, al continuar el calentamiento el aceite
comenz6 a descomponerse en compuestos de menor peso molecular. EI 50% de masa residual del
AEL se obtuvo a los 112.5°C y practicamente se evaporo en el intervalo entre 112.5 a 150°C,
demostrando su alta sensibilidad al incrementar la temperatura. Ulkowski et al. (2005) encontraron
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que el acido linoleico tuvo una pérdida de masa del 7% a temperaturas menores a 200°C, por lo
que es térmicamente més estable que el AEL.
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Figura 13. Termogramas del aceite esencial de limon obtenidos por analisis calorimétrico y
analisis termogravimétrico (TGA) mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC) a una tasa
de calentamiento de 10°C min en atmdsfera de O,

En la Figura 14a se muestran los termogramas DSC del anélisis calorimétrico de las microcapsulas
de AEL cubiertas con GM, MN y mezclas GM-MN. En este caso, los picos exotérmicos mas
pronunciados se encontraron a temperaturas altas, es decir, para el MN 300.9°C, para 25-75 GM-
MN 290.8°C, para 50-50 GM-MN 290.8°C, para 75-25 GM-MN 300.6°C y para la GM 317.4°C.
Estos picos exotérmicos hacen referencia a la descomposicion del material debido a la pirdlisis de
polisacaridos y proteinas que da paso a la separacion aleatoria de los enlaces glicosidicos y
peptidicos (Gonzalez-Campos et al., 2009). Comparando con otros sistemas de microcapsulas, es
decir, con microcapsulas de resina de chile rojo cubiertas con una mezcla de WPC17-GM17-MD66
(Pérez-Alonso et al., 2008), con microcapsulas de aceite de bacalao cubiertas con goma Arébiga
(Pedroza-Islas et al., 2002) y con nanocapsulas de carvacrol cubiertas de quitosano (Keawchaoon
y Yoksan, 2011), estas tuvieron picos exotérmicos en 219.17°C (10°C mint), en 356.14°C (10°C
min) y en 340.6°C, respectivamente.

En la Figura 14b se muestran los termogramas obtenidos por TGA de las microcapsulas de AEL
cubiertas con GM, MN y mezclas GM-MN. A temperaturas menores de 150°C, los cinco sistemas

de microcépsulas tuvieron una pérdida de masa pequefia (<5 %) la cual se atribuy6 a la pérdida de
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agua libre y a la evaporacion del aceite superficial de sus microcépsulas. Al calentar hasta 250°C,
las microcapsulas con mayor concentracion de GM en las mezclas GM-MN mantuvieron su masa
estable, mientras que, las microcapsulas con mayor concentracion de MN en las mezclas GM-MN
tuvieron una pérdida de masa hasta del 25%. Arriba de 250°C, las microcapsulas de GM
experimentaron una pérdida de masa abrupta indicando la descomposicion del biopolimero a
compuestos de bajo peso molecular (Timilsena et al., 2016b), por otro lado, las microcapsulas de

MN se mantuvieron estables a la pérdida de masa.
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Figura 14. Termogramas de microcapsulas de AEL cubiertas con GM, MN y mezclas GM-MN
obtenidos por (a) analisis calorimétrico y (b) analisis termogravimétrico mediante calorimetria
diferencial de barrido, a una tasa de calentamiento de 10°C min* en atmdsfera de N,
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Las microcépsulas de AEL cubiertas con GM, MN y mezclas GM-MN tuvieron alta estabilidad
térmica, por lo que estos materiales de pared protegieron el AEL interno de la volatilizacién y de

la oxidacion durante el proceso de calentamiento por un amplio intervalo de temperaturas.

3.5 Analisis de las emulsiones estabilizadas con mezclas GM-MC

3.5.1 Distribucion del tamafio de gota y viscosidad aparente

Los parametros de distribucion de tamafio de gota de las emulsiones de AEL estabilizadas con
mezclas de goma de mezquite — mucilago de chia (GM-MC) y GM se muestran en el Cuadro 7.
Los diametros de gota promedio, volumétrico D[4,3] y superficial D[3,2], de las mezclas GM-
MC fueron significativamente (p<0.05) mayores a los de la GM. La adicion de MC en las mezclas
GM-MC contribuy6é al incremento del tamafio de gota, sin embargo, no hubo diferencia
significativa (p>0.05) entre las mezclas 90-10 y 80-20 GM-MC.

Cuadro 7. Pardmetros de distribucion del tamafio de gota de emulsiones de AEL estabilizadas con
mezclas GM-MC y GM.

D[4,3] um D[3.,2] um Span
90-10 GM-MC 36.88 + 0.64 2 1.84 +0.00 2 61.95 +1.23 2
80-20 GM-MC 4860 £6.732 1.94 +0.09 2 66.83 +3.21 2
GM 1.46 +0.01° 1.10 +0.01° 0.92 +0.00°

Los resultados son promedios = DE (n=3).

Los resultados con letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa (p<0.05).

GM: goma de mezquite; MC: mucilago de chia; AEL: aceite esencial de limén; D[4,3]: diametro de gota
volumétrico promedio; D[3,2]:diametro superficial promedio o diametro Sauter.

ElI MC es una molécula con alta capacidad de retencidn de agua y alta viscosidad (Timilsena et al.,
2016b) lo cual provoco el incremento en el tamafio de gota de la emulsion, por otro lado, la GM
tiene una estructura compacta, con alta solubilidad en agua y baja viscosidad (Vernon-Carter et al.,
2000) lo cual facilit6 su difusion y anclaje en la interfase aceite-agua, y provocé un menor tamafo
de gota durante la homogeneizacién. Asi, las diferencias estructurales y funcionales entre ambos
biopolimeros condujeron a las diferencias significativas en sus tamafios de gota de las emulsiones.
En la Figura 15 se muestra la distribucion del tamafio de gota de las emulsiones de AEL
estabilizadas con mezclas GM-MC y GM. Las emulsiones de mezclas GM-MC tuvieron una

distribucion més amplia con comportamiento de tipo bimodal, mientras que las emulsiones de GM
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mostraron un comportamiento de tipo unimodal con un pico correspondiente a su tamafio

predominante.
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Figura 15. Distribucion del tamafio de gota de emulsiones de AEL estabilizadas con mezclas GM-
MC y GM almacenadas por 24 h, 25°C. Los resultados son promedios (n=3).

En el Cuadro 7 se muestran los valores de “span” que hacen referencia a la homogeneidad o
heterogeneidad en la distribucion del tamafio de gota de las emulsiones. En este caso, las
emulsiones de mezclas GM-MC tuvieron valores muy altos de span indicando una alta
heterogeneidad en su distribucion de tamafio de gota, mientras que la emulsion de GM tuvo un
valor muy bajo de span asociado con la homogeneidad en su distribucion. En los sistemas
polidispersos es preferible una distribucion unimodal estrecha porque incrementa la estabilidad de
la emulsion respecto al tiempo (Piorkowski y McClements, 2014).

