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La presente Tesis Doctoral se enmarca dentro de la linea de
investigacion Propiedades interfaciales de emulsionantes naturales
que se desarrolla en el grupo de Fisica de Fluidos y Biocoloides del
Departamento de Fisica Aplicada de la Universidad de Granada. A su
vez, constituye el nucleo de la investigacion planteada en el proyecto
de investigacion AGL2001-3843-C02-02, Propiedades funcionales de
proteinas, polipéptidos y fosfolipidos. Aplicacion a la mejora vy
optimizacién de dispersiones alimentarias y disefio de alimentos
especificos, del Programa Nacional de Recursos y Tecnologias
Agroalimentarias.

La formulaciéon de nuevos productos alimentarios (alimentos
con bajo contenido en grasas, alimentos instantdineos o
semielaborados, alimentos infantiles o para dietas hospitalarias,
bebidas espumosas con bajo contenido alcohdlico o cremas con
elevado contenido en etanol, etc.) o la optimizacion de los productos
tradicionales, esta condicionada al conocimiento de las caracteristicas
fisico-quimicas de sus componentes. Un nucleo importante de los
productos alimentarios son dispersiones complejas, tales como
emulsiones (sistemas liquido-liquido) y espumas (sistemas liquido-
gas). Ahora bien, la elaboracion de este tipo de dispersiones esta
supeditada a la presencia de proteinas y/o surfactantes de bajo peso
molecular. Esto se debe a la naturaleza anfifilica' de estas moléculas
que hace que se concentren en interfaces liquido fluido. En concreto,
para el caso de una espuma, estas moléculas anfifilicas se situan en la
superficie de las burbujas mientras que en el caso de una emulsion,
éstas se emplazan en la superficie de las gotas de aceite en agua o
gotas de agua en aceite. De esta forma, las proteinas y/o surfactantes

! Con una parte hidrofila y otra hidréfoba
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en las interfaces, constituyen barreras moleculares que estabilizan
estas dispersiones y favorecen su formacion. Asi pues, el estudio de la
estructura y comportamiento de las proteinas y surfactantes en
interfaces liquido fluido juega un papel esencial en la tecnologia
alimentaria.

A pesar del enorme incremento de estudios registrado en las
ultimas décadas sobre el comportamiento interfacial de proteinas y
surfactantes con interés alimentario, la complejidad de los fendmenos
que tienen lugar en este tipo de sistemas, hace que aln existan
numerosas cuestiones sin resolver. En particular, la presencia de una
interfaz oleosa complica significativamente el estudio, pues limita el
acceso experimental a las magnitudes interfaciales caracteristicas. Lo
mismo ocurre en el caso de sistemas mixtos compuestos por proteinas
y surfactantes de bajo peso molecular. En este caso, la interaccion
entre ambos tipos de moléculas multiplica el nimero de variables a
tener en cuenta a la hora de interpretar los resultados. Precisamente,
son estas dos situaciones son las de mayor interés hoy dia en la
tecnologia de alimentos, pues la mayor parte de las dispersiones
alimentarias contienen una fase oleosa y en general, en ellas coexisten
surfactantes y proteinas. En consecuencia, la mayor parte de los
trabajos son estudios fenomenoldgicos donde basicamente se
describen los resultados obtenidos experimentalmente. Sin embargo,
en los ultimos afnos, se han desarrollado diferentes estudios tedricos
encaminados a la descripcion y prediccion del comportamiento
interfacial de moléculas anfifilicas. Dada la cantidad de variables
puestas en juego, no resulta facil poder llevar a cabo una comparacion
explicita teoria-experimento. Por tanto, la validez de aplicacion de
dichos tratamientos es un tema de gran actualidad y ciertamente
prometedor en el control de variables accesibles.
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De acuerdo con todo esto, el principal objetivo planteado en
esta Tesis Doctoral consiste en la caracterizacion tedrico-experimental
de capas interfaciales compuestas de proteinas, surfactantes y de la
mezcla de ambos, en dos tipos de interfaces fluidas. Mas
concretamente, se trata de las proteinas caseinato y B-caseina y del
surfactante tween 20, en la interfaz aire-agua y en la interfaz
tetradecano-agua. El caseinato constituye el 80% de las proteinas
lacteas y esta formado por varias fracciones, siendo la fraccion
mayoritaria la B-caseina. Por otro lado, el surfactante escogido es uno
de los mas utilizados y conocidos en la industria alimentaria.

Del trabajo realizado destaca, no solo el interés de los sistemas
escogidos por su aplicacion sino las innovaciones planteadas en esta
investigacion. En primer lugar, para este estudio se ha puesto a punto
una técnica nueva, una balanza superficial de gota pendiente, que
previamente se disefid y construy6 en nuestro laboratorio [Cabrerizo-
Vilchez 1999]. En segundo lugar, el estudio experimental comprende
una gran variedad de técnicas en distintos laboratorios de
investigacion europeos, lo que ha permitido abordar el problema desde
diferentes perspectivas. Ademads, uno de los mayores logros de esta
Tesis Doctoral es el tratamiento teérico de los datos experimentales.
Con este fin, se han desarrollado diferentes programas
computacionales encaminados a la resolucion numérica de las
ecuaciones que describen el sistema en cada caso. Este punto presenta
como principal novedad, el tratamiento de los resultados
experimentales en la interfaz aceite-agua, lo cual no se habia llevado a
cabo explicitamente con anterioridad. Finalmente, la interrelacion
encontrada entre las propiedades interfaciales (microscopico) de los
componentes y las caracteristicas de las dispersiones que forman
(macroscopico), no solo demuestra la importancia de la investigacion
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de fisica basica sino que presenta una aplicacion tecnologica directa
de gran interés.

De acuerdo con esto, esta memoria se estructura de la siguiente
manera. En primer lugar, se realiza una revision de los conceptos
fundamentales acerca de las propiedades de proteinas y surfactantes
en interfaces. Asi pues, el capitulo 2 contiene la base sobre la que se
estructura todo el resto del trabajo realizdndose una descripcion basica
de todas las magnitudes y fenémenos que se utilizaran a lo largo del
trabajo de investigacion. El capitulo 3 se dedica a la descripcion del
modelo termodinamico utilizado en la caracterizacion interfacial de
los sistemas evaluados. La ultima parte de este capitulo, contiene
también la descripcion de los programas elaborados para la resolucion
numérica del modelo. A continuacidn, se presentan todos los sistemas
experimentales utilizados en esta Tesis Doctoral. Asi, el capitulo 4
contiene toda la informacion acerca de las proteinas, el surfactante y la
fase oleosa, asi como la descripcion de todos los dispositivos
experimentales utilizados en este trabajo.

Con respecto a la exposicion de los resultados obtenidos a lo
largo de esta Tesis Doctoral, estos se han estructurado en dos grandes
bloques independientes. El primero contiene una completa
caracterizacion interfacial de la proteina modelo B-caseina. En este
sentido, se estudia la estructura de la proteina en dos interfaces
fluidas: la interfaz aire-agua y la interfaz tetradecano-agua. Para ello
se hace uso de varas técnicas experimentales asi como de diversos
formalismos teodricos. Las conclusiones derivadas de esta
caracterizacion interfacial resultan fundamentales para evaluar las
propiedades de la espuma y de la emulsion formada por esta misma
proteina en la ultima parte de este primer bloque. El segundo bloque
de resultados esta dedicado al estudio del comportamiento superficial
de los sistemas mixtos formados por B-caseina y caseinato y un tween
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20. Para ello, también se hacen uso de varias técnicas experimentales
y formalismos tedricos. Asimismo, los resultados de este analisis
superficial resultan claves para la descripcion de a espuma formada
por estos sistemas mixtos.

El altimo capitulo de esta memoria contiene un resumen de las
principales conclusiones obtenidas en este trabajo de investigacion.
Este resumen se encuentra escrito en inglés y ha sido evaluado por tres
investigadores de diferentes centros de la Unién Europea con objeto
de poder optar a “la mencion de Doctorado Europeo por Ila
Universidad de Granada”.
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2.1.- INTRODUCCION

En este capitulo se introducen de manera resumida los elementos
basicos para la comprension del estudio del comportamiento
interfacial de proteinas y surfactantes realizado a largo de esta Tesis
Doctoral. La Figura 2.1 muestra un diagrama esquematico de la
estructura de una espuma liquida, siendo la sucesion de estructuras
mostrada, completamente analoga al caso de una emulsion. Este
capitulo se ordena de forma que se van a describir cada una de las
etapas que aparecen en esta figura desde lo microscopico a lo
macroscopico. Asi pues, en primer lugar se realiza una introduccion al
concepto de tension interfacial, magnitud basica en la ciencia de
interfaces. A continuacién se describe la estructura general de una
pelicula monomolecular (o monocapa) asi como el formalismo teérico
de escalado usado en la interpretacion de los datos experimentales. A
continuacion se expondran las claves del proceso de adsorcion de
proteinas y surfactantes en interfaces liquido fluido junto a las
caracteristicas viscoelasticas de las peliculas adsorbidas. Una vez
definidos estos conceptos, que se refieren a una sola interfaz, se
procederd a la descripcion de las peliculas liquidas; la region liquida
que separa dos burbujas de aire en el caso de una espuma, o que
separa dos gotas de aceite en el caso de una emulsion. Parece claro
que la estabilidad de estas peliculas liquidas estard intimamente
relacionada con la estabilidad de la espuma (o emulsion) resultante.
Finalmente, el ultimo apartado de este capitulo tratard precisamente de
describir las caracteristicas generales de una espuma y de una
emulsion en el marco de las propiedades definidas anteriormente.
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AGUA AIRE

1nm 100 nm 1cm-10pm Espuma liquida

Figura 2.1: Estructura de una espuma liquida

2.2.- TENSION INTERFACIAL

Imaginemos una molécula situada en el interior de un liquido,
suficientemente alejada de la superficie libre del mismo como para
que su esfera de accion molecular se encuentre completamente en el
interior del liquido. Todas las moléculas contenidas en dicha esfera
ejerceran fuerzas de atraccion sobre ésta y, como consecuencia de la
homogeneidad isétropa del liquido, la distribucion de fuerzas también
serd isotropa y su resultante nula. Supongamos ahora que una
molécula esta situada muy cerca de la superficie libre del liquido, mas
cerca que la esfera de accion molecular; en estas condiciones, habra
mas moléculas atrayéndola hacia el interior del liquido que hacia fuera
del mismo. La distribucion anisotropa de fuerzas de atraccion
intermoleculares sobre estas moléculas proximas a la superficie libre
resulta en una fuerza neta sobre las mismas, dirigida hacia el interior
del liquido y que serd tanto mas intensa, cuanto mas cercana a la
superficie libre se encuentre la molécula en cuestion (ver Figura 2.2).

De todo esto se deduce que para llevar una molécula desde el
interior del liquido hasta la superficie libre, sera necesario realizar un
trabajo contra la fuerza resultante que actua sobre la molécula cuando
se aproxima hacia dicha superficie. Por consiguiente, las moléculas
situadas en la superficie libre del liquido poseen mayor energia
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potencial que las situadas en el interior del mismo. La energia
potencial de todas las moléculas que constituyen la superficie libre de
un liquido, debido a las fuerzas atractivas que sobre ellas ejercen las
moléculas subyacentes, recibe el nombre de “energia superficial”. De
acuerdo con las leyes de la mecénica, en situacion de equilibrio la
energia superficial tiende a tomar un valor minimo, de modo que la
superficie libre del liquido tenderd a presentar la menor extension
posible. El trabajo reversible necesario para aumentar el area de la
superficie libre de un liquido, manteniendo constante la temperatura y
el volumen es proporcional al é4rea final y esa constante de
proporcionalidad se denomina “tension superficial” y se denota con la
letra griega y. Es decir:

dW=-ydA (2.1

Este concepto coincide con la energia superficial mencionada,
tratindose de una energia por unidad de area.

oU
N 2.2
4 (aAJ 22

Para el lector interesado, en la referencia [Rodriguez-Valverde,
2002] se puede encontrar una definicion matematica de la tension
superficial.

Todo lo expuesto hasta el momento se refiere a una Unica fase
en contacto con su vapor. Sin embargo, esta situacion es generalizable
al caso en el que dos liquidos que solamente son parcialmente
inmiscibles uno en otro, se superponen. En este caso, se crea una
superficie de separacion a la que se denomina “interfaz liquido-
liquido”. De manera completamente analoga a lo explicado para el
caso de una superficie libre (gaseosa), la superposicion de fuerzas
netas en la interfaz liquido-liquido resulta en una “tension interfacial”.
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| Tension superficial
La interaccion de las particulas en la superficie del
agua, hace que esta se presente como una
verdadera cama eldstica.

Inclusa soparta el peso de un insecto pequerio,
Este efecto se llama tension superficial:

LAS FUERZAS UNEN. En ELSENO DEL LIQUIDO,
LAS MOLECULAS DEL AGUA. CADA MOLECULA ESTA O
RODEADA POR OTRAS ¥
AS FUERZAS SE COMPENSAN.

Figura 2.2: Origen molecular de la tension superficial

La expresion mas conocida de la tension interfacial es la
ecuacion que relaciona de una forma sencilla las tensiones
superficiales de los liquidos puros: y;2 = y; - .. El origen de esta
relacion proviene de un andlisis simple de las tensiones en la frontera
entre fases, teniendo en cuenta que y; mide la atraccion de las
moléculas por el liquido 1, y y, mide la atraccion de las moléculas por
el liquido 2, de manera que las moléculas en la interfaz son atraidas
por las fases 1 y 2 con una atraccidon resultante dada por y; - y,.
Aunque en algunos casos dicha expresion proporciona una estimacion
razonablemente buena de la tensidn interfacial, la evidencia
experimental de la ecuacioén no esta demostrada y por el contrario son
numerosas las desviaciones de la misma [Kwok, 1995].

En una interfaz liquido-liquido entran en juego al menos tres
tipos de fuerzas: fuerzas de interaccion homomoleculares en cada uno
de los liquidos y fuerzas de interaccién heteromoleculares entre los
dos liquidos. La evaluacion de estas fuerzas en términos
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fundamentales resulta sumamente complicada y en su lugar, se estima
el valor de la tension interfacial a partir de los valores de las tensiones
superficiales de los liquidos puros:

2=yt y2- Wi (2.3)

donde y; 7, son las tensiones de los liquidos puros y W;, es un término
de trabajo que depende del grado de interaccion heteromolecular en la
interfaz entre las moléculas de tipo 1 y 2. En esta ecuacion se observa
como la tension interfacial es tanto mayor, cuanto menor sea la
interaccion entre las moléculas de las fases adyacentes. Existen
muchos modelos en la bibliografia en los que, teniendo en cuenta
diversos tipos de interacciones, se obtienen expresiones para W, asi
como estudios experimentales en los que se trata de buscar una
tendencia en las tensiones interfaciales de liquidos de una misma
familia como los alcanos [Kwok, 1995]; pero hasta ahora, no se ha
encontrado una ecuacion de estado sencilla entre las tensiones
interfaciales de un sistema binario liquido-liquido [Israelachvili,
1991].

De aqui en adelante y a lo largo de todo el trabajo, se hablaréa de
tension interfacial de una interfaz liquido-fluido, como un concepto
general que incluye como caso particular a la tensiéon superficial
(interfaz liquido-aire). Asimismo, se hablard indistintamente de
tension interfacial o de presion interfacial, siendo esta Gltima:

T=Y "7 (2.4)

donde yy es la tension interfacial de las fases puras. Es decir, la tension
superficial de un liquido en equilibrio con su vapor (interfaz liquido-
aire) o la tension interfacial de un liquido en contacto con agua (en un
sistema liquido-liquido).
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2.3.- MONOCAPAS DE PROTEINAS EN INTERFACES LiQUIDO-
FLUIDO

Este apartado se centra en el estudio de las monocapas de
proteinas. Para ello se va a describir en primer lugar el concepto de
monocapa de molécula anfifilica, y las diferencias estructurales
basicas que existen entre las monocapas de proteinas y las monocapas
de surfactantes de bajo peso molecular. A continuacién se expone
brevemente el formalismo tedrico que se ha utilizado para extraer la
informacion estructural de los resultados experimentales de
monocapas de proteinas. Veamos cada una de estas partes
separadamente.

2.3.1 Monocapas de proteinas y surfactantes de bajo peso
molecular

Las monocapas son peliculas monomoleculares de sustancias
de caracter anfifilico que se disponen en interfaces. Pese a que en esta
Tesis Doctoral unicamente se van a estudiar monocapas de proteinas,
con el fin de facilitar la comprension de los datos experimentales, a
continuacién se exponen brevemente las claves de las monocapas de
surfactantes de bajo peso molecular.

La técnica general de obtencion de una monocapa consiste en
depositar una cantidad conocida de surfactante sobre una superficie
libre. Debido a la naturaleza anfifilica del surfactante, este se quedara
en la interfaz formando lo que se denomina una monocapa, como se
observa en la Figura 2.3. Una vez hecho esto, se trata de comprimir
lentamente la superficie de manera que la concentracion superficial
aumenta paulatinamente. La ocupacion de un area superficial, se
traduce en una disminucion de la tension superficial del sistema, que
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es mayor cuanto mayor es la concentraciéon de moléculas en la
superficie. La Figura 2.4 muestra una isoterma de presion interfacial-
area molecular de una monocapa tipica. Se observa como la monocapa
atraviesa varias regiones estructurales conforme varia la concentracion
interfacial y esto se refleja en un cambio de la tension interfacial. Asi
pues, a partir de estas curvas, denominadas isotermas 7-4, se obtiene
informacion acerca de la estructura adoptada por los surfactantes en la
interfaz, asi como de las interacciones entre moléculas y entre
surfactante e interfaz [Gaines 1966; Sanchez, 1999].

AIRE

AGUA

Figura 2.3: Formacion de una monocapa de surfactante en la interfaz aire-agua

Las monocapas de proteina presentan algunas diferencias con
respecto a las monocapas de surfactante. En primer lugar, las proteinas
son en general solubles en la fase acuosa. Esto introduce una
complicacién anadida al método de formacion de monocapas puesto
que al depositarlas en la superficie se disuelven en la fase acuosa en
lugar de quedarse ancladas en la misma. Para superar esta dificultad se
suele utilizar el denominado “Método de Trurnit” [Trurnit, 1960]. Las
proteinas son moléculas muy complejas compuestas de secuencias de
aminoacidos de naturaleza polar y no-polar. Cuando una proteina
alcanza una interfaz, sufre un cambio conformacional mediante el cual
expone preferentemente sus residuos hidrofobos a la fase no-polar
mientras que los residuos hidréfilos se disponen preferentemente en
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contacto con la fase acuosa. Este proceso se denomina
“desnaturalizacion interfacial” y constituye una diferencia basica entre
proteinas y surfactantes. Una vez que una proteina estd
desnaturalizada, deja de ser soluble en la fase acuosa y permanece
anclada en la superficie. El “Método de Trurnit” consiste precisamente
en desnaturalizar la proteina antes de depositarla en la superficie. La
técnica de obtencion de monocapas de proteinas ha sido puesta a
punto a lo largo de esta Tesis Doctoral y constituye una importante
novedad [Maldonado-Valderrama, 2003; Maldonado-Valderrama,
2004a]. En el Capitulo 4 se explica en detalle la técnica experimental
utilizada para la obtencién de monocapas de proteinas en este trabajo.

N -
N e

[~

A

‘molécula
Figura 2.4: Compresion de una monocapa de surfactante

El analisis estructural de las monocapas a partir de las
isotermas 7-A, que se obtienen tras la compresion de la misma, es
bastante mas complejo que el de los surfactantes. Para obtener
informacion de la estructura adoptada por la proteina en una
monocapa, en este trabajo se ha hecho uso de la Teoria de Escalado.
En el apéndice I se exponen algunos conceptos de la teoria general de
polimeros y a continuacion el caso particular de monocapas de
proteina.
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2.3.2 Teoria de Escalado de polimeros

Las proteinas son polimeros y por tanto comparten muchas de
sus propiedades con estos sistemas. En particular, un heteropolimero,
es decir, un polimero compuesto de secuencias alternas hidrofilas e
hidrofobas constituye un sistema modelo de las propiedades
interfaciales de una proteina [Douillard, 2003]. En un modelo tedrico
desarrollado por Leclerc y col., la estructura y las propiedades de una
proteina adsorbida en una interfaz se modelan haciendo uso de la
teoria de escalado de polimeros [Leclerc, 1997; Aguié-Béghin, 1999].
Recientemente, Douillard y col. muestran las ventajas de utilizar
argumentos de escalado en el andlisis del comportamiento interfacial
de varias proteinas modelo [Douillard, 2003].

El modelo tedrico, basado en teorias de multibloque, se
encuentra descrito en detalle en la referencia [Leclerc, 1997]. Este
modelo es posteriormente adaptado al caso particular de proteinas en
interfaces fluidas por Aguié-Beghin y col. [Aguié-Beghin, 2003] y
este ultimo formalismo ha sido aplicado al estudio de monocapas de
proteinas en numerosas trabajos y en condiciones experimentales muy
variadas en [Hambardzumyan, 2003; Hambardzumyan, 2004;
Douillard, 2003]. Asi pues a continuacion se resumen brevemente las
claves del modelo teorico.

En este modelo teérico se supone en primer lugar que una
cadena de polimero estd compuesta de NV dibloques de dos secuencias
Ay B, compuestas a su vez de Z, y Zp mondmeros respectivamente.
Los mondmeros de las secuencias A y B son de diferente naturaleza
quimica, siendo A de naturaleza hidrofoba y B de naturaleza hidrofila.
La estructura quimica del polimero viene entonces representada por la
relacion: Z,/Zp. Paralelamente, supongamos una interfaz entre dos
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disolventes insolubles 1 y 2. Estos dos disolventes se comportan de
diferente manera para cada una de las secuencias A y B, es decir son
buenos disolventes para uno y otro, respectivamente. Asi pues, cada
uno de los dibloques se dispone preferentemente de manera que queda
en contacto con su buen disolvente y esta es la razon por la cual el
copolimero tiende a situarse en la interfaz (ver Figura 2.5).

e,

Figura 2.5: Si la especificidad de los disolventes es suficientemente alta, los puntos
de union de entre las secuencias se localizan en la interfaz.

En este punto se puede distinguir en el modelo entre interfaz
liquido-aire y liquido-liquido. Cuando el dibloque se encuentra en un
estado isotropo, los centros de masa de cada una de las secuencias
coinciden con el centro de masa de la cadena de polimero. Ahora bien,
debido a las diferentes solvencias de las dos fases, una vez que el
polimero se adsorbe, esta condicion deja de cumplirse y los centros de
masa de cada una de las secuencias se localizan a ambos lados de la
interfaz. Sin embargo, debido a la naturaleza polimérica, una fuerza de
naturaleza entropica tiende a acercarlos mutuamente, puesto que al
disminuir la distancia extremo-extremo aumenta el namero de
conformaciones. Asi pues, la localizacion en la interfaz depende del
nimero de secuencias de la cadena N, del nimero de monomeros y de
lo alta que sea la especificidad de los disolventes (Figura 2.5).
Teniendo esto en cuenta, en la interfaz liquido-aire, se considera que
el liquido es buen disolvente para la secuencia B mientras que el aire
no es buen disolvente para ninguna de las secuencias. Por ello, en este
caso se supone que ninguno de los bloques cruzan la interfaz sino que
quedan anclados en esta. Por el contrario, en el caso de una interfaz
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liquido-liquido, cada una de las secuencias se disuelve mejor en cada
una de las fases y por tanto el copolimero se encuentra en una interfaz
penetrable.

Una vez adsorbido en la interfaz, el copolimero adopta una
configuracidon bidimensional que varia con la concentracion interfacial
asi como con la naturaleza de las fases adyacentes. Asi, al aumentar la
concentracion interfacial, los polimeros comienzan a superponerse.
Conforme aumenta la concentracion interfacial, la interfaz atraviesa
diferentes regimenes cuyas propiedades vienen determinadas por la
concentracion interfacial y la naturaleza de ambos disolventes.

El modelo termodindmico, proporciona una descripcion de la
variacion de la presion interfacial con el recubrimiento interfacial
dada por [Leclerc, 1997; Anguié-Beghin, 1999].

7=k, IT” 2.5)

donde kj es la constante de Boltzman, 7 la temperatura absoluta, /" es
la concentracion superficial del polimero definida por /'=m/A, donde
m es la masa total del polimero adsorbido en la interfaz y 4 el area
total de la misma. En la relacion (2.5) aparece el parametro y. Este
exponente constituye el parametro clave del modelo y se obtiene
directamente de las isotermas experimentales 7-4. Ademas el
parametro y, también puede ser obtenido mediante la siguiente
relacion:

e=yr (2.6)

donde ¢ es la “elasticidad limite de Gibbs” que serda definida mas
adelante en el capitulo.
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Figura 2.6: Formacion de bloques bidimensionales o tridimensionales en la interfaz

El parametro y proviene de consideraciones de escalado y su
origen se encuentra detallado en el Apéndice I. Este parametro
proporciona informacion acerca de la estructura del polimero en la
interfaz y serd muy dependiente de la concentracion interfacial y de la
naturaleza de la interfaz [Leclerc, 1997; Aguié-Béghin, 1999]. El
modelo afirma que la interfaz experimenta regimenes estructurales
diferentes conforme aumenta la concentracion interfacial de polimero
denominados “régimen diluido” y “régimen semidiluido” para baja o
alta concentracion interfacial, respectivamente. En el régimen diluido,
si la repulsion entre disolventes no es muy alta, el polimero no se
sentiria lo suficientemente atraido por la interfaz. Si la repulsion es
intermedia el polimero forma estructuras independientes
tridimensionales y si es muy alta, se dispone formando estructuras
bidimensionales independientes [Douillard, 1999]. Conforme aumenta
la concentracion interfacial, las estructuras formadas comienzan a
interactuar y la interfaz entra en sucesivos regimenes semidiluidos.
Para una concentracion interfacial fija, la estructura del polimero
depende de la interaccion polimero-polimero, de la interaccion
polimero-interfaz y de la repulsion entre disolventes. Las isotermas 7-
A contienen la informacién acerca de dos regimenes semidiluidos en
el caso de las proteinas de manera que el parametro y se obtiene de las
isotermas 7-4 experimentales. La informacion estructural de la
interfaz se obtiene de menor a mayor concentracion interfacial de
acuerdo con las siguientes premisas. El primer régimen semidiluido
significativo de las monocapas de proteinas se caracteriza por un
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exponente denominado y,. En funcion de la repulsion entre
disolventes, el régimen se corresponde con la superposicion de
bloques bidimensionales o tridimensionales que se definen por el
valor numérico de y obtenido para la curva. Asi, si y,=1, entonces se
trata de superposicion de bloques tridimensionales. Por el contrario,
un valor de y, > 3 seria indicativo de la superposicion de bloques
bidimensionales en la interfaz (ver Figura 2.6). Ademas, en este caso
el valor numérico de y, es indicativo de la compacidad neta de la
molécula, siendo ésta mas compacta cuando menor es el valor del
exponente [Douillard, 2003]. El segundo régimen semidiluido que se
detecta con este formalismo teodrico en la interfaz viene dado por un
cambio en la pendiente de la isoterma conforme aumenta la
concentracion interfacial y se denomina y;. Siguiendo consideraciones
similares al régimen anterior, el valor numérico de y; proporciona
informacion estructural de la monocapa. Asi un valor de y;=0 indica la
formaciéon de un cuasi-gel en la interfaz, un valor de y;=1 indica la
formacion de un cuasi-cepillo' en la interfaz y finalmente un valor de
y3>3 indicaria una superposicion de bloques bidimensionales anédloga
a la encontrada en el régimen anterior.

La aplicacion de este formalismo de escalado a los resultados
experimentales de monocapas de proteina en la interfaz aire-agua y en
interfaces aceite-agua, proporciona una importante informacion acerca
de la estructura interfacial adoptada por la proteina. En particular, los
resultados asi obtenidos en la interfaz aceite-agua suponen una
contribucion original y constituyen uno de los avances conseguidos en
esta Tesis Doctoral [Maldonado-Valderrama, 2005c¢].

" Del inglés cuasi-brush
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2.4.- ADSORCION EN INTERFACES LIQUIDO-FLUIDO

La naturaleza dual hidrofoba-hidrofila de los surfactantes y de
las proteinas es responsable de que este tipo de moléculas tengan
habilidad para situarse en interfaces. La ocupacion de un darea
interfacial con alta energia libre (72.5-73 mJ/m’ en el caso de la
interfaz aire-agua) produce una reduccion considerable de la energia
libre del sistema y esto se traduce en una reduccion de la tension
interfacial de la disolucion [MacRitchie, 1990]. El proceso mediante
el cual este tipo de moléculas anfifilicas se dirigen desde el seno de la
disolucion a la interfaz y se concentran alli se denomina adsorcion y el
analisis de la evolucion de la tension interfacial del sistema a lo largo
del proceso de adsorcidén proporciona informacion estructural de la
pelicula interfacial formada. Veamos separadamente las claves del
proceso de adsorcion de proteinas y surfactantes en interfaces liquido-
fluido.

2.4.1 Dinamica del proceso de adsorcion en interfaces liquido-
fluido: y(®)

Con respecto al proceso de adsorcion de las proteinas, éste
difiere en varios aspectos del proceso de adsorcion de surfactantes de
bajo peso molecular. Las proteinas en disolucion acuosa, tienden a
adoptar una configuracion en la cual los grupos no-polares se
congregan en el centro de la molécula y los grupos polares se
disponen en la superficie. De esta manera la energia del sistema se
minimiza reduciendo la interaccion entre grupos no-polares y
moléculas de agua. En la practica ésta es una estructura ideal y existen
evidencias de que debido a restricciones de tipo estérico, la periferia
de la molécula contiene grupos no-polares que interaccionan con el
agua y conducen a la proteina a la interfaz. Ademas, una vez que la
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proteina se ha situado en la interfaz puede adoptar una nueva
configuraciéon estructural en la cual los grupos polares interaccionen
predominantemente con el agua y los no-polares con la fase no-polar.
Este proceso se denomina “desnaturalizacion interfacial” y constituye
la diferencia basica con el proceso de adsorcion de surfactantes,
puesto que debido a este proceso, el area interfacial de la proteina no
es constante a lo largo de todo el proceso. Pero veamos con detalle
cada una de las etapas que caracterizan el proceso de adsorcion de
proteinas en interfaces liquido-fluido. La Figura 2.7 muestra las etapas
del proceso de adsorcion en términos de la disminucion de la tension
interfacial de la disolucion. En esta figura se distinguen tres regiones:
Periodo de induccién (a), periodo de penetracion (b-c) y periodo de
saturacion (c-d). Veamos brevemente las caracteristicas de cada uno
de ellos.

1) Periodo de induccion. Durante los primeros instantes del
proceso de adsorcion se produce un aumento de la densidad
interfacial, que no va acompafiado de una disminucion de la tension
interfacial. La tension interfacial comienza a disminuir a partir de un
valor minimo de la densidad interfacial que se suele encontrar entre un
10-20% de recubrimiento interfacial [Miller, 2000]. El tiempo
necesario para alcanzar este grado de recubrimiento interfacial es lo
que se denomina periodo de induccion y es caracteristico del proceso
de adsorcion de proteinas en interfaces liquido-fluido. Su existencia se
puede explicar debido a la pequenia contribucion de la entropia de la
capa interfacial a la presion interfacial [Miller, 2000]. En el capitulo
siguiente se vera como la contribucion de la entropia de mezcla a la
presion interfacial viene determinada por un factor R7/w, donde w es
el area molar media que ocupa la proteina en la interfaz. Debido al
mayor tamafio de las proteinas con respecto al de los surfactantes, este
factor es varios ordenes de magnitud menor para las proteinas que el
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correspondiente a surfactantes simples. Este hecho hace que en el
proceso de adsorcion de estos ultimos, no aparezca un periodo de
induccion sino que la tension interfacial disminuye en cuanto una
molécula llega a la interfaz. Asi pues, la existencia de este periodo es
un rasgo caracteristico de las disoluciones de proteina, siendo tanto
mayor cuanto menor sea la concentracion de proteina en el seno de la
disolucion. Sobre la existencia de este periodo en la adsorcion de
proteinas en la interfaz aceite-agua, existe en la bibliografia una cierta
ambigiiedad. Los resultados presentados en este trabajo, asi como los
de otros autores, corroboran el hecho de que el periodo de induccion,
aunque presente ciertas peculiaridades en la interfaz aceite-agua, es
una caracteristica de la adsorcion de proteinas independiente de la
interfaz [Segumpta 1999, Beverung 1999, Miller 2000].

i1) Periodo de penetracion. Una vez que se ha alcanzado un
cierto recubrimiento interfacial, se produce bruscamente una rapida
disminucién de la tension interfacial. Esto se debe tanto a la difusion
de moléculas que llegan a la interfaz desde el seno de la disolucion,
como a la reorganizacion estructural que sufren estas ultimas en
contacto con la fase no polar [Tripp, 1995; Beverung, 1999; Miller,
2000].
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Figura 2.7: Etapas del proceso de adsorcion dindmico de proteinas en interfaces
liquido-fluido [Wege, 2002].

1il) Periodo de saturacion de la interfaz. Parece claro que una
vez que la capa interfacial se encuentre saturada de proteina se
alcanzard un valor constante de la tension interfacial del sistema.
Experimentalmente, se observa sin embargo que la tension interfacial
no se mantiene constante sino que entra en una fase de disminucién
muy lenta. Este hecho se justifica debido a la existencia de varios
fendmenos en la capa interfacial. Para disoluciones muy diluidas, la
progresiva disminucion de la tension interfacial se debera
fundamentalmente a la gradual desnaturalizacion interfacial de la
proteina, que podria estar acompafiada de wuna condensacion
bidimensional (agregacion) o a tiempos suficientemente largos de una
gelificacion interfacial [Beverung, 1999; Freer, 2004]. Para el caso de
disoluciones concentradas, la llegada de nuevas moléculas a una capa
interfacial ya saturada, implica un aumento de la densidad interfacial
que no va acompafiado de la correspondiente disminucién de la
tension interfacial. En este caso, la formacion de multicapas bajo la
capa interfacial justifica este fendémeno y la pequena disminucion de la
tension interfacial se debe a la aparicion de los tres procesos citados
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anteriormente [Beverung, 1999]. Es mas, esta ultima fase de
disminucion lenta de la tension interfacial contintia durante semanas.

2.4.2 Equilibrio de adsorcion en interfaces liquido-fluido: y(c)

Hasta ahora, se ha analizado el proceso dindmico de adsorcion,
por ello se ha evaluado la evolucion temporal de la tension interfacial.
Ahora bien, en general, el proceso de adsorcion de moléculas
anfifilicas se estudia mas bien, en términos de la isoterma de tension
interfacial x(c). Esta curva proporciona la relacion entre la
concentracion inicial de surfactante (o proteina) en el medio y la
tension interfacial final dada por dicha disolucion. La Figura 2.8
muestra las regiones estructurales que se distinguen a lo largo de un
proceso de adsorcion de un surfactante de bajo peso molecular en
términos de la tension superficial de la disolucion en equilibrio.

Una vez que se crea la interfaz, las moléculas de surfactante se
dirigen rdpidamente a la interfaz por difusion reduciendo la tension
interfacial. En la region de bajas concentraciones, las moléculas de
surfactante se sitian preferentemente en la capa interfacial y se
alcanza un equilibrio difusivo entre moléculas en el seno de la
disoluciéon y en la interfaz. Conforme aumenta la concentracion de
surfactante en el seno de la disolucion, la tension interfacial final del
sistema disminuye a la vez que se va saturando la interfaz.
Gradualmente, la tension interfacial sigue disminuyendo conforme
aumenta la concentracion de surfactante hasta que la interfaz se satura
por completo debido a la formaciéon de una monocapa de surfactante
en la superficie. A partir de este punto, la tension interfacial del
sistema practicamente no varia y el exceso de surfactante se
autoorganiza en el seno de la disolucion formando micelas. Una
micela es una asociacion de moléculas de surfactante en disolucion
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que se forma espontaneamente de manera que las cabezas hidrofilas
quedan en contacto con el agua y las colas hidrofobas quedan
recluidas en el interior de una entidad esférica. Las micelas se forman
a partir de una concentracion de surfactante en la disolucion,
denominada concentracion micelar critica (cmc) cuyo valor se puede
determinar de manera inmediata a partir de las curvas de y(c) como se
observa en la Figura 2.8.
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Figura 2.8: Regiones estructurales en el proceso de adsorcion en equilibrio de un
surfactante: determinacion de la concentracion micelar critica.

