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INTRODUCCION

Las emulsiones multiples agua/aceite/agua (W1/O/W5) son dispersiones complejas
de glébulos de aceite en una fase acuosa continua, en las que dichos glébulos de
aceite, a su vez, contienen diminutas gotas de agua (Benichou, et al., 2004).
Pueden ser utilizadas para formar una microestructura de varios compartimientos
que es capaz de estabilizar materiales activos en su interior protegiéndolos de
condiciones ambientales adversas y pueden servir como sistemas de liberaciéon de
nutrientes (Dickinson, 2011), esto es crucial para controlar la difusién o la
migracion de la materia entre las fases acuosa interna y externa de la emulsion (Li,
et al., 2011).

Las emulsiones dobles W1/O/W, han sido investigadas en el area de alimentos
incluyendo la encapsulacion de vitaminas/minerales (Benichou, et al., 2007;
Bonnet, et al., 2009; O'Regan & Mulvihill, 2010); liberacion de aroma y sabor
(Malone, et al., 2003). También se ha buscado controlar sus caracteristicas de
estabilidad y liberacion (Benichou, et al., 2004; Cornec, et al., 1998; Li, et al., 2011;
Sapei, et al., 2012) .

En este trabajo se incorpord extracto de maiz morado, conteniendo antocianinas y
otros compuestos fendlicos, en la fase acuosa interna de una emulsiéon doble
W1/O/W, estable en cuanto al minimo porcentaje de formacion de cremado y
tamafio de particula constante, la emulsion se formulé variando la velocidad de
homogeneizacion secundaria y la concentracion de la proteina de suero lacteo en
la fase continua. Se midié la concentracion del extracto a lo largo de 35 dias y a
partir de estos datos se determiné el coeficiente de difusién que ajustd mejor los
valores del modelado de la primera y segunda ley de Fick a los valores

experimentales de la cinética de liberacion de antocianinas.



OBJETIVO GENERAL

Determinacion del coeficiente de difusion a partir de la cinética de liberacion de
extracto de maiz morado contenido en la fase acuosa interna de una emulsion
doble W1/O/W2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Seleccion del solvente, pH y método de extraccion mas eficientes para la
extraccion de antocianinas y otros compuestos fendlicos del maiz morado.

e Determinacion de la velocidad de homogeneizacion secundaria y la
concentracion de proteina de suero lacteo en la fase continua que logre
mayor estabilidad en una emulsién doble W1/O/W.

e Determinacion de la cinética de liberacion del extracto de maiz morado en
la emulsion doble.

e Determinacion del coeficiente de difusion del extracto de maiz moradoen la
emulsion doble W,/O/W;, mediante el ajuste de los datos obtenidos en el
modelado de la primera y segunda ley de Fick a los datos experimentales

de la cinética de liberacion.

HIPOTESIS

Es posible formular una emulsién doble del tipo W1/O/W, con liberacion controlada
de extracto de maiz morado cuya difusién a través de la membrana oleosa puede

ser descrita por la primera y segunda ley de Fick.



1. FUNDAMENTOS TEORICOS

1.1. ESTADO DEL ARTE

El interés de la aplicacion de emulsiones dobles en el encapsulamiento de
materiales activos como hormonas (Cole y Whateley, 1997), esteroides (Laugel, et
al., 1998) vy anticépticos (Tedajo, et al., 2005). Como resultado se formularon
exitosamente emulsiones W/O/W aplicadas en la industria farmacéutica (Cole y
Whateley, 1997, Laugel, et al., 1998, Hino, et al., 2000) y cosmética (Laugel, et al.,
1998). Estas aplicaciones se deben a la capacidad de las emulsiones de atrapar
compuestos hidrofilicos en el interior y a la proteccién contra la degradacion de las
sustancias encapsuladas (Tedajo, et al., 2005), en la industria alimenticia se ha
encapsulado NaCl (Sapei, et al., 2012), vitaminas (Benichou, et al., 2004) y
probiéticos para protejerlos contra los jugos gastricos (Shima, et al., 2006). Otra de
las razones por las que se considera a las emulsiones dobles W/O/W es la

formulaciéon de productos bajos en grasa (Dickinson, 2011).

La aplicacion de las emulsiones mdltiples se ve limitada por su inestabilidad
termidinamica, especialmente a la fuerte tendencia de las gotas a coalescer
(Florence y Whitehill 1985, Bonnet, et al., 2009), para mejorar la estabilidad y las
caracteristicas de liberacién se han utilizado estabilizantes estéricos (Garti, Aserin
y Cohen, 1994), complejos proteina-polisacarido en la fase continua (Benichou,
Aserin y Garti, 2007), etc.

Las investigaciones mas recientes se han enfocado al analisis y control de la
liberacion de NaCl (Sapei, et al., 2012) y otros compuestos (Bonnet, et al., 2009;

Jiménez-Alvarado, et al., 2009).



1.2. EMULSIONES SIMPLES Y DOBLES

Una emulsién es un sistema que contiene dos fases liquidas inmiscibles, una de
las cuales esta dispersa en la otra, estas pueden ser agua en aceite (W/O) o
aceite en agua (O/W) (McClements, 2005). Las emulsiones multiples mas simples,
a veces llamadas emulsiones dobles, son en realidad sistemas ternarios, teniendo
estructuras agua-aceite-agua (W./O/W;) o aceite-agua-aceite (O1/W/O,), en las
que las gotas dispersas contienen a su vez gotas mas pequefas (Rosano, et al.,
1998).

Las emulsiones dobles se clasifican como tipo A, B y C de acuerdo a la
distribucién y tamafio de la gota presentes dentro de la emulsion (ver Figura 1.1),
las emulsiones de tipo A contienen una sola gota grande dentro de la fase interna,
mientras que las del tipo B contienen algunas gotas en la fase interna y las del tipo

C contienen una gran cantidad de gotas (Becher, 2001).

Fase continua final

Tipo A Tipo B Tipo C

Figura 1.1. Clasificacion de las emulsiones dobles de acuerdo a la distribucion y

tamafo de gota interna.

El proceso de convertir dos liquidos inmiscibles separados en una emulsion es

conocido como homogeneizacion (McClements, 2005). Es posible formar una



emulsion homogeneizando aceite y agua puros, pero las dos fases usualmente se
separan rapidamente, ya que el contacto entre las gotas de agua y aceite es
termodinamicamente desfavorable. Para estabilizarlas se requieren agentes con
accion de disminucion de la tension interfacial llamados tensoactivos o
emulsificantes (Israelachvili, 1992). El término emulsificante es usado para
referirse a aquellas moléculas que consisten de una cabeza hidrofilica, que tiene
una alta afinidad por el agua, adjunta a una cola lipofilica, la cual tiene alta afinidad
por el aceite (Myers, 1988). Idealmente, los emulsificantes tienden a absorberse
rapidamente en la interfase de la emulsion durante la homogeneizacion, formando
una capa protectora que previene que las gotas se acerquen unas a otras hasta
agregarse (McClements, 2005).

La naturaleza anfétera de los emulsificantes puede ser expresada en términos de
una escala empirica que comunmente se denomina balance hidrofilico-lipofilico
(HLB) (Griffin, 1946). El valor HLB puede variar en funcion del tipo de electrolito,
temperatura y tipo de aceite (Aveyard, et al., 1986). Las emulsiones dobles
contienen ambos tipos de emulsiones simples (W/O y O/W) y requieren que al
menos dos emulsificantes estén presentes en el sistema, uno que tenga bajo valor
de HLB para estabilizar la emulsion primaria (W/O), y otro de alto valor de HLB
para estabilizar la emulsién secundaria (O/W) (Florence & Whitehill, 1985), la
cantidad Optima de emulsificantes necesita ser determinada durante la

formulacion.
Las emulsiones dobles generalmente se preparan usando un método de

emulsificacibn a dos pasos, procedimiento que se muestra en la Figura 1.2
(Opawale & Burgess, 1998).
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Emulsion W/O

Emulsificante °
N 2
solubleenaceite | ®

Emulsion W/IO/W
Emulsificacion | ® b Emulsificante
primaria soluble enagua

e

Emulsificacion
secundaria

Agua

Figura 1.2. Representacién esquematica del procedimiento de emulsificacion a

dos pasos.