En la Figura 16 se muestra la viscosidad aparente (7a) de emulsiones de AEL estabilizadas con
mezclas GM-MC y GM, con 26.6% de sélidos totales. La #a maxima fue para la emulsion 80-20
GM-MC con 14.86 Pa s a baja velocidad de corte (y=0.005 s), ademas, esta emulsion fue capaz
de fluir sin formar un gel débil. A medida de que aumenté la concentracion de MC en las mezclas
GM-MC, también incrementd la na. ElI MC presenta altos valores de viscosidad aun a baja

concentracion lo cual tiene que ver con su contenido de acido 4-O metil glucuronico que lleva a
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cabo enlaces intermoleculares en medio acuoso (Timilsena et al., 2016b), esto resulta en el
hinchamiento de la molécula y en una alta retencion de agua.

En la Figura 16 también se muestra que las mezclas de GM-MC tuvieron tres regiones bien
definidas: (1) region Newtoniana-Plateau, (2) region pseudoplastica y (3) region Newtoniana
infinita. En la region Newtoniana-Plateau, la ruptura de los entrecruzamientos moleculares esta
balanceada por la formacion de nuevos entrecruzamientos por lo que la viscosidad cero (7o) no se
ve afectada a baja velocidad de corte. En la regidn pseudoplastica o de adelgazamiento al corte, la
ruptura de enlaces moleculares predomina sobre la formacidn de nuevos entrecruzamientos, las
moléculas se alinean en la direccion del flujo y la #7a decrece al incrementarse la velocidad de corte
(Sittikijyothin et al., 2005). Finalmente, en la region Newtoniana infinita los valores de viscosidad

infinita (17.,) son muy bajos y despreciables.
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Figura 16. Viscosidad aparente en funcion de la velocidad de corte de emulsiones de AEL
estabilizadas con mezclas GM-MC y GM a 25°C. (1) Region Newtoniana-Plateau, (2) region
pseudoplastica y (3) region Newtoniana infinita. Los resultados son promedios (n=3).

Las curvas de viscosidad aparente de las emulsiones de GM-MC se ajustaron adecuadamente a dos
modelos matematicos: el de Cross (r>>0.99) y el de Carreau (r>=1.0) (Cuadro 8). El tiempo de
relajacion (1) hace referencia al tiempo que toma la alineacion de las moléculas del biopolimero
en solucion al incrementarse la velocidad de corte (Cervantes-Martinez et al., 2014). En el Cuadro

8 se observa que los valores A incrementaron al aumentar la concentracion de MC en las mezclas
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GM-MC, debido a un incremento de la viscosidad de la emulsidn y a una reduccién del movimiento
molecular por un mayor entrecruzamiento (Lopes da Silva et al., 1992); asi, a la emulsion 80-20
GM-MC le tom6 mas tiempo pasar de la region Newtoniana-Plateau a la region pseudoplastica, lo
cual representa una mayor resistencia de su estructura a la caida de viscosidad tras incrementar la
velocidad de corte. El parametro “m” del modelo de Cross permitié determinar la pseudoplasticidad
de los fluidos (Cervantes-Martinez et al., 2014), asi, las emulsiones GM-MC tuvieron valores de
“m” cercanos o mayores a uno, por lo tanto fueron clasificadas como fluidos no-Newtonianos de

tipo pseudoplastico.

Cuadro 8. Parametros de modelos de Cross y Carreau de emulsiones de AEL estabilizadas con
mezclas GM-MC.
Cross o (Pas) N (Pas) 2. (S) m r

90-10 GM-MC  6.73+0.12° 0.14+0.03% 2230+1.07% 1.33+0.072 0.99

80-20 GM-MC  15.96+0.23% 0.23+0.05% 26.36+1.00% 1.24+0.04% 1.00
Carreau 1o (Pas) 1. (Pas) 2.(s) N r2

90-10 GM-MC 6.50+0.05° 0.09+0.02% 4325+239° 044+0.022 1.00

80-20 GM-MC  15.12+0.07% 0.12+0.03* 51.90+1.47% 0.42+0.012 1.00

Los resultados son promedios = DE (n=3).

Los resultados con letras diferentes en la misma columna, por modelo, indican diferencia significativa
(p<0.05). GM: goma de mezquite; MC: mucilago de chia; AEL: aceite esencial de limon; #o: viscosidad
cero a baja velocidad de corte; #..: viscosidad infinita a alta velocidad de corte; /: tiempo de relajacion; my
N son constantes adimensionales relacionadas con su comportamiento pseudoplastico; r% coeficiente de
determinacion lineal.

El modelo de Cross ha sido usado para representar el comportamiento reoldgico de curvas de
viscosidad aparente de mucilagos de aloe vera (Aloe vera barbadensis Miller) (Cervantes-Martinez
et al., 2014) y pitahaya (Hylocereus undatus) (Garcia-Cruz et al., 2013). Por otro lado, ambos
modelos Cross y Carreau han ajustado adecuadamente a curvas de viscosidad de galactomananas
como la goma Tara y la goma de algarrobo (Sittikijyothin et al., 2005).

Por otro lado, la curva de viscosidad de la emulsion de GM (Figura 16) se ajust6 al modelo de ley
de potencia (r?>=0.98) y presentd un comportamiento pseudoplastico atribuido a la relativamente
alta concentracion del biopolimero en la emulsion (20% wi/w), sin embargo, sus valores de 7a

cayeron rapido alcanzando su viscosidad Newtoniana infinita a bajos valores de velocidad de corte.
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La viscosidad y el tamarfio de gota de las emulsiones son caracteristicas directamente relacionadas,
asi, una emulsion con alta viscosidad dificulta la movilidad de los biopolimeros a la interfase para
su adsorcion y la ruptura de las gotas de aceite durante la homogeneizacion (Piorkowski y
McClements, 2014). En este caso, las emulsiones de GM-MC tuvieron valores de viscosidad
superiores a los de la emulsion de GM, lo cual se vio reflejado en sus mayores tamarios de gota y
en la alta heterogeneidad en su distribucion.

3.6 Analisis de microcépsulas de AEL cubiertas con GM-MC
3.6.1 Contenido de humedad, distribucion del tamafio de particula y morfologia
El Cuadro 9 muestra la caracterizacion de las microcapsulas de AEL cubiertas con mezclas GM-

MC y GM. El contenido de humedad de las microcéapsulas oscilo en el intervalo entre 2.17 y 3.89%.

Cuadro 9. Caracterizacién de microcapsulas de AEL cubiertas con mezclas GM-MC y GM.

Contenido de D[4.3] Aceite Volé_ttil Eficiencia _de
humedad ’ Total Retenido Encapsulacion
(%) () (%) (%)
90-10 GM-MC 3.89+0.06 2 13.80 +0.24 " 49.6+19°2 98.3+1.4%
80-20 GM-MC 3.23+0.02° 18.38 £0.45% 515+1.7°2 98.6+1.3°2
GM 217+0.14°¢ 9.81 £+0.12° 420+1.0° 969+1.7°2

Los resultados son promedios = DE (n=3).

Los resultados con letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa (p<0.05).

GM: goma de mezquite; MC: mucilago de chia; AEL: aceite esencial de limén; D[4,3]: diametro de particula
volumétrico promedio.