En el caso de la adsorcion de proteinas, debido a su complejidad
estructural y a la multitud de fendémenos que tienen lugar en la capa
interfacial, la interpretacion de la isoterma de presion superficial es
mas compleja. En este sentido, para obtener informacion cuantitativa
de la estructura interfacial es necesaria la aplicacion de un modelo
tedrico a los datos experimentales. En el capitulo siguiente se presenta
el modelo tedrico que se ha utilizado en este trabajo para la
interpretacion de los datos experimentales obtenidos. La aplicacion
del modelo proporciona informacion cuantitativa del cambio
estructural experimentado por las proteinas durante el proceso de
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adsorcion asi como de los procesos que tiene lugar en la capa
interfacial.

2.5.-MODULO DILATACIONAL

En la mayoria de los casos, las aplicaciones tecnoldgicas que
presentan las moléculas anfififlicas no se pueden explicar
exclusivamente en términos de los valores de equilibrio de la tension
interfacial. En casos como la formaciéon de espumas o emulsiones, por
ejemplo, la capacidad de respuesta de la interfaz a una perturbacioén o
la manera en la que se alcanza un nuevo estado de equilibrio son en
general, mas importantes que el estado de equilibrio mismo.

v + Ay L

t Y
= e

Figura 2.9: Respuesta de una interfaz a una perturbacion. Las flechas indican la

direccion del liquido interfacial y del seno de la disolucion.

La respuesta de una interfaz a una perturbacion de su estado de
equilibrio se puede describir de manera esquematica en la Figura 2.9.
En ésta se observa como un incremento del area interfacial tiende a
producir una zona en la que la densidad interfacial es menor y por
ello, la tension interfacial también aumenta localmente (4y>0). Las
areas de alta tension interfacial tienden a contraerse a expensas de las
areas de menor tension interfacial con el fin de reducir la energia
interfacial de exceso del sistema. Por tanto, el gradiente de tension
interfacial produce movimiento de la interfaz hacia la region de alta
tension interfacial. Para ello, la interfaz y el seno de la disolucion se
mueven para contrarrestar la perturbacion. En general, los efectos
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mecanicos producidos por un gradiente de tension interfacial en una
interfaz reciben el nombre de “Efectos de Marangoni”. El primer paso
hacia la interpretacion cuantitativa de estos fendmenos lo constituye la
definicion de Gibbs de la elasticidad superficial como el cambio en la
tension superficial por unidad de cambio relativo de area interfacial:

£= dy
dlnA

2.7)

Gibbs definid este pardmetro inicialmente para la superficie de
un liquido estabilizado por una pelicula de jabon, pero ha resultado ser
adecuado para expresar gradientes de tension interfacial en cualquier
interfaz liquido-fluido [Lucassen-Reynders, 1981]. Este pardmetro ¢
se denomina “elasticidad de Gibbs™ o “elasticidad limite de Gibbs™. El
término “moddulo dilatacional interfacial” se utiliza para el caso mas
general en el cual la interfaz tiene un comportamiento viscoso ademas
de elastico ante una deformacion. La componente viscosa refleja la
existencia de procesos de relajacion en, o cerca de, la interfaz. Asi, el
modulo ¢ es una medida de la resistencia que opone una interfaz a la
creacion de regiones de alta tension interfacial y de la velocidad a la
que los gradientes de tension interfacial desaparecen una vez que cesa
la perturbacion sobre la interfaz [Lucassen-Reynders, 1981].

En un caso general en el que se somete a una interfaz a una
perturbacion pequeiia de area 44, la respuesta en tension interfacial
originada, Ay, se puede escribir como la suma de la contribucién
eléstica y viscosa:

Ay=g,Aln d+y, 204

(2.8)

Si la deformacion es suficientemente pequena y lenta, los coeficientes
€4 Y 7Ma seran constantes. En este caso, comparando las ecuaciones
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(2.7) y (2.8) se obtiene la expresion general del operador matematico,
modulo dilatacional:

d
E=¢, +77dE (2.9)

Esta condicion se consigue usualmente en experimentos en los que se
imponen oscilaciones de tension y densidad interfacial al sistema
alrededor de sus valores en condiciones de equilibrio. En estos
experimentos, la amplitud y la velocidad de la oscilacion pueden ser
controladas facilmente. Asi pues, en un experimento oscilatorio, el
operador d/dt operaria sobre un desplazamiento interfacial dado por
una funcion de onda:

Aln A o< explift) (2.10)

. . ., 2 , . .
donde, f es la frecuencia de la oscilacion”. El mddulo dilatacional
interfacial para el caso de oscilaciones periddicas es una magnitud
compleja dada por la siguiente expresion:

£=€,+if1, (2.11)

En esta expresion, la parte real, también llamada moédulo de
almacenamiento, coincide con la elasticidad interfacial dilatacional
mientras que la parte imaginaria, que también se denomina médulo de
pérdidas, es proporcional a la viscosidad interfacial dilatacional. El
caracter complejo de esta magnitud, se refleja experimentalmente en
una diferencia de fase que aparece entre el cambio en tension
interfacial, Ay, y el cambio en area interfacial, 44, dada por ¢, de tal
forma que los componentes eléstico y viscoso del mddulo dilatacional,
se pueden expresar también en funcion de este desfase:

2 Se denotaré con f'a la frecuencia angular de la oscilacion para evitar la confusion
con @ que denota al area molar media de la proteina en la interfaz.
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Existen en la bibliografia multitud de dispositivos
experimentales que permiten medir el médulo dilatacional interfacial
de capas de proteinas 0 surfactantes adsorbidas en interfaces liquido-
fluido. En funcién de las caracteristicas del dispositivo, la frecuencia
de ondulacion puede variar en varios oOrdenes de magnitud. Las
referencias [Lucassen-Reynders, 1981; Benjamins, 2001] contienen
una detallada descripcion de varias de estas técnicas junto a sus
intervalos de aplicacion.

El moédulo dilatacional interfacial contiene una importante
informacion estructural acerca de la capa interfacial de moléculas
adsorbidas. Sin embargo, debido a la multitud de fendmenos que
afectan a esta magnitud, la correcta interpretacion de las curvas
experimentales es muy compleja y por ello resulta muy complicado
extraer esta informacion de los resultados experimentales [Freer,
2003; Benjamins, 2001]. Cada uno de los pardmetros dilatacionales
contiene informacion diferenciada, por ello una manera de facilitar la
interpretacion de los datos experimentales es evaluar cada uno de los
parametros dilatacionales separadamente. Por un lado, la elasticidad
interfacial contiene la informacion acerca de la resistencia que opone
la capa interfacial a la deformacion. Asi pues, cuando se encuentra un
maximo en la elasticidad interfacial, éste se identifica con la aparicion
de un cambio estructural de la capa adsorbida que a partir de este
maximo, la elasticidad interfacial disminuye de acuerdo con la
deformacion producida. Por el contrario, la deteccion de un
componente viscoso en la capa interfacial indica que en ella tienen
lugar procesos de relajacion como son el intercambio difusivo de
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moléculas en la capa interfacial con moléculas en el seno de la
disolucion, y en el caso de peliculas formadas por macromoléculas,
reorganizacion estructural molecular en la capa interfacial o
fenomenos de colapso [Williams, 1996; Benjamins, 1998; Benjamins,
2001].

Existen dos casos limite, accesibles experimentalmente y que
facilitan la interpretacion de los resultados en los que la pelicula
interfacial tiene un comportamiento dilatacional puramente elastico
[Lucasse-Reynders, 1981]:

1) Monocapa insoluble. En el caso de una monocapa insoluble,
se supone que no existe intercambio difusivo entre la capa interfacial
y el seno de la disolucion. Ademas, en este caso, la oscilacion se
realiza lo suficientemente lenta, de forma que la escala temporal en la
que tiene lugar cualquier proceso de relajacion en la interfaz es mucho
menor que el periodo de la oscilacion. Asi, la capa interfacial cumple
que [-A=cte y la interfaz se encuentra siempre en condiciones de
equilibrio pues se adapta de manera inmediata a la deformacion. En
este caso, la elasticidad interfacial toma un valor limite dado por:

80:(‘617) (2.13)

dInl

1) Capa adsorbida puramente elastica. En este caso si que
puede existir un intercambio difusivo de moléculas entre la capa
interfacial adsorbida y las moléculas en el seno de la disoluciéon al
producirse la deformacion de la interfaz. Una manera de evitar que se
produzca este intercambio es realizar la perturbacion lo
suficientemente rapida como para que la interfaz no tenga tiempo de
responder a la perturbacion impuesta. Por ello, en este caso limite, no
hay tiempo de que se produzcan procesos de relajacion en la interfaz y
la viscosidad superficial que presenta el sistema en estas condiciones



45

es despreciable. Asi, la capa interfacial adsorbida se comporta una vez
mas como insoluble y la elasticidad interfacial se puede relacionar con
las propiedades en equilibrio de la capa interfacial haciendo uso de la
ecuacion (2.13).

Las propiedades dilatacionales de las peliculas adsorbidas de
proteinas o de surfactantes de bajo peso molecular son muy diferentes.
En términos generales, los surfactantes difunden rdpidamente a la
interfaz y forman peliculas, denominadas moviles, en las que una
interfaz libre es rapidamente ocupada por una molécula de surfactante.
Por el contrario, las proteinas son moléculas grandes, que difunden
lentamente y que forman peliculas interfaciales, denominadas
inmoéviles, pero muy resistentes debido a la gran interaccion
intermolecular existente entre las proteinas adsorbidas en la capa
interfacial [Wilde, 2000]. Por ello, la interpretacion de las curvas
experimentales de los pardmetros dilatacionales de las peliculas de
proteina adsorbida en interfaces liquido-fluido es mas compleja que la
de los surfactantes. Una vez mads, en este trabajo, se ha hecho uso de
un modelo tedrico, que se detalla en el capitulo siguiente, para la
interpretacion de las curvas experimentales de propiedades
dilatacionales de capas de proteina adsorbida en interfaces liquido-
fluido con el fin de extraer un maximo de informacion estructural de
las mismas.

2.6.- PELICULAS LIQUIDAS

Hemos visto en los apartados anteriores como las propiedades
de wuna region interfacial difieren significativamente de las
propiedades de las disoluciones adyacentes debido principalmente a
las diferentes interacciones moleculares en estas regiones. Cuando dos
regiones interfaciales se acercan entre si, esas mismas interacciones
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moleculares se manifiestan en una fuerza de interaccién macroscopica
entre las interfaces. Este proceso tiene lugar cuando dos fases se
acercan estrechando la region que contiene la fase que las separa hasta
que las dos superficies interactuan. Esta situacion es equivalente al
acercamiento de dos burbujas en una espuma o de dos gotas de aceite
en una emulsion. Cuando el espesor de la regidon que separa las fases
se hace comparable al de las regiones interfaciales que la limitan, la
region entre capas interfaciales (pelicula) pierde sus propiedades
originales de disoluciéon y es necesario un trabajo para seguir
estrechando la pelicula. Esto proviene de fuerzas macroscdpicas,
atractivas o repulsivas, generadas por la superposicion de dos regiones
interfaciales. Asi pues, para mantener un espesor constante de la
pelicula tras la superposicion de las dos regiones interfaciales es
necesaria la aplicacion de una fuerza externa (positiva o negativa)’
[Bergeron, 1999]. Estas interacciones se pueden cuantificar como un
exceso de presion en funcion de la region de separacion; i.e., espesor
de la pelicula. Esta relacion se denomina isoterma de presion de
disyuncion y es la base de la caracterizacion de las peliculas liquidas.
La definicion de la presion de disyuncion se puede hacer en términos
de variables termodindmicas. De esta manera, el trabajo necesario
para modificar el grosor de una pelicula (%) a temperatura (7), presion
(P), area (4) y nimero de moles de especie i-ésima (V;) constantes
viene dada por [Bergeron, 1999]:

(k)= —(‘;—gj (2.14)

3 Este proceso es andlogo a la fuerza (positiva o negativa) que hay que aplicar sobre
dos imanes para mantener su separacion constante una vez que su distancia es tal
que sus campos interactian.
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El dispositivo mas utilizado para la obtencion de las isotermas
de presion de disyuncion es la “Balanza de Peliculas™, cuyo
funcionamiento se encuentra descrito en detalle en la seccion 4.2. En
este dispositivo experimental se forman peliculas liquidas horizontales
individuales que se disponen en una célula en la que se puede
controlar de manera precisa la presion impuesta a la pelicula, y que en
condiciones de equilibrio estd compensada por la presion de
disyuncion. El grosor de la pelicula se mide a través de la intensidad
de luz reflejada por la pelicula. Asi, se generan las isotermas de
presion de disyuncion, midiendo el espesor de una pelicula en
equilibrio tras aplicar una presion fija a la misma. La variacion del
espesor de la pelicula con la presion de disyunciéon contiene
importante informacion estructural de la pelicula asi como de las
fuerzas de interaccion entre interfaces.

El drenaje es la desaparicion del liquido en el interior de la
pelicula. Este proceso ocurre en espumas debido a la gravedad y
afecta a la estabilidad de la misma como se verd en el apartado
siguiente. El estudio de peliculas liquidas con la balanza de peliculas
permite visualizar el drenaje en funcion de la presion aplicada. En
general, el drenaje de una pelicula liquida se produce en varias etapas
en funcidn de la concentracion de moléculas en la disolucién, siempre
por encima de la cmc. Veamos cada una de estas etapas de manera
genérica.

* Del inglés: Thin Film Balance
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Formacion de una .. Nucleacion de orificios ,
. Formacién de canales . .. Pelicula Negra
pelicula: arruga oscuros: Estratificacion

Figura 2.10: Visualizacion de una pelicula liquida en tres de las etapas del drenaje

Como se observa en la Figura 2.10, inmediatamente después
de la formacion de la pelicula liquida, ésta posee un espesor no
uniforme con una region mas gruesa en forma de lente que se
denomina “arruga™ y que se sitia en el centro de la pelicula. Esta
arruga es hidrodindmicamente inestable y el liquido que contiene
abandona la pelicula de manera espontanea en unos segundos
siguiendo un flujo asimétrico. Esta inestabilidad puede causar la
ruptura de la pelicula si la elasticidad superficial de la capa adsorbida
no es lo suficientemente alta como para resistir la deformacion
[Langevin, 2000]. Una vez que la arruga desaparece, las superficies de
la pelicula quedan practicamente plano-paralelas y aparecen canales®
que atraviesan la pelicula. Esta estructura se estrecha gradualmente
hasta medir unos 100 nm de espesor a la vez que los canales
desaparecen. A partir de aqui, se observan diversas transiciones
escalonadas en la pelicula que tienen lugar por la formacién de
orificios oscuros que se expanden por la pelicula disminuyendo
progresivamente su espesor. Este estrechamiento escalonado de la
pelicula se denomina en la bibliografia “estratificacion” y se debe a la
aparicion de fuerzas oscilatorias estructurales debido a la presencia de
micelas en la disolucion. La disminucion del espesor de la pelicula se

> Del inglés: Dimple
¢ Regiones dindmicas de espesor mayor que el resto de la pelicula
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produce debido a la expulsion sucesiva de las capas de micelas al
aumentar la presion que comenzaba con la formacion (nucleacion) de
un orificio en la pelicula. Una vez que todas las capas de micelas han
sido expulsadas, la pelicula liquida alcanza su espesor final de
equilibrio que dependerd de las interacciones intermoleculares entre
las superficies. La Figura 2.11 muestra los diagramas de presion de
disyunciéon que se obtienen para dos sistemas con diferente
concentracion de surfactante, lo cual determina el numero de
transiciones escalonadas que presenta el sistema.

(b)

v

Figura 2.11: Correspondencia de las isotermas de presion de disyuncion con la
visualizacion de las etapas del drenaje de peliculas liquidas (a) ¢ < cme (b) ¢ >
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Presion de disyucion

Espesor de la pelicula

cmce

Figura 2.12: Estabilidad de una pelicula negra comun (CBF) y una pelicula negra
de Newton (NBF).

Cuando la concentracion de surfactante en el medio es cercana
a la cme, es decir, la fraccion de volumen de micelas es pequeiia,
pueden ocurrir dos situaciones: o bien solamente existe una transicion
desde una “Pelicula Negra Comin™’ a una pelicula muy delgada
denominada “Pelicula Negra de Newton™®, o no existe transicion en
absoluto y el espesor de equilibrio de la pelicula corresponde al de una
Pelicula Negra Comin estabilizada por fuerzas de interaccion
intermoleculares (Figura 2.11a y 2.12). Por el contrario, cuando la
concentracion estd muy por encima de la cmc, i. e. la fraccion de
volumen de micelas en la disolucion es muy alta, se pueden observar
varias transiciones escalonadas debido a la expulsion escalonada de la
capas de micelas y que dan lugar a la curva de presion de disyuncion
oscilatoria debido a las fuerzas estructurales en la pelicula (Figura
2.11b). Ademas, en este caso se observa como cada etapa del drenaje
de la pelicula se corresponde con una presion de disyuncidon y como
en la estratificacion de la pelicula coexisten varios espesores a la

7 Del inglés: Common Black Film (CBF)
¥ Del inglés: Newton Black Film (NBF)
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misma presion de disyuncion. En consecuencia, en sistemas
concentrados  aparecen  oscilaciones con una periodicidad
correspondiente al tamano de las unidades estructurales que componen
el ordenamiento (didmetro de la micela), como se observa en la Figura
2.13. Aqui, la presencia de méaximos y minimos responde a la
alternancia de situaciones de menor (c, e, f) o mayor (a, b, d)
estabilidad, respectivamente. Ademads, las situaciones (a) y (b) se
corresponden con dos tipos de espesores de equilibrio representados
en la Figura 2.12. Es decir, la formacion de un CBF podria deberse a
la existencia de una capa de micelas (h=d) o bien a otro tipo de fuerzas
repulsivas entre las dos capas de surfactante (h<d), representada en
ambas figuras con un trazo discontinuo.

a b c e g a QJd
o
' O b
g 0) d
E c:o ) { H /\ VA n h
§ 00 oM v
§ O 00
"’éco .
h<d h=d

Figura 2.13: Oscilaciones de la presion de disyuncion y expulsion de capas de
micelas en el drenaje escalonado de una pelicula liquida concentrada

Los cambios en la region interfacial que generan la presion de
disyuncion en una pelicula se deben a fuerzas intermoleculares. Las
diferentes contribuciones de la presion de disyuncion se suelen separar
varios componentes:

(k) =T, +T1,,, +II (2.15)

estérica

Donde los subindices indican la naturaleza de la interaccion. Es decir,
“DCE” se refiere a las fuerzas repulsivas electrostaticas debidas a la
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doble capa eléctrica (para sistemas cargados), “vdW” indica las
fuerzas atractivas de dispersion de London-van der Waals, “estérica”
se refiere a las fuerzas estructurales de naturaleza estérica. Para mayor
detalle acerca de las fuerzas oscilatorias en peliculas liquidas se puede
consultar la referencia [Israelachvili, 1991; Bergeron, 1999]

Al igual que ocurre con los fenomenos descritos en el resto del
capitulo, el drenaje de peliculas de proteina difiere en varios aspectos
del drenaje de peliculas de surfactante. Las proteinas forman
agregados de gran tamafo y forman peliculas liquidas con un espesor
heterogéneo.

2.7.-EMULSIONES Y ESPUMAS

En términos generales, las emulsiones y las espumas son
dispersiones que presentan numerosas analogias entre ellas. En
cualquier caso, se va a realizar una descripcion general de cada una de
ellas por separado.

2.7.1 Espumas

Una espuma es una dispersion de burbujas de aire en un
liquido. Debido a la gran cantidad de superficie libre que presentan las
espumas, la energia superficial del sistema es muy alta y se trata de un
sistema termodinamicamente inestable. La presencia de un agente
tensioactivo en la disolucion acuosa, promueve la formacion de una
capa de moléculas anfifilicas adsorbidas en las superficies de las
burbujas de tal manera que la energia superficial del sistema
disminuye.

Las caracteristicas finales de una espuma estan intimamente
relacionadas con las propiedades de las peliculas liquidas que la
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forman asi como de las propiedades dilatacionales de las peliculas de
moléculas adsorbidas en la superficie. El proceso de formacion de una
espuma (o capacidad espumante) y la estabilidad de la misma son dos
fendmenos que no se pueden evaluar de manera independiente puesto
que paralelamente a la formaciéon de una espuma, tienen lugar
mecanismos de desestabilizacion de la misma que la van destruyendo
si es muy inestable [Langevin, 2000]. Sin embargo, para facilitar la
comprension, veamos estos dos fenomenos separadamente.

Formacion de una espuma

Cuando se forma una espuma a partir de una disolucion de
moléculas superficialmente activas, en términos generales lo que esta
sucediendo es la creacion de area superficial que debe ser ocupada
rapidamente por moléculas. Asi pues, tres factores fundamentales
afectan a este fenémeno: la cantidad de moléculas en el medio, la
velocidad de adsorcion de las moléculas sobre la superficie y las
propiedades dilatacionales de la capa de moléculas adsorbida. Veamos
esto en detalle.

En primer lugar, es evidente que la capacidad espumante de
una disolucién aumenta con el numero de moléculas anfifilicas
accesibles en el medio ya que la concentracion superficial aumenta
con la concentracion de particulas en el seno de la disolucion
[Carrera-Sanchez, 2005].

En segundo lugar, la dindmica de adsorcion de las moléculas
juega un importantisimo papel en la capacidad espumante de las
mismas. Cuando se crea una superficie, la velocidad con la cual las
moléculas se sithan en la superficie protegiéndola es un factor
determinante en la formacion de una espuma. Asi, los surfactantes,
que difunden rapidamente a la superficie, poseen una gran capacidad
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espumante. Ademas, en estos sistemas, las micelas juegan un papel
clave. Cuando se crea una superficie durante el proceso de formacion
de una espuma, en una disolucién suficientemente concentrada de
surfactante, las moléculas de surfactante que alcancen la superficie
provienen mayoritariamente de las micelas. Por ello, la cantidad de
espuma formada esta directamente correlacionada con la vida media
de las micelas [Oh, 1991]. De esta manera, la estabilidad de las
micelas determina la capacidad espumante del surfactante. Con
respecto a la proteinas, atendiendo a la velocidad de adsorcion, las
proteinas pequenas, flexibles y desordenadas poseen una mayor
capacidad espumante que las proteinas grandes y globulares debido a
su mas rapida difusion a la superficie [Martin, 2002].

Finalmente, para una correcta formacion de la espuma, es
necesario que cuando una superficie se expande, la nueva superficie
creada sea rdpidamente ocupada por moléculas. Este fenémeno esta
directamente relacionado con la viscosidad superficial de la capa de
moléculas adsorbida puesto que este parametro mide precisamente la
habilidad de la pelicula para responder a un cambio en area [Durand,
1999; Langevin, 2000]. Una viscosidad superficial muy alta implica
que el sistema no se opone a la deformaciéon inducida en la capa
superficial y por tanto la creacioén de area superficial se ve favorecida
y con ello la formacién de una espuma.

Estabilidad de la espuma

La estabilidad de una espuma estd gobernada principalmente
por dos procesos: la maduracion de Ostwald’ y la coalescencia
[Langevin, 2000]. Veamos cada uno de estos en detalle.

® Del inglés Ostwald Rippening
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El primer proceso de desestabilizacion de una espuma se
denomina maduracion de Ostwald. Este fendmeno se debe a que la
presion del gas en burbujas pequefias es mayor que la presion del gas
en burbujas grandes. En estas condiciones, las burbujas pequefias
desaparecen a expensas de las grandes, debido a la difusion del gas
desde las burbujas pequefias a las grandes por el gradiente de la
presion hidrostatica entre las dos burbujas. En consecuencia, este
mecanismo se encuentra favorecido en el caso de sistemas muy
polidispersos. Otro factor importante que afecta a la maduracion de
Ostwald es la solubilidad del gas en la fase liquida. Si el gas utilizado
en la formacion de una espuma es muy soluble en la fase acuosa,
como es el caso del didxido de carbono (CO,), la difusion del gas
entre burbujas se ve claramente favorecida. La utilizaciéon de gases
menos solubles en agua como el nitrogeno (Ny) en la formacion de
espumas, aumenta significativamente la estabilidad de la misma.

Veamos a continuaciéon el proceso de coalescencia de dos
burbujas. Este proceso consiste en la ruptura de la pelicula liquida que
queda entre dos burbujas para formar una unica burbuja mas grande.
El proceso de coalescencia se puede separar en dos etapas: drenaje y
ruptura.
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Pelicula liquida Borde de Plateau

Figura 2.14: Imagen de una espuma real [http://www.iit.edu/~wasan/ftdes.html]

En primer lugar, el drenaje consiste en la desaparicion del
liquido que ocupa el espacio entre dos burbujas de aire y produce el
estrechamiento de las peliculas liquidas que separan dos burbujas.
Este fenémeno se produce debido a la gravedad y a las fuerzas
capilares en las peliculas liquidas. Como se observa en la Figura 14,
las burbujas se estructuran en una espuma formando lo que se
denominan “bordes de Plateau”. En estos puntos, convergen tres
peliculas y en ellos la presion del liquido es menor que en el centro de
la pelicula. Para compensar esta diferencia de presion, el liquido
tiende a dirigirse a los bordes de Plateau, también estrechando la
pelicula que separa dos burbujas. Este tipo de inestabilidades implican
una deformacién de la pelicula, de manera que la resistencia de la
pelicula a la deformacién inducida por el drenaje es clave en la
estabilidad de la misma. Al contrario que en el caso de la formacién
de una espuma, la estabilidad de la misma estd determinada por la
elasticidad superficial de la pelicula. Este parametro cuantifica la
resistencia a la deformacion de la superficie de manera que peliculas
muy elasticas serian capaces de resistir el drenaje de liquido. Mas
concretamente, la arruga producida por el drenaje del liquido
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inmediatamente tras la formacion de una burbuja (ver seccion 2.5)
causara la ruptura de la pelicula si la elasticidad superficial de la
misma no es lo suficientemente elevada. Ademads, puesto que la
formacion de arrugas esta limitada a peliculas grandes, las espumas
formadas por burbujas pequenas son mas estables frente al drenaje.

Una vez que la pelicula de liquido que queda entre dos
burbujas se ha estrechado, debido al drenaje, se puede producir la
ruptura de la misma. En la bibliografia existen numerosos modelos de
ruptura de peliculas liquidas. En ellos se deduce que la ruptura de la
pelicula tiene lugar debido a la amplificacion de fluctuaciones de
concentracion superficial (/). Matemdaticamente, la amplitud
cuadratica media de estas fluctuaciones escala de la siguiente manera
[Langevin, 2000]:

k,IT*
£

<O >oc

(2.16)

donde kg es la constante de Boltzman, 7T es la temperatura y ¢ es la
elasticidad superficial de la pelicula. Ademés, de acuerdo con
Langevin, el tiempo correspondiente a la amplificaciéon de una
fluctuacion 6/ escala con:

él—wZ
T oc exp(d—2>J (2.17)
donde oI deberia ser al menos igual a (/-[,) siendo [, la
concentracion superficial a la cual desaparecen las fuerzas repulsivas
de corto alcance. Y puesto que este valor es muy pequeiio, se cumple
que: ol" =I'. Asi pues, sustituyendo la ecuacion (2.17) en (2.16) se
obtiene que el tiempo de ruptura varia exponencialmente con la
elasticidad superficial de la pelicula adsorbida.

7 o< exp(e) (2.18)
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De este modo, la elasticidad superficial constituye el parametro
clave en la estabilidad de una espuma. En la seccion 2.4 se ha visto
como la elasticidad superficial depende de la frecuencia de oscilacion.
Por tanto, es importante indicar en qué condiciones la elasticidad
superficial medida proporcionard informacion acerca del mecanismo
de desestabilizacion. De acuerdo con Langevin, las peliculas liquidas
que forman una espuma se vacian de moléculas entre las dos
superficies debido al proceso de drenaje. Asi pues, se trataria de un
sistema parecido a una pelicula monomolecular. En un experimento
dilatacional, si la frecuencia de oscilacion es suficientemente alta, la
elasticidad superficial medida se corresponde con la de una pelicula
monomolecular, luego el parametro clave en la estabilidad de una
espuma es la elasticidad de Gibbs [Langevin, 2000].

2.7.2 Emulsiones

Una emulsion es en términos generales, una dispersion de
gotas de un liquido en otro que se denomina fase continua. Los
mecanismos de formacion y estabilidad de una emulsiéon son bastante
similares a los descritos en el caso de una espuma en el apartado
anterior, pese a la diferencia estructural entre ambos sistemas. Pese a
ello, veremos a continuaciéon de manera resumida los principales
aspectos que caracterizan a este tipo de dispersiones.

Al igual que ocurre en el caso de las espumas, la estabilidad de
la emulsion estd intimamente relacionada con las caracteristicas
estructurales de la capa de moléculas adsorbidas en la superficie de las
gotas que la componen. En particular, las propiedades reoldgicas de
dicha capa serdn, una vez mas, clave en la estabilidad de la emulsion.
Al igual que ocurre en el caso de las espumas, los mecanismos
implicados en la formaciéon de emulsiones y en la estabilidad de la
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emulsion no se pueden evaluar de manera independiente. A diferencia
de lo que ocurre en el caso de una espuma, la formacion de una
emulsion no se observa en tiempo real y en general la capacidad
emulsionante de una sustancia anfifilica se suele medir en términos
del tamafio de gota de la emulsion formada, siendo mayor la
capacidad emulsionante de una molécula cuanto menor es el tamafio
de las gotas que forman la emulsion. Ademads, de acuerdo con Poon y
col. el uso de homogeneizadores en la formacién de emulsiones
implica un enorme aporte energético al sistema. Por ello, la adsorcion
de moléculas en la superficie de las gotas de aceite, no estd controlada
por difusion como en el caso de la adsorcion sobre una interfaz
estatica y la conexion entre las dos situaciones es, en general, muy
compleja [Poon, 2001].

<% Floculaciéon
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Figura 2.15: Mecanismos de desestabilizacion de una emulsion

La estabilidad de las emulsiones es un fendmeno que se puede
observar y evaluar en tiempo real y por ello, en la bibliografia se
encuentra que los mecanismos que afectan a la estabilidad de una
emulsion estdn esquematizados en la Figura 2.15 y se denominan:
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maduraciéon de Ostwald, sedimentacién/cremacion, floculacion y
coalescencia [Langevin, 2000].

En primer lugar, la maduracion de Ostwald es completamente
similar al caso de las espumas. Se trata de la difusion del liquido
disperso desde las gotas mas pequefias a las mas grandes debido a
diferencias de presion hidrostatica. Al igual que antes, la solubilidad
del liquido disperso (aceite) en la fase continua (agua), jugara un papel
clave en el control de este mecanismo de desestabilizacion. Asi pues,
el uso de alcanos de cadena larga, menos solubles en la fase acuosa
que los alcanos de cadena corta, favoreceran la estabilidad de la
emulsion frente a este mecanismo [Langevin, 2000].

El principal mecanismo desestabilizador de las emulsiones es
la sedimentacion/cremado. Este mecanismo tiene lugar en la emulsion
cuando el tamafio de las gotas es micrométrico. En este caso, la
velocidad, debida a la gravedad, de una gota de liquido de densidad p;
y radio R en otro liquido de densidad p; y viscosidad # viene dada por
la ley de Stokes:

_2R(p—p:)g (2.19)
o

v

donde g es la aceleracion de la gravedad. De acuerdo con la diferencia
de densidades entre el liquido disperso y la fase continua, se produce
el fenémeno de sedimentacion o cremado. Cuando la fase dispersa es
un aceite, el proceso por el cual las gotas de emulsion tienden a
situarse en la parte superior de la misma se denomina formacién de
cremas o cremado [Robins, 2000]. A la vista de la ecuaciéon (2.19),
este mecanismo depende del tamafio de las gotas, dentro del intervalo
de aplicabilidad, de la diferencia de densidades entre los liquidos y de
la viscosidad del medio acuoso [Langevin, 2000; Robins, 2000]. La
formacion de cremas aumenta significativamente con el tamafo de
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gota y por ello, la formacién de emulsiones de gotas grandes es muy
complicada. Esta es una de las razones por las que la capacidad
emulsionante es mayor para tamafios de gota pequefios. En emulsiones
mas concentradas, el proceso de cremado se ve ralentizado y
finalmente desaparece a partir de una fraccion de volumen del 60% de
fase dispersa. A partir de este momento, las gotas dejan de ser
esféricas para ser poliédricas de manera que las regiones liquidas entre
gotas son peliculas liquidas. La apariencia de este tipo de emulsiones
es completamente similar a la de una espuma y el drenaje del liquido
entre gotas de aceite debido a la gravedad es el nuevo mecanismo
desestabilizador.

Finalmente, la coalescencia y la floculacion son dos procesos
andlogos a los encontrados en el caso de las espumas. La floculacion
es el proceso por el cual dos gotas se encuentran y se unen sin que se
produzca la ruptura de la pelicula interfacial. Por tanto, las gotas no
pierden su identidad geométrica. Este mecanismo, depende del
balance entre las fuerzas de atraccion de Van der Waals y las fuerzas
de repulsion de tipo estérico debido a la presencia de moléculas en la
interfaz y electrostaticas, si el sistema posee carga superficial. Por lo
tanto, la floculacion puede ser un proceso reversible que dependa de
las interacciones presentes en el sistema. Por el contrario, la
coalescencia es el proceso por el cual dos gotas se encuentran y se
produce la ruptura de la pelicula interfacial de manera que forman una
gota mas grande. En consecuencia, este proceso es irreversible y viene
determinado por la elasticidad de la pelicula interfacial adsorbida que
se opone a la deformacion/ruptura de la misma [Husband, 1997,
Carrera-Sanchez, 2005; Langevin, 2000; Wilde, 2000]. Asimismo,
para que la coalescencia tenga lugar, es necesaria la aparicion previa
de una floculaciéon o cremado de la emulsion, dado que se requiere
que las gotas estén durante un intervalo de tiempo en contacto entre si.
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La coalescencia afecta significativamente a la estabilidad global de la
emulsion puesto que la formacion de gotas mas grandes a partir de
gotas mas pequefias favorece también el cremado en la emulsion.

Cabe destacar que debido al aporte energético transferido a la
emulsion durante el proceso de formacion, la estabilidad de la misma
dependera no solamente de la estructura de la capa de moléculas
adsorbida sino que resulta muy dependiente del mecanismo de
formacion de la misma, que favorecera en cada caso la incidencia de
un mecanismo de desestabilizacion u otro. Asi pues, la conexion entre
las propiedades interfaciales de la pelicula de moléculas adsorbida es
mas compleja en el caso de una emulsion que en el caso de una
espuma [Langevin, 2000].

En términos generales, la estabilizacion de emulsiones y
espumas es diferente para surfactantes o proteinas. Los surfactantes
difunden rapidamente a la interfaz y forman peliculas interfaciales
muy fluidas que les permiten migrar a regiones en las que la
concentracion interfacial ha disminuido debido a una deformacién del
area interfacial. Por el contrario, las proteinas forman peliculas
interfaciales viscoelasticas muy resistentes a la deformacion debido a
las fuertes interacciones interrmoleculares [Wilde, 2000]. Cuando se
forma una espuma o una emulsiéon de un sistema mixto formado por
proteinas y surfactantes, la situacién se complica significativamente.
En general, los surfactantes debilitan las peliculas viscoelasticas de
proteinas y las proteinas obstaculizan la movilidad interfacial de los
surfactantes. Dado que las dispersiones alimentarias estan formadas
por multitud de ingredientes, el estudio de estos sistemas mixtos
presenta un enorme interés en la ciencia y tecnologia alimentaria con
el fin de llegar a comprender y predecir su estabilidad [Mackie, 2005].



Capitulo 3.

M ODELO TERMODINAMICO DEL
COMPORTAMIENTO INTERFACIAL
DE PROTEINASY SURFACTANTES
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3.1.- INTRODUCCION

A lo largo de las dos ultimas décadas, el Dr. Fainerman junto a
varios colaboradores han desarrollado un modelo termodindmico que
describe las propiedades de una capa de proteina adsorbida en la
interfaz liquido-fluido en condiciones de equilibrio. Un analisis
termodindmico de este sistema interfacial proporciona una descripcion
del sistema en forma de tres ecuaciones: i) La ecuacion de estado,
7(T'), que relaciona la presion interfacial con la composicion de la capa
interfacial. i) La isoterma de adsorcidén, /(c), que determina la
relacion entre la adsorcion de los componentes con su concentracion
en el seno de la disolucion. iii) La isoterma de presion interfacial z(c)
que relaciona de forma directa la presion interfacial con la
concentracion de la disolucion y que por tanto se puede comparar
directamente con los datos experimentales. Los primeros formalismos
termodindmicos de capas adsorbidas, desarrollados por Langmuir y
von Szychowski, no reproducen satisfactoriamente los datos
experimentales, debido principalmente a la simplicidad de sus
premisas [Fainerman, 2003]. Estas se pueden resumir en que en la
capa interfacial no existe interaccion entre moléculas adsorbidas y
todas las moléculas poseen igual valor de area interfacial. Asi pues, la
inclusion de estos fenomenos en la capa interfacial adsorbida es el
punto de partida del formalismo termodindmico desarrollado por
Fainerman y col.

