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Effect of microfluidization on complex
coacervation using chia gelatin-mucilage
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@® RESUMEN

La coacervacion compleja es una técnica que
involucra la atraccion electrostatica entre dos
biopolimeros de cargas opuestas. En este es-
tudio se evaluaron las condiciones de forma-
cién de un coacervado complejo entre gelatina
y mucilago de chia homogeneizado por mi-
crofluidizacion, probando distintas presiones
(10,000, 15,000y 20,000 psi), y distintos niime-
ros de pasos (2 0 3). Se determind el pH 6ptimo
de formacién utilizando la turbidez y el rendi-
miento de coacervacion (RC). Las condiciones
6ptimas de formacion para el coacervado ho-
mogeneizado por microfluidizacién (cHMm) fue-
ron utilizando una presién de 20,000 psi y dos
pasos (RC 47.2%). Este sistema fue caracteriza-
do mediante su viscosidad y espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier (FTIR).
Este fue comparado con uno homogeneizado
por ultrasonido (CHU). El CHM presentd una vis-
cosidad menor, significativamente (p < 0.05),
respecto al CHU.

@@ PALABRAS CLAVE
Coacervacion compleja - Gelatina - Mucilago
de chia - Microfluidizacion

@® ABSTRACT

Complex coacervation is a technique that in-
volves electrostatic attraction between two
biopolymers of opposite charges. In this study,
the conditions of formation of a complex coa-
cervate between gelatin and chia mucilage ho-
mogenized by microfluidization were evalua-
ted, testing different pressures (10,000, 15,000
and 20,000 psi), and different numbers of pas-
ses (2 or 3). The optimum pH of formation was
determined using turbidity and coacervate yield
(cy). The optimum formation conditions for the
complex coacervate homogenized by microflui-
dization (CHM) were with a pressure of 20 000
psi and two passes (CY 47.2%). This system was
characterized by its viscosity and Fourier-trans-
form infrared spectroscopy (FTIR). It was com-
pared with one homogenized by ultrasound
(CHU). The cHM showed a significant lower vis-
cosity with respect to cHU (p < 0.05).
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EN ESTE ESTUDIO SE EVALUARON
LAS CONDICIONES DE
FORMACION DE UN COACERVADO
COMPLEJO ENTRE

gelatina y

mucilago de chia

HOMOGENEIZADO POR
MICROFLUIDIZACION, PROBANDO
DISTINTAS PRESIONES (10,000,
15,000 Y 20,000 PSI), Y DISTINTOS
NUMEROS DE PASOS (2 0 3).

@@ INTRODUCCION

La coacervacion compleja es una técnica
de encapsulacion que involucra la atrac-
cién electrostatica entre dos biopolimeros
de cargas opuestas, que da como resultado
la generacion de una fase pobre y otra rica
en estos biopolimeros, conocida como coa-
cervado. En laindustria alimenticia tendria
usos potenciales como el enmascaramiento
del olor, prolongar los efectos organolépti-
cos del sabor u otros marcadores sensoria-
les, en la proteccion de ingredientes de ali-
mentos que son quimicamente inestables
en condiciones de almacenamiento (tem-
peratura, humedad, oxigeno, etc.), y en la
liberacion controlada de un compuesto de
interés (Yeo et al, 2005). Las proteinas y los
polisacaridos son los biopolimeros mas
usados debido a que son productos natu-
rales,denominados GRAS (Generally Recog-
nized As Safe) y acordes a las tendencias ac-
tuales de los consumidores por alimentos
libres de aditivos sintéticos (Bakry et al.,
2016; Thies, 2016; Brzozowska, 2019). Una
de las proteinas mas utilizadas en la coa-
cervacion compleja es la gelatina, y una
alternativa recientemente aplicada como
polisacarido es el mucilago de chia, que
presenta propiedades de emulsificacion y
compatibilidad para formar coacervados
complejos (Timilsena et al., 2016; Hernan-
dez-Nava et al.,2019).
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LA FORMACION
DE COACERVADOS
COMPLE)OS SE

VE AFECTADA

POR DISTINTOS
FACTORES, ENTRE
ELLOS EL TIPO DE
HOMOGENEIZACION
(ACH ETAL., 2015;
PRATAY

GROSSO, 2015).

