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1. RESUM

La polpa de la garrofa €s un producte ric en polifenols, molécules amb propietats
bioactives i antioxidants. Els antioxidants fenolics prevenen el dany oxidatiu, que
esta considerat un dels factors principals de malalties degeneratives com ara
cancer, diabetis o Alzheimer. Per aquest motiu, la industria alimentaria aprecia

aguest producte com a possible additiu en aliments funcionals.

Els polifenols son poc solubles i romanen poc temps en el tracte gastrointestinal,
fets que els fa esdevenir poc biodisponibles. A més, sén sensibles a la llum. Es
per aixd que s’han desenvolupat diverses técniques per a protegir-los i allargar-
ne la vida util. En concret, en aquest treball es presenta I'encapsulacié de
polifenols mitjancat emulsions dobles produides combinant agitacid mecanica i
emulsificaci6 amb sistemes microestructurats. L’emulsié doble consisteix en
gotes de la fase aquosa de reconcentrat de polifenols dispersa dins d’'una fase
oli, que es troba, al seu torn, en forma de gotes dispersa en una fase aquosa
continua. L’objectiu de I'experimentacié és obtenir unes emulsions dobles
estables, en qué els polifenols es mantinguin encapsulats les dins de la primera
fase aquosa al llarg del temps. Per a assolir la maxima estabilitat de les
emulsions s’estudien tres emulsificants diferents: proteina de sérum de llet,

Tween 20 i caseinat de sodi.

Un metode prometedor per a estabilitzar les emulsions és el pas d’aquestes a
través dun llit empacat: una membrana dinamica formada esferes
micrometriques de vidre i suportada per una membrana de niquel. Entre les
esferes quedaran uns canals micromeétrics per on passara I'emulsio i les gotes
d’oli es trencaran de tal manera que en resultara una emulsié6 monodispersa
(amb mides de gota molt semblants) i, per tant, homogenia i desitjablement més
estable. Es fara el seguiment de les mostres durant 14 dies per poder avaluar
I'evolucié de les emulsions i, sobretot, la relacio encapsulacid/alliberament de

polifenols i determinar quines sén les millors condicions d’emulsificacio.



2. INTRODUCCIO

2.1. Valoritzacio de la polpa de garrofa

La garrofa prové de I'arbre mediterrani Ceratonia siliqua L., de la familia de les
Fabacies, tipic de paisos amb climes temperats com Espanya, Italia, Portugal i
el Marroc. Les baines i llavors del garrofer s’utilitzen en la industria alimentaria,
farmacéutica i cosmetica (Benkovi¢, Bels¢ak-Cvitanovi¢, Bauman, Komes, &
SreCec, 2017). Estan compostes per hidrats de carboni, fibra i una important

fraccio fendlica que conté tanins solubles i insolubles, flavonols i acid gal-lic.

Les llavors de la garrofa representen el aproximadament 10% del pes del fruit i
es processen industrialment trencant la baina, sotmetent-les a un procés de
tamisat i a operacions de fresat per aillar i moldre els endospermes, que son
venuts com a farina crua. El producte que s’obté és la goma de garrofi (E410)
que s’afegeix a una gran varietat de productes com a espessidor natural,

estabilitzador o saboritzant (Prajapati, Jani, Moradiya, Randeria, & Nagar, 2013).

Per altra banda, la polpa de les baines de garrofa es caracteritza per la seva
composicié alta en sucres (40-50% principalment sacarosa), baixa en proteines
(3-4%) i lipids (0.4-0.8%). Per aix0, la farina de polpa garrofa, s’utilitza en la
industria alimentaria com a edulcorant natural en pastisseria. També conté
minerals (Fe, Na, Ca, K, P i S) i vitamines (E, D, C, Niacina, B6 i acid folic)

(Seczyk, Wieca, and Gawlik-Dziki 2016).

La polpa de garrofa també és coneguda pel seu alt contingut en polifenols i les
seves propietats bioactives, sobretot, I'antioxidant. Els antioxidants fendlics
prevenen el dany oxidatiu de biomolécules importants com I'ADN, proteines i
lipids. El dany oxidatiu és considerat un dels principals factors que influeixen en
malalties degeneratives com ara cancer, 0 malalties inflamatories,
cardiovasculars i neurodegeneratives, diabetis o Alzheimer (Lu, Kelly, & Miao,
2016). Per tant, els polifenols de garrofa podrien ser uns bons enriquidors
d’aliments funcionals o nutracéutics amb propietats antioxidants (Benkovic et al.,
2017; Onwulata, 2013).



2.2. Limitacions dels polifenols

Encara que els polifenols gaudeixin de propietats tant desitjables per a la salut,
se’n coneixen algunes limitacions tecnologiques: (i) poca solubilitat en aigua, que
indueix a la baixa biodisponibilitat; (i) inestabilitat sota exposicié a la llum i/o
certes condicions de pH; (iii) poca absorcio oral i gastrointestinal (a causa de la
degradacio, la baixa permeabilitat o el metabolisme rapid) i (iv) una vida mitjana
molt curta i una eliminacio rapida del cos. Tots aquests factors comporten una
pérdua de biodisponibilitat d’aquests compostos i, per tant, una reduccié dels

beneficis per a la salut (Lu et al., 2016).
2.3. Encapsulacio dels polifenols

A causa de les seves caracteristiques i limitacions, s’han desenvolupat diverses
técniques d’encapsulacié per a la proteccié dels polifenols. Les més comunes
per a fer-ho sén 'assecat per I'atomitzacio, I'encapsulacié mitjangant emulsions,
liposomes, micel-les, nanoparticules, l'assecat per congelacio i la
criocristal-litzacio (McClements, 2010). Aquestes tecnologies persegueixen una
alta eficiéncia d’encapsulacio, el manteniment de l'estabilitat quimica de les
moléecules encapsulades (Klinkesorn, Sophanodora, Chinachoti, McClements, &
Decker, 2005) i una alliberacié controlada dels polifenols (Mao, Roo0s,
O’Callaghan, & Miao, 2013). De fet, alguns polifenols encapsulats en emulsions
presenten fins i tot més activitat biologica que les molecules lliures (Wang et al.,
2008).

2.4. Encapsulaci6 de polifenols en emulsions

Les emulsions consisteixen en la dispersié dos liquids immiscibles en forma de
petites gotes. Els liquids solen ser oli i aigua combinats amb emulsificants. Les
emulsions es poden classificar en funcié de la distribuci6é espacial relativa de les
dues fases. D’aquesta manera, en un sistema que contingui gotes d’oli
dispersades en la fase aquosa, parlarem d’oli-en-aigua (O/W), per exemple la
llet; si el sistema consisteix en gotes de fase aquosa disperses en fase ol
parlarem d’aigua-en-oli (W/O), per exemple la mantega (McClements, 2010,

2012; Norton, Gonzalez Espinosa, Watson, Spyropoulos, & Norton, 2015).



L’objectiu principal de les emulsions és garantir la proteccié dels compostos que
es troben a l'interior en forma de gotes de les condicions ambientals adverses,
sobretot les seguents: (i) protegir el material interior de la degradacio, reduint-ne
la reactivitat amb I'ambient, per exemple protegint-lo enfront de I'oxigen; (ii) reduir
I'evaporacio o la transferéncia del material interior cap a I'ambient; (iii) modificar
les propietats fisiques del material original per a poder-lo treballar millor; (iv)
reduir I'alliberament del material interior o controlar-lo perqué aquest alliberament
tingui lloc en un moment determinat; (v) emmascarar el gust o aroma indesitjable
del material interior; (vi) diluir el material interior, si és el cas, quan fan falta
guantitats molt petites amb una dispersié uniforme i (vii) ajudar a separar els
components d’'una barreja que, d’'una altra manera, reaccionarien els uns amb
els altres (Fang & Bhandari, 2010). D’aquesta manera es pretén aconseguir
'increment de la vida util del producte i controlar I'alliberament del material
encapsulat. Les emulsions simples (oli-en-aigua o aigua-en-oli) son molt utils,

pero la tecnologia de les emulsions dobles pot suposar encara més beneficis.

2.4.1. Emulsions dobles

Les emulsions dobles es constitueixen d’'una emulsié simple dispersa en una
altra fase externa. Per tant, quan es parla d’aigua-en-oli-en-aigua (W1/O/W>), es
fa referéncia a petites gotes d’aigua (W1) contingudes en gotes d’oli més grans
(O), que estan disperses en una fase aquosa continua (W-2). Igual que les
emulsions simples, pretenen protegir les molécules que encapsulen (Lu et al.,
2016).

