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RESUMEN

Martinez Rodriguez Javier Maestria en Ciencias en Ingenieria Bioguimica. Unidad de
Investigacion y Desarrollo en Alimentos. Instituto Tecnoldgico de Veracruz. Junio de
2017. “Estudio y caracterizacion de emulsiones a partir de un extracto no alcohdlico de
vainilla (Vainilla planifolia)”. Asesores: Monroy Rivera José Alberto, Cano Sarmiento
Cynthia.

La vainilla (Vainilla planifolia) es originaria de la zona norte de Veracruz y es
considerada como el saborizante de mayor importancia en el mundo. Sin embargo, su
aplicacion en alimentos esta limitada ya que se comercializa principalmente como
extractos etandlicos debido a que la vainillina es insoluble en agua. Ademas, no todas
las personas consumen alcohol por condiciones religiosas o de salud. Por otro lado,
las emulsiones en la industria de alimentos son utilizadas para estabilizar mezclas de
dos o mas sustancias inmiscibles entre si, por lo que este trabajo propuso estudiar la
estabilidad de emulsiones de vainilla generadas por altas presiones a partir de un
extracto no alcohdlico. Para la elaboracion de la emulsion se utilizaron las tecnologias
de alta energia, la homogeneizacion por valvula de alta presion y por microfludizacion.
En la formulacion de las emulsiones se utilizo lecitina de soya, Tween 20, concentrado
de vainilla, goma guar, agua, azucar y glicerol a tres concentraciones diferentes. Se
evaluo el efecto de la presion, el nimero de ciclos, utilizando un factorial 2%*3. En la
segunda etapa, las emulsiones Optimas se almacenaron a temperaturas controladas
de 15, 25 y 35°C durante 41 dias. A las emulsiones obtenidas se evaluo el tamafio de
particula, indice de polidispersion, potencial Z. La concentracion 7% de glicerol produjo
emulsiones mas estables en las emulsiones de vainilla con y sin azucar. Para generar
una emulsion estable sin azlcar, 5 ciclos a una presion de 400 bar fueron suficientes,
sin embargo para la emulsién con azucar fueron necesarios 9 ciclos a una presion de
200 bar. Durante el almacenamiento, las altas temperaturas tienden a desestabilizar
mas rapidamente las emulsiones. A los 35°C ambas emulsiones se desestabilizaron
en el dia 21 presentando fendmenos de inestabilidad, sin embargo a 25°C la emulsion
con azucar se mantuvo estable durante los 41 dias que duré el experimento, mientras
gue la emulsion sin azucar solo llego al dia 28. De las temperaturas estudiadas la de
15°C permiti6 que ambas emulsiones de vainilla con y sin azlUcar permanecieran
estables durante 41 dias que duré el almacenamiento.



ABSTRACT

Martinez Rodriguez Javier. Master of Science in Biochemical Engineering. Food
Research and Development Unit. Instituto Tecnoldgico de Veracruz. June de 2017.
June 2017. "Study and characterization of emulsions from a non alcoholic extract of
vanilla (Vanilla planifolia)". Advisors: Monroy Rivera José Alberto, Cano Sarmiento
Cynthia.

Vanilla (Vanilla planifolia) is native to northern of Veracruz and is considered the most
important flavoring in the world. However, its application in foods is limited as it is
marketed primarily as ethanolic extracts because vanillin is insoluble in water. Further,
not all people consume alcohol for religious or health conditions. On the other hand,
emulsions in the food industry are employed to stabilize mixtures of two or more
substances immiscible with each other, This work proposed to study the stability of
vanilla emulsions prepared by high pressures from a nonalcoholic extract. For the
elaboration of the emulsion, the technologies of high energy, the homogenization by
valve of high pressure and microfludizacion were used. In the formulation of the
emulsions soy lecithin, Tween 20, vanilla concentrate, guar gum, water, sugar and
glycerol were used at three different concentrations. The effect of pressure and the
number of cycles, were evaluated using a factorial 23*3. In the second stage, the
optimum emulsions were stored at controlled temperatures of 15, 25 and 35 ° C for41
days. The emulsions obtained were evaluated for particle size, polydispersity index, Z
potential and Stability Index (TSI). A concentration of glycerol 7% produced more stable
emulsions in the vanilla emulsions with and without sugar. To generate a stable
emulsions without sugar, 5 cycles at a pressure of 400 bar were sufficient; however,
for emulsions with sugar, 9 cycles were necessary at a pressure of 200 bar. During
storage, high temperatures destabilized the emulsions more quickly. At 35 °C both
emulsions were destabilized on day 21 However, at 25 °C the sugar emulsions
remained stable during the 41 days of the experiment, while the sugar-free emulsions
only reached day 28. From the temperatures studied, 15 °C allowed both vanilla sugar

and sugar-free emulsions to remain stable during the 41 days of storage.
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INTRODUCCION

Especies de vainilla comerciales como Vainilla planifolia es originaria de los bosques
tropicales al suroeste de Mesoamérica. Esta vainilla se utilizé en la era prehispénica
para varios propoésitos, como tributos, fragancias, aromatizantes, remedios
medicinales y era utilizada por grupos indigenas como los mayas, aztecas y totonacas.
A finales del siglo XVII los totonacas de la region de Papantla, Veracruz fueron los
primeros y Unicos exportadores de vainilla en el mundo durante casi 100 afios (Havkin,
2011)

La vainilla es una orquidea trepadora nativa de México del género Vainilla existiendo
mas de 110 especies siendo tres de mayor importancia comercial (Vainilla planifolia,
Vainilla tahitensis y Vainilla pompona) siendo la Vainilla planifolia predominante en el
cultivo para la obtencion de vaina de vainilla (Pérez, 2011). Actualmente la vainilla es
considerada como el mayor saborizante natural en el mundo, su uso y distribucion esta
dividida en diferentes sectores industriales, entre estos se encuentran la farmacéutica,

cosmeético, alimentos y bebidas.

El extracto de vainilla de acuerdo con la NOM-139.SCFI-1999 y la; NOM-182-SCFI-
2011 debe ser derivado de las vainas de vainilla, Es una solucién etanol/agua con una
coloracion ambar de olor y sabor caracteristico, debe tener una concentracion de
etanol mayor al 35%v/v y una unidad de concentracion de vainillina (UCV) equivalente
a 0.11 g en 100 ml siendo denominado: “1 FOLD”. El sabor y aroma caracteristico del
extracto de Vainilla es desarrollado en las vainas debidamente curadas, siendo el
resultado de una serie de transformaciones bioquimicas, donde se han identificado
mas de 170 compuestos aromaticos volatiles, encontrando la Vainillina, el acido P-
hidroxibenzoico, el P-hidroxibenzaldehido y el acido Vanillico, como principales
compuestos que le otorgan el sabor y el aroma caracteristico a Vainilla; sin embargo
la concentracion de estos cuatro compuestos Puede variar dependiendo de la especie

y el pais de origen (Pérez, 2011).



INTRODUCCION

Por otra parte, las emulsiones son utilizadas en un gran niumero de alimentos, por
ejemplo en bebidas, aderezos y helados. Las emulsiones son sistemas inestables que
consisten en dos liquidos inmiscibles, uno de los liquidos dispersos en pequefias
gotas. Se clasifican en emulsiones aceite en agua (o/w) o agua en aceite (w/0) Para
hacer una emulsién estable es necesario la adicion de emulsificantes. Para que una
sustancia actué como un emulsificante se requiere una afinidad en el area interfacial,

entre la fase continua y la fase dispersa.

Existen mecanismos fisicoquimicos que describen la capacidad en una emulsion para
resistir los cambios generados con respecto el tiempo. Los mecanismos de
inestabilidad en las emulsiones mas referidos son, sedimentacion, sedimentacion

inversa, floculacion, coalescencia y maduracion de Ostwald.

Para evitar los fendmenos fisicoquimicos de inestabilidad existen métodos de alta y
baja energia para conseguir emulsiones mas estables, dentro de los métodos de baja
energia se encuentran las alteraciones de las condiciones ambientales y la formacion
espontanea de gota, Para los métodos de alta energia se encuentran: homogeneizador
por ultrasonido, homogeneizador por valvula de alta presion y microfludizacion.
Estudios demuestran que el tamafo de gota tiende a disminuir cuando en el proceso
por homogeneizacion se aumenta la presion o el nimero de ciclos, este aumento
repercute en la disminucion en la tension superficial, aumentando la velocidad de
adsorcion del emulsificante y modificando la relacion de la viscosidad de la fase

dispersa a continua (McClements, 2010).

Por lo cual en este trabajo se propone elaborar emulsiones de vainilla libre de alcohol,
evaluando el efecto que tiene el numero de ciclos, las altas presiones, la concentracion
de glicerol en la formulacion de emulsiones con y sin azucar partiendo de un extracto
alcohdlico de vainilla. Posteriormente se estudiara el efecto de las temperaturas de

almacenamiento 15°C, 25°C, 35°C en la estabilidad de las emulsiones.



1 ANTECEDENTES

11 Vainilla

La vainilla (Vainilla planifolia) pertenece al género de las Orchidaceae del genero de
vainilla, originaria de la zona costera al norte del estado de Veracruz, sus regiones
productoras son Papantla de Olarte, Martinez de la Torre, Gutiérrez Zamora, Tecolutla
y Poza Rica mientras que en Puebla se ubican en la region de Cuetzalan del Progreso,
Xochitlan de Romero Rubio, Ixtepec, Caxhuacan y Huachinango (Musalem, 2002). Es
considerada como el saborizante de mayor importancia en el mundo, Su uso y su
distribucion esta dividida en algunos sectores industriales como en la industria de

alimentos, bebidas, farmaceéuticos y cosméticos.

Particularmente Vainilla planifolia, las flores miden alrededor de 5cm color blanco y un
tono amarillo verdosos, presentando tres pétalos y una columna central en donde se
presentan sus érganos sexuales, la planta esta constituida por dos tipos de raices las
primeras son las que brotan los nudos y se encuentran por debajo de la tierra y las
segundas son las que brotan de los nudo de la parte aérea (Musalem, 2002; Castro,
2008). Los paises europeos intentaron la produccion de Vainas de Vainilla después de
la llegada de los espafioles a México, observando que las flores no llegaron a producir
frutos (Vainas) ni en climas ni en suelos beneficiados para su cultivo, por tal motivo la
zona de Papantla en el estado de Veracruz-México fue el productor de Vainas de
Vainilla por méas de 300 afios, por lo que se convirtié en la ciudad de mas importancia

econdmica a nivel mundial.

En el afio de 1836, Charles Morren encontré que las orquideas no se daban en otras
partes del mundo debido a que la polinizacion se daba naturalmente por la avispa y
por el colibri. Encontrando un método de polinizacion artificial que dio paso a la

produccion de grandes volumenes de Vainilla a nivel mundial (Pérez, 2011).

