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Y LIBERACION CONTROLADA: CARACTERIZACION Y EFECTO DE SU
INCORPORACION EN LAS PROPIEDADES DE GELES DE GELATINA
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RESUMEN

El disefio de nuevos alimentos funcionales con declaraciones nutricionales
ylo de salud requiere a menudo la encapsulacion, proteccién y posterior
liberacion controlada de moléculas bioactivas. Entre los sistemas de
encapsulacion mas novedosos, las nanoarcillas laminares estan recibiendo
gran atencién debido a su capacidad para encapsular gran cantidad de un
compuesto activo y liberarlo controladamente al medio. El objetivo de este
estudio es caracterizar tres tipos de nanoarcilla (montmorillonita, hectorita y
saponita) y evaluar el impacto de la incorporacion de dichas particulas, tanto
desnudas como funcionalizadas con aminas, en geles de gelatina. Por una
parte, se caracterizaron las arcillas de acuerdo a su morfologia, distribucion
de tamafio de particula y potencial zeta, observandose que la
funcionalizaciébn con aminas modificé la carga superficial de las particulas.
Por otra parte, las propiedades reologicas de los geles fueron evaluadas
mediante ensayos oscilatorios con barrido de temperatura. Los resultados
han demostrado que la adicion de las particulas tanto desnudas como
funcionalizadas a un 1% de concentracion no modifican la temperatura de
gelificacion del gel al cual se afade, ni tampoco las propiedades
viscoelasticas del gel resultante cuando las particulas estan funcionalizadas
con aminas. De esta manera, su incorporacién como sistemas de liberacién
controlada no modificarian significativamente estas propiedades del alimento
al cual se afnadieran.

Palabras clave: nanoarcillas, funcionalizacién, reologia, gelatina.

RESUMEN

El disseny de nous aliments funcionals amb declaracions nutricionals i/o de
salut requereix sovint I'encapsulacio, protecciéo i posterior alliberament
controlat de molecules bioactives. Entre els sistemes d’encapsulacié mes
nous, les nanoargiles laminars estan rebent gran atencié a causa de la seua
capacitat d’encapsular gran quantitat d’'un compost actiu i alliberar-lo
controladament al medi. L objectiu d"aquest estudi és caracteritzar tres tipus
de nanoargiles laminars (montmotillonita, hectorita i saponita) i avaluar
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limpacte de la incorporaci6 de dites particules, tant nues com
funcionalitzades amb amines, en gels de gelatina. Per una banda es
caracteritzaren les argiles d’acord amb la seua morfologia, distribucié de
tamany de particula i potencial zeta, i es va observar que la funcionalitzacio
amb amines va modificar la carrega superficial de les particules. Per altra
banda, les propietats reologiques dels gels es van avaluar amb assajos
oscil-latoris amb rampa de temperatura. Els resultats han demostrat que
'addicio de particules tant nues com funcionalitzades a una concentracié de
1% no modifiquen la temperatura de gelificacidé del gel al que s afegixen, ni
tampoc les propietats viscoelastiques del gel resultant quan les particules
estan funcionalitzades amb amines. D’aquesta manera, la seua incorporacié
com sistema de alliberament controlat no modificaria significativament
aquestes propietats del aliment al qual es podrien afegir.

Paraules claus: nanoargiles, funcionalitzacid, reologia, gelatina.

ABSTRACT

The design of new functional foods with nutritional and/or health claims often
requires the encapsulation, protection and subsequent controlled release of
bioactive molecules. Among the most novel encapsulation systems, laminar
nanoclays are receiving great attention due to their ability to encapsulate a
large quantity of an active compound and release it in a controlled way to the
medium. The objective of this study is to characterize three types of
nanoclays (montmorillonite, hectorite and saponite) and to evaluate the
impact of their incorporation, both nude and functionalized with amines, in
gelatin gels. On the one hand, nanoclays were characterized according to
their morphology, particle size distribution and zeta potential, observing that
functionalization with amines modified the surface charge of the particles. On
the other hand, the rheological properties of the gels were evaluated by
oscillatory tests with temperature sweep. The results have shown that the
addition of both naked and functionalized particles at a 1% concentration
does not modify the gelation temperature of the gel to which it is added, nor
the viscoelastic properties of the resulting gel when the particles are
functionalized with amines. In this way, their incorporation as controlled
release systems would not significantly modify these properties of the food in
which they could be added.

