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RESUMEN

Las microemulsiones o/w son vehiculos interesantes para encapsular compuestos
bioactivos hidrofobicos tales como aceites funcionales y vitaminas. Asimismo, resultan
de gran importancia ya que debido al pequefio tamafio de sus gotas (menor a 100 nm)
permiten incrementar la biodisponibilidad de los compuestos bioactivos y al ser
sistemas transparentes pueden ser aplicados a matrices como postres o golosinas sin
alterar sus caracteristicas visuales. Comunmente las microemulsiones son sistemas
fluidos y para lograr su incorporacion en matrices gelificadas se podria recurrir a dos
alternativas: incrementar el contenido de fase dispersa o adicionar un espesante a la fase
continua. Estos sistemas pueden conferir distintas caracteristicas reoldgicas vy
estructurales que pueden afectar su funcionalidad durante su ingesta. En base a esto, el
objetivo fue estudiar las caracteristicas reoldgicas y microestructurales de
microemulsiones alimentarias gelificadas. Se elaboraron microemulsiones o/w
(liquidas) y tipo gel conteniendo aceite de girasol, kolliphor RH40 (surfactante), etanol
(cosurfactante) y agua. Con el fin de formular una microemulsién o/w con espesante
(carboximetilcelulosa, CMC) con una viscosidad comparable a la microemulsién tipo
gel, se estudiaron fases continuas con distintas concentraciones de CMC,
selecciondndose una concentracion de 3.5% p/v CMC para la formulacion de dicha
microemulsion. Se realizaron ensayos reoldgicos dinamicos (barridos de esfuerzo y de
frecuencias dentro del rango viscoelédstico lineal) y ensayos rotacionales a la
temperatura de ingesta (37°C). Ademas, se realizaron ensayos termo-reoldgicos y
observaciones microscopicas de transmision electronica (TEM). El aumento en la
concentracion de CMC gener0 fases continuas con mayor viscosidad a cero esfuerzo de
corte (no) y altamente pseudoplésticas. EI comportamiento de flujo se ajusté mediante el
modelo de Cross para obtener los valores de no (entre 4.4x10% y 7.8x10° Pa.s). La
microemulsion gel presenté un comportamiento cualitativamente diferente a la que tenia
espesante, con un mayor rango de esfuerzos donde la viscosidad no se modificd (no=
9.8x10? Pa.s). Al comparar el comportamiento viscoelastico entre la microemulsion gel
y aquella con espesante se observé que la primera presentd caracteristicas de una
solucion concentrada de macromoléculas con valores del modulo de pérdida (G’’) por
encima del médulo de almacenamiento (G’) y un cruce de ambos a frecuencias


mailto:noe89lp@hotmail.com

intermedias. Por el contrario, la CMC generd sistemas tipo sélidos viscoelasticos con
G’>G”’ en todo el rango de frecuencias, pero con un espectro mecénico por debajo del
de la microemulsion gel. También mostraron diferentes comportamientos con la
temperatura; mientras que la microemulsién que contenia CMC mostré una leve
variacion de los modulos con la temperatura y un cruce de ambos a 60°C, la
microemulsion gel presenté un cambio mas abrupto con una temperatura de cruce a
36.5°C y una disminucién marcada de ambos modulos. Para las observaciones por TEM
fue necesario eliminar el espesante de la fase continua ya que impidi6 la observacién de
las gotas. La microemulsion liquida present6 pequefias gotas esféricas homogéneamente
dispersas sin presencia de agregados. Mientras que en la microemulsion gel se
observaron agregados filamentosos que se interconectan y en consecuencia producen un
incremento en la viscosidad. La adicion de carboximetilcelulosa a una microemulsion
liquida permitié elaborar microemulsiones gelificadas transparentes con un menor
contenido de aceite y emulsificante pero con caracteristicas reoldgicas diferentes a la
microemulsion gel.
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1. Introduccién

Actualmente, el enriquecimiento y la fortificacion de los alimentos son las estrategias
mas efectivas para aumentar la ingesta de bioactivos y asi mejorar la salud de la
poblacion. Las microemulsiones resultan particularmente Utiles como sistemas de
vehiculizacion de bioactivos ya que contienen pequefias gotas que facilitan su rapida
absorcion en el tracto gastrointestinal. Ademas, poseen la ventaja de ser transparentes
por lo cual pueden ser adicionadas a diversas matrices alimentarias sin alterar sus
caracteristicas visuales. Las microemulsiones a diferencia de las emulsiones
convencionales son altamente estables y mantienen su aspecto transparente frente a
cambios de acidez, temperatura y elevada concentracion de sales (Mori Cortés, Califano
y Lorenzo, 2019). Generalmente, las microemulsiones son sistemas fluidos con
viscosidades comparables a la del agua, por lo cual, se debe generar un incremento en la
viscosidad de la microemulsion para que pueda ser incorporada en matrices gelificadas.
Para lograr dicho aumento en la viscosidad se puede adicionar un espesante a la fase
continua o incrementar el contenido de fase dispersa. De este modo, se pueden generar
cambios estructurales y reologicos en el alimento que pueden afectar la aceptacion
general por parte del consumidor. Es decir, es importante que el producto alimenticio
posea las propiedades reoldgicas adecuadas a la temperatura de consumo ya que existe
una estrecha relacion con las sensaciones que el consumidor percibe al ingerir un