10



ANTECEDENTES

12 Proceso de curado

Las vainas de vainilla verde son casi inoloras desarrollando un débil olor fendlico de a
diferencia de las vainas curadas que alcanzan la etapa de madurez de la cosecha
desarrollando un sabor como resultado de la accion enzimatica inducida naturalmente.
Dentro del proceso de curado de las vainas de vainilla salen estar en patios o
cobertizos donde se almacenan las vainas por algunos dias hasta que las vainas
empiezan a encogerse, posteriormente son colocados en grandes cajas de sudoracion
en estas cajas son colocados en una serie de tapetes sobre las cajas de sudoracion
de tal manera que la temperatura sea apropiada y pueda mantenerse para que se
realicen las reacciones enzimaticas que generan el sabor caracteristico a Vainilla,
acompafiado de una ligera fermentacion. Esta etapa se realiza durante veinticuatro
horas el proceso puede repetirse de seis a ocho veces durante la primera parte de
curado pudiéndose extender de dos a tres semanas, durante este periodo las vaina
verdes adquieren un color chocolate y la humedad se reduce hasta un nivel de 250
g/kg por la exposicion frecuente a la luz solar y a la sudoracion. En la parte final del
curado se colocan las vainas en cajas de por un periodo de 2-3 meses, las vainas se
juntan y forran con papel encerado, el proceso mexicano de curado tarda

aproximadamente de 5 a 6 meses (Ramachandra y Ravishanka, 2000)

13 Composicién de la Vainilla

La identificacion de los compuestos quimicos de la vainilla inicio desde el siglo pasado
identificando mas de 200 compuestos volatiles que son responsables del aroma a
vainilla. (Sinha, 2008) Los compuestos que otorgan el aroma a vainilla, son compuestos
volatiles como carbonilos, alcoholes aroméaticos, acidos aromaticos, ésteres aromaticos,
fenoles, alcoholes alifaticos, lactonas, hidrocarburos aromaticos vy alifaticos,
terpenoides, heterociclicos. Por otra parte, los compuestos no volatiles que imparten el
sabor a la vainilla son los: taninos, polifenoles, resinas y aminoacidos libres. Todos estos

compuestos juntos imparten un delicado, rico y aroma suave con dulce picante,

11



ANTECEDENTES

amaderado y con notas balsdmicas (Ramachandra y Ravishanka, 2000). Entre todos
los compuestos volatiles mencionados la vainilina es el compuesto principal
caracteristico al sabor a vainilla Por otro lado, las vainas de vainilla beneficiada y todas
las concentraciones de estos compuestos dependen de las especies, los factores
ambientales los procedimientos de crecimiento y de postcosecha, haciendo referencia
al contenido de compuestos generales en las vainas verdes y secas (Parthasarathy et
al., 2008). Un estudio realizado por Ranadiver et al., (1992), comparan los compuestos
mas importantes que otorgan el sabor caracteristico a vainilla para vainas curadas de

diferentes zonas geograficas (Tabla.1.1).

TABLA 1.1. Composicion de Vainas de Vainilla en funcion del pais de origen

Acido p- . . . Ac. R

extracto) extracto)
Madagascar 5.6 13.7 15 164
Indonesia 3.4 9.3 7.7 117
Meéxico 4 7 13 90.0
Costa Rica 5.2 14 12 135
Jamaica n.d. 8.4 4.2 216
Tonga 2.1 10 7.6 197
Tahiti 32.8 13 4.4 103

(Ranadive, 1992)

14 Composicion de Extractos de Vainilla

El aroma y sabor caracteristico de vainilla se debe a la presencia de compuestos no
volatiles en el extracto de vainilla, en esto se incluyen los taninos, polifenoles, amino
libres acidos y resinas, siendo los extractos con mas resinas retendran mayormente los

compuestos aromaticos (Sinha, 2008). En las Tablas 1.2 y 1.3 se muestra el contenido

12
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de nutrientes y la composicion quimica en el extracto de vainilla al 34.4% de etanol

después del curado.

TABLA 1.2. Contenido de nutrientes del extracto de vainilla en 34,4% de etanol

Nutrientes

porcién comestible

Agua (g)

Proteina

Lipidos totales

Ceniza
Carbohidratos
Minerales
Ca
Fe

Mg

Na
Zn

Cu
Mn

Valor 100 g

52.58

0.06

0.06

0.26

12.65

11

0.12
12

148

0.11

0.072
0.23

Valor 100 g
Lipidos por porcién
comestible
Total de ac. 0.010
grasos
Ac. Grasos mono
] 0.010
in saturados
Ac. grasos
poliinsaturados 0.004
Vitaminas
Tiamina 0.011
Riboflavina 0.095
Niacina 0.425
Acido pantoténico. 0.035
Vitamina B6 0.026

(Parthasarathy et al., 2008)

El sabor y aroma caracteristicos de las Vainas de vainilla, es desarrollado en el curado

de las mismas, siendo el resultado de una serie de transformaciones bioquimicas. Se

han identificado compuestos aromaticos volatiles en las vainas de vainilla, la vainillina

es la méas abundante con (1.5 - 3.2 %) seguida por el Acido p-hidroxibenzoico (0.02 %),
el p-hidroxibenzaldehido (0.12-0.2 %) y el Acido vanilico (0.1-0.2 %). Sin embargo esta

proporcién podria variar, ya que depende en su mayoria de la especie y del pais de

13



ANTECEDENTES

origen. La Figura 1.1 muestra los principales compuestos de la vainilla beneficiada
(Ranadiver, 1992; Ramachandra y Ravishanka, 2000; Pérez, 2011).

GHO COOH COOH CHO
= AN RN A
o -CHa N 5 -CH; = l /J
OH OH OH o
Vainillina Ac.Vainillico p - Hidroxibenzoico  p- Hidroxibenzaldehido

FIGURA 1.1. Principales compuestos aroméaticos de las vainas de vainilla
beneficiadas

TABLA 1.3. Composicion quimica en un extracto de vainilla

NUMERO DE

COMPUESTOS COMPUESTOS
Hidrocarburos 40
Aldehidos Carbonilos 11
Acidos 20
Lactonas 2
Compuestos Sulfurados 1
Eteres 5
Furanos 10
Alcoholes 25
Cetonas 10
Esteres 41
Acetatos 1
Bases 3
Fenoles 10
Epoéxidos, Piranos, Cumarinas 2

(Ramachandra y Ravishanka, 2000)

Por otra parte Pérez et al., en 2011, realizaron la caracterizacion quimica del extracto
y la compararon con diferentes investigaciones, observando que la vainillina se
encuentra como glucésido o glicona. Mientras que el alcohol vanilico, alcohol p-

hidroxibencil, acido p- hidroxibenzoico, y el p- hidroxibenzaldehido, fueron las Unicas

14



ANTECEDENTES

coincidencias en tres investigaciones diferentes (kaunzinger et al., 1997; Shymala et
al., 2007; Palama et al., 2009).

15 Proceso de extracciéon de vainilla

Son utilizan principalmente dos métodos para la extraccion de vainilla, encontrando la

percolacion y la oleorresina.

La percolacién consiste en circular una solucion de etanol/agua en proporciones 35-50
y 65-50 (v/v), sobre y a través de vainas en condiciones de vacio durante
aproximadamente 48 a 72 dias. Mediante este proceso se puede obtener una
concentracion de aproximada de cuatro Fold de vainillina. Por otra parte el método de
oleorresina consiste en pulverizar todas las vainas de vainilla, haciendo circular etanol
sobre las vainas al vacio a 45°C, siendo eliminado el exceso de etanol por evaporacion.
Este proceso toma alrededor de 8-9 dias y se puede obtener aproximadamente una

concentracion de diez Fold de vainillina (Ramachandra y Ravishanka, 2000).

De acuerdo con las normas NOM -139.SCFI-1999 y NOM-182-SCFI-2011, el extracto
de vainilla natural es un liquido color ambar de olor y sabor caracteristicos, derivado de
vainas de vainilla, alcohol y agua, el cual puede o no contener glicerina, propilen glicol,
azucar (incluye azucar invertido), dextrosa, jarabe de maiz (incluye jarabe de maiz
deshidratado). La concentracion de etanol no debe ser menor del 35% v/v y debe tener
una unidad de concentracion de vainilla (UCV) equivalente a 0.11 g en 100 mL
denominado 1 FOLD. Por tal motivo se considera extracto de vainilla cuando la
concentracion de etanol es igual al 35% v/v y contiene un equivalente de concentracion
de 0.11 g de vainillina en 100 mL (1 FOLD).

Por otra parte existe una creciente interés en la producciéon de emulsiones para la
industria de alimentos, bebidas y productos farmacéuticos con el fin de encapsular,

proteger y suministrar compuestos funcionales, tales como sabores, vitaminas y
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farmacos (McClements, 2011) presentandolas al consumidor como productos acabados
0 que aparecen durante la preparacion de algunos alimentos (@ystein y Johan, 2003).

La industria en los alimentos constantemente tiene como objetivo la fabricacion de
productos de alta calidad variando el proceso y los ingredientes. Para lograr este
objetivo, es importante que la industria alimentaria comprenda como las caracteristicas
fisicoguimicas y sensoriales de los alimentos (tales como estabilidad, textura, apariencia
y sabor) estan relacionadas con su composicion y microestructura, seleccionando los
ingredientes y proceso de elaboracion para crear alimentos con composiciones y
microestructuras para productos finales con los atributos de calidad deseada
(McClements, 2007). Por lo tanto emulsiones deben tener una cierta textura siendo

atractiva para consumidor.
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16 Emulsiones

Una emulsion son sistemas termodindmicamente inestables y puede definirse como; un
sistema compuesto por dos liquidos inmiscibles, uno de los cuales es disperso como
gotitas (la fase dispersa o interna) a través de la otra (la fase continua o externa) (Jafari
et al., 2008)

Algunos alimentos naturales o procesados consisten en estar parcial o totalmente en
presentacion de una emulsién, tomando como ejemplo estan; leche, crema, bebidas de
frutas, formula para bebés, sopas, aderezos, mayonesa, postres, helado, café
blanqueador, mantequilla y margarina. La ciencia en las emulsiones combina aspectos
de la fisica, la quimica, la biologia y la ingenieria. Las emulsiones han evolucionado
dentro de la industria alimentaria y se han incorporado una variedad de otras disciplinas,
el andlisis sensorial y la fisiologia, ya que investigadores tratan de correlacionar calidad
sensorial de emulsiones en los alimentos como sabor, olor, textura, apariencia,

composicion y las propiedades fisico-quimicas (McClements, 2004).