Las emulsiones dobles tienen un nimero potencial de aplicaciones en diferentes
campos como son: tratamiento de aguas residuales (Goldblatt, et al., 2006),
industria farmacéutica (Zheng, et al., 1993), alimenticia (Dickinson, 2008), etc.
porque ofrecen una diversidad de posibilidades para la liberacién, retencion,
eliminacion y/o proteccién de sustancias quimicas atrapadas en el interior de los

glébulos de la emulsion (Martin, et al., 1993).
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1.2.1. Propiedades de las emulsiones

Fraccion volumen de la fase dispersa. La concentracion de las gotas dispersas
es usualmente descrita en términos de la fraccion volumen de la fase dispersa (@),
la que es igual al volumen de las gotas (V) dividido entre el volumen total de la
emulsion (Vg): @ =V, /Ve. A veces es mas conveniente expresar la concentracion
de las gotas en términos de la fraccion masa de la fase dispersa (@,,), que es igual
al peso de las gotas dispersas (mp) dividido entre la masa total de la emulsién
(mg): &, = mp/mg (McClements, 2005).

Distribucion de tamafio de particula. Si todas las gotas en la emulsién son del
mismo tamafio, se dice que la emulsibn es monodispersa, pero si existe una
amplia gama de tamafios de gota, entonces se dice que la emulsion es
polidispersa como se muestra en la Figura 1.3 (McClements, 2005). EI nUmero de
gotas en una emulsion es muy grande, y se considera que el tamafio de las gotas
varia de forma continua desde un valor minimo hasta un valor maximo (Walstra,
2003). Un método comun para expresar el diametro medio de particula de una
emulsion polidispersa es el D(4,3) que es el promedio de la relacion volumen/area

de la gota de todos los tamarfios de gota (McClements, 2005).

Propiedades interfaciales. La interfase de las gotas consiste en una region
estrecha (ususalmente de espesor de pocos micrometros) que rodea cada gota en
la emulsion y contiene una mezcla de agua, aceite y emulsificantes (Hunter, 1989).
La interfase juega el papel mas importante determinando las propiedades
fisicoquimicas y sensoriales de la emulsion. La composicion y estructura de la
region interficial se determina por el tipo y concentracion de los emulsificantes
presentes en el sistema antes de la formacion de la emulsién, asi como por los
eventos que ocurren durante y después de la formacion, por ejemplo, el

desplazamiento y la adsorcién competitiva (McClements, 2005).
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Emulsion Emulsion
Monodispersa Polidispersa

Figura 1.3. Representacion esquematica de una emulsién monodispersa y

polidispersa.

Carga de la gota. La mayoria de las propiedades de una emulsion estan
gobernadas por la magnitud y signo de la carga eléctrica de las gotas. El origen de
esta carga esta dado normalmente por la absorcion de moléculas de emulsificante
que son ionizables. La carga eléctrica de la gota puede ser caracterizada de
diferentes formas, como la densidad de la carga superficial (o) que es la carga
eléctrica por unidad de area; el potencial eléctrico de superficie () y el potencial
zeta (¢) que es el potencial efectivo de una gota suspendida en un medio. Las
interacciones electrostaticas entre las gotas de la emulsiébn y otras especies
cargadas, como biopolimeros, vitaminas, antioxidantes, saborizantes, etc., pueden

tener implicaciones en la calidad de la emulsion (McClements, 2005).

Interacciones entre las gotas. Hay diferentes tipos de interacciones que pueden
operar en las emulsiones, estas interacciones varian en su signo (atractivas o
repulsivas), magnitud (fuerte o débil) y rango (larga o corta). Cuando las fuerzas
de atraccion predominan, las gotas tienden a asociarse unas con otras, pero
cuando las fuerzas de repulsion predominan las gotas tienden a estar separadas.
La interaccion entre gotas en la emulsion puede llevar a cambios en la estabilidad,
reologia, apariencia y sabor de la emulsion (McClements, 2005).

13



1.2.2. Mecanismos de inestabilidad

Alun después de su formacion, las gotas en una emulsion se encuentran en
constante movimiento y frecuentemente chocan unas con otras debido al
movimiento Browniano, gravedad y otras fuerzas mecanicas. El movimiento
continuo de las moléculas causa que las propiedades de la emulsién evolucionen
con el tiempo y generen por lo tanto varios mecanismos de desestabilizacion. Hay
una variedad de mecanismos fisicoquimicos que son responsables de la alteracion
de las propiedades de una emulsion y es necesario establecer cual de estos

mecanismos es importante en un sistema en particular (McClements, 2005).

Los mecanismos de inestabilidad mas comunes se muestran en la Figura 1.4. El
cremado y la sedimentacion son formas de separacion por gravedad. El cremado
describe la elevacion de las gotas debido a su baja densidad comparada con la
densidad de la fase continua mientras que la sedimentacion describe lo contrario,
concentracion de las gotas en la parte inferior debido a su alta densidad
comparada con la densidad de la fase continua. La floculacion y la coalescencia
son fendmenos de agregacion. La floculacién ocurre cuando dos o mas gotas se
juntan para formar un agregado en el que cada gota conserva su integridad
individual, mientras que la coalescencia es el proceso en el que dos 0 mas gotas
se fusionan formando una gota méas grande, cuando el fendmeno de coalescencia
perdura, eventualmente se puede formar una capa de aceite en la parte superior

de la emulsion que se conoce como separacion de fases (McClements, 2005).

La desestabilizacion de las emulsiones dobles puede llevar a diferentes caminos
de rompimiento dependiendo de su composicion y microestructura. Los
mecanismos de inestabilidad mas comunes en emulsiones dobles se muestran en

la Figura 1.5.
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Figura 1.4. Mecanismos de inestabilidad en emulsiones simples.

El mecanismo A implica coalescencia de las gotas externas y es analogo a la
coalescencia normal en una emulsion simple, afecta Unicamente la interfase
externa y se refleja como crecimiento de las gotas externas. El mecanismo B es la
coalescencia de las gotas internas sin generar cambios en la interfase ni tamafio
de la gota externa. EI mecanismo C es la coalescencia de las gotas internas con la
interfase externa, generando transferencia de masa de la fase interna hacia la
externa. La contraccion o hinchamiento de las gotas internas deribado del
intercambio difusivo de material entre la fase interna y la externa a través de la
pelicula liquida que se encuentra en el medio se representan en el mecanismo D y

E respectivamente (Dickinson, 2011).
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Figura 1.5. Representacion esquematica de los mecanismos de inestabilidad de
emulsiones dobles: coalescencia de las gotas externas (A), coalescencia de las
gotas internas (B), coalescencia de las gotas internas con la interfase externa (C)
y contraccién (D) o hinchazoén (E) de las gotas internas.
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1.2.3. Transferencia de masa

Las emulsiones dobles del tipo W./O/W, no estan vacias, generalmente se
encuentra materia activa disuelta en la fase acuosa interna (Gatrti, et al., 1998),
pueden utilizarse para el encapsulamiento y control de la liberacion de
ingredientes bioactivos. Sin embargo, este tipo de emulsiones son dificiles de
preparar y controlar, los ingredientes bioactivos tienden a migrar a la fase acuosa
externa debido al gradiente de presion osmatica, pasando a través de la fase

oleosa. La primera ley de Fick describe el flujo de particulas en el proceso de
difusion | = —DZ—z. El flujo de masa a través de la membrana (fase oleosa) puede

ser expresado de la siguiente manera (ver Figura 1.6):

Cni — C DAK
mi me (Cl _ Ce)

J=bATH =5 (1

Donde J denota el flujo de masa difundido en el tiempo. D es el coeficiente de
difusién. A es el area superficial de la gota interna. C es la concentracion del
compuesto en cada fase, d es el espesor de la membrana, los subindices i, e y m
se refieren a la fase interna y externa y membrana. K es el coeficiente de reparto
del soluto en la interfase en relacién a su fase acuosa y oleosa (Kim & Shah,
1990).