La formacion de coacervados complejos se
ve afectada por distintos factores, entre ellos el
tipo de homogeneizacion (Ach et al., 2015; Pra-
ta y Grosso, 2015). En la homogeneizacién de
coacervados complejos, se han utilizado varios
dispositivos, incluidos mezcladores de alta ve-
locidad, sistema de rotores, homogeneizadores
por ultrasonido, entre otros (Brzozowska, 2019);
siendo la microfluidizacion una alternativa atin
no estudiada.

La microfluidizacién es una técnica de ho-
mogeneizacion que utiliza alta presion. En ésta,
un fluido es forzado a través de una cdmara de
interaccion que crea microcorrientes de alta ve-
locidad, generando grandes fuerzas de cizalla-
miento, cavitacion y turbulencia, dando como
resultado la reduccion del tamafio de particu-
la (McCrae, 1994; Zhang, Peppard y Reineccius,
2015; Villalobos-Castillejos et al., 2018).

Actualmente, no existen estudios que repor-
ten la aplicacién de la microfluidizacién en la
formacion de coacervados complejos. Por con-
siguiente, el objetivo de este estudio fue deter-
minar las condiciones de formacién de un coa-
cervado complejo entre gelatina y mucilago de
chia aplicando microfluidizacién como método
de homogeneizacion.

@® MATERIALES Y METODOS

® Materiales

Las semillas de chia (Salvia hispanica L.) se com-
praron de Verde Limén Trading Company (Ciu-
dad de México). La gelatina (tipo B) fue com-
prada de Gelco S. A. (Bogotd, Colombia). Los
reactivos quimicos utilizados en este estudio
fueron de grado analitico y se adquirieron de
Hycel (Jalisco, México).

® Extraccion del mucilago de chia

Se utilizé el método descrito por Hernan-
dez-Nava et al. (2019). Las semillas de chia se
hidrataron en agua destilada en una propor-
cién de 1:20 (p / v) y fueron liofilizadas con un
liofilizador (Triad ™ Labconco, EE. UU.). El mu-
cilago de chia fue separado mecanicamente
usando una malla #35 (500 um), y se almace-
nd a 25+ 1.0 °Cdentro de un recipiente sellado
hasta su uso posterior.

MATERIALES Y METODOS

» Materiales

SEMILLAS GELATINA
DE CHiA Gelco S.A.
Verde Limon

Trading Company

Los reactivos quimicos utilizados en este
estudio fueron de grado analitico y se
adquirieron de Hycel (Jalisco, México).

» Preparacion

Se prepard una solucion de gelatina (0.133% p/p)
y otra de mucilago de chia

(0.063% p/p).

La relacion masa gelatina:mucilago de chia fue de
2:1 con solidos totales al 0.2% p/p.

La solucion de gelatina-mucilago de chia fue
homogeneizada por microfluidizacion probando
distintas presiones (10,000, 15,000 0 20,000 psi)
empleado 2 o 3 pasos a través del equipo como lo
sugerido por Zhang et al. (2015).

» Medicidn de turbidez
Se midi6 la turbidez en un rango d’e"ﬁ
5.0, empleando un colorimetro (DR/
EE. UU.). ¥