Keywords: nanoclay, functionalization, rheology, gelatin.



1. INTRODUCCION

El disefio de nuevos alimentos funcionales con declaraciones
nutricionales y/o de salud requiere a menudo la encapsulacion, protecciéon y
posterior liberacion controlada de moléculas bioactivas. La encapsulacion se
puede definir como el proceso por el cual los compuestos activos son
rodeados con otra sustancia que actla de revestimiento (Dickinson, 1992;
McClements, 2005). Hasta hace unos afios, esta técnica utilizaba
mayoritariamente en el ambito farmacéutico. Sin embargo, actualmente su
aplicacion en otros sectores como el alimentario esta cobrando gran
importancia. Las principales ventajas de tener un compuesto activo
encapsulado, ya sean compuestos antioxidantes, antimicrobianos o
microorganismos, son la facilidad de manejo, la proteccion durante su
almacenamiento y transporte y su mejor control en la liberacion hacia los
alimentos (Bae y Lee, 2008). Para lograr dicho objetivo, se han descrito
diferentes sistemas de encapsulacién nanoestructurados tanto organicos
COMo inorganicos.

Sistemas de encapsulacion organicos.

En el ambito alimentario los materiales tradicionalmente empleados para
la formacién de microcapsulas son carbohidratos, proteinas y lipidos. Los
carbohidratos utilizados para dichos fines son almidén, celulosa, gomas,
goma de guar, pectina, alginato, quitosano, dextrinas, ciclodextrinas (Fathi
et al., 2012). Por su parte, la incorporacion de proteinas como matrices en
los sistemas de encapsulacion es ampliamente utilizada gracias a la
capacidad de las proteinas de formar hidrogeles. Las proteinas contienen
numerosos grupos funcionales que pueden modificarse con facilidad en
procesos quimicos, fisicos y biol6gicos. Las proteinas mas empleadas para
la formacion de matrices son: caseina, proteina hidrolizada de suero lacteo,
proteina de soja, proteina de cacahuete y miosina obtenida a partir de carne
o pescado (Wang et al., 2012). Por ultimo, también se utilizan emulsiones
grasa en agua (O/W) para sistemas de encapsulacion en las que el
compuesto a encapsular es soluble en el aceite de la emulsion (Muller vy
Keck, 2004). Alguno de los lipidos empleados en la formaciéon de
microcapsulas es la lecitina siendo éste un compuesto lipido polar, extraido
principalmente de la soja o de huevo, que se utliza para encapsular
mediante liposomas. Los liposomas han sido ampliamente utilizados por su
capacidad de encapsular compuestos hidrofilicos en su nicleo v,
compuestos hidrofébicos en su bicapa lipidica (Aravind et al., 2012).

Los principales problemas al emplear sistemas organicos de
encapsulaciéon son la baja estabilidad durante el procesado y el almacenado,
baja capacidad para controlar la tasa de liberacion o conseguir la liberacion
controlada en una zona especifica. Asimismo, las microcipsulas organicas
presentan problemas de proteccion del compuesto activo tras su paso por el
estbmago (Garti y McClements, 2012). En este sentido se han propuesto
nuevos sistemas inorganicos.



Sistemas de encapsulacion inorganicos

Recientes avances en la sintesis inorganica han posibilitado la creacion
de nuevos sistemas de encapsulacién inorganica. Uno de los primeros
ejemplos fueron las particulas mesoporosas de Oxido de silicio. Estas
particulas poseen un tamafio de poro y morfologia ajustable, asi como gran
estabilidad quimica que hacen que estas particulas puedan emplearse para
un amplio abanico de aplicaciones nanotecnolégicas como por ejemplo la
absorcion y catalisis (Slowing et al., 2007). Ademas, poseen una gran
superficie porosa que puede modificarse anclando moléculas organicas que
actian como puertas moleculares (Pérez-Esteve et al., 2014). Estas puertas
moleculares pueden abrirse con estimulos externos como el pH, la
temperatura, la luz, reacciones Redox, polaridad..., liberando de forma
controlada el compuesto activo (Aznar et al., 2009). Pese a su gran
potencial, los materiales mesoporosos todavia tienen grandes limitaciones
para su uso industrial, como pueden ser su alto coste econémico. En este
sentido, se han realizado grandes esfuerzos por encontrar alternativas
naturales o sintéticas mas econémicas. Una de las alternativas propuestas
en los Ultimos afios son las nanoarcillas laminares.