Desafortunadament, aquests sistemes son bastant inestables. Es possible que
les molécules encapsulades en la fase W1 s’escapin de manera irreversible a la
fase d’aigua externa durant la produccié o 'emmagatzematge (Schuch, Deiters,
Henne, Kdhler, & Schuchmann, 2013). Aquest alliberament pot estar causat pel
trencament de les gotes internes i/o per la diferéncia de la pressio osmotica entre
dins i fora de les gotes d’oli. Per evitar I'alliberament i fomentar 'estabilitat de les
emulsions s’utilitzen diversos tipus de molécules i técniques. Les més comunes

son els emulsificants.



2.5. Emulsificants

Els emulsificants son dels estabilitzadors més importants que es poden fer servir
en formacié d’emulsions. A més d’estabilitzar emulsions, la naturalesa dels
emulsificants també determina les caracteristiques del producte final. Per aixo,
€s important seleccionar I'apropiat per a cada tipus d’emulsié. Normalment els
emulsificants sén molecules amfifiliques que tenen tant part hidrofobica com
hidrofilica en la mateixa molecula, com ara tensioactius, fosfolipids, proteines,

polisacarids i altres polimers amb superficie activa (McClements, 2010).
2.6. LIlit empacat

Les emulsions dobles produides per sistemes d’agitacié solen estar formades
per gotes de mides diferents, que seran més propenses a fenomens de
coalescencia, floculacié o separacio de fases, en definitiva seran propenses a
desestabilitzar-se. Una técnica prometedora per a refinar emulsions és fer passar
varies vegades la pre-emulsio (emulsio obtinguda després del procés d’agitacio)
a través d’un sistema microestructurat: membrana o llit empacat. El llit empacat
que s’utilitza en aquest treball és un sistema format per esferes de silici, que
conformen microcanals entre elles, per on passa I'emulsié. La petita mida
d’aquests canals promou el trencament de I'emulsié per a obtenir una emulsio
monodispersa, qualitat que li confereix estabilitat. (Nazir, Boom, & Schroén,
2013). L’'avantatge d’aquest tipus de sistema és que una vegada acabat el procés
d’emulsificacio, el modul del llit empacat pugui ser separat, netejat i reutilitzat
(Sahin, Sawalha, & Schroén, 2014).

El modul de llit empacat que s’ha emprat es presenta de forma esquematica en
la Figura 1, on es mostra des del tanc on s’introdueix I'emulsid abans de
comengar cada cicle (pas de I'emulsioé a través del llit empacat), 'entrada de
nitrogen que pressuritza sistema i un esquema ampliat del Ilit empacat i la
membrana de niquel, amb I'emulsié passant-hi a través. El sistema disposa
també d’una balanca electronica, on es situa el recipient per a recollir la mostra,

connectada a un ordinador per a recollir els valors de massa en el flux de sortida.
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Figura 1: Modul complet del llit empacat.

3. HIPOTESI | OBJECTIUS

La valoritzaci6 de polpa de garrofa permet obtenir extractes de polifenols,
apreciats en industria alimentaria. Els extractes de polifenols comporten
limitacions tecnologiques com la inestabilitat sota exposicio a la llum per aixo és
recomanable encapsular-los. Les emulsions sén un bon métode d’encapsulacio
perd sovint comporten un alt cost energétic. Es poden aplicar tecnologies
energeticament meés eficients a les convencionals per a obtenir emulsions dobles

com a forma d’encapsulacio.

Per tant, I'objectiu d’aquest treball és estudiar I'encapsulacié de polifenols de
garrofa en emulsions dobles obtingudes mitjancant emulsificacié per baixa

energia i amb un sistema microestructurat.



4. MATERIALS | METODES

4.1. Extraccio i concentracio dels polifenols de garrofa

4.1.1. Extraccio dels polifenols

L’extracte de la garrofa ha estat proporcionat per Unié Corporacio Alimentaria.
Tal com es mostra en la Figura 2, s’han realitzat dues extraccions amb aigua per
extreure els sucres: la primera, a temperatura propera a 'ambient i la segona, a
temperatura entre 60-80 °C. Com a producte final, s’ha obtingut una solucié que

conté un menor percentatge en sucres i una alta presencia de polifenols.

4.1.2. Concentraci6 dels polifenols

Aigua (252C) Aigua (60-80 2C)
. GARROFA farina _ GARROFA farina
GARROFA = de polpa — de polpa
Extracte de EXTRACTE DE
Llavors sucres solubles POLIEENOLS

Figura 2: Diagrama del procés d’obtencié de I'extracte de garrofa

La concentracio de I'extracte de polifenols de garrofa s’aconsegueix utilitzant
'equip d’osmosi directa “Ederna evapEOs — FO Mode. Micro pilot unit’,
proporcionada per Ederna SAS, Toulose (Figura 3) i el duu a terme el grup

FoodIE al laboratori.

L’equip consisteix en un contenidor de la mostra amb controlador de
temperatura, connectat a una bomba que permet que la mostra es posi en
contacte amb la membrana semipermeable i interaccioni amb la solucié
osmotica. Aquesta membrana és permeable a 'aigua, que difon des de I'extracte
(amb menor pressio osmotica) cap a la solucié osmotica (amb major pressio
osmotica). D’aquesta manera I'extracte es va concentrant. L'experimentacio que
es presenta s’ha fet amb un reconcentrat de I'extracte, que s’ha sotmés a dues

concentracions successives degut a les limitacions de I'equip experimental.
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4.2. Emulsié doble

L’emulsié doble consta de tres fases que es preparen per separat. La composicio

de les fases W1 i O esrecullen ala Taula1liles de W2, a la Taula 2.

Extracte . .
Polifenols (g) Oli de gira-sol (g) PGPR (g) NaN3 (g)
Aigua interna
(W1) 15,00 - = 0,004
Oli (O) - 33,60 1,40 -

Taula 1: L'extracte de polifenols és un reconcentrat provinent de I'extracte de I'empresa Unié Corporacio
Alimentaria. L’oli de gira-sol és comercial, adquirit en un supermercat local. El PGPR és l'abreviacio de
poliglicerol poliricinoleat, un emulsificant amfifilic, més afi a solvents hidrofobics.

Mostra
WPI 1% Tween 20 2% NaCas 1%
Emulsificant 2% 80,00 g 160,00 g 80,00 g
Aigua destil-lada 80,00 g - 80,00 g
NaNs 0,032 g 0,032 g 0,032 g

Taula 2: El que s’ha anomenat emulsificant 2% correspon a una solucié d’aigua destil-lada al 2% de cada
emulsificant: proteina de serum de llet (whey protein isolate, WPI), Tween 20 i caseinat de sodi (NaCas).
L’azida sodic (NaNs) 0.02% s’afegeix a la W2 per evitar la contaminacié per microorganismes.
Conseqlentment, s’ha d’afegir a la W1 per compensar la pressié osmotica de les fases.



4.2.1. Procediment experimental de I'obtencioé de I'emulsi6é doble

Les tres fases de la Taula 1 i 2 es preparen per separat. La fase d'oli es barreja
amb un agitador mecanic (UltraTurrax) a 3000 rpm durant cinc minuts, per
homogeneitzar 'emulsificant PGPR i I'oli de gira-sol. Després, s'afegeixen 15 g
de fase aquosa 1 (W1) a la fase oli (O), i es barreja amb l'agitador mecanic
(UltraTurrax) a 11000 rpm durant 5 minuts. S’afegeixen 40g de I'emulsio simple
(W1/0) obtinguda a 160g de la segona fase aquosa (W2) i s’agita amb un agitador

magnetic a maxima velocitat (1600 rpm) durant 15 minuts.

L’emulsié doble es refina mitjancant el seu pas a través del llit empacat a fi
d’augmentar-ne l'estabilitat. El Ilit trenca I'emulsié en gotes més petites que,
gracies als emulsificants que disminueixen la tensié superficial i es col-loquen en
la interfase, esdevenen més estables. S’han emprat llits empacats de 8 mm (2
grams d’esferes de silici hidrofiles d’'uns 100 um de diametre) o de 4 mm (1 gram
d’esferes de silici hidrofiles d’'uns 100 um de diametre). Un cop s’ha afeigit la pre-
emulsié al tanc, es tanca hermeticament i es connecta I'entrada de nitrogen a la
part superior, que permet pressuritzar el sistema. A l'obrir-se la clau de pas,
I'emulsié passa a través del llit d’esferes de silici, i per una membrana de 120
porus que mesuren 300 um de llarg per 20 ym d’ample. L’emulsié que ha passat
una vegada pel llit empacat s’Tanomena emulsio cicle 1 (C1). Es repeteix el
procediment del llit fins a tres vegades obtenint un cicle 2 (C2) i un cicle 3 (C3).
Aquests cicles entremitjos també s’estudiaran. La massa d’emulsio6 recollida de

cada cicle es mesura mitjancant la balanca electronica.