» Caracterizacion de los

coacervados complejos _
El sistema que presenté el mayor rendimiento de
coacervacion fue caracterizado por su viscosidad
y su espectroscopia infrarroja por transformada
de Fourier (FTIR, por sus siglas en inglés), para
determinar el efecto de la microfluidizacion en la
gelatina y el mucilago de chia. #
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® preparacion de los coacervados complejos
Para obtener los coacervados complejos uti-
lizando microfluidizacion, se adaptéd el méto-
do reportado por Hernandez-Nava et al. (2019)
para ultrasonido. Se preparé una solucién de
gelatina (0.133% p/p) y otra de mucilago de chia
(0.063% p/p). Una vez obtenidas ambas solucio-
nes, éstas se mezclaron a una velocidad de 250
rpm hasta su completa homogeneizacion, man-
teniendo la temperatura a40°C £ 1.0°C. La rela-
cién masa gelatina:mucilago de chia fue de 2:1
con sélidos totales al 0.2% p/p. Posteriormen-
te, la solucion de gelatina-mucilago de chia fue
homogeneizada por microfluidizacién proban-
do distintas presiones (10,000, 15,000 o 20,000
psi) empleado 2 o 3 pasos a través del equipo
como lo sugerido por Zhang et al. (2015). En-
seguida, se realizo el ajuste de pH con una so-
lucion de HCL 0.1 N, en un rango de 3.0 a 5.0,
manteniendo la solucion en agitacion constan-
te (250 rpm) durante cinco minutos. El sistema
seenfri6a25°Cysealmacen6a4.0+1.0°Chas-
ta su uso posterior.

® Determinacion de las mejores condiciones
para la formacion de coacervados
complejos homogeneizados

por microfluidizacion

MEDICION DE TURBIDEZ. Se midié la turbidez
en un rango de pH de 3.0 a 5.0, empleando un
colorimetro (DR/890, Hach, EE. UU.). El punto
donde se observa la mayor turbidez se denomi-
na pH 6ptimo (pHopt), en donde ocurre la ma-
yor interaccion de cargas opuestas (Kaushik et
al., 2015).

INGENIERIA E INNOVACION

RENDIMIENTO DE COACERVACION. En el pHopt, se de-
terminé el rendimiento de coacervacién de acuerdo
con el método descrito por Huang, Sun, Xiao y Yang
(2012), en donde el coacervado es separado por filtra-
cion al vacio y secado a 105 + 1.0 °C, hasta alcanzar
peso constante. El rendimiento de coacervacion es cal-

culado usando la siguiente ecuacion:

mi
X100 (1)
mO

Rendimiento de coacervacion (%) =

Donde m, es la masa (g) del coacervado seco,y m,
es la masa (g) total inicial de la formulacion de gelati-
na-mucilago de chia.

® Caracterizacion de los

coacervados complejos

El sistema que presento6 el mayor rendimiento de coa-
cervacion fue caracterizado por su viscosidad y su es-
pectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
(FTIR, por sus siglas eninglés), para determinar el efec-
to de la microfluidizacion en la gelatina y el mucilago
de chia. Este sistema fue comparado con uno homo-
geneizado por ultrasonido, obtenido mediante la me-
todologia reportada por Hernandez-Nava et al. (2019).

MEDICION DE VISCOSIDAD. Para la medicién de la vis-
cosidad se uso6 el método 974.07 de la A.0.A.C. (2000).
Se emple6 un viscosimetro Cannon-Fenske (150, Tho-
mas Scientific, EE. UU.), donde se mide el tiempo nece-
sario para que el liquido fluya por capilaridad a través
del viscosimetro (Tadros, 2018).

FTIR. Para el analisis de FTIR, se utilizd un espectrome-
tro (Cary 630, Agilent Technologies, EE. UU.), en un ran-
go de numero de onda de 1850 a 850 cm™.
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® Analisis estadistico

Se realizé un analisis de varianza (ANOVA) y
pruebas de comparacion de Tukey, utilizando
un nivel de confianza del 95%, a los datos ob-
tenidos utilizando Minitab (v.17, LEAD Techno-
logies Inc., EE. UU.).