Respecto al diametro de particula volumétrico promedio D[4,3], este estuvo en el intervalo de 9.81
a 18.38 um. Las microcapsulas 90-10 y 80-20 GM-MC tuvieron mayor tamafio de particula
respecto a las de GM, y hubo diferencia significativa entre ellas (p<0.05). Cabe destacar que las
microcapsulas 80-20 GM-MC tuvieron un tamafio de particula de aproximadamente el doble
respecto al de las microcapsulas de GM y no presentaron aglomeracion. El tamafio de particula de
las microcapsulas esta relacionado con el tamafio de gota de la emulsion de entrada, es decir, las
microcapsulas de mayor tamario de particula se obtienen a partir de emulsiones con mayor tamafio
de gota y mayor viscosidad (Carneiro et al., 2013). En este caso, las microcapsulas de GM-MC
tuvieron los mayores tamafios de particula al provenir de emulsiones con grandes tamafios de gota

y alta viscosidad.
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En la Figura 17 se muestra la distribucion del tamafio de particula de las microcapsulas de AEL
cubiertas con mezclas de GM-MC y GM, donde se observé que los tres sistemas de microcépsulas
tuvieron un comportamiento de tipo bimodal, sin embargo, al incrementar la concentracion de MC
en las microcapsulas de GM-MC, la distribucion del tamafio de particula fue mas amplia y

heterogénea.
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Figura 17. Distribucion del tamafio de particula de microcapsulas de AEL cubiertas con mezclas
GM-MC y GM. Los resultados son promedios (n=3).

En la Figura 18 se muestran las micrografias obtenidas por microscopia electronica de barrido de
microcapsulas de AEL cubiertas con GM-MC y GM. En las micrografias se observa que a mayor
concentracion de MC en la mezclas GM-MC, aument6 el tamafio de particula, por otro lado, las
micrografias de las microcdpsulas de GM presentaron el menor tamafio de particula y mayor
homogeneidad en su distribucion de tamafio de particula. Cabe destacar que los tres sistemas de
microcapsulas tuvieron forma de esferas irregulares y presentaron encogimiento en sus superficies.
El fendbmeno de encogimiento durante el secado por aspersion esté influido por variables como las
condiciones de secado, el tipo de material de pared y las caracteristicas de la emulsion de entrada
(Jafari et al., 2008). En este trabajo, los tres sistemas de microcapsulas fueron obtenidos bajo las
mismas condiciones de secado, por lo tanto, el encogimiento se atribuy0 a la falta de flexibilidad y

resistencia de los materiales de pared ante el fendmeno de inflamiento (ballooning effect) debido
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a la expansion de vapor que provoco el colapso de la membrana polimérica durante el secado por
aspersion (Tan et al., 2009).

Las microcapsulas de GM presentaron el fendomeno de encogimiento asociado con el rapido secado
por aspersion de las emulsiones de entrada por su baja viscosidad, dicha caracteristica facilito el
flujo al interior del secador (Cortés-Camargo et al., 2017). La adicion de MC en las emulsiones
GM-MC increment6 considerablemente su viscosidad lo cual retardd el proceso de secado, sin

embargo, no fue suficiente para evitar el encogimiento.
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Figura 18. Micrografias obtenidas por microscopia electronica de barrido de microcépsulas de
AEL cubiertas con mezclas GM-MC y GM, escala: 10 um.

3.6.2 Aceite volatil total retenido y eficiencia de encapsulacién
En el Cuadro 9 se muestra el contenido de aceite volatil total retenido (AVTR) de las microcapsulas
de AEL cubiertas con mezclas GM-MC y GM. El contenido de AVTR de las microcapsulas oscilo

entre 42.0 y 51.5%. Las microcépsulas cubiertas con mezclas GM-MC tuvieron mayor retencion
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de aceite respecto a las de GM, y entre las mezclas 90-10 y 80-20 GM-MC no se encontraron
diferencias significativas (p>0.05). En un estudio anterior, Cortes-Camargo et al. (2017) reportaron
un contenido de AVTR entre 58.2 y 79.3% en microcapsulas de AEL cubiertas con mezclas de GM-
mucilago de nopal (MN).

El bajo contenido de AVTR de las microcapsulas de las mezclas GM-MC tiene que ver
principalmente con las caracteristicas de sus emulsiones de entrada, las cuales presentaron grandes
tamanos de gota y altos valores de viscosidad; dichas caracteristicas dificultaron la formacion de
la membrana polimérica alrededor de las grandes gotas de aceite durante el secado por aspersion,
asi, entre mas tiempo fue requerido para la formacion de la membrana, hubo mayor pérdida de
compuestos voléatiles (Soottitantawat et al., 2005). Por otro lado, el contenido de AVTR en las
microcapsulas también se ve afectado de manera importante por el tipo de aceite encapsulado
(Jafari et al., 2008), sobre todo si se trata de aceites muy volatiles como el AEL empleado en este
estudio, cuyos principales componentes son terpenos y terpenoides de bajo peso molecular
(Chisholm et al., 2003).

Las microcapsulas de GM tuvieron un bajo contenido de AVTR (42%=1) debido a su baja
concentracion de solidos totales (26.6%) en la emulsion, pues en un trabajo previo Cortés-Camargo
et al. (2017) encontraron que las microcapsulas de GM tuvieron un mayor contenido de AVTR
(74.4%=1.8) utilizando 40% de sélidos totales, bajo las mismas condiciones de formulacién de
emulsion y secado por aspersion, unicamente variando los sélidos totales de la emulsion de entrada.
Cabe destacar que la cantidad de solidos de entrada es muy importante en la retencion de
compuestos volatiles (Jafari et al., 2008).

En el Cuadro 9 se muestra la eficiencia de encapsulacién (EE) de microcépsulas de AEL cubiertas
con mezclas GM-MC y GM. Los valores de EE de las microcapsulas cubiertas con mezclas GM-
MC y GM fueron >96.9%=1.7 y no se presento diferencia significativa entre ellos (p>0.05). Altos
valores de EE indican que hay poco aceite en la superficie de las microcapsulas (no encapsulado),
lo cual es favorable porque incrementa la proteccion contra la oxidacion y disminuye la velocidad
de liberacion del aceite. La alta EE de las microcapsulas de GM-MC podria estar relacionada con
las caracteristicas de sus emulsiones de entrada, ya que su alta viscosidad dificulta la migracion de
las gotas de aceite a la superficie de la particula provocando un incremento en la EE (Tonon et al.,

2011). Ademas, el MC tiene alta capacidad de formar pelicula, de esta manera protege a las gotas
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de la emulsién de su ruptura durante el proceso de atomizacién por secado por aspersion (Tonon
etal., 2012).

Timilsena et al. (2016a) utilizaron MC a baja concentracion (0.52% w/v) en las emulsiones de
entrada para microencapsular aceite de chia por secado por aspersion y obtuvieron un valor de EE
de 63.1+£1.9%, en este caso la baja EE pudo estar relacionada con la baja concentracion del MC y
consecuentemente, con la baja viscosidad de la emulsién de entrada, sin embargo, la EE se
incremento hasta 93.9%:z=4.6 cuando se usé un coacervado de MC con aislado de proteina de chia
el cual aumento la viscosidad de la emulsion de entrada.

Por otro lado, la alta EE de las microcapsulas de GM, puede estar relacionada con su tamafio de
gota pequefio lo cual produce emulsiones mas estables. Soottitantawat et al. (2003; 2005) y Jafari
et al. (2008) reportaron que la EE incrementa cuando el tamafio de gota de la emulsion decrece y

es mas estable.