17 Clasificacion

Las emulsiones pueden estar clasificadas de acuerdo a la distribucion de sus fases
oleosa y acuosa, si las gotas de aceite estan dispersas en la fase acuosa son llamadas
emulsiones aceite en agua O/W, sistemas que consisten en gotas de agua dispersas
fase oleosa son llamados agua en aceite W/O, también es posible elaborar emulsiones
multiples llamadas aceite en agua en aceite O/W/O 6 agua en aceite en agua W/O/W.
El tipo de emulsién O/W y W/O depende de la proporcion del volumen cuanto mayor
sea la fraccion de una fase, mayor sera la probabilidad de que forme la fase externa,
por ejemplo es probable que se forme una emulsion O/W si el agua representa una

mayor fraccidén del volumen que la fase oleosa. (McClements, 2004).
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Si se dejan reposar por algun tiempo, estos liquidos inestables las moléculas de la fase
dispersa tienden a asociarse para formar una capa que puede migrar o precipitar a la
superficie, esto se debe a la diferencia de densidades entre las dos fases (Jafari, 2008).

Las emulsiones se pueden clasificar dependiendo del tamafio de particula dividiéndose
en tres tipos; micro emulsiones 10-100 nm, nano emulsiones 100-1000 nm y macro
emulsiones 0.5 a 100 um (Jafari et al., 2008) Por otra parte la estabilidad de una
emulsion es un término que se usa frecuentemente para describir la capacidad en la
emulsion para resistir los cambios generados con respecto al tiempo. (McClements,
2004).

18 Mecanismos de inestabilidad en una emulsién

Existe una variedad de mecanismos fisicoquimicos que pueden ser responsables de las
alteraciones en las propiedades en la emulsion. Los mecanismos fisicos mas comunes
gue se presentan en la inestabilidad de las emulsiones en alimentos, son sedimentacion
inversa y sedimentacion (siendo estas dos formas de separacion gravitacional), la
floculacion, la coalescencia y la maduracion de Ostwald son tipos de agregaciones de

las gotas (McClements, 2004).

La sedimentacion inversa describe el movimiento de gotas hacia arriba de la soluciéon
esto se debe a que las gotas tienen una densidad menor que el liquido circundante,
mientras que la sedimentacion se describe como el movimiento de las gotas hacia abajo
debido a que las gotas tienen una mayor densidad que el liquido circundante. La
floculacion se produce cuando dos o0 mas gotas se unen para formar un agregado en el
gue las gotas conservan su integridad individual mientras que la coalescencia es el
proceso mediante el cual dos 0 mas gotas se combinan entre si para formar una sola

gota grande (McClements, 2004).

Por otra parte la fuerza impulsora termodindmica en la maduracion de Ostwald es la
diferencia en los potenciales quimicos entre las gotas mas pequefas y las mas grandes,

teniendo lugar el transporte de masa por difusion entre las gotitas. Por lo tanto, la
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maduracion de Ostwald ocurre a velocidades significativas, y la fase dispersa debe tener
una solubilidad apreciable dentro de la fase continua (Dickinson, 2009).

Conociendo los mecanismos fisicoquimicos de inestabilidad de una emulsion, es
necesario identificar cual de estos mecanismos son importantes en el sistema que se
pretende desarrollar y considerar estrategias eficaces para mejorar la estabilidad en
cualquier sistema. En la Figura 1.2 se muestran los mecanismos fisicos de inestabilidad.

ol
,°« Emulsién cinéticamente
8. 8 estable
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FIGURA 1.2. Mecanismos fisicos de inestabilidad en emulsiones (McClements,
2011).

19 Surfactantes

Los surfactantes son moléculas anfifilicas con actividad superficial, es decir poseen
tanto grupos polares como apolares que les permiten ubicarse en la interfase de las
emulsiones y reducir la tension superficial entre el aceite en agua o agua en aceite,
mejorando la interaccion y el tamafio de las particulas en la emulsion, creando una
barrera una vez absorbidos, protegiendo a la emulsion contra la coalescencia y la
floculacion (McClements, 2004) los surfactantes se pueden clasificar mediante el

balance Hidrofilico—lipofilico (HLB) que corresponde al porcentaje de la porcion
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hidrofilica de la estructura molecular de un agente surfactante, por lo que el indice HLB
es la determinacion de la parte hidrofilica de una molécula

Por otra parte se permite una adicién considerable de surfactantes en el uso de
emulsiones alimentarias, los surfactantes de moléculas pequefias como;
(monoglicéridos y diglicéridos, ésteres de sorbitan de &cidos grasos, polioxietileno,
fosfolipidos y muchos otros) contienen residuos de acidos grasos de cadena larga, que
proporcionan el grupo hidrofébico que se une a la fase lipidica de la interfase entre el
aceite-agua provocando la adsorcion. Los grupos de estos surfactantes son variados,
van desde glicerol (en monoglicéridos y diglicéridos) y restos de fosfogliceril sustituidos
en fosfolipidos, hasta sorbitan altamente sustituido con cadenas de polioxietileno. Dicho
material puede tener valores de balance hidrofilo-lipofilico (HLB) de 3 (soluble en aceite)
a 10 o superior (soluble en agua). Como regla general, se usan surfactantes de un HLB
bajo y alto para formar emulsiones W/O y emulsiones O/W, respectivamente (Douglas,
2003)

Los surfactantes: Son moléculas relativamente pequenas que tienen una “Cabeza”
polar, hidrofilica y una “cola” apolar hidrofébica (Friberg et al., 2014) la cabeza polar
puede ser anidnica, catidnica, zwitteridnica (compuesto eléctricamente neutro pero con

cargas positivas y negativas en la molécula) o no ionica (McClements, 2011).

Surfactantes idnicos

La mayoria de los surfactantes idnicos de calidad alimentaria tienen una carga negativa,
encontrando al menos un surfactante cargado positivamente disponible para ciertas
aplicaciones, los surfactantes idnicos pueden usarse para formar emulsiones mediante
meétodos de elaboracion de baja y alta energia, su aplicacion puede estar limitada en
productos en los que se requieren altos niveles de surfactantes, porque tienden a causar

irritacion (McClements, 2011).

20



ANTECEDENTES

Anidnicos
Estos compuestos normalmente contienen uno de los cuatro grupos polares

(carboxilato, sulfonato, sulfato o fosfato) combinado con una cadena hidrocarbonada
hidrofébica (Torres, 2007).

Catiénicos

La gran mayoria de estos surfactantes son compuestos nitrogenados con varios grupos

aminos terciarios o cuaternarios. (Torres, 2007).

Surfactantes No idnicos

Los Surfactantes no ionicos han sido ampliamente utilizado para formar emulsiones
debido a su baja toxicidad, falta de irritabilidad y la capacidad de formar facilmente
emulsiones mediante métodos de alta y baja energia, estos surfactantes suelen ser de
ester de azucar (mono-oleato de sorbitan, mono-palmitato de sacarosa) surfactante de
eter de polioxietileno (POE) y ésteres de sorbitan etoxilados como Tweens y Spans.
(McClements, 2011; Jafari, 2008).

Surfactantes Zwitteriénicos

Son compuestos eléctricamente neutros pero con cargas positivas y negativas en la
molécula dependiendo del pH de la solucién a un pH alcalino es aniénico y un pH acido
es un catiénico, y cerca de su punto isoeléctrico son realmente neutros presentando un
minimo de actividad superficial. Los fosfolipidos comunes que tienen el estado GRAS
(Generally Recognized As Safe), son permitidos en el uso de alimentos un ejemplo es
la fosfatidilcolina (lecitina). Muchos fosfolipidos naturales no son particularmente buenos
para formar o estabilizar emulsiones cuando se usan solos, pero pueden ser eficaces

cuando se usan en combinacién con otro surfactante (McClements, 2011).
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Por lo tanto la seleccidon de un surfactante o combinaciones, es uno de los factores
importantes a considerar para el disefio una emulsién, encontrado métodos de alta y
baja energia para la elaboracion de emulsiones; para los de alta energia el surfactante
facilita la interrupcion de la gota dentro de la homogeneizacion disminuyendo la tension
interfacial lo que favorece la produccién de pequefias gotas, en los de baja energia el
surfactante facilita la formacién espontanea de pequefias gotas debido a la capacidad
de producir tenciones muy bajas, bajo ciertas condiciones ambientales y de solucion
(McClements, 2005; Kralova et al., 2009).

1.10 Métodos de elaboracion de una emulsion

La produccion y la estabilidad de emulsiones con una distribucion de tamafio de gotas
pequefia han atraido considerable atencion en la industria de alimentos, farmacéutica,
y cosmeética en los ultimos afnos. (Jafari et al., 2008). Las emulsiones se pueden fabricar
utilizando una variedad de métodos, estos se clasifican en alta o de bajo consumo
energia. El método de alta energia es utilizado por dispositivos mecanicos capaces de
generar intensas fuerzas disruptivas que mezclan e interrumpen las fases de aceite y
agua que conduce a la formacién de pequefias gotas de aceite. Los métodos de baja
energia se basan en la formacion espontanea de pequefias gotas de aceite en los
sistemas de aceite-emulsionado en agua. Esto ocurre cuando la solucién o las
condiciones ambientales se alteran, por ejemplo, la temperatura o composicion. El
tamafo de las gotas que pueden ser producidas depende del método utilizado, las

condiciones de funcionamiento, y la composicion del sistema (McClements, 2011).

111 Técnicas de emulsificacion

Las técnicas de emulsificacion son formas de mezclado para lograr emulsiones mas
eficientes, estas pueden ser producidas por dispositivos especialmente disefiados,

incluyendo de alta presién, ultrasonidos, rotor-estator, y sistemas de membrana.
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En estudios de laboratorio es mas eficiente la produccion de una emulsion en dos pasos,
la primera es la conversion de fases oleosa y acuosa separadas en una emulsion
gruesa, por lo general elaboradas con un rotor estator y con tamafios de gota de
diametros grandes, posteriormente la reduccion del tamafio de gota usando otra técnica

como son las altas presion (McClements, 2004; McClements, 2011; Jafari et al., 2008)

1.12 Sistemas de alta presién

1.12.1 Sistema de rotor estator

Estos sistemas son ampliamente utilizados para emulsionar liquidos con viscosidad
media a alta, el liquido se introduce en el molino coloidal en forma de una emulsion o
como fases separadas, fluyendo a través de un espacio estrecho entre un disco giratorio
(rotor) y un disco estatico (estator). El conjunto de un rotor/estator consta de un rotor
alojado concéntricamente en el interior del estator con dos o0 mas palas y un estator, ya
sea con ranuras verticales o inclinadas. A medida que el rotor gira, genera una presion
menor para extraer el liquido dentro y fuera del rotor estator, resultando una circulacion

y una emulsificacion.