4.2.2. Flux

En els tres cicles de llit empacat es mesura la massa d’emulsié recuperada
enfront del temps. D’aquesta manera, s’obté una cinética de flux que pot variar
depenent del numero de cicle de llit empacat i de I'emulsificant que s’estigui

emprant.

Cal tenir en compte que s’esta parlant d’emulsions inestables i que és
precisament per aixd que es sotmeten al llit empacat. Les emulsions inestables
tenen tendencia a separar-se per fases i aquest fet influeix en els fluxos que
s’obtenen en el pas del llit empacat. Sobretot en el primer cicle de llit empacat,

quan I'emulsié és menys estable, la fase aquosa és la que surt en primer lloc i la

9



crema de I'emulsid, més tard. La fase aquosa és la més densa i surt de manera
rapida perqué és la menys viscosa. La fase cremosa €s menys densa i molt més
viscosa, de manera que es recupera més lentament: les seves propietats fisiques
li impedeixen avancar amb rapidesa a traves del llit empacat. Aixd suposara un
pendent molt positiu en la fase aquosa i després, un decrement en el pendent
quan s’estigui recuperant la crema. Pot passar, fins i tot, que no es recuperi tota
la crema perqué s’ha quedat dins els llit, col-lapsant-lo, perquée no és capac
d’avangar. En aquest cas és possible que en el segon cicle 'emulsio que es torna
a passar arrossegui la crema retinguda i s’acabi recuperant o bé que la viscositat

sigui tant alta que no es pugui dur a terme un segon cicle.

En els tercers cicles normalment s’obtenen valors de flux més alts, amb uns
pendents molt positius. La recta ideal és la que té un pendent constant i que, per
tant, no té separacio6 de fases.

4.3. Seguiment de la mostra

S'avaluaran els parametres llistats en la Taula 3 en uns temps concrets per a

cada emulsificant:

Dia d'analisi Dia 0 Dial Dia3 Dia7 Dia 14
Mostra Co, Cy, C2, C3* Cs Cs Cs Cs
Analisi microscopic X X X X X
Mida de gota X X X X X
Analisi d’encapsulacié X X X X X
polifenols

Analisi macroscopic X X X X X

Taula 3: Tipus d'analisi i seguiment de les mostres comu per a totes les emulsions que es presenten en el
treball

* C3 equival a “mostra Dia 0” quan es fa referéncia a l'evolucio de les emulsions durant 14 dies.

Les analisis d’estabilitat al llarg del temps consistiran sempre (dia 0 a 14) en
l'estudi de I'emulsié final obtinguda, és a dir, C3. El dia 0 sera I'Unic que
s’analitzara, a més del cicle 3, la pre-emulsio abans de passar-la pel llit empacat
(Co), i els cicles 1 i 2. Les mostres es guardaran a temperatura ambient al
laboratori (al voltant de 25°C) i protegides de la incidéncia de la llum amb paper
d’alumini. Cal matisar que els experiments amb cada emulsificant es realitzen

per duplicat i que les emulsions s’anomenen segons I'emulsificant que duguin.
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4.4. Analisi macroscopica

Es realitza una analisi macroscopica de I'emulsioé durant 14 dies. Aquesta analisi
consisteix en observar i prendre imatges per avaluar visualment si hi ha

separacio de fases o alliberament de polifenols.
4.5. Analisi microscopica

L’analisi per microscopia optica és important per a comprovar si les emulsions
W1/O es mantenen. Per tant, tal com mostra la Figura 4, se’n avalua la mida de
gota d’oli (capsula d’oli) i la mida i preséncia de les gotetes de fase W1 que conté.
Es realitza aquesta analisi de les diferents mostres al llarg del temps, observades

en el microscopi optic a 1000 augments.

Gotetes de fase
W1 encapsulades

Figura 4: Exemple d'emulsi6 estable.

Les mostres estan diluides 1:10 per a tenir les gotes d’oli més disperses i poder-
les distingir millor en el microscopi. Aquesta dilucié es fa el mateix dia d’analisi,
uns minuts abans de realitzar-lo. La mida de les gotes es pot obtenir mitjangant
una imatge d’'una escala de dimensions conegudes i la utilitzacié d’'un programa

de tractament d’'imatges.

Cal comentar que possibles variacions o interferéncies en I'aspecte de les
mostres poden ser fruit d’'administrar massa o massa poca quantitat de mostra
en el portaobjectes, de manera que, en el moment de posar el cobreobjectes, les

gotes d’oli s’han pogut distorsionar.
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4.6. Analisi de mida de gota per difraccio6 laser

Es mesura la mida de gota de la fase oli per avaluar I'evolucié de I'emulsio.
Aquesta analisi es dura a terme des del dia de preparacié de I'emulsio fins al dia

14 per cada mostra tal com mostra la Taula 3.

L’analisi de la mida de gota es realitza per difraccid laser mitjancant I'equip
Mastersizer 2000, proporcionat per Malvern Instruments. Aquest equip és capac
de mesurar la mida de gota de la mostra que s'introdueix per difraccié laser: un
laser incideix en les particules, que en difracten la llum; diferents sensors capten
aquesta llum i el software de I'equip en calcula la mida. L’equip assimila a esferes
les particules que s’hi introdueixen, ja que I'esfera és la unica forma geomeétrica

que es pot descriure amb un sol numero (Teoria de I'Esfera equivalent).

L’equip consta de diverses parts, tal com es mostra en la Figura 5. EI modul
d’introduccié de la mostra (Hydro 2000 SM) esta connectat per tubs de goma fins
una cel-la de mesura, que conté dues lents per on passa la mostra. La font de
llum és laser vermell de 633nm i un de blau de 470nm de longitud d’ona que
incideixen en la mostra de manera separada. Cinquanta-quatre detectors a tot el
voltant de la cel-la de mesura i a diferents distancies recullen la llum difractada

per les particules de mostra.

Before use Mastersizer o Scirocco yo
must be registered on (e

Mostra in
—~oif—

K i 57
Modul d'introduccié de la mostra

Figura 5: Fotografia de I'equip Mastersizer 2000 i del modul d'introduccié de la mostra (Small Volume
Sample Dispersion Unit) i el modul per a controlar la velocitat (en rpm) d’agitacio i recirculacio de la fase
mobil.
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En una fase mobil, que ha de ser la mateixa que la fase continua de I'emulsio,
€s on s’introdueix la mostra. En aquest assaig, es fa servir aigua ja que es tracta
d’'una emulsié doble on la fase continua és aigua. La quantitat ha de ser suficient
per ser detectada i que sigui alhora prou petita com per a que no es produeixi el
fenomen de back scattering (distorsio de la del feix de llum a causa de la
presencia de moltes molecules). Es fa recircular la mostra en la fase mobil
passant per les lents de mesura. Cal tenir en compte que la velocitat de
recirculacio modifica la mostra de dues maneres: provocant col-lisions entre
particules o provocant-ne el trencament i aixd pot donar un resultat erroni. La

velocitat en qué es treballa sén 1400 rpm.

El software de I'equip es pot adaptar a cada mostra modificant parametres com
el rang esperat de mida de gota, el nombre de lectures de cada mostra o el lapse
de temps entre mesures. Per cada mostra es faran servir els mateixos

parametres.