K="= 2

La primera ley de Fick no considera el hecho de que el gradiente de concentracion
y la concentracion en un punto determinado disminuye cuando el tiempo aumenta,
aspecto importante en el proceso de difusion. Digamos que un flujo J1 de
particulas con un gradiente de concentracion especifico que entra por una seccion

de la esfera es diferente a un flujo J2 de particulas que salen de la misma seccion.

17



De la ley de la conservacion de las masas, la diferencia entre los flujos J1 y J2
debe resultar en un cambio en la concentracidén de particulas dentro de la seccion
de la esfera. Esta es la segunda ley de Fick que dice que el cambio en la

concentracion de particulas con el tiempo es igual al cambio en el flujo de difusion
ac, L
local: a—t‘ = é. Expresada para coordenadas esféricas:

1
910 (2500 .

at  rzor\  or

Donde C; es la concentracion de compuesto en la fase continua, r es el radio de la

gota externa 'y D es el coeficiente de difusion.

W:
(0)

Wi

(
\ N

Cm

i
—
°_°,‘/ PNL.

Cme,

Figura 1.6. Representacién esquematica de una emulsion doble W/O/W.
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En investigaciones donde se analiza la liberacion de NaCl desde el interior de una
emulsion doble (Sapei, et al., 2012) y el hinchamiento de una emulsion gel
(Thakur, 2012) se ha utilizado el modelo de volumen libre de Fujita (Fujita, 1952):

D =D, e("ﬁ (1_%)> “

Donde D,, es el coeficiente de difusion en una emulsion doble en equilibrio, 5 es
la relacion entre las difusividades inicial y de equilibrio y C,, es la concentracion

del compuesto en la fase continua de la emulsion en equilibrio.

1.3. COMPUESTOS FENOLICOS Y ANTOCIANINAS

Los compuestos fendlicos o polifenoles constituyen un amplio grupo de sustancias
quimicas englobando mas de 8000 compuestos distintos, son efectivos donadores
de sus hidrégenos. Su potencial antioxidante es dependiente del nUmero y de la
posicion de los grupos hidroxilo y su conjugacion, asi como de la presencia de

electrones donadores en el anillo estructural.

Como antioxidantes los polifenoles, en especial los flavonoides, pueden proteger
las células contra el dafio oxidativo y por lo tanto limitar el riesgo de varias
enfermedades degenerativas asociadas al estrés oxidativo causado por los
radicales libres (Martinez, et al., 2002; Scalbert, et al., 2005). Las antocianinas son
flavonoides de origen vegetal que se caracterizan por tener un esqueleto
carbonado del tipo C6-C3-C6, son el grupo mas importante de pigmentos solubles
en agua en la naturaleza; contribuyen al atractivo color naranja, rojo, morado,

violeta y azul de frutas, vegetales y flores (Jing & Giusti, 2005).

Se han identificado en forma natural mas de 540 pigmentos antocianidicos

(Anderson & Francis, 2004), aunque en la naturaleza hay 17 antocianidinas, seis
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de ellas son las méas diseminadas y las que comunmente contribuyen en la
coloracion de la mayoria de las plantas y frutas: pelargonidina (Pg), cianidina (Cy),
delfinidina (Df), peonidina (Pn), petunidina (Pt) y malvinidina (Mv) (Rodriguez-
Saona & Wrolstad, 2001)(ver Figura 1.7).

La presencia de antocianinas en las variedades pigmentadas del maiz, lo hace un
producto potencial para el suministro de colorantes y antioxidantes naturales. Por
ello el estudio de los pigmentos del maiz morado ha despertado gran interés. El
maiz morado es una variedad pigmentada del Zea mays L., cuyos granos y
coronta presentan color morado. Estudios han demostrado que las antocianinas
provenientes del maiz morado inhiben la mutacion celular, reducen mediante
induccion quimica la carcinogénesis colorectal (Aoki, et al., 2004), y contribuyen a

la prevencién de la obesidad y la diabetes (Tsuda, et al., 2003).

1.3.1. Capacidad Antioxidante

Existe consenso en que la actividad antioxidante de los flavonoides resulta de una
combinacion de sus propiedades quelantes de hierro y secuestradoras de
radicales libres (Bravo, 1998; Decker, 1997; Harborne, 1989). Existen diversos
métodos para evaluar la actividad antioxidante ya sea in vitro o in vivo (Antolovich,
et al.,, 2002). Una de las estrategias mas aplicadas en las medidas in vitro de la
capacidad antioxidante total de un compuesto, mezcla o alimento, consiste en
determinar la actividad del antioxidante frente a sustancias cromogenas de
naturaleza radical, la pérdida del color ocurre de forma proporcional a la

concentracion (Arena, et al., 2001; Moyer, et al., 2002).

Alternativamente diversos métodos como son el ABTS (3-ethyl-benzothiazoline-6-
sulfonic acid), DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)), DMPD (dimethyl-p-
phenylendiamine), DMPO (5,5-Dimethyl-1-pyrroline N-oxide) y FRAP (ferric
reducing antioxidant power), son utilizados para determinar la capacidad
antioxidante, los mas usados son en DPPH y ABTS debido a su confiabilidad

(Arnous, et al., 2002; Giusti & Wrolstad, 2001; Kim, et al., 2002; Re, et al., 1999;
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Arnao, 2000; Antolovich, et al., 2002; Montoya, et al., 2003; Prior, et al., 1998;
Prior & Cao, 1999)

|Aglicona Substitucion 3 max (NIN)

R1 R2 espectro visible
Pelargonidina H H 494 (naranja)
Cianidina OH H 506 (naranja-10jo)
Delfinidina OH OH 508 (azul-rojo)
Peonidina OCH3 H 506 (naranja-10jo)
Petunidina OCH3 OH 508 (azul-rojo)
Malvidina OCH3 OCH3 510 (azul-rojo)

Figura 1.7. Estructura quimica de las principales antocianinas.
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1.3.2. Color y antocianinas

Para investigar la calidad de color de manera sistematica es necesario medir el
color objetivamente. Existen ya instrumentos especializados en la medicién de
color; su robustez, estabilidad, sensibilidad y facilidad de uso son factores en los

que se ha tenido mucho avance en los ultimos afios (Wrolstad, et al., 2005).

La teoria de cromaticidad describe la forma en que tres luces separadas, roja,
verde y azul, pueden igualar cualquier color visible (Ford & Roberts, 1998).
Cuando los indices de color son derivados de mediciones con la escala CIEL*a*b*
los instrumentos miden L*, a* y b*. L* marca la luminosidad. Valores positivos de
a* son la direccion del rojo y valores negativos dan la direcciéon del complemento
verde. Valores positivos de b* son el vector para el amarillo y negativos el azul (ver
Figura 1.8).

L* blanco

b*
amarillo

qa*

verde rojo

negro

Figura 1.8. Representacion esférica de los indices L*, a* y b*.
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Es una equivocacion comun utilizar a* como medida del incremento de
enrojecimiento o verdor de la muestra, asi como b* como el incremento de la
intensidad de los colores amarillo y azul, por lo que es importante mencionar que
muestras con idéntico valor a* pueden exhibir colores que van desde el purpura,
rojo o naranja, en la Figura 1.9 se grafican tres muestras con valores idénticos de
a* y diferente valor b* (Wrolstad, et al., 2005). Existen factores que relacionan a* y
b* y que permiten el seguimiento adecuado de cambios de color en la muestra

(Wrolstad, et al., 2005). El &ngulo de tono hg,;, y el valor croma C*:
b* (5

hop = arctan;

C* = +a?+ b2 (6

+b*

h=38°
a* =+12, b* = +8

h=18°
a¥*=+12_b¥*=+4

e
h = 342°

a*=+12,b*= -4
Figura 1.9. Angulo de tono de tres soluciones variando de rojo (h = 18°),
naranjado (h = 38°) a purpura (h = 342°).