3.6.3 Oxidacion del aceite por valor perdxido

La Figura 19 muestra la cinética de oxidacion del AEL sin encapsular y del AEL encapsulado con
mezclas GM-MC y GM almacenados a 35°C por siete semanas.

El AEL es muy sensible a la oxidacidn, su contenido de hidroperdxidos (HP) inicial fue de 9.3+1.9
meq de HP/ kg de AEL, sin embargo, este se oxidd rdpidamente durante la primera semana de
acondicionamiento (183.3 meq de HP/ kg de AEL) y continu6 oxidandose hasta alcanzar un valor
muy alto de oxidacion a la quinta semana (351.2+11.3 meq de HP/ kg de AEL).

La oxidacion del AEL se redujo al encapsularlo con las mezclas de GM-MC y GM, por lo que la
microencapsulacion del aceite representa una alternativa para su proteccién contra la oxidacion,
sin embargo, el tipo de material de pared influyé en el nivel de proteccion. Las microcapsulas de
mezclas de GM-MC mostraron una mayor proteccién contra la oxidacion del AEL que las de GM
existiendo diferencia significativa (p<0.05) en su valor peroxido por semana (Figura 19). Las
microcapsulas de 90-10 y 80-20 GM-MC tuvieron un valor peréxido maximo de 91.6 y 90.5 meq
de HP/ kg de AEL, respectivamente a la segunda semana, mientras que, las microcapsulas de GM
de 203.3+8.5 meq de HP/ kg de AEL a la tercera semana de almacenamiento.

Las microcapsulas 90-10 y 80-20 GM-MC no mostraron diferencia significativa (p>0.05) en sus
valores peroxido por semana, lo cual indica que la concentracion de MC en la microcépsula no

influyo en la proteccion del aceite contra la oxidacion.

69



Las microcépsulas de AEL cubiertas con GM tuvieron menor tamafio de particula, con mayor area
superficial (mayor relacion superficie - volumen) lo cual incrementd el &rea de contacto con el
oxigeno (Jafari et al., 2008), ademas, la GM formo peliculas delgadas a pesar de su alto peso
molecular, lo cual propicio el acercamiento del aceite a la superficie de la microcapsula y facilito

su reaccion con el oxigeno exterior (Soottitantawat et al., 2005).

400 I L I g I 8 I L [ T I T [ T I
v AEL

GM
® 90-10 GM-MC
A 30-20 GM-MC

b 4
200 ~ .

4
r4
1

300 4

]OO_‘ ‘ T

Valor peroxido
(meq de hidroperdxidos/kg de aceite)

o
1
»
1

T . ! U T . ! L T 8 T e T U T

0 1 2 3 4 5 6 7
Tiempo (semanas)

Figura 19. Cinética de oxidacion del AEL sin encapsular y del AEL encapsulado con mezclas
GM-MC y GM, en almacenamiento por siete semanas a 35°C. Los resultados son promedios (n=3).

Un mayor tamafio de particula logra una mayor proteccion del aceite encapsulado ya que la relacién
superficie - volumen y el area de contacto del aceite con el oxigeno, se reducen (Soottitantawat et
al., 2005). Las microcépsulas de AEL cubiertas con mezclas GM-MC tuvieron un mayor tamafio
de particula y en consecuencia, matrices poliméricas mas gruesas por la adicion de MC. EI MC es
un biopolimero de alta viscosidad (Timilsena et al., 2016b) que al contacto con el agua tiende a
hinchase ocupando un mayor volumen hidrodindmico. La adicion de MC en las microcapsulas
GM-MC disminuyé el nivel de oxidacién del AEL, sin embargo, no fue suficiente para inhibir la
oxidacion durante el almacenamiento y esto podria estar relacionado con la morfologia superficial
de las microcapsulas de GM-MC que presentaron “encogimiento” el cual esta asociado a dafios en

la superficie de las microcapsulas, favoreciendo la permeabilidad del oxigeno (Bae y Lee, 2008).
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3.6.3.1 Cinética de oxidacion del aceite

El orden de reaccion de la formacion de hidroperoxidos (HP) por oxidacion se determind para el
AEL sin encapsular y el AEL encapsulado con mezclas GM-MC y GM. En el Cuadro 10 se muestra
que todos los sistemas evaluados mostraron un mejor ajuste a una cinética de orden cero (r>>0.94)
hasta alcanzar su méxima concentracion de HP respecto al tiempo. En estudios de vida de anaquel,
las reacciones de orden cero producen una linea recta al graficar un factor de calidad (positivo o
negativo) respecto al tiempo, y son independientes de la concentracion del reactivo (Han, 2005),
es decir, la velocidad de formacién de HP es constante con el tiempo e independiente de la
concentracion del aceite que esta reaccionando.

El Cuadro 10 muestra los parametros cinéticos de oxidacion de orden cero para el AEL y el AEL
encapsulado con mezclas GM-MC y GM. Las constantes de velocidad de formacion de HP (Knp)
del AEL sin encapsular y del AEL encapsulado con GM fueron aproximadamente dos veces
mayores que las del AEL encapsulado con mezclas de GM-MC, lo cual indico que las matrices
constituidas por las mezclas GM-MC lograron una mayor proteccion del AEL contra la oxidacion.
Mayores Knp indican una mayor difusion de oxigeno hacia el aceite (Escalona-Garcia et al., 2016),
cabe destacar que las Knp del aceite se redujeron al utilizar como material de pared las mezclas

GM-MC, retardando la difusion de oxigeno al interior de la microcapsula.

Cuadro 10. Pardmetros de cinética de oxidacién de orden cero del AEL y del AEL encapsulado
con mezclas GM-MC y GM.

Modelo cinético _ KHP, _ ,

CHP _ KHPt +CHP0 (meq de r:ggﬁze‘r(;?;()jos/ kg de r
AEL Cup=11.81t +12.95 11.81 + 0.18% 0.94
AEL /90-10 GM-MC Cup= 6.19t +12.74 6.19 + 0.35°¢ 0.94
AEL / 80-20 GM-MC Cup= 6.12t +7.93 6.12 + 0.32°¢ 0.99
AEL / GM Chp=10.17t + 8.90 10.17 + 0.34° 0.94

Los resultados son promedios + DE (n=3).

Los resultados con letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa (p<0.05).

GM: goma de mezquite; MC: mucilago de chia; AEL.: aceite esencial de limon; Cupo: valor peréxido inicial
al tiempo (t) cero; Cup: valor peroxido al tiempo (t); Kup: constante de velocidad de formacion de
hidroperdxidos; r*: coeficiente de determinacion lineal.
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Algunos estudios de cinéticas de oxidacion con reacciones de orden cero se encontraron en la
encapsulacion de D-limoneno con diferentes materiales de pared (goma aradbiga (GA), mezclas
GA-maltodextrina y almidon Hi-Cap 100) (Soottitantawat et al., 2004) y en la encapsulacion de
aceite de chia cubierto con una mezcla de aislado de proteina de suero y goma de mezquite (67-33)
(Escalona-Garcia et al., 2016).