S’analitza la mida de les gotes d’oli (particules) de I'emulsié per difraccié laser
mitjangant I'equip Mastersizer 2000. En els apartats 5.1.2. i1 5.2.3. de resultats
es presenten de forma grafica les evolucions de mida de gota al llarg del temps
i en forma de taula es recullen els valors mitjans de I'span (amplitud del grafic
entre els punts en qué y=0), i diametre de gota (D[3,2] i D [4,3]). Aquests
parametres sén dos valors que representen el diametre de particula calculat per
'equip de dues maneres diferents: D[3,2] és el diametre d’'una esfera que té la
mateixa relacié volum/area superficial que la particula d’interés i el D[4,3] és el
diametre mitja calculat a assumint que la particula té el mateix volum que la
particula d’interés i seguint I'Equacid 1. L’span es calcula mitjangant 'Equacio 2.
1

dm3 o
Equacié 1: D[m,n] = éVV‘Z%-s]

d(x,0.9)—d(x,0.1)

Equacio 2: Span = d(x,0.5)
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4.7. Analisi d’encapsulacid/alliberament de polifenols

Els polifenols estan encapsulats en petites gotes de W1 dins de les gotes d’oli
(Figura 6.a). Es possible, perd, que el contingut aquestes capsules s’alliberi a la
fase continua externa de manera espontania per difusié quan s’apropen a la
superficie de la gota d'oli (Figura 6.b). Aquest fet pot passar de manera
espontania perd s’espera que passi amb més freqliéncia quan I'emulsié passa
pel llit empacat, ja que pateix trencament de les capsules d’oli. En el pas pel llit

empacat també hi pot haver alliberament de polifenols per trencament mecanic
de les capsules (Figura 6.c).

@ L%

a b

W2

Figura 6: a) Microestructures estables de I'emulsi6 doble (W1/0/W2). b) Capsules doli amb les
microcapsules de W1 properes a la superficie i polifenols alliberant-se per difusié a causa de la diferéncia
de pressio osmatica. c) Trencament de les microcapsules de de W1 i alliberament de polifenols a W2.

4.7.1. Determinacio de polifenols en W2

La recuperacio de polifenols en la fase aquosa W2 serveix per avaluar la quantitat
de polifenols que han passat de la fase W1 (on eren inicialment) a la fase Wo.
Aquesta analisi es realitza al llarg del temps per avaluar [eficiencia

d’encapsulacié de polifenols i controlar en quina/es etapa/es se n’alliberen més.
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Per tant, mostres d’emulsions es sotmeten a una centrifugacié de 3000 rpm i 10
minuts. Se’n descarta la fase superior i es recupera la fase aquosa (inferior) amb
una agulla i una xeringa. S'han provat diferents estrategies per obtenir la mostra
de la fase W2 després de la centrifugacié i no hi ha hagut diferencies
significatives de recuperacio, per tant, s'ha triat el métode esmentat perque és el

meés segur, rapid i eficient (Annex 4).
4.7.2. Analisi de polifenols totals per reactiu Folin-Ciocalteau

S’ha utilitzat el reactiu de Folin-Ciocalteu (C-F) per a determinar la concentracié
de polifenols en W2 ja que reaccionen facilment amb els grups hidroxil (Blainski,
Lopes, & De Mello, 2013).

El métode consisteix en afegir 0,1 mL de mostra diluida i la mateixa quantitat de
reactiu Folin per a que reaccioni. El Na2CO3 reacciona amb el Folin fent
apareixer un color blau. S ’ajusta el volum a 5mL amb aigua destil-lada i es deix
reaccionar durant una hora, evitant el contacte amb la llum a temperatura
ambient. Es mesuren les mostres per espectrofotometria a longitud d’ona de 750

nm enfront a un blanc (Durazzo et al., 2014).
1) Eficiéncia d’encapsulacio

Es calcula l'eficiéncia d’encapsulacié (EE%), en forma de percentatge de
polifenols encapsulats. Els calculs per a EE% s’han fet seguint la seglient
'Equacio 3 (Berendsen, Guell, & Ferrando, 2015):

0 n 0 0
2. Mpoty wq ~Cpoly w, X My + My,)
Equaci6 3: EEY% = —22X 1 Perz L2 x 100
Mpoly w1~ Cpoty wo X Mwy

On my,;, w1 és la massa de polifenols inicial en la W1; Cp,;, -, representa la

concentracio de polifenols final a la W2, m{,, representa la massa inicial de W1 i

my,, la massa inicial de W-.
i) Cinética d’alliberament de polifenols

Es calcula lalliberament de polifenols en el temps d’emmagatzematge (R),
utilitzant 'Equacio 4.

t
Equacio 4: R = Cpoly wpX My

Mpoly W42
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On C,ﬁ w. €s la concentracio de polifenols al temps t; my, és la massa de la
2 2

oly
fase Wz i m,,1, w,,, €S la massa total de polifenols en les dues fases aquoses.
Es pot expressar la fraccio R com el percentatge alliberat després de la produccio

de 'emulsio aplicant 'Equacio 5.

Equacié 5: %Alliberament = %R = %

- o

x 100

On Ro és la fraccié fenolica alliberada al dia 0 causada per la produccié de

’emulsio doble, és a dir, el cicle 3 del dia 0.
4.8. Ajust de pressié osmotica

S’han realitzat tres experiments diferents igualant la pressié osmotica de la fase
W2 a la de W1 per a controlar millor I'alliberament de polifenols. S’ha mesurat el
contingut de sucres del reconcentrat de garrofa en graus brix i s’ha obtingut el
valor de 24.86 brix. Aquest valor és molt més alt del que s’esperava, de manera
que s’ha compensat la fase W2 primer posant-hi els mateixos brix de sacarosa
(28,86 brix) i després calculant-ne la pressié osmotica i igualant-la amb glucosa
(16,10%) o NaCl (3,15%). Les osmolaritats de les diferents solucions es recullen
en la Taula 27 de I'Annex 3. En els tres experiments es va utilitzar WPI 1% com

a emulsificant i un llit empacat de 4 mm.
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5. RESULTATS

5.1. Procés d’emulsificacio

En aquest apartat es recullen les analisis dels cicles 0 a 3 per a avaluar els canvis
de les emulsions en el seu pas pel llit empacat.

5.1.1. Flux

Tal com es recull en la Figura 7, el primer cicle s’aprecia una marcada separacio
de fases ja que té una pendent constant i molt positiva en els primers 140 grams
de recuperacio i després es veu la corba de recuperacio de la crema de 'emulsio,
meés lenta. El cicle 2 no mostra separacio ja que no té variacio de pendent i el
cicle 3 és el més lent encara que és prou constant i no denota separacio6 de fases.
El temps llarg que tarda en sortir pot ser degut a la viscositat que confereix la

proteina de sérum a I'emulsio.

Flux WPI 1%

200
180 ~

[
N B O
o O O

Cicle 1

Massa (g)
=

0 O

S &

Cicle 2

D
o

Cicle 3

N D
o O

o

0 50 100 150 200
Temps (s)

Figura 7: Grafic del flux dels cicles de llit empacat en I'emulsié amb I'emulsificant WPI 1%.

Tal com es recull en la Figura 8, el cicle 1 presenta una petita separacio de fases,
ja que es recuperen 60 grams d’'una fase més rapida (aquosa) i després, una
fase més lenta. De totes maneres, és molt més estable que el cicle 1 de la WPI
1%. En general, és I'emulsié menys viscosa de les tres ja que no tarda més d’'un

minut en ser recuperada.
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Flux T20 2%
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Figura 9: Grafic del flux dels cicles de llit empacat en I'emulsié amb I'emulsificant Tween 20 2%.

El cicle 1 del pas de I'emulsié amb NaCas 1%, tal com mostra la Figura 9, pateix
una gran separacioé de fases: els primers 100 grams es recuperen amb un flux
meés o0 menys constant pero després el pendent disminueix de manera dramatica
i la fase superior de I'emulsié es recupera molt lentament. El segon cicle és
constant fins els ultims 20 grams, que surten de I'equip més lentament. El tercer

cicle és prou constant fins també els ultims 20 grams, més viscosos.

Flux NaCas 1%
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Figura 8: Grafic del flux dels cicles de llit empacat en I'emulsié amb I'emulsificant NaCas 1%.
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5.1.2. Evolucio6 de la mida de gota

En les Figures 10, 11 i 12 s’hi representa la poblacié de particules (o gotes d’oli)
de cada mida. El punt maxim del pic representa el grup més gran de particules
de la mateixa mida, i a mesura que ens allunyem cap a dreta i esquerra les
poblacions amb la mateixa mida de gota s6n més petites; cap a la dreta tenen

un diametre més gran i cap a I'esquerra, menor.

Veient les Taules 7, 8 i 9 complementen els grafics de mida de gota recollint les
dades de diametre de particula. A més pot avaluar si 'emulsié és més o menys
monodispersa mitjancant els valors d’span: un pic (span petit) estret suposara
que les particules tindran mides molt semblants, un pic més ample (span gran)
comportara més poblacions amb mides de gota més disperses. Una emulsio
monodispersa ideal, doncs, hauria de tenir un pic el més estret possible (inferior
al).