La teoria se encuentra descrita en profundidad en numerosas
publicaciones y reviews al respecto, que se detallan a lo largo de todo
el capitulo, sin embargo y con el fin de facilitar la comprension del
analisis realizado a los datos experimentales, a continuacion se
muestra un pequeilo resumen de la teoria asi como de algunas
aplicaciones. En primer lugar se explica la teoria general que describe
una capa interfacial. A partir de estas ecuaciones generales, se
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obtienen como caso particular las ecuaciones que describen la capa de
proteina adsorbida en una interfaz liquido-fluido. De manera similar,
se obtiene como caso particular, la ecuacion de Frumkin, que describe
suficientemente bien la adsorcion de surfactantes en interfaces fluidas.
Asimismo, se presentara la aplicacion de este mismo formalismo al
estudio de la adsorcion de sistemas mixtos (proteina/surfactante). A
continuacion se detallan las claves para la extension del formalismo
teorico al estudio de la dindmica de adsorcion asi como a las
propiedades elésticas de la capa de proteina interfacial. Finalmente, se
realiza una descripcion resumida de la implementacion de la teoria
mediante un programa informatico que se ha realizado en este trabajo
para ajustar los datos experimentales con el modelo tedrico
presentado.

3.2 TEORIA DE ADSORCION DE PROTEINAS EN INTERFACES
FLUIDAS

Como se ha visto en el capitulo anterior, la adsorcion de
proteinas en interfaces fluidas difiere significativamente de la
adsorcion de surfactantes de bajo peso molecular. Estas diferencias se
refieren béasicamente a las variaciones estructurales existentes entre
ambos tipos de moléculas. Concretamente, la diferencia estructural
basica consiste en que el valor del area interfacial de las proteinas, al
contrario de lo que ocurre con surfactantes simples, es elevada y
ademas, puede variar. En la bibliografia se encuentran diversas formas
de abordar este problema desde un punto de vista tedrico. En la
referencia [Fainerman, 1998a] se encuentran detalladas las principales
caracteristicas, inconvenientes y ventajas de las teorias mecano-
estadisticas y de escalado que se usan en la bibliografia para escribir la
capa interfacial de proteina. En este trabajo se ha escogido la
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aproximacion termodindmica del problema. Ademas, puesto que este
modelo tedrico ha sido desarrollado a lo largo de varios afios, se van a
describir separadamente dos versiones del modelo. Una primera
descripcion teorica que incluye consideraciones de carga electrostatica
y una segunda version mejorada y muy reciente del modelo tedrico
que profundiza en la desnaturalizacion interfacial de las proteinas.
Ademés, las dos versiones seran aplicadas sucesivamente a los datos
experimentales en el Capitulo 5.

El modelo termodindmico propuesto por Fainerman y col. se
basa en un concepto derivado por Joos y Serrien tras la aplicacion del
principio de Braun Le Chatelier' al proceso de adsorcion de proteinas
en interfaces fluidas [Joos, 1991]. Estos autores encuentran que si una
molécula adsorbida puede ocupar varias regiones de la interfaz
entonces lo hard de acuerdo con la siguiente regla. Si la presion
interfacial es baja, el area interfacial ocupada por la proteina serad
maxima mientras que si la presion interfacial es alta, la molécula
ocupara un area interfacial minima. En este sentido, Joos y Serrien
obtienen por vez primera una expresion que describe la adsorcion de
una proteina que presenta dos estados conformacionales diferentes en
la interfaz [Joos, 1991]. En concreto, encuentran que la tension
interfacial controla el grosor y la composicion de una capa adsorbida
de proteinas de tal manera que la fraccion de moléculas adsorbidas en
una configuracion de drea interfacial minima aumenta con la presion
interfacial. El modelo termodindmico que se presenta a continuacion
generaliza este concepto de manera que la proteina puede adoptar un
nimero dado de estados conformacionales en la interfaz (n)
[Fainerman, 1996].

! Principio de Braun Le Chatelier: Si se impone cualquier cambio a un sistema en
equilibrio, éste tiende a buscar un nuevo equilibrio contrarrestando dicho cambio
[Callen, 1985]
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Figura 3.1: Visualizacion del modelo de adsorcion propuesto:

(a) Cambio conformacional de las moléculas adsorbidas (b) Area molar ocupada
por cada molécula de proteina adsorbida. Los estados 1 a 4 corresponden a un
incremento de la presion y densidad interfacial (disminucion del area molar
interfacial media) [Miller 2002]

En la Figura 3.1 se muestra un diagrama esquematico del proceso de
adsorcion de proteina. A baja presion interfacial, la proteina se
encuentra en un estado de méaximo desdoblamiento y el area
interfacial ocupada es maxima (wuqy). Conforme aumenta la densidad
interfacial de proteina, i.e. aumenta la competicion entre moléculas de
proteina adsorbidas, el area ocupada disminuye hasta que se alcanza
un valor minimo (w,). Esto concuerda asimismo con la evidencia
experimental de que el grosor de la capa adsorbida aumenta conforme
aumenta la presion interfacial, i.e. la densidad interfacial de proteina
[Miller, 2000]. Veamos a continuacion los detalles del formalismo
teorico que describiran este complejo sistema interfacial.

3.2.1 Teoria general dela capainterfacial

El punto de partida del tratamiento tedrico es el potencial
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quimico de los componentes de la capa superficial g (el superindice

s se refiere a la superficie o interfaz) [Fainerman, 1998b; Fainerman,
20017]:

u =u”(T,P,y)+RTIn f'x; (3.1)

1

donde 4" (T,P,y) es el potencial quimico de referencia del

componente i y depende de la temperatura, de la presion y de la
tension superficial y, f; es el coeficiente de actividad y x; es la fraccion
molar del componente i. Con el fin de expresar el potencial quimico
de referencia tnicamente como funcion de la temperatura y de la
presion es necesario introducir una dependencia explicita de este con
la tension superficial/interfacial en la ecuacion (3.1). Para ello se
aplica la expresion de la variacion del potencial superficial de Gibbs
en una superficie divisoria de Gibbs a presion y temperatura
constantes:

dG=—Ady+ u'dm; (3.2)

donde A es el area superficial y m; es el nimero de moles del
componente i-€simo. Puesto que dG es un diferencial exacto, todos los
componentes de la capa superficial cumplen la siguiente relacién de
Maxwell (a presion (P), temperatura (7) y ntimero de moléculas
distinto de i (m;') constantes):

ou’ 04
S 33
(5. o) o

Aqui, el término a la derecha de la igualdad (3.3) es por definicion el

area molar parcial del componente i-ésimo (a P, T'y m’ constantes):



70

A4\ _, (3.4)
om; ), i '

Sustituyendo la ecuacidon (3.4) en la ecuacion (3.3) y operando se

puede transformar la ecuacion (3.2) de la siguiente manera:
u = (T,P)= [ @dy+RTIn f;x; (3.5)

En esta ecuacién, el potencial quimico de referencia es ya
independiente de la tension superficial. Ademas, si uno supone que el
valor de w; es también independiente de la tension superficial, puede
realizar facilmente la integral y obtener finalmente la conocida
ecuacion de Butler del potencial quimico en la superficie [Fainerman,
1998a; Fanerman, 2001]:

u; ::aios +RTIn f7'x; —yo, (3.6)

Para obtener las ecuaciones de estado y las isotermas de
adsorcion de la capa interfacial adsorbida es necesario conocer,
ademas del potencial quimico de la capa interfacial dado por la
ecuacion (3.6), la expresion del potencial quimico en el seno de la
disolucion (denotado con el superindice a). Este viene dado por:

uf =u'* +RT In f%x] (3.7

En condiciones de equilibrio, igualando las ecuaciones (3.6) y (3.7) se
obtiene que:

W +RTIn £%x" = u” + RTIn £’ x} — yo, (3.8)

Donde 1" es el potencial quimico de referencia del componente i-
¢ésimo, dependiente solo de 7'y P. Aqui, es necesario definir el estado
de referencia con precision. Para el disolvente (i=0) se elige un
componente puro; x,=1, f5'=1, xo"=1, fy"=1 y y=y,. Sustituyendo todo
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esto en la ecuacidn se obtiene (3.8):
;Ugs — 70D :/U(()m (3.9)

Combinando las ecuaciones (3.8) y (3.9) se obtiene la siguiente
relacion general:

I :—(70;;)6"0 (3.10)
0 0

Paralelamente, el potencial quimico de un componente puro estd
relacionado con el obtenido suponiendo una dilucién infinita
(denotada por (0) y que cumple: x;"—1y f"= fi=1), mediante:

Moy =M +RTIn f,, (3.11)

Introduciendo esta ecuaciéon en la ecuacion (3.8) y definiendo

s
X, . . .,
K = (—’aj , se tiene finalmente la siguiente relacion:
X

x¥ >0

i

In J; ':i ifw)ia :_(70_7)0% (3.12)
K. fo'xo | foy RT

Aqui, los coeficientes de actividad adicionales () /%0,
introducidos para establecer una consistencia entre los potenciales
quimicos de los componentes puros y aquellos en dilucion infinita, se
pueden incorporar en la constante K;. Asi, (3.10) y (3.12) constituyen
las relaciones generales a partir de las cuales se pueden obtener las
ecuaciones que describen un sistema interfacial.

Para ello, en primer lugar es necesario introducir en el
formalismo el concepto de grado de recubrimiento interfacial 6,= Ijw;.
Para sistemas compuestos por varios tipos de moléculas o moléculas
que puedan presentar diferentes estados interfaciales, los
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correspondientes w; son diferentes y la superficie divisoria viene dada
por la siguiente relacion general:

% 1

dT=— (3.13)
i=0 Wy

donde wy es el area molar superficial media y # es el nimero total de

estados accesibles para la molécula en la interfaz. Ademas, la

contribucion de cada componente al area interfacial media viene dada

por:

2.Lo
|
w5 = Zrl (3.14)

=1

Y se cumple que:

I,
X ==—=law; ) 6 =1 (3.15)
> 2

Introduciendo en las ecuaciones (3.10) y (3.12) el grado de
recubrimiento interfacial en lugar de la fraccion molar de los
componentes y operando se obtienen las siguientes ecuaciones:

7r=—£{ln(l—zn:0i)+lnfos} (3.16)

a)O
6,18
n o,/ @,
(1_29,) ()
i=1

Ahora si, las ecuaciones (3.16) y (3.17) constituyen las

Kx =

|20

(3.17)

relaciones generales a partir de las cuales se obtienen las ecuaciones
de la capa interfacial adsorbida. Para ello es necesario estimar los
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valores de los coeficientes de actividad ;' para cada caso particular y
sustituirlos en las ecuaciones (3.16) y (3.17).

Veamos las relaciones generales de los coeficientes de actividad.
De acuerdo con Fainerman y col. estos coeficientes se pueden
expresar en términos de la entalpia (H) y la entropia (E) de mezcla, de
manera que vienen dados por la suma de ambas contribuciones
[Fainerman, 1996; Fainerman, 2001; Fainerman, 2003]:

Inf’ =Inf + £ 21 (3.18)
Aqui la no-idealidad entalpica estd determinada por interacciones
intermoleculares:
S s 1 s
RTIn £ :ZZ£Aik —EAikje,.ej (3.19)
i

donde A4, =U;+U; —2U;; y Uy son energias de interaccion entre
especies en la capa adsorbida. Y la no idealidad entrépica viene dada

de acuerdo con Lucassen-Reynders por [Fainerman, 2003]:

lnf;E =1—njzn:{

i=o0

ﬂj (3.20)
ni
donde n, =
a)O

La combinacion de diversos modelos tedricos con las ecuaciones
que definen los coeficientes de actividad ((3.19) y (3.20)) permite
obtener las expresiones de los coeficientes de actividad concretos.
Sustituyendo estos en las ecuaciones (3.16) y (3.17) se obtienen los
diferentes modelos tedricos adecuados a las condiciones particulares
de la capa interfacial de moléculas adsorbidas. Veamos a continuacion
el caso particular de proteinas en la capa interfacial.
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3.2.2 Modéelo de Fainerman |

Consideremos que las moléculas de proteina pueden encontrarse
en la capa interfacial en un numero dado de estados con diferentes
areas molares. Estos valores de area varian desde un valor maximo
Wmax que se alcanza a bajo recubrimiento interfacial y un valor minimo
Wmin que se alcanza a alto recubrimiento interfacial. Ademas, las
moléculas en diferentes estados se encuentran en equilibrio entre ellas
pero se comportan como componentes independientes. Los valores de
area molar que la proteina puede alcanzar en la capa interfacial estan
bien definidos y se expresan en términos del drea molar de la proteina
en el primer estado, w;, y de un incremento, 4w (siendo el area que
ocupa la proteina en el estado 1, w;, la minima):

o =w+Ao(i-1;A0=0;0 =io, (3.21)

Entonces @,, =nw, y @, =o,son los valores extremos de éarea

molar que alcanza la proteina en la interfaz y 4w= w; es el incremento
de area entre dos estados consecutivos.

En esta situacion, y con el fin de simplificar el problema los
autores asumen que la no idealidad de la entalpia se la capa interfacial
es independiente del estado de adsorcion y depende solamente de la
densidad interfacial total (I's =) ;>;I7). Asi pues los coeficientes de
actividad ((3.19) y (3.20)) toman la siguiente forma simplificada
[Makievski, 1998; Fainerman, 1998a]:

In £ =a(l-Tywy);i >1

(3.22)
In 7" = aly @}
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o. w.
Inf* =1-n) L=1-0 YT, =1-—1;i>1
.,Z»;n,- /Z T e (3.23)

In % =0

donde se ha hecho uso de la relacion (3.13) en la expresion (3.23) y a
es una constante de interaccion molecular que coincide con el
parametro de Flory [Flory 1941; Makievski, 1998].

Ademas, las proteinas son polielectrolitos, que contienen grupos
superficiales que se ionizan y dependiendo del punto isoeléctrico de la
proteina y de pH al que se realice la adsorcion. Para incluir el efecto
de la doble capa eléctrica en la capa de proteina adsorbida, hay que
considerar los potenciales electroquimicos en lugar de los potenciales
quimicos de Butler en las ecuaciones 3.6 y 3.7. En la referencia
[Makievski, 1998] se encuentra detallada la obtencion de las
ecuaciones, que finalmente describen la capa interfacial, teniendo en
cuenta la contribucion de la doble capa eléctrica. Asi pues, incluyendo
los coeficientes de actividad dados en 3.22 y 3.23 en las relaciones
generales 3.16 y 3.17 y teniendo en cuenta las siguientes hipdtesis: (i)
El grosor de la doble capa eléctrica es menor que el de la capa
adsorbida para una disolucion de proteina, (ii) ae = z°F/wx(8eRTcs) es
una constante que incluye las interacciones inter-iénicas y es mucho
mayor que la constante a de Flory, (ii1) wo=wmz, se obtienen finalmente
la siguiente ecuacion de estado y la isoterma de adsorcion de la
proteina adsorbida:

7= -Ty0,) - a, 0t (3.24)

z
1—‘1 w):

b= o (3.25)
Phad>

donde ¢ es la concentracion total de proteina en el seno de la
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disolucion y b; =b;=cte es la constante de equilibrio de adsorcién de la
proteina.

La adsorcion total se expresa en términos de la adsorcion en el
estado 1:

& | — ) 7w
L =TS x| (- 1) 20 |exp| — E D72 3.26
5 1; p{( )a)z P RT ( )

Y finalmente, el area molar media de la proteina y la adsorcion en el

estado i-ésimo o distribucion de estados en la capa interfacial vienen

dados por:
rof e
o, = 0, _ (3.27)
S )
Zz exp| —
e -
-1
i exp[— G R);m)l ]
=TI (3.28)

Las ecuaciones 3.24-3.28 describen la adsorcion de proteinas
con cuatro parametros independientes: @;, W= 1 W1, gy b;. Y se
puede ver como, segiin este modelo, para valores de 7 muy pequefios
(0,1 mJ/m?), el nimero de moléculas que ocupan un area maxima es
mayor que para el resto de los estados, aunque en la capa adsorbida
hay moléculas en todos los estados [Makievski, 1998]. Este niimero
disminuye conforme aumenta la presion interfacial hasta que, para
7>10mJ/m?, s6lo un numero muy pequefio de moléculas ocupan un
area interfacial mayor que w;. Teniendo en cuenta esto, la capa
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adsorbida en equilibrio se caracteriza por una desnaturalizacion casi
completa de la proteina a baja z, mientras que a alta =, la capa
interfacial en equilibrio se caracteriza por moléculas de muy pequefia
area molar parcial.

Este primer modelo de adsorcidon de proteinas se comparara con
los datos experimentales en el Capitulo 5. En la referencia [Makievski,
1998] se puede encontrar una descripcion detalla del formalismo
teorico asi como su posterior comparaciéon con datos experimentales
de adsorcién de proteinas en la interfaz aire-agua. En esta Tesis
Doctoral, este modelo serd aplicado también a resultados
experimentales de adsorcion de proteinas en una interfaz aceite-agua.
La referencia [Maldonado-Valderrama, 2004b] presenta, por primera
vez en la bibliografia, la comparacion explicita de una curva tedrica de
adsorcion con la curva experimental correspondiente a la adsorcion de
proteinas en una interfaz aceite-agua. Este resultado se vera en detalle
en el Capitulo 5.

3.2.3ModelodeFainerman |1

De igual manera que en el modelo dado por las ecuaciones
(3.24)-(3.28), el modelo teodrico propuesto por Fainerman y col. en la
referencia [Fainerman, 2003] supone que moléculas de proteina
pueden encontrarse en la capa interfacial en un nimero dado de
estados con diferentes areas molares que varian entre un valor maximo
Wmax Y UNO MiNimo ;.. Ahora bien, en este nuevo modelo, las areas
molares de dos estados vecinos difieren entre si un valor dado por
Aw=wy. Este valor es mucho mas pequefio que el area molar minima,
que era el incremento 4w dado por la version anterior del modelo
teorico. Ademds wy coincide con el area ocupada por un segmento de
la molécula de proteina. Asi pues, el area ocupada por una molécula
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en el estado i-ésimo viene dada ahora por:
o =w +({-w, (3.29)

Y el area molar maxima que ocupa una molécula de proteina en la
interfaz es ahora:

o, =0 +n-Do;l<i<no =0, >>>0, (3.30)

min

Teniendo esto en cuenta y considerando el siguiente cambio de
notacion para simplificar un poco las ecuaciones:

2o, ,,
a)zswzf:‘T;«twO;FzsI‘:ZI‘i (3.31)

i=1
Se tiene, para los coeficientes de actividad [Fainerman, 2003]:

In £, =an,6; ;i >1

(3.32)
In £ =a’
) 4 4
nf¥ =1-nY 2 =1-2%6 -%gi>1
Rt B @ (3.33)
In /% =1-8, —&9:9( —ﬂj
w w

donde O=I'w=I- 6y es el recubrimiento total de la proteina en la
interfaz y a es un parametro de interaccion intermolecular de tipo
Frumkin que se definird mas adelante.

Introduciendo estas expresiones para los coeficientes de
actividad en las relaciones generales (3.16) y (3.17) se obtienen la
siguiente ecuacion de estado y la isoterma de adsorcién para cada
estado (j) de la proteina adsorbida
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_’m;) =In(1-8) + 61— @, | ®) + a6 (3.34)
bey=— exol-2a(, /)] (3.35)
Cn = X alw./ .

Jj-0 (1 0)(0 /o p J

donde ¢y es la concentracion de proteina en el seno de la disolucion y
b; la constante de equilibrio de la proteina en el estado j-ésimo. Si se
supone aqui que las constantes b; son iguales para todos los estados
accesibles de la proteina, la constante de adsorcion de la proteina
completa serd: 2b;=nb;. Asi se deriva la funcion de distribucion de la

adsorcion sobre varios estados de la molécula de proteina:

(1-6) o exp{Zaew m}
()

I'=r

J n o

i21:(1 0) o exp[239 m‘”}

(3.36)

Y finalmente, introduciendo aqui la ecuacion del area molar media de
la proteina, ecuacion (3.31), se obtiene la siguiente expresion para el

area molar media;

Zn:(oi (1- 6)% exp{ZaG i }
w=- ®
2(1 6) o exp{ZaG O)}
(O

i=1

(3.37)

Las ecuaciones (3.34)- (3.37) describen completamente la capa
de proteina adsorbida. Es mas, de acuerdo con Fainerman y col. este
conjunto de ecuaciones proporciona un acuerdo completamente
satisfactorio con los  datos  experimentales, = mejorando
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substancialmente el alcanzado con el modelo de Fainerman I;
ecuaciones (3.24)-(3.28) en la interfaz aire-agua. Este hecho serad
comprobado a lo largo del Capitulo 5 para la B-caseina en la interfaz
aire-agua y en una interfaz aceite-agua.

3.2.4 Region de alto recubrimiento interfacial

Experimentalmente, es un hecho bien conocido que existe una
concentracion de proteina a partir de la cual, la tension interfacial de
la disolucion es constante a pesar de que el recubrimiento interfacial
siga aumentando [Fainerman, 2003]. Sin embargo, las dos versiones
del modelo tedrico explicadas en el apartado anterior predicen un
aumento continuado de la presion interfacial conforme aumenta la
concentracion de la disolucion (y la densidad interfacial). El aumento
significativo del recubrimiento interfacial, que practicamente no afecta
a la tension interfacial, se puede explicar debido a la aparicion de
varios mecanismos en la capa adsorbida. En este sentido, Fainerman y
col. han desarrollado formalismos tedricos que consideran una
condensacion bidimensional (agregacion) en la capa interfacial
[Fainerman, 1999], la formacién de una bicapa de proteina adsorbida
[Miller, 2001] y la compresibilidad en el estado de area minima
[Fainerman, 2002]. Estos modelos pueden ser comparados con los
resultados experimentales facilmente y asi evaluar la incidencia real
de los mecanismos propuestos en la capa interfacial. Veamos muy
resumidamente cada uno de ellos.

Condensacion bidimensional

Uno de los procesos que pueden tener lugar en la capa interfacial
de proteina adsorbida de disoluciones suficientemente concentradas
(denotadas por c*) es una agregacion interfacial o condensacion
bidimensional. Este fendmeno se produciria a partir de un cierto valor
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del recubrimiento interfacial /'s=I"*. A partir de este valor, el area
molar media de las moléculas adsorbidas cambia, puesto que los
agregados (denotados por el subindice a) tendrian entidad cinética
independiente. Asi pues, en el intervalo de concentracion c>c* la
definicion de area molar media en esta region (w*) debe incluir este
concepto:

2ol +aoT,
asz"ﬂn—zwzr—{k:wz? (3.38)
DL+,
=1

Teniendo en cuenta esto, la ecuacion de estado y la isoterma de
adsorcion quedarian para la region c>c*:

- 7;“;) :%[1n(1—ra))+ Fo-T@, +a(Tw) ] (3.39)
r |

bic:J—a)weXp[— “, (ZaFZa))} (3.40)
(-ra) % L ¥

Para mayor detalle acerca del tratamiento tedrico de la
condensacion bidimiensional en la capa de proteina adsorbida se
pueden consultar las referencias [Fainerman, 1999; Fainerman, 2003].

Formacion de una bicapa

Otro proceso que podria explicar el aumento del recubrimiento
interfacial observado sin cambios en la presion interfacial podria ser la
formacion de una segunda capa de proteina adsorbida bajo la capa
interfacial. Puesto que este proceso no afecta a los valores de presion
interfacial, las ecuaciones de estado descritas en la region de bajo
recubrimiento interfacial son validas también en esta region. Por el
contrario, la isoterma de adsorcion si se ve afectada y para derivarla se



82

asume que el recubrimiento de la segunda capa es proporcional a la
constante de adsorcién en equilibrio by de la segunda capa y al
recubrimiento de la capa interfacial. La isoterma de adsorcion de la
bicapa, para valores de recubrimiento interfacial /' s>17, donde I, es el
recubrimiento de la capa interfacial saturada viene dada por:

b b
Lo, = 1| 1421
1+b,c 1+b,c

(3.41)

De acuerdo con esta ecuacion, el recubrimiento interfacial total
puede alcanzar valores el doble de altos que aquellos correspondientes
a la capa interfacial saturada. Para mayor detalle acerca del
tratamiento tedrico de la formacion de una bicapa proteina adsorbida
se pueden consultar las referencias [Miller, 2001; Fainerman, 2003].

Compresibilidad en el estado de drea interfacial minima

Una ultima posibilidad que describe el aumento del
recubrimiento  interfacial de  disoluciones  concentraciones
independientemente del valor de presion interfacial es la
consideracion de una compresibilidad intrinseca de las moléculas de
proteina en el estado de é4rea minima. Este mecanismo es
consecuencia de las fuerzas de repulsion finitas que actGlan entre
moléculas cuando la capa interfacial se encuentra en un estado
proximo a la saturacion. En este caso, se podria admitir que una vez
que las moléculas se encuentran en el estado de area minima, pueden
comprimirse de manera que el area molecular presenta una
dependencia aproximadamente lineal con la presion interfacial:

@, =, (1-kr) (3.42)

donde x es un coeficiente de compresibilidad relativa bidimensional.
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Se ha comprobado en la bibliografia que la inclusion de este concepto
en el formalismo tedrico, apenas afecta a los valores de tension
interfacial. Por el contrario, aparecen pequenas diferencias en el
recubrimiento interfacial siendo la elasticidad limite de Gibbs (ver
seccion 2.5) la que se ve mas afectada por la consideracion de este
fenomeno [Fainerman, 2002; Fainerman, 2003b; Fainerman, 2004].

La incidencia de estos tres mecanismos en la capa interfacial se
puede evaluar ajustando con cada uno de los tres modelos tedricos las
curvas experimentales de presion interfacial, recubrimiento interfacial
y elasticidad de Gibbs. Todo esto serd analizado en detalle en el
Capitulo 5 para la capa adsorbida de B-caseina en la interfaz aire-agua
y tetradecano-agua.

3.2.5 Obtencion de las ecuaciones de Frumkin de adsorcion de
surfactantes

Al igual que se ha hecho en la seccion anterior con el modelo de
capa interfacial de proteina adsorbida, la capa adsorbida de
surfactantes también se puede describir a partir de las relaciones
generales (3.16) y (3.17). En particular, el modelo de Frumkin de
adsorcion de surfactantes se puede obtener como un caso particular de
la teoria de adsorcion de proteinas presentada a lo largo de este
capitulo haciendo algunas simplificaciones.

Asi, el primer paso es encontrar las expresiones correspondientes
a los coeficientes de actividad para un sistema monocomponente y que
no presenta variaciéon del area interfacial molar (i=1). En estas
condiciones, las expresiones generales de los coeficientes de actividad
(3.19) y (3.20) toman la siguiente forma [Fainerman, 2001]:



In £ = a(1-6°)

(3.43)
In ;" = a6’

In /% =a6®>+1-0

(3.44)
In £ =0

Sustituyendo esto en las ecuaciones (3.16) y (3.17) y teniendo en
cuenta que la entropia de mezcla de los componentes de la capa
interfacial es ideal, es decir n=1, se obtienen las ecuaciones de estado
y la isoterma de adsorcién de Frumkin [Frumkin, 1925]:

7= fin(1-6) +46?]
a)O
(3.45)
bc= Lexp(— 2a0)
(1-6)

Donde ¢ es la concentracion de surfactante en la disolucion,
b=K/pexp(-a), donde p = 55.6 molH,O/I (la relacion entre la densidad
del disolvente, agua, y su peso molecular) y donde a=-U/RT, es el
parametro de Frumkin que mide la relacion entre la energia de
interaccion entre moléculas en la capa adsorbida (U) y la energia
térmica de las mismas (R7).

3.3 MODELO DE ADSORCION DE SISTEMAS MIXTOS
PROTEINA/SURFACTANTE EN INTERFACESFLUIDAS

Una vez que la adsorcion de proteinas y surfactantes se
encuentra bien descrita por el modelo tedérico, haciendo un
razonamiento completamente similar, los autores han formulado un
modelo que describe la adsorcion de sistemas mixtos
proteina/surfactante no io6nico en interfaces fluidas [Miller, 2004b;
Fainerman, 2004b]. Asi pues, el primer paso es encontrar las
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expresiones de los coeficientes de actividad teniendo en cuenta que en
estos sistemas también se verifica la no idealidad de la entalpia y de la
entropia en la capa interfacial:

In /5 = gp(l _ﬁj (3.47)
w
Inf* =0

Inf" =a,0) +a,6’+2a,0,0

pspTs

nf =an(-6,-6)+d,6 +(a, +a, —a )i-6,-6,)8,

pi pss

(3.46)
In /% :a_,,(l—ﬁp —49_,,)2 +a;t91§ +(as +a;_y —ap)(l—ep —Q)Hp

R
2a,=a,+a,—a,

donde los superindices p y s se refieren a la proteina y al surfactante
respectivamente. Ademas, w es el area molar media de la proteina, w;
es el area molar del surfactante, a es un parametro de interaccion de
tipo Frumkin (a, para la proteina, a, para el surfactante y a,, para el
sistema proteina/surfactante), /; es la densidad superficial de la

proteina en el estado i-ésimo, 6, =a)1“=2a)l.f‘l. es el grado de
i=l1

recubrimiento interfacial total de la proteina, I'= Zl"i es la densidad
i=1

de adsorcion total de la proteina, ;=1 es el grado de recubrimiento

interfacial por el surfactante y 7 es la densidad de adsorcion de

surfactante en la capa interfacial.

Asi, introduciendo estas expresiones en las relaciones generales
(3.16) y (3.17) se obtiene la ecuacion de estado para la capa adsorbida
de proteina/surfactante no i6nico en el caso mas general, suponiendo
Wy F wy:



86

—ﬂ(epwo +6.w, )

@
W = ln(l—é’,, -6, )+ 0, (1—a2j+ape§ +a,0’ +2a,6,6, (3.48)

La isoterma de adsorcion para cada estado i de la molécula de
proteina en la mezcla de proteina/surfactante viene dada por:
wlrl

bc = exp|-2a (w /)0 —2a 6 3.49
oo (@/w)(l—ep—ﬁs)w‘/w p[ » (@] ©)6, ps s] (3.49)

Mientras que para la molécula de surfactante viene dada por:

b exp|-2a,6, —2a,6 | (3.50)

c,=——
T (1-6,-6)

Finalmente, la distribucion de estados de proteina en la mezcla es
igual que la de una capa de proteina y viene dada por:

@i~ . — ),
(1-6,-6,) eXp{Zapﬁp - 1}

(1—49p -0, )% exp{Zapé’p @=o }

(3.51)

@

i=1

teniendo en cuenta esta ecuacion, la expresion del area molar media
que ocupa la proteina en el sistema interfacial mixto es:

;-

Zn:@(l -6,-06, )T exp{2ap9p Y% }
i=1

- w
w= (3.52)

Zn: (l -0,-0, )% exp{2ap9p a)’c_owl}
i=1

Las ecuaciones (3.48)-(3.52) describen completamente la capa
interfacial de sistemas mixtos proteina/surfactante no 1i6nico
conociendo los parametros que se obtienen del ajuste de las curvas de
adsorcion de los componentes puros: g, @s, Omax, Omin, bp, by, ap 'y as.
Asi pues, Unicamente se tiene como parametro de ajuste el parametro
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de interaccion de tipo Frumkin a,,. Este modelo se aplicara a los datos
experimentales de la adsorcion de un sistema mixto con el fin de
obtener mas informacion acerca de la interaccidon entre ambos
componentes en la capa interfacial formada en equilibrio.

3.4 ELASTICIDAD DE GIBBS DE LA CAPA DE PROTEINA
ADSORBIDA

La elasticidad de Gibbs o elasticidad limite de una monocapa se
define como la elasticidad interfacial medida a una frecuencia de
oscilacion tal que la tension interfacial no se ve afectada por procesos
de relajacion en la escala de tiempo en la que tiene lugar la
deformacion. En este caso limite, el valor de la elasticidad de la capa
interfacial se puede expresar en funcion de la ecuacidon de estado del
sistema y obtener asi una expresion matematica de la misma. Para el
caso particular de una capa interfacial de proteina, aplicando la
definicion de elasticidad en equilibrio a la ecuacion de estado dada por
la ecuacion (3.34) y teniendo en cuenta que en el caso de proteinas se
cumple que wp<<w:

E =% :E{i—e—zaez}(ndle (3.53)
dinI' @, | 1+6 dInT

Aqui se observa como la dependencia del area interfacial de la
proteina con el recubrimiento interfacial afecta significativamente el
valor de la elasticidad limite de la capa de proteina adsorbida. A lo
largo de todo el formalismo teodrico se ha visto como el area interfacial
ocupada por la proteina disminuye con el grado de recubrimiento. En
particular, en la ecuacion (3.36) esto queda reflejado por el factor

exponencial (1—6)“"*"“ Este factor implica que la probabilidad de

existencia de una molécula caracterizada por un valor grande de area
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interfacial disminuye con el aumento del recubrimiento interfacial. De
esta manera, de la ecuacion (3.36) se deduce facilmente que
dinew/dinl<0.

Asi pues, la presencia de este término menor que 1 en la
ecuacion (3.53) hace que se verifique un hecho experimental
ampliamente demostrado en la bibliografia que es la menor elasticidad
superficial presentada por las peliculas de proteinas con respecto a la
elasticidad superficial de peliculas de surfactantes de bajo peso
molecular [Lucassen-Reynders, 2004]. La referencia [Lucassen-
Reynders, 2004] muestra en mayor detalle la aplicacion del modelo
termodindmico de Fainerman y col. a la elasticidad limite de Gibbs de
una capa de proteina adsorbida en la interfaz aire-agua. Una vez mas,
la aplicacion de este modelo tedrico a la elasticidad de Gibbs de una
capa de proteina adsorbida en la interfaz aceite-agua constituye la
principal novedad del tratamiento tedrico aplicado a los datos
experimentales en este trabajo.

3.5 DINAMICA DE LA ADSORCION DE PROTEINAS EN
INTERFACESFLUIDAS

En este ultimo apartado de la presentacion del formalismo
teorico utilizado en la interpretacion de los datos experimentales, se
extiende el formalismo al estudio de la dinamica de la adsorcioén de
proteinas. El procedimiento utilizado en la derivacion de la ecuacion
dindmica de la adsorcion es completamente similar al utilizado en la
obtencion de la elasticidad de Gibbs en el apartado anterior. Es decir,
se parte de la relacion general entre la adsorcion dindmica y la
concentracion subsuperficial propuesta por Ward y Tordai en [Ward,
1946]:
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r(1)=2,-2 {co\/;—fc(o,t—t')d(\/?) (3.54)

3.14 )

donde ¢y es la concentracion de proteina en el seno de la disolucion, ¢
es el tiempo, ¢’ es una variable de integracion muda y D es el
coeficiente de difusion de la proteina. Asi, introduciendo en la integral
la isoterma de adsorcién de la capa de proteina adsorbida (ecuacioén
(3.35)), se obtiene la dependencia de 7'(z). Finalmente la curva tedrica
de la variacion de la presion interfacial en funcion del tiempo (7(2)) se
calcula aplicando la ecuacion de estado de la capa de proteina
adsorbida (ecuacion (3.34)). Este procedimiento se encuentra descrito
en detalle y aplicado a la adsorcion de B-caseina en la interfaz aire-
agua en la referencia [Miller, 2004a]. La principal novedad
introducida en este trabajo, es una vez mdas la aplicaciéon de este
formalismo tedrico a la dinamica de la adsorcidén de una proteina en
una interfaz aceite-agua, tal y como se vera en el Capitulo 5.

3.6 RESOLUCION NUMERICA DE LOS MODELOS DE
ADSORCION EN INTERFACESFLUIDAS

A lo largo de los Capitulos 5 y 6 se presentan los resultados
experimentales obtenidos en este trabajo junto a las curvas teodricas
proporcionadas por la aplicacion del modelo tedrico presentado en los
apartados anteriores. Los programas que resuelven las ecuaciones que
describen la elasticidad de Gibbs (que incluye las tres aproximaciones
de la capa interfacial saturada) y la dindmica de la adsorcion han sido
realizados por el Dr. Eugene Akseneko del Institute of Colloid
Chemistry and Chemistry of Water, Kiev, Ucrania y suministrados
para su utilizacion en el ajuste de los datos experimentales por el Dr.
Reinhard Miller del Max Planck Institut fiir Kolloid und
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Grenzfldchenforschung, Golm, Alemania. Los programas que
resuelven las ecuaciones de adsorciéon de proteinas, surfactantes y
sistemas mixtos han sido implementados y realizados en la
Universidad de Granada y constituyen uno de los logros de esta Tesis
Doctoral. Este apartado tiene como objetivo describir los programas
de ordenador elaborados en lenguaje C++ para resolver
numéricamente los sistemas de ecuaciones que describen la adsorcion
de proteinas, la adsorcion de surfactantes (modelo de Frumkin) y la
adsorcion de sistemas mixtos en interfaces liquido-fluido. Veamos
cada uno de ellos por separado.