3.6.4 Cinetica de liberacidn del aceite encapsulado

Las cinéticas de liberacion del AEL encapsulado fueron llevadas a cabo bajo diferentes condiciones
de pH y temperatura que simulan las condiciones in vitro del tracto gastrointestinal y del
procesamiento de alimentos. La liberacion del AEL de las microcdpsulas fue estudiada en
amortiguadores de pH 2.5y 6.5, a dos temperaturas 37°C (temperatura del cuerpo humano) y 65°C
(temperatura de procesamiento de alimentos) (Dima et al., 2016). Para entender los mecanismos
de transporte fueron utilizadas ecuaciones cinéticas correspondientes a modelos matematicos de
cero y primer orden, Higuchi y Peppas (Cuadro 11).

La Figura 20a muestra las cinéticas de liberacién del AEL de las microcapsulas de mezclas GM-
MC y GM bajo condiciones de pH=2.5y 37°C. En este caso se observa que la liberacién del aceite
fue mas rapida en las microcépsulas de GM, seguida por las microcapsulas 90-10 y 80-20 GM-MC
y hubo diferencia significativa entre ellas (p<0.05). El modelo de primer orden fue el que mejor se
ajustd a las tres curvas de liberacion de aceite con altos coeficientes de determinacién lineal
(r’>0.98) (Cuadro 11). Por otra parte, la ecuacion de Peppas permitid calcular el valor del
exponente de difusion n el cual clasifica los mecanismos de liberacion de la siguiente manera:
n<0.43 difusion Fickiana (caso | de transporte); 0.43<n<0.85 transporte No-Fickiano o anémalo;
n=0.85 cinética de liberacion de orden cero (caso Il de transporte) (Dima et al., 2016; Siepmann y
Peppas, 2001) y n>0.89 tipo de transporte “supra II” (Dash et al., 2010). En este caso, los tres
sistemas de microcapsulas siguieron el mecanismo de transporte de tipo no Fickiano o transporte
anomalo donde la liberacion del aceite estuvo controlada por el hinchamiento del biopolimero y la
difusion del aceite a través de la matriz polimérica (Maderuelo et al., 2011).

La Figura 20b muestra las cinéticas de liberacion del AEL de las microcapsulas de mezclas GM-
MC y GM bajo condiciones de pH=2.5 y 65°C. Cabe destacar que bajo estas condiciones la
liberacion del aceite total fue muy rapida ya que se dio en un tiempo maximo de 10 min, asimismo,
la similitud entre las curvas de liberacion de los tres sistemas de microcapsulas permitié determinar

que el tipo de material de pared no tuvo efecto sobre la velocidad de liberacién del aceite. El
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modelo que describié mejor la cinética de liberacion del aceite encapsulado con mezclas 90-10 y
80-20 GM-MC fue el de primer orden (r>>0.98), mientras que, para el aceite encapsulado con GM
fue el de Peppas (r>=0.99) (Cuadro 11). Respecto a sus mecanismos de transporte de liberacion
del aceite, las microcapsulas 90-10 y 80-20 GM-MC tuvieron el tipo no Fickiano o transporte
anémalo, por otro lado, las microcépsulas de GM tuvieron el tipo supra Il correspondiente a la
liberacion del aceite por erosion o degradacion del biopolimero al contacto con el medio de
disolucién (Dash et al., 2010; Maderuelo et al., 2011).

La Figura 20c muestra las cinéticas de liberacion del AEL de las microcapsulas de mezclas GM-
MC y GM bajo condiciones de pH=6.5y 37 °C. La velocidad de liberacion del aceite fue més alta
en las microcapsulas de GM, seguida de las microcapsulas 90-10 y 80-20 GM-MC. Las mezclas
90-10 y 80-20 GM-MC tuvieron curvas de liberacion de aceite diferentes pero en el intervalo de
25 a 60 min no hubo diferencia significativa entre ellas (p>0.05). EI modelo que mejor describid
la cinética de liberacion de aceite de las microcapsulas de 80-20 GM-MC y de GM fue el de Peppas
(r?>0.94), mientras que, para las microcapsulas de 90-10 GM-MC fue el modelo de primer orden
(r’=0.84) (Cuadro 11). Respecto a sus mecanismos de transporte de liberacion de aceite, las
microcapsulas de 80-20 GM-MC tuvieron el mecanismo no Fickiano o anémalo, las microcapsulas
de GM el tipo supra Il y las microcapsulas de 90-10 GM-MC el tipo Fickiano donde la tasa de
liberacion esta controlada Unicamente por el proceso de difusién (Dima et al., 2016).

La Figura 20d muestra las cinéticas de liberacion del AEL de las microcapsulas de GM-MC y GM
bajo condiciones de pH=6.5 y 65°C. La liberacién del aceite fue mas rapida utilizando las
microcépsulas de GM, seguidas de las microcapsulas 90-10 y 80-20 GM-MC. En este caso, las
curvas de liberacién de aceite de las dos mezclas GM-MC fueron muy parecidas y no se presento
diferencia significativa (p>0.05) entre ellas en la mayor parte del tiempo estudiado. EI modelo que
mejor describio la cinética de liberacion de aceite de las microcapsulas de 90-10 y 80-20 GM-MC
fue el de primer orden (r>>0.92), mientras que, para las microcapsulas de GM fue el de Higuchi
(r?=0.95) (Cuadro 11). Respecto a los mecanismos de transporte de liberacion de aceite, los tres

sistemas de microcapsulas tuvieron el tipo no Fickiano o anomalo.
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Cuadro 11. Parametros de cinética de liberacion del AEL encapsulado con mezclas GM-MC y
GM, a diferentes condiciones de pH y temperatura.