RESULTADOS Y DISCUSION
® Condiciones para la formacion de
coacervados complejos homogeneizados
por microfluidizacion
Alevaluar el rango de valores de pH entre 3.0
a 5.0, en los diferentes sistemas para prepa-
rar los coacervados por microfluidizacién en
el rango de presiones entre 10,000 a 20,000
psi, con dos y tres pasos, se encontré que el
pH en el cual existia una mayor formacion de
coacervados, es decir, mayor interaccién iéni-
ca, fue en un pH de 3.3. De tal manera, se de-
fini6 el valor de pH,,, como 3.3. Este valor de
pH,,, para el coacervado homogenizado por

microfluidizacion (CHM) resulté ser menor al
valorde 3.6 reportado por Hernandez-Nava et
al. (2019) para un coacervado complejo de ge-
latina-mucilago de chia homogeneizado por
ultrasonido (CHU). Esto posiblemente es de-
bido a la existencia de una mayor cantidad de
grupos funcionales, amino primarios para la
gelatinay carboxilo en el mucilago de chia, en
el cHM respecto al cHU (figura 1).

Enlatabla 1 se muestran los resultados de
turbidez y rendimiento de coacervacion para
las distintas condiciones estudiadas para la
formacién de coacervados complejos homo-
geneizados por microfluidizacién. La mayor
turbidezy de rendimiento de coacervacion se
obtuvieron con las condiciones de 20,000 psi
y dos pasos. El analisis estadistico mostro que
existié una diferencia significativa (p < 0.05)
para la turbidez y el rendimiento de coacer-
vacion entre los sistemas estudiados.

Tabla 1. Resultados de turbidez y rendimiento de coacervacion en
coacervados complejos homogeneizados por microfluidizacion.

10,000 2
10,000 3
15,000 2
15,000 3
20,000 2
20,000 3

pH ajustado a 3.3
Diferentes letras en la columna muestran diferencia significativa (p<0.005) entre muestras.

ez andLmiento
()

i )/
437 £0.6* 38.7 t0.1°
441 +0.6" 39.5 £0.1°
457 +0.6°¢ 43.0 *0.1¢
429 +0.6¢ 36.0 +0.1¢
478 +0.6¢ 472 *0.1°
455 +0.6f 42.6 +0.1¢
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@® CARACTERIZACION DE LOS COACERVA-
DOS COMPLE)OS

® Efecto de la presion en la viscosidad de
coacervados complejos

Para las mejores condiciones estudiadas de for-
macién de coacervados, se observé que la visco-
sidad del cHM fue de 1.1010 + 0.02 cP, la cual es
menor respecto al CHU (1.2720 + 0.02 cP), con di-
ferencia significativa (p < 0.05). Esto puede deber-
se a que la presion aplicada en el microfluidizador
rompe el gel formado por el mucilago de chia per-
mitiendo una mayor disponibilidad de grupos fun-
cionales carboxilo. Para contrarrestar estas cargas
negativas, y que se llegue a un equilibrio entre car-
gas opuestas que permitan la formacion de coa-
cervados complejos, es necesario generar mas car-
gas positivas aportadas por la gelatina. Para esto,
es necesario disminuir el pH por debajo del punto
isoeléctrico de la proteina (pH 4.0-5.0), permitiendo
una mayor ionizacion de los grupos amino prima-
rios en ésta (Timilsena, Wang et al., 2016). Al existir
una mayor interaccién de cargas opuestas, la visco-
sidad se ve afectaday tiende a disminuir en el siste-
ma (Deviy Maji, 2011; Hernandez-Nava et al., 2019).

—

Bandas caracteristicas

INGENIERIA E INNOVACION

® Espectros FTIR de coacervados complejos
homogeneizados por microfluidizacion o
ultrasonido

En el andlisis de FTIR (figura 1) se observé que am-
bos sistemas, CHM y CHU, presentaron las bandas
caracteristicas para los grupos funcionales de la ge-
latina y el mucilago de chia. En el caso de la gelati-
na, las bandas 1628.1 y 1636.4 cm™ corresponden
al grupo amino primario, mientras que los gru-
pos amino secundario se presentan en las bandas
1540.7 y 1541.9 cm™. Las bandas 1239.2 y 1240.1
cm™ corresponden al grupo amino terciario. En el
mucilago de chia, las bandas 1158.5y 1159.8 cm™*
representan la vibracion de flexion de C-O-C pre-
sente en el anillo de piranosa. Las bandas 1035.6
y 1050.7 cm™ pertenecen al estiramiento de C-O-C
del enlace glucosidico 14y la flexion de C-O-H, ca-
racteristicos en los polisacaridos (Pongjanyakul y
Puttipipatkhachorn, 2007; Cerqueira et al., 2011;
Fonseca et al., 2011; Timilsena et al., 2016, Adhika-
ri, Kasapis y Adhikari, 2016; Hernandez-Nava et al.,
2019). No obstante, el CHM presentd una mayor in-
tensidad en sus bandas sugiriendo una mayor pre-
senciade los grupos funcionales amino primariosy