Una de las dos fuerzas principales que pueden reducir el tamafio de gota es elimpacto
mecanico contra la pared debido a la alta aceleracion de fluido. Otra fuerza es la tension
de cizallamiento en la brecha entre el rotor y el estator, que se genera por la rapida
rotacion del rotor. La intensidad de la tension de cizallamiento se puede alterar variando
el espesor de la brecha (alrededor de 50 a 1.000 um), variando la velocidad de rotacion
(sobre 10,000 - 25,000 rpm). Otros parametros son: la viscosidad de las fases en la
emulsion, surfactantes, el disefio de rotor estator, tamafio, volumen y la relacion de

volumen de las dos fases (Jafari et al., 2008).
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1.12.2 Homogeneizador de véalvula de alta presion

Son los métodos mas populares de la formacion de emulsiones finas en la industria
alimentaria. Son dispositivos eficaces en la reduccion del tamafio de las gotas en una
emulsion gruesa. El homogeneizador tiene una bomba que succiona la emulsion gruesa
en una camara y luego la obliga a pasar a través de una valvula estrecha (Figura 1.3) a
medida que la emulsion gruesa pasa a través de la valvula experimenta una
combinacién de fuerzas (turbulencia, cizallamiento y cavitacion), estas fuerzas forman

gotas mas grandes que se dividen en otras mas pequefias.

Existen una variedad de diferentes disefios de valvulas que estan disponibles para
aumentar la eficacia en la interrupcion de gotas dentro del homogeneizador. Se ha
demostrado que el tamafo de la gota tiende a disminuir cuando aumenta la presion y
numero de ciclos, la tension interfacial disminuye y aumenta la tasa de adsorcion del
emulsificante y la relacion de viscosidad de la fase dispersa a continua (McClements,
2011).

Forzador
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homogeneizado
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| _no homogeneizado
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Disminucién
1 de gota

FIGURA 1.3. Valvulas de homogeneizacion por unay dos vias (McClements, 2011)

1.12.3 Microfludizacion

En algunos aspectos microfluidizador son similares en disefio a homogeneizadores con

valvula de alta presion, puesto que utilizan una bomba para forzar una emulsién gruesa
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a través de un orificio estrecho a presiones elevadas para facilitar la interrupcion de las
gotas (McClements, 2011).
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FIGURA 1.4. Camaras de interaccion por microfludizacién (Persson, 2014)

La emulsion gruesa se ve forzada a pasar por microcanales entrada a alta presion, el
canal esta disefiado de manera que divide la emulsion gruesa en dos corrientes para la
camara en (Y) y para la camara en (Z) la emulsiones viajan en una direccion (Figura
1.4). Las intensas fuerzas disruptivas generadas en las camaras de interacciéon son muy
eficaces en romper las gotas y la formacion de emulsiones finas. Se han examinado que
los principales factores que determinan el tamafio de las gotas producidas por
microfluidizador utilizando ingredientes adecuados para la preparacion de emulsiones y
gue el tamafio de gota tiende a disminuir con el aumento de presion de
homogeneizacion, el aumento de namero de ciclos, aumentando la concentracion de
emulsionante, y la disminucion de la proporcion de la viscosidad en la fase dispersa a

continua (McClements, 2011).

1.12.4 Sonicacion

En el método de sonicacion se utilizan ondas ultrasonicas de alta intensidad
(frecuencia> 20 kHz) para formar emulsiones que contiene gotas muy finas. Se pueden
utilizar para homogeneizar las fases de aceite y agua separadas, o para reducir el

tamafo de las gotas en una emulsidén gruesa preexistente.
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Los sonicadores son ampliamente utilizados en los laboratorios de investigacion para
producir pequefios lotes de nanoemulsiones. Estos dispositivos constan de una sonda
ultrasénica que contiene un cristal piezoeléctrico que introduce ondas eléctricas en

ondas de presién intensas.

La sonda se sumerge en la muestra a homogeneizar, generando fuerzas disruptivas
intensas en su punta a través de una combinacion de la cavitacion, turbulencia
(McClements, 2011).

L=""Disminucién de Gota.

FIGURA 1.5. Homogeneizador por Ultrasonido (McClements, 2011)

Comparacion de los sistemas de emulsificacion.

Los dispositivos emulsionantes tienen una amplia variedad de disefio y capacidad
funcional, la eleccion esta determinada por una serie de factores como el volumen de la
emulsion, viscosidad, concentracion de emulsificante, condiciones de temperatura y la
distribucion final de tamafio de gota proporcionando una comparacion de estos sistemas

de elaboracién de emulsiones.

La interrupcidn de la gotita en los sistemas de rotor y estator es generalmente menos
eficiente que los dispositivos de alta presion ya que las zonas de dispersion de los
sistemas de rotor estator usualmente tienen volimenes mas grandes. En consecuencia,
a una densidad de energia constante y el caudal de volumen, la densidad de potencia

en el método con rotor-estator es inferior y el tiempo medio de residencia es mas largo
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gue en los dispositivos de alta presion. Por lo tanto, emulsiones que tienen tamafios de
gota menores de 1um no se puede lograr usando sistemas de rotor-estator. En la
emulsificacién por homogeneizacion por alta presion y sonicacion, se ha demostrado
gue se producen gotas mas pequefias siendo mas eficiente que los sistemas de rotory
estator. El principal problema es que de la sonicacion es un método adecuado solo a
escala de laboratorio, en cuanto a los métodos de alta presion, se logran tamarfos de
gota de 0,1 um y se puede tener una produccién con altos rendimientos (Jafari, 2008).

TABLA 1.4. Comparacion de sistemas para la produccion de emulsiones

Sistema de L. .
Emulsificacion Rotor Estator Alta Presion Ultrasonido
Mezcladores Homogeneizador de valvula
Ejemplos Agitadores 9 Sonotrodos

; - Microfluidizador
Molinos coloidales

Mecanismos de
destruccioén de

Esfuerzo cortante y en el

flujo turbulento y/o laminar Cavitacion en flujos

micro-turbulentos

Esfuerzo cortante en flujo
laminar y/o turbulento

gota cavitacion
T_%Tgi.mci:g?]tt?nzzr Medio a alto Continuo / Lote Alto /Continuo Bajo/ Lote
Tamch;glglimo 1.0 um 0.1pm 0.1-0.2 pm
Aplicacion Lab /Industrial Lab /Industrial Lab
Cambio de energia Rotaci_c')n en la e>_<posicic')n Presi~c')n, recirculac_ién flgt:inesri?:gjdye
de entrada disefio de disco disefio de la boquilla ultrasonido

Tasa de adsorciéon
necesaria de

Baja a alta

Alta a muy alta Mediano a alto

emulsionante

(Jafari et al., 2008)

En el presente trabajo se decide trabajar con dos tipos de homogeneizadores, por
valvulas de alta presién y por microfludizacion para evaluar el efecto que tiene la
concentracion de glicerol, las altas presiones y niumero de ciclos en la estabilidad de las
emulsiones O/W de vainilla natural libre de alcohol con y sin azucar Por lo tanto se
realiza una breve comparacion de sistemas de homogeneizacion para produccién de

las emulsiones.
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2 JUSTIFICACION

La vainilla (Vainilla planifolia) es considerada como el saborizante de mayor importancia
en el mundo. Sin embargo, su aplicacion en alimentos es limitada ya que se comercializa
en soluciones con etanol debido a que su composicion es insoluble en agua, ademas

no todas las personas consumen alcohol por sus condiciones religiosas o de salud.

Actualmente las emulsiones en la industria de alimentos son utilizadas para estabilizar
mezclas de dos o mas sustancias inmiscibles entre si, siendo las emulsiones una
excelente alternativa para incorporar vainilla en sistemas O/W y a si prolongar su vida

de anaquel.

Por lo tanto, bajo la presentacion de una emulsion de vainilla libre de alcohol este trabajo
propuso evaluar el efecto que tiene la composicion de glicerol, las altas presiones y el
numero de ciclos en las caracteristicas fisicoquimicas de las emulsiones de vainillacon

y sin azucar
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3 HIPOTESIS

Es posible obtener una emulsion estable con tiempos largos de almacenamiento de
vainilla libre de alcohol partiendo de un extracto natural, mediante la reduccién de
tamafio de particula, al utilizar homogeneizadores de alta presion con ayuda de

estabilizadores y emulsionantes
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4.1

4.2

4 OBJETIVOS

General

Estudiar la estabilidad de emulsiones O/W de vainilla natural generada por altas

presiones a partir de un extracto no alcohdlico.

Especificos

Evaluar el efecto de la composicion y las altas presiones sobre las

caracteristicas fisicoquimicas de la emulsion

Evaluar el efecto de la temperatura sobre la estabilidad durante el
almacenamiento de las emulsiones
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5 MATERIALES Y METODOS

5.1 Reactivos y Solventes

Todos los compuestos quimicos y solventes utilizados fueron grado analitico o HPLC.
Dentro de los solventes utilizados se encuentran acido acético glacial (JT. BAKER),
Metanol (Burdick y Jackson®), Agua (Burdick y Jackson®), Etanol (Merck). Los
estandares se obtuvieron de Sigma Vainillina, Acido vainillico, p-hidroxibenzaldehido
y é&cido p-hidroxibenzoico. Los emulsificantes Lecitina de Soya, (Pronot ultra),
Tween20 (Sigma USA), Goma Guar (Sineergum), Glicerol (GOLDEN BELL).

5.2 Metodologia

En el presente trabajo se evaluo el efecto que tiene la concentracion de glicerol, las
altas presiones y numero de ciclos en la estabilidad de las emulsiones O/W devainilla
natural libre de alcohol con y sin azucar. El trabajo se llevo acabo como se muestran
en la Figura 5.1 y 5.2 dividiéndolo en dos etapas; la primera es la evaluacion de los
factores que tienen mayor influencia en la elaboracion de las emulsiones durante siete
dias, utilizandolas con un factorial 2°*3 como se muestra en la Tabla 5.1, en la segunda
etapa se almacenaron las emulsiones a temperaturas controladas, 15°C - 25°C - 35°C
evaluando el efecto que tienen las temperaturas de almacenamiento en la estabilidad

de la emulsion.
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PRIMERA ETAPA. Elaboraciéon de las emulsiones

1.- Caracterizacién del

Evaporacion Cuantificacion del
concentrado de vainilla extracto de vainilla = con(i?n_tr%do de
ainilla

I

2.- Elaboracion de

Pre-Homogeneizacion =) Homogeneizacién

la emulsiéon
Tamario de particula
3.- Andlisis Potencial Z

= Estabilidad (TSI)

Microscopia electrénica
De transmisién (TEM)

Fisicoquimico

FIGURA 5.1. Elaboracion de las emulsiones primera etapa

SEGUNDA ETAPA. Almacenamiento

Temperaturas controladas

Almacenamiento = 15°C-25°C-35°C

FIGURA 5.2. Almacenamiento
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5.3 Diseflo de experimentos

El disefio evalla el efecto que tiene la presion, ciclos, glicerol y el azlcar en las
emulsiones en la primera etapa del trabajo. Obteniendo un disefio de experimentos 23
* 3 realizando 24 experimento por duplicado Tabla 5.1.