pH=2.5, 37°C
Modelo
matematico 90-10 GM-MC 80-20 GM-MC GM
Orden cero Q=7.27t+ 20.22 (r>=0.77) Q= 2.32t + 24.46 (r>=0.76) Q=15.41t + 24.18 (r’=0.79)
Primer In(Q-100)= -0.41t + 4.79 In(Q-100)= -0.09t + 4.62 In(Q-100)= -0.77t + 4.78
orden (r=0.98) (r?=0.99) (r?=0.98)
N Q=31.37t"2-3.66 Q=17.68t12- 1.82 _ " -
Higuchi (r=0.91) (r=0.94) Q=43.07t¥2 + 3.75 (r>=0.97)
InQ= 0.75Int + 2.90 InQ=0.75Int + 2.17 _ .
Peppas (r2=0.90) (1=0.93) InQ=0.46Int + 3.87 (r*=0.94)
pH=2.5, 65°C
Modelo
matematico 90-10 GM-MC 80-20 GM-MC GM
Orden cero Q= 9.09t + 20.93 (r2=0.85) Q= 8.22t + 20.29 (r?=0.82) Q= 13.31t + 4.09 (r>=0.97)
Primer In(Q-100)= -0.3t + 4.56 In(Q-100)= -0.42t + 4.82 In(Q-100)= -0.45t + 5.03
orden (r’=1.0) (r?=0.98) (r?=0.89)
. . Q=3256t"2+1.4 Q=32.4t12-1.82 _ 1" 9
Higuchi (12=0.98) (12=0.95) Q= 39.76t12 - 14.07 (r2=0.93)
InQ=0.51Int + 3.49 InQ= 0.66Int + 3.16 _ .
Peppas (=0.97) (1?=0.91) InQ= 0.94Int + 2.77 (r?=0.99)
pH=6.5, 37°C
Modelo
matematico 90-10 GM-MC 80-20 GM-MC GM
Ordencero Q= 1.11t+55.97 (r?=0.35) Q= 1.6t + 34.68 (r’=0.66) Q= 15.33t + 7.71 (r>=0.93)
Primer In(Q-100)= -0.09t + 3.79 In(Q-100)= -0.13t + 4.83 In(Q-100)= -0.61t + 5.05
orden (r=0.84) (r?=0.82) (r>=0.93)
o Q=11.62tY2 +34.11 Q=14.87t"2 + 8.08 _ " -
Higuchi (r=0.64) (r=0.90) Q= 43.28t2- 11.55 (r?=0.93)
InQ=0.31Int + 3.6 InQ=0.53Int + 2.77 _ o
Peppas (=0.69) (1=0.94) InQ=0.95Int + 2.95 (r?=0.95)
pH=6.5, 65°C
Modelo
matematico 90-10 GM-MC 80-20 GM-MC GM
Orden cero Q= 2.2t + 28.4 (r2=0.73) Q= 1.46t + 37.08 (r?=0.6) Q= 14.36t + 18.15 (r?=0.84)
Primer In(Q-100)= -0.08t + 4.49 In(Q-100)= -0.06t + 4.3 In(Q-100)= -0.88t + 5.2
orden (r*=0.98) (r>=0.92) (r>=0.93)
o Q=17.02t"2+ 2,63 Q= 13.95t2 + 11.49 _ " .
Higuchi (1=0.93) (r=0.86) Q= 42.54t2 - 3.26 (r*>=0.95)
InQ=0.63Int + 2.54 InQ=0.58Int + 2.63 _ .
Peppas (=0.93) (1=0.84) InQ=0.68Int + 3.45 (r’=0.92)

GM: goma de mezquite; MC: mucilago de chia; AEL: aceite esencial de limén; Q: porcentaje de aceite

liberado acumulado; t: tiempo; r?: coeficiente de determinacion lineal.
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Figura 20. Cinética de liberacion de AEL encapsulado con mezclas GM-MC y GM usando
diferentes condiciones de pH (2.5 y 6.5) y temperatura (37°C y 65°C). Los resultados son
promedios (n=3).

La adicion de MC en las microcapsulas GM-MC tuvo efecto sobre la velocidad de liberacion del
AEL ya que a mayor concentracion de MC en la mezcla GM-MC, la velocidad de liberacion del
aceite fue mas lenta (Figuras 20a, ¢ y d). En las microcapsulas de GM, la liberacién de aceite
estuvo controlada por la alta solubilidad en agua de la GM lo cual provoco su inmediata erosion y
rapida liberacion del aceite.

A mayor concentracion de MC en las microcapsulas GM-MC, mayor tamafio de particula y mayor
viscosidad de las microcapsulas rehidratadas, asi como, una capa de gel mas robusta alrededor de
la microcéapsula. Entre mas gruesa es la capa de gel, se disminuye la porosidad del material de

pared, lo cual dificulta la salida del aceite reduciendo su velocidad de liberacion.
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Por otro lado, las caracteristicas del compuesto activo también son importantes en su cinética de
liberacion. EI AEL estd constituido por terpenos y terpenoides de bajo peso molecular lo cual
facilitd su difusion al exterior de la microcapsula.

Las condiciones que favorecieron la liberacion rapida del aceite de las microcapsulas 90-10 GM-
MC fueron pH=2.5a37°C y 65°C, de las microcapsulas 80-20 GM-MC fueron pH=2.5, 65°C y de
las microcépsulas de GM fueron pH=2.5, 37°C, por lo tanto, la condicion &cida (pH=2.5) favorecio
la liberacidon del aceite. Es probable que a valores de pH bajos esté ocurriendo una disminucion de
la carga negativa de los biopolimeros lo cual conlleva a una menor viscosidad y menor resistencia
del gel lo cual promueve la liberacion del compuesto activo (Maderuelo et al., 2011).

En la Figura 20 se observa que las diferentes curvas de liberacion del aceite pasan por dos fases,
una primera fase conocida como efecto rafaga (burst effect) en donde un porcentaje considerable
de aceite es liberado al contacto con el medio de disolucién en un periodo de tiempo relativamente
corto, y una segunda fase de liberacién de aceite mas lenta y constante (Maderuelo et al., 2011). El
efecto rafaga puede deberse a que las moléculas de aceite se encuentran adsorbidas cerca de la
superficie de la microcapsula, asi, tomando en cuenta que la velocidad de disolucion del
biopolimero cerca de la superficie es alta, la cantidad de aceite liberado también es alta (Hosseini
et al., 2013). En este caso, el efecto rafaga fue mas evidente en las microcapsulas de GM por su
tamafio de particula pequefio y su matriz polimérica delgada. La adicion de MC en las
microcapsulas de GM-MC permitid retardar la liberacién del AEL, evitando el efecto rafaga
representativo de las microcapsulas de GM.

La diferencia en la velocidad de liberacion del aceite de los distintos materiales de pared podria ser
atil al aplicar las microcapsulas de AEL en el desarrollo de alimentos, es decir, las microcapsulas
de AEL cubiertas con GM-MC podrian prolongar la liberacion y percepcion del sabor limén en la
boca, mientras que, las microcapsulas de GM podrian utilizarse en la preparacion de bebidas
instantaneas en polvo, ya que al contacto con agua se solubilizarian y liberarian inmediatamente el

AEL (saborizante) al medio.
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3.6.5 Analisis térmico

El anlisis calorimétrico se uso para determinar las transiciones térmicas del material durante el
calentamiento en presencia de una atmosfera inerte. La Figura 21a muestra los termogramas del
analisis calorimétrico de las microcapsulas de AEL cubiertas con mezclas GM-MC y GM. A
temperaturas menores de 110°C se identificaron picos endotérmicos correspondientes a la pérdida
de humedad por agua libre, asimismo, cerca de los 250°C se encontraron picos endotérmicos
atribuidos a la remocion de agua ligada (Timilsena et al., 2016b) o posibles transiciones de fase
de los biopolimeros como la fusion. Los picos exotérmicos mas pronunciados de las microcapsulas
de AEL se encontraron a temperaturas altas, es decir, el de 90-10 GM-MC a 317.2°C, el de 80-20
GM-MC a 318.2°C y el de la GM a 317.3°C. Estos picos exotérmicos se presentan por la
descomposicion de los biopolimeros por pir6lisis de polisacaridos y proteinas tras la ruptura de
enlaces glucosidicos y peptidicos (Gonzélez-Campos et al., 2009). De-Campo et al. (2017)
realizaron nanocépsulas de aceite de semilla de chia cubiertas con MC y encontraron un pico
endotérmico y un pico exotérmico en ~100°C y ~300°C, respectivamente.