alimento (Sala y col., 2007). Es por esto que el presente trabajo tiene como objetivo



estudiar las caracteristicas reologicas y microestructurales de microemulsiones

alimentarias gelificadas a temperatura de consumo.

2. Materiales y métodos
2.1 Elaboracion de las fases continuas

Se elaboraron dispersiones acuosas con concentraciones de 3%, 3.5%, 4% y 5% p/v
de carboximetilcelulosa (CMC, Saporiti SACIFIA, Argentina). Las dispersiones se
prepararon adicionando la CMC lentamente en un recipiente con agua destilada a 80°C
y con agitacion constante. Las mismas se dejaron reposar durante 24 horas antes de su
utilizacion.
2.2 Elaboracion de las microemulsiones

Inicialmente, se elabord la fase dispersa constituida por emulsificante (kolliphor
RH40, BASF Argentina S.A.), aceite de girasol (Molinos Cafuelas SACIFIA,
Argentina) y cosurfactante (etanol absoluto, > 99.5%, SORIA, Argentina) mediante
agitacion magnética (350 rpm) y utilizando un bafio de temperatura controlada a 40°C
para garantizar la correcta homogeneizacion de los componentes. Se utilizd una
proporcion de emulsificante: (aceite + etanol) igual a 9:1, manteniendo una relacion
constante de aceite de girasol: etanol (2:1). Se obtuvieron dos formulaciones: (1) una
microemulsion tipo gel constituida por 60% p/p de fase dispersa y 40% p/p de agua y
(2) una microemulsion o/w constituida por 20% p/p de fase dispersa y 80% p/p de agua.
A una parte de la microemulsion o/w se le adicioné carboximetilcelulosa (CMC) como
espesante a una concentracion de 3.5% p/v. Asi se obtuvo una tercera formulacion con
una viscosidad similar a la microemulsion tipo gel. Finalmente, cada formulacion se
colocé en un bafio sonicador durante 1 hora a 40°C para eliminar las burbujas ocluidas.
2.3 Caracterizacion reoldgica

Se realizaron ensayos reoldgicos para las distintas formulaciones en un reémetro de
esfuerzo controlado Haake RS600 (Haake, Alemania). Se utilizd6 una geometria de
platos paralelos de 60 mm para las muestras mas viscosas y cilindros concéntricos
“doble gap” para las mas fluidas. En todos los ensayos la temperatura se mantuvo a
37°C durante todo el experimento. Todas las mediciones se realizaron al menos por
duplicado.
2.3.1 Ensayos oscilatorios: se realizaron barridos de esfuerzos a una frecuencia de
oscilacion fija de 1 Hz (6.28 rad/s) para determinar el rango viscoelastico lineal (RVL).

Posteriormente, dentro del RVL, se realizaron barridos de frecuencias a un esfuerzo fijo



para determinar la variacion de los modulos elastico (G’) y viscoso (G”) dentro del
rango 0.01 - 100 rad/s.

2.3.2 Medicion de flujo en estado estacionario: las mediciones de flujo se obtuvieron
imponiendo una rampa de velocidades de deformacion y esperando a que el esfuerzo de
corte llegue al estado estacionario en cada punto antes de obtener el valor de viscosidad
(Lorenzo, Zaritzky y Califano, 2008).

2.3.3 Barridos de temperatura: se monitorearon los cambios en el comportamiento
reoldgico en funcion del tiempo y durante un barrido de temperatura utilizando un
esfuerzo fijo dentro del RVL y una frecuencia de 1 Hz. El programa térmico adoptado
fue: 1°) equilibrar la muestra a 8 + 0.5°C, 2°) calentamiento hasta 80°C a 5°C/min, 3°) la
temperatura se mantuvo a 80°C durante 3 min, 4°) enfriamiento hasta 8°C a 5°C/min, y
59 la temperatura se equilibré a 8°C durante 5 min.