Bandas caracteristicas

de gelatina de mucilago de chia
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=== coacervado homogeneizado por ultrasonido

Figura 1. Espectros
de FTIR de coacerva-
dos complejos ho-
mogeneizados por
microfluidizacion o
ultrasonido.
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LAS MEJORES
CONDICIONES
ESTUDIADAS
FUERON CON

UNA PRESION DE
20,000 PSI Y DOS
PASOS, LAS CUALES
PRESENTARON LA
MAYOR TURBIDEZ
Y EL RENDIMIENTO
DE COACERVACION.

RESULTADOS
Y DISCUSION

Al evaluar el rango de valores de pH entre

3.0A5.0

en los diferentes sistemas para preparar los
coacervados por microfluidizacion en el
rango de presiones entre

10,000 A 20,000 PSI

con dos y tres pasos, se encontro que el pH
en el cual existia una mayor formacion de
coacervados, es decir, mayor interaccion
ionica, fue en un

pH de 3.3

El analisis estadistico mostré que existio
diferencia significativa (p < 0.05) para la turbidez y
el rendimiento de coacervacion entre lo
estudiados. -y :

» Efecto de la presion en la
viscosidad de coacervados
complejos

Para las mejores condiciones estudiadas de

formacion de coacervados, se observé que la

viscosidad del cHM fue de 1.1010 * 0.02 cP, la

cual es menor respecto al cHU (1.2720 £ 0.02

cP), con diferencia significativa (p < 0.05). Esto

puede deberse a que la presion aplicada en

el microfluidizador rompe el gel formado por

el mucilago de chia permitiendo una mayor

disponibilidad de grupos funcionales carboxilo.

» Espectros rTIR de coacervados
complejos homogeneizados por
microfluidizacion o ultrasonido

En el analisis de FTIR se observé que ambos
sistemas, CHM y CHU, presentaron las bandas

caracteristicas para los grupos funcionales de la
gelatina y el mucilago de chia.

carboxilo, que seveninvolucrados en la interac-
cion de cargas opuestas en la formacion de coa-
cervados complejos, lo cual conlleva a un ma-
yor rendimiento de los coacervados obtenidos.

@@ CONCLUSIONES

Se logré la formacién de un coacervado comple-
jo, entre gelatina y mucilago de chia, homoge-
neizado por microfluidizacién. Las mejores con-
diciones estudiadas fueron con una presién de
20,000 psi y dos pasos, las cuales presentaron
lamayor turbidezy el rendimiento de coacerva-
cion. Comparado con un sistema homogeneiza-
do por ultrasonido, el sistema homogeneizado
por microfluidizaciéon presenté un valor me-
nor en su pH éptimo y viscosidad. No obstan-
te, mostrd una mayor intensidad en sus bandas
delespectro FTIR, sugiriendo una mayor presen-
ciadelos grupos funcionales amino primariosy
carboxilo, involucrados en la formacion de coa-
cervados complejos. La homogeneizacién por
microfluidizacién podria ser una alternativa en
la coacervacion compleja. Sin embargo, se re-
quieren de mayores estudios para determinar
el efecto de la microfluidizacion, como método
de homogeneizacion en coacervacion comple-
ja, para la encapsulaciéon de compuestos con
propiedades de interés (organolépticas, anti-
microbianas, antioxidantes, entre otras), y uso
potencial en la industria alimenticia.
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