El andlisis termogravimétrico es usado para evaluar la pérdida de masa del material en funcién de
la temperatura y conocer su estabilidad térmica (Hosseini et al., 2013). En la Figura 21b se
muestran los termogramas obtenidos por analisis termogravimétrico de las microcapsulas de AEL
cubiertas con mezclas GM-MC y GM. Los tres sistemas de microcapsulas tuvieron un bajo
contenido de humedad, por lo que a temperaturas menores a 200°C sélo tuvieron una pérdida de
masa menor al 5% la cual se atribuy6 principalmente a la evaporacién del agua libre y en el
intervalo de 250°C a 350°C se observo una pérdida de masa considerable ~57%, debido a la
descomposicion de los biopolimeros en compuestos de menor peso molecular. De-Campo et al.
(2017) utilizaron nanocépsulas de aceite de semilla de chia cubiertas con MC y encontraron una
pérdida de masa de ~30% a 350°C.

En las Figuras 21a y 21b se observa que los termogramas de las mezclas 90-10 y 80-20 GM-MC,
y de la GM son muy parecidos entre si. Los tres sistemas de microcapsulas de AEL mostraron alta
estabilidad térmica ya que su descomposicion se presentd a altas temperaturas (superiores a
250°C), por lo tanto, las mezclas de GM-MC pueden ser empleadas como materiales de pared en
la proteccion de aceites evitando su volatilizacion y oxidacion durante un proceso de calentamiento

a través de un amplio intervalo de temperaturas.
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Figura 21. Termogramas de microcapsulas de AEL cubiertas con mezclas GM-MC y GM
obtenidos por (a) andlisis calorimétrico y (b) analisis termogravimétrico mediante calorimetria
diferencial de barrido, a una tasa de calentamiento de 10°C min en atmésfera de N2.
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CONCLUSIONES

Las dispersiones acuosas de las mezclas GM-MN tuvieron mayor estabilidad electrostatica que los
biopolimeros individuales. Las curvas de viscosidad mostraron que a mayor concentracion de MN
en las mezclas GM-MN, se obtuvieron mayores valores de viscosidad aparente, asimismo, las
dispersiones GM-MN al 30% (w/w) mostraron un comportamiento viscoelastico de tipo fluido o
viscoso por lo que fueron capaces de fluir. Por otro lado, las mezclas GM-MN mostraron
estabilidad termica, fueron solubles en agua y tuvieron la capacidad de retener agua y aceite, dichas

caracteristicas estan relacionadas con sus propiedades funcionales.

Las propiedades emulsionantes mejoraron a mayor concentracion de GM en las mezclas GM-MN,
por el contrario, las propiedades espumantes mejoraron a mayor concentracion de MN en las
mezclas GM-MN, de esta manera, la variacion en las proporciones de las mezclas GM-MN

modificd sus propiedades funcionales.

El estudio de las caracteristicas fisicoquimicas y de las propiedades funciones de las mezclas GM-
MN permitié determinar que este sistema de aditivos, en diferentes proporciones, puede ser
aplicado como agente emulsionante en la preparacién de emulsiones y como material de pared en

la microencapsulacion por secado por aspersion.

El estudio de las emulsiones y las microcapsulas del aceite esencial de limon (AEL) cubiertas con
mezclas de GM — mucilago permitié identificar que los tipos de biopolimeros y sus proporciones
en las mezclas, influyen sobre las caracteristicas de la emulsion (tamafio de gota y viscosidad
aparente) y sobre las caracteristicas de las microcapsulas (tamafio de particula, morfologia y
eficiencia de encapsulacion), las cuales a su vez ejercen un efecto sobre el contenido de aceite
volatil total retenido (rendimiento), la estabilidad oxidativa del aceite (tiempo de vida de anaquel)

y la velocidad de liberacion del aceite de la microcapsula.

Las emulsiones estabilizadas con mayor concentracion de GM en las mezclas GM-MN tuvieron
menores tamafnos de gota y menores valores de viscosidad aparente esto debido a que la GM tiene
una estructura compacta, en consecuencia, sus microcapsulas tuvieron pequefios tamafos de
particula, con un alto contenido de aceite volatil total retenido, pero con una deficiente proteccion
del aceite en contra de la oxidacién probablemente debido al encogimiento de las microcéapsulas lo

cual pudo provocarles dafio superficial, y a sus bajos valores de eficiencia de encapsulacion.
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Las emulsiones estabilizadas con mayor concentracion de MN en las mezclas GM-MN tuvieron
mayores tamafos de gota y mayores valores de viscosidad aparente, y sus microcapsulas tuvieron
mayores tamafios de particula, mayores valores de eficiencia de encapsulacion y mayor estabilidad
oxidativa del aceite. La mayor proteccion del aceite en contra de la oxidacion se atribuye al MN el
cual formé una estructura extendida que permitié una mejor cobertura de las gotas de aceite, con

una matriz polimérica mas gruesa y una superficie de microcapsula lisa, libre de hoyos o grietas.

Las emulsiones estabilizadas con mayor concentracion de MC en las mezclas GM-MC tuvieron
mayores tamafos de gota y mayores valores de viscosidad aparente y luego de ser secadas, las
microcépsulas presentaron mayores tamafios de particula las cuales tienden a tener mayor grosor
de su matriz polimérica y menor érea superficial en contacto con el oxigeno, ademas, presentaron
altos valores de eficiencia de encapsulacion, por lo tanto, lograron una mayor estabilidad oxidativa
del aceite respecto a las microcapsulas de GM control. Asimismo, una mayor concentracion de
MC en las microcapsulas de GM-MC contribuyd a la reduccion en la velocidad de liberacion del
AEL, ya que el MC al contacto con al agua se hinch6 y formé una capa robusta alrededor de la
microcapsula que dificult6 la salida del aceite. El control en la velocidad de liberacion del aceite
sera (til en la aplicacion de las microcapsulas de AEL en el desarrollo de alimentos, pues puede

influir en el aspecto sensorial y tecnolégico del producto.

Finalmente, las mezclas GM-MN y GM-MC se proponen como nuevos sistemas de aditivos, con
interesantes propiedades emulsionantes y encapsulantes para la microencapsulacién de aceites

esenciales y desarrollo de productos por la industria alimentaria.
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ABSTRACT

Mesquite gum (MG) and nopal mucilage (NM) mixtures were used for microencapsulation of
lemon essential oil (LEQ) by spray drying. Emulsions of MG, NM and MG-NM mixtures (25-75,
50-50, 75-25) were evaluated according to the droplet size (149-9.16 um), viscosity and zeta
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potential (—1607 to —20.13mV), and microcapsules were characterised in particle size

(11.9-44 4um), morphology, volatile cil retention (VOR) (45.9-744%), encapsulation efficiency
(EE) (70.9-90.6%), oxidative stability and thermal analysis. The higher concentration of MG led to
smaller droplet sizes and lower viscosity in the emulsions, and smaller particle sizes with the
highest VOR in microcapsules. The higher concentration of NM induced to higher viscosity in the
emulsions, and larger particle sizes with the highest values of EE and oxidative stability in micro-

KEYWORDS

Nopal mucilage; mesquite
gum; lemon essential ofl;
microencapsulation; oxida-
tive stability; wall material

capsules. This work shows evidence that MG-NM mixtures can have synergic effect in desirable
characteristics such as retention and shelf life extension of LEQ in microcapsules.