Las arcillas laminares pertenecen a la familia estructural conocida como
filosilicatos. En su aspecto primario, se componen de la asociacion de varias
laminas apiladas, las cuales forman agregados irregulares. A gran escala,
cada lamina posee alrededor de 100 a 200 nm de longitud y 1 nm de
espesor. Las laminas se forman gracias a la asociacibn de capas
tetraédricas y octaédricas. Los grupos tetraédricos (SiO)4* se unen
compartiendo tres de sus cuatro oxigenos con otros vecinos formando
capas, de extension infinita y formula (Si20s)2, que constituyen la unidad
fundamental de los filosilicatos. En ellas los tetraedros se distribuyen
formando hexagonos. El silicio tetraédrico puede estar, en parte, sustituido
por AB* o Fed'. Estas capas tetraédricas se unen a otras octaédricas de
6xido de aluminio, donde el AIP* puede estar sustituido por Mg?*, Fe?* o Fe®*
y mas raramente por Li, Cr, Mn, Ni, Cu o Zn. El plano de unién entre ambas
capas esta formado por los oxigenos de los tetraedros, y por grupos hidroxilo
de la capa octaédrica, de forma que entre plano y plano queda un hidroxilo
en el centro de cada hexagono formado por seis oxigenos apicales. La
formacion de una capa tetraédrica y una capa octaédrica se denomina
estructura bilaminar. También existe la posibilidad de hallarse una formacién
constituida por una capa octaédrica entre dos tetraédricas. La estructura de
planos puede observarse en la Figura 1.
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FIGURA 1. Estructura final correspondiente a una lamina T: O. (Urquiza et
al., 2009).

Algunos de los tipos mas frecuentes de nanoarcillas empleados en
sistemas de liberacion controlada son la montmorillonita, la hectorita y la
saponita.

Motmorillonita

La montmorillonita (Mon) es una arcilla mineral, principal constituyente de
la bentonita, formada por silicatos apilados cuyo grosor es de 10 A (Yano et
al., 1993). Su férmula quimica es (Na,Ca)o.33(Al,Mg)2(Si2010)(OH)2-nH20
donde nH20 depende de la cantidad de agua ligada. Esta formada por dos
capas de tetraédricas de silice y una capa octaédrica, formando laminas. La
capa octaédrica contiene Al (lll) que intercambia electrones con el oxigeno y
se halla rodeada de las dos capas de silice que interactian con el oxigeno.
Las laminas presentan carga negativa debido al intercambio de Al (lll) con
Mg (Il) y/o Fe (I) (Segad et al., 2010). La posibilidad de intercalarse especies
organicas dentro de las capas inorganicas de la Mon, posibilita la
preparaciéon de materiales hibridos organicos-inorganicos con propiedades
organicas e inorganicas en un mismo material (Mohanambe y Vasudevan,
2005). La Mon también presenta una gran superficie especifica, buena
capacidad de absorcion, de intercambio cationico y de transporte y liberacion
controlada de compuestos (Joshi et al., 2009).

Hectorita

La hectorita (Hec) es un silicato magnésico trioctaédrico perteneciente a
la familia de las esmectitas. Su formula quimica es Nao.3(Mg,
Li)3SisO10(OH)2. La sustitucion de litio por parte del magnesio proporciona a
la hectorita una alta capacidad de intercambio de cationes. En consecuencia,
es un buen agente adsorbente para moléculas organicas polares. Su
incorporacion a sistemas acuosos posee propiedades tixotropicas (Kotal y
Bhowmick, 2015).

Principalmente se emplea en cosméticos asi como en la industria quimica
y de materiales. Junto con la Mon, son ampliamente utlizadas en la



fabricacion de nanocompuestos debido a su capacidad de intercambio
ibnico, area superficial y estabilidad térmica (Kotal y Bhowmick, 2015).