3.6.1 Resolucion numérica del modelo tedrico de adsorcion de
proteinas en interfaces fluidas

En este apartado se presenta la resolucion numérica del sistema
de ecuaciones 3.24-3.28 que describen la capa de proteina adsorbida
en una interfaz fluida. Para facilitar la comprension, a continuacion se
repite el conjunto de ecuaciones que se va resolver con el programa:

7=l -Tym,) - a, 0t (3.24)
z
r
b= 1Oy - (3.25)
(1 _an)z)
L= exp| (i-1) 2 |exp _(i=Dro, (3.26)
s oy RT '

ii(aﬂ) expl — i,
RT

Zn:i“ ex _imo,
P RT

i=1

(3.27)
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De acuerdo con estas expresiones se puede calcular Ia
concentracion de proteina en equilibrio con la pelicula de proteina
adsorbida sobre la interfaz para cada valor de presion interfacial, lo
que se corresponde con la curva experimental m(c) que se quiere
ajustar. Los parametros de entrada son entrada n, o, w;, b,

El procedimiento seguido es en primer lugar el calculo de ws
con la ecuacion (3.27) y los pardmetros de entrada n, a y w;. Una vez
conocido este valor, ya se puede calcular /s con la ecuacion (3.26).
Ahora bien, el calculo /'y no es directo, sino que para su obtencion se
ha utilizado un método iterativo de resolucion de la ecuacion (3.26)
escrita en la siguiente forma:

1 0%
I.=—I/1- Iw? - 3.55
{22 039

y que consta de las siguientes etapas:

1. El punto de partida es proponer un valor inicial para la adsorcion

. trad. .
total, que denominaremos /> “""“““. En nuestro caso el valor elegido en

todos los calculos es /s "% =0.0001 mg/m’.

I se introduce en la expresion (3.55) y se obtiene

salida

2. La solucién
como resultado una nueva solucioén /s

3. Ecuacion de mezcla. Dado que inicialmente el valor de salida
diferira en gran medida del de entrada, se considera que el problema
tiene una solucion unica, cuando la diferencia entre el valor de entrada
y salida sea despreciable. Con este fin, es necesario repetir el proceso
i1) de manera iterativa introduciendo los valores de salida de la
ecuacion (3.55) como datos de entrada hasta que la diferencia entre
ambas funciones sea menor que un numero muy pequefio. Por otro

salida _ FZ entrada

lado si la diferencia I's es muy grande, es posible que la

presencia de singularidades haga que el proceso pueda “saltarse” la
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solucion real del sistema y que en lugar de acercarse a ella, se aleje
cada vez mas y haga que el programa no finalice nunca. Una manera
de evitar esto es crear una funcién que sea mezcla de ambas, I’s™“"

es ésta ultima la que se propone como nueva solucion a la ecuacion.
Para ello se define previamente un parametro de mezcla A que toma
valores comprendidos entre 0 y 1. Mediante esta magnitud se ajusta el
peso de una determinada solucion con objeto de que la nueva funcion

de entrada no difiera en gran medida de la anterior:
r\zmezcla — /Il—\;alida + (1 _ ﬂ)l—\zentrada (3 56)

De este modo el proceso ii) se repite hasta que la funcion de mezcla
introducida en la ecuacion (3.55) difiera muy poco de la solucién
obtenida a partir de ella.

trada
Proponer I'y,

A

Introducir ['5e"2% en
(3.55) y calcular ['y*lida

mezcla — °_entrada
EEI

A

NO | catcular [ygmezela

T salida — T entmda?
& z segn (3.56)

Figura 3. 2: Diagrama de flujo del programa que resuelve la ecuacion 3.55.
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La Figura 3.2 muestra un diagrama de flujo en el que se
representa de manera esquematica como se ha implementado este
proceso iterativo para la resolucion de la ecuacion (3.55).

Una vez obtenido el valor de /s, éste es utilizado junto con ws
en el calculo de /7; con la ecuacion 3.26. Finalmente, la ecuacion 3.24
proporciona la concentracion correspondiente a la presion interfacial
dada y se obtiene la pareja de valores m-c tedrica que se puede
comparar directamente con los datos experimentales.

3.6.2 Resolucion numérica del modelo tedrico de adsorcion de
surfactantes en interfaces fluidas: Modelo de Frumkin

Al igual que se ha hecho en la descripcion del programa de
ajuste de los datos de adsorcion de proteinas en el apartado anterior, se
recuerdan a continuacion el sistema de ecuaciones que constituye el
Modelo de Frumkin y que se tratara de resolver:

;z:—E[ln(l—es)+asef]=E[ln(l—rsa)s)+asrfwf]
., .,
*‘9 1_‘ (3.45)
)
be=—* —2a,0.)=———exp(-2a,T
sc (l—es)exp( as s) (1_sts)exp( as sa)s)

donde el subindice s indica que las ecuaciones se refieren la adsorcion

de un surfactante puro y donde ademas se ha tenido en cuenta que se
cumple que O,=w; ;.

Este conjunto de ecuaciones es mucho mas sencillo que el
anterior y el procedimiento utilizado en la elaboracion del programa es
completamente analogo al descrito previamente. En este caso, los
datos de entrada son wy, by y ay. Se trata en primer lugar de obtener el
valor de la densidad de adsorcion interfacial /s en la primera ecuacion
del conjunto (3.45) (la ecuaciéon de estado) y sustituir este dato en la
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segunda para asi tener la curva tedrica de 7(c) que se pueda comparar
directamente con los datos experimentales.

El procedimiento escogido para realizar el primer calculo es
también un método iterativo de resolucion de la ecuacion (3.45a)
rescrita en la siguiente forma:

1 T
I =—/|l-exp| =——al'w’ 3.57
S a)|: p(RT S S SJ} ( )

s

Asi pues, el método iterativo consta de tres etapas
completamente andlogas a los pasos 1), ii) y 1ii) descritos en el
apartado anterior. En este caso, el valor de entrada propuesto en la
ecuacion (3.57) es I,""““=0.001mg/m”. Con este valor, la solucién de
la ecuacion (3.57) es I que se compara con el valor inicial
[, La ecuacion de mezcla (3.56) se usa de manera iterativa en
sucesivos calculos de I, y 74 on 1a ecuacién (3.57) hasta que
la diferencia entre ambas magnitudes es menor que 10", Esta
solucion es la que se introduce en la isoterma de adsorcion para

resolver el sistema de ecuaciones (3.45).

3.6.3 Resolucion numérica del modelo tedrico de adsorcion de
sistemas mixtos proteinas/surfactante no iénico

En este ultimo apartado se describe el programa realizado para
la resolucion del sistema de ecuaciones (3.48)- (3.52) referente a la
adsorcion de sistemas mixtos que se recuerdan a continuacion:

_ﬂ.(epr +9.9ws) &

ﬁ—rzln(l—e ~0.)+0 (1— )+a 6> +a 0’ +2a,600 (3.48)
RT 61)+ex p p @ p-p ps-p

w1
by, = Y —2a,(w /0)60,-2a,6 3.49
o l0)1-6,-6,)"" expl-2a, (@ /)6, ~2a,0,] (349
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b, 1.0 [-24,6,-24,6,] (3.50)
Zn:a)i(l—ﬁp -0, )% exp| 2a,0, w’;)wl

0= i (3.52)
;(l -0,-0, )T@ exp{2ap9p a)’;wl}

Donde la expresion de la adsorcion en el primer estado (/) viene dada
por [Fainerman, 2004b]:
0
Mo=— - P p— (3.58)
(l -6,-6, )T exp[2ap9p la)l}

i=1

Como se verd en el Capitulo 6, los experimentos realizados
consisten en el estudio de la adsorcion de un sistema mixto compuesto
por una concentracion fija de proteina, ¢, conocida y constante en todo
el proceso de adsorcion y se varia la concentracion de surfactante en la
disolucion. De esta manera, la presion interfacial inicial de una
disolucion sin surfactante no es nula puesto que contiene una cierta
concentracion de proteina. En concreto, el sistema de ecuaciones se ha
resuelto para presiones interfaciales mayores de 20 mJ/m’. Ademas,
en este sistema de ecuaciones los parametros de entrada, conocidos
por los ajustes previos de los sistemas puros, son: wg, ®s, Omaxs Omins
by, by, a, y a,. El tnico parametro de ajuste del sistema es el parametro
a,s que proporciona informacion acerca del grado de interaccion entre
proteina y surfactante.

Para resolver este sistema de ecuaciones se ha hecho uso de un
razonamiento completamente analogo al de los dos casos anteriores.
Es decir, se proponen soluciones iniciales a las ecuaciones y se
resuelven de manera iterativa haciendo uso de ecuaciones de mezcla
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hasta alcanzar un conjunto de soluciones que resuelvan el sistema. El
programa tiene como valor de entrada la presion interfacial y las
incognitas son: w, 6, 0,y c, asi pues se tiene un sistema de ecuaciones
de cuatro ecuaciones trascendentes con cuatro incognitas. Para
resolverlo se ha seguido el siguiente algoritmo:

1. Introducir unos valores de entrada: " ““=(wmaxt@min)/2, Qpe””“d"
0 entrada
Y Us .

2. Calcular @ con estos valores y la ecuacion (3.52)

entrada

3. Comparar el valor obtenido en el paso 2 con el valor de w
propuesto y realizar el método iterativo aplicando la siguiente
ecuacion de mezcla hasta que la diferencia entre el valor de entrada y

salida

salida (w™""") sea minima:

a)mezcla — ﬂ/a)salida + (l _ /’l)a)enlmda (3 59)

Denotaremos al valor de @ obtenido finalmente en este paso como w;.

trad. trad .
0, y 6,"7“ en la ecuacion

4. Calcular 6, con los valores wj3,
(3.49) escrita en la forma:

w/ o

0, expl-2a, (@, / )6, —2a,,6,)

6 =1-60 — (3.60)

§ p n -,

bpclyz(l—ﬁp —Q) ® exp[zapé’p a)l;)wl}
i=1

5. Comparar el valor obtenido en el paso 4 para 6 con el valor de
0, % nropuesto en el paso 1 y realizar el método iterativo aplicando
la siguiente ecuacion de mezcla hasta que la diferencia entre el valor

de entrada y salida (6,"") sea muy pequefia:

Q:nezcla — /’Le:alida + (1 _ ﬂ)esemrada (3 6 1)

Denotaremos al valor de 6, obtenido en este paso como ;s
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trad
6. Para un valor dado de 7, calcular 6, con los valores ws, 05y 6,
en la ecuacion (3.48) escrita en la forma:

_n(ﬁpa)o +6'Sa)s) 9 (l—w(’

6 =1-6_—cx -
’ TP T R(e, +0,) 7

7. Comparar el valor obtenido en el paso 6 para 6, con el valor de
Qpentrada

2 2 3.62
w)—apep—ases—zamapej (3.62)

propuesto en el paso 1 y realizar el método iterativo aplicando
la siguiente ecuacién de mezcla hasta que la diferencia entre el valor

salida
HP

de entrada y salida ( ) sea muy pequeia:

elr)nezcla — /fLH;alida + (1_2)0:”"’“‘1“ (363)

Denotaremos al valor de 6, obtenido en este paso como 6,7

8. Con el nuevo trio de valores w3, 65y 0,7, repetir los pasos 2-7 y
obtener otro trio de soluciones @’s, 0’55 y 6°,7. Estas nuevas soluciones
son a su vez comparadas con las anteriores y mediante tres nuevas
ecuaciones de mezcla, se volvera a proponer tres nuevas soluciones.
Este proceso se repetira hasta que las tres soluciones converjan al
mismo tiempo para un valor fijo de 7 (ver Figura 3.3).

9. Con estas soluciones, calcular ¢, con la ecuacion (3.50) escrita en la
siguiente forma:

Sy [-24,6,-24,6,] (3.64)

Este proceso se realiza para cada valor de la presion interfacial,
y se obtiene finalmente la curva tedrica de x(cy). Dada la cantidad de
veces que ha de resolverse cada ecuacidon trascendente, se usaron
diferentes parametros de mezcla a lo largo del programa con el fin de
optimizar el proceso de convergencia.
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Proponer: , @™,
inicio inicio
,iiio, 9

l Calcular 6,"°%°!* en (3.61)
@entrada =inicio I:El NO
» @ enimdag inicio, g mezcla = g entrada

@ entrada—g inicio

@ entrada — @ salida
p entrada = ) salida)

| Calcular o*/i% con gentada,
B eniade, g enrde e (3.52) 0,5, 0,78 y 7 en (3.62)

@ mezcla — g entrada
@mezelaz gentrada ) P

SI "
P 3 8,m=k en (3.63)

NO

SI
Calcular @™** en (3.59)

Calcular 6,39 con @;,

Calcular 01% con o,
l g cntrads, epcntmdx en (3.60)

inicio —,, mezcla
[0} =0

fsinicio=g_mezcla |
inicio—g) _mezcla
ep ep7

0= H(1- 1) @i NO
0, ™7 0 +H(1- 1) eslf"fif’ —
0, B +(1- 1) 8,50

[)minicio =0,

esinicio = esS’
inicio —

9, i — 6,7

Figura 3.3: Algoritmo disefiado para resolver numéricamente el sistema de
ecuaciones (3.52), (3.60) y (3.62).

Ademas del calculo de la isoterma de presion interfacial, este
formalismo teodrico permite obtener informacion acerca de como varia
el grado de recubrimiento interfacial de proteina al aumentar la
concentracion surfactante en la disolucion, que seria la curva 0,(cy).
Asimismo, se obtiene la adsorcion del surfactante, asi como la
variacion del area interfacial media ocupada por la proteina por la
llegada de surfactante a la interfaz, w(c,). Todo esto se vera en mayor
detalle para un caso particular en el Capitulo 6.



Capitulo 4

SECCION EXPERIMENTAL
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4.1.- INTRODUCCION

El objetivo de este capitulo es la descripcion de cada uno de
los sistemas experimentales utilizados en este trabajo; tanto los
materiales como los dispositivos experimentales. En este sentido, el
capitulo se divide en dos secciones. En primer lugar, se describen las
proteinas y tensioactivos utilizados asi como la fase oleosa elegida en
la caracterizacion en la interfaz liquido-liquido. En esta misma
seccion, también se describen los protocolos de limpieza y de
preparacion de las disoluciones. Estos protocolos, constituyen factores
clave en el estudio de fenomenos interfaciales debido a la sensibilidad
de estos sistemas a la presencia de contaminantes. En segundo lugar,
se presentan brevemente todos los dispositivos y técnicas
experimentales utilizados en este trabajo de investigacion para realizar
la caracterizacion interfacial planteada.

4.2.- MATERIALES
4.2.1 Emulsionantes
Caseinato

El papel de la leche en la naturaleza consiste basicamente en
nutrir y proporcionar proteccion inmunologica al neonato [Horne,
2002; Tuinier, 2002; McMahon, 1998]. La leche constituye una fuente
nutricional basica en el desarrollo del mamifero. La composicion de la
leche es extremadamente compleja, contiene aproximadamente [NEM,
2001]: 87.3 % de agua, 3.9% de grasa lactea y 8.8% de sdlidos no
grasos. De estos ultimos: 3,25% de proteinas, 4,6% de lactosa, 0,65%
de minerales, 0.18% de 4cidos, enzimas, gases y vitaminas. A la hora
de analizar las propiedades de la leche, la estructura fisica que
presenta es tan importante como su composicion. La leche es un fluido
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complejo en que los glébulos de grasa y las micelas de caseinato se
encuentran dispersos en un suero acuoso que contiene proteinas
solubles, lactosa y sales. Si uno mira la leche al microscopio de pocos
aumentos, observara un liquido turbio y uniforme. A 500 aumentos se
observan gotas esféricas de grasa. A 50000 aumentos, se observan
micelas de caseinato.

Tabla 4.1: Composicion del caseinato [Benjamins, 2001; Turhan, 2003].

Monoémero | % en el Peso Punto Cargaa| Estructura
caseinato | molecular | Isoeléctrico | pH 6.6

ay-caseina 38.5 23 kDa 4.93 -21.8 o hélice y B-
sheet
op-caseina 10 24 kDa 5.34 -14.7 o hélice y -
sheet, puentes
disulfuro
[-caseina 35.8 24 kDa 5.24 -12.3 | o hélicey B-
sheet
K-caseina 12.7 19 kDa 5,76 -2.5 a hélice, B-

sheet, puentes

disulfuro

El caseinato (o las caseinas) constituye el 80 % de las proteinas
de la leche. Las caseinas son un heterogéneo grupo de fosfoproteinas
entre las que se distinguen cuatro tipos de mondémeros: os; Y 0Og-
caseina, B-caseina y k-caseina. El caseinato contiene todos ellos en las
proporciones que se indican en la Tabla 4.I. Estos mondmeros se
encuentran en la leche formando agregados, que se denominan
micelas de caseinato. La estructura de estas micelas aun presenta
interrogantes y existen varios modelos propuestos en la bibliografia
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[Horne, 2002; McMahon, 1998]. Su funcién biolégica es
extremadamente importante desde un punto de vista nutricional. Son
las responsables del transporte de fosfato de calcio (CaP) al neonato
[Horne, 2002; McMahon, 1998; Tuinier, 2002]. El fosfato calcico
precipita debido a la falta de solubilidad que presentan estos
minerales. En la leche, las caseinas se encuentran recubriendo nticleos
de fosfato calcico formando complejos que se asocian entre si
formando micelas. Como consecuencia, las micelas de caseinato
previenen la calcificacion de las glandulas mamarias y permiten el
transporte de gran cantidad de minerales al neonato. Las micelas son
polidispersas en tamafio y presentan un radio medio de 100 nm
[Tuinier, 2002].

Las caseinas presentan una estructura extremadamente flexible
y en consecuencia una estructura abierta en disolucion. Esta
flexibilidad estructural las hace muy resistentes a cambios
estructurales a los que se adaptan facilmente sin romper su estructura
y esto contribuye a su utilizacion en la estabilizacion de productos
alimentarios. Por ejemplo, las caseinas soportan largos periodos de
ebullicion sin ver alterada su solubilidad. También  producen
disoluciones con altos valores de viscosidad. Ademads, presentan unas
propiedades de fusion Uinicas que constituyen la base de la fusion de
quesos. Por todo ello su uso en la produccion de productos lacteos es
generalizado.

El caseinato utilizado en este trabajo ha sido suministrado por
SIGMA-ALDRICH vy utilizado sin purificacion adicional.

p-caseina

Gran parte del estudio planteado en este trabajo se realiza con
uno de los monémeros que componen el caseinato: la B-caseina. La [3-
caseina representa el 25% de las proteinas lacteas y debido a su gran
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capacidad emulsificante ha sido muy estudiada en la bibliografia
[Dickinson, 1999].

Desde el punto de vista de la fisica de polimeros, la f-caseina
es un polielectrolito flexible y lineal con peso molecular no demasiado
alto. Sus principales propiedades se resumen en la Tabla 4.1I. La B-
caseina consiste bdsicamente en una serie de secuencias alternas
hidrofobas e hidrofilas de una longitud total de 720 A extendidas. Esta
formada por 209 aminoacidos que se distribuyen en la cadena de
polipéptido de una manera irregular. Los primeros 50 residuos de
aminoacidos contienen una carga negativa neta a pH 7, haciendo esta
parte de la molécula hidrofila. El resto de la molécula contiene
basicamente residuos neutros que confieren un caracter hidréfobo al
resto de la molécula. Como resultado, la B-caseina es la mas hidréfoba
de las variantes del caseinato y ademds posee un marcado caracter
anfifilico. Como consecuencia de esta estructura, la P-caseina se
comporta como un copolimero dibloque superficialmente muy activo
capaz de formar micelas practicamente esféricas por encima de una
cierta concentracion critica [Leclerc, 1997]. Estas micelas tienen un
radio externo de 13.5 nm y uno interno de 7 nm. Respecto al
mondmero de B-caseina, presenta en disoluciéon una estructura de
ovillo estadistico altamente extendida y con un radio de giro de 4.6
nm.

La B-caseina utilizada en este trabajo es de origen bovino (90%
por electroforesis) y ha sido suministrada por SIGMA-ALDRICH y
utilizada sin purificacion adicional. El uso de esta fraccion del
caseinato permite realizar un estudio sistemdtico de la proteina como
sistema modelo. La utilizacién de una proteina modelo, purificada y
con propiedades definidas y homogéneas, como es la [-caseina,
permite y facilita la aplicacion de un modelo tedrico a los resultados
experimentales obtenidos.
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Tabla 4.11: Propiedades estructurales de la B-caseina [Damodaran, 1998;
Cascao-Pereira, 2003; Benjamins, 2001]

Peso molecular 23980 Dalton
Numero de aminoécidos 209
a-hélices 10 %
B-sheet 13-16%
Puentes disulfuro Ninguno
Punto isoeléctrico pH=15.26
Hidrofobicidad media 5.58 KJ/residuo
Densidad de grupos no polares 1.534 grupos/molec
Densidad de grupos polares 0.903 grupos/molec
Unidad de carga elemental por particulaapH 7 | Z=-13
Radio de giro 4.6 nm

Tween 20-Polisorbato 20

El tensioactivo utilizado en este trabajo se conoce
genéricamente como tween 20. Ha sido suministrado por SIGMA-
ALDRICH vy utilizado sin purificacion adicional. También se
denomina: polioxietilen sorbitdin monolaurato 6 polietilenglicol
sorbitdin monolaurato. Sus nombres genéricos son: tween 20 o
polisorbato 20. Su formula quimica se encuentra representada en la
Figura 4.1.
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Hof\/ j?_/\\‘o OH
< /%\/ WWCHS

Sumofw+x+y+z =20

Figura4.1: Formula quimica del tween 20 (C,-sorbitan-Ey)

Tabla 4.111: Propiedades fisicas del tween 20 [SIGMA-ALDRICH]

Composicion quimica | CsgHy14046

Peso molecular 1228 g/mol

Densidad 1.1 g/ml

Viscosidad (25°C) 370-430 cps

HLB! 16.7

Indice de refraccion | 1.4685

Se trata de un tensioactivo no idnico, soluble en agua y que se
presenta en forma de liquido viscoso amarillento. Sus propiedades
fisicas se encuentran detalladas en la Tabla 4.III. El tween 20
pertenece a la familia de los polisorbatos. Se trata de un derivado del
sorbitol que se obtiene de varios tipos de fruta. Presenta multitud de
aplicaciones en varios campos. Se utiliza como detergente con
aplicaciones bioquimicas. Asimismo, se utiliza como recubrimiento
en la impresion fotografica. Su capacidad emulsionante lo hace un
importante componente en la industria farmacéutica. Finalmente, se
utiliza como aditivo alimentario, no toxico segin la directiva

" HLB (Hydrophilic-Lipofilic Balance): Relacion de la tendencia hidréfila o lipéfila
de un tensioactivo.
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67//548/EC. En particular, se encuentra en la composicion de aderezos
de ensalada y en la fabricacion de glaseados y cremas lacteas
[Stauffer, 1999].

4.2.2 Disolventes
Subfase acuosa

La subfase acuosa usada en todos los experimentos realizados
en este trabajo es Unica. Se trata de una disolucion tampon TRIS
obtenida mezclando 6.61 g/l de Trizma® hydrochloride y 0.97 g/l de
Trizma® base en agua ultrapura bidestilada de un dispositivo MilliQ
(0.054 pS). Con el fin de evitar la contaminacion microbiana se
afiaden asimismo a la disolucion tampon, 0.5 g/l de NaN;. Todos los
componentes son de grado purisimo, suministrados por SIGMA-
ALDRICH vy utilizados sin purificacion adicional. La disolucion
acuosa posee un pH final de 7.4 y una fuerza ionica de 0.05 M. Esta
subfase acuosa se ha utilizado para todas las experiencias: para la
caracterizacion interfacial, para las peliculas liquidas, para la
formacion de espumas y para la preparacion de emulsiones. De esta
manera, las condiciones de trabajo son siempre las mismas con fin de
realizar la correcta interpretacion de los datos experimentales en busca
de la posible interconexion de los diferentes fendmenos estudiados.

Subfase oleosa

Las fases oleosas mayoritariamente elegidas en estudios
emulsionantes en interfaces liquido-liquido pertenecen a la familia de
los alcanos. Los alcanos son hidrocarburos que contienen Uinicamente
enlaces covalentes simples y su formula genérica es C,Hzn2. Los
alcanos poseen una simetria tridimensional, en la que cada dtomo de
carbono esta rodeado por cuatro hidrégenos formando un tetraedro.
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Poseen las propiedades fisicas encontradas en los hidrocarburos; son
moléculas no polares, insolubles y menos densas que el agua.
Asimismo, poseen un bajo punto de fusion y un bajo punto de
ebullicion, aumentando estas ultimas propiedades con la longitud de la
cadena hidrocarbonada [Hardy, 2005].

Tabla 4.1V: Propiedades del n-tetradecano [Birdi, 1997]

Foérmula quimica Ci4H;

Peso molecular 198.3 g/mol
Densidad 0.7628 g/ml
Punto de fusion 5.50°C
Punto de ebullicién 252.50 °C
Tension superficial (25°C) | 25,6 mJ/m?
Tensién interfacial (25°C) | 52,8 mJ/m’

El alcano elegido en este estudio es n-tetradecano (99+%) y
sus propiedades se resumen en la Tabla 4.1V [Birdi, 1997]. El n-
tetradecano ha sido suministrado por ALDRICH y sometido a un
protocolo de limpieza con el fin de eliminar las impurezas
superficialmente activas que pudiese contener [Goebel, 1997]. El
procedimiento de purificacion se resume a continuacion. Se realiza
una mezcla de 10 ml de n-tetradecano y 2,5 g de resinas de
cromatrografia Florisil® 60-100 mesh y se somete a una agitacion
mecanica durante tres horas. La mezcla resultante es centrifugada y
posteriormente filtrada con membranas de PTFE y 0,2 um de tamafio
de poro y almacenada en un recipiente de vidrio limpio con el
procedimiento detallado en el apartado siguiente. Incluso tras este
procedimiento de purificacion, se observa que el tetradecano contiene
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un bajo nivel de impurezas superficialmente activas, que reducen la
tension interfacial aproximadamente 1 mJ/m® durante un periodo de
24 horas. En cualquier caso, se ha comprobado que en estas
condiciones, la actividad interfacial de la proteina usada, impera sobre
los efectos de estas impurezas en los resultados experimentales
[Murray, 1996; Beverung, 1999]

4.2.3 Limpiezay preparacion de experiencias

Todos los utensilios de vidrio utilizados en todos los
experimentos se limpian siguiendo el siguiente protocolo. En primer
lugar, se mantienen llenos de é4cido sulfurico durante al menos 10
horas. A continuacion, se enjuagan repetidamente con agua destilada y
se secan con nitrogeno Alfagaz®. Solamente la limpieza del vidrio
fritado, presente en la balanza de peliculas y en la columna de
espumas se realiza de otra manera debido a los requisitos especificos
de este material. El vidrio fritado se dispone, en primer lugar, en una
disolucion jabonosa y se mantiene a 90°C durante 3 horas. A
continuacion se enjuaga minuciosamente con agua destilada haciendo
uso de un extractor. Una vez eliminados todos los restos de jabon, la
célula de vidrio fritado se introduce en una mezcla de 1 ml de
amoniaco (NH3) y 4 ml de perdxido (H,0,). Esta se mantiene en
ebullicion durante 30 minutos. Finalmente se vuelve a enjuagar la
célula de vidrio copiosamente con agua destilada, con el extractor de
agua.

Para la preparacion de disoluciones se utiliza siempre agua
ultrapura bidestilada de un dispositivo Milli-Q (0.054 uS). Las
disoluciones de proteina se preparan justo antes de cada experimento
para evitar procesos de degradacion de la proteina y son filtradas con
membranas de PTFE 0,2 um de tamafio de poro. Antes de comenzar
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cada experimento de caracterizacion interfacial y con el fin de
verificar la ausencia de sustancias superficialmente activas, se
comprueban los valores de tension superficial e interfacial de la
interfaz limpia, es decir, de la disolucién acuosa usada, obteniendo
valores comprendidos entre 72 y 73 mJ/m” para la interfaz aire-agua y
entre 51 y 53 mJ/m” para la interfaz tetradecano-agua.

Todos los experimentos se han realizado a una temperatura
constante de 23°C y se comprueba la reproducicibilidad de los
resultados experimentales mediante repeticion de los experimentos
completos.

4.3.- TECNICASEXPERIMENTALES
4.3.1 Balanza de Gota Pendiente
Tension interfacial

El dispositivo experimental que ha sido utilizado para la
realizacion de las medidas de tension interfacial es una balanza de tipo
Langmuir de Gota Pendiente que ha sido disefiado en el Grupo de
Fisica de Fluidos y Biocoloides de la Universidad de Granada y que se
encuentra descrita en detalle en [Cabrerizo-Vilchez, 1999]. En la
Figura 4.2 se presenta un esquema del dispositivo experimental y a
continuacion se detalla brevemente su funcionamiento.

Con el fin de minimizar las posibles vibraciones que
producirian imagenes movidas que dificulten la deteccion del perfil, el
laboratorio se encuentra en un sétano y todo el dispositivo descansa
sobre una mesa Optica antivibratoria. Asimismo el laboratorio se
encuentra en condiciones de extrema limpieza y con un adecuado
sistema de ventilacién para purificar y renovar el ambiente [Wege,
2002]. La gota se encuentra en una cubeta de espectrofotometro



111

(Hellma 110-0S), a su vez alojada en una célula termostatizadora de
aluminio, que proporciona una atmosfera saturada de vapor del liquido
y aisla el sistema de la posible contaminacion y de oscilaciones
externas.

Miero-inyeector

| &L=
&=
wew

i
” MICROSCOPIO

luminosa pendiente

Célula termostatizada

Mesa 6ptica antivibratoria

Figura 4.2: Esquema de la Balanza de Gota Pendiente.

Las gotas se forman en el extremo del capilar externo de un
conjunto de dos capilares coaxiales conectados a dos jeringas de un
microinyector (modelo Microlab 500 de Hamilton) mediante una
pieza que permite un funcionamiento independiente de los mismos
[Cabrerizo-Vilchez, 1999; Cabrerizo-Vilchez, 1998; Wege, 2002; ].

Dadas las dimensiones de la gota, un microscopio se encuentra
acoplado a la camara CCD (Charge Couple Device) que captura las
imagenes. La interfaz se ilumina por contraste mediante una fuente
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luminosa plana y homogénea (Dolan Jenner QVABL). La sefial de
video de la imagen (eléctrica analdgica) se digitaliza por medio de una
tarjeta digitalizadora de video insertada en el ordenador conectado a
dicha camara. El proceso de deteccion proporciona, asi, un conjunto
ordenado de puntos del perfil de la gota que representa a la interfaz.
Ahora bien, puesto que las coordenadas de cada punto estan
expresadas en pixeles es necesaria la aplicacion de un calibrado que
proporcione finalmente las coordenadas fisicas del perfil. El proceso
de calibrado consta de una rejilla cuadradas de 0.25 mm de lado, que
corrige las posibles aberraciones geométricas y proporciona la
transformacion geométrica entre pixel y unidad de longitud. Tras
aplicar el calibrado, se obtienen las coordenadas fisicas del perfil
debidamente alineado con respecto a la vertical. La curva generatriz,
que se obtiene de la superposicion de las mitades, guarda toda la
informacion de la interfaz. Haciendo uso de la técnica ADSA-P, que
se encuentra descrita brevemente en el apéndice II, el programa
informatico determina la curva laplaciana que mejor se ajuste al perfil
experimental detectado. A partir de ésta, el programa calcula y
proporciona los valores de area y tension superficial de la gota
analizada.

Los programas informaticos de captura, procesado y calculo:
Dinaten® y Contacto® han sido disefiadas por el profesor de la
Universidad de Granada, Juan Antonio Holgado Terriza [Holgado-
Terriza, 2002].

Las medidas de adsorcion se realizan manteniendo el area
interfacial constante. En el caso de la interfaz aire-agua, este valor es
de 28 mm” mientras que en la interfaz aceite-agua es de 35 mm’. Las
isotermas 7(A4) se generan modificando el volumen de la gota,
mediante inyeccion o extraccion de volumen con el capilar interno de
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manera controlada y midiendo simultdneamente tension y d4rea
interfacial [Wege 2002].

Técnica de obtencion de monocapas de proteina

La puesta a punto de un método de obtencidon de monocapas
depositadas sobre la superficie de la gota pendiente constituye uno de
los principales avances conseguidos en esta Tesis Doctoral y se
encuentra descrito en las referencias [Maldonado-Valderrama, 2003;
Maldonado-Valderrama, 2004a]. Las proteinas presentan una
dificultad afiadida a la ya laboriosa tarea de depositar monocapas de
tensioactivos. Esta reside en el hecho de que la mayoria de las
proteinas en su estado nativo presentan cierta solubilidad en la fase
acuosa. Por ello, las proteinas no forman una monocapa al ser
depositadas directamente sobre la interfaz sino que se disuelven en la
fase acuosa. En la bibliografia se pueden encontrar varios métodos de
obtencién de monocapas de proteinas en los que se aborda de diversas
maneras este problema [McRitchie 1986]. Uno de los métodos mas
usados en estudios de monocapas es el método de Trurnit para
depositar proteinas descrito en [Trurnit, 1960]. En este método, se
resuelve el problema de la solubilidad de la proteina, tratando de
desnaturalizarla antes de alcanzar la superficie de la gota. Cuando una
molécula de proteina alcanza una interfaz apolar sufre una
reorganizacion estructural de sus segmentos de manera que las partes
hidrofobas quedan en contacto con el medio no polar y las partes
hidréfilas quedan en contacto con la fase acuosa. Este proceso se
denomina desnaturalizacidon superficial y la proteina en su estado
desdoblado deja de ser soluble en la fase acuosa y permanece anclada
en la superficie. El método de Trurnit consiste en deslizar un volumen
conocido de disolucidon acuosa de proteina por una varilla de vidrio
antes de contactar con la superficie acuosa sobre la que se formara la
monocapa. De esta manera, la proteina sufre el proceso de
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desdoblamiento superficial al entrar en contacto con el aire en la aguja
de vidrio y, al alcanzar la superficie acuosa, no se disuelve en la
subfase, sino que permanece en la superficie formando una monocapa.
Este método ha sido usado en balanzas de superficies convencionales
por un gran nimero de autores [Rodriguez-Nifio, 1999; Min, 1998;
Krigel, 1999; Murray, 1998; Sanchez-Gonzalez, 1999; Galvez-Ruiz,
1999; Sanchez-Gonzalez, 2001].

En este estudio se ha realizado una detallada adaptacion del
método de Trurnit a las exigencias de la gota pendiente, en un proceso
cuyas fases se encuentran esquematizadas en la Figura 4.3.

Deposicidén Etapa de desnaturalizacis Formacion de
de la gota apa de désnaturalizacion la monocapa
: PBS para
Aguja de b
o | =
. J
&Gy La disolucién ig’f \% La proteina se
o ! se deshz.a i extiende sobre
por la aguja la superficie

Disoiuci()n
de la gota
de proteina \ / 5

i

Figura4.3: Adaptacion del método de Trurnit a la gota pendiente.

Las dimensiones de la aguja de wvidrio, fabricada
especificamente para este fin, son de 0.3 mm de didmetro y 10 cm de
largo. La aguja se dispone sobre la superficie de la gota como se
muestra en la Figura 4.3 A continuacion, 1 pl de disolucion acuosa de
proteina se desliza hasta la superficie de la gota y la proteina,
desnaturalizada al contacto con el aire durante el deslizamiento, se
extiende sobre la superficie. Para asegurar que toda la proteina
depositada en el capilar de vidrio se transfiere a la superficie de la
gota, el proceso se repite deslizando 1 pl de disolucion tampon con el
fin de arrastrar cualquier resto de proteina adherida al capilar.
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La compresion-expansion de la interfaz se realiza por
inyeccion-extraccion de volumen de disolucion acuosa con el capilar
interno. La velocidad de compresion de la interfaz es asimismo un
pardmetro critico en la obtencion de las isotermas. Cuando una
monocapa se comprime demasiado rdpido, la isoterma se puede
desplazar hacia areas mayores [Murray, 1996]. Ademas, las isotermas
son independientes de la velocidad de compresion cuando éstas son
suficientemente lentas y se supone un “equilibrio” de la monocapa,
i.e. relajacion rdpida de movimientos de los segmentos debida a
interacciones laterales [Rodriguez-Nifio, 1999; Cicuta, 2002]. La
velocidad finalmente elegida en este estudio es la mas rapida que
cumple la condiciéon de “equilibrio”, para evitar efectos de
contaminacion en la interfaz. De esta forma, se encuentra que las
isotermas son independientes de la cantidad de proteina depositada,
demostrando la reproducibilidad de la deposicion. El dispositivo
experimental proporciona la variacion de la presion interfacial en
funcion del area interfacial o volumen de la gota; la isoterma z(4).