TABLA 5.1. Diseiio de experimentos

FACTORES NIVELES
Presién. 200 y 400 Bar
Ciclos 5y 9 Ciclos
Azlcar Cony Sin Azlcar.
Glicerol. 3.5% ,7%, 10%

Posteriormente en la segunda etapa del trabajo se evaluo el efecto de las temperaturas
de almacenamiento 15, 25 y 35°C en las mejores emulsiones de vainilla natural con y

sin azucar resultantes de la primera etapa.

54 Caracterizacion del concentrado de vainilla

5.4.1 Proceso de Evaporacion

Se realiz6 un proceso de evaporacion a un lote de 60 L de extracto alcohdlico de
vainilla con un equipo rotavapor (R- 210 BUCHI) ejerciendo una evaporacion al vacio
en un rango de 70 mbar a 25 mbar a temperatura constante de 25°C, procesando 1 L
/h de extracto de vainilla con alcohol, eliminando 100% de etanol existente en el

extracto.
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5.4.2 Andlisis por cromatografia de liquidos

Mediante la técnica analitica por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) se
realizé la cuantificacion de los compuestos quimicos principales presentes en el
extracto alcohdlico de vainilla; cuantificando vainillina, acido vainillico, p-
hidroxibenzaldehido y &cido p-hidroxibenzoico (Pérez, 2011) modificando las
condiciones del Método Oficial de la AOAC 990.25 para la cuantificaciébn de los

compuestos mencionados.

Las condiciones cromatografias se realizaron a una velocidad de flujo 1 mL/min (Binary
Pump Waters1525) deteccion UV a 254 nm (Dual A Absorbance Detector Waters 2487)
con una inyeccion de 10 pL (Autosampler Waters 717 plus).

La fase movil se adiciona por gradiente (Curva 8) mostrando la relacion en la Tabla 5.2
con 800 mL agua acidificada, adicionando 1 mL &cido acético en la bomba B y metanol
95% en la bomba A. Se utilizé una columna cromatografica (DIONEX) C18 con 5 um

de particulas acero inoxidable 4.6 x 150 mm.

TABLA 5.2. Gradiente de concentracion (CURVA 8)

Tiempo/ min % Bomba A % Bomba B
0 0 100
35 95 5
40 95 5

Curva de calibracion

Se prepard una solucibn madre con estandares de vainillina, acido vainillico, p-
hidroxibenzaldehido y &cido p-hidroxibenzoico, realizando curvas de calibracion para
cada uno de los compuestos, inyectando concentraciones de 5 pL, 10 uL, 15 uL, 20
ML, 25 pL.

34



Preparacion de la muestra

MATERIALES Y METODOS

Se realizé una dilucidon 1:10 en Etanol al 99.9% con un matraz aforado de 10 mL

filtrando la muestra con filtros de membrana de 0.45 pum (Millipore PVDF). Cabe

mencionar se prepar0 de igual manera la solucion madre utilizada en la curva de

calibracion.

55 Elaboracion de la emulsiéon

En la Tabla 5.3 y 5.4 se muestra la formulacion para la elaboracion de las emulsiones

de vainilla con y sin azucar, todas las formulaciones contienen una concentracién de

vainillina 0.11 g/100 mL de emulsion.

TABLA 5.3. Formulacién de emulsiones de vainilla con azlcar

Compuesto Formulacion A% Formulacion B% Formulacion C%
Congentrado de 335 335 335
Lecitina 0.5 0.5 0.5
Tween 20 1.0 1.0 1.0
Goma guar 0.25 0.25 0.25
Glicerol 3.5 7 10
Azucar 5 5 5
Agua 56.25 52.75 49.75

TABLA 5.4. Formulacion de emulsiones de vainilla sin azucar

Compuesto Formulacién A% Formulacion B% Formulacion C%
Concentrado de 335 335 335
Lecitina 0.5 0.5 0.5
Tween 20 1.0 1.0 1.0
Goma guar 0.25 0.25 0.25
Glicerol 35 7 10
Agua 61.25 57.75 54.75
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Se analiz6 el efecto de los factores mostrados en el disefio de experimentos en la
Tabla 5.1 para la todas las emulsiones procesadas En la Tabla 5.5 y 5.6 se muestra el
tratamiento que recibié cada una de las emulsiones evaluando la concentracion de
glicerol, presion y el numero de ciclos en las emulsiones con azlcar y sin azucar,

almacenadas por 7 dias a 25°C.

TABLA 5.5. Tratamientos en mulsiones de vainilla natural con azlcar

Emulsion Presion (bar) | Ciclos | Glicerol (%)

E1-CA 200 5 3.5
E2-CA 400 5 7
E3-CA 200 5 10
E4-CA 400 5 3.5
E5-CA 200 5 7
E6-CA 400 5 10
E7-CA 200 9 3.5
E8-CA 200 9 7
E9-CA 200 9 10
E10-CA 400 9 3.5
E11-CA 400 9 7
E12-CA 400 9 10

TABLA 5.6. Tratamiento en emulsiones de vainilla natural sin aztcar

Emulsién Presion (bar) | Ciclos | Glicerol (%)

E1-SA 200 5 3.5
E2-SA 400 5 7
E3-SA 200 5 10
E4-SA 400 5 3.5
E5-SA 200 5 7
E6-SA 400 5 10
E7-SA 200 9 3.5
E8-SA 200 9 7
E9-SA 200 9 10
E10-SA 400 9 3.5
E11-SA 400 9 7
E12-SA 400 9 10
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56 Pre-Homogeneizacion

Las pre-emulsiones se elaboraron con un homogeneizador tipo rotor-estator (Ultra
Turrax T- 25) a 15000 rpm durante 5 min a temperatura de 15°C mezclando, Lecitina
de Soya, Polisorbato 20 (Tween20), Goma Guar, Concentrado de vainilla agua y
glicerol.

FIGURA 5.3. Homogeneizador por rotor estator (Ultra Turrax T-25)

5.6.1 Homogeneizacion por valvulas de alta presion

Para las emulsiones finas después del proceso de homogeneizacion por rotor estator,
se utilizé un homogeneizador de valvulas de alta presion (APV 1000 Lab Series),
evaluando presiones de trabajo y ciclos. El liquido se hace pasar a través de las
valvulas de homogeneizacion, enviando el flujo a gran velocidad por el efecto de un
piston. Las condiciones de proceso a las cuales se trabajaron en la primera etapa se

muestran en las Tablas 5.5y 5.6.
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FIGURA 5.4. Homogeneizador por valvulas de alta presién
5.6.2 Homogeneizacion por microfludizacion

En la etapa de almacenamiento se analizan dos homogeneizadores de alta presion el
primer equipo es por homogeneizacion de valvulas de alta presion y el segundo por
microfludizacion (Microfluidics M-110) evaluando el efecto en la estabilidad en
almacenamiento a 15°C, 25°C, 35°C en las emulsiones de vainilla. Las condiciones a
optimas a evaluar en el almacenamiento de las emulsiones con y sin azucar E8-CA;
E2-SA son 200 bar 9 ciclos y 400 bar 5 ciclos.

FIGURA 5.5. Homogeneizador por microfludizacion
5.7  Analisis fisicoquimico
5.7.1 Andlisis del Tamafio de particula y Potencial Z

Se determind la medicién del tamafio de particula e indice de polidispersidad en un
equipo ZetasizerNano-SZ90 (Malvern Instruments) empleando las técnicas por
Dispersion de Luz Dindmica (DLS) Su intervalo de deteccion es de 0.3 nm a 5 um, las

muestras se diluyeron con agua destilada desionizada con un factor de dilucién 1:1000
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(emulsién/agua) utilizando celdas Versa Flour Cuvette 170-2415, adicionando 1 mL de

la dilucién.

Para la determinacion potencial z se utiliz6 la técnica por micro-electroforesis lasser
Doppler utilizando el mismo factor de dilucion que en el tamafio de particula utilizando
celdas electroforéticas del Zetasizer (Nano-ZS90). Este procedimiento se realiza para
todas las emulsiones y las mediciones se realizaron por triplicado a una temperatura

de 25°C con un angulo de 90°.

FIGURA 5.6. ZetasizerNano (SZ90)

5.7.2 Analisis Tamario de particula e indice de estabilidad (TSI)

La estabilidad y el tamafio de particula en las emulsiones se evaluaron utilizando un
analizador optico de dispersion de luz Turbiscan® LAB EXPERT, mediante la técnica
de dispersion multiple de luz estéatica por transmision y retrodispersion; la luz emitida
se encuentra en rango de la longitud de onda al infra rojo cercano 880 nm
(McClements, 2007) depositando 40 mL la muestra en una celda de vidrio cilindrica, y
se analiz6 mediante un haz de luz emitido que escanea la celda de abajo hacia arriba.
(Formulaction, 2014).

El seguimiento en la estabilidad de las emulsiones de vainilla en la primera etapa del
trabajo se realiz6 durante 7 dias, en la segunda etapa se evalué el almacenamiento
durante 42 dias a temperaturas de 15°C - 25°C - 35°C. Por otra parte para el calculo

del tamafio de particula se midié el indice de refraccion de la fase continua y dispersa.
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FIGURA 5.7. Turbiscan Lab

5.7.3 Anélisis estructural de la emulsiéon

Para realizar el analisis estructural de las emulsiones de vainilla, se capturaron y
analizaron micrografias en el Instituto de Ecologia (INECOL) en la ciudad de Xalapa,
Ver, en un microscopio electronico de trasmision (TEM-1400) alcanzando hasta 120kV
con una camara de alta resolucion Gatan ES1000W de 11 megapixels y montaje lateral
elevado, esto permite obtener imagenes con gran amplitud de campo y excelente

nitidez. Las imagenes creadas en el software de control Digital Micrograph.

Por otra parte para manejo de la muestra se adicionaron 10 pL de emulsion en una
rejilla de cobre cubierta con carbon durante 1 minuto, posteriormente se realizé una
tincion adicionando 10 pL de Acido Fosfotungstico a Ph 7 secando la muestra a

temperatura ambiente durante 1 hora.

FIGURA 5.8. Microscopio electronico de trasmisién (TEM-1400)
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5.7.4 Andlisis estadistico

Todos los experimentos se desarrollaron por duplicado, los datos se presentan como
promedios *+ desviacion estdndar y todos los datos fueron tratados con andlisis de
varianza de una via (one-way ANOVA) con el software MiniTab 16.1 (Minitab Inc.,
State Collage, Pennsylvania). Las diferencias de los valores promedios fueron
comparados usando la prueba Tukey de mdltiples rangos, el nivel de significancia se

definié como p < 0.05.
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6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Proceso de evaporacion

Se realiz6 eliminacion del solvente en los extractos etandlicos de vainilla con un
proceso de rota-evaporacion (Galetto, 1978; Ruiz, 2001) obteniendo como resultado
15 L de concentrado de vainilla a partir de extracto de vainilla con alcohol. El proceso
consistio en realizar una evaporacioén al vacio realizando una disminucién de 5 mbar
cada 5 minutos con un rango de 70 mbar a 25 mbar durante 60 min a temperatura

constante de 25°C como se muestra en la Figura 6.1 eliminando el 100% etanol.