Introduction

Microencapsulation by spray drying is widely used in
the food industry for the preparation of powder addi-
tives such as essential oils and flavours to protect
them from factors that may cause their deterioration.
It involves the emulsification of a core material, usually
a lipid, with a dense solution of wall material such as
proteins, starches, gums and maltodextrins, alone or in
mixtures, followed by the atomisation and drying of
the emulsion (Gharsallaoui et al.,, 2007). Food technolo-
gists constantly are searching for new wall materials
for encapsulation of bicactive compounds in order to
find interesting alternatives to expensive biopolymers
with a limited supply. These new biopolymers must
hawve characteristics such as low cost, authorised grade,
accessibility and good functionality (Verdalet-Guzman
et al, 2013). According to functionality these must be
highly soluble in water, exhibit low viscosity at high
concentrations, have high emulsifying activity and
form dense adsorbed films around the lipid droplets in
order to minimise oxygen diffusion (Bae and Lee,
2008; Pérez-Alonso et al., 2008). The selection of wall
material has an effect in the emulsion stability and in

the final characteristics of microcapsules (Rodea-
Gonzalez et al,, 2012). A new alternative of wall mater-
ial is nopal mucilage (MM) from Opuntia ficus indica,
this mucilage comes from the degradation of pectin
substances from nopal cactus cladodes, and it is a mix-
ture of neutral glucans, glycoproteins and an acidic
polysaccharide composed of -arabinose, p-galactose,
o-xylose, L-rhamnose and b-galacturonic acid. Rivera-
Corona et al. (2014) performed a proximal analysis of
NM powder where it was found to be constituted by
carbohydrates (66.65+ 0.61), protein (6.34 + 0.61), ashes
(23.19 £ 0.69), lipids (0.59 +0) and moisture (3.23 +0.39)
expressed as g/100g. MM has a molecular weight
ranged from 2.3 =% 10% to 3 =« 10°Da (Ledn-Martinez
et al, 2010) and it behaves as a polyelectrolyte
(Medina-Torres et al., 2000). NM has been reported for
having properties such as water retainer, emulsifier
agent (Zambrano-Zaragoza et al., 2014) and thickener
with a MNon-Mewtonian shear-thinning behaviour,
which was mainly attributed to the random coil con-
figuration of the mucilage (Medina-Torres et al., 2000).

MM has been applied as wall materdal in micro-
encapsulation of gallic acid by spray drying
demonstrating good  ability for encapsulation
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Abstract:

ARTICULO CIENTIFICO 2

Exploring the Potential of Mesquite Gum—Nopal
Mucilage Mixtures: Physicochemical and
Functional Properties

Stefani Cortés-Camargo, Raquel Gallardo-Rivera, Blanca E. Barragan-Huerta, Octavio Dublan-Garcia,
Angélica Roman-Guerrero, and César Pérez-Alons

In this work the physicochemical and functional properties of mesquite gum (MG) and nopal mucilage

(MM) mixtures (75-25, 50-50, 25-75) were evaluated and compared with those of the individual biopolymers. MG—
NM mixtures exhibited more negative zeta potential (ZP) values than those displayed by MG and NM, with 75-25
MG-NM showing the most negative value (—14.92 mV at pH = 7.0), indicative that this biopolymer mixture had the
highest electrostatic stability in aqueous dispersions. Viscosity curves and strain amplitude sweep of aqueous dispersions
(30% w/w) of the individual gums and their mixtures revealed that all exhibited shear thinning behavior, with NM
having higher viscosity than MG, and all displaying fluid-like viscoelastic behavior where the loss modulus predominated
over the storage modulus (G"= 7). Differential Scanning Calorimetry revealed that MG, NM, and MG—NM mixtures
were thermally stable with decomposition peaks in a range from 303.1 to 319.6 °C. From the functional properties
viewpoint, MG (98.4 £ 0.7%) had better emulsifying capacity than NM (51.9 £+ 2.0%), while NM (43.0 + 1.4%) had
better foaming capacity than MG. MG-NM mixtures acquired additional functional properties {(emulsifying and foaming)
regarding the individual biopolymers. Therefore, MG—INM mixtures represent interesting alternatives for their application
as emulsifying and foaming agents in food formulations.

Keywords: functional properties, mesquite gum, nopal mucilage, rheological characteristics, zeta potential

Practical Application: Mesquite gum (MG) and nopal mucilage (MM) are promising raw materials with excellent func-
tional properties whose use has been largely neglected by the food mdustry. This work demonstrates MG-NM mixtures
acquired additional functional properties regarding the individual biopolymers, making these mixtures multifunctional
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ingredients for the food industry.
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Introduction

An ongoing research topic is to characterize the physicochem-
ical and functional properties of biopolymer mixtures in order
to develop materials with enhanced or additional properties than
those displayed by the individual biopolymers (Li and others 2012;
Ravera-Corona and others 2014). Likewise, researchers are con-
stantly seeking sources of new or underexploited biopolymers
with functional properties such as thickeners, emulkifiers, foam-
ing agents, and so on, which could contribute to improve the
functionality of foods, to decrease processing costs and to help
the development of regional economies (Amid and Mirhosseimi
2012; Lépez-Garcia and others 2017). In this regard, mesquite
gum {MQG) and nopal mucilage (NM) are two biopolymers found
in Mexico which have very interesting functional properties with
potential applhication m food mdustry, and their mixtures could
result in promising new ingredients with enhanced or additional
functional properties.
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NM from Chpumtia fious indica (2 member of the cadtaceae family)
1s a2 mixture of acidic and neutral polysaccharides consisting of
24.6% to 42% of arabinose; 21% to 40.1% of galactose; 8% to
12.7% of galacturonic acid; 7% w 13.1% of thamnose, and 22% to
22.2% of xylose, besides of glycoproteins (Sienz and others 2004).
It has been reported that MM has a molecular weight of 2.3 =
10* to 4.3 x 10" Da and it behaves as a polyelectrolyte (Medina-
Torres and others 2000). Proximal analysis of NM powder reveals
it contains carbohydrates (66.65 £ 0.61), protein (6.34 £ 0.61),
ashes (2319 & 0.69), lipids (0.59 £ 0), and moisture (3.23 £ 0.39)
expressed as g/ 100g (Rivera-Corona and others 2014). It has been
found that NM has been used as water rerainer, food thickener,
emulsifier (Leén-Martinez and others 2010}, encapsulating agent
of bivactive compounds (Medina-Torres and others 2013}, and
as component of edible coatings of fruits in order to extend their
shelf life taking advantage of its low cost (Zambrano-Zaragoza and
others 2014). NM have been mixed with different biopolymers
such as x-carrageenan in 80:20 ratio getting higher gel rigidity
than the pure x -carrageenan, therefore MM increased the elasticity
on the final gels (Medina-Torres and others 2003). NM mixed
with sorghum starch resulted in an enhanced gel structure respect
to starch gel control (Rivera-Corona and others 2014).

Some polysaccharides interact with other biopolymers such as
proteins and they modify their properties, or cause synergistic
etfects in the viscosity, gelation or other physicochemical phe-
nomena (Cul and others 2006). It has been found that NM is
able to interact with other biopolymers, but to our knowledge,
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