El angulo de tono permite distinguir a que familias de colores pertenece la
muestra, un angulo de tono de 0° representa una muestra rosa, de 90° una
muestra amarilla, de 180° una muestra verde y de 270° una muestra azul. El valor

croma se refiere a la intensidad o saturacion del tono, por ejemplo, diluciones de
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una muestra azul que van desde un azul mas claro a uno mas oscuro mostraran el
mismo angulo de tono pero incrementaran su valor croma. En la figura 1.10 se

muestra la representacion de esta relacion (Wrolstad, et al., 2005).

Luminosidad

100

Croma

Espacio de color L* a* b*

Tono

Figura 1.10. Relacion del angulo de tono y valor croma.
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2. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

2.1. MATERIALES

Los solventes utilizados fueron metanol (MeOH, 99.8%, PQF) de Reactivos y
Productos Quimicos S.A. de C.V., México; y agua destilada. El acido clorhidrico
(HCI, 36.5-38%) y el acetato de sodio anhidro (CH3COONa, 100%), fueron
obtenidos de Mallinckrodt Baker, S.A. de C.V., Estado de México, México. El acido
galico (C7HgOs), carbonato de sodio (CNayO3, 99%), TPTZ (2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-
triazine) y DPPH (2,2-diphenyl-1-picryl-hydracyl) fueron obtenidos de Sigma-
Aldrich Inc. St. Louis, USA. El acido acético (C,H40,, 99.8%), fue obtenido de
Productos Quimicos Monterrey, S.A. de C.V. Monterrey, México.

El aceite vegetal puro de canola (Great Value, 99.005% aceite puro de canola,
0.005% TBHQ) fue obtenido de Nueva Wal-Mart de México, S. de R.L. de C.V.
(Ciudad de México, Meéxico). El emulsificante soluble en agua (Panodan SDK,
ésteres de monoglicéridos y diglicéridos de &cido diacetil tartarico) y el emulsificate
soluble en aceite (Grindsted PGPR 90, ésteres de poliglicerol y acidos grasos de
poliricinoato) obtenidos de Danisco México, S.A. de C.V. (Ciudad de México,
México). La proteina aislada de suero lacteo (WPI; Bipro®) conteniendo 90% de
proteina en base seca fue obtenida de Davisco Food International Inc. (Le Suer,
MN, Estados Unidos).

2.2. OBTENCION DEL EXTRACTO.

2.2.1 Método de extraccion

Método por maceracion. Se agregaron 5 g de maiz morado Zea mays L. molido
(molino Poittemill modelo BLX/FPX), con tamafio de particula resultante de 80 a
600 um, a 100 mL del solvente previamente acidificado con HCI concentrado a pH

1, 2 y 3 (potenciémetro Conductronic modelo pH 120), y se mantuvo en agitacion
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por 50 minutos a 20°C. Los analisis se realizaron con ambos solventes: agua y
metanol. El extracto se filtr6 tres veces con papel Whatman No.1, 4 y 43
(Whatman Schleicher & Schuell) y por dltimo con una membrana de 0.22 micras
(marca Millipore tipo Sterile MILLEX-HA Filter Unit).

Método por ultrasonido. Se agregaron 5 g de maiz molido a 100 mL del solvente
(agua y metanol) previamente acidificado con HCla pH 1, 2y 3, y se colocoé en el
equipo de ultrasonido (Ultrasonic LC 30H de 50/60Hz) por 50 minutos a 40°C (Ya-
Qin, et al., 2008). El extracto se filtr6 tres veces con papel Whatman No.1, 4y 43y

por ultimo con una membrana de 0.22 micras.

Se elimind el solvente de los extractos obtenidos con metanol utilizando un
rotavapor al vacio (Rotary Evaporator Hahn Shin HS-2001NS, Indonesia) a 40°C
con arrastre de nitrogeno durante 2 horas. los compuestos obtenidos se

recuperaron con agua destilada en la misma proporcién del solvente evaporado.

2.2.2. Caracterizacion del extracto

Medicién de Antocianinas Totales. Se utilizaron dos sistemas tampén para
disolver los extractos de antocianinas: acido clorhidrico/cloruro de potasio de pH 1
(0.025 M) y acido acético/acetato de sodio de pH 4.5 (0.4 M). A 0.3 mL de muestra
se afiadieron 2.7 mL de la correspondiente solucion tampoéon y se midié la
absorbancia a 510 y 700 nm (espectofotometro UV-Visible Varian serie Cary 50).

Se calculé la absorbancia total a partir de:

A = (As10 nm — A700 nm)pH 1 — (As10nm — Az00 nm)pH 4.5 (7
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La concentracion de pigmentos monoméricos en el extracto se expresa en

cianidina 3-glucésido.

A*xPM 100 (8

Antocianos monoméricos (mg/loo g de maiz ) = [ x€

Donde A es la absorbancia total. El PM el peso molecular (449.2 g/gmol), la € es
la absortividad molar (26900 cm™mol™?), ambas de la cianidiana 3-glucésido y I es

la longitud de paso de luz de la celda (1 cm) (Kuskoski, et al., 2005).

Medicién de Fenoles Totales. El método espectrofotométrico desarrollado por
Folin y Ciocalteau (Singleton, et al., 1999) para la determinacién de fenoles
totales, se fundamenta en su caracter reductor y es el mas empleado. Se tomaron
alicuotas de 0.5 mL de las muestras y se mezclaron con 2.4 mL de agua
desionizada, 2 mL de una solucion de carbonato de sodio al 2% (Na,CO3), y 0.1
mL de reactivo de Folin-Ciocalteau. Después de mantenerlos a temperatura
ambiente por 60 minutos, se midio la absorbancia a 750 nm. El antioxidante de
referencia (a4cido galico) se utilizd para obtener una curva patrén a

concentraciones de 10, 20, 40, 60, 80 y 100 mg/100g de maiz en agua.

Capacidad antioxidante por el método FRAP (Tung-Sheng, et al., 2010). El
reactivo FRAP fue preparado mezclando un buffer de acetato (246.1 mg de
acetato de sodio en 10 mL de 10% (v/v) de acido acético), solucion de TPTZ
(31.23 mg de TPTZ y 0.044 mL de HCI al 37% en 10 mL de agua destilada) y
solucion de FeCl; (54.06 mg de FeCl3;.6H,O en 10 mL de agua destilada) en una
relacion de 10:1:1. El reactivo de FRAP (0.5 mL), agua destilada (0.05 mL) y
0.016 mL de la muestra se mezclaron en tubo de ensayo y fueron mantenidos a
temperatura ambiente durante 4 minutos para después medir absorbancia a 594
nm. Los resultados se expresan en capacidad antioxidante equivalente al acido

galico (CAEAG) (mg/100 g de maiz). El antioxidante de referencia (acido galico) se
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utilizé para obtener una curva patrén a concentraciones de 10, 20, 40, 60, 80 y
100 mg/100g de maiz en agua.

Capacidad Antioxidante por el método DPPH (Kim, et al., 2002). A 3.9 mL del
radical DPPH 50 pM en metanol se le afiadié 0.1 mL de la muestra, la mezcla se
homogeniz6 cuidadosamente, y se mantuvo en oscuridad durante 60 min y se
midio la absorbancia a 517 nm. Los resultados se expresan en porcentaje de

inhibicién (%I), se obtiene a partir de:

Ay — A
%Iz%*mo ©
0

Donde A, es la absorbancia antes de agregar la muestra y A,, es la absorbancia
después de agregar la muestra. La concentracion de DPPH en el medio de
reaccion se calcula a partir de una curva de calibracion. El antioxidante de
referencia (acido galico) se utilizO para obtener una curva patron a

concentraciones de 10, 20, 40, 60, 80 y 100 mg/100g de maiz en agua.