70 &
50 ®o ® o
E L 2
S 10 -
8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
&-100 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Tiempo (min)

FIGURA 6.1 .Rampa de presiones para mostrar la evaporacion

FIGURA 6.2. Concentrado de vainilla
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6.1.1 Método cromatografico (HPLC)

Se modifico el método oficial de la AOAC (990.25) para la identificacion de los
compuestos principales vainilla, acido vainillico, p-hidroxibenzaldehido, y acido p-
hidroxibenzoico, las modificaciones son descritas en el apartado 5.4.2.

Se realizaron curvas de calibracién Figura 6.3 de los 4 compuestos, por el método de
cuantificacion por estandar externo que consiste en inyectar la masa por miligramo del
componente a cuantificar inyectando 5 pL, 10 pL, 15 uL, 20 pL, 25uL de la solucion

madre.

Por otra parte la identificacion de los compuestos quimicos presentes en el
concentrado de vainilla, se muestra el cromatograma del concentrado de vainilla,
obteniendo los tiempos de retencién y concentraciones en el extracto mostradas enla

Figura 6.4.

0.03 [T 0.08 R
Vainillina Ac. Vainillico
y=3E-10x - 0,0001 0.06 y = 8E-10x +0.0006 -
0.02 R?=0.9995 ' R!=0.9988
()]
gv g 0.04
0.01 0.02
0.00 0.00
0.E+00 2.E+07 4.E+07 6.E+07 8.E+07 1.E+08 0.E+00  2E+07  4E+07  6.E+O7T  B.E+07
AREA AREA
. . . . Acido p- hidroxibenzoico
y=2610k-00003  p-hidroxibenzaldehido 0.03 P
0.04 R=0.9983 y = 5E-10x - 6E-05
0.02 2=
0.03 R2=0.,9999
o) [e)]
€ 002 £ 001
0.01
0.00
0.00 0.E+001.E+072.E+073.E+074.E+075.E+076.E+07

0.E+00 5.E+07 ARE#08 2.E+08 2.E+08 AREA

FIGURA 6.3. Curvas de calibracién de compuestos Vainillina, Ac. Vainillico, p-
hidroxibenzaldehido, Acido p- hidroxibenzoico
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Compuesto Tiem_p,o de Concentracion
Retencidon (RT) g/100mL
Acido p-hidroxibenzoico (1) 26.7 0.045 +0.01
p-Hidroxibenzaldehido (2) 28.7 0.033 £0.04
Ac. Vainillico (3) 29.3 0.139 +0.01
Vainillina (4) 30.6 0.407 +£0.01

FIGURA 6.4. Cromatograma concentrado de Vainilla

En la norma Oficial mexicana NOM 182-SCFI- 2011 (Diario Oficial de la Federacion,
2011) seccion “7.3. Proporciona Especificaciones fisicoquimicas donde se establece los
compuestos de mayor importancia presentes en el extracto de vainilla natural, (acido p-
hidroxibenzoico, el &cido vainillico y el p-hidroxibenzaldehido) los cuales se presenta en

el concentrado de vainilla (Romero, 2016).

Para la vainillina (4-hydroxy-3methoxy-benzaldehyde) Waliszewski et al., 2007
presentan diferentes condiciones cromatografica para la elucién de vainillina descritas
por diferentes autores, dentro de las variaciones cromatografica se encuentra el
aumento del caudal, la concentraciones de la fase mévil y el tipo de columna,
encontrando tiempos de retencion de 7 minutos hasta 36 minutos, por otra parte Jenkins
y Waite (2008) lograron una separacion isocrética de 4-hidroxibenzaldehido, vainillina y
cumarina en un tiempo de 5 minutos. Por lo tanto en la Figura 6.4 el tiempo de retencion
para la vainillina no es el mismo reportado por Waliszewski (2007) esto depende delas
condiciones cromatografica lo mismo sucede para p-hidroxibenzoico, el acido vainillico

y el p-hidroxibenzaldehido reportado en el método oficial de la AOAC (990.25).
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6.1.2 Preliminares en la emulsién

Se elabor6 una emulsion de vainilla con azlcar evaluando doce ciclos y tres presiones
con una formulacién que consta con un 10% de concentrado de vainilla, 1% TweenZ20,
0.5% Lecitina de Soya, 0.25% Goma Guar, y 30% glicerol (Monroy, 2013). Esta
emulsion se realizo para determinar las condiciones 6ptimas de presiéon y numero de
ciclos, posteriormente estas condiciones se evallan en el proceso para elaborar

emulsiones de vainilla con y sin azlcar.

La emulsiones de vainilla evaluadas a presiones de 200 y 400 bar con 12 ciclos el
tamafio de particula tiende a disminuir, a 200 bar con 5y 9 ciclos el tamafio de particula
es de 184.2 y 154 nm siendo los valores mas bajos, observando un aumento
considerable a 200 nm en el ciclo12, la emulsion procesada a 400 bar, la tendencia es
a la reduccion de tamafio de particula de 263 a 200 nm durante los 12 ciclos no siendo
los valores méas bajos. De manera contraria la emulsion procesada a 600 bar la
tendencia es al aumento del tamafio de particula observando este aumento desde el

primer ciclo de 230 a 526.7 nm durante los 12 ciclos

En Figura 6.5 la graficas describe el efecto que tiene el nUmero de ciclos y las presiones
200 bar, 400 bar y 600 bar con 12 ciclos en el tamafio de particula, encontrando que las
mejores condiciones de proceso para la emulsion de vainilla se encuentran en el rango

de los 200 a 400 bar de 5 a 9 ciclos. Definiendo las presiones y los ciclos para el trabajo.

En la Figura 6.6 los se muestran los valores de tamafios de particula mas bajos en el
rango de 200 y 400 bares, por lo tanto se utilizan estas presiones para el resto de los
experimentos. Por otra parte es necesario saber las condiciones de proceso a evaluar
ya que puede existir un sobre procesamiento en la emulsion, repercutiendo en el
aumento del tamafio de particula (Qian y McClements, 2011). Como se observa en la

emulsion procesada a 600 bar.
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FIGURA 6.5. Evolucién de tamafio de particula en emulsidon de vainilla
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FIGURA 6.6. Efecto de la presion en el tamafio de particula

6.2 Elaboracion de las emulsiones

Se realizaron adaptaciones al trabajo de Monroy, (2013) en el proceso de elaboracion
en la emulsién, la formulacién de las emulsiones descrito en el apartado 5.5. Dentro de
la primera etapa del trabajo se realizaron 24 emulsiones por duplicado evaluando los
factores descritos en la Tabla 5.1. Como resultado en las cinéticas de tamafo de
particular, indice de polidispersidad, potencial z y estabilidad se emple6 la técnica
descrita en la seccidén 5.9.1 por Dispersion de Luz Dinamica (DLS), micro-electroforesis
lasser Doppler, con respecto al tamafio y al indice de estabilidad del Turbiscan (TSI) se
utilizé la técnica dispersién multiple de luz estatica descrita en la seccién 5.9.2, por

transmision y retrodispersién, durante 7 dias.
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6.2.1 Parametros Fisicoquimicos evaluados por Turbiscan Lab

Para el analisis del TSI y tamafio de particula se decidié evaluar las pendientes
observando la tendencia al fendmeno de inestabilidad de cada emulsion, Los datos
obtenidos fueron sometidos a pruebas de Tukey y la informacién se procesé en el
software MiniTab 16.1 (Minitab Inc., State Collage, Pennsylvania). Por otra parte cada
punto representado en las Figuras 6.7 y 6.8 una cinética de 7 dias de cada emulsion

procesada con y sin azucar.

En la Figura 6.7 se observa una diferencia significativa mediante la prueba de Tukey en
el tratamiento de las emulsiones con azucar 1y 8. La emulsion 1 se descarté para la

evaluacion ya que presentaba floculacion a diferencia de la emulsion 8.

25 TSI-Turbiscan
a
',-'_J 20 al ab + abcd
5 15 abcde abcde bede
a) bcde
™
2 10 de g ¢ ’
[a 5 g § $

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
EMULSIONES

FIGURA 6.7. Analisis estadistico en emulsiones con azlcar

En la Figura 6.8 se muestra una diferencia significativa en el tratamiento en la emulsion
2 sin azUcar esto pudiera deberse a la manera de ser procesada, influyendo la presion
y el nimero de ciclos, obteniendo una menor dispersion en los datos con una
disminucién del tamafios de particula, al aumentar la concentracion de glicerol la
emulsion se vuelve mas viscosa impidiendo la aglomeracion de las particulas; es decir
favorece la formacion de sistemas mono dispersos (McClements, 2004; Chanasattru,
2009; Qian y McClements, 2011).
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FIGURA 6.8. Andlisis estadistico en emulsiones sin azlcar

El resultado de las mejores emulsiones fue confirmando en la Figura 6.9 y 6.10 donde
se observa la cinética de desestabilizacion en la emulsion ocho con azucar, y la
emulsion dos sin azucar siendo las mas estables, ya que las emulsiones presentan
Indice de Turbiscan (TSI) bajos, indicando una mayor estabilidad durante los 7 dias de

almacenamiento en comparacion con las demas emulsiones.

Adicionalmente Qian y McClements (2011) modificaron la concentracion de glicerol de
la fase continua para la disminucién del tamafio de particula, evaluando el efecto de la
viscosidad al adicionar diferentes concentraciones de glicerol (0-50% p/p) antes de
realizar la homogeneizacion, encontrando una reduccion de tamafo al incrementar la
concentracion de glicerol obteniendo tamafios de 127 nm con 0% de glicerol a 80 nm

con 50% de glicerol utilizando como emulsificantes SDS al 2.5%.