2.4 Microscopia de transmision electronica (TEM)

Las microemulsiones fueron observadas mediante un microscopio electronico de
transmision (JEM 1200EX 11, Jeol, USA) utilizando un método de tincion negativa. Una
pequefia alicuota de microemulsion se deposité en una grilla recubierta de colodion.
Luego, se adicion6 una gota de solucion acuosa de acido fosfotuingstico y el exceso se

removio antes de la observacion.

3. Resultados y discusion
3.1 Comportamiento de flujo de las microemulsiones

En la Figura 1a se muestra la dependencia de la viscosidad con la velocidad de
deformacion para las fases continuas con distintas concentraciones de CMC (3%, 3.5%,
4% y 5% p/v) a una temperatura de consumo de 37°C. Todas las curvas de flujo
presentaron un comportamiento caracteristico de fluidos pseudplasticos. Se utilizo el

modelo de Cross para ajustar la variacion de la viscosidad y obtener el valor de n.:
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n es la viscosidad correspondiente a una velocidad de deformacion y; no es la
viscosidad a y = 0; t el tiempo de relajacion y n una medida de las caracteristicas

pseudoplasticas.



Se observo que al incrementar la concentracion de espesante de 3% a 5% plv,
aumento el valor de node 4.4x10%a 7.8x10° Pa.s. Esto se debe a que la CMC genera una
estructura formada por una red tridimensional de cadenas de carboximetilcelulosa
entrelazadas. Entonces, al aumentar su concentracion aumentan las interacciones entre
las cadenas provocando un aumento de la fuerza de la red. La microemulsion o/w
elaborada con 3.5% p/v de CMC también presentd un comportamiento cualitativamente
similar a la fase continua correspondiente pero con un marcado incremento en los
valores de viscosidad (Figura 1b). Esto sugiere que las gotas de aceite quedan atrapadas

en la red formada por las cadenas poliméricas de carboximetilcelulosa reforzando asi la

estructura.
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Figura 1 (a) Curvas de flujo para las fases continuas con distintas concentraciones de
CMC: (®) 3%, (¢) 3.5%, (©) 4% y (©) 5% pl/v. (b) Curvas de flujo para las
microemulsiones: () microemulsion o/w, (@) microemulsion o/w con espesante y (A)

microemulsion tipo gel. Linea continua: modelo de Cross.

Por otro lado, la microemulsion tipo gel con 60% p/p de fase dispersa también
exhibié un marcado comportamiento pseudoplastico. Sin embargo, su comportamiento
fue cualitativamente diferente a la que tenia espesante. Si bien los valores de mo
obtenidos pudieron considerarse dentro del mismo rango (2.3x10° Pa.s y 9.8x10? Pa.s
para la microemulsion con espesante y la gel, respectivamente), se observaron cambios
significativos en los valores de t obtenidos. La microemulsion con CMC presentd un
tiempo de relajacion caracteristico de 30.2 s mientras que para las microemulsion gel
este fue tan sélo de 1.02 s. Este valor se corresponde con la inversa de la velocidad de

deformacion que es necesaria para que la estructura del material comience a fluir. En el



caso de la microemulsion gel se observd que tuvo una estructura mas estable y un
mayor rango de velocidades de deformacion sin modificar su viscosidad. Por otro lado,
la disminucion en el contenido de fase dispersa a un 20% p/p generd cambios en las
caracteristicas de flujo de la microemulsion. La microemulsion o/w con 20% p/p de fase
dispersa exhibié comportamiento Newtoniano. Este comportamiento es caracteristico de
las microemulsiones o/w donde las gotas de aceite se encuentran dispersas libremente
en un gran volumen de fase continua.
3.2 Comportamiento viscoelastico de las microemulsiones

Se obtuvieron los barridos de esfuerzos de las distintas microemulsiones para
determinar su rango viscoelastico lineal. En la Figura 2 se visualiza el mddulo complejo
(G* = ((G")? + (G)»)Y?) en funcion de la amplitud del esfuerzo. La microemulsion
fluida o/w se mostré invariante en todo el rango de esfuerzos medidos. Mientras que las
microemulsiones gelificadas ya sea por el agregado de espesante (CMC) o por el
aumento de fase dispersa (microemulsion con estructura bicontinua) presentaron una

disminucion de G* a aproximadamente 300 Pa.
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Figura 2 Barridos de esfuerzos para las distintas microemulsiones: () microemulsion
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o/w, (@) microemulsion o/w con espesante y (A) microemulsion tipo gel.