2.3. FORMULACION DE LAS EMULSIONES DOBLES

Las emulsiones dobles se prepararon utilizando el procedimiento de emulsificacion
a dos pasos. Se mezclaron 40 g de aceite vegetal, 6 g de emusificante Grindsted
PGPR 90 y 4 g de Panodan (relacion total de emulsificantes ELS:EHS del 10% p/p
en relacion 6:4) (Jiménez-Alvarado, et al., 2009) a 20°C durante 24 horas. Se
afiadieron lentamente 50 mL de extracto a la mezcla de emulsificantes y aceite
vegetal, homogeneizando a 4000 rpm durante la agregacion, la velocidad se eleva
a 7600 rpm durante 15 minutos (Murillo-Martinez, et al., 2010), esto se llevd a
cabo en el homogeneizador Ultra Turrax (modelo T50 basic, IKA Labortechnik,

Staufen, Alemania), formando asi la emulsién primaria.
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La emulsién secundaria se prepard agregando 20 mL de la emulsion primaria a 50
mL de solucion de WPI (12.5, 15y 17.5% p/p) homogeneizando a 360 y 600 rpm,
durante 10 minutos en un homogeneizador de hélice (modelo RW 20.n, IKA

Labortechnik, Malasia).

La estabilidad de las emulsiones multiples se determiné monitoreando el tamafio
de particula a través del tiempo, durante un tiempo total de 220 horas, esto se
llevé a cabo en el analizador de tamario de particula Malvern Mastersizer (Malvern
Instruments, Ltd., Worcestershire, Reino Unido). En paralelo, se colocaron
muestras de la emulsion doble en probetas de 25 mL con el propésito de registrar
el volumen de cremado observado (ver figura 2.1), esto en los mismos intervalos
de tiempo en los que se determiné el tamafio de particula, siendo el porcentaje de

cremado:

mL de cremado (a0
% Cremado = 25 mlL totales * 100

0
Il

Vaolumen
de
Cremado

Emulsién
Fresca
0 dias

/

T||||||II|I|||||||||||||
T||||||II|IIII||||||||||

\

©
@\

Figura 2.1. Medicion del volumen de cremado en las emulsiones dobles.

29



2.4. CINETICA DE LIBERACION DE COMPUESTOS

Las muestras se agitaron moderadamente y se midi6é el color a una alicuota de 5
mL (colorimetro CR400, Quality Control) utilizando la escala CIEL*a*b*. Este
andlisis se repiti6 durante 35 dias. La fracciobn de extracto liberada se obtuvo
usando una curva patrén en la que se simuld la liberacion agregando 10, 20, 30 y
40 pL de extracto a la fase acuosa externa de una emulsion doble. Todas las
emulsiones dobles se mantuvieron en almacenamiento a 4°C desde su

preparacion.

2.5. DETERMINACION DEL COEFICIENTE GLOBAL DE DIFUSION

La determinacion del coeficiente de difusion se llevd a cabo mediante el modelado
de las ecuaciones (1 y (3. Se empled la rutina odel5s (método de Gear para la
integracion numérica) en un algoritmo en Matlab (version R2007b) que permitié
resolver un sistema resultante de ecuaciones diferenciales ordinarias con valores
iniciales. La ecuacioén diferencial parcial de la segunda ley de Fick (ecuacion 3) fue

previamente discretizada en la variable de la posicion.

El coeficiente de reparto, necesario para el modelado de la primera ley de Fick, se
obtuvo mediante la ecuacion (2, para conocer las concentraciones en la fase
interna e interfase se colocaron sistemas bifasicos en celdas de cristal en las que
en la parte inferior se encontraba el extracto disuelto en agua y en la parte
superior la mezcla de aceite con emulsificantes, se midi6 la absorbancia del
extracto tanto en la fase acuosa (510 nm) como en la oleosa (524 nm) durante 6

horas.

En el modelado de la segunda ley de Fick se considerd la difusividad dependiente
de la concentracién (ecuacion 4) y el efecto convectivo en la segunda condicion de
frontera, en la adimensionalizacion del sistema surge la relacion de transferencia

de masa por conveccion y la dada por difusion, el parametro que relaciona estos
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fendbmenos es el numero de Sherwood, Sh, (Welty, et al., 2004), el desarrollo de

las ecuaciones se muestran en el Apéndice 2.

kcReq (11

2.6. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados de la caracterizacion de los extractos fueron expresados como
media de tres repeticiones + la desviacion estandar. Las correlaciones de los
datos fueron obtenidas con Microsoft Office Excel en la opcion de coeficiente
estadistico de correlacion. El andlisis estadistico que se realizé fue un andlisis de
varianza (ANOVA) con tres factores (método de extraccion, pH y solvente),

considerando P = 0.05, utilizando el programa Design Expert DX6.
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3. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

3.1. OBTENCION DEL EXTRACTO

La Tabla 1 resume los resultados del analisis estadistico para la determinacion del
meétodo, solvente y pH de extraccion de antocianinas del maiz morado. El
contenido de fenoles totales muestra significancia con los factores solvente y pH.
En la Figura 3.1 se muestran las concentraciones de antocianinas totales (AT) y
fenoles totales (FT), siendo los de mayor contenido (AT: 20.2167 + 0.269 y FT:
127.3409 + 3.2043 mg/100 g de maiz) los obtenidos con el método de ultrasonido
y metanol a pH 2. Los valores reportados en este trabajo concuerdan con los
obtenidos en otras investigaciones: AT = 20.373 a 23.666 mg/100g (Gorriti G., et
al., 2009; Mora-Rochin, et al., 2010).

Los resultados del analisis de capacidad antioxidante por los métodos de DPPH y
FRAP se muestran en las Figuras 3.2 y 3.3 respectivamente. De acuerdo al
andlisis estadistico, el %l muestra significancia con los factores método de
extraccién, solvente, pH y la interaccion solvente-pH obteniendo el valor maximo
(91.8019 + 0.8486) con el método ultrasonido y metanol a pH 2. En el caso de la
reduccion férrica (método FRAP) las variables significativas fueron el método de
extraccién, solvente y pH, obteniendo la mayor capacidad antioxidante (75.6364 +
4.4378) con el método ultrasonido y metanol a pH 1. Por lo anterior, en analisis
posteriores las extracciones se realizaron utilizando el método ultrasonido con

metanol a pH 2.
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Tabla 1. ANOVA de los factores e interacciones del andlisis de extraccion.

Fuente de
Variabilidad Respuesta SC GL MC F Pr>F
AT 3.5884 1 3.5884 0.2434 0.6706
Método de FT 1.3625 1 1.3625 0.0502 0.8436
extraccion DPPH 166.8892 1 166.8892 49.5529 0.0196
FRAP  388.7727 1 388.7727 21.4764 0.0435
AT 58.5224 1 58.5224  3.9703 0.1845
FT 1002.342 1 1002.3418 36.9112 0.026
Solvente
DPPH  2107.752 1 2107.7518 625.8352 0.0016
FRAP 2665.851 1 2765.8507 152.7897 0.0065
AT 13202976 2 66.1488  4.4877 0.1822
’ FT 2020.472 2 1010.236 37.2019 0.0262
P DPPH  6036.794 2 3018.3968 896.2246 0.0011
FRAP 1807.221 2 903.6105 49.9168 0.0196
AT 44.6581 1 44.6581 3.0297 0.2239
Método- FT 113.5961 1 113.5961 4.1832 0.1775
Solvente DPPH 39.9507 1 39.9507 11.8622 0.0749
FRAP 272.7677 1 272.7677 15.0681 0.0604
AT 0.2041 2 0.102 0.0069 0.9931
) FT 15.4449 2 7.7248 0.2844 0.7786
Método-pH
DPPH 19.7419 2 0.871 2.9309 0.2544
FRAP 17.6407 2 8.8203 0.4872 0.6724
AT 2.1629 2 1.0814 0.0734 0.9316
Solvente- FT 371.4497 2 185.7248 6.8393 0.1276
pH DPPH 1041.647 2 520.8235 154.6433 0.0064
FRAP 1399885 2 69.9943 3.8666 0.2055