Para el estudio de monocapas de P-caseina en la interfaz
aceite-agua, tras la deposicion, se reduce el volumen de la gota y se
eleva suavemente la cubeta llena con tetradecano previamente
saturado con agua. Una vez sumergida completamente la gota en la
fase oleosa se expande de nuevo hasta el maximo valor de area
interfacial y se procede a la obtencion de las isotermas n-A de manera
completamente analoga a la descrita anteriormente para la interfaz
aire-agua.

Reologia dilatacional

Los experimentos de reologia dilatacional han sido disefiados y
realizados en el Max Planck Institut fiir Kolloid und
Grendflichenforschung, Golm, Alemania. El dispositivo experimental
es también una balanza de gota pendiente denominada PATI y
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comercializada por Sinterface Technologies, Alemania [Sinterface]. El
dispositivo experimental se divide en tres partes basicas:

1) El montaje de medida, compuesto por la célula de medida,
el capilar y la jeringa (Hamilton) junto con el inyector.

2) El sistema 6ptico, compuesto de una fuente de iluminacion,
un objetivo de microscopio y una camara de video CCD, panasonic,
WV-BP310 B/W.

3) El sistema informético, un microprocesador Intel-Pentium,
con una tarjeta monocroma de adquisicion de imagen, National
Instrument IMAQ PCI-1408.

Los parametros caracteristicos (volumen, drea y tension
interfacial) se obtienen tras ajustar los perfiles de gota experimentales
a la ecuacion de capilaridad de Young-Laplace. El formalismo
utilizado en el célculo de los pardmetros interfaciales asi como el
funcionamiento general del PAT1 se encuentra descrito en detalle en
la referencia [Loglio, 2001].

El sistema de dosificacién computerizado permite mantener el
area interfacial constante o inducir deformaciones de la misma. Para
los experimentos de reologia dilatacional se introduce una
perturbacion sinusoidal a la interfaz, inyectando y extrayendo
alternativamente liquido de la gota pendiente. A partir del
comportamiento oscilatorio de la tension interfacial, inducido por la
perturbacion del area interfacial, se obtiene el denominado modulo de
elasticidad complejo definido por la siguiente ecuacion:

E(iw) = E"(w)+iE"(w) = 3{Ay(t)}/ S{AIn A(r)} 4.1)

Donde, 3{Ay(¢)} es la transformada de Fourier del cambio en

tension interfacial, y, inducido por la perturbacion en el darea
interfacial, 4. E’ y E’’ son respectivamente las partes real e imaginaria
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del modulo de elasticidad complejo. Estas tienen un significado fisico
teniendo en cuenta que se identifican con los siguientes sumandos
[Lucassen-Reynders, 1981]:

E(iw)=E'(w)+iE"(w)=e(w)+ion(w) 4.2)

Donde, ¢ es la elasticidad interfacial y # es la viscosidad
interfacial, magnitudes descritas ya anteriormente en la seccion 2.4. El
programa proporciona finalmente esta pareja de parametros
caracteristicos de la capa interfacial formada para cada valor de la
frecuencia impuesta.
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Figura 4.4 Fases de un experimento modelo de reologia dilatacional de B-caseina en

la interfaz aceite-agua.

Los experimentos de reologia dilatacional se han disefiado
siguiendo el siguiente protocolo, que se puede visualizar en la Figura
4.4. En primer lugar, la tension interfacial de la gota de la disolucion a
estudiar se monitoriza manteniendo el area interfacial constante
durante 7 horas para las disoluciones concentradas y hasta 20 horas
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para las mas diluidas. Transcurrido este periodo de tiempo, el cambio
detectado en la tension interfacial es practicamente inexistente. De
esta manera, los experimentos de reologia dilatacional se efectian en
“condiciones de equilibrio”, imponiendo a la interfaz la perturbacion
sinusoidal. En el experimento se realizan ocho ondulaciones tipo seno
a una frecuencia fija seguido de 10 minutos de registro a area
interfacial constante. Tras esto se vuelve a repetir el proceso a otra
frecuencia de oscilacion. En total se han evaluado los parametros
dilatacionales a un total de 8 frecuencias. Cada uno de los
experimentos completos comprende la siguiente serie de frecuencias:
0.005, 0.01, 0.02, 0.04, 0.08, 0.1, 0.14 y 0.2 s'. De esta manera, las
oscilaciones son lo suficientemente pequefias como para que la gota
conserve una forma laplaciana en todo el proceso y el algoritmo usado
por el programa sea siempre valido. Asimismo, el cambio en el
volumen de la gota, es decir, la amplitud de la oscilacion, se mantiene
por debajo de un 10% del volumen total de la gota. De esta manera,
queda garantizada la linealidad del comportamiento reologico y se
evita la destruccion de las estructuras interfaciales [Wiistneck, 1999].

4.3.2 Técnica del Plato Poroso

Los experimentos realizados con la Técnica del Plato Poroso,
también denominada Balanza de Peliculas, han sido todos ellos
disefiados y realizados en el Laboratoire de Physique des Solides,
Université Paris XI, Francia. Este laboratorio posee una amplia
experiencia en el manejo de esta técnica y el dispositivo en cuestion
ha sido disefiado y fabricado en el mismo. Su funcionamiento se
encuentra descrito en detalle en [Bergeron, 1992]. A continuacion, se
detalla brevemente su funcionamiento.
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Una espuma es una dispersion de un gas en un liquido. De una
observacion mas detallada se observa que las burbujas de aire que
componen la espuma estdn separadas entre si por regiones liquidas,
denominadas peliculas, que contienen el tensioactivo. De la
estabilidad de estas peliculas liquidas depende la estabilidad de todo el
sistema. La técnica del plato poroso permite precisamente evaluar la
estabilidad de estas peliculas liquidas en funcion de la presion
hidrostatica aplicada. En la seccion 2.5 se encuentra descrito
brevemente el fundamento fisico de las peliculas liquidas; a
continuacién se procede a explicar la técnica experimental utilizada
para su obtencion y medida.

~d=3mm

)
Yy

20 mm

1-2 pom

Figura 4.5: Soporte en el cual se forman las peliculas compuesto de un disco de
vidrio fritado acoplado a un capilar de vidrio por el que se introduce la disolucion.

El soporte sobre el cual se forma la pelicula liquida consiste en
un disco de vidrio fritado en el cual se ha realizado un orificio de
tamafio milimétrico (1-2 mm). Este disco se encuentra soldado a un
capilar de vidrio como se observa en la Figura 4.5. La disolucion de
tensioactivo se introduce por el capilar hasta que el disco de vidrio
fritado se encuentra completamente embebido de disolucion.
Asimismo, se dispone, una pequefia gota de disolucion en el orificio
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practicado en el disco. El soporte con la pelicula se dispone en una
célula de plexiglas cerrada herméticamente de manera que la
extremidad del capilar queda en el exterior, expuesta a una presion de
referencia (presion atmosférica). En el interior de la célula, la pelicula
liquida se encuentra en una atmosfera saturada con la disoluciéon a

estudiar para evitar problemas de evaporacion y a una temperatura de
23°C.

Fotomultiplicador

PANASONIC®

Filtro Lock-In

r
- Iﬂ
.
Manémetro Jeringa
diferencial Fuente
Luminesa

Mesa antivibratoria Chopper

Figura 4.6: Diagrama esquematico de la balanza de peliculas

En la Figura 4.6 se encuentra representado un dibujo
esquematico de la técnica del plato poroso. La célula con la pelicula
estd conectada a un piston, que permite variar la presion hidrostatica
en el interior de la misma (P). Al aumentar la presion
progresivamente, se comprime la pequena gota dispuesta en el orificio
del disco de vidrio fritado. La region liquida se estrecha y se aplana
debido a la presion aplicada. De esta forma, se crea una pelicula
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liquida de disolucién completamente andloga a la region liquida
existente entre dos burbujas de aire en una espuma.

En esta pelicula, la diferencia entre la presion de la fase
gaseosa (P) y la presion de la fase liquida (P)) es la presion superficial
(7). En el equilibrio, la presion superficial se encuentra compensada
por la presion de disyuncion que estabiliza la pelicula (Pg):

Para determinar la presion de disyuncion basta con conocer los
valores de Py P;. P es la presion impuesta con el piston y P; viene
dada por la expresion:

P=P+Apgh, -2~ (4.4)

Donde, P es la presion atmosférica, y es la tension superficial
del liquido, 4p es la diferencia de densidad entre la disolucion y el
gas, g es la constante de la gravedad, /4. es la altura por encima del
liquido y 7. es el radio del tubo capilar.

De manera que la presion de disyuncion se obtiene
sustituyendo la ecuacion (3.4) en la (3.3) de la siguiente manera:

p=P-P=pP+2L—p —ApgH, (4.5)
Para realizar estas medidas de presion es necesario proteger al
sistema de cualquier perturbacion; cualquier movimiento de la célula
podria provocar inestabilidades en la pelicula que falsearian la
medida. Por ello, se dispone de un recipiente anexo de 60 1 de aire
cuya funcion es amortiguar las fluctuaciones de presion. Asimismo, el
nivel de presion en la célula se controla con un barémetro clasico, un
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tubo en U con una regla graduada, y asi se verifica el que no varie mas
de £1 mm (+10 Pa).

Todo el sistema se encuentra iluminado con una fuente de luz
blanca de 150 W, de intensidad modulada por un chopper a una
frecuencia de 390 Hz". Este haz de luz incide sobre la pelicula liquida
y la luz reflejada por la misma se recoge en un objetivo (Leite
Wetzlar, Alemania 10X) y es dividida en dos haces por una lamina
Optica, que presenta una inclinacion de 45°. Uno de los haces
luminosos se envia a una cdmara de video que permite la observacion
de la muestra en una monitor. El otro haz de luz es dirigido hacia un
objetivo provisto de una fibra optica (Gamma Scientific, modelo 700-
3B) de 450 um de diametro. La luz recogida por la fibra atraviesa un
filtro rojo (630 £ 10 nm) antes de llegar a un fotomultiplicador
(Hamamatsu R550). Para sincronizar la sefal con la frecuencia del
chopper se utiliza un amplificador /ock-in. Con este montaje, la
informacion suministrada por este dispositivo es doble. Por un lado, el
fotomultiplicador proporciona la intensidad de la luz reflejada (/) por
la pelicula y por otro lado, la video-cadmara proporciona imagenes en
tiempo real de la evolucion de la pelicula liquida, lo que permite
analizar la dindmica de formacion de regiones de diferente espesor
[Marquez Beltran, 2004; Sonin, 1993; Marquez, 2003].

Una vez que se tiene la intensidad reflejada por la pelicula
liquida, la interferometria de luz reflejada permite medir el espesor de
la misma. Supongamos una pelicula plana de espesor # e indice de
refraccion ny que separa dos medios de indices refraccion n; y n»
respectivamente. Si un haz luminoso de intensidad / incide sobre la

2 “Chopper” (en inglés): se trata de un disco recortado en laminas a intervalos
regulares y que gira a una frecuencia controlable produciendo un haz de luz de
intensidad modulada.
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pelicula desde el medio 1, la intensidad total reflejada por la pelicula
sera la suma de la intensidad reflejada por la primera interfaz y la
intensidad reflejada por la segunda interfaz. La diferencia de caminos
opticos entre estos dos campos reflejados es proporcional al espesor
de la pelicula. En incidencia normal, es decir, suponiendo que el haz
de luz incide sobre la pelicula perpendicular a la interfaz (6;=0°) se
tiene que:

2 2
I, 1w +r +2nrcosg

L= 4.6
I, 1+1’r +2rr,cos@ (46)
Donde:

n,—n, n,—n, 2nh .
r=— = , 9=2r—— y A es la longitud de

2
I’lf +7’l] I’lf +n 2
onda de la luz incidente.

En esta expresion se observa como es necesario conocer los
valores de Iy e I, para conocer el valor del espesor de la pelicula 4.
Debido a las intensidades parasitas que, pese a la existencia del
chopper y del lock-in, aparecen en el montaje, la medida de /; e I, no
es inmediata. Para resolver este problema se utiliza el método de
Scheludko [Scheludko, 1967]. Este método se basa en el calculo de

_ (-1

- max min
™

(4.7)

Donde /™y I™" son las intensidades de interferencia méxima

y minima, respectivamente, y que se obtienen para los valores de 4
multiplos de A/4ns. Ademas, teniendo en cuenta que en el caso de una
pelicula liquida en aire se cumple que n; =n ,= 1y que r; = -r,, se
obtiene finalmente que 4 viene dado por:
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2
. A nf—l
arcsin ;R = 4.8
4R (nf+lj 48

2
nfﬂ- 1+(1+A)m

En una pelicula liquida iluminada por luz blanca, las
interferencias entre los rayos de diferente longitud de onda reflejados
provocan la aparicion de colores. A cada color le corresponde un
espesor. Puesto que el espesor de una pelicula liquida es siempre
inferior a 100 nm, las regiones de diferente espesor en la misma se
distinguen por diferentes niveles de grises.

El protocolo que se sigue para realizar los experimentos es el
siguiente. En primer lugar se introduce la disolucién de tensioactivo
de bajo peso molecular (o de proteina) en el soporte de peliculas. Este
proceso se realiza de manera que no quede ninguna burbuja de aire en
el tubo capilar, puesto que la medida seria en este caso incorrecta.
Una vez lleno el capilar, el soporte se encaja en la célula y se cierra
herméticamente. A continuacidn se incrementa la presion en el interior
de la célula con el piston. Este proceso de aumento de la presion se
debe realizar en etapas de pequeiios incrementos seguidos de 20
minutos de espera. Esto se hace para permitir la relajacion del flujo de
disolucion en el interior del material poroso producido por el
incremento de la presion. Una vez que ha transcurrido este tiempo se
procede a la medida de la presion de disyuncion y de la intensidad
reflejada por la pelicula. En el caso de que existan varios espesores
coexistiendo en la pelicula, el dispositivo permite determinar las
diferentes intensidades reflejadas por cada zona simplemente
moviendo el objetivo. Este proceso se repite aumentando
progresivamente la presion hasta que la pelicula se rompe. Asi, se
pueden medir de manera independiente la presion de disyuncion y el
espesor de la pelicula. Esto permite construir la isoterma de presion de
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disyuncioén frente a espesor (P(%)), que contiene la informacion sobre
las fuerzas de interaccion repulsivas en la pelicula liquida.

4.3.3 Columna de Espumas

Todos los experimentos de formacion y estabilidad de espumas
han sido disefados y realizados en el Laboratoire de Physique des
Solides, Universite Paris XI, Francia. El dispositivo utilizado se
encuentra esquematizado en la Figura 4.7.

Se trata de una columna de plexiglas de base cuadrada de 4 cm
de lado y 1 m de altura. La columna posee en su base un sistema
mediante el cual le puede ser acoplado un cilindro de vidrio fritado. El
tamafio de las burbujas que forman la espuma depende de la porosidad
de este vidrio fritado siendo el poro mayor cuanto menor es el nimero
que lo define. En este trabajo se han utilizado dos vidrios con
diferente porosidad: poro 0 (160-250 pm) y poro 2 (40-100 um). De
esta forma las burbujas que componen la espuma son tanto mayores
cuanto mayor es el tamafio del poro y menor el numero que lo
caracteriza. A través de estos cilindros de vidrio fritado se dispensa al
sistema un flujo de aire controlado por un caudalimetro. Para los
estudios de formacién y estabilidad de espumas planteados en este
trabajo el flujo de aire se mantiene siempre constante a 5-10™ m’/s.
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Figura4.7: Esquema del dispositivo utilizado en el estudio de la formacion y
estabilidad de espumas.

Los experimentos se realizan tomando como medida de la
estabilidad de la espuma, la velocidad de drenaje de la misma,
siguiendo el siguiente protocolo. Se vierten 200 ml de la disolucion
deseada en la columna de espumas, dispuesta con el adecuado vidrio
fritado en su base. Se conecta el dispensador de aire y se mide la
altura de espuma en la columna en funcion del tiempo. Una vez que la
espuma formada ha alcanzado una altura de 80 cm se desconecta el
caudalimetro y se mide el tiempo que tarda la espuma formada en
drenar. Este tipo de experimentos, pese a su caracter cualitativo,
permiten establecer una comparacion entre las caracteristicas de
formacion y la estabilidad de espumas de los diferentes emulsionantes
y se utiliza ampliamente en la bibliografia [Bhattacharyya, 2000;
Carrera-Sanchez, 2005; Husband, 1997].
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4.3.4 Formacion y estabilidad de emulsiones

El estudio experimental que se refiere a la formacion y
estabilidad de emulsiones ha sido disenado y realizado en el Grupo de
Fisica de Fluidos y Biocoloides de la Universidad de Granada,
Espana.

Formacion de las emulsiones

De acuerdo al trabajo previo realizado en la interfaz aceite-
agua, las emulsiones que se han estudiado son emulsiones de [-
caseina en tetradecano. Para prepararlas se ha seguido el siguiente
protocolo:

En primer lugar se, prepara una disolucion de proteina en la
disolucion tampon presentada anteriormente a la concentracion
deseada. A continuacion se mezcla la disolucion de proteina el
volumen de tetradecano requerido en un volumen final de 7 ml. La
emulsion se prepara con un dispersador "Diax 900, Heidolph",
realizando siempre el siguiente ciclo de agitacion: 1 min a 6000 rpm,
2 min a 28000 rpm y 1 min a 6000 rpm. Las disoluciones y las
emulsiones se preparan siempre inmediatamente antes de cada
medida.

En este trabajo se han evaluado emulsiones de tetradecano en
disolucidon acuosa de P-caseina a una concentracion fija de 1 g/l y
variando el contenido de aceite en la emulsion a 5%, 10% y 20% peso
de tetradecano. A todas ellas se les ha medido la estabilidad y el
tamafio de gota. Para la realizacion de dicho estudio se han utilizado
dos dispositivos experimentales basados en dispersion de luz cuyo
fundamento se describe brevemente a continuacion.
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Estabilidad de emulsiones

La estabilidad de las emulsiones se ha medido haciendo uso de
un Turbiscan Classic MA2000 (Ramonville St Agne, France). La
estabilidad de una emulsion viene determinada por la aparicion de dos
fenomenos: aumento de tamano de las gotas de aceite debido a una
coalescencia, floculacion y migracion de particulas dando lugar al
cremado de la emulsién como se ha explicado en detalle en la seccién
2.6. El analisis de la luz transmitida y retrodispersada’ por la emulsion
en funciéon del tiempo permite reconocer la aparicion de estos
fenomenos y cuantificar la desestabilizacion de la misma [Chanamai,
2000; Durand, 2003].

El dispositivo se encuentra totalmente automatizado y un
ordenador conectado al Turbiscan Classic MA2000 controla todo el
sistema. Se disponen 7 ml de emulsion en un tubo de vidrio cilindrico
de 15 cm de altura y 16 mm de didmetro interno. El dispositivo mide
el porcentaje de luz transmitida y retrodispersada por la muestra en
dicho tubo. Este doble resultado permite tener acceso a un amplio
intervalo de concentracion de particulas. Para una fraccion de
volumen ®<0.03 se analiza la luz transmitida (transmision regime):
dispersiones claras o turbias. Para fracciones de volumen mayores, se
analiza la luz dispersada (backscattering regime): dispersiones opacas.
En el caso de emulsiones, como el que nos ocupa, la luz dispersada
contiene gran parte de la informacion.

La fuente luminosa es un diodo electro luminiscente de
longitud de onda cercana al infrarojo, A= 850 nm. Dos sensores
opticos sincronizados reciben la luz transmitida y dispersada por la
emulsion, respectivamente. Concretamente, la luz transmitida por la
muestra se detecta por el sensor de transmision, dispuesto a 180° con

3 Del inglés, backscattered.
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respecto a la direccion del haz incidente. La luz retrodispersada por la
muestra se recoge por el detector de retrodispersion, situado formando
un angulo de 45° con la direcciéon de la radiacion incidente. El
instrumento se autocalibra automaticamente para corregir los posibles
errores debidos a cambios térmicos en los componentes
optoelectronicos asi como al envejecimiento de los mismos. El lector
optico realiza un barrido de la altura total de la muestra en el tubo (80
mm) tomando las medidas de intensidad transmitida y retrodispersada
cada 40 pum. El programa informatico proporciona asi las curvas
correspondientes a la luz transmitida y retrodispersada en tanto por
ciento en funcion de la altura de la muestra en milimetros. El barrido
se repite cada cierto intervalo de tiempo con el fin de obtener la
evolucion temporal de la emulsion. De esta forma, se evalua
cuantitativamente la apariencia y la desestabilizacion de la emulsion
preparada a lo largo de un periodo de 24 horas.

Tamario de gota

El tamafio promedio de gota de las emulsiones mds estables se
ha medido con un dispositivo ALV®-NIBS/HPPS. Este dispositivo
combina la tecnologia High Performance Particle Sizer (HPPS) con el
método Non Invasive Back Scattering (NIBS). Este dispositivo esta
especialmente disefiado para el andlisis de muestras muy concentradas
puesto que su sistema de deteccidn minimiza el registro de dispersion
multiple. La muestra se introduce en una cubeta rectangular de
plastico cuya seccion de medida se controla de forma automatica hasta
conseguir que el volumen de dispersion esté correctamente enfocado.
La muestra se ilumina con un laser de He-Ne con una potencia de
salida de 2.5 mW y una longitud de onda de 632.8 nm. La unidad de
deteccion esta ubicada a 173° respecto a la direccion del haz incidente.
Un receptor de fibra oOptica selectiva procesa la luz y un detector
fotonico (fotomultiplicador) convierte los fotones a pulsos
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electrénicos y mediante un correlador digital (ALV®5000/E) se
obtiene la funcién de correlacion de la intensidad que contiene toda la
informacion de la muestra.

La funcion de correlacion go(t) estd relacionada con la funcion
de correlacion del campo gi(t) mediante la relacion de Siegert:

g/(q.t)=1+Blg,(q.t) (4.9)

donde, £ es un parametro caracteristico del dispositivo y ¢ es el vector
de dispersion:

q= %sen(%} (4.10)

donde A es la longitud de onda del haz incidente, 6 es el angulo de
dispersion y n el indice de refraccion del disolvente.

A partir de la caida inicial de la funcion de correlacion del
campo se puede obtener el coeficiente de difusion de las particulas
haciendo uso del método de los cumulantes [Koppel, 1972]

In(g,(g.))=-T (g +T,(q)e* Ty () +... (4.11)

Aqui, el primer cumulante 77(g) estd relacionado con el coeficiente
de difusién, Dy, mediante la siguiente expresion: I7(g)=Dy-q°. El
segundo cumulante contiene la informacién de la polidispersidad en
tamafio de la muestra (IP=1I3(q)/I’(g)). Finalmente, suponiendo
simetria esférica en las particulas, el coeficiente de difusion Dy es
inversamente proporcional al radio hidrodinamico segun la relacion de
Stokes-Einstein:

D, = KT
67na

(4.12)
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donde, x3 es la constante de Boltzmann, 7' la temperatura y 7 la
viscosidad del disolvente.






Capitulo 5.

COMPORTAMIENTO INTERFACIAL
DE PROTEINAS EN INTERFACES
LIQUIDO-FLUIDO, EMULSIONES Y
ESPUMAS
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5.1.- INTRODUCCION

Este capitulo constituye el primero de los dos grandes bloques
en los que se ha divido el trabajo realizado y en los que se van a
exponer los resultados y logros de esta Tesis Doctoral. Este primer
bloque se centra en el estudio de una proteina modelo, que constituye
un ingrediente clave en productos lacteos: la B-caseina. Sin duda,
debido a su importancia en la industria alimentaria, ya se ha realizado
un enorme esfuerzo para comprender el comportamiento interfacial de
esta proteina. Sin embargo, se encuentran aun en la bibliografia
numerosos  interrogantes e incluso  discrepancias en  su
comportamiento interfacial, especialmente en interfaces liquido-
liquido. En este sentido, este trabajo presenta una completa
caracterizacion interfacial de la B-caseina en la que se han utilizado
varias técnicas experimentales. Ademas, y con el fin de profundizar en
la comprensiéon de los fendmenos que tienen lugar en la capa
interfacial, se ha hecho uso de un modelo tedrico que proporciona
importante informacion adicional acerca de la estructura interfacial de
la proteina e incluso clarifica algunas de las discrepancias encontradas
en la bibliografia. Finalmente, se ha buscado una aplicacién
tecnologica de este estudio fundamental de las propiedades
interfaciales de la B-caseina analizando las espumas y las emulsiones
formadas por esta proteina. Este ultimo apartado presenta una
aplicacion completamente novedosa desarrollada en esta Tesis
Doctoral.

Asi pues, este largo capitulo se estructura de la siguiente
manera. En primer lugar se presenta un analisis teorico y experimental
de las monocapas de [-caseina en la interfaces aire-agua y
tetradecano-agua. En segundo lugar se realiza un estudio exhaustivo
de la adsorcién de la B-caseina en esas mismas interfaces también
desde un punto de vista tedrico y experimental. A continuacidon se
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presenta un estudio adicional sobre la dindmica de adsorcion de la f3-
caseina en la interfaz tetradecano-agua. Seguidamente, se presentan
los resultados experimentales de reologia dilatacional de B-caseina en
las dos interfaces asi como el tratamiento tedrico de éstos en
condiciones de equilibrio. Finalmente, se ha realizado un estudio
preliminar de la formacion y estabilidad de emulsiones y espumas del
mismo sistema experimental en el que se pretende relacionar las
conclusiones derivadas del estudio previo con las propiedades de las
dispersiones alimentarias formadas. Todos los resultados que se
presentan se han realizado en las mismas condiciones' con el fin de
establecer una correcta comparacion entre todos los fendmenos.

5.2 MONOCAPAS DE B-CASEINA EN INTERFACES LiQUIDO-
FLUIDO

La caracterizacion mediante la técnica de monocapas
constituye un primer paso en el estudio de la estructura interfacial de
las proteinas en interfaces. Esta técnica ha sido usada extensamente en
el estudio de la estructura interfacial de la f-caseina en la interfaz aire-
agua. Ahora bien, la dificultad afiadida por la presencia de una interfaz
liquida se traduce en una indudable escasez de estudios de monocapas
de proteinas en la interfaz aceite-agua. Por otro lado, debido a su
complejidad son incluso menos los trabajos que proporcionan un
analisis cuantitativo de la estructura de la monocapa mediante la
aplicacion de un modelo teodrico. En este sentido, el objetivo planteado
en este apartado es primeramente la formacion de monocapas f-
caseina en las interfaces aire-agua y aceite-agua. A continuacion se
analizan los datos experimentales en el marco de la teoria de
polimeros presentada en la seccion 2.2. Finalmente, este analisis

"pH7,0.05MyT= 23°C
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teorico se aplica también a datos experimentales encontrados en la
bibliografia para la misma proteina pero en diferentes interfaces y con
los cuales existen aparentemente discrepancias. De esta forma, no
solamente se cuantifica la estructura interfacial de la B-caseina en la
interfaz aire-agua y aceite-agua sino que se discute el papel de la
naturaleza de la interfaz.

5.2.1 Monocapas de p-caseina en interfaces liquido-fluido

La Figura 5.1 muestra las isotermas tipicas obtenidas tras la
deposicion de 1 pl de disolucion de P-caseina de concentracion
conocida sobre las interfaces aire-agua y tetradecano-agua. Estas
monocapas se han formado mediante una adaptacion de método de
Trurnit a la gota pendiente que se encuentra descrita en detalle en la
seccion experimental y que constituye uno de los logros de esta Tesis
Doctoral [Maldonado-Valderrama, 2003; Maldonado-Valderrama,
2004a]. Las isotermas 7-4 de P—caseina en la interfaz aire-agua
obtenidas con este novedoso sistema se encuentran en concordancia
con las obtenidas con métodos convencionales [Mellema, 1998;
Cicuta, 2001, Rodriguez-Nifio, 1999].

Veamos resumidamente algunos detalles del método de
formacion de monocapas utilizado. La velocidad de compresion-
expansion es un parametro critico en la obtencion de isotermas
reproducibles puesto que las isotermas se podrian desplazar hacia
areas moleculares mayores si  son comprimidas demasiado
rapidamente [Murray, 1996]. Asi, en este estudio se ha utilizado una
velocidad de compresion tal que podamos considerar despreciables los
efectos de relajacion. Para ello, se ha realizado un barrido de
velocidades y se ha comprobado que por debajo de una cierta
velocidad de compresion, todas las isotermas coinciden. Para evitar
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efectos de contaminacion y degradacion de la proteina se eligio la
velocidad mas alta que cumplia esta condicion: 0.022 mm?/s. De esta
forma, las monocapas en la interfaz aire-agua son estables y presentan
ciclos reproducibles de compresion-expansion [Maldonado-
Valderrama, 2003]. Sin embargo, las monocapas en la interfaz
tetradecano-agua se comportan de manera diferente [Maldonado-
Valderrama, 2004a]. Si se deja la monocapa en area maxima durante 3
horas y posteriormente se comprime, la monocapa aparece
ligeramente mas expandida, i. e. la isoterma aparece desplazada a la
derecha; a valores mas altos de area especifica. Pero si tras este ciclo,
la monocapa es inmediatamente comprimida de nuevo, la isoterma
recupera su forma original. Este comportamiento, también ha sido
encontrado por otros autores para monocapas de BSA y fB-
lactoglobulina en la misma interfaz oleosa [Murray, 1996]. Estos
autores justifican este resultado en términos del lento desdoblamiento
interfacial que sufren estas proteinas y que resulta en una expansion
residual que desaparece en ciclos sucesivos pero que reaparece si la
pelicula permanece durante horas estatica [Murray, 1996]. Para mayor
detalle acerca del procedimiento experimental utilizado en la
formacion de las monocapas cuyas isotermas estdn expuestas en la
Figura 5.1, éste se encuentra explicado en las referencias [Maldonado-
Valderrama, 2003; Maldonado-Valderrama, 2004a].

En la 5.1 se presentan las isotermas -4 registradas al
comprimir y expandir monocapas de [B-caseina en las interfaces
aire/agua y tetradecano-agua. Ambas isotermas presentan una forma
sigmoide tipica de las isotermas registradas para peliculas de proteinas
en interfases fluidas. Algunos autores como McRitchie y col.
[McRitchie, 1990] y Ahluwalia y col. [Ahluwalia, 1991, 1992]
postulan que esta forma de las isotermas puede deberse a una
desorcion parcial de la proteina de la interfaz, es decir, a la desorcion
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de algunos segmentos (conjunto de residuos aminoacidos) durante el
proceso de compresion de las peliculas. Sin embargo, puede
interpretarse también como debido a la formacion de estructuras
tridimensionales. Lo que es claro, es que esta forma sigmoide que
implica una regidon intermedia de la isoterma donde aumenta la
elasticidad de la misma, se debera a una disminucién de la densidad
interfacial causada por alguno de los mecanismos mencionados.

También destaca el hecho de que las peliculas de B-caseina se
encuentran mucho mas compactas o menos extendidas en la interfaz
aire-agua que en la interfaz aceite-agua. A las condiciones
experimentales que se han registrado las isotermas, los valores de area
especifica limite (que resulta de extrapolar a =0 la Gltima parte lineal
de la isoterma) son 0,54 m*/mg y 1,25 m*/mg en las interfaces aire-
agua y tetradecano-agua respectivamente. Estos valores se
corresponden para nuestra proteina, con una masa molecular de 23800
D y 209 residuos de aminoacido, con los valores de 10,2 A*/residuo y
23,6 A%/residuo, respectivamente. En el caso de la interfaz aire-agua,
si comparamos este valor con el que se obtiene por medidas
independientes (como difraccion de R.X.) para un residuo de
aminoacido, aproximadamente 15 A%/residuo, observamos que en
efecto el obtenido a partir de nuestras isotermas es inferior, lo que
indica que a altas presiones interfaciales las peliculas de B-caseina se
encuentra en un alto grado de compactacion, de ahi, que hayamos
tenido que adaptar el método de Trurnit a los requisitos de la gota
pendiente para poder formar monocapas de B-caseina estables en esta
interfaz. Al extrapolar la primera parte lineal de la isoterma recién
depositada la pelicula, el valor de area especifica limite que se obtiene
esta en torno a lmz/mg correspondiendo este valor a 18,9 A%/residuo,
indicativo de que la proteina se encuentra completamente desplegada
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en la interfaz y que por tanto, se ha operado experimentalmente de
forma correcta.
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Figura 5.1: Isotermas 7-4 de monocapas de B-caseina extendida en las interfaces
aire-agua y tetradecano-agua.

El alto valor de area especifica limite obtenido a partir de las
isotermas registradas en la interfaz aceite-agua obedece a un
comportamiento mas complejo que tiene que ver con la interaccion de
la proteina con la fase oleosa y que se explica detalladamente a
continuacion. También se observa una gran diferencia en los valores
de presion de colapso, estando el correspondiente a la monocapa en la
en la interfaz aire/agua en torno a 23 mJ/m’ y el correspondiente a la
monocapa en la interfaz aceite-agua alrededor de 16 mJ/m”. A priori,
estos valores indicarian que la proteina B-caseina forma peliculas mas
estables en la interfaz aire-agua que en la aceite-agua, sin embargo,
hay que tener presente que las tensiones interfaciales difieren en
ambas interfaces.
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Asi pues, la presencia de una interfaz liquida afecta
significativamente a la estructura interfacial adoptada por la proteina.
Con respecto al desplazamiento de la isoterma registrada en la interfaz
tetradecano-agua hacia valores mayores de area especifica, Murray y
col. encuentran un desplazamiento similar hacia areas mayores en
monocapas formadas en la misma fase no-polar (tetradecano) pero con
otras proteinas modelo [Murray, 1996]. Paralelamente, estudios de
monocapas de [-caseina en otras fases oleosas muestran un
comportamiento contrario al dado en la Figura 5.1 con isotermas
desplazadas hacia valores menores de 4area especifica [Graham,
1979c]. Esta aparente contradiccion serd discutida en mayor detalle
mas adelante sobre la base de consideraciones tedricas. Veamos a
continuaciéon, algunos argumentos preliminares en la posible
explicacion del comportamiento de las monocapas de P-caseina
mostrado en la Figura 5.1.

En primer lugar, se puede asumir que la fase hidrocarburo es
un mejor disolvente que el aire para las partes hidrofobas de los
residuos de aminoacidos presentes en la cadena de polipéptido de la
proteina, que pueden, de hecho, penetrar en la fase oleosa [Murray,
1996; Wiistneck, 1999]. Esta solubilidad parcial implicaria una
posible adhesion entre la proteina y el tetradecano, responsable del
fenomeno de histéresis encontrado. En segundo lugar, Sengupta y col.
sugieren que la mayor afinidad de la proteina por una interfaz oleosa
tiene su origen en una interaccion cohesiva entre las moléculas de
hidrocarburo y las partes hidrofobas de la proteina [Sengupta, 1999].
Finalmente, el marcado cardcter hidréfobo del aceite lo hace muy
repulsivo hacia las moléculas de agua de manera que la proteina
tiende a expandirse lo mas posible en la interfaz con el fin de oponerse
a esta interaccion desfavorable [Anderson, 2001]. Teniendo todo esto
en cuenta, los resultados experimentales se podrian explicar de la
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siguiente manera. A bajo recubrimiento interfacial, el ultimo
argumento propuesto favoreceria una mayor area efectiva por
molécula en la interfaz tetradecano-agua, de acuerdo con el
desplazamiento observado de la isoterma en relacion a la posicion de
la isoterma registrada en la interfaz aire-agua. A continuacion y
conforme la interfaz se comprime, la interaccion cohesiva existente
entre los segmentos hidréfobos y las moléculas de aceite unido a la
solubilidad parcial en el tetradecano, serian los responsables del
fenémeno de histéresis encontrado.

5.2.2 Aplicacion de la teoria de escalado

Con el fin de obtener mas informaciéon de las isotermas
mostradas en la Figura 5.1, los datos experimentales se han analizado
mediante el modelo desarrollado por Leclerc y col. en [Leclerc, 1997]
y Aguié-Béghin y col. en [Aguié-Béghin, 1999]. En esta teoria, se
obtiene informacion estructural de la monocapa a partir de un
parametro: y. Este parametro se ha obtenido de dos maneras; a partir
de las isotermas (m o A”) y a partir de sus derivadas (-dn/dA o yA)
como se explica en la seccion 2.2 y en el Apéndice 1. Ambos
procedimientos proporcionan valores muy similares [Maldonado-
Valderrama, 2005c] y los valores del parametro y finalmente
considerado es la media de ambos y se encuentran expuestos en la
Tabla 5.1.