El valor numéric de la mida de gota és important, perd és molt més rellevant
apreciar si incrementa o disminueix al llarg del temps, ja que aquest aspecte
ajudara en la determinacié de I'objectiu principal del treball és avaluar I'estabilitat
de I'emulsio. El mateix passa amb I'span: és desitjable que sigui el més petit
possible (inferior a 1) pero també és interessant comparar com varia en el pas

del temps.

En les Figures 10 a 12 es pot veure com ha disminuit la mida de gota des del
primer cicle de llit empacat. El cicle O té un span i uns diametres de gota
notablement més gran que la resta tal com es pot apreciar tant a les figures com

ales Taules 4 a 6.

Cal veure que en el primer cicle de llit empacat és on hi ha el major trencament
de I'emulsié i, sobretot, és on s’obté I'emulsi6 monodispersa ja que I'span
disminueix ja no varia a partir de llavors. En els cicles 2 i 3 s’aconsegueix una

lleugera disminuci6 de mida de gota.
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Figura 10: Grafic de I'evolucié de la mida de gota en la mostra WPI on es representa la poblacié (y) de les
diferents mides de gota (x) en els cicles de llit empacat (CO a C3)

Span D[3,2] D [4,3]
Co 1.55+0.01 129.87+£1.63 83.28+0.82
C1 0.73+0.01 37.22+1.80 34.49+1.63
C2 0.73+0.00 32.48+1.06 30.10+1.00
Cs 0.73+0.00 29.73x0.77 27.51+0.72

Taula 4: Spans, D [3,2] i D [4,3] de I'emulsié WPI 1% abans i durant els cicles de llit empacat.
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Figura 11: Grafic de I'evolucié de mida de gota de la mostra T20 on es representa la poblacio (y) de les
diferents mides de gota (x) en els cicles de llit empacat (CO a C3)
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Span D[3,2] D [4,3]

Co 1.19+0.07 146.88+2.12 105.13+4.44
C1 0.74+0.02 32.03+1.20 29.56+1.15
C2 0.77+0.02 25.86%1.64 23.73+1.52
Cs 0.79+0.03 21.83+2.13 19.93+1.93

Taula 5: Spans, D [3,2] i D [4,3] de I'emulsié T20 2% abans i durant els cicles de llit empacat
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Figura 12: Grafic de I'evolucié de la mida de gota en la mostra NaCas on es representa la poblacio (y) de
les diferents mides de gota (x) en els cicles de llit empacat (CO a C3).

Span D[3,2] D [4,3]
Co 1.84+0.09 135.20+16.45 79.48+7.00
C1 0.93+0.22 40.37+3.93 35.64+1.56
Co 0.88+0.14 34.16+2.45 30.62+1.71
Cs 0.98+0.1 33.18+2.05 29.03+0.97

Taula 6: Spans, D [3,2] i D [4,3] de I'emulsié NaCas 1% abans i durant els cicles de llit empacat

5.1.3. Analisi d’encapsulacié/alliberament de polifenols

Tant sols es van avaluar les perdues de polifenols en el procés d’emulsificacié
en la mostra de NaCas. Tanmateix, els resultats son extrapolables a les
emulsions WPI1 i T20.

La Taula 7 mostra que abans de passar 'emulsio pel llit empacat es manté un
percentatge d’encapsulacié molt alt (del 93,61%). Despres, pero, el EE% cau en

picat fins uns valors semblants als que s’havien obtingut en la preparacio de les
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emulsions WPI i Tween 20. Referent a la cinética d’alliberament, s’obté un valor
molt petit en Co, de 0.06 comparat amb el 0.83 del C1 del llit empacat. A més, es
mostra el maxim alliberament de polifenols (81,73%). Per tant es pot afirmar que
després del primer cicle de 'emulsié en el llit empacat és quan hi ha la perdua
més gran de polifenols. En els seglents cicles, els percentatges no varin de

manera notoria.

EE% R %R
Co 93.61 0.06

C1 11.62 0.83 81.73
Cz 7.50 0.87 85.58
Cs 9.20 0.85 83.99

Taula 7: Eficiencia d'encapsulacio i alliberament de polifenols durant el procés d’emulsio

5.2. Evoluci6 de les emulsions durant 14 dies

En aquest apartat s’avalua I'evolucié de les emulsions durant 14 dies. Analitzant-

les tal com s’ha comentat a la Taula 3.
5.2.1. Analisi macroscopica

5.2.1.1. Emulsions estabilitzades amb proteina de serum de llet (WPI)
En l'evolucié de les emulsions amb 1% WPI a la W2 s’aprecia una estabilitat
notable durant tot el procés. La Figura 13 mostra un exemple de I'emulsiéo WPI
en el dia 7 i en la Figura 22 de 'Annex 1 es recullen les imatges de tot I'analisi
macroscopic. Mostren una petita separacioé de fases des del dia 1 i la separacio
augmenta fins el dia 3, que es pot considerar estable. De totes maneres, la fase
W2 té un color fosc, fet que fa sospitar que hi ha hagut un gran alliberament de
polifenols de la W1 a la Woa.

Y

D7.T1-WPI.C3

Figura 13: Imatge del dia 7 de I'emulsié WPI.
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5.2.1.2. Emulsions estabilitzades amb Tween 20
La Figura 14 presenta I'aspecte macroscopic de la mostra de Tween 20 al dia 7.
A la Figura 23 de I'Annex 1 s’hi recullen totes les imatges de [lanalisi
macroscopica de I'emulsié T20. Des del dia 1 ja s’ha format gairebé un 50% de
separacio de fases. A partir del tercer dia ja hi ha més de la meitat de W2 (fase
inferior) separada de la fase de crema d’emulsi6. Aquesta condicié es manté fins
el dia 14. A més, el color fosc de la fase W2 denota que des del primer dia hi un

gran alliberament de polifenols.

P —

B |
’

Figura 14: Imatge del dia 7 de I'emulsié T20.

D7.T1-T20.C3

5.2.1.3. Emulsions estabilitzades amb caseinat de sodi (NaCas)

En les emulsions realitzades amb caseinat de sodi com a emulsificant
I'alliberament de polifenols i la separacio d fases té lloc gairebé completament el
primer dia (Figura 24 de '’Annex 1), encara que pugui augmentar lleugerament a
partir del tercer. Es pot considerar que té una bona estabilitat, ja que hi ha molt
poca separacio de ha fases. De totes maneres, el color fosc de la W2 denota que
s’han alliberat una gran quantitat de polifenols en aquesta fase. La Figura 15
mostra I'aspecte de I'emulsio el dia 7 on es poden observar la separacio de fases
i el color fosc de la Woa.

e
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-

D7.T1-NaCas.C3

Figura 15: Imatge del Dia 7 de I'emulsié NaCas.
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5.2.2. Analisi microscopica

En les fotografies de microscopia optica a 1000 augments es pot apreciar la
forma i la mida de les capsules d’oli de 'emulsié. Aquesta analisi permet veure
I'estabilitat microscopica de les capsules al llarg del temps. Cal no confondre
I'estabilitat de les capsules amb [l'estabilitat d’encapsulacid/alliberament de
polifenols, que s’avalua amb el reactiu Folin-Ciocalteau. Les Taules 13 a 15 de

’Annex 2 recullen les imatges de I'analisi microscopica al llarg del temps.

5.2.2.1. Emulsions estabilitzades amb proteina de sérum de llet (WPI)
Tal com mostra la Figura 25 de I'’Annex 2, 'emulsio és estable tant en mida de
gota d’oli com pel que fa referéncia a les gotes de W1 (visibles i de mida semblant
en tot el procés). De totes maneres, les gotes d’oli després d'un cicle de llit
empacat (C1) sdbn més grans que la resta, tal com s’esperava. En el dia 7 les
gotes d’oli han minvat una mica tal com mostra la Figura 16. Aquest fet pot ser

causat per una major agitacio en el moment de la dilucié 1:10.

D7.T1-WPI.C3

Figura 16: Imatge de microscopia optica a 1000 augments de la mostra del dia 7 de I'emulsio WPI.
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5.2.2.2. Emulsions estabilitzades amb Tween 20
En la Figura 26 de ’'Annex 2 es veuen les gotes d’oli intactes durant tot el procés,
rodones (esferes aixafades) i amb gotes de W1 a l'interior. En la Figura 17 es
mostra la imatge de microscopia del dia 7. ElI major trencament i
homogeneitzacio té lloc en el cicle 2 de llit empacat. A partir de llavors s’aprecia

una emulsié monodispersa fins el dia 14.