SC: Suma de Cuadrados; GL: Grados de Libertad; MC: Media Cuadrética; Pr: Probabilidad.
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Figura 3.1. Contenido de Antocianinas Totales y Fenoles Totales de los extractos del maiz morado de las pruebas de

extraccion.
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Figura 3.2. Porcentaje de inhibicion del reactivo DPPH de los extractos del maiz morado de las pruebas de extraccion.
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Figura 3.3. Capacidad antioxidante obtenida por el método FRAP de los extractos de maiz morado en las pruebas de

extraccion.
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3.2. FORMULACION DE LAS EMULSIONES DOBLES

Previo a la incorporacion del extracto en la emulsion, se realizé el analisis de
estabilidad utilizando agua destilada en la fase acuosa interna. En la Figura 3.4 se
muestra el efecto de la variacion del % peso de WPI en la fase continua y la
velocidad de homogeneizacion secundaria en el diametro medio de particula,
D(4,3), medido durante un tiempo total de 220 horas. El D(4,3) incrementa junto
con el % peso de WPI cuando la velocidad de agitacion secundaria es 360 rpm; a
600 rpm el D(4,3) promedio de las emulsiones frescas es 6.1 um para todas las
concentraciones de WPI. Se dice que una emulsion es estable cuando sus
propiedades fisicas y quimicas no cambian con el tiempo, el D(4,3) debe ser
constante por un lapso de tiempo considerable, se puede decir que todas la
emulsiones preparadas en este andlisis fueron estables por un lapso minimo de
220 horas.

En la Figura 3.5 se muestra el porcentaje de formaciéon de cremado en las
emulsiones dobles con agua destilada en la fase acuosa interna. Al cabo de 220
horas se obtuvo 15% de cremado, 0 menos, en las emulsiones obtenidas a 600
rom, no mostrando diferencia significativa al variar la concentracion de WPI.
Cuando la velocidad de homogeneizacion secundaria fue 360 rpm las emulsiones
presentaron cremado superior al 20%, ademas, el porcentaje de cremado final
aumenté en relacion directa con la concentracion de WPI en la fase acuosa

externa.

El cremado disminuye la distancia entre las gotas aumentando la probabilidad de
gue la emulsion se desestabilice, se debe elegir la formulacién en la que cremado
ocurra mas lentamente. En otras investigaciones se ha demostrado que la adicién
o incremento de proteina de leche en la fase continua reduce el diametro medio de
gota y esto disminuye la formacion de cremado (Swaisgood, 1996; Jiménez-
Alvarado, et al., 2009; Saehun, et al., 2010), en este andlisis, el incremento de

concentracion de WPI en la fase dispersa no disminuyo el D(4,3) ni la formacién
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de cremado, es posible que el WPl aumentara en gran medida la diferencia de
densidades entre la fase dispersa y continua aumentando el cremado en las
emulsiones cuya velocidad de homogeneizacion secundaria fue de 360 rpm.

Es un hecho que la disminucion del tamafio de particula mejora la estabilidad de la
emulsion (McClements, 2005), es por esto que se debe elegir la formulacion y el
proceso con el que se logre el menor D(4,3), con base lo anterior, la velocidad de
homogeneizacion secundaria seleccionada para las emulsiones con extracto de

maiz morado en la fase acuosa interna fue de 600 rpm.

Las emulsiones con extracto de maiz morado en la fase acuosa interna fueron
estables, es decir, no se observé alguna variacion significativa de D(4,3) durante
un tiempo total de 220 horas, como muestran las barras de error. En las Figuras
3.6 y 3.7 se muestra la variacion del tamafio de particula y el porcentaje de
formacién de cremado respectivamente; es importante resaltar que hubo una
reduccion de hasta el 33% en el D(4,3) de las emulsiones frescas en comparacion
con las que contenian agua destilada; no hubo disminucién en el D(4,3) al elevar

la concentracion de WPI en la fase continua.

La formacion de cremado se redujo notablemente obteniendo resultados menores
al 2.5% al cambiar el agua destilada por extracto. El rango de concentracion de
WPI utilizado en este trabajo no muestra mejoria en la estabilidad de la emulsion.
En la Figura 3.8 se muestra una fotografia de una emulsion con extracto, 12.5 %p
de WPI en la fase continua y velocidad de homogeneizacion de 600 rpm, cuyo
D(4,3) = 4.2 uym, la emulsion formada es del tipo C con muchas gotas en el

interior.
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Figura 3.8. Emulsion doble con W;: extracto de maiz morado, con 12.5% WPI a
600 rpm.

3.3. CINETICA DE LIBERACION DE COMPUESTOS

En la Figura 3.9 se muestra el comportamiento de los factores L, a* y b* de las
emulsiones dobles en la simulacion de la liberacién del extracto. Se obtuvieron
coeficientes de correlacion de 0.9423 y 0.9957 en los factores a* y b*
respectivamente, la relacion entre la concentracién de antocianinas y estos dos
factores ya habia sido comprobado en otras investigaciones (Goncalves, et al.,
2007; Pérez-Vicente, et al., 2004; Alighourchi & Barzegar, 2009).
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Figura 3.9. Correlacion de los parametros de la escala CIEL*a*b* en la simulacion de liberacidon del extracto en la

emulsion doble.
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El incremento en el valor C* respecto al volumen de extracto liberado se muestra
en la Figura 3.10 cuyo coeficiente de correlacion lineal es de 0.9928. La cinética
de liberacion se obtuvo a partir de esta curva. El &ngulo de tono de todas las
muestras fue 358.7° + 0.05, es sabido que el angulo de tono depende de los a* y
b* de la escala CIEL*a*b* por lo que ligeras variaciones en éstos provacara

variaciones en el angulo de tono.

En la Figura 3.11 se muestra la variacion del porcentaje de extracto liberado
medido en las emulsiones dobles, se observa que el porcentaje aumenta hasta
alcanzar un maximo, esto ocurre a partir de los 28 dias, lo que corresponde a
2.7% * 0.3. El &ngulo de tono promedio de todas las muestras fue 358.5° + 0.1. En
paralelo, se midi6 la distribucion de tamafio de particula, los resultados se
muestran en la Figura 3.12, segun esta figura, a los 29 dias un porcentaje de las
gotas aumentd su didmetro a un rango de 25 — 30 um que corresponde a 5 veces
su tamafio inicial, a pesar de esto, el D(4,3) aumenta levemente debido a que este
porcentaje de gotas es mucho menor al de las gotas que conservan su tamafo

original.

Cuando la fase acuosa interna tiene mayor presion osmotica que la externa,
puede haber hinchamiento de las gotas internas debido a la difusibn de agua
desde la fase externa a la interna (Mezzenga, et al., 2004), este hinchamiento
generalmente es seguido de la ruptura de la membrana oleosa y por lo tanto de la
desaparicion de algunas de las gotas internas (Chanamai & McClements, 2000)
junto con los ingredientes encapsulados en ellas (Dickinson, 2011) dando lugar a
la liberacion de los compuestos, el aumento en el tamafio de gota de las

emulsiones analizadas en este trabajo puede ser reflejo de este fendbmeno.
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3.4. DETERMINACION DEL COEFICIENTE DE DIFUSION

En la Figura 3.13 se muestran los datos obtenidos para la determinacion del
coeficiente de reparto en los sistemas bifasicos extracto/mezcla de aceite con
emulsificantes, cabe mencionar que se midi6 la absorbancia al extracto en forma
independiente para identificar si existia degradacion en el tiempo de medicion, las
absorbancias en la fase acuosa incluyen esta degradacion. Es posible observar
qgue la absorbancia del extracto en la fase acuosa disminuye a través del tiempo,
la absorbancia en la fase oleosa no cambia, por lo tanto, el extracto migra a la

interfase, obteniendo asi el coeficiente de reparto: K = (C,,/C) = 0.0468.