El valor numérico del exponente y obtenido para cada una de
las regiones lineales encontradas en las curvas experimentales
proporciona informacion acerca de la estructura del polimero en la
interfaz en los sucesivos regimenes semidiluidos, como se encuentra
descrito en la seccion 2.2. Brevemente, para las proteinas, el primer
régimen semidiluido significativo viene caracterizado por el



143

exponente y, y se corresponde con la superposicion de bloques
tridimensionales (si y,=1) o bidimensionales (si y»>3). Ademas, la
magnitud de este valor cuantifica el grado de compactacion de la
molécula; siendo y, mayor conforme la proteina se compacta en el
régimen bidimensional (y,>3) [Mellema, 1998; Cicuta, 2001]. El
segundo régimen significativo se caracteriza por el valor de y;. En una
aproximacion similar, un valor de y;=0 indicaria la formacién de un
cuasi-gel, un valor de ys=1 indicaria la formacion de un cuasi-cepillo”
y finalmente, un valor de y;>3 indicaria de nuevo la superposicion de
bloques bidimensionales [Douillard, 2003].
Tabla 5.1: Valores de los parametros y, e y; de la ecuacion de estado para

monocapas de B-caseina en diferentes interfaces [Douillard, 2003; Graham, 1978c;
Segumpta, 1998] y sus respectivas tensiones interfaciales a 25°C [Weast, 1974].

INTERFAZ Vs y: |y (mJ/m’)

Aire-agua 554041 1.7£0.4| 72.6

Tetradecano-agua | 3.7+0.4 | 1.8+0.4 53

Tolueno-agua 2 2 35

Trioleina-agua 1.1 1.1 14.6

Teniendo en cuenta estas premisas, analicemos los valores
encontrados para los pardmetros y, e y; para las monocapas de B-
caseina en cada una de las interfaces y que se encuentran expuestos en
la Tabla 5.1

Por un lado, en la interfaz aire-agua, el valor (y, ~ 5.5) es
coherente con otros analisis de escalado de monocapas de -caseina en
esta misma interfaz y en las mismas condiciones, recopilados por

? Del inglés cuasi-brush
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Douillard y col en [Douillard, 2003]. Al igual que se estipula en ese
trabajo, este valor de y, indica una configuracion algo compacta de la
B-caseina en la interfaz aire-agua. La confirmacion de este resultado
viene dada por los valores de y, menores que éste reportados para el
caso de monocapas de B-caseina formadas en condiciones en las que
se espera un desdoblamiento de la proteina, como es en presencia de
un agente desnaturalizador [Hambardzumyan, 2004], a temperaturas
mas altas [Hambardzumyan, 2003] o a valores de pH lejanos de su
punto isoeléctrico [Cicuta, 2001]. A continuacién, conforme aumenta
el recubrimiento superficial, la proteina entra en el siguiente régimen
caracterizado por el valor de y;. El valor encontrado (y; ~ 1.7)
muestra como la superposicion de bloques bidimensionales,
caracteristica del régimen anterior, evoluciona hacia una especie de
fluido tridimensional de bloques hidrofobos que aumenta su grosor
con la concentraciéon como indican Douillard y col. [Douillard, 2003].

Por otro lado, veamos los resultados obtenidos en la interfaz
tetradecano-agua. El primer régimen semidiluido que atraviesa la B-
caseina en esta interfaz se caracteriza por un valor de valor de y, ~
3.7. Este valor es claramente menor que el caracteristico de la interfaz
aire-agua en esta misma region de bajo recubrimiento interfacial. De
acuerdo con la teoria [[Leclerc, 1997; Aguié-Béghin, 1999] y con
trabajos experimentales [Hambardzumyan, 2004; Hambardzumyan,
2003; Cicuta, 2001] un menor valor del exponente indica una
configuracion mas extendida de la proteina en la interfaz tetradecano-
agua, claro indicativo de un mayor desdoblamiento de la molécula en
esta interfaz. Este resultado es completamente coherente con el
desplazamiento de la isoterma observado en la Figura 5.1. Asimismo,
a concentraciones interfaciales mas altas, a juzgar por el valor de y; ~
1.8, tiene lugar en la pelicula interfacial la formacion de estructuras
tridimensionales y la formacion de cuasi-cepillos parece dominar el
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comportamiento de la monocapa. Este resultado corrobora igualmente
la interpretacion realizada de los datos experimentales en la que se
sugiere una penetracion de las partes hidrofobas en la fase oleosa.

Ahora bien, pese a que la informacion proporcionada por el
analisis de escalado de las curvas parece confirmar los resultados
experimentales, desde un punto de vista tedrico se podria estar
incurriendo en ciertas incoherencias. Efectivamente, el modelo tedrico
propuesto, sefiala que los exponentes y» € y; no pueden ser mayores
que 1 en interfaces liquidas [Douillard, 2003]. Los valores
encontrados en este trabajo en la interfaz tetradecano-agua, se desvian
claramente de esta premisa. Siendo asi, y con el fin de solventar esta
contradiccion, el modelo ha sido aplicado a monocapas de B-caseina
en otras interfaces liquidas, cuyas isotermas se han presentado por
otros autores en la bibliografia. La Tabla 5.1 recoge los parametros y,
e y; obtenidos tras la aplicacion de la teoria de escalado a las
isotermas de B-caseina en la interfaz tolueno-agua dados por Graham
y Phillips [Graham, 1978c¢], a los obtenidos por Sengupta y col en la
interfaz trioleina-agua [Sengupta, 1998] asi como los obtenidos en
este trabajo en la interfaz tetradecano-agua, para facilitar su
comparacion.

Por un lado, Sengupta y col. exponen que la B-caseina adopta
una configuracion mas compacta en la interfaz trioleina-agua haciendo
una interpretacion de los datos experimentales analoga a la hecha de la
Figura 5.1. En este contexto, Douillard y col. indican que la B-caseina
retiene una estructura tridimensional en todo el intervalo de presion
interfacial considerado. Concretamente, los valores de los exponentes
2 e y3 expuestos en la Tabla 5.1, se identifican con la superposicion de
bloques tridimensionales a bajo recubrimiento interfacial mientras que
a formacion de un “cuasi-cepillo” domina a alta presion interfacial de
acuerdo con los resultados experimentales [Sengupta, 1999; Douillard,



146

2003]. Por otro lado, Graham y Phillips obtienen conclusiones
similares del analisis de las curvas experimentales de B-caseina en la
interfaz tolueno-agua. Es decir, también concluyen que la proteina
adopta una estructura mas compacta en la interfaz liquida que la
adoptada en la interfaz aire-agua [Graham, 1978c]. La aplicacion del
tratamiento tedrico verifica parcialmente esta hipotesis. Aunque los
valores de y, e y; dados en la Tabla 5.1, efectivamente, indican que la
proteina retiene una conformacion tridimensional, el aumento del
valor del exponente indica que esta es menos acentuada que en el caso
de la interfaz trioleina-agua. En resumen, a la vista de los resultados
del tratamiento teorico, la aparicion de dominios bidimensionales en la
capa interfacial parece igualmente improbable en estas dos interfaces
oleosas. Las regiones descritas por los exponentes y, e y3 en las
interfaces trioleina-agua y tolueno-agua, parecen estar formadas por
unidades estructurales similares que ademdas son practicamente
tridimensionales.

A la vista de estos resultados, se puede concluir que la
aplicacion de la teoria de escalado a las monocapas de P-caseina en
otras interfaces liquidas verifica las hipdtesis experimentales.
Asimismo, proporcionan una explicacién razonada a la aparente
discrepancia entre la estructura interfacial adoptada en cada una de las
interfaces, facilitando una visualizacion de la misma. Paralelamente,
el analisis presentado ciertamente sugiere que la estructura adoptada
por la proteina en la interfaz depende significativamente de la
naturaleza de la misma. La cuestion es ahora como modifican los
diferentes tipos de aceite la estructura de la proteina interfacial. Pues
bien, admitamos que el desdoblamiento interfacial de la proteina tiene
lugar con el fin de disminuir el exceso de energia interfacial
[Anderson, 2000]. En este caso, se podria buscar una conexion entre la
estructura interfacial adoptada por la proteina y la naturaleza de la fase
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oleosa en términos de su tension interfacial. La Tabla 5.1 muestra las
tensiones interfaciales de los tres aceites analizados [Weast, 1974].
Existe una clara correlacion entre los valores obtenidos para el
exponente y, y las respectivas tensiones interfaciales de las fases
liquidas. Analicemos estos valores en detalle.

Consideremos la tension interfacial como una medida de la
repulsion entre las dos fases en contacto, siendo ésta mayor cuanto
mayor es la repulsion. Primeramente, la interfaz trioleina-agua tiene
una tension interfacial extremadamente baja. Asi, el desdoblamiento
interfacial no se encontrard en este caso completamente favorecido e
incluso podria ser que la proteina penetrase preferentemente en la fase
oleosa formando una estructura tridimensional. Esta hipdtesis,
ademas, podria explicar el notable recubrimiento interfacial reportado
en [Sengupta, 1999] que contrasta con la inapreciable reduccion de la
tension interfacial debido a una transferencia completa de la proteina a
la fase oleosa. Con respecto a la interfaz tolueno-agua, el ligero
incremento dado para los valores de y, e y; dentro de la region
tridimensional, predice una cierta expansion de la proteina en esta
interfaz con respecto a la alcanzada en la interfaz trioleina-agua. En
claro acuerdo con esta conclusion, la tension interfacial del tolueno es
mas alta que la de la trioleina. Por tanto, era de esperar un aumento
similar del desdoblamiento de la proteina en la interfaz, cuya
expansion se encuentra favorecida por el aumento de la repulsion
entre las fases adyacentes. Finalmente, la incluso mayor tension
interfacial del tetradecano implicaria, de manera similar, un atn
mayor desdoblamiento de la proteina en contacto con esta ultima
interfaz. Asi, este razonamiento proporciona una explicacion
completamente satisfactoria a las discrepancias encontradas en la
bibliografia con respecto a la estructura interfacial de la B-caseina en
interfaces liquidas que n son finalmente tales.
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Por otro lado, haciendo uso de argumentos similares, uno
puede encontrar una explicacion al, a priori sorprendentemente alto,
valor obtenido para y, en la interfaz tetradecano-agua. De hecho, la
tension interfacial del tetradecano no solamente es mas alta que la de
las otras dos interfaces sino que se aproxima a la tension superficial
del agua. Como consecuencia, el comportamiento interfacial de la -
caseina en esta interfaz también se aproxima al comportamiento de la
proteina en la interfaz aire-agua. Prueba de ello es la aparicion de dos
regiones bien diferenciadas asi como de estructuras de naturaleza
bidimensional en el caso de la interfaz tetradecano-agua y no en las
otras dos interfaces.

La aplicacion de la teoria de escalado a las isotermas n-A de
monocapas de proteina proporciona una valiosa informacion
estructural. El andlisis presentado, no solamente permite comprender
el comportamiento de las monocapas en la interfaz aire-agua y
tetradecano-agua, sino que su aplicacion a datos bibliograficos
proporciona una vision generalizada del fendmeno en la que la
naturaleza de la fase oleosa es un factor clave en la estructura
interfacial adoptada por la proteina. Resumiendo, la imagen de la
molécula, al menos en la region de alto recubrimiento interfacial, seria
la de un polimero con bloques hidroéfilo-hidrofobo alternados y con
una configuracion dependiente de la naturaleza de las fases
adyacentes. La proteina se tiende a situar en la interfaz desdoblandose
mas conforme la tension interfacial de la fase oleosa pura aumenta.
Ademas, el comportamiento interfacial de la proteina tiende a
parecerse al que presenta en la interfaz aire-agua conforme aumenta la
tension interfacial de la fase oleosa.
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5.3 ADSORCION DE B-CASEiNA EN INTERFACES LIQUIDO-
FLUIDO

En este segundo apartado se propone evaluar el
comportamiento de la P-caseina adsorbida en las dos mismas
interfaces en las que se ha realizado el estudio de monocapas. Asi, el
primer objetivo planteado es la obtencidon e interpretacion de los
resultados experimentales de adsorcion de B-caseina en las interfaces
aire-agua y tetradecano-agua. Sin embargo, y de manera andloga a lo
expuesto en el apartado anterior, el mero andlisis de las curvas
experimentales resulta insuficiente para obtener una caracterizacion
estructural de las peliculas formadas en ambas interfaces. En este
punto, surge el segundo objetivo de este trabajo que es el andlisis de
los resultados experimentales en el marco de un modelo
termodindmico desarrollado por Fainerman y col. a lo largo de la
ultima década [Fainerman, 1996; Makievski, 1998; Fainerman, 1999;
Fainerman, 2003] La validez de esta teoria ha sido extensamente
comprobada con varias proteinas en la interfaz aire-agua. Sin
embargo, la comparacion explicita con datos experimentales en la
interfaces liquidas no se habia realizado hasta ahora y constituye uno
de los logros de esta Tesis Doctoral.

5.3.1 Determinacion de los valores de equilibrio de 7-¢

La aplicacion de modelo tedrico ha de realizarse sobre
valores de presion interfacial en condiciones de equilibrio
termodindmico con las fases adyacentes. Para ello, la adsorcion de f-
caseina en las interfaces aire-agua y tetradecano-agua es monitorizada
manteniendo el 4rea interfacial constante durante periodos muy largos
de tiempo (hasta 20 horas). La Figura 5.2 muestra las curvas
dindmicas de adsorcion de la proteina en las dos interfaces estudiadas.
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Solo se muestran en la figura las 5 primeras horas de la adsorcion con
el fin de facilitar la visualizacion del proceso.

Cabe destacar como el equilibrio se alcanza rapidamente
solamente para las disoluciones mas concentradas y esto ocurre
igualmente en ambas interfaces de acuerdo con estudios previos
[Beverung, 1999; Tripp, 1995]. Sin embargo, si que aparecen
diferencias notables al comparar las curvas de adsorcion para la
misma concentracion de proteina en cada interfaz. En particular, la
velocidad de aumento de la presion interfacial es mayor en la interfaz
tetradecano-agua para un valor dado de concentracion. Beverung y
col. encuentran igualmente velocidades mayores de adsorcion para la
B-caseina en la interfaz heptano-agua con respecto a otras proteinas
globulares y explican este hecho debido a la estructura desordenada de
la B-caseina en disolucion [Beverung, 1999]. Asimismo, Sengupta y
col. relacionan las diferencias en la velocidad de adsorcion de la f3-
caseina en la interfaz aire-agua con respecto a la interfaz trioleina-
agua con diferencias en la interaccion de dispersion entre la proteina y
la fase no polar [Sengupta, 1999]. Esta interaccién es siempre
atractiva en el caso de interfaces oleosas y podria igualmente explicar
la mayor velocidad de adsorcion encontrada para la interfaz
tetradecano-agua en la Figura 5.2.
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Figura 5.2: Curvas dinamicas de la adsorcion de B-caseina en la interfaz aire-agua
(grafica superior) y en la interfaz tetradecano-agua (grafica inferior).

Con el fin de analizar con mayor detalle como afecta la
presencia de una interfaz liquida a la adsorcion de la B-caseina, es
necesario obtener los valores de presion interfacial de equilibrio
alcanzados para cada concentracion. Esto se ha realizado siguiendo el
procedimento descrito en [Fainerman, 1994; Makievski, 1997]. En ¢él,
los valores de equilibrio de la tensidon interfacial se estiman
considerando un mecanismo de adsorcion mixto a través de la
extrapolacion de las derivadas dy/df’”? y dy/dr’. Estas dos
extrapolaciones se corresponden con la consideracion de un
mecanismo de adsorcion controlado por difusion y con la presencia de
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una barrera a la adsorcion, respectivamente. La primera consideracion
resulta en la conocida relacion de Joos-Hansen [Fainerman, 1994].
Los resultados estimados por esta extrapolacion, resultan ligeramente
mayores a los predichos por esta ecuacion, debido a que el formalismo
se derivo originariamente para tensioactivos [Wiistneck, 1996]. Para
contrarrestar esto, se hace uso de la segunda consideracion para
extrapolar los datos experimentales de adsorcion como se describe en
la referencia [Makievski, 1998]. Los valores de tension interfacial
estimados por estos dos procedimientos de extrapolacion son muy
proximos entre si [Maldonado-Valderrama, 2004b]. Ademas, debido a
los larguisimos periodos de tiempo de adsorcion dispuestos, estos
valores extrapolados coinciden practicamente con el valor final
alcanzado por la tension interfacial en cada experimento. Finalmente,
los datos considerados en la construccion de las isotermas son la
media aritmética de estos valores. Las Figuras 5.3 y 5.6 muestran las
isotermas de adsorcion obtenidas mediante este procedimiento para la
B-caseina en la interfaz aire-agua y en la interfaz tetradecano-agua.
Estas figuras muestran igualmente las predicciones tedricas, pero
veamos cada una de ellas por separado.

5.3.2 Modelo de Fainerman y col. I

A la vista de los resultados experimentales mostrados en la
Figura 5.3 se pueden apreciar importantes diferencias entre el
comportamiento de la P-caseina en la interfaz aire-agua y en la
interfaz tetradecano-agua. Brevemente, en la interfaz oleosa, la
isoterma aparece desplazada hacia valores menores de la
concentracion a la vez que a la misma concentracion le corresponde
un valor mayor de presion interfacial. Asimismo, la presion interfacial
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dada en la region de saturacion, es decir a valores de recubrimiento
interfacial muy alto, es mucho mayor en la interfaz oleosa; siendo 22
y 32 mJ/m’, para la interfaz aire-agua y la interfaz tetradecano-agua,
respectivamente.
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Figura 5.3: Isotermas 7z-c experimentales B-caseina en las interfaces aire-agua y

tetradecano-agua y ajustes tedricos con las ecuaciones (3.24)-(2.28) con los
parametros en la Tabla 5.11

Basandonos en estas premisas, cabe deducir dos cosas. Por un
lado, a juzgar por las curvas dindmicas de adsorcion, las fuerzas que
llevan a la proteina a la interfaz se ven modificadas por la presencia de
una interfaz oleosa. Por otro lado, la estructura adoptada por la
proteina en la interfaz se ve similarmente afectada por la naturaleza de
la misma.

Teniendo en cuenta las conclusiones derivadas del estudio de
monocapas presentado en el apartado anterior, la interpretacion de los
datos experimentales de adsorcion se realiza haciendo uso de los



154

mismos argumentos. De esta manera, el aceite es un mejor disolvente
para las partes hidréfobas de la molécula adsorbida que asi pueden
penetrar en la fase no polar. Asi, incluso a altos valores de
recubrimiento interfacial, el proceso de desdoblamiento interfacial
puede producirse asi como la adsorcion de nuevas moléculas y esto
explicaria el mayor valor de presion interfacial en la region de
saturacion obtenido en la interfaz tetradecano-agua. La interaccion
fuertemente repulsiva entre el tetradecano y el agua, puesta de
manifiesto en el apartado anterior por su alta tension interfacial,
desempeiia en el proceso de adsorcion un papel completamente
similar al desempefiado en la formacion de monocapas. La proteina
tiende a expandirse lo més posible para contrarrestar la alta energia
interfacial. En este sentido, Chipot y col. apoyan este argumento en un
estudio del comportamiento interfacial de un péptido en la interfaz
hexano-agua usando técnicas de dinamica molecular. Este estudio
muestra que el péptido se localiza preferentemente paralelo a la
interfaz o bien orientado de manera que parte de la molécula se
encuentra inmersa en la fase oleosa [Chipot, 1998]. Teniendo esto en
cuenta, en nuestro caso a bajo recubrimiento interfacial el
desdoblamiento interfacial se encuentra favorecido en la interfaz
tetradecano-agua. Conforme aumenta la concentracion interfacial, el
alto numero de moléculas en la interfaz resulta en una cierta
restriccion a los cambios conformacionales y prevalece la penetracion
en la fase no-polar [Wiistneck, 1999].

Al igual que ocurria con las monocapas de P-caseina en el
apartado anterior, el andlisis de las curvas experimentales proporciona
una idea aproximada de la estructura interfacial. Sin embargo, no
proporciona informacioén cuantitativa de los procesos interfaciales y
para ello se requiere la aplicacion de un modelo tedrico. La Figura 5.3
muestra las predicciones teodricas de las ecuaciones (3.24)-(3.28 para
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la B-caseina en las interfaces aire-agua y tetradecano-agua. Los
parametros de entrada considerados son los indicados por los autores
del modelo en ambas interfaces y expuestos en la Tabla 5.11 [Miller,
2000]. Las curvas teoricas se han obtenido tras la elaboracion de un
programa descrito en la seccion 3.6 y en la referencia [Maldonado-
Valderrama, 2004b]

Tabla 5.11: Parametros de ajuste y de entrada para las ecuaciones (3.24)-(3.28) en la
interfaz aire-agua y tetradecano-agua [Miller, 2000].

Pardmetro| Aire-agua | Tetradecano-agua

b, 6.9-10°I/mol | 9.4:-107 1/mol

o 70420 70420
o 0.00 0.00
WO omin 5 nm?/molec 5 nm?*/molec

Omax 100 nm*/molec| 100 nm*/molec

Como se observa en la Figura 5.3, la teoria concuerda
perfectamente con los resultados experimentales en la interfaz aire-
agua, de acuerdo con estudios previos de adsorcion de la misma
proteina [Fainerman, 1996; Makievski, 1998; Miller, 2000]. Sin
embargo, en la interfaz tetradecano-agua la correlacion entre teoria y
experimento no parece tan satisfactoria. Este hecho, no resulta del
todo sorprendente teniendo en cuenta la interpretacion de las curvas
experimentales de adsorcion y sobre todo los resultados del estudio de
monocapas presentado en el apartado anterior. En ambos casos, se
sugiere un mayor desdoblamiento de la [P-caseina en la interfaz
tetradecano-agua que no se ve reflejado en los pardmetros de la Tabla
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5.II. Por esta razdén, resulta logico incluir este resultado en el
tratamiento tedrico de los datos de adsorcion. La Figura 5.4 muestra el
efecto que tiene un incremento del area molar minima ocupada por la
proteina en la interfaz (w,,). Se observa claramente como el ajuste de
los datos experimentales mejora notablemente conforme aumenta el
valor de este parametro. Este hecho concuerda perfectamente con las
conclusiones extraidas del anélisis de escalado de las monocapas de [3-
caseina en la interfaz tetradecano-agua.
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Figura 5.4: Efecto de un incremento de area en el formalismo teérico, ecuaciones
(3.24)-(2.28), aplicado a la isoterma z-c de la B-caseina adsorbida en la interfaz
tetradecano-agua. El resto de los parametros se encuentran expuestos en la
Tabla 5.11.

La validez de este tratamiento tedrico ha sido
comprobada ampliamente en la bibliografia con varias proteinas en la
interfaz aire-agua [Miller, 2000; Miller, 1998]. Por ello, las
predicciones teoricas mostradas en la Figura 5.4 deben proporcionar
informacion fiable acerca de la estructura interfacial de la B-caseina en
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la interfaz tetradecano-agua. De acuerdo con esto, la aplicacion del
modelo tedrico no solamente corrobora sino que ademas cuantifica las
hipotesis experimentales.

Siguiendo un esquema analogo al seguido en la seccidon
anterior, y con el fin de evaluar el efecto de la naturaleza de la interfaz
sobre la estructura de la proteina adsorbida, el tratamiento tedrico se
ha aplicado a los resultados de adsorcion de B-caseina en otra interfaz
oleosa. La Figura 5.5 muestra explicitamente una comparacion de las
isotermas de adsorcion de la B-caseina en las interfaces tetradecano-
agua obtenidas en este trabajo [Maldonado-Valderrama, 2004b] y en
la interfaz tolueno-agua, obtenidas por Graham y Phillips [Graham,
1979b].
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Figura 5.5: Isotermas ©-c experimentales de la B-caseina en las interfaces

tetradecano-agua y tolueno-agua [Graham, 1979b] y ajustes tedricos con las
ecuaciones (3.24)-(2.28) usando los parametros en la Tabla 5.111
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Como se puede observar, las dos isotermas aparecen
localizadas en la misma region de concentraciones aunque difieren
significativamente en la forma de la isoterma y sobre todo en la
maxima presion interfacial alcanzada en la region de saturacion. Esta
ultima observacion ha sido ya tratada por Makievski y col. y la
justifican en términos de diferencias entre las técnicas de medida
[Makievski, 1998]. Con respecto a las diferencias en la forma de la
isoterma, éstas se deberan a la naturaleza de la fase oleosa utilizada.
La aplicaciéon del modelo teérico proporciona informacion acerca de
la configuracion estructural adoptada por la proteina en ambas
interfaces. Concretamente, la Figura 5.5 muestra también los ajustes
teoricos realizados con los parametros expuestos en la Tabla 5.11I. Si
consideramos que el pardmetro w,;, cuantifica el desdoblamiento
interfacial, se concluye que la B-caseina adopta una configuraciéon mas
extendida en la interfaz tetradecano-agua que la adoptada en la
interfaz tolueno-agua y esta a su vez es practicamente igual que la
adoptada en la interfaz aire-agua, de acuerdo con las conclusiones de
Graham y Phillips [Graham, 1979b; Graham, 1979c]. Ademas, este
resultado también concuerda con el estudio presentado en el apartado
anterior. El menor valor de w,;, obtenido para la interfaz tolueno-
agua, con respecto al obtenido en la interfaz tetradecano-agua,
coincide con los resultados de la teoria de escalado que afirma que la
-caseina retiene cierta estructura tridimensional en una monocapa en
la interfaz tolueno-agua. De este modo, la conexion encontrada entre
la estructura de las monocapas de B-caseina y la tension interfacial de
la fase oleosa utilizada se puede extrapolar a la estructura adoptada
por la proteina adsorbida en interfaces.
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Tabla 5.111: Parametros de ajuste y de entrada para las ecuaciones (3.24)-(3.28) en
la interfaz tolueno-agua y tetradecano-agua.

Parametro| Tolueno-agua | Tetradecano-agua

b, 6:107 /mol | 9.4-107 I/mol
Ayl 70+20 70+20
a 0.00 0.00

WO omin 5 nm?*/molec 9.5 nm*/molec

WOmax 100 nm*/molec | 100 nm*/molec

Con respecto a la regién de bajo recubrimiento interfacial, se
observa que las predicciones tedricas se desvian de los datos
experimentales. En esta region, las moléculas se encuentran en estado
de méaximo desdoblamiento. En los ajustes tedricos presentados en la
Figura 5.4 solamente se ha modificado el valor del area interfacial
minima ocupada por la molécula. Este pardmetro atafie principalmente
a la region de alto recubrimiento interfacial y por ello esta es la zona
en la que se mejora el ajuste. De hecho, al aumentar el valor del area
interfacial méaxima las predicciones tedricas obtenidas no se ven
alteradas.

5.3.3 Modelo de fainerman y col. IT

Con el fin de mejorar este resultado, se ha realizado el ajuste
de los mismos datos experimentales pero con una version nueva del
modelo teodrico, recientemente desarrollada [Fainerman, 2003].
Brevemente, la proteina difunde rapidamente a la interfaz aire-agua y
sufre un cierto desdoblamiento interfacial en la misma. La principal
modificacion introducida en la teoria consiste en la division de la
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descripcion de la estructura molecular en la interfaz en tres parametros
independientes: Wy, Omin Y @9 como se encuentra descrito en el
Capitulo 3.

La Figura 5.6 muestra de nuevo las isotermas experimentales
de adsorcion de B-caseina en las interfaces aire-agua y tetradecano-
agua asi como las predicciones tedricas obtenidas con la version
mejorada del modelo tedrico y los pardmetros expuestos en la Tabla
5.IV. Se aprecia claramente en la figura una mejora notable de la
correspondencia entre teoria y experimento con este modelo. Veamos
con detalle el valor dado a los parametros de ajuste.

Los parametros utilizados en el ajuste de la isoterma en la
interfaz aire-agua proporcionan una excelente correlacion y se
encuentran descritos en detalle en [Fainerman, 2003]. Con respecto a
los datos de entrada utilizados en la interfaz tetradecano-agua, la
eleccion de los mismos se ha realizado teniendo en cuenta el estudio
previo realizado. Por un lado, se asume que la B-caseina adopta una
configuracién mas extendida en la interfaz tetradecano-agua que en la
interfaz aire-agua. Asimismo, considerando la ausencia de correlacion
entre los datos experimentales y la teoria (modelo de Fainerman I) en
la zona de bajo recubrimiento interfacial al imponer el mismo valor de
area maxima interfacial en las dos interfaces, en el nuevo modelo
teorico es el valor de wy, €l que se incrementa en el ajuste de los
datos en la interfaz oleosa. Por otro lado, la principal novedad en la
descripcion termodindmica de la adsorcion de proteinas dada en el
nuevo modelo teodrico es la introduccion de area del segmento de la
proteina adsorbida en el formalismo. Una proteina flexible como es la
B-caseina se encuentra sujeta a grandes cambios conformacionales en
el proceso de adsorcion [Damodaran, 2003; Fainerman, 2003; Miller,
2000]. Estos cambios incluyen formacién de bucles y colapso de
segmentos y su forma es muy dependiente de la naturaleza de las fases
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adyacentes. A partir del andlisis de las monocapas realizado en el
apartado anterior se deduce que la longitud de los segmentos que
colapsan en la interfaz tetradecano-agua es mayor que la obtenida en
la interfaz gaseosa debido al mayor desdoblamiento de su estructura.
En la Figura 5.1 se observa que el valor en la interfaz tetradecano-
agua es practicamente el doble. Asi pues, la modificacion del area del
segmento en el tratamiento tedrico, parece mas realista que cambiar el
area minima de la molécula en la interfaz. De esta forma, en el nuevo
modelo tedrico utilizado, el valor de w,,;,, permanece invariable en las
dos interfaces e igual al dado para la B-caseina en la interfaz aire-agua
en [Fainerman, 2003] mientras que los valores de @y y @4 duplican
su valor en la interfaz tetradecano-agua con respecto al utilizado en la
interfaz aire-agua. Finalmente, los valores de a y b; se han
considerado como parametros de ajuste en la interfaz tetradecano-
agua, tomando aquellos que proporcionan el mejor ajuste, tal y como
se indica en la referencia [Fainerman, 2003].
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Figura 5.6: Isotermas de adsorcion de f-caseina en la interfaz aire-agua y
tetradecano-agua. Ajuste teodrico con las ecuaciones (3.34)-(3.37) y parametros en la
Tabla 5.1V. Interfaz aire-agua (linea discontinua) y en la interfaz tetradecano-agua
(linea continua)

De esta manera, la aplicacion del modelo tedrico modificado
proporciona una descripcion cuantitativa mas completa de la
estructura adoptada por la B-caseina en las dos interfaces que la dada
por la version anterior del tratamiento teérico. Los valores de los
parametros de darea interfacial permiten evaluar el grado de
desdoblamiento interfacial alcanzado por la B-caseina en las dos
interfaces estudiadas. De acuerdo con el trabajo previo realizado, la
proteina sufre un desdoblamiento mas acusado en la interfaz
tetradecano-agua. Recientemente, Damodaran encuentra en un estudio
experimental del desdoblamiento superficial que la estructura flexibe
de la B-caseina resulta en una menor desnaturalizacion superficial al
compararla con otras proteinas globulares [Damodaran, 2003]. Es
probable, que la interaccion de la proteina adsorbida con la fase oleosa
sea la responsable del mayor desdoblamiento encontrado en esta
interfaz. Asimismo, el valor del pardmetro de Frumkin disminuye en
la interfaz tetradecano-agua y esto indica una menor interaccion entre
las moléculas en la interfaz oleosa con respecto a la interaccion entre
dos moléculas en la interfaz aire-agua. Una vez mas la interaccion de
éstas con la fase oleosa justificaria este resultado. Ademas, Freer y
col. también reportan una interaccion mas débil entre moléculas de -
caseina en la interfaz hexano-agua que la encontrada entre moléculas
de lisocima en la misma interfaz [Freer, 2004] consistente con los
resultados presentados.
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Tabla 5.1V: Parametros de ajuste y de entrada para las ecuaciones (3.34)-(3.37) en
la interfaz aire-agua [Fainerman, 2003] y tetradecano-agua.

Pardmetro| Aire-agua | Tetradecano-agua
by [3.510°m’mol| 10’ m’/mol
b, 10 m*/mol 10° m*/mol
a 1.00 0.50
@p  |2.5:10°m*mol | 4.0-10° m’/mol
Omin | 4.5-10° m*/mol | 4.5-10° m*/mol
Opax | 4.5:10" m*/mol | 4.5:10° m*/mol

El tratamiento tedrico dado a los datos experimentales en este
trabajo ofrece un amplio abanico de posibilidades en la clarificacion
del proceso de adsorcion de proteinas en interfaces liquidas. A partir
de una serie de experimentos relativamente sencillos, como es la
adquisicion de las isotermas 7-¢, la aplicacion del modelo tedrico de la
manera propuesta proporciona informacién cuantitativa de la

estructura interfacial adoptada por la proteina.

5.4 DINAMICA DE LA ADSORCION DE B-CASEINA EN LA
INTERFAZ TETRADECANO-AGUA

Es un hecho aceptado en la bibliografia que en términos
generales, el proceso de adsorcion de proteinas en interfaces fluidas se
desarrolla en tres etapas. Cada una de ellas esta caracterizada por un
régimen de disminucion de la tension interfacial. En primer lugar, las
proteinas en disolucion difunden hacia la interfaz y se adsorben en su
estado nativo. El recubrimiento interfacial correspondiente a este
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periodo es minimo (10-20%) y el cambio en la tensioén interfacial
apenas perceptible. Este periodo se denomina tiempo de induccion y
es caracteristico de la adsorcion de proteinas. Conforme transcurre el
tiempo, la concentracion interfacial de proteinas aumenta y los
residuos hidrofobos de las moléculas comienzan a disponerse en
contacto con la fase no polar asi como a interactuar entre ellos [Freer,
2004; Anderson, 2000]. Este el periodo de mayor cambio en la tension
interfacial. Finalmente, a tiempos muy largos, mientras contintian la
adsorcion y los cambios conformacionales, tienen asimismo lugar la
formacion multicapas [|Beverung, 1999; Graham, 1979a], procesos de
agregacion [Beverung, 1999] y de gelificacion interfacial [Freer,
2004]. En este ultimo periodo, la variacion de la tension interfacial es
de nuevo minima, aunque continua durante larguisimos periodos de
tiempo. Estos mecanismos de adsorcion se pueden observar en los
diferentes regimenes de cambio de la tension interfacial en la Figura
5.7. En esta figura se muestra una coleccidon representativa de las
curvas de adsorcion dindmicas de B-caseina en la interfaz tetradecano-
agua que ya se mostraron en la Figura 5.2. Asi, en la Figura 5.7 se
observa como la variacion de la tension interfacial depende
notoriamente de la concentracion de la disolucion. Asi pues, el
periodo de induccién aparece Unicamente para las disoluciones mas
diluidas mientras que solamente las disoluciones mas concentradas
parecen alcanzar la saturacion de la interfaz.
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Figura 5.7: Curvas experimentales (simbolos) y tedricas (lineas), correspondientes
a la ecuacion (3.54) de la adsorcion de B-caseina en la interfaz tetradecano-agua con
los parametros de la Tabla 5.1V

La Figura 5.7 muestra igualmente las curvas tedricas obtenidas
tras la aplicacion del formalismo descrito en el Capitulo 3. Los
parametros de ajuste incluidos en este formalismo son los mismos que
los requeridos en el ajuste de las isotermas de adsorcion con la adicion
de un parametro extra: el coeficiente de difusion efectivo D. Cabe
destacar, que los valores numéricos dados a estos parametros son
exactamente los mismos que los utilizados en el ajuste de la isoterma
de adsorcion en equilibrio y expuestos en la Tabla 5.IV. Solamente el
valor dado al area interfacial maxima ocupada por la proteina hubo de
ser cambiado. Veremos este resultado con detalle mas adelante.
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En términos generales, se aprecia en la Figura 5.7 que la
correlacion entre teoria y experimentos disminuye conforme el
sistema se acerca a su valor de equilibrio, i. e. tiempos muy largos y
disoluciones muy concentradas. Este hecho es consistente con la
descripcion del proceso de adsorcion. La aplicacion de la ecuacion de
Ward y Tordai describe un proceso de adsorcion controlado por
difusién. Teniendo en cuenta los tres regimenes existentes en la
adsorcion de proteinas, esta aproximacion es solamente valida en los
primeros instantes del proceso, en los cuales domina la difusion de
moléculas desde el seno de la disolucion a la interfaz. Transcurrido el
suficiente tiempo, tienen lugar otros mecanismos en la capa
interfacial. De acuerdo con esto, en la Figura 5.7 se observa como la
tension interfacial experimental varia mas lentamente que la tension
interfacial tedrica a tiempos largos y esta diferencia se acentia
conforme aumenta la concentracion de proteina en la disolucion. Este
comportamiento es completamente analogo al encontrado por la B-
caseina en la interfaz aire-agua y analizado en detalle en ese caso en la
referencia [Miller, 2004a]. El Dr. Fainerman y sus colaboradores se
encuentran actualmente trabajando en la incorporacion de mas
mecanismos de adsorcion en el tratamiento tedrico.