Saponita

La saponita (Sap) es un mineral trioctaédrico del grupo de la esmectita
gue posee capas cargadas negativamente neutralizadas por contraiones
cargados positivamente (Na* y Mg?"). Su férmula quimica es
Cao.25(Mg,Fe)3((Si,Al)4010)(OH)2:n(H20). Las saponitas y las hectoritas son
sistemas potentes de liberacion de farmacos debido a la alta capacidad de
adsorcion, intercambio iénico, capacidad de hinchamiento, baja toxicidad,
capacidad de modificacion de las propiedades texturales y liberacion
controlada (Garea et al., 2017).

Pese a la excelente capacidad de las arcillas para modular la
bioaccesibilidad de las moléculas encapsuladas en su interior, la utilizacién
de estos sistemas en la formulacién de alimentos todavia es vista como un
reto debido a la falta de estudios que relacionen la incorporacion de estas
particulas con las propiedades fisico-quimicas del producto en el que se
adicionen (Péerez-Esteve et al., 2014). Una forma de integrar los sistemas de
liberacién en sistemas alimentarios es incorporarlas en matrices de gel de
proteina, como por ejemplo los geles de gelatina. La gelatina es una proteina
de origen animal producida a partir del coladgeno (Boran et al., 2010).

El objetivo de este trabajo funcionalizar con aminas (molécula que actta
como puerta molecular con apertura de pH) tres tipos de nanoarcillas de uso
comun en encapsulaciéon y liberacién controlada, caracterizar las
nanoracillas antes y después de la funcionalizacion, y describir el impacto de
la incorporacion de los diferentes materiales nanoestructurados (desnudos y
funcionalizados) sobre las propiedades fisicoquimicas (comportamiento
viscoelastico, temperatura de gelificacion,...) de un alimento modelo como
es un gel de gelatina al 5% (p/v).

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Materiales

Para llevar a cabo el presente trabajo se utilizaron tres tipos de arcillas
laminares: montmorillonita natural purificada (Kunipia F), saponita sintética
(Sumecton SA) y hectorita sintética (Sumecton SWN) adquiridas de la casa
commercial Kunimine Industries Co., (Tokyo, Japoén). Los reactivos N-[3-
(trimetoxisilil) propil] etilendiamina (N3), acetonitrilo, 4cido acético y gelatina
porcina (tipo A, 300 bloom, peso molecular entre 50-100 kDA, punto
isoeléctrico entre 7.0 y 9.0) fueron adquiridos de Sigma-Aldrich (Madrid,
Spain).



2.2 Métodos

2.2.1 FUNCIONALIZACION

Con la finalidad de transformar las arcillas comerciales en sistemas de
liberacién controlada capaces de liberar al medio una molécula bioactiva en
funcion del pH, la superficie de los tres tipos de arcillas (Mon, Hec, Sap) se
funcionaliz6 con N-(3-trimetoxilpropil)dietilentriamina (N3) siguiendo el
procedimiento de Peérez-Esteve et al., (2014) con algunas modificaciones.
Para ello, se suspendié 1g de arcilla en 100mL de acetonitrilo, a cuya mezcla
se afadieron 4,3 mL de N3. La suspension se dejo en agitacion durante 24h
a temperatura ambiente para llevar a cabo la reaccion. Al cabo de 24h se
lavaron las particulas con acetonitrilo mediante centrifugacion (8 min a

10000 rpm). El proceso de lavado se repitié 2 veces, obteniendo al final del
mismo las arcillas funcionalizadas con poliaminas (Mon-N3, Hec-N3, Sap-
N3).

2.2.2 CARACTERIZACION DE LAS ARCILLAS

Las arcillas comerciales y las arcillas funcionalizadas fueron
caracterizadas de acuerdo a su morfologia, tamafio de particula y carga
superficial.

2221 MORFOLOGIA

La morfologia de las arcillas se evalu6 empleando microscopia
electronica de barrido de emisiéon de campo (FESEM) mediante un
microscopio Zeiss Ultra 55 (Zeiss Oxford Instruments). Para la observacion, las
distintas arcillas funcionalizadas y sin funcionalizar se montaron sobre el
porta empleando cinta de carbono adhesiva de doble capa. A continuacién
se tomaron las imagenes a 1000 y 10000 aumentos. El voltaje de trabajo fue
de 1kV.