Wooster et al.(2008) con la adicion de polietilenglicol y McClements, 2004 con el
incremento en la concentracion de glicerol en la fase continua en sus emulsiones,
conlleva a la disminucion del tamafio de particula y al aumento de la viscosidad
retardando la difusién de las moléculas del soluto a través de la solucién promoviendo
la estabilidad ademas al adicionar estas substancia como co-disolvente como el glicerol,
ayuda a los sistemas a la solubilizacion y a la no formacion de cristales y precipitacion

de los compuestos bioactivos.
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(Maskan y Gogus, 2000) demostraron que el efecto del azicar aumenta la estabilidad
de las emulsiones ya que el contenido de sdlidos y la viscosidad aumenta en el alimento.
En el caso de las emulsiones de vainilla la concentracion de azucar es la misma para
todas las emulsiones analizadas, para procesar la emulsion con azlcar es necearia
utilizar una homogeneizacion a 200 bar con 9 ciclos ya que la emulsion tiende a ser mas
viscosa y requiere mayor numero de ciclos, a diferencia de la emulsién sin azicar que

solo es necesario 400 bar con 5 ciclos
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En las Figuras 6.11 y 6.12 se muestran todas las emulsiones con azlcar y sin azucar
procesadas, obteniendo como resultado la emulsion E8-CA y E2-CA como las
emulsiones Optimas para la etapa de almacenamiento. Por otra parte analizaron las
emulsiones 12-CA y 11-SA ya que a diferencia de las demas, estas dos emulsiones no
presentaron fendmenos de inestabilidad, esto se decidi6 por que al observar las
emulsiones presentaron buen comportamiento de estabilidad en ambas emulsiones,

durante los 7 dias de almacenamiento ES-CA E12-CA
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FIGURA 6.12. Emulsiones sin azUcar
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6.2.2 Parametros fisicoquimicos evaluados por ZetasizerNano

En la Figura 6.13 se describe la evolucion del tamafio de particula en una emulsion de
vainilla sin azucar, donde se observa una dispersion en todas las emulsiones

procesadas debido al dinamismo de la particula durante los 7 dias.

0.6
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g 0.4 . ------------
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FIGURA 6.13. Evolucién de tamafio de particula en emulsion de vainilla

Se toma como ejemplo la Figura 6.13 para representar que en todas las emulsiones
evaluadas por tamafio de particula, indice de polidispersion y potencial z existe la misma
tendencia a la dispersion de los datos, esto puede atribuirse a tres factores; la viscosidad
debido a la concentracién de glicerol, a la velocidad con la que se mueve la particula
(Wooster, 2008; McClemnts, 2004; Qian y McClements ,2011) y a la manera de tomar
la muestra, ya que el muestreo se realiz6 en el mismo punto de la celda encontrando

diferentes tamafios de particula por lo antes mencionado.

Las graficas mostradas en la Figuras 6.14 y 6.15 no presentan diferencia significativa
entre los tratamiento de cada una de cinéticas evaluadas, los datos obtenidos fueron
sometidos a pruebas de Tukey y la informacion se proces6 en el software MiniTab 16.1

(Minitab Inc., State Collage, Pennsylvania).

Obteniendo como resultado que la prueba de Tukey no encuentra diferencia significativa

en cada una de las cinéticas evaluadas esto indica que la técnica por Dispersion de Luz
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Dindmica (DLS) y micro-electroforesis lasser Dopple no fue la mejor opcién para evaluar
estabilidad en las emulsiones de vainilla con y sin azlcar. Por tal motivo en las
siguientes secciones no se presentan resultados sobre la dispersion de la distribucion
del tamafio de particula y se decide evaluar todas las emulsiones mediante el indice de
estabilidad del Turbiscan (TSI).

Tamafio de particula Tamafio de particula
24 a
w 19 a L a a
= a a aag E 14
z 9 a a P a a a a a a a a a
5 1 ;.}a‘;{§§.aa %_g {' ioilo'oij
P
Z-11 § i-16
w § N
21 -26
0123456789101112 0123456789101112
EMULSION CA EMULSION SA
Polidispersion (DS90) Polidispersion (DS90)
w 35 a a a W 1 ad 4 aa a aa
E 20 a aaa. a ga e ?i ia.,.@o_o_..gg
w s a® g . } $ G-15
0 -10 % ? ¢ &)
E -25 Z -45
L
0 -40 o .75
0123456789101112 0123456789101112
EMULSION CA EMULSION SA
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Z2 a 2 a4 aa z aT ¢ ag @
L a w a a
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FIGURA 6.14. Andlisis estadistico en emulsiones FIGURA 6.15. Andlisis estadistico en
con azucar evaluando Tamafio de particula, emulsiones sin azucar evaluando Tamarfio de
Indice de polidispersion particula, Indice de polidispersion
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6.2.3 Estabilidad en emulsiones de vainilla procesadas por homogeneizador de
valvulas alta presion.

Para la segunda etapa del trabajo se almacenaron las emulsiones de vainilla con y sin
azucar 15°C, 25°C y 35°C durante 42 dias. En la Figura 6.16 y 6.17 se presenta el
andlisis estadistico evaluando las cuatro emulsiones 6ptimas obtenidas en la primera
etapa del trabajo. Los datos se analizaron mediante la prueba de Tukey evaluando las
pendientes analizando la tendencia que presentan las emulsiones con respecto a la

inestabilidad y al tamafio de particula en almacenamiento.

a
35 Za a a a
2 25 ﬁ a ) m15°C
§ 15 ﬁi ' a ab .
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Emulsiones

FIGURA 6.16. Analisis estadistico sobre la pendiente (TSI)
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FIGURA 6.17. Analisis estadistico sobre la pendiente en tamafio de particula

En el caso del indice de estabilidad (TSI) Figura 6.16 la emulsion E2-SA se observa
claramente que existe una diferencia en el almacenamiento de 15°C y 35°C, diferencia

gue no muestran las otras emulsiones. Con respecto al analisis del tamafio particula
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Figura 6.17 la emulsion E12-CA presenta una diferencia en el tamafio de particula al
almacenarla a 35°C mientras que en la emulsion E11-SA muestra diferencia a 15°C y
35°C. El resultado mostrado en la Figuras 6.17 y 6.18 no proporcionan informacion
suficiente para evaluar comportamiento del almacenamiento mediante el analisis de

Tukey.

Esto puede deberse a que la velocidad con la que se mueven las particulas en la
emulsion forman comportamientos diferentes y crean dispersiones muy altas en cada
una de las cinéticas, existiendo un cambio en la viscosidad cuando cambia temperatura
(Shinoda, 1969; Hemmingsen et al., 2004).

La Figura 6.20 muestra las cinéticas de inestabilidad y tamafio de particula de la
emulsion con azucar E8-CA, con respecto a la grafica del TSI se observa claramente el
efecto que tienen las temperaturas de almacenamiento en la emulsion, existiendo
fendmeno de inestabilidad en el dia 21 a los35°C, las temperaturas de 15°C y 25°C no
presentan inestabilidad siendo estable durante los 42 dias.

En la cinética del tamafio de particula se presentan al inicio dispersiones en los tamafios
de particula variando 0.8 um 1.2 um, tomando en cuenta que las emulsiones llevan el
mismo tratamiento. En la evolucion de la cinética existe un aumento de tamafio de
particula en un rango de 0.95 um a 1.2 um a 35°C, las emulsiones almacenadas a 15°C
y 25°C presentan menores tamafos de particula, aumentando la estabilidad. En la
Figura 6.18 se muestra una imagen de las emulsiones confirma el resultado descrito

anteriormente presentando floculacion en la emulsion almacenada a 35°C.

S

FIGURA 6.18. Emulsién con azlUcar E8-CA
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Por otra parte en la Figura 6.21de igual manera se describen cinéticas de inestabilidad
y tamafio de particula para la emulsion sin azdcar E2-SA, en la cinética del TSI se
muestra la inestabilidad al dia 21 a 35°C y al dia 29 a 25°C, mostrando un efecto positivo
en la temperatura de almacenamiento de 15 °C. Para confirmar el resultado en la Figura
6.19 se muestra el fendomeno de floculacion en las emulsiones almacenadas a

temperaturas de 25°C y 35°C.

E2-S/A
35°C

E2-S/A
25°C

FIGURA 6.19. Emulsién sin azucar E2-SA

Cortés et al.(2009) trabajaron con un homogeneizador de alta presion por reduccionde
valvulas evaluando el efecto de la temperatura durante el proceso de homogenizacion
obteniendo como resultado que al incrementar la presion en la emulsion se genera un
aumento del tamafio de particula modificando la viscosidad en la fase continGa por el
efecto del incremento de la temperatura. El estudio concuerda con Shinoda et al., 1969;
y Hemmingsen et al. (2005) quienes encontraron que cuando la viscosidad en una
emulsion se reduce tiende a formar emulsiones menos estables por tal motivo propone
disminuir la de la temperatura en el proceso y almacenamiento de las emulsiones para

gue no se vea afectada la viscosidad.

Por lo cual el fendmeno de floculacién en las emulsiones de vainilla con y sin azlcar, se
puede atribuir a la temperatura alta de almacenamiento (35°C) ya que existe una
disminucién en la viscosidad repercutiendo en una rapida difusién de las moléculas

aumentado la velocidad de agregacion de gotas.
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Cinética de Inestabilidad
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FIGURA 6.20. Cinética de inestabilidad y tamafio de particula en emulsiones de
vainilla con aztcar E8-CA
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Cinética de Inestabilidad
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FIGURA 6.21.Cinética de inestabilidad y tamafio de particula en emulsiones
vainilla sin azicar E2-SA
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6.2.4 Estabilidad en emulsiones procesadas por homogeneizacion por
microfludizacion.

Se procesaron las emulsiones 6ptimas de vainilla con y sin azucar en un
homogeneizador por microfludizacion a las mismas condiciones de proceso que en el
homogeneizador por valvula de alta presidén, obteniendo cinéticas de inestabilidad y
tamafio de particula, analizadas por el equipo Turbiscan.

Las Figuras 6.22 y 6.23 se muestran las cinéticas de inestabilidad y tamafio de particula
para la emulsion E8-CA y E2SA, observando en las dos emulsiones existe el fenébmeno
de floculacion a los 21 dias a 35°C por otra parte en las emulsiones E8-CA y E2-SA no
hay algin fendmeno de inestabilidad a temperaturas de almacenamiento de 15°C y
25°C durante 42 dias.

El comportamiento del tamafio de particula en las emulsiones E8-CA y E2-SA al inicio
de ser elaboradas por microfludizacion mejora su distribucion de tamario de particula al
inicio de la cinética con respecto al proceso de homogeneizacion por valvulas esto
pudiera deberse al camara de interaccion y a la temperatura del proceso ya que el
equipo de homogeneizacion no cuenta con sistema de enfriamiento. A diferencia en el
equipo por microfludizacidon que cuentas con un intercambiador de calor para enfriar la

emulsion.

Cortes et al. (2009) instrumentaron un homogeneizador por valvulas de alta presion
instalando un intercambiador de calor de refrigeracion, evaluando el efecto de la
temperatura durante el proceso analizando el tamafio de particula en una emulsién de
aceite de cacahuate, la temperatura de la emulsidén fue medida a la entrada y a la salida
de la valvula. ElI fendmeno de calentamiento, la composicion de emulsion, el aumento
de las presiones y los ciclos son condiciones que repercuten en el aumento de la
temperatura y por consiguiente el tamafio de particula, por tal motivo el tamafio de
particula aumenta cuando se utiliza un homogeneizador por valvulas sin tener algun

sistema de enfriamiento siendo este el caso
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Con respecto a la gréfica del TSI se observa claramente el fendmeno de inestabilidad
en el almacenamiento a temperatura de 35°C las emulsiones a temperaturas de 15°Cy
25°C son estables y no presentan inestabilidad durante los 42 dias. Para las cinéticas
de tamafio de particula existe un aumento evidente en el tamafio de particula en las
emulsiones almacenadas a temperatura de 35°C, las emulsiones almacenadas a
temperaturas de 15°C y 25°C el tamafio de particula se mantiene aproximadamente del
mismo tamafo durante los 42 dias. Por otra parte se observa una mejor distribucion de
tamafia al inicio de la cinética en las emulsiones E8-CA y E2-SA procesadas por

microfludizacion.