Otra observacion derivada del ajuste realizado es la relacion
encontrada entre el ajuste de las curvas en equilibrio y las curvas
dindmicas de adsorcion. La teoria ajusta bien las curvas dindmicas
correspondientes a concentraciones de proteina que se ajustan también
bien en el equilibrio. Es decir, en la Figura 5.6, se observa como la
curva teodrica se desvia levemente de los datos experimentales a
concentraciones de proteina altas mientras que reproduce
perfectamente los resultados conforme disminuye la concentracion de
proteina. Este hecho se encuentra asimismo en la correlacion entre
teoria y experimento de curvas dinamicas de adsorcion que también
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mejora conforme disminuye la concentracion de proteina en la
disolucion.

Con respecto a los valores obtenidos tras el tratamiento tedrico
para el coeficiente de difusion de la proteina, este varia para cada una
de las interfaces estudiadas. El coeficiente de difusion efectivo de la -
caseina en la interfaz aire agua es de 10'°m*/s mientras que en la
interfaz tetradecano-agua es ligeramente superior, siendo 4-10"m?s.
Los valores reportados por Benjamins para el coeficiente de difusion
aparente de la B-caseina en la interfaz aire-agua se encuentran en el
intervalo de (2,5-5)-10"m?/s y se atribuye a procesos de conveccion
[Benjamins, 2000]. Este argumento podria explicar también el mayor
valor obtenido para D en la interfaz tetradecano-agua de acuerdo con
el mayor volumen de gota utilizado en los experimentos con respecto
al utilizado en la interfaz aire-agua. Asimismo, Sengupta y col.
también encuentran que el coeficiente de difusion aparente aumenta
en la adsorcion en la interfaz trioleina-agua, con respecto al
encontrado en la interfaz aire-agua para varias proteinas. Estos autores
explican este comportamiento debido a la existencia de una
interaccion atractiva entre proteina y fase oleosa.
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Figura 5.8: Valores teéricos de m,, utilizados para cada concentracion en el ajuste
de las curvas tedricas de adsorcion dindmica de B-caseina en la interfaz tetradecano-
agua (ecuacion (3.54) y parametros de la tabla 5.1V).

Finalmente, el resultado mas novedoso del ajuste de las curvas
dinamicas de adsorcion se refiere a los valores de area interfacial
maxima obtenidos en el mismo. Algunos de ellos se encuentran
detallados en la Figura 5.7, sin embargo, con el fin de evaluar mas
facilmente este resultado, la Figura 5.8 muestra los valores de @
utilizados para cada una de las concentraciones de proteina evaluadas.
Cabe destacar que esta grafica reproduce un comportamiento
interfacial bien conocido. La w,,,, obtenida en el ajuste de la curva de
adsorcion en equilibrio, se define como el area molar parcial méxima
que puede una proteina ocupar en la interfaz. Por ello, es posible que
este valor tan elevado se encuentre Unicamente en las disoluciones
mas diluidas, en las cuales la proteina tiene espacio suficiente para
desdoblarse al maximo en la interfaz. No obstante, conforme aumenta
el recubrimiento interfacial, es decir, la concentracion de la
disolucion, las moléculas con menor area predominan en la interfaz
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[Joos, 1991; Fainerman, 2003] y ese alto valor de area maxima
predicho por la curva en equilibrio podria no alcanzarse para ninguna
molécula. Asi pues, con el fin de introducir este hecho experimental
en el formalismo teodrico, el valor de area maxima utilizado en el
ajuste de cada una de las curvas dindmicas se cambia en funcion de la
concentracion de la disolucion.

La excelente correlacion obtenida entre la teoria y los
experimentos siguiendo este procedimiento se aprecia claramente en
la Figura 5.8. Ademas, la curva w,.(c) mostrada en dicha figura,
proporciona una imagen detallada de los cambios conformacionales
experimentados por la proteina al adsorberse sobre la interfaz
tetradecano-agua. De acuerdo con el principio de Braun-Le Chatelier
[Joos, 1991], a bajas concentraciones el desdoblamiento interfacial no
esta restringido [Wiistneck, 1996]. Previamente en la bibliografia, la
configuracién interfacial de las proteinas se ha estudiado
cualitativamente sobre la base de este principio [Beverung, 1999;
Wiistneck, 1999]. Precisamente, la Figura 5.8, no solamente verifica
sino que paralelamente cuantifica el acusado desdoblamiento de la
proteina en la interfaz tetradecano-agua. Asi, el desdoblamiento
interfacial de una proteina flexible como la [-caseina depende
considerablemente de la cantidad de proteina en la interfaz. El cambio
en area mostrado en la Figura 5.8 sugiere, de acuerdo con lo visto en
el estudio de monocapas, que la proteina atraviesa diferentes
regimenes conformacionales en la interfaz tetradecano-agua. A bajo
recubrimiento interfacial, la interaccion entre la fase oleosa y las
moléculas de proteina resulta en una estructura mas extendida en esta
interfaz que en la interfaz aire-agua. Pero conforme la interfaz se
llena, el 4rea maxima ocupada por la proteina en la interfaz
tetradecano-agua disminuye con respecto a la ocupada en la interfaz
aire-agua. La mejor solvencia de los residuos hidrofobos en la fase
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oleosa deriva en una cierta penetracion de la proteina en la fase
oleosa, responsable de esta disminucion y completamente de acuerdo
con el estudio de monocapas presentado.

5.5 REOLOGIA DILATACIONAL DE pB-CASEINA EN
INTERFACES LiQUIDO FLUIDO

El comportamiento reolégico de las capas de proteina
adsorbidas en interfaces fluidas es un fendémeno sumamente complejo
que acapara desde hace tiempo la atencion de numerosos
investigadores [Bos, 2001; Benjamins, 2000; Wilde, 2004; Murray,
1998; Langevin, 2000]. El complejo comportamiento de las proteinas
adsorbidas en interfaces fluidas visto en las secciones anteriores ya
anuncia la complejidad del comportamiento dilatacional. En este
sentido, Freer y col. sefialan la dificultad de la interpretacion de los
resultados experimentales de reologia dilatacional interfacial a la vez
que destacan que los parametros dilatacionales contienen informacion
ciertamente ilustrativa de la estructura de la proteina en la interfaz
[Freer, 2004].

Williams y Prins constituyen unos de los primeros autores que
reportan un estudio comparativo del comportamiento dilatacional de la
B-caseina en las interfaces aire-agua y parafina-agua haciendo uso de
la técnica del anillo de Wilhelmy [Williams, 1996]. Debido a las
limitaciones del dispositivo, el intervalo de concentraciones
considerado varia solamente entre 10* y 1 g/l y el estudio reporta un
plateau en la elasticidad de la pelicula formada en ambas interfaces a
bajas concentraciones. Como ya apuntan estos autores, la elasticidad
deberia ser nula cuando no haya proteina en la disolucion. Benjamins
y col. comprueban mas tarde esta deduccion encontrando un maximo
en la elasticidad de la B-caseina adsorbida en la interfaz aire-agua y
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también en la interfaz tetradecano-agua [Benjamins, 1998]. Desde
entonces, dicho méximo se ha observado repetidamente en la interfaz
aire-agua [Hambardzumyan, 2003; Hambardzumyan, 2004; Cicuta,
2001; Mellema, 1998] y sin embargo, los mecanismos que tienen
lugar en la interfaz aun presentan interrogantes.

Asi pues, la comprension del citado maximo en la elasticidad,
especialmente en la interfaz aceite-agua, constituye el primer objetivo
planteado en este estudio. Para ello se ha elaborado una serie completa
de experimentos de reologia dilatacional que cubren un amplio
intervalo de frecuencias de oscilacion y de concentracion de proteina
en dos interfaces fluidas. En primer lugar, los resultados
experimentales de elasticidad y viscosidad interfacial se presentan
independientemente para cada una de las interfaces y se analizan
detenidamente con el fin de extraer la mdxima informacion. El
segundo objetivo planteado en este estudio se refiere a la dificultad de
extraer la informacion que contienen los parametros dilatacionales. En
este sentido, el modelo termodindmico desarrollado por Fainerman y
col. [Fainerman, 2003] y utilizado en el andlisis del proceso de
adsorcion ha sido recientemente aplicado en la obtencion de una
expresion de la elasticidad limite de Gibbs [Lucassen-Reynders,
2004]. De esta forma, el ajuste de los datos experimentales con este
formalismo teodrico proporciona informacién adicional de los procesos
interfaciales y constituye uno de los principales logros de esta Tesis
Doctoral.

Todos los resultados experimentales obtenidos en el estudio
dilatacional se muestran en las Figuras 5.9 y 5.10. En particular, la
primera muestra los resultados de elasticidad interfacial (¢) y la tltima
muestra los resultados de viscosidad interfacial (1) de la B-caseina en
las dos interfaces estudiadas.
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A primera vista, se observa como los comportamientos elastico
y viscoso de la capa interfacial son complementarios en cuanto a su
dependencia con la frecuencia de la oscilacion impuesta.
Concretamente, ¢ aumenta conforme aumenta la frecuencia de la
oscilacion mientras que # disminuye al aumentar la misma.
Efectivamente, a frecuencias bajas, la proteina tiene tiempo suficiente
para responder al cambio en area. Asi, pueden producirse fenémenos
de relajacion en la capa interfacial y de esta forma el comportamiento
viscoso se hace patente. Por el contrario, un aumento de la frecuencia
de la oscilacion disminuye el tiempo que tiene la proteina interfacial
para adaptarse a la deformacion. De esta forma, el componente
elastico de la capa interfacial aumenta en detrimento del
comportamiento viscoso de la misma. Finalmente, a frecuencias
suficientemente altas, la viscosidad de la capa interfacial se hace
despreciable y por encima de una frecuencia de 0.1 Hz, se considera
que la capa interfacial presenta un comportamiento puramente
elastico. Este hecho experimental se encuentra descrito ampliamente
en la bibliografia [Benjamins, 2000; Freer, 2004; Hambarzumyan,
2003; Benjamins, 1996, Lucassen-Reynders, 2004].

Pese a este comportamiento de las propiedades viscoelasticas,
cualitativamente independiente de la naturaleza de la interfaz, la
frecuencia de oscilacion impuesta tiene un importante efecto en los
parametros dilatacionales resultantes como se puede apreciar en las
figuras. Es mas, aparecen diferencias notables entre ambas interfaces
si uno compara el comportamiento dilatacional en funcion del
recubrimiento interfacial. Con el fin de facilitar la comprension de la
interpretacion de los datos experimentales, veamos separadamente el
comportamiento elastico y viscoso de las capas interfaciales formadas
en cada una de las interfaces.
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5.5.1 Elasticidad interfacial (&)

La Figura 5.9 muestra la elasticidad interfacial obtenida para la
B-caseina adsorbida en la interfaz aire-agua y en la interfaz
tetradecano-agua. A primera vista se pueden apreciar importantes
diferencias entre ambas interfaces. Brevemente, en la interfaz
tetradecano-agua aparece un Unico maximo cuya altura y anchura
disminuyen con la frecuencia de la oscilacion mientras que, en la
interfaz aire-agua, se pueden apreciar dos maximos que convergen en
uno conforme aumenta la frecuencia de la oscilacion impuesta.

De acuerdo con la bibliografia, la aparicion de un maximo en
la elasticidad interfacial esta ligado a cambios conformacionales en la
capa interfacial [Benjamins, 1998; Cicuta, 2001; Mellema, 1998].
Como resultado, parece que la capa interfacial formada experimenta
transformaciones estructurales diferentes en funcion del tiempo del
que dispone la pelicula interfacial para responder al cambio en area.
La aparicion de dos maximos en la elasticidad en la interfaz aire-agua,
ha sido previamente encontrada en la bibliografia [Cicuta, 2001;
Mellema, 1998]. En estos trabajos, la capa adsorbida es comprimida
muy lentamente de manera que la proteina disponga de suficiente
tiempo para responder al cambio en area. De acuerdo con estos
trabajos, en la Figura 5.9, los dos méximos aparecen Unicamente a las
frecuencias de oscilacion mas bajas. Cicuta y col. identifican el primer
maximo con un colapso de segmentos en la subfase y el segundo con
la formacion de bucles.
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Figura 5.9: Elasticidad interfacial de B-caseina adsorbida en la interfaz aire-agua

(grafica superior) y en la interfaz tetradecano-agua (grafica inferior).

Conforme aumenta el valor de la frecuencia de oscilacion

empleada, en la interfaz aire-agua, aparece un Unico maximo

localizado aproximadamente en 7 mJ/m”. Similarmente, la elasticidad

de la capa formada en la interfaz tetradecano-agua presenta un unico
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méximo localizado aproximadamente en 15 mJ/m’. Es decir, se
observa que la localizacion del cambio conformacional que tiene lugar
en la capa interfacial depende de la naturaleza de la fase no polar. De
esta forma, en las dos interfaces estudiadas se pueden distinguir dos
“regiones conformacionales” diferentes que aparecen separadas por
los maximos encontrados en cada una ellas. En este sentido, Miller y
col. describen en [Miller, 2004a] una transicién conformacional de la
—caseina adsorbida en la interfaz aire-agua localizada en el mismo
intervalo de presion interfacial. Estos autores, atribuyen la transicion
conformacional encontrada a la formacion de una bicapa en la
interfaz. Es decir, a este valor de la presion interfacial el
recubrimiento interfacial es suficientemente alto como para que la
proteina se adsorba formando dos capas de proteina consecutivas.
Teniendo esto en cuenta y en relacion a la interfaz tetradecano-agua,
el desplazamiento del maximo hacia presiones interfaciales mas altas
indicaria la necesidad de un mayor recubrimiento interfacial para que
se produzca la transicion conformacional. En este sentido, el
razonamiento presentado anteriormente seria valido de nuevo. Debido
a la interaccion cohesiva que tiene lugar entre las cadenas hidrofobas
y las moléculas de aceite, la proteina tenderia preferentemente a
situarse en contacto con la fase oleosa, en lugar de en capas
interfaciales sucesivas. De esta forma, se explicaria el desplazamiento
de la formacién de una segunda capa de B-caseina en la interfaz oleosa
a presiones interfaciales mayores.

Con el fin de conocer la estructura interfacial de la proteina en
cada una de las dos “regiones estructurales”, se evalian a
continuacion dos caracteristicas del comportamiento elastico
encontrado en la Figura 5.9. Primeramente, se analiza la pendiente de
la parte lineal creciente del maximo y a continuacion, la altura del
mismo.
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Por un lado, veamos la parte lineal de la elasticidad encontrada
en la region de presiones interfaciales entre 0 y 7 mJ/m”. De acuerdo
con la teoria de escalado presentada anteriormente, la pendiente en
esta region es indicativa del grado de compactacion de las moléculas
en la interfaz [Benjamins, 1998; Hambardzumyan, 2003;
Hambardzumyan, 2004; Aguié-Béghin, 1999]. En particular, la
pendiente aumenta conforme disminuye la flexibilidad de las
moléculas en la interfaz. Como se puede apreciar en la Figura 5.9 la
pendiente resultante en la interfaz aire-agua es mayor que la obtenida
en la interfaz tetradecano-agua. De acuerdo con esto, la estructura
adoptada por la B-caseina en la interfaz tetradecano-agua es mas
flexible que en la interfaz aire-agua en este intervalo de presion
interfacial. Hambardzumyan y col. encuentran una disminucion
similar de la pendiente lineal de la elasticidad superficial al aumentar
la temperatura para la misma proteina [Hambarzumyan, 2003].
Teniendo en cuenta que un aumento de la temperatura esta ligado a
una desnaturalizacion de la proteina, es decir una expansion de la
misma, el aumento de la flexibilidad dado por la disminucién de la
pendiente de ¢ esta relacionado con el area molecular interfacial. De
esta manera, la menor pendiente dada para la capa interfacial de B-
caseina adsorbida en la interfaz tetradecano-agua en esta region podria
indicar un mayor desdoblamiento de la proteina en esta interfaz. Este
hecho estd completamente de acuerdo con los analisis de las
monocapas y de la adsorcion presentados anteriormente.

Por otro lado, se aprecia en la Figura 5.9 como el méximo
encontrado para la pelicula formada en la interfaz tetradecano-agua es
mas alto y mas ancho que el encontrado para la pelicula en la interfaz
aire-agua. De esta forma, al aumentar la presion interfacial llega un
momento en que el valor de la elasticidad de la pelicula formada en la
interfaz oleosa supera al de la elasticidad de la pelicula formada en la



177

interfaz gaseosa. Como consecuencia, en esta region la capa
interfacial formada es mas resistente en la interfaz tetradecano-agua
[Benjamins, 1996; Benjamins, 2000; Cascao-Pereira, 2003]. Una vez
mas, algunos autores relacionan la altura del maximo a la presencia de
fuertes interacciones entre los segmentos hidrofobos de la proteina
adsorbida y las moléculas de aceite. Asimismo, de acuerdo con
Hambardzumyan y col. las interacciones de Wan der Waals, entre
partes hidrofobas de la molécula, juegan un papel crucial en el
comportamiento elastico de la pelicula interfacial [Hambardzumyan,
2003]. De acuerdo con esto, la mayor elasticidad presentada por la
proteina adsorbida en la interfaz tetradecano-agua podria ser
consecuencia de la intensificacion de este tipo de interaccion en esta
interfaz en esta region de recubrimiento interfacial intermedio.

5.5.2 Viscosidad interfacial ()

A continuacién, veamos con detalle la viscosidad de las capas
de proteina formadas en ambas interfaces y que se muestran en la
Figura 5.10. El comienzo del comportamiento viscoso se debe a la
deteccion de procesos de relajacion en la interfaz [Benjamins, 1998;
Williams, 1996; Benjamins, 1996; Wiistneck, 1999]. Y se entiende
como proceso de relajacion al intercambio de moléculas interfaciales
entre capas interfaciales sucesivas, a la reorganizacion conformacional
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de moléculas en la interfaz, y a los fendémenos de colapso.
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Figura 5.10: Viscosidad interfacial de B-caseina adsorbida en la interfaz aire-agua
(grafica superior) y en la interfaz tetradecano-agua (grafica inferior).

Con fin de facilitar la comprension del analisis de los datos
experimentales, éste se realiza distinguiendo dos regiones en la Figura
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5.10; la primera de presiones interfaciales altas y la segunda de
presiones interfaciales bajas.

Veamos, en primer lugar la region de alto recubrimiento
interfacial. Se aprecia en la Figura 5.10 como la tendencia es
completamente similar en las dos interfaces estudiadas. Se produce un
aumento brusco de la viscosidad a las presiones interfaciales mas
altas. Teniendo en cuenta el alto recubrimiento interfacial existente en
esta region, es probable que el proceso de relajacion detectado sea
mayoritariamente debido a un intercambio de moléculas interfaciales
con moléculas en capas adyacentes. En este sentido, Hambardzumyan
y col. encuentran un brusco aumento del comportamiento viscoso para
la B-caseina adsorbida en la interfaz aire-agua localizado igualmente a
unos 17 mJ/m’, que ademdas no se ve afectada por un aumento de la
temperatura [Hambardzumyan, 2003]. Puesto que la temperatura
modifica la estructura de la proteina, este hecho experimental
proporciona una evidencia de la interpretacion dada al aumento de 7.
Es decir, el comportamiento ocurre independientemente de la
estructura de la proteina y tendria que ver mas bien con moléculas
completas. Ademas, se observa en la Figura 5.10 como el componente
viscoso es claramente mayor en la interfaz aire-agua. Una posible
explicacion a este hecho reside nuevamente en la interaccidon entre
proteina e interfaz. La mayor afinidad que presenta la proteina por la
interfaz oleosa podria resultar en una mayor interacciéon cohesiva que
se opondria parcialmente al intercambio de moléculas detectado por la
componente viscosa. La solubilizacion parcial de los segmentos
hidrofobos en la fase oleosa apoya también esta hipotesis. Asimismo,
este fendmeno es coherente con el aumento de la resistencia de la capa
interfacial dada por la mayor elasticidad de la capa interfacial formada
en la interfaz tetradecano-agua en esta region. Finalmente, cabe
destacar que Freer y col. encuentran un aumento similar de la
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viscosidad la B-caseina adsorbida en la interfaz hexadecano-agua
[Freer, 2004]. En este trabajo se identifica el proceso de relajacion
detectado con intercambio de moléculas dentro de la estructura de
multicapas formada a altas presiones interfaciales.

Veamos en segundo lugar el comportamiento de la viscosidad
interfacial en la region de baja presion interfacial en las dos interfaces.
Se puede observar en la Figura 5.10 como el comportamiento viscoso
aparece unicamente a frecuencias bajas en ambas interfaces de
acuerdo con las predicciones tedricas [Langevin, 2000]. Ademas, para
este intervalo de frecuencias, # muestra un maximo muy claro en la
interfaz tetradecano-agua mientras que en la interfaz aire-agua
aumenta de manera simple. Una vez més, hay que tener en cuenta que
el recubrimiento interfacial en esta region no es muy alto. Por ello, el
proceso de relajacion causante de la viscosidad de la capa interfacial
probablemente serd debido a cambios conformacionales en la capa
interfacial. Con respecto a la interfaz aire-agua, los valores de 7
parecen corroborar el colapso de segmentos dado por el primer
maximo a estas frecuencias de oscilacion. En cuanto a la interfaz
tetradecano-agua, la importante componente viscosa detectada podria
estar relacionada con desdoblamiento interfacial de la proteina.
Concretamente, la tendencia de la proteina de expandirse en la
superficie tetradecano-agua, vista en la secciones anteriores, junto a la
interaccion cohesiva que tiene lugar entre las moléculas de aceite y de
proteina podrian resultar en una estructura interfacial que se adapta
facilmente a una perturbacion en area adhiriéndose a la interfaz. De
esta forma, el proceso de desdoblamiento interfacial se encuentra
favorecido para la B-caseina adsorbida en la interfaz tetradecano-agua
con respecto a la interfaz aire-agua. Esta estructura facilmente
deformable es completamente coherente con la menor elasticidad
mostrada por la pelicula en este intervalo de presiones interfaciales asi
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como con la conformacion mas extendida de la B-caseina en la
interfaz tetradecano-agua dada por los modelos tedricos aplicados en
los apartados anteriores.

5.5.3 Elasticidad limite de Gibbs

Finalmente, con el fin de profundizar en la comprension del
comportamiento dilatacional de las capas interfaciales se ha realizado
un tratamiento teérico de los datos experimentales. La Figura 5.11
muestra unicamente los datos experimentales correspondientes a las
frecuencias 0.1 Hz, 0.14 Hz y 0.2 Hz. En estas condiciones, la
viscosidad de la capa interfacial es completamente despreciable y el
comportamiento interfacial de la pelicula se considera como
puramente elastico [Langevin, 2000; Hambardzumyan, 2003]. Como
prueba de esto, se observa en la Figura 5.11 que los valores de ¢ son
completamente independientes de la frecuencia aplicada. Esta figura
muestra también las curvas tedricas obtenidas tras la aplicacion de la
ecuacion (3.53). Ademads, en esta ecuacion se ha introducido dos
variantes del modelo tedrico para la interfaz aire-agua y tres para la
interfaz tetradecano-agua. Concretamente, se ha ensayado sobre los
datos experimentales el modelo de capa monomolecular (ecuaciones
(3.34)-(3.37)), el modelo de formacién de una bicapa (ecuacioén
(3.41)) y el modelo de compresibilidad adicional en el estado de
minima area interfacial (ecuacion (3.42)), este ultimo solo en la
interfaz tetradecano-agua. De esta forma, la incidencia de cada un de
estos mecanismos en el proceso de adsorcion puede ser facilmente
analizada por comparacion de cada uno de los modelos con los datos
experimentales. Cabe destacar que los parametros utilizados en todos
los ajustes son los mismos que se han utilizado en el tratamiento de
los datos de adsorcidon y que se encuentran expuestos en la Tabla 5.IV.
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Figura 5.11: Simbolos, datos experimentales de elasticidad interfacial para
frecuencias entre 0.1-0.2Hz. Lineas, ajustes tedricos con los datos de la Tabla 5.1V.
Lineas continuas, modelo de monocapa; lineas discontinuas, modelo de bicapa; linea
de puntos: modelo de compresibilidad en el estado de area minima.

Con respecto a las curvas obtenidas para la interfaz aire-agua,
ya se muestra en la referencia [Lucassen-Reynders, 2004] que la
consideracion de la formacion de una bicapa apenas si modifica los
resultados obtenidos con un modelo de capa monomolecular. Sin
embargo, es cierto que la correlacion entre teoria y experimento se ve
algo mejorada con la consideracion de una segunda capa.

En la interfaz tetradecano-agua la consideracion de los
diferentes modelos si que modifica sustancialmente el resultado de
e(m). Se puede apreciar en la Figura 5.11 que la inclusion del modelo
de capa interfacial monomolecular proporciona una curva teodrica que
se desvia completamente de los resultados experimentales. En
contraste, la correlacion entre teoria y experimentacion mejora
substancialmente con la consideracion de los otros dos modelos. En
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este sentido, en la Figura 5.12 se observa como solamente la
consideracién de la formacion de una bicapa o de compresibilidad
adicional en la capa interfacial proporciona el aumento de densidad
interfacial con el aumento de la concentracion en de la disolucion que
muestran los resultados experimentales. Conjuntamente, la presencia
de un punto de inflexién en la curva z(7) determina la posicion de un
maximo en la elasticidad limite [Lucassen-Reynders, 2004]. Este
hecho se corrobora tedricamente en la Figura 5.11 en la que el modelo
de capa monomolecular no proporciona un maximo en la elasticidad
mientras que la inclusion de los otros dos mecanismos si que lo hace.
Cabe destacar que la posicion de los maximos en la Figura 5.11
coincide con la posicion de los puntos de inflexioén en la Figura 5.12
(en presion interfacial). Ademas, el punto de inflexion es mas
acentuado en la curva #(7T) en el caso del modelo de bicapa y este
hecho est4 igualmente reproducido en la forma del maximo en &(x).
Asi pues, la consideracion de una bicapa en el tratamiento tedrico
proporciona una mejora significativa en el ajuste de los datos
experimentales. Por lo tanto, a raiz de este andlisis se podria concluir
que a altas concentraciones se forma una bicapa de B-caseina en la
interfaz tetradecano-agua. Ahora bien, contrariamente a lo que ocurre
en la interfaz aire-agua, en la interfaz tetradecano-agua la correlacion
entre teoria y experimentos es meramente cualitativa y ciertamente
disminuye conforme aumenta la concentracion de proteina en el
medio. La estructura de bicapa interfacial ha sido sugerida por otros
autores en la bibliografia para la B-caseina en la interfaz aire-agua y en
la interfaz aceite-agua, mediante elipsometria [Russev, 2000;
Grigoriev, 2002], refraccion de neutrones [Dickinson, 1993] vy
monocapas autoorganizadas de octadeciltricloroxilano (OTS)
[Fragneto, 1995]. Asimismo, también se proponen en la bibliografia
otras estructuras para interfaces aceite-agua mediante técnicas de
reologia dilatacional y tension superficial como son la formacioén de
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multicapas o procesos de agregacion y gelificacion interfacial [Freer,
2004; Beverung, 1999]. En cualquier caso, la menor viscosidad
encontrada en este trabajo a alto recubrimiento interfacial, unida a las
pequeias discrepancias que aparecen entre teoria y experimento para
la B-caseina adsorbida en la interfaz tetradecano-agua podria indicar
que esta teniendo lugar en la interfaz un proceso mixto en que todos
los fendémenos citados superponen.
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Figura 5.12: Prediccion tedrica del recubrimiento interfacial en términos de la
presion interfacial para la B-caseina en la interfaz tetradecano-agua para tres
modelos tedricos (véase seccion 3.2)

La bibliografia dedicada al estudio de la estructura interfacial
adoptada por la B-caseina en la interfaz aire-agua es mucho mas
numerosa que la dedicada a la interfaz aceite-agua. En este sentido,
resulta interesante comparar las conclusiones extraidas del ajuste de
los datos experimentales mostrado en la Figura 5.11 con estudios de
monocapas. En la interfaz aire-agua, el valor maximo de elasticidad
limite es aproximadamente 20 mJ/m® y se produce a una presién
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interfacial de aproximadamente 7 mJ/m*. Estos valores son
completamente coherentes con los dados en varios estudios de
monocapas encontrados en la bibliografia [Mellema, 1998; Cicuta,
2001; Rodriguez-Patino, 1999; Carrera-Sanchez, 1999]. Todos ellos
identifican este maximo con el colapso de residuos hidrofobos, la
expulsion de segmentos y bucles, y la formacion de una red compleja
en la interfaz. Conclusiones muy similares se encuentran en estudios
de refraccion de neutrones y rayos X de B-caseina adsorbida en la
interfaz aire-agua [Harzallah, 1990]. Por otro lado, estudios recientes
de microscopia de angulo de Brewster (BAM) y reflectividad relativa
muestran que a presiones superficiales mayores de 10 mJ/m? la capa
superficial formada por la B-caseina no solamente aumenta su grosor
sino que ademds muestra una estructura no homogénea [Rodriguez-
Patino, 1999; Carrera-Sanchez, 1999]. Asimismo, estudios de AFM
revelan un aumento del grosor de la pelicula conforme aumenta la
concentracion que resulta en una superposicion de moléculas en la
superficie y que finalmente forman agregados [Bantchev, 2004]. Este
hecho, concuerda con las conclusiones obtenidas mediante el ajuste de
los datos experimentales presentado. Concretamente, Lucassen-
Reynders y col. exponen que a presiones interfaciales superiores a 10
mJ/m’, gran parte de las moléculas de P-caseina se encuentran
ocupando un area interfacial minima [Lucassen-Reynders, 2004]. Y es
muy probable que en ese estado de area minima las moléculas
muestren una gran tendencia a una agregacion o condensacion
bidimensional, contrariamente a lo que les ocurre a moléculas que se
encuentren en una configuracion mas extendida.

A la vista de este razonamiento, el ajuste tedrico de las curvas
experimentales de elasticidad limite de PB-caseina adsorbida en la
interfaz tetradecano-agua sugiere la existencia de la misma variedad
de mecanismos que la encontrada en la interfaz aire-agua. Sin
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embargo, los mecanismos concretos que tienen lugar en interfaces
liquidas aun presentan interrogantes. La aplicacion del modelo tedrico
en la forma descrita, es completamente novedosa en las interfaces
aceite-agua. Ademas, proporciona una manera accesible de comprobar
la incidencia de diferentes mecanismos en la capa interfacial formada
en interfaces liquidas. Indudablemente, este procedimiento
proporciona una valiosa informacion encubierta en los datos
experimentales. Asi pues, el procedimiento descrito presenta un
enorme potencial en la interpretacion de los datos experimentales de
elasticidad limite y constituye una herramienta muy prometedora en la
comprension del comportamiento interfacial de proteinas.

5.6 FORMACION Y ESTABILIDAD DE EMULSIONES Y
ESPUMAS DE B-CASEiNA

El objetivo planteado en esta seccion es la realizacion de una
caracterizacion basica de la formacion y estabilidad de espumas y
emulsiones formadas con la [B-caseina. La finalidad es tratar de
relacionar las propiedades de estas dispersiones con la caracterizacion
interfacial realizada de la P-caseina en apartados previos. En este
sentido, encontrar una posible interrelaciéon entre las propiedades
interfaciales de las proteinas con su capacidad espumante (o
emulsionante) o con la estabilidad de la espuma (o emulsién) que
forman, constituye uno de los principales retos cientificos que se
plantean en el campo de la tecnologia alimentaria actual [Foegeding,
2006; Carrera-Sanchez, 2005; Martin, 2002, Wilde, 2000; Bos, 2003;
Langevin, 2000]. Debido a la enorme complejidad de los fendémenos
que tienen lugar en este tipo de sistemas, la cuestion presenta aun a dia
de hoy numerosos interrogantes. En este sentido, las concentraciones
de proteina utilizada para las espumas y las emulsiones en este trabajo
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son pequefias. De esta forma se tratard de relacionar las propiedades
encontradas con las propiedades interfaciales dadas en el resto del
Capitulo [Cornec, 1996]. Asi pues, el trabajo realizado se basa en la
modificacion del tamafio de burbuja (en las espumas) y de gota (en las
emulsiones), de tal forma que se obtiene informacioén acerca de los
diversos procesos que contribuyen a la desestabilizacion de las
dispersiones formadas. Siendo asi, este ultimo apartado del capitulo se
estructura en dos bloques diferenciados: la espuma de B-caseina y las
emulsiones de tetradecano en disolucidon acuosa de -caseina.

5.6.1 Espumas de p-caseina

Dentro de la caracterizacion de una espuma se pueden
distinguir dos fendémenos que dependen de diferentes procesos, la
formacion y la estabilidad de la espuma. Pese a que estos dos
fenémenos estdn intimamente relacionados, para facilitar la
interpretacion de los resultados, se van a evaluar cada uno de estos dos
separadamente. Veremos en primer lugar los fenémenos que definen
la capacidad espumante de una proteina para posteriormente
relacionarlos con los resultados experimentales obtenidos. En segundo
lugar y de manera completamente similar, veremos los fendémenos que
determinan la estabilidad de la espuma antes de mostrar y comentar
los resultados experimentales. Ademas, puesto que se trata de
establecer una relacion con la caracterizacion interfacial, a lo largo de
este apartado se hard continua referencia de las figuras mostradas a lo
largo de los apartados anteriores.

Capacidad espumante de la p-caseina

De acuerdo con la bibliografia, la capacidad espumante de una
proteina esté relacionada con la cantidad de proteina en el medio, con
la velocidad de adsorcion y con las propiedades dilatacionales de la
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pelicula adsorbida. Veamos esto en detalle. En primer lugar, la
capacidad espumante de una proteina aumenta con la concentracion de
proteina en el seno de la disolucion, debido a que también aumenta el
grado de recubrimiento superficial de las burbujas [Carrera-Sanchez,
2005]. En segundo lugar, Martin y col. encuentran que la capacidad
espumante de una proteina aumenta con la velocidad de adsorcion de
¢sta sobre la superficie. Asi, proteinas pequenias, flexibles y
desordenadas poseen una mayor capacidad espumante que las
proteinas grandes y globulares debido a su mas rapida difusion a la
superficie [Martin, 2002]. Finalmente, un pardmetro determinante de
la capacidad espumante de una proteina es la viscosidad superficial de
la capa adsorbida [Langevin, 2000; Holmberg, 2003; Durand, 1999].
El proceso de formacion de una espuma implica la creacioén de area
superficial que debe ser rapidamente ocupada por proteina y protegida
contra la ruptura. La viscosidad superficial es una medida de la
habilidad de la pelicula para responder a un cambio en area y por ello
se considera que este parametro dilatacional deberia jugar un papel
clave en la estabilidad de espumas.

Veamos ahora los resultados experimentales, la Figura 5.13
muestra la evolucion temporal del volumen de espuma formada por
dos concentraciones de proteina y haciendo uso de dos tamafos de
poro diferentes. El tamafio de poro del vidrio fritado determina el
tamafio de las burbujas que forman la espuma siendo las burbujas mas
grandes cuanto menor es el nimero de poro (véase la seccion 4.2). De
acuerdo con otros trabajos, las dos concentraciones escogidas son las
menores que proporcionan espuma [Carrera-Sanchez, 2005; Martin,
2002]. La primera parte de la grafica (a la izquierda de la linea
vertical) recoge las propiedades espumantes de la B-caseina. Es decir,
la evolucion temporal del volumen de espuma mientras se insufla aire
a través del poro. La estabilidad de la espuma formada, que veremos
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mas adelante, se obtiene monitorizando la evolucion temporal del
volumen de espuma una vez que el flujo de aire se detiene (a la
derecha de la linea vertical de separacion).

Veamos entonces las propiedades espumantes de la B-caseina.
Se observa claramente en la Figura 5.13 como, en todos los
experimentos realizados, las propiedades espumantes de la B-caseina
son completamente similares. Este resultado se puede cuantificar
mediante dos parametros numéricos que describen la capacidad
espumante de una proteina: la capacidad espumante global, (OFC’) y
la capacidad espumante (FC*) [Carrera-Sanchez, 2005]. El primero se
corresponde con la pendiente de la curva de volumen de espuma
durante la inyeccion de aire y el segundo es una medida de la
retencion de aire en la espuma y viene dado por el cociente entre el
volumen final de espuma y el volumen total de aire inyectado,
FC=Vespuma(final)/Vaire(final).