D7.T1-T20.C3

Figura 17: Imatge de microscopia optica a 1000 augments de la mostra del dia 7 de I'emulsié T20.

5.2.2.3. Emulsions estabilitzades amb caseinat de sodi (NaCas)
En les mostres amb caseinat de sodi com a emulsificant s’aprecien tant gotes de
mida normal com grans aglomeracions d’emulsié de forma indefinida durant tot
el procés. A la Figura 27 de 'Annex 2 es mostren tant sols les encapsulacions
aillades i desitjables al llarg del temps. Cap al dia 3 les grans aglomeracions
s’han trencat una mica perd no han desaparegut. La Figura 18 mostra la imatge

de microscopia Optica del dia 7 d’'aquesta mostra.

D7.T1-NaCas.C3

Figura 18: Imatge de microscopia optica a 1000 augments de la mostra del Dia 7 de I'emulsié NaCas
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5.2.3. Evoluci6 de mida de gota

Tenint en compte tots els parametres comentats en I'apartat 5.1.2., en aquest

apartat s’avalua I'evoluci6 de la mida de gota de les emulsions durant 14 dies.

5.2.3.1. Proteina de sérum de llet (WPI)
La mida de gota en I'emulsi6 WPI es recull en la Figura 19. La mida de gota

disminueix lleugerament des del Dia O pero el dia 3 s’estabilitza.

La Taula 8 recull els spans i diametres de particula al llarg del temps: combinant
aguesta taula i la Figura 19 es pot apreciar que la mostra és molt estable ja que
I'span és constant i la mida de gota també. A més els diametres tant sols

disminueixen molt poc, tal com es pot esperar en mostra la Figura 19.

Dia 0

Dial

Dia 3

Poblacié

= = =Dia7

Dia 14

Mida de gota (um)

Figura 19: Grafic de I'evolucié de la mida de gota en I'emulsié WPI on es representa la poblacié (y) de les
diferents mides de gota (x) al llarg del temps.

Span D[3,2] D[4,3]
Dia 0 0.73+0.00 29.73+0.77 27.51+0.72
Dia 1 0.75+0.03 28.23+0.99 26.05+0.86
Dia 3 0.74+0.01 27.704£0.99 25.62+0.94
Dia 7 0.73+0.00 27.58+0.65 25.51+0.62
Dia 14 0.75+0.04 27.38+0.89 25.23+0.81

Taula 8: Spans, D [3,2] i D [4,3] de les particules de I'emulsio WPI al llarg del temps

26



5.2.3.2. Tween 20
La mida de gota en la mostra de T20 es recull en la Figura 20. La mida de gota
disminueix entre el dia 0 i 1; després, s’estabilitza. La Taula 9 recull els spans i
diametres de particula al llarg del temps: combinant aquesta taula i la Figura 20
es pot apreciar que la mostra és molt estable. L’span és constant i el diametre

de particula disminueix lleugerament, d’acord amb la Figura 20.

20
18

16 Dia 0
14
© ? - [ N\ \ === Dia1l
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-2 5

Mida de gota (um)

Figura 20: Grafic de I'evolucié de la mida de gota en I'emulsié T20 on es representa la poblacié (y) de les
diferents mides de gota (x) al llarg del temps

Span D[3,2] D[4,3]
Dia 0 0.79+0.03 21.83+2.13 19.93+1.93
Dia 1l 0.79+0.02 19.29+1.44 17.64+1.38
Dia 3 0.79+0.01 18.67+1.43 17.09+1.36
Dia 7 0.79+0.01 18.10+1.00 16.56+0.95
Dia 14 0.81+0.05 18.04+0.95 16.42+0.93

Taula 9: Spans, D [3,2] i D [4,3] de les particules de I'emulsio T20 al llarg del temps

5.2.3.3. Casseinat de Sodi (NaCas)
L’evolucié de la mida de gota en la mostra de NaCas es recull en la Figura 21.
La mida de gota disminueix molt lleugerament del el Dia O al Dia 1, que passa a
ser més o menys estable. Els pics de poblacions sén cada vegada meés alts, per

tant, cada dia hi ha més gotes de la mida mitjana.

La Taula 10 recull els spans i diametres al llarg del temps: combinant aquesta
taula i la Figura 21 es poden veure els canvis de distribucié de la mida de gota.
L’span varia lleugerament a mesura que avancga el temps encara que no segueix

cap tendencia. Els valors de diametre segueixen una tendéncia a la baixa, encara
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gue el dia 7 tingui uns valors més grans. La mostra, doncs, és estable perd no
tant com les anteriors i t¢é més poblacions de diferents mides de gota (span
major).

18
16

14 /\\
12

Dia 0
0 10
'g Dial
— 8
;S . Dia 3
4 Dia 7
2 Dia 14
0
2 5 50

Mida de gota (um)

Figura 21: Grafic de I'evolucié de la mida de gota en I'emulsié NaCas on es representa la poblacio (y) de
les diferents mides de gota (x) al llarg del temps

Span D[3,2] D [4,3]
Dia 0 0.98+0.13 33.18+2.05 29.03+0.97
Dia 1 0.87+0.07 30.24+0.95 27.16+0.41
Dia 3 0.99+0.04 29.94+0.61 26.22+0.43
Dia 7 0.93+0.09 30.42+0.99 26.95+0.75
Dia 14 0.90+0.00 28.27+0.19 25.24+0.17

Taula 10: Spans, D [3,2] i D [4,3] de les particules de I'emulsié NaCas al llarg del temps.

5.2.4. Evolucié d’encapsulacié/alliberament de polifenols

En les Taules 11 a 13 es recullen els valors d’encapsulacio i alliberament de
polifenols en 'emmagatzematge (Dia 1 a Dia 14). Es mostren els percentatges
d’encapsulacio (EE%), I'alliberament de polifenols (R) i el percentatge alliberat
de polifenols després de la produccié de 'emulsio (%R), és a dir, el percentatge
alliberat a partir del Cs del Dia 0. Els calculs s’han dut a terme seguint les
equacions 3 a 5 de I'apartat 4.7.2. de materials i metodes.

Els tres experiments presenten una eficiéncia d’encapsulacié molt baixa amb un
percentatge inferior al 20%. Aquests resultats reflecteixen que s’han alliberat
practicament tots els polifenols. A meés, percentatge d’encapsulacioé s’espera que
o bé es mantingui constant o que disminueixi en el temps, perdé mai que augmenti

ja que aguesta opcio significaria que es reencapsulen polifenols, fet que és
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impossible. Aix0 es podria explicar perque, al tenir uns nivells tant baixos
d’encapsulacid, qualsevol petit error de manipulacié o dels equips representaria

un gran canvi.

La cinética d’alliberament de polifenols i el tant per cent d’alliberament es
mantenen entre 80 i 100%, fet que denota que des del Dia 0, un cop s’ha acabat

de preparar I'emulsio, ja s’ha alliberat aquest percentatge del contingut fendlic.

Els percentatges d’encapsulacié que tenen valors negatius es poden justificar
tenint en compte que les concentracions de polifenols son tant baixes en
aguestes mostres, que s’apropen als valors d’absorbancia del background que
s’hi ha restat. A més, els valors son tant petits que qualsevol error pot provocar
grans canvis en els resultats. Analogament, el tant per cent d’alliberament és

major que 100 per la mateixa raé.

EE% R %R
Dia 0 -7.34 0.99
Dia 1 -1.74 0.95 94.53
Dia 3 6.06 0.88 87.76
Dia 7 6.45 0.87 87.42
Dia 14 12.59 0.82 82.03

Taula 11: Eficiencia d'encapsulacié i alliberament de polifenols per a la emulsié WPI.

EE% R %R
DO 1.44 0.92
D1 0.38 0.93 92.69
D3 1.77 0.91 91.49
D7 2.76 0.91 90.63
D14 4.41 0.89 89.19

Taula 12: Eficiencia d'encapsulacio i alliberament de polifenols per a la emulsié Tween20.