2.2.2.2 DISTRIBUCION TAMANO DE PARTICULA

Para determinar el tamafio de particula se empled la técnica de difraccion
de laser con el equipo Mastersizer 2000, (Malvern Instruments, Reino
Unido), mediante una unidad de dispersion en himedo, empleandose agua
como dispersante. Para las particulas, se consideré un indice de refraccion
de 1,450 y una absorcion de 0,01. En todos los casos se obtuvo una tasa de
obscuracién dentro del rango 0,60- 7%.


http://microscopy.zeiss.com/microscopy/en_de/home.html

2.2.2.3 POTENCIAL ZETA

La determinacion del potencial Z tanto de las arcillas funcionalizadas y sin
funcionalizar se llevd a cabo en un tampon de acetato (pH 5.5) en una
concentracién de 1g/mL. Los ensayos se llevaron a cabo por triplicado a una
temperatura de 25°C empleando el equipo Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments, U.K.). Antes de proceder a la realizaciéon de los ensayos, las
muestras se sonicaron durante 2 min para evitar la agregaciéon. El andlisis de
datos se llevo a cabo utilizando el modelo de Smoluchowski.

2.2.3 PREPARACION DE LA MUESTRA DE GELATINA

Con el objetivo de estudiar el efecto de la incorporacion de sistemas de
encapsulacién basados en arcillas en alimentos, se utilizaron los geles de
gelatina como alimento modelo. Los geles de gelatina se prepararon a una
concentraciéon del 5% (p/v) en tampdén &cido acético al 0.2M (pH 5,5)
siguiendo el método descrito por Pérez-Esteve et al., (2014) aunque con
alguna modificacion. Para ello, 0,5 g de gelatina se suspendieron en 5 mL de
buffer acetato y se dejaron en agitacion durante 2h para hidratar la gelatina.
Posteriormente se calentdé a 80°C durante 45 min. Una vez disuelta la
gelatina, se afadieron 5 mL de buffer de acetato que contenian la cantidad
necesaria de particulas para alcanzar una concentracion global del 1%.

2.2.4 ANALISIS DE REOLOGIA

El objetivo de este analisis reolégico oscilatorio fue determinar la
temperatura de gelificacion de gelatina 5% (p/v) al incorporar Mon, Hec, Sap,
Mon-N3, Hec-N3, Sap-N3, asi como la determinacion de los valores de
modulo de almacenamiento o médulo elastico G'(w) y el modulo de pérdidas
0 mddulo viscoso G’(w) una vez formado el gel (15 °C). Para llevar a cabo
este ensayo se utiliz6 el redmetro Kinexus Pro (Malvern Instruments,
Malvern, Reino Unido) con una temperatura inicial de ensayo de 40°C,
temperatura final 10°C, frecuencia 1Hz, 1 rad y una rampa de temperatura
de 1°C/min siguiendo el protocolo descrito por Pang et al., (2014).



3 RESULTADOSY DISCUSION

3.1Caracterizacion de las arcillas desnudasy funcionalizadas

3.1.1 MORFOLOGIA Y DISTRIBUCION DE TAMANO DE PARTICULA

La comparacion de la morfologia de los tres tipos de nanoarcillas
desnudas, asi como también el estudio del impacto de la funcionalizacion
sobre las propiedades morfolégicas de cada una de ellas se realizd por
varias técnicas. La primera de ella fue la microscopia electronica de barrido
de emision de campo (FESEM).

La Figura 2 muestra una imagen de cada una de las muestras a un nivel
de magnificacion de 1000x. En ella se puede observar que el tamafio de
particula para las nanoarcillas desnudas es de 50-60 um en el caso de la
Mon (Figura 2.A), 15-20 um Hec (Figura 2. B) y 20-25 um Sap (Figura 2. C).

Respecto a la morfologia, como se puede observar en las micrografias de
la Figura 2, la Mon tiene una morfologia en forma de lamina gruesa mas o
menos doblada con superficie lisa. Varadwaj et al., (2013) pudieron observar
gue la montmorillonita es un material de varias capas que consiste en
muchas matrices paralelas de placas rotas, las cuales confieren esta
estructura plana. Tras la funcionalizacién (Figura 2.D), la Mon—N3 presenta
una superficie mas rugosa, la cual puede deberse a una delaminacion de las
capas debidas al contacto con el disolvente donde se realiza la
funcionalizacion.