Por el proceso de microfludizacion se obtuvieron mejores resultados con respecto a la
cinética del TSI y tamafio de particula se obtuvieron valores menores de TSI
consiguiendo una mayor estabilidad y una mejor evolucion en el tamafio de particula al
inicio y durante el todo el almacenamiento. Las emulsiones E12-CA y E11-SA se
descartaron ya que presentaron fendmenos de inestabilidad dentro de los dias 21 y 29

dias a las tres temperaturas de almacenamiento.

El aumento de la viscosidad al adicionar azucar en la emulsién no influye en el
almacenamiento durante los 42 dias, observando la misma tendencia a la
desestabilizacion en las emulsiones con y sin azucar, cabe mencionar que todas las

emulsiones se realizaron con la concentracion de 7 % glicerol.
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FIGURA 6.22. Cinética de inestabilidad y tamafio de particula en emulsiéon de

vainilla con azlicar E8-CA
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FIGURA 6.23.Cinética de inestabilidad y tamafio de particula en emulsiéon de

vainilla sin azicar E2-SA
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6.3  Analisis Optico de las emulsiones

6.3.1 Estabilidad optica de las emulsiones

En las Figuras 6.24 y 6.25 se muestran el andlisis Optico para doce emulsiones de
vainilla con y sin azlcar, cuando las emulsiones superan el tamafio de particula de
600 nm el equipo no detecta la luz transmitida (linea azul) ya que las particulas de
mayor tamafio retrodispersan la luz. Por lo tanto a mayor tamafio de particula, mayor

es el porcentaje de retrodispersion (linea naranja) y menor porcentaje de transmision.

El analisis Optico en las emulsiones con azlcar, se observan en la Figura 6.24 la
emulsion con azucar E8-CA marcada en verde no presenta fendmeno de inestabilidad
durante los 7 dias de almacenamiento, a diferencia de las demas que muestran
retrodispersion de luz, esto quiere decir que hubo un aumento de tamafo de particula

provocando floculacion.

Por otra parte el andlisis en la emulsion sin azlicar Figura 6.25 marcada en verde E2-
SA de igual manera no muestra fendmenos de inestabilidad durante el
almacenamiento de los 7 dias, observando en las demas emulsiones fendmenos de

floculacion.
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E-CA
1-2-3

E-CA
4-5-6

E-CA
7-8-9

E-CA
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FIGURA 6.24. Estabilidad 6ptica en emulsiones con azlucar a 25°C durante 7 dias de almacenamiento
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E-SA
1-2-3

E-SA
4-5-6

E-SA
7-8-9
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FIGURA 6.25. Estabilidad 6ptica en emulsiones sin azlcar a 25°C durante 7 dias de almacenamiento
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6.4  Estabilidad 6ptica durante el almacenamiento

Esta evaluacion es generada por Turbiscan LAB mediante la técnica de dispersion
multiple de luz estatica por transmision y retrodispersion; esta técnica corrobora los
resultados obtenidos dentro de la primera etapa en la formulacion y proceso, analizado
las 24 emulsiones de vainilla por duplicado con y sin azucar con el fin de obtener
emulsiones 6ptimas para ser almacenadas en la segunda etapa del trabajo y ser
evaluadas a 15, 25y 35°C.

Para las emulsiones almacenadas a 15, 25, 35°C Figura 6.26 y 6.27 el analisis nos
proporciona informacion del efecto en la desestabilizacién en las emulsiones E8-CA 'y
E2- SA evaluadas durante 42 dias.

El almacenamiento de las emulsiones E8-CA a 15°C y 25°C presentan estabilidad
durante los 42 dias conservandose las emulsiones integras, por otro la emulsion
almacenada a 35 °C en el dia 21 existe incremento de tamafio de particula; a mayor
tamafo de particula mayor porcentaje de retrodispersion y menor porcentaje de
transmision, presentandose valores mayores a los 600 nm en la parte superior de la

celda ya que la intensidad del color naranja es mucho mayor

En las emulsiones E2-SA ocurre el mismo efecto de inestabilidad que en la emulsion
con azucar a 35°C presentandose este a los 28 dias de almacenamiento, las
emulsiones a 15°C y 25°C de igual manera no presentan algun fendmeno de

inestabilidad durante el tiempo de almacenamiento.

Es importante mencionar que las emulsiones E8-CA y E2-SA almacenadas a 35°C
presentan floculacion en el dia 21 y 28 respectivamente ya que se presenta una
variacion en la retrodispersion y por ende un aumento del tamafio de particula, el
fendmeno se puede atribuir a la temperatura de almacenamiento debiéndose a la
disminucién en la viscosidad en la emulsion Hemmingsen et al., 2005; Shinoda et al.,
1969 repercutiendo en el aumento en la velocidad de agregacion de gotas migrando
hacia arriba teniendo una densidad menor que la del liquido que los rodea
(McClements, 2005).
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Emulsion

E8-CA

FIGURA 6.26. Estabilidad 6ptica en emulsiéon con aztcar almacenada a 15 °C — 25 °C — 35 °C durante 42 dias

Emulsion

15°C

35°C

E2-SA

FIGURA 6.27.Estabilidad 6ptica en emulsién con aztcar almacenada a 15 °C — 25 °C — 35 °C durante 42 dias
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6.5 Morfologia de las emulsiones

La microscopia es a menudo la méas simple y directa técnica que proporcionar informacion
sobre la floculaciébn de gota en las emulsiones se pueden utilizar diversos tipos de
microscopia para caracterizar los floculos en emulsiones, incluidos los o6pticos, los

electrones y fuerza atébmica microscopica.

Si las gota en una emulsion a través de la imagen muestra una separacion clara y
uniforme entonces se puede suponer que la emulsion no se encuentra floculada si las
gotitas estan estrechamente asociadas entre si y se agrupan en ciertas regiones, se
puede suponer que la emulsion esta floculada y si las gotas iniciales son relativamente
pequefas (d <1 ym), puede ser dificil observar individualmente, pero puede ser posible

detectar la floculacién porque se crean aglomerados y son relativamente grandes (d> 1
Mm).

Dentro del campo de la microscopia se puede obtener informacion util sobre los fléculos
al ser observada la microestructura evaluando su tamafio, morfologia y las fuerzas de
atraccion entre las gotas. Los floculos tienden a ser de una forma mas compacta y una
forma regular cuando sus fuerzas de atraccion tienden a ser débiles, mientras que forman
estructuras de manera irregular cuando las fuerzas de atraccion son fuertes, pudiendo
distinguir entre la fuerza de interaccion observando el tipo de micro estructura presente

en los aglomerados (McClements, 2007; McClements, 2011).

En la Tabla 7.1 se observan las microestructuras de la emulsiones E8-CA y E2-SA
mostrando la dispersion de las gotas teniendo tamario de particula de 0.14 um a 0.86 um
para la emulsion E8 — CA con respecto a la emulsién E2-SA se observan tamarfos de
gota de 0.14 um a 0.77 um observando floculos en ambas emulsiones credndose
aglomerados, esto indica que probablemente la emulsiébn tienda a presentar
sedimentacién inversa al pasar los dias. Sin embargo se obtienen emulsiones estables
durante 42 dias a 15°C y 25°C. Por lo tanto al ser observadas las emulsiones al

microscopio mediante una micrografia es posible correlacionar el tamafio de particula
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presente en las emulsiones con los datos obtenidos con técnicas por dispersion de luz
corroborando el tipo fendmeno de inestabilidad presente en la emulsion mediante a su

microestructura con los aglomerados.
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TABLA 6.1. Micrografias de tamafio de particula en emulsiones 8-CA y 2-SA

RESULTADOS

Emulsién 8 - CA

Emulsién 2 - CA

0.39 pm

0.29 ym

0.14 pm .0.23 pm

0.20 ym

0.31 um

IIDJEHN

0.47 ym

0.14 uym

0.15 ym
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7 CONCLUSIONES

1. Se optimizaron las emulsiones de vainilla libres de alcohol con y sin azucar, obteniendo
como la mejor concentracién 7% de glicerol para amabas emulsiones. Se obtiene como
resultado en la emulsion con azlcar las mejores condiciones para el proceso son 200

bar -9 ciclos y para la emulsién sin aztcar 400 bar -5 ciclos.

2. Las mejores condiciones de almacenamiento se encuentran a temperaturas de
refrigeracion ya que todas las emulsiones de vainilla son estables durante los 42 dias
gue duro el experimento, mientras que las emulsiones almacenadas a temperaturas
altas son estables hasta el dia 21 mostrando menor tiempo de almacenamiento en
anaquel. Por otra parte la adicion del azucar en las emulsiones no influye en la
viscosidad observando en el almacenamiento la misma tendencia a la desestabilizacion

de las emulsiones con y sin azucar

3. Por otra parte las emulsiones de vainilla procesadas por homogeneizacion por
microfludizacion muestra mejor distribucién tamafo de particula, en comparacion con
el equipo de homogeneizacion por valvulas de alta presion, esto se debe al tipo de
camara de interaccion con la que cuenta el equipo, ademas estar equipado con un
intercambiador de calor que enfria la emulsion y un sistema de control para la presion

permitiendo un mayor control del proceso.

4. Se determind que el mejor método para analizar las emulsiones de vainilla con y sin
azucar libres de alcohol, es el analizador 6ptico de dispersion de luz Turbiscan® LAB
EXPERT mediante la técnica de dispersion multiple de luz estéatica por transmision y
retrodispersion, ya que proporciona informacion precisa para identificar el fenébmeno de

inestabilidad en la emulsion.
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5. La microscopia permitid elucidar el fendmeno de inestabilidad (floculaciéon o
coalescencia) presentes en las emulsiones de vainilla con y sin azucar

complementando los estudios de estabilidad.
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8 RECOMENDACIONES

1.- Realizar estudios en la emulsién de vainilla a presiones mayores de 1000 bar y

evaluando el menor nimero de ciclos.

2.- Aumentar el tiempo de estudio de 42 dias en la estabilidad en las emulsiénes de
vainilla libre de alcohol.

3.- Se recomienda realizar pruebas de evaluacion sensorial en las emulsiones de vainilla

libre de alcohol con y sin azucar
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