EE% R %R
Dia 0 9.20 0.85
Dia 1 -19.64 1.10 165.28
Dia 3 -14.52 1.05 136.42
Dia 14 -2.24 0.95 66.37

Taula 13: Eficiencia d'encapsulacio i alliberament de polifenols per a la emulsié T1-NaCas.
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5.3. Emulsié amb la pressio osmotica de W» ajustada

Dels resultats obtinguts se’n va extreure una nova hipotesi. Tal com s’ha explicat
a l'apartat 4.7., la gran diferéncia de pressid6 osmotica entre les dues fases
aquoses pot ser un factor decisiu en I'alliberament de polifenols. Es per aix6 que
es va decidir augmentar la pressi6 osmotica de la W2 afegint-hi diferents
substancies: sacarosa, glucosa o clorur de sodi. L’emulsificant que es va usar en
els tres experiments va ser proteina de sérum de llet 1% ja que és la que s’ha fet

servir en la majoria d’articles d’emulsions dobles publicats.

El primer experiment es va fer calculant els graus brix de sucre que contenia la
mostra de reconcentrat de polifenols, i es va obtenir 24.86 brix. Per tant, es van
igualar els brix en la W2 afegint-hi sacarosa comercial. També es van emprar
solucions de glucosa (16,10%) i clorur de sodi (3,15%). Les concentracions son
les necessaries per a igualar la pressié osmotica de la W1. Totes les pressions

osmotiques estan recollides en '’Annex 3 a la Taula 27.
5.3.1. Procés d’emulsificacio

5.3.1.1. Flux del llit empacat
En I'emulsié amb sacarosa i amb glucosa tant sols es va poder dur a terme un

cicle de llit empacat a causa de I'alta viscositat de les solucions.

En I'emulsié ajustada amb NaCl, en canvi, es van poder tenir els tres cicles
perque la sal comuna té una viscositat molt menor. Concretament, el tercer cicle

va tenir un pendent molt positiu ja que 'emulsié va ser recuperada en 16 segons.

5.3.1.2. Analisi d’encapsulacié/alliberament de polifenols
En els tres experiments s’han obtingut unes altes eficiéncies d’encapsulacio
abans del primer cicle de llit empacat, igual que en les emulsions amb la pressio
osmotica no ajustada (Taules 14 a 16). Es interessant, perd, veure que el
percentatge d’encapsulacio després del primer cicle es manté per sobre del 80%

en tots els casos. Els percentatges d’alliberament son valors baixos.

En el cas de I'emulsié estabilitzada amb clorur de sodi es van assolir els tres
cicles de llit empacat i el percentatge d’encapsulacié es manté per sobre del 85%

en tots els casos. L’alliberament més gran té lloc després del primer cicle.
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1%WPIl+sacarosa Brix 24.86

EE% R R%
CO(1:5) 92.53 0.07
C1(1:5) 84.03 0.16 9.02

Taula 14: Eficiencia d'encapsulacioé i alliberament de polifenols per a I'emulsié Sacarosa+1%WPI Brix 24.86

1%WPI+Glucosa 16.10%

EE% R R%
(0] 92.29 0.08
C1 87.37 0.13 5.49

Taula 15: Eficiéncia d'encapsulacio i alliberament de polifenols per a I'emulsié 1%WPI+Glucosa 16.10%

1%WPI+ NaCl 3.15%

EE% R R%
CO 100.00 0.12
C1 85.88 0.14 2.04
C2 85.53 0.14 2.44
C3 85.05 0.15 2.98

Taula 16: Eficiencia d'encapsulacio i alliberament de polifenols per a I'emulsié 1%WPI+NaCl 3.15%

5.3.2. Evoluci6 de les emulsions durant 14 dies

5.3.2.1. Evolucié d’encapsulacié/alliberament de polifenols
En les emulsions amb la pressié osmotica de la fase W2 ajustada parteixen de al
voltant d’'un 85% d’encapsulacié tal com es veu a les Taules 17 a 19. Hi ha
alliberament important de polifenols entre cada dia de mesura fins a arribar a una

eficiéncia d’encapsulacié que ronda el 50% en tots els casos.
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1%WPIl+Sacarosa Brix 24.86

EE% R R%
Dia 0 84.03 0.16
_ 15.04
Dia 1 70.93 0.28
. 18.58
Dia 3 67.81 0.31
. 16.08
Dia 7 70.02 0.29
_ 40.41
Dia 14 48.25 0.50

Taula 17: Eficiencia d'encapsulacio i alliberament de polifenols per a I'emulsié 1%WPI+Sacarosa 24.86 brix

1%WPI+16.10% Glucosa

EE% R R%
Dia O 87.37 0.13
Dia 1 72.39 0.27 16.62
Dia 3 49.48 0.49 41.34
Dia 7 48.32 0.50 42.57
Dia 14 43.27 0.54 47.90

Taula 18: Eficiencia d'encapsulacié i alliberament de polifenols per a I'emulsié 1%WPI+Glucosa 3.15%

1%WPI+3.15% NacCl

EE% R R%
Dia 0 85.05 0.15
Dia 1 63.43 0.36 24.42
Dia 3 60.20 0.39 28.00
Dia 7 52.68 0.46 36.27
Dia 14 70.33 0.29 16.71

Taula 19: Eficiencia d'encapsulacio i alliberament de polifenols per a I'emulsié 1%WPI+NaCl 3.15%

El valor incongruent del dia 14 pensem que és un error de I'operador. Es fara
una repeticio de I'experiment més endavant. S’han presentat tant sols els
resultats del primer experiment ja que per motius de volum de feina i temps

disponible feia falta continuar amb I'experimentacio.
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6. DISCUSSIO DELS RESULTATS

Si es comparen les analisis macroscopiques dels tres emulsificants es pot
extreure que WPI i NaCas tenen una separacio de fases semblant i T20 té una
separacié major. Per altra banda, I'alliberament de polifenols é€s molt semblant,
ja que la fase W2 té un color molt fosc. Aixo fa sospitar que hi ha hagut un gran
alliberament de polifenols en els tres casos. La separacio de fases no suposa un
problema important: és desitjable que sigui petita, pero un cop es torna a agitar
I'emulsio, desapareix. Les gotes d’oli es mantenen plenes de les microcapsules
de W1 al llarg del temps tal com s’ha pogut demostrar amb I'analisi microscopic.
Per tant, 'emulsioé és estable en aquest sentit. Seguint les dades de mides de
gota analitzades per difraccié laser, la mostra de NaCas és ha tingut la mida de
gota més petita, seguida per T20 i WPI. No hi ha diferéncies rellevants entre els
tres emulsificants ja que el fet que s’alliberin tots els polifenols des d’'un estadi

tant primerenc del procés provoca que la resta de resultats no siguin rellevants.

Veient I'encapsulacio i a l'alliberament de polifenols durant 'emulsificacio, es
confirma que s’ha encapsulat al voltant del 80% dels polifenols pero en el cicle 1
de llit empacat és on hi ha hagut el major trencament i s’ha alliberat tot el
contingut fenolic. Les altres etapes també han comportat un petit alliberament,
infim, comparat amb el que s’obté en el cicle 1. El problema, doncs, recau en el
procés de trencament de I'emulsio en el llit empacat, ja que a priori, té un bon
percentatge d’encapsulacié. També cal tenir en compte que en I'extracte no hi
ha tant sols polifenols sind que també conté fibres solubles i sucres. Aquestes
altres molecules es poden unir als compostos fenolics i tenen una afinitat molt
alta per a la fase aquosa. Per tant, el contingut fendlic es pot alliberar a causa
d’aquesta afinitat de les molécules a qué s’ha relacionat (Ydjedd et al., 2017). La
pressié osmotica, tal com s’ha comentat, també hi juga un paper important. Es
van mesurar les pressions osmotiques (Annex 3) i es va poder verificar que el
reconcentrat de polifenols de garrofa té una pressié osmotica molt gran (de
1073.00 mOsomol/kg) mentre que la de les solucions de W2 sense ajustar era

molt petita.

En els experiments en que es van ajustar les pressions osmotiques de la W2 amb

sacarosa i glucosa es van obtenir emulsions amb una alta eficiencia
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d’encapsulacié i amb una mida de gota semblant a la dels experiments anteriors.
El problema va ser que la viscositat va augmentar molt i tant sols va ser possible
realitzar un cicle de llit empacat. En aquest cas, pero, hi va haver més separacio
de fases que en d’altres experiments. Quan es va fer servir clorur de sodi es van
poder assolir tres cicles de llit empacat i amb molt bons fluxos. Ens els tres casos
va obtenir una eficiéncia d’encapsulacié molt bona i una bona estabilitat al llarg

del temps, encara que hi hagués més d’un 50% de separaci6 de fases.