Por otra parte, la Hec se muestra como una particula esférica, con una
superficie rugosa de tamaros diferentes. En su superficie se puede apreciar
pequeinas rugosidades, asi como partes geométricas lisas adheridas a la
superficie (ver Figura 2.B). Por ultimo, la Sap (Figura 2.C.) posee formas
semiesféricas muy irregulares con superficies rugosas. Esta morfologia ha
sido observada por Occelli et al., (2002), los cuales concluyeron que estas
irregularidades eran debidas a la aglomeracién de placas onduladas. Ni Hec
ni Sap modificaron significativamente su morfologia tras la funcionalizacién.

Del mismo modo, la Figura 3 muestra micrografias de cada una de las
muestras a un nivel de magnificacion de 10000x, pudiendo asi, apreciar
mejor la superficie de las particulas. No se observan cambios significativos
en la superficie de las arcillas desnudas y las arcillas funcionalizadas.
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FIGURA 2: Micrografias a 10000 aumentos de nanoarcillas funcionalizadas y
sin funcionalizar.

FIGURA 3: Micrografias a 10000 aumentos de nanoarcillas funcionalizadas y
sin funcionalizar.
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Por otra parte, se realizaron analisis de distribuciébn de tamafio de
particula en medio acuoso tanto de las particulas desnudas como
funcionalizadas. En la Figura 4 se muestra la distribucion del tamafio de
particula para Mon, Mon-N3 figura 4.A, Hec, Hec-N3 figura 4.B, y Sap, Sap-
N3 figura 4.C. Los resultados obtenidos muestran que el tamafio de las
particulas esta en el rango 0,5 - 100 um. La distribuciéon de tamafio de
particula es monomodal. Al funcionalizar las nanoarcillas se observa un
desplazamiento hacia la derecha en la poblacion.

Por su parte, montmorillonita (Figura 4.A.) presenta una distribucion
practicamente monomodal y una gran amplitud en cuanto a tamafos de
particula. Los valores de Dv0.5 y de D[4,3] obtenidos fueron de 3 y 4,81um,
respectivamente. Este tamafio es muy inferior al observado por microscopia,
y puede deberse a que en presencia de agua los agregados que forman la
particula tienden a capar agua, por lo que se hinchan y se rompen, dando
lugar a estructuras mas pequefias. Al funcionalizar las nanoarcillas, se
observa que la distribucion de tamarfios se desplaza a la derecha, de manera
gue en medio acuoso la Mon-N3 tiene un tamafio de Dv0.5 de 34 um y D[43]
de 40 um (casi 10 veces mayor que Mon). Estos valores son mas proximos a
los observados en microscopia. Por tanto, podria concluirse que la Mon-N3
se ha mantenido mas estable en presencia de agua (no se ha hinchado), y
gque la Mon posiblemente se ha hinchado y desfragmentado, dando lugar a
una separacion de las laminas y a la formacién de particulas mucho mas
pequefas.

La Hec (Figura 4.B.) presenta valores de Dv0.5 de 25 um y D[43] de 27
um mientras que, Hec-N3 tiene Dv0.5 de 16 um y D[43] 19 um. Estos
valores indican que las particulas funcionalizadas son mas pequefias que las
no funcionalizadas, pudiendo significar que las particulas desnudas en
presencia de agua expanden su estructura sin llegar a romperse, como le
ocurre a la Mon, mientras que la expansion esta limitada en el caso de las
funcionalizadas.

Por Ultimo, la Sap posee valores de Dv0.5 de 30 um y D[43] de 34
mientras que la Sap-N3 posee valores Dv0.5 de 16 um y D[43] 21 um. La
disminucion observada en la distribucion de tamafio de particula tras la
funcionalizacién podria explicarse de la misma manera que en el caso de
Hec. Ademas, Hec-N3 y Sap-N3 poseen valores de Dv0.5 y D[43] similares.