El espesor de la capa oleosa utilizado para la determinacion del coeficiente de
difusién se propuso a partir de los valores reportados por Kim y Shah (Kim &
Shah, 1990) que son los esperados en una emulsién doble siendo & = 1 um. El
area de la gota interna se determind a partir del diametro medio de glébulo de
aceite medido en el tiempo cero. En la Tabla 2 se muestra el resumen de los
pardmetros utilizados en el programa para la determinacién del coeficiente de

difusién a partir de la primera ley de Fick.

Tabla 2. Parametros utilizados en el programa para la determinacion del

coeficiente de difusion a partir del modelado de la primera ley de Fick.

Parametro Valor
D(4,3) del glébulo de aceite 4.819
(pm)
Espesor de la membrana oleosa 1
i (6, pm) _
Area de la gotza interna 24.9655x10°
(A, cm?)
Coeﬁmente de_ reparto 4.68x1072
(K, adimensional)
Coeficiente de difusion inicial 1x10°8
(Do, cm?/ dia)
Concentracion inicial del extracto 100

(Co. %)
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El modelo obtenido a partir de la primera ley de Fick (Figura 3.14) fue seccionado
para el mejor ajuste a los datos experimentales. La primera seccion describe la
liberacién del extracto durante los primeros 9 dias reportando D = 1.16x10™ cm?/s.
La segunda seccion describe la liberacion del extracto de los dias 20 a 35

reportando D = 3.9x10° cm? s,

Los coeficientes de difusion para sistemas de liquidos binarios se encuentran en el
orden 10 (Bird, et al., 2007). Kim y Shah (Kim & Shah, 1990) mencionan que los
valores de coeficiente de difusién en emulsiones dobles son tipicamente del orden
de 10°®, ademas, se ha encontrado valores menores en emulsiones W/O/W como
las que contienen NaCl y gelatina cuyo D = 4.68 + 0.13 x10™** cm? s (Sapei, et al.,
2012); las diferencias entre estos valores pueden deberse al incremento en la
magnitud de resistencia al libre paso de los compuestos en las emulsiones dobles
generada por la capa oleosa que actia como una membrana de separacion, el
coeficiente de difusion obtenido a partir de la primera ley de Fick, presentado en
este trabajo, da la idea de que la membrana oleosa no representa una barrera
importante, incluso, que el extracto difunde a la fase continua como si fuera un
sistema de liquidos binarios, por lo que este modelo no describe los fenbmenos

gue ocurren en la emulsién doble.

La Figura 3.15 muestra la respuesta del ajuste de pardmetros a partir de la
segunda ley de Fick con los resultados siguientes: Deq = 1.0417x10™° cm?s™, g = -
1.089 y Sh = 1x10™. La relacién entre las concentraciones de extracto de maiz
morado en la fase acuosa interna dadas por el modelo y las obtenidos
experimentalmente en la cinética de liberacion se muestra en la Figura 3.16 con
coeficiente de correlacion R? = 0.974. Este modelo describe mas adecuadamente
la transferencia de masa que sucede en la emulsién doble formulada en este
trabajo, esto se debe en gran parte a la inclusién del efecto convectivo, el valor
obtenido de Sh demuestra que la transferencia de masa se debe principalmente al

efecto difusivo.
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CONCLUSIONES

El contenido de FT en los extractos de maiz morado se ve afectado por el
solvente y pH utilizados. Las mayores concentraciones de FT y AT se
obtuvieron con metanol a pH 2. La capacidad antioxidante de los extractos
varia significativamente al cambiar el solvente, pH y método de extraccion
obteniendo mayor capacidad antioxidante en la extracciones con
ultrasonido.

Las emulsiones dobles que incrementaron su estabilidad al verse
disminuido el porcentaje de formacién de cremado y el diametro media de
particula son las preparadas a 600 rpm como velocidad de
homogeneizacion secundaria, a esta velocidad, el incremento del % en
peso de WPI en la fase continua no es un factor significativamente
importante en la estabilidad de las emulsiones dobles.

Las variaciones del contenido de extracto en la fase continua estan
altamente correlacionadas con el incremento en el valor C* obtenido a partir
de los indices a* y b* de la escala CIELa*b*. Fue posible formular una
emulsiébn con estabilidad de 35 dias y caracteristicas de liberacion
controlada. El incremento en el tamafio de particula a los 29 dias de
andlisis sugiere que la diferencia de presibn osmoética entre las fases
interna y externa de la emulsion doble llevo a la liberacion del 2.7% del
extracto de maiz morado.

El modelo de la segunda ley de Fick y principalmente la inclusién del efecto
convectivo permitieron la determinacién del coeficiente de difusion del

extracto de maiz morado siendo Deq = 1.0417x10™° cm?s™.
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APENDICES

Apéndice 1. Curvas patron utilizadas en el andlisis de extraccion para la determinacion de Fenoles

Totales y capacidad antioxidante por el método FRAP.
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y = 0.0047x
R2 =0.9958
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Figura Al. Curva patron utilizada para la determinacion de Fenoles Totales.
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Figura A2. Curva patron utilizada para la determinacion de capacidad antioxidante con el método FRAP.
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Apéndice 2. Desarrollo de las ecuaciones para el modelado de la

segunda ley de Fick.

La segunda ley de Fick expresada en coordenadas cilindricas se expresa como:

aC; 190, 9C

_t___ - - al

ot rzar(rDar) (
_pf1_Ct

D = Deq e( E(l CW)) (8.2

Donde C; es la concentracion del extracto en la fase continua de la emulsion en el
tiempo t, r es la coordenada radial del glébulo de aceite considerando r = 0 el
reservorio de extracto de maiz morado y r = R, el radio del glébulo de aceite en
el equilibrio. D4, C.q Y ReqSe€ refieren a la difusion, concentracion de extracto en la
fase continua y radio del glébulo de aceite, respectivamente, en el equilibrio. 8 es
el numero adimensional que relaciona la difusividad inicial y de equilibrio. Las

condiciones inicial (Cl) y de frontera (CF) que describen el sistema son las

siguientes:

Cl: t=0, 0 <7 <Ry, C:=0 (a3
CF1: t>0, r=0, =0 (a4
CF2: t>0, =R, —D %t =k (C, — Can) (a5

La CF2 representa la transferencia de masa entre la superficie del glébulo de
aceite y la fase continua de la emulsién, siendo k. el coeficiente convectivo de

transferencia de masay C,, la concentracién de extracto en la fase fluida.
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Se utilizaron C = C;/Cpq, T =1t/teq Y € =7/Rcqpara la adimensionalizacion del

sistema:

ac 10 aC
% o pa= 2 (2 p(-Ba-0) _> a6
ot ba 2 0¢ (E ¢ de (

Donde Da = t,,D.q/R3,. Las condiciones inicial y de frontera quedaron de la

siguiente forma:

ol T=0, 0<e<l, C=0 (a7
CF1: 7>0, £=0, =0 (a8
CF2: >0, e=1 -L=gp(c-C B0 (a9

ar Ceq

Sh es el numero de Sherwood que describe la transferencia de masa molecular

con respecto a la resistencia del fluido a la transferencia de masa por conveccion.

Sh = (a10

El modelo discretizado que es el que se utiliza en el cédigo en Matlab es el

siguiente:

aC: 1
a_Tl = Da eBCi-1) A_<E‘2(Ci+1 —2C; +Ci_y) + (

Ciy1— ci>2 1
Ci.i—C;_ all
s +£iA€( w1 — G| (
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Con:

_-d =23,.. ,Nr—1
& Ny i=23..,Nr
Cl: =0, 0<e<1, (=0, i=23,..,Nr—1
7> 0, e=0
CF1: - 4Cy—C;
1 3
>0, ce=1
CF2: 4CNy—1—CNr—2+2ShAe(—Cpny+Coo/Ceq)ePA=CNT)
Cnr =

3

Siendo Nr el nUmero de puntos de discretizacion.

(a12

(a13

(a14

(a15
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Apéndice 3. Codigo utilizado para la determinacion de coeficiente de difusion a partir de la primera ley
de Fick.