Se realizaron los barridos de frecuencia para las microemulsiones. La Figura 3
muestra el modulo eléstico (G’) y el modulo viscoso (G’”) en funcion de la frecuencia
(w). Se puede observar que a pesar de que la microemulsion con espesante y tipo gel
tenian viscosidades comparables a cero esfuerzo de corte, presentaron un

comportamiento viscoelastico marcadamente diferente. La microemulsion gel presento



caracteristicas de una solucion concentrada de macromoléculas con valores del modulo
de pérdida (G”’) por encima del médulo de almacenamiento (G’) y un cruce de ambos a
aproximadamente 25 rad/s. Por el contrario, la microemulsion o/w con espesante
exhibié un comportamiento del tipo sélido viscoelastico con G’>G”’ en todo el rango de
frecuencias estudiado y con una baja dependencia de ambos mddulos con la frecuencia.
Pese a que la microemulsion o/w con espesante presentd un comportamiento del tipo gel
débil, su espectro mecéanico quedo por debajo del espectro de la microemulsion gel. Por
otro lado, la microemulsion o/w exhibié un comportamiento marcadamente viscoso,
tipico de un fluido newtoniano. Se observaron valores muy bajos de G’ y G’ y una
marcada dependencia lineal de dichos pardmetros con la frecuencia en todo el rango
estudiado (G” x w?> y G>” « m). A frecuencias bajas G’* fue superior a G’ y presentd una
frecuencia critica (oc) a 12.35 rad/s donde las curvas de ambos moédulos se cruzan
(G’(wc) = G”’(wc)). Los resultados obtenidos se ajustaron satisfactoriamente mediante el
modelo de Maxwell generalizado, donde los valores de G’ y G’ en cada frecuencia
estan dados por la suma de N contribuciones de N elementos de Maxwell en paralelo,
definidos por la respuesta elastica de un resorte (Gi) y el tiempo de relajacion A
(Lorenzo, Zaritzky, & Califano, 2015).
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Figura 3 Barridos de frecuencias para las microemulsiones: (Il,[1) microemulsion o/w,
(®,0) microemulsién o/w con espesante y (A,/Z\) microemulsién tipo gel. Simbolos

llenos: G’; simbolos vacios: G’’. Linea continua: modelo de Maxwell.

3.3 Barridos de temperatura



La Figura 4 muestra el modulo elastico (G’) y viscoso (G’’) en funcion de la
temperatura para la microemulsion o/w con espesante y la microemulsion tipo gel. Las
microemulsiones mostraron comportamientos marcadamente diferentes con la
temperatura. A bajas temperaturas, la microemulsion tipo gel constituyé un gel mas
fuerte que la microemulsion que contenia 3.5% p/v de espesante. Sin embargo, al
incrementar la temperatura se observé una caida abrupta de ambos médulos y un cruce a
36.5°C. Este comportamiento est& asociado a las propiedades térmicas del emulsificante
que fueron reportadas anteriormente en otros trabajos, donde se observd una caida
abrupta de la n* del emulsificante a 38°C, relacionado con la fusion completa del
mismo (Mori Cortés, Califano y Lorenzo, 2019). Por el contrario, la microemulsion o/w
con espesante mostrd una leve variacion de los modulos con la temperatura y un cruce
de ambos a 60°C. Este comportamiento es similar al reportado previamente en
suspensiones de CMC, lo cual pone en evidencia que la reologia del hidrocoloide es la
que controla las propiedades mecanicas de la microemulsion (Feddersen y Thorp,
1993). Tanto la microemulsién o/w con espesante como la gelificada recobraron

completamente su estructura luego del proceso de enfriamiento.
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Figura 4 Barrido de temperatura: (A,Z) microemulsion tipo gel y (@,0)
microemulsion con 3.5% p/v de carboximetilcelulosa. Simbolos llenos: G’; simbolos

vacios: G”’.

3.4 Microscopia de transmision electronica
Las imagenes obtenidas por TEM se muestran en la Figura 5. La microemulsion

liquida presentd pequefias gotas esféricas homogéneamente dispersas sin presencia de



agregados. Para las observaciones por TEM fue necesario eliminar el espesante de la
fase continua ya que impedia la observacion de las gotas. En la microemulsion gel se
observaron agregados filamentosos que se interconectan y en consecuencia producen un

incremento en la viscosidad.
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Figura 5. Imagenes obtenidas por TEM para (a) microemulsion o/w (b) microemulsion

gel.

4. Conclusiones

En el presente trabajo se realizO un estudio sobre distintas alternativas para la
obtencion de microemulsiones gelificadas, tanto mediante la adicién de CMC en la fase
continua como el incremento de fase dispersa, generando una estructura gel bicontinua.
Si bien ambos sistemas presentaron viscosidades (no) comparables a 37°C, su
caracterizacion viscoelastica mostrd que la microemulsion gel presentaba una marcada
componente viscosa a la temperatura de consumo que no se detectd en las que tenian
espesante. Estas caracteristicas les permiten a ambos sistemas tener aplicaciones

diversas dependiendo de las caracteristicas deseadas en el producto final.
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