7. CONCLUSIONS

El llit empacat és un bon métode per a mantenir 'estabilitat de les emulsions ja
gue proporciona emulsions monodisperses i amb de gota estables durant 14

dies.

D’entre els tres emulsificants, no es pot dir que un destaqui per sobre dels altres,
ja que les eficieéncies d’encapsulacié han estat dolentes en els tres casos. El que
si que aporta resultats desitjables és el conjunt d’emulsions amb la pressié
osmotica ajustada, que permet encapsular un alt percentatge de polifenols. Cal
tenir en compte, perd, que aquests polifenols s’alliberen al llarg del temps
d’emmagatzematge. Aquest és un punt a millorar i en que el grup segueix

treballant.

També fa falta buscar noves substancies que augmentin la pressié osmotica i
tinguin viscositat baixa i que, amb petites concentracions puguin assolir la pressio
osmotica desitjada. Les substancies serien desitjablement sacarids o endol¢ants,

que concordin amb les caracteristiques del producte alimentari.

En definitiva, no és feina facil estabilitzar les emulsions dobles com a forma
d’encapsulacié de polifenols, ja que s’han de tenir en compte molts parametres.
Sobretot si el concentrat de polifenols no és pur sind que conté altres substancies
com ara sucres o fibres solubles, que poden relacionar-se amb els polifenols i

interferir en la viscositat, solubilitat i pressié osmotica.
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Annex 1

WPI 1%

Figura 1: Fotografies del seguiment de I'estabilitat de 'emulsié WPI al llarg del temps. a) Dia 0 de I'emulsié WPI; b) Dia 1 de I'emulsié WPI; c) Dia 3 de I'emulsié WPI; d) Dia 7
de I'emulsié WPI; e) Dia 14 de I'emulsié WPI.

37



Dia 3 Dia 7

Dia 0

Tween
20 2%

D7.T1-T20.C3
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Figura 2: Fotografies del seguiment de I'estabilitat de I'emulsié T20 al llarg del temps. a) Dia 0 de I'emulsié T20; b) Dia 1 de I'emulsié T20; c¢) Dia 3 de I'emulsié T20; d) Dia 7 de
I'emulsié T20; e) Dia 14 de I'emulsio T20.

Dia 0 Dial Dia7 Dia 14

Figura 3: Fotografies del seguiment de I'estabilitat de I'emulsié NaCas al llarg del temps. a) Dia 0 de I'emulsié NaCas; b) Dia 1 de I'emulsié NaCas; c) Dia 7 de I'emulsid
NaCas; d) Dia 14 de I'emulsié NaCas.

38



Sacarosa 24.86 brix Glucosa 16.10% NaCl 3.15%

Figura 4: Fotografies del dia 7 de a) I'emulsié 1%WPIl+sacarosa 24.86 brix; b) 1%WPI+glucosa 16,10% i dia 0 c) 1%WPI+NaCl 3,15%.
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Annex 2

Dia0 C1 Dia 0 C2 Dia 0 Cs

WPI 1%

DO.T1-WPIL.C1

DO.T1-WPI.C3
a DO.T1-WPI.C2 9ym

Dial Dia 3 Dia 7 Dia 15

D15.T1-WPI.C3

D7.T1-WPI.C3

d D1.T2-WPI.C3 D3.T1-WPI.C3

Figura 5: Fotografies de microscopia optica a 1000 augments de la mostra 1%WPI en el procés d’emulsié llarg del temps. a) Dia 0 cicle 1; b) Dia 0 cicle 2; ¢) Dia 0O cicle 3; d) Dia
1; e) Dia 3, f) Dia 7; g) Dia 14
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Dia0 C1 Dia 0 C2 Dia 0 Cs

Tween 20 2%

D0.T1-T20.C2 D0.T1-T20.C3

DO.T1-T20.C1 T

Dial Dia 3 Dia 7 Dia 14

D14.T1-T20.C3

D7.T1-T20.C3

D1.T1-T20.C3 DATIpT20iC8

Figura 6: Fotografies de microscopia optica a 1000 augments de la mostra 2% Tween20 en el procés d’emulsio i al llarg del temps. a) Dia 0 cicle 1; b) Dia 0 cicle 2; c) Dia 0 cicle
3; d) Dia 1; e) Dia 3, f) Dia 7; g) Dia 14.
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Dia0 C1 Dia 0 C2 Dia0 Cs

NaCas 2%

D0.T1-NaCas.C1

DO0.T1-NaCas.C3

Dial Dia 3 Dia 7 Dia 14

D7.T1-NaCas.C3

D1.T1-NaCas.C3 D3T1-NaCas.C3

D14.T1-NaCas.C3

Figura 7: Fotografies de microscopia optica a 1000 augments de 'emulsié NaCas en el procés d’emulsié i al llarg del temps a) Dia 0 cicle 1; b) Dia 0 cicle 2; c) Dia 0 cicle 3; d)
Dia 1; e) Dia 3, f) Dia 7; g) Dia 14.
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Annex 3

Solucions Osmolaritat (mOsmol/kg)
Reconcentrat de polifenols de garrofa 1102.67 £ 0.01

WPI 1% 14.43 +0.31
Tween 20 2% 26.70 £ 0.05
NaCas 1% 35.50 +£ 0.05
Sacarosa 24,86 brix 820.33 £ 0.03
Glucosa 16,10% 1073.00 + 0.02

NaCl 3,15% 982.33 £ 0.02

Taula 1: Taula resum dels valors d'osmolaritat de les diferents solucions.

Annex 4

El métode anomenat “xinxeta” consisteix en fer un forat al forns tub eppendorf
amb I'ajuda d’una xinxeta de papereria per a poder extreure la fase inferior de

Wo2. | “pipeta” i “agulla” consisteixen en aspirar la fase Wo.

ANOVA xinxeta - pipeta

Varianga SS df MS F P-value F crit
Entre grups 1.5E-06 1 1.5E-06 0.00974 0.92613 7.708647
Dins dels grups 0.000616 4 0.000154
Total 0.000618 5

Taula 2: Taula estadistica Anova entre la tecnica xinxeta i pipeta

ANOVA xinxeta - agulla

Varianga SS df MS F P-value F crit
Entre grups 1.5E-06 1 1.5E-06 0.00974 0.92613 7.708647
Dins dels grups 0.000616 4 0.000154
Total 0.000618 5

Taula 3: Taula estadistica Anova entre la técnica xinxeta i agulla
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Annex 5

Aquest treball ha estat el recull i 'analisi de la fenia duta a terme en el grup
d’'investigacié FoodIlE. Per a poder desenvolupar-me correctament en el
laboratori i poder dur a terme [I'experimentaci6 de manera conscient i

independent he rebut diverses formacions, que comento a continuacio:

Nom de I'equip Caracteristiques

Modul de llit empacat Un sistema termodinamic compacte, travessat per
un flux de liquid o gas. Aquest sistema es
conforma de d’esferes sodlides amb propietats
fisiques i quimiques semblants situat a sobre
d’'una membrana de niquel. Entre les esferes
guedaran uns canals micromeétrics per on passara
'emulsié i les gotes d'oli es trencaran de tal
manera que en resultara una emulsié
monodispersa (amb mides de gota molt
semblants) i, per tant, homogeénia i desitjablement
més estable.

Equip d’analisi de mida Equip d’analisi de mida de particula per difraccio
de particula Mastersizer laser, basat en la Teoria de I'Esfera Equivalent.
2000

Equip Turbiscan Mesura I'estabilitat de les emulsions i la velocitat
de desestabilitzaci6 de fases. Avalua els
fenomens de desestabilitzacié com la floculaci6,
coalescencia, creaming o0 sedimentacido de
manera quantitativa.

Agitador Ultra turrax Homogeneitzador dispersador d’alta velocitat per
a la preparacio de les emulsions.

Equip d’osmosi directa Equip per a concentrar la solucié de polifenols.

Osmometre Equip per a mesurar la pressio osmotica de les
solucions.
Digesti6  “In  vitro” Simulacio de la digestié de matrius alimentaries

dinamica amb simulacié per sistema “in vitro” dinamic de dialitzacié.
de dialisacio

Taula 4: Quadre resum sobre les formacions d'equips i tecnologies adquirides en I'estada de practiques al
grup FoodIlE
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