% inicio del archivo liberacionoficial9d.m

% trabajo de tesis de karen estrada

% proyecto tesis de maestria

% calculo del coeficiente de difusidén de la liberacidédn de extracto de maiz
% morado en la emulsion doble usando la primera ley de Fick

clc; clear all; format compact;

% datos experimentales
global t exp Ca_exp

t exp = [86400 172800 432000 604800 777600 1209600]; % tiempo en segundos
Ca exp = [0.323036584 0.506185042 0.802404747 1.094350018 1.29933255 1.756558116];

[

$ cm3 de extracto lib / cm”3 de emulsion

% parametros del problema

Ca0 = 100; % concentracion inicial en el interior de gota mL de extracto / mL de emulsion
AQ = 24.9655e-8; % cm"2, é&rea de la gota interna

k = 0.0468; % coeficiente de reparto

d0 = 0.0001; % cm, espesor de la membrana de aceite 1 micrometro del articulo
% condicidén inicial de difusion

DO = le-8;

x0 = DO;

options=optimset ('LargeScale', 'off', 'Display', 'iter', 'HessUpdate', 'bfgs');
% uso de la rutina fminunc para la optimizacion no lineal

[x, fmin, flag, output, grad, hess]=fminunc (@fobj, x0,options,t exp,Ca_exp);

% impresion de resultados

fprintf ('D = $f \n',x (1))

% calculo del modelo diferencial

[t,Cal=o0delbs (@modelo, [t _exp(l) t exp(end)], [Ca exp(l)],[],x)

tm = t/(24*3600) ;

t exp = [0 86400 172800 432000 604800 777600 1209600 1728000 1814400 1987200 2246400 2592000 2851200
30240001/ (24*3600)
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Ca exp = [0 0.323036584 0.506185042 0.802404747 1.094350018 1.29933255 1.756558116 2.265751417 2.288997862

2.384899148 2.519521463 2.655636292 2.563232261 2.704812582];

$Datos obtenidos en el ajuste del dia 20 al 35

t2 = [1728000 1857600 1987200 2116800 2246400 2376000 2505600 2635200 2764800 28944001/ (24*3600) ;
Ca2 = [2.2890 2.3469 2.4048 2.4627 2.5205 2.5783 2.6360 2.6938 2.7514 2.80917];

% trazo de la respuesta

figure (3), plot(tm,Ca,'k',t exp,Ca exp,'bo',t2,Ca2,'k', 'linewidth', 2)
xlabel ('t [ dias ]'),ylabel('C [ % de Extracto Liberado ]')

legend ('modelo', 'datos experimentales')

% rutina para el calculo de la funcion objetivo

% aplicando el metodo de minimos cuadrados no lineales
Ca0 = Ca _exp(l); % condicion inicial

t span = [t _exp(l) t exp(end)];%intervalo de integracion

[}

soln = odelbs (@modelo,t span,Cal,[],x); % uso de la rutina odelb5s para la resolucion de la EDO

Q

Ca = deval(soln,t exp); % obtencion del valor de la concentracion en los valores de

o)

% los datos experimentales

fun = 0; % inicializacion de la funcion objetivo
for i=l:length(Ca_exp)

fun = fun + (Ca_exp(i) - Ca(i))"2;
end

% ruina para la declaracion de la ecuacion

Ca0 = 100; % concentracion inicial en el interior de gota microl. de extracto / mL de emulsion
A0 = 24.9655e-8; $ cm”2, area de la gota interna

k = 0.0468; % coeficiente de reparto

dd = 0.0001; % cm, espesor de la membrana de aceite 1 micrometro del articulo

D = x(1);% reasignacion de parametros

dCadt = ((D*A0*k)/d0)* (Ca0-Ca); %ley de Fick

o)

% fin del archivo liberacionoficial9d.m
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Apéndice 4. Cddigo utilizado para la determinacion de coeficiente de difusién a partir de la segunda ley
de Fick.

o°

inicio del archivo emulsionDifusionConvectivoOficial.m

modelo con resistencia interna y externa

trabajo de tesis de karen estrada

proyecto tesis de maestria

calculo del coeficiente de difusidén de la liberacidédn de extracto de maiz
morado en la emulsion doble usando la segunda ley de Fick

o° o© o° oo o

o\°

function emulsionDifusionCovectivoOficial
clc; clear all; format compact;

% datos

t exp = [0 86400 172800 432000 604800 777600 1209600 1728000 1814400 1987200 2246400 2592000 2851200
30240001/ (24*3600); %S$tiempo en s

Ca exp = [0 0.323036584 0.506185042 0.802404747 1.094350018 1.29933255 1.756558116 2.265751417 2.288997862
2.384899148 2.519521463 2.655636292 2.563232261 2.704812582];

teq = t exp(end); % dias

Rd = 5.4e-4/2; % cm radio de globulo de aceite

Deq = 9e-6; % cm2/dia

DEQ =Deq/ (24*3600)

beta = -1.089

Sh = 0.0001;

nr = 100; % numero de puntos de discretizacion
dE = 1/nr;

np = 14;

Ceq = Ca_exp(end);

tf = t exp(np); % tiempo adimensional de integracion

Cinf = Ca exp (np)

CO(l:nr-2 0; %

odeset = [];

[tau, Ca] odelb5s (@difusivo, [0,tf],C0O, odeset, teq, Deq,beta,Rd, Sh,Ceq,Cinf,dE, nr) ;
C(l:length(tau),l:nr) = 0; % inicializacion del vector de composicion
C(:,2:nr-1) = Ca;

% calculo de las concentraciones de acuerdo a las condiciones de frontera
for i =l:length(tau)

’

concentracion adimensional inicial tau = 0

=~
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(i,1) = ( 4*C(i,2)-C(i,3) )/3;
(i, nr) = ( 4*C(i,nr-1)-C(i,nr-2)+2*Sh*dE*exp (beta* (1-C(i,nr)))* (-C(i,nr)+Cinf/Ceq) )/3;
for i

QO

end %

C

t exp = [0 86400 172800 432000 604800 777600 1209600 1728000 1814400 1987200
2246400 2592000 2851200 30240001/ (24*3600); S%tiempo en s

Ca exp = [0 0.323036584 0.506185042 0.802404747 1.094350018 1.29933255 1.756558116
2.265751417 2.288997862 2.384899148 2.519521463 2.655636292 2.563232261 2.704812582];

soln = odelb5s (@difusivo, [0,tf],C0,odeset, teq,Deq,beta,Rd, Sh,Ceq,Cinf,dE, nr) ;
Cmm = deval (soln,t exp)

figure (1)

plot (tau,C, 'k',t _exp,Ca_exp, 'bo','linewidth', 2)

xlabel ('t [dias]'),ylabel('C [% de Extracto Liberado]')

legend ('modelo', 'datos experimentales')

figure (2)
plot ([0,3],[0,3],'k",Cmm,Ca_exp, 'bo', 'linewidth', 2)
xlabel ('C (modelo) '), ylabel ('C (experimental)')

function dCdtau = difusivo(tau,y, teq,Deq,beta,Rd, Sh,Ceq,Cinf,dE,nr)
Da = teg*Deq/Rd"2

C(l:nr) = 0; % inicializacion del vector de composicion

C(2:nr-1) = vy;

% calculo de las concentraciones de acuerdo a las condiciones de frontera
C(l) = ( 4*C(2)-C(3) )/3;

C(nr) = ( 4*C(nr-1)-C(nr-2)+2*Sh*dE*exp (beta* (1-C(nr)))* (-C(nr)+Cinf/Ceq) )/3;
% desarrollo de las ecuaciones diferenciales del modelo difusivo

con resistencia interna y externa a la tranferencia de masa

for i=2:nr-1

o\°

E(i1) = ( i-1 ) /nr

dCdtau(i-1) = Da exp( beta*( C(i)-1 ) )*( C(i+l)-2*C(i)+C(i-1) )/dE"2 +...
( ( C(i+1)-C (1 1) )/ (2*dE) )"2 +
( C(i+l)-C(i-1) )/ ( E(i)*dE );

end
dCdtau = dCdtau'

[

% fin del archivo emulsionDifusionConvectivoOficial.m
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