12



—Mon ---Mon-N3
=
D
1S
=
=]
-
=
1000
1 —
log tamano (mm)
16
——Hec ---Hec-N3
14
12
£Io
@
E
=
=}
=
=<
a
2
o ——
0,1 1 10 100 1000
2
log tamano (mm)
9
——Sap ---Sap-N3
8
7
=)
— 5
)
E a
=2
g 3
=
1
o
01 1 10 100 1000

log tamano (mm)

FIGURA 4: distribucién tamarfio de particula. A) Mon, Mon-N3, B) Hec, Hec-
N3, C) Sap, Sap-N3.

3.1.2 POTENCIAL ZETA

Con el objetivo de confirmar la eficiencia de la funcionalizacién, se
determiné el potencial zeta de cada una de las arcillas antes y después de la
funcionalizacién. Los valores obtenidos de potencial ({) tanto para las
nanoarcillas funcionalizadas o sin funcionalizar se muestran en la Figura 5.
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Como se puede apreciar, las nanoarcillas desnudas presentan valores de (
de -41,36 mV (Mon), -21 mV (Hec) y -26,46 mV (Sap). Estos valores han
sido reportados para otros materiales silicicos, como es el caso de las
particulas SBA-15 y las microparticulas MCM-41, las cuales poseen valores
cercanos a -30 mV (Pérez-Esteve etal., (2014).

Tras la funcionalizacion, las nanoarcillas presentan valores de ¢ positivos:
31,33 mV (Mon), 26,23 mV (Hec) y 27,43 mV (Sap). Este cambio de
negativo a positivo, es una prueba de la eficacia de funcionalizacion con
aminas, las cuales a pH neutro poseen muchas cargas positivas.

Generalmente se considera que las particulas que presentan valores de (
entre el rango de +30 mV y -30 mV tienden a formar agregados, es por ello
gue las particulas mas positivas de +30 mV o mas negativas de -30 mV se
consideran estables. Asi pues, los valores de ¢ obtenidos indicarian que las
particulas serian coloidalmente estables y que no tendrian tendencia a la
aglomeracion (Pérez-Esteve et al., 2014).

40

20

10

mV

0 Sin N3
-10 B N3
-20 -

I
-30
-40 I
-50
Mon Hec Sap

FIGURA 5. Valores de potencial zeta (media + SD) de las particulas
funcionalizadas con aminas (en gris oscuro) y las particulas desnudas (gris
claro), dispersadas en un tampon acetato con pH 5.5.

Ademas de actuar como puertas moleculares, se ha observado que la
funcionalizacién con aminas previene la degradacion de las particulas
durante los procesos de digestion (Péerez-Esteve et al., 2016), contribuyendo
a mejorar su estabilidad.
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3.1 Efecto de la incorporacion de las diferentes arcillas sobre las
propiedades reoldgicas de geles de gelatina

La gelatina tiene diversas aplicaciones en distintos sectores de la
industria, como por ejemplo, la industria alimentaria, farmacéutica y
fotografica (Xu,M et al., 2016) pero para desempefiar estas aplicaciones la
calidad de la gelatina depende de sus propiedades reoldgicas (Stainsby,
1987). La gelatina tiene naturaleza anfotera (Haddar et al., 2012) y
capacidad para formar geles resistentes y termorreversibles (Bell, 1989) en
un amplio rango de concentraciones (Fonkwe et al., 2003).

En recientes estudios, se han empleado particulas micro y nano como
relleno (fillers) en matrices de biopolimeros para mejorar las propiedades de
los mismos (Neffe et al., 2011). La mejora de propiedades depende de las
propiedades de la matriz, de la concentracién, tamarfio y superficie del filler y
de la interaccién de éste con la matriz. EI tamafio de particula y el area
superficial juegan un papel importante para la interaccion del filler con la
matriz, por ello, normalmente las nanoparticulas tienen mas efecto en las
propiedades del material que las microparticulas (Nakamura et al., 1992, y
Zhang et al., 2004). Por otra parte, la funcionalizaciéon quimica de los fillers
puede incrementar la interaccién del filler con la matriz (Wu et al., 2005). En
este contexto, en esta seccion se muestra el efecto de la incorporacion de
las tres nanoarcillas (desnudas y funcionalizadas) en una concentracion
suficiente para liberar una gran cantidad de compuestos bioactivos (1%) en
las propiedades reoldgicas de geles de gelatina del 5% p/v.

La Figura 6 muestra los reogramas del gel de gelatina al 5% (p/V) vy, a
modo de ejemplo, del gel de gelatina al incorporarse Mon-N3 a 1% de
concentracion que se obtuvieron al aplicar un barrido de temperatura de
1°C/min. En ellos se pueden observar los valores de G' (médulo elastico) y
G” (modulo viscoso) en funcién de la temperatura.

Para la gelatina (Figura 6.A.), se observan valores de G y G”
relativamente bajos desde 40 hasta 22.5°C formando una meseta. En toda
esta region, predomina el comportamiento viscoso sobre el elastico (G’ >
G”). Desde los 22.5°C hacia abajo se observa un incremento del valor de G’
y G”, pero sobre todo de G’ hasta llegar al cross-over, punto donde G’ y G”
se igualan y sucede la gelificacion. En el caso de la gelatina, la temperatura
de gelificacion es de 20,7+0°C. Este valor es inferior al reportado por
Gudmundsson, (2002) y Cho et al, (2005) quienes reportaron que la
temperatura de gelificacion para la gelatina estda en 22,6°C y 23,8°C
respectivamente. Un comportamiento muy similar se observa para la gelatina
gue contiene Mon-N3. A partir de estas curvas se calcularon los valores de
temperatura de gelificacion, asi como los valores de G’ y G” de las muestras
una vez formado el gel (15°C).
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FIGURA 6. Modulo elastico (rojo) y modulo viscoso (azul) de A) gelatina 5%
p/v y gelatina 5% p/v con 1% de A) montmorillonita funcionalizada.

En la Figura 7. A se muestran las temperaturas de gelificacion de la
gelatina al 5% (p/v) con 1% de cada particula respectivamente. Se puede
observar que aunque se obtuvieron diferencias estadisticamente
significativas entre las diferentes muestras (p<0,05), las temperaturas de
gelificacién oscilaron entre 20,07 y 21,07. Por tanto, estos cambios en la
temperatura de gelificaciéon no tendrian un impacto apreciable en la practica
(almacenamiento o consumo del producto).

Por otra parte, en la Figura 7.B y Figura 7.C, se representan los valores
de G’ y G’ de las muestras a una temperatura donde el gel ya esta formado
(15°C). Como se puede observar, mientras que no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre los valores de G’ de las
muestra control y aquellas que incorporaban nanoarcillas funcionalizadas, la
adicion de nanoarcillas desnudas provocé una disminucibn de este
parametro. Esta tendencia se acentia mas en el caso de la Mon.

Respecto al valor de G”, la incorporacion de particulas funcionalizadas no
modificd significativamente este parametro. Sin embargo, la incorporacion de
Mon incrementé el valor de G”, y por tanto el componente viscoso.
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FIGURA 7. Andlisis estadistico ANOVA. A) Temperaturas de gelificacion de
las muestras, B) G'(kPa) a 15°C, C) G”(kPa) a 15°C.

4. CONCLUSIONES

Durante la realizacion de este trabajo se han funcionalizado tres tipos de
nanoarcillas y posteriormente se han caracterizado las propiedades
geométricas (tamafio y morfologia), asi como la carga superficial, tanto de
las particulas desnudas como funcionalizadas con aminas. Por otra parte, se
ha estudiado como varia la temperatura de gelificacion de geles de gelatina
tras la adicion de las nanoarcillas y como éstas afectan el médulo elastico y
el mdédulo viscoso. Los datos obtenidos han permitido entender como, tras la
funcionalizacion, las aminas cubren la superficie de las nanoarcillas,
cambiando la carga superficial e impidiendo la entrada de agua dentro de su
estructura. Por otra parte, se ha visto que la adiciéon de nanoarcillas tiene un
impacto minimo en cuanto a la temperatura de gelificacién. Sin embargo, se
ha observado que la adicién de nanoarcillas desnudas al gel, disminuye los
valores de G’, disminuyendo asi la fuerza del mismo. La adicion de
particulas funcionalizadas no afecta significativamente a las propiedades
viscoelasticas. Por lo tanto, dichas particulas, sobre todo funcionalizadas,
podrian incorporarse en una matriz alimentaria sin cambiar
significativamente aspectos tan importantes como la temperatura de
gelificacién o las propiedades visco-elasticas del gel.
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