En el caso que nos ocupa, los valores obtenidos para la FC de
las curvas mostradas en la Figura 5.13 se encuentran en el intervalo
(0,6-0,8). Asimismo, la OFC de las espumas se encuentra en todos los
casos en el intervalo (4-6 ml/s). Los valores obtenidos concuerdan con
los encontrados por Carrera-Sdnchez y col. para las mismas
concentraciones de proteina en [Carrera-Sanchez, 2005] y lo mas
llamativo es que la capacidad espumante encontrada para la B-caseina
es completamente similar en todos los casos estudiados. Ademas de
mantenerse constante la capacidad espumante de la B-caseina, ésta
aumenta de manera muy brusca con la concentracién. Es decir, una
disolucion de 0.01 g/l de B-caseina no producia espuma en absoluto
(resultado no mostrado en la figura). Sin embargo, un pequefio

3 Del inglés: Overall foaming capacity
* Del ingles: Foam capacity
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aumento de la concentracion de proteina proporciona un aumento de
la capacidad espumante que ademads se mantiene ya constante.

La conexion de estos resultados experimentales con Ia
velocidad de adsorcién de la proteina y las propiedades dilatacionales
de la capa adsorbida se puede realizar teniendo en cuenta las claves
dadas anteriormente. La velocidad de adsorcion de la f-caseina sobre
la interfaz aire-agua viene dada por la velocidad del cambio de la
presion interfacial mostrada en la Figura 5.1. Se observa como la
velocidad de adsorcion de las proteinas a las dos concentraciones de
B-caseina a la que se ha formado la espuma es alta y sobre todo
practicamente igual en los dos casos. Esta observacion concuerda con
los resultados de Martin y col. y explicaria la similitud en sus
propiedades espumantes [Martin, 2002]. Ademas, en la evolucion de
la viscosidad superficial de la B-caseina en la Figura 5.10, se puede
apreciar un aumento muy brusco de la misma, en la region de alto
recubrimiento interfacial, correspondiente a las concentraciones de
proteina utilizada en la formacion de espuma. En consecuencia, el
aumento brusco de la capacidad espumante de la [P-caseina se
encuentra perfectamente correlacionado con el brusco aumento
encontrado en la viscosidad superficial.
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Figura 5.13: Formacion y estabilidad de la espuma de -caseina con dos tamafios de
burbuja

Estabilidad de la espuma de [-caseina

Al igual que se ha hecho en el andlisis de la capacidad
espumante de la B-caseina, a continuacion se resumen los fendémenos
que determinan la estabilidad de una espuma en términos generales.
En la seccion 2.6 se puede encontrar esta explicacion en mayor
detalle. La estabilidad de una espuma esta gobernada principalmente
por tres procesos: la maduracion de Ostwald® y la coalescencia. La
maduracion de Ostwald de debe a la difusion del gas desde las
burbujas pequefias a las grandes debido a diferencias entre las
presiones hidrostaticas. La solubilidad del gas en la fase liquida juega
un importante papel en este mecanismo y la maduracion de Ostwald
produce un aumento del tamafio de las burbujas en el tiempo.
Finalmente, la coalescencia es la ruptura de la pelicula liquida que

> Del inglés: Ostwald rippening
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queda entre dos burbujas para formar una Unica burbuja mas grande.
Se puede separar en dos etapas: drenaje y ruptura de la pelicula.

De acuerdo con numerosos estudios estos fendmenos se
encuentran intimamente relacionados con la elasticidad superficial de
la pelicula de proteina adsorbida sobre la superficie de las burbujas.
Esto es debido a que, en general, el proceso de desestabilizacion de
una espuma estd relacionado con la resistencia de la pelicula a
deformarse en el tiempo. Puesto que la elasticidad superficial de una
pelicula de proteina cuantifica precisamente esta propiedad, éste
podria constituir el pardmetro clave en la estabilidad de una espuma
[Langevin, 2000; Wilde, 2000; Bhattacharya, 2000, Holmberg, 2003].
Con el fin de poder relacionar la estabilidad de la espuma formada con
las propiedades elasticas de la pelicula de B-caseina adsorbida que se
presentan en la Figura 5.9, hay que determinar la frecuencia de
oscilacion que se corresponde con los experimentos de estabilidad de
espumas [Bhattacharyya, 2000]. De acuerdo con Langevin, la
elasticidad superficial obtenida a frecuencias altas es la que se puede
equiparar a la situacion existente en una pelicula en proceso de
desestabilizacion [Langevin, 2000]. Esto se debe a que los procesos de
estrechamiento de las peliculas son muy rapidos; frecuencias del
orden de 10°Hz. En consecuencia, se consideraran los valores de
elasticidad superficial obtenidos a las frecuencias mas altas (Figura
2.11).

Asi pues, veamos a continuacion la estabilidad de la espuma
formada por la f-caseina. En la Figura 5.13, a la derecha de la linea
vertical, se muestra la evolucion temporal de las espumas
proporcionadas por la B-caseina. Llama la atencién como, a diferencia
de la capacidad espumante, la estabilidad de la espuma se ve
considerablemente afectada por la concentracion de proteina en la
disolucidn asi como por el tamafio inicial de las burbujas formadas.
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Veamos en primer lugar la dependencia con la concentracion
de proteina utilizada. La Figura 5.13 muestra como la estabilidad de la
espuma aumenta al aumentar la concentracion de proteina en el seno
de acuerdo con estudios similares [Carrera-Sanchez, 2005; Martin,
2002]. Asimismo, este resultado, se puede relacionar con las
propiedades elasticas de la pelicula de proteina adsorbida en la
interfaz aire-agua conforme a lo explicado previamente. En efecto, se
observa en la Figura 5.9 que la elasticidad de la pelicula presenta un
notable aumento con la concentracion en la zona de alto recubrimiento
interfacial (y a altas frecuencias). Este aumento se encuentra
perfectamente correlacionado con la mayor estabilidad de la espuma
formada.

El efecto de aumentar el tamafio de las burbujas en la espuma
es muy llamativo. La estabilidad de la espuma formada disminuye
significativamente al aumentar el tamafio de las burbujas que la
componen. A través de la observacion del sistema se advierte un
importante aumento del tamafio de las burbujas con el tiempo. Asi
pues, el fendémeno predominante en la desestabilizacion de la espuma
de la B-caseina formada en este intervalo de concentraciones es la
maduracion de Ostwald ya que en este proceso las burbujas grandes se
hacen grandes y las mas pequefas desaparecen. Este mecanismo es
también el dominante en la desestabilizacion de la espuma de B-
caseina reportada por Martin y col. en [Martin, 2002]. Los factores
que influyen en la maduracion de Ostwald son la solubilidad del aire
en la fase acuosa y sobre todo la polidispersidad del sistema. En
efecto, la solubilidad parcial del aire en la fase acuosa facilita la
aparicion de la maduracion de Ostwald [Langevin, 2000]. Asimismo,
los tamafios tipicos de las burbujas formadas con el poro 0 son de
hasta 2 mm mientras que las formadas con el poro 2 son de hasta 0.5
mm. De esta manera, la polidispersidad de la espuma formada con el
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poro 0 aumenta notablemente y al aumentar el tamafo de las burbujas
las diferencias de presion encontradas entre las diferentes burbujas son
mayores. Esta observacion justificaria una mayor incidencia de este
mecanismo en esta espuma de acuerdo con los resultados obtenidos.

5.6.2 Emulsiones de tetradecano en disolucion acuosa de f-caseina

Al igual que se ha hecho en el caso de las espumas, pesea que
e la seccién 2.6 se encuentran expuestos los principales fenomenos
que caracterizan la formacion y estabilidad de las emulsiones,
continuacion se expone un recordatorio. Los fendmenos que afectan a
la capacidad emulsionante y a la estabilidad de la emulsiones se
encuentran intimamente relacionados. En el proceso de formacion, el
gran aporte energético al sistema hace que el fendmeno de adsorcion
no se pueda relacionar de manera tan directa a como se ha realizado
en el caso de una espuma. De acuerdo con eso, en general, la
capacidad emulsionante de una proteina viene caracterizada por el
tamafo de las gotas que componen la emulsion formada [Cornec,
1996; Husband, 1997]. Con respecto a la estabilidad de las
emulsiones, los mecanismos que afectan a la estabilidad de las
emulsiones son: la maduracion de Ostwald, la formacidén de cremas o
cremado, la floculacion y la coalescencia. La maduracion de Ostwald

consiste en transporte de liquido disperso entre gotas de diferente
tamafio que forman la emulsion. Al igual que ocurre en el caso de
espumas, la polidispersidad y la solubilidad del aceite utilizado en la
fase acuosa son mas importantes que la compactacion de la capa de
proteina adsorbida en la superficie de las gotas [Langevin, 2000].
Asimismo, la formacién de cremas o cremado de una emulsion es el

proceso por el cual las gotas de emulsion tienden a situarse en la parte
superior de la misma y constituye el principal mecanismo
desestabilizador de las emulsiones [Robins, 2000]. La formacién de
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cremas depende del tamafio de las gotas, de la diferencia de
densidades entre los liquidos y de la viscosidad del medio acuoso
[Langevin, 2000; Robins, 2000]. La floculacién es el proceso por el
cual dos gotas se unen sin perder su entidad geométrica y finalmente
la coalescencia consiste en la ruptura de la pelicula que separa dos
gotas de emulsion y conduce a la formacion de gotas mas grandes.
Estos dos procesos se encuentran intimamente relacionados entre si y
ademads dependen fundamentalmente de las propiedades viscoelésticas
de la capa de proteina adsorbida en la superficie de las gotas
[Husband, 1997; Carrera-Sanchez, 2005; Langevin, 2000; Wilde,
2000].

Veamos a continuacion los resultados experimentales sobre la
base de estas claves. La actividad emulsionante de la B-caseina es
relativamente baja comparada con los otros componentes del caseinato
[Poon, 2001]. Ademas, al igual que se ha realizado en el estudio
planteado de la espuma formada por la B-caseina, las emulsiones
estudiadas en este apartado se forman con una minima cantidad de
proteina y variando el contenido en tetradecano de manera que el
recubrimiento interfacial de las gotas de aceite se corresponde con la
zona de alto recubrimiento interfacial en la caracterizacion interfacial
realizada en apartados previos [Cornec, 1996]. Luego las emulsiones
formadas en este trabajo son ciertamente inestables y exhiben una
pequeiia capa de espuma en la parte superior de la emulsion. Este
fenomeno también es encontrado por Poon y col. y lo atribuyen a la
gran actividad superficial de la B-caseina [Poon, 2001; Dickinson,
1998].

Las caracteristicas concretas de las emulsiones formadas con
tetradecano en una disolucion de PB-caseina a pH 7 y 0.05 M se
encuentran expuestas en la Tabla 5.V.
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Tabla 5.V: Caracterizacion de las emulsiones formadas por 1 g/l de B-caseina con
varios contenidos en aceite

% Tetradecano | Diametro de | Polidispersidad (%) Velocidad de
gota (pm) cremado (mm/min)
5% 1.1+£0.2 0.2-0.3 4.1+0.2
10 % 1.4+0.5 0.2-0.3 2.6+0.1
20 % 34+£0.8 0.2-0.3 1.3£0.5

En esta tabla se detallan en primer lugar los tamafios de gota
caracteristicos de cada una de las emulsiones formadas. El tamafio
medio de las gotas que componen la emulsion recién preparada se ha
medido con un ALV-NIBBS justo tras la preparacion de la emulsion y
proporcionan una medida de la capacidad emulsionante de la B-
caseina. Cabe destacar el aumento del tamaino de gota de aceite
conforme aumenta la cantidad del mismo en el medio. Este resultado
indica que al aumentar la cantidad de aceite en el medio no hay
suficiente proteina recubrir toda la superficie y el tamafo de las gotas
aumenta para disminuir la superficie libre total. Ademas, este
resultado concuerda con el trabajo de Carrera-Sanchez y col. en el que
reportan un tamafio alin mayor de gota para una emulsion preparada
con un 30% de aceite [Carrera-Sanchez, 2005]. El andlisis realizado
de los datos experimentales proporciona, ademas del tamano de gota,
la polidispersidad de la emulsion. En la Tabla 5.V se observa que este
valor es practicamente igual en todos los casos y bastante
significativo. A diferencia de lo que ocurria en el caso de las espumas,
el tetradecano es un aceite muy poco soluble en la fase acuosa, de
manera que la maduracion de Ostwald es muy lenta en este tipo de
emulsiones [Langevin, 2000].

En el trabajo de Husband y col. se realiza un exhaustivo
analisis de las propiedades superficiales de la B-caseina y su conexién




197

con las espumas y emulsiones formadas. En particular, encuentran que
las emulsiones de B-caseina en tetradecano son mucho mas estables
que las espumas de P-caseina formadas en las mismas condiciones
[Husband, 1997]. Estos autores no son los unicos que sefialan la
relacion existente entre la altura del maximo en la elasticidad
interfacial de las peliculas de proteinas se relaciona con la estabilidad
de la emulsion formada [Husband, 1997; Cornec, 1996; Carrera-
Sanchez, 2005; Martin, 2002]. Ahora bien, en ese trabajo los autores
sefalan la falta de estudios dilatacionales en la interfaz tetradecano-
agua de manera que la cuestion queda sin resolver [Husband, 1997].
En este sentido, los resultados de reologia dilatacional de B-caseina
presentados en la Figura 5.9 proporcionan una explicacion
experimental a los resultados de Husband y col. puesto que el maximo
de la elasticidad en la interfaz tetradecano-agua es mayor que el
encontrado en la interfaz aire-agua.

Con el fin de cuantificar la estabilidad de las emulsiones
preparadas se ha hecho uso de un Turbiscan Classic MA2000. La
Tabla 5.V muestra los valores encontrados mediante este dispositivo
para la velocidad de cremado de cada una de las emulsiones
preparadas. Este parametro se calcula facilmente a partir del perfil de
retrodispersion® obtenido. La velocidad de cremado se define como la
pendiente de la evolucion temporal de la anchura del pico de luz
retrodispersada. Esto a su vez se define como la anchura del pico de
luz retrodifundida al 50% de la altura méxima del pico [Chanamai,
2000; Carrera-Sanchez, 2005]. Se observa muy claramente la
tendencia en la Tabla 5.V: la velocidad de cremado disminuye con la
cantidad de aceite presente en la emulsion. En la seccion 2.6 se
encuentra descrito en detalle el proceso de cremado en funcion de la
ley de Stokes, segun la cual la velocidad de cremado aumenta con el

% Del inglés backscattering



198

tamafio de gota. De acuerdo con esto, parece claro que en las
emulsiones formadas no se encuentra un proceso de cremado puro.
Mas bien, los resultados expuestos en la Tabla 5.V podrian indicar que
varios ~ mecanismos  contribuyen  simultineamente a la
desestabilizacion de las emulsiones. De acuerdo con todo lo explicado
anteriormente, la clave de este comportamiento se podria encontrar en
la elasticidad interfacial de la pelicula adsorbida de B-caseina en este
intervalo de concentraciones que se muestra en la Figura 5.9. A
diferencia de lo que ocurria en la interfaz aire-agua, la elasticidad de
la pelicula en tetradecano disminuye para todas las frecuencias de
oscilacion al aumentar la concentracion en el intervalo de alto
recubrimiento interfacial, comparable al recubrimiento de las gotas
que componen las emulsiones en este trabajo. Las emulsiones
formadas por una mayor cantidad de aceite poseen un menor
recubrimiento interfacial debido a la mayor superficie de aceite
accesible. Es decir, las gotas que componen la emulsion preparada con
un 5% de aceite poseen un mayor recubrimiento interfacial y en
consecuencia poseen una menor elasticidad interfacial que la que
tienen las emulsiones formadas con un 10-20% de aceite (menor
recubrimiento interfacial) de acuerdo con la Figura 5.9. Asi pues, la
menor elasticidad interfacial podria resultar en que las gotas que
forman la emulsidon con uno 5 % de aceite fueran mas susceptibles a la
coalescencia. Como consecuencia, se formarian gotas mas grandes y
ello explicaria la mayor incidencia del cremado en estas emulsiones
expuesta en la Tala 5.V

Esto no significa que al seguir aumentando la concentracion de
proteina en la fase acuosa, vaya a seguir aumentando la formacion de
cremas y no se vayan a formar emulsiones estables. En la bibliografia
se encuentran emulsiones mas estables de B-caseina formadas con una
mayor cantidad de proteina [Husband, 1997]. Es més, es probable que
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la elasticidad interfacial de la pelicula de B-caseina adsorbida en la
interfaz tetradecano-agua también vuelva a aumentar al aumentar la
concentracion de la disolucion. De hecho, las predicciones teodricas
mostradas en la Figura 5.11, asi lo indican.

5.7 RESUMEN Y CONCLUSIONES

Este capitulo se ha dedicado al estudio de las propiedades
interfaciales de una proteina modelo, la B-caseina, en dos interfaces
diferentes; la interfaz aire-agua y la interfaz tetradecano-agua. Con el
fin de comprender los fendmenos que tienen lugar en la capa
interfacial, este tema se aborda de varias maneras obteniendo una serie
de resultados que se complementan perfectamente entre si. Es mas, las
propiedades encontradas en este trabajo para las capas de B-caseina
formadas en las interfaces aire-agua y tetradecano-agua, proporcionan
la informacion necesaria para la comprension del comportamiento que
muestra la espuma de B-caseina y la emulsion de tetradecano en
disolucion acuosa de [P-caseina, respectivamente. Veamos a
continuacion de manera muy resumida las conclusiones generales que
se extraen del estudio realizado.

En primer lugar se ha realizado un estudio de las monocapas
de B-caseina en la interfaz aire-agua y tetradecano-agua. La técnica de
obtencion de monocapas es completamente novedosa y constituye el
primero de los logros conseguidos en esta Tesis Doctoral. El andlisis
de las isotermas sugiere importantes diferencias en estructura
adoptada por la proteina en cada una de las interfaces. Estas
diferencias se explican en términos de una serie de factores que
acttian de manera conjunta; la interaccion cohesiva entre los residuos
hidrofobos de la proteina interfacial y la fase oleosa, la mayor
solvatacion de estos residuos en la fase oleosa y el mayor
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desdoblamiento alcanzado por la B-caseina en la interfaz tetradecano-
agua. La Teoria de Escalado proporciona una imagen detallada de la
estructura interfacial de la proteina que corrobora los resultados
experimentales y resuelve algunas aparentes discrepancias con
resultados de la bibliografia. En particular, la naturaleza de la fase
oleosa determina la estructura de la proteina y en este sentido, la
tension interfacial del aceite es el parametro clave. Concretamente, el
grado de desdoblamiento interfacial de la proteina aumenta con la
tension interfacial de la fase oleosa.

En segundo lugar, se ha estudiado el comportamiento de la f3-
caseina adsorbida en las interfaces aire-agua y tetradecano-agua,
experimentalmente y mediante la aplicacion de un modelo
termodindmico de capa de proteina adsorbida en interfaces fluidas.
Experimentalmente se deduce, de acuerdo ademas con los resultados
obtenidos previamente, que la proteina adopta una conformacidon mas
extendida en la interfaz aire-agua. Teniendo esto en cuenta, a
continuaciéon se propone un procedimiento de ajuste tedrico de los
datos experimentales en el que se modifica el area interfacial ocupada
por la B-caseina en funcién de la interfaz fluida sobre la que se
adsorbe. De esta forma se cuantifica el desdoblamiento interfacial de
la proteina en contacto con una fase liquida y ademas se encuentra una
relacion entre la tension interfacial y el grado de desdoblamiento de la
proteina que corrobora los resultados de monocapas. El procedimiento
tedrico propuesto se aplica de manera similar haciendo uso de una
version mejorada del modelo tedrico a los datos de adsorcion en
equilibrio y a las curvas experimentales de dinamica de adsorcion.
Como resultado, se obtiene una caracterizacion cuantitativa de la
estructura interfacial adoptada por la B-caseina en las dos interfaces.
Ademas, hasta donde nosotros sabemos, la aplicacion explicita de un
modelo tedrico al comportamiento de una proteina en una interfaz
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aceite-agua es completamente novedosa y esto constituye el principal
logro de esta Tesis Doctoral.

Para finalizar la caracterizacion de la B-caseina en estas dos
interfaces, se ha realizado un minucioso estudio del comportamiento
dilatacional. La presencia de una fase oleosa también afecta muy
significativamente a las propiedades dilatacionales de la capa de
proteina adsorbida y también en este caso, el estudio realizado es
experimental y teodrico. La elasticidad interfacial y la viscosidad
interfacial se discuten independientemente en funcion del grado de
recubrimiento interfacial y de la frecuencia de la oscilacion. A bajo
recubrimiento interfacial las propiedades dilatacionales, indican la
formacion de una pelicula de P-caseina adsorbida en la interfaz
tetradecano-agua, mas deformable (viscosa) que la que se forma en la
interfaz aire-agua. Sin embargo, a alto recubrimiento interfacial, la
pelicula adsorbida en la interfaz tetradecano-agua es mas resistente
(elastica). Asimismo, la subsiguiente aplicacion del modelo teodrico a
los datos de elasticidad limite de Gibbs, con los pardmetros derivados
del ajuste de las isotermas en equilibrio, proporciona una clara mejora
de la interpretacion de los datos experimentales. Este ajuste
proporciona una manera sencilla y completamente novedosa de
evaluar la incidencia de varios mecanismos en la capa interfacial. En
particular, la formacion de una bicapa de [-caseina en las dos
interfaces aparece como el fendmeno predominante al aumentar el
recubrimiento interfacial de la pelicula.

La ultima parte de este capitulo contiene un estudio preliminar
acerca de la interrelacion existente entre las propiedades interfaciales
vistas hasta ahora y las de las espumas de B-caseina y las emulsiones
de tetradecano en disolucién acuosa de B-caseina. Con respecto a la
espuma, el brusco aumento de la viscosidad superficial se encuentra
perfectamente correlacionado con un brusco aumento de la capacidad
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espumante de la B-caseina. De manera similar, la estabilidad de la
espuma aumenta con la elasticidad superficial de la pelicula de B-
caseina en la interfaz aire-agua. En lo que concierne a las emulsiones,
capacidad emulsionante disminuye con la cantidad de aceite en el
medio, es decir conforme disminuye el recubrimiento interfacial de las
gotas. Sin embargo, la estabilidad de la emulsion disminuye al
aumentar el recubrimiento interfacial de las gotas en el intervalo de
concentraciones escogido. En este intervalo, la elasticidad interfacial
también disminuye con el recubrimiento interfacial. Esto favoreceria
la coalescencia de las gotas y justifica asi la mayor velocidad de
cremado encontrada en las emulsiones con menos tetradecano.

La interconexion entre las propiedades interfacial de las
proteinas y su capacidad espumante/emulsionante o la estabilidad de
la espuma/emulsion que forman es un tema apasionante con una
utilidad tecnoldgica directa. Por ello, este estudio final constituye una
importante novedad y contiene unos resultados muy prometedores.
Otro aspecto destacado de este capitulo es el tratamiento tedrico dado
a los resultados experimentales, que ofrece numerosas posibilidades
en la comprension de los fendmenos interfaciales. Aparte de la
originalidad del tratamiento de los datos en la interfaz aceite-agua,
cabe destacar como considerando experimentos relativamente simples,
la aplicacion de los modelos tedricos en la manera propuesta
proporciona informacion cuantitativa acerca de la estructura adoptada
por la proteina en las diversas interfaces asi como de su interaccion
con la fase no-polar.



Capitulo 6

COMPORTAMIENTO SUPERFICIAL,
PELICULAS LIQUIDAS Y
ESTABILIDAD DE ESPUMAS DE
SISTEMAS MIXTOS
PROTEINA/SURFACTANTE.
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6.1 INTRODUCCION

En una dispersion alimentaria, en general coexisten proteinas,
surfactantes y lipidos; todos ellos sustancias anfifilicas que compiten
por el area interfacial accesible. Por consiguiente, las propiedades de
las interfaces formadas por sistemas mixtos han sido, y contintian
siendo, objeto de estudio en los ultimos afos. Especialmente, la
competicion existente entre estos tipos de moléculas resulta en un
comportamiento muy complejo de la dispersion alimentaria. Ya se ha
visto en este trabajo como las proteinas forman estructuras
viscoelasticas en las interfaces que estabilizan las diferentes
dispersiones gracias a la red inmoévil viscoeldstica que forman
[Mackie, 2005]. Los surfactantes de bajo peso molecular, por el
contrario, estabilizan las interfaces por medio de un mecanismo muy
diferente. Los surfactantes poseen una gran movilidad interfacial,
luego forman peliculas interfaciales moéviles y estabilizan la interfaz
mediante el mecanismo de Gibbs-Marangoni'. Asi pues, cuando los
dos tipos de sustancias estan presentes en la interfaz, puede ocurrir
que ninguno de los dos mecanismos pueda operar satisfactoriamente,
o que se produzca alguna clase de sinergismo. La estabilidad de la
dispersion dependera basicamente de la estructura de la capa
interfacial mixta y de las interacciones entre moléculas, de manera que
el control de éstas es de vital importancia en la correcta elaboracion de
productos.

En este capitulo se plantea el estudio de un sistema mixto de
interés en la industria alimentaria. Para ello se ha escogido como
surfactante el tween 20; un surfactante de bajo peso molecular, soluble
en agua y no-idnico, cuyas propiedades fisicoquimicas se encuentran

! Véase Capitulo 2.
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detalladas en el Capitulo 4. La proteina escogida es el caseinato; una
proteina basica en la estabilizacion de productos lacteos, también
descrita en detalle en el capitulo 4. Asi pues, con el sistema mixto
caseinato/tween 20 se ha realizado una caracterizacion bastante
completa que comprende un estudio de la adsorcion en la interfaz aire-
agua, un estudio del drenaje de las peliculas liquidas y de la
estabilidad de las espumas. Ademads, a la vista de la informacion
adicional que se obtiene de las curvas de adsorcion mediante la
aplicacion del modelo tedrico descrito en el Capitulo 3, se ha
introducido en el estudio una variante. Para aplicar el formalismo
tedrico es necesario trabajar con un sistema modelo. El caseinato es
una proteina compuesta de varias fracciones que no cumple este
requisito mientras que la P-caseina es una de esas fracciones
mayoritaria y purificada que si es un sistema modelo. En
consecuencia, se ha analizado también la adsorcion del sistema mixto
formado por B-caseina y tween 20 en el marco del modelo tedrico.
Ademas, se tratara de relacionar los resultados obtenidos con la
estabilidad de la espuma de este mismo sistema. Por ultimo, cabe
destacar que, al igual que en el capitulo anterior, todas las medidas
experimentales se han realizado en las mismas condiciones de trabajo’
con el fin de realizar una correcta correlacion entre todos los
fendmenos. A continuacion veremos separadamente las conclusiones
obtenidas del estudio realizado en esta Tesis Doctoral.

2pH 7.4,0.05 M, T=23°C
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6.2 ADSORCION DE SISTEMAS MIXTOS
PROTEINA/SURFACTANTE EN LA INTERFAZ AIRE-AGUA

En este apartado se va a evaluar el fendémeno de adsorcion de
sistema mixto proteina/surfactante en la interfaz aire-agua. Para ello se
van a presentar en primer lugar las isotermas de adsorcion de los dos
sistemas mixtos estudiados. En segundo lugar se expondran las
conclusiones derivadas de la aplicacion del modelo tedrico a las
isotermas del sistema mixto [B-caseina/tween 20. Finalmente, se
expone un pequefio apunte sobre la dindmica de la adsorcion de los
dos sistemas mixtos estudiados.

6.2.1 Isotermas de presion superficial

El estudio de la adsorcion del sistema mixto se ha realizado de
manera que las concentraciones de las dos proteinas son fijas en todo
el estudio realizado. Se ha escogido una concentracion de 0.1 g/l (=
5-10°M = 5-10” mol/m’). Un poco mas adelante se vera como ésta
concentracion de proteina proporciona una capa superficial saturada
tanto para la B-caseina como para el caseinato. De este modo, existen
suficientes proteinas en el medio y en la superficie para poder evaluar
adecuadamente el papel que juega el tween 20 en un sistema mixto,
para un amplio intervalo de concentraciones.

Con el fin de obtener las isotermas de adsorcion del sistema
mixto, el primer paso reside en la obtencion de la isoterma de presion
superficial para el surfactante puro. Una vez que se tiene el intervalo
de concentraciones en el cual se produce la variacion de la tension
superficial por el llenado de la superficie, se usard este mismo
intervalo en el estudio de la mezcla. La Figura 6.1 muestra los
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resultados experimentales del estudio de adsorcion en equilibrio de los
dos sistemas mixtos planteados.
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Figura 6.1: Isotermas de adsorcion de los sistemas mixtos
B-caseina(5-10"°M)/tween20 (grafica superior) y caseinato(5-10"°M)/tween 20
(grafica inferior).
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En estas figuras se exponen las curvas z-c¢ correspondientes al
tween 20 puro y las curvas correspondientes a las disoluciones de 0.1
g/l (= 5-10°M) de p-caseina y caseinato, respectivamente, a las que se
les ha afadido el tween 20. Asi pues, la concentracioén indicada en el
eje de ordenadas es la concentracion de surfactante. En la Figura 6.1
se encuentran asimismo representadas las isotermas 7z-c
correspondientes a la adsorcion de las proteinas puras. Estas curvas se
han afiadido con el fin de facilitar la comparacion puesto que la
concentracion de proteina en la adsorciéon del sistema mixto es
constante en todo el proceso. Las isotermas de presion superficial se
han obtenido en todos los casos siguiendo el procedimiento de
extrapolacion de las curvas dinamicas de presion superficial descrito
en el Capitulo 5.

Veamos en primer lugar las isotermas correspondientes a las
proteinas puras. De acuerdo con sus isotermas z-c, la actividad
superficial del caseinato es muy similar a la de la B-caseina puesto que
las propiedades de la capa superficial adsorbida, evaluadas en
términos de su presion interfacial en condiciones de equilibrio asi lo
indican. Ahora bien, a pesar de esta similitud en las isotermas de
presion superficial, es probable que existan diferencias estructurales
entre las capas adsorbidas en cada caso, que no se manifiesten en
dichas curvas. Dado que la B-caseina es una proteina modelo y que el
caseinato es una mezcla de diversas fracciones que a su vez presentan
diferencias estructurales, es de esperar que la capa de caseinato
adsorbida presente ciertas inhomogeneidades. Por tanto, es muy
posible que estas diferencias estructurales entre la B-caseina y el
caseinato, se traduzcan en diferencias en las propiedades de esta capa
adsorbida que se observen a la luz de otras técnicas de andlisis
superficial. En este sentido, J. Benjamins muestra importantes
diferencias entre las propiedades viscoelasticas entre las capa de f-
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caseina y de caseinato adsorbidas en la interfaz aire-agua [Benjamins,
2001]. Sobre este tema se volvera mas adelante.

Con respecto, a la isoterma de presion superficial del tween 20
mostrada en la Figura 6.1, la diferencia basica con las isotermas
correspondientes a las proteinas se refiere a la mayor presion
superficial alcanzada por la disolucion del surfactante con respecto a
la que alcanzan las dos proteinas. Este es un comportamiento general
de los surfactantes, y se debe principalmente a que presentan capas
interfaciales muy compactas con una presion superficial muy alta. A
partir de las curvas de presion superficial se puede obtener la
concentracion micelar critica (cmc) del tween 20 que, de acuerdo con
la Figura 6.1, es 2-10°mol/m’=2-10" M. Este resultado concuerda con
resultados de la bibliografia [Rodriguez-Nifio, 1998].

Finalmente, las curvas z-c¢ de los sistemas mixtos muestran
claramente como la presencia del tween 20 en la disolucion afecta de
diferente manera al caseinato o a la B-caseina. En primer lugar, la
isoterma de presion superficial del sistema mixto formado por f-
caseina/tween 20 presenta un comportamiento que sugiere una débil
interaccion entre los dos componentes de la mezcla. En particular, a
bajas concentraciones de surfactante, la presion superficial del sistema
mixto es completamente similar a la de la B-caseina pura. Se puede
afirmar que la proteina gobierna el proceso de adsorcion formando
una capa superficial que practicamente no permite la entrada de
surfactante, que se situaria bajo la capa superficial de proteina. A una
concentracién de 0.01 mol/m’ de tween 20 se produce bruscamente un
cambio en el comportamiento superficial de la mezcla. A partir de esta
concentracion, la isoterma de adsorcion de la mezcla y la del tween 20
solo coinciden. Asi, la presion interfacial aumenta de manera muy
pronunciada en un pequefio intervalo de concentraciones de tween 20
y se produce una saturacion de la capa superficial practicamente a la
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cmc del surfactante. Ademads, la presion superficial de saturacion
coincide practicamente con la obtenida para el surfactante puro. Estos
resultados experimentales podrian indicar que el tween 20 penetra
rapidamente en la capa superficial y que desplaza a la proteina de la
misma para finalmente crear una capa superficial de surfactante
situando a la proteina bajo dicha capa. Este fendémeno superficial se
denomina “desplazamiento orogénico” y ha sido estudiado en detalle
por Wilde y col. e incluso visualizada mediante estudios con
microscopia de fuerza atdmica (AFM) y de éangulo de Brewster
(BAM) ° [Wilde, 2004; Mackie, 2004].

Por otro lado y a la vista de la Figura 6.1, la isoterma de
presion superficial del sistema mixto formado por caseinato/tween 20
presenta ciertas diferencias con respecto al sistema [-caseina/tween
20. A bajas concentraciones de surfactante, la presencia del caseinato
domina el comportamiento de la mezcla que presenta igual valor de la
tension superficial que el caseinato solo. A muy altas concentraciones
de surfactante, la presion interfacial del sistema mixto coincide con la
del surfactante puro apuntando la presencia mayoritaria de tween 20
en la capa superficial. Sin embargo es en la situacion intermedia en la
que aparecen diferencias con el sistema [-caseina/tween 20. A
diferencia de este ultimo, el sistema caseinato/tween 20, presenta un
aumento progresivo de la presion superficial que se extiende por un
intervalo de concentraciones de surfactante de casi dos oOrdenes de
magnitud. Ademads, el cambio de pendiente de la curva z-c, debido a
la saturacién de la superficie, se manifiesta en el caso del sistema
caseinato/tween 20, antes de la cmc del surfactante; a una
concentracion de tween 20 de 3-10°mol/m’=3-10°M. La existencia de
una concentracion previa a la cmc del surfactante a la cual se produce
una asociacion de los componentes del sistema es una caracteristica

3 Del inglés Atomic Force Microscopy y Brewster Angle Microscopy
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particular de algunos sistemas mixtos y se denomina concentracion de
agregaciéon critica (cac) *. El hecho de que la saturacion de la
superficie se alcance a una concentracion de surfactante por debajo de
su cmec, asi como la mayor presion superficial alcanzada tras la
adicion de este, sugiere que el surfactante se sithia en la interfaz y
coexiste con la proteina. El caseinato estd formado por varias
fracciones de diferentes caracteristicas estructurales descritas en el
Capitulo 4. A la vista del comportamiento superficial de los sistemas
mixtos, podria ocurrir que el tween 20 desplace de la superficie a la
fraccion de P-caseina presente en el caseinato y que sin embargo no
sea capaz de desplazar al resto de fracciones por igual. Ahora bien,
con el fin de verificar esta explicacion, dada a la vista de las isotermas
de tension superficial, resulta esencial la aplicacion de otras técnicas
experimentales que aporten informaciéon adicional acerca del
comportamiento del sistema mixto caseinato-tween 20.

6.2.2 Ajuste tedrico de las isotermas de presion superficial

Con el fin de obtener mas informacién acerca de las
propiedades de la capa superficial formada por estos sistemas mixtos,
se ha realizado un ajuste tedrico de los datos experimentales sobre la
base del modelo termodinamico utilizado en el capitulo 5. Debido a la
naturaleza compleja del caseinato, que se compone de varias
fracciones con diferentes caracteristicas, los resultados experimentales
obtenidos con este sistema no pueden ser ajustados con el modelo
teorico. La P-caseina sin embargo, al tratarse de una fraccion del
caseinato purificada, posee unas propiedades univocas y se comporta
como un sistema modelo que puede ser tratado tedricamente. Ademas,
la aplicacion del modelo al sistema mixto formado por la B-caseina y

* Del inglés Critical Aggregation Concentration
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el tween 20 estd supeditada al ajuste previo de los datos
experimentales correspondientes a los sistemas individuales. Para ello
se han elaborado sendos programas de ordenador que resuelven los
sistemas de ecuaciones que describen tanto la adsorcion de
surfactantes como la adsorcion de un sistema mixto
proteina/surfactante. Tanto las ecuaciones que componen el
formalismo tedrico como los algoritmos disefiados para resolver
numéricamente los diferentes sistemas de ecuaciones, se encuentran
descritos en detalle en el Capitulo 3.
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Figura 6.2: Isoterma de adsorcion experimental y ajuste tedrico del tween 20 en la

interfaz aire-agua con las ecuaciones (3.45) y con los parametros mostrados en la
Tabla 6.1.

El ajuste tedrico de la isoterma de presion superficial de tween
20, no se ha encontrado en la bibliografia de manera explicita pese a
ser un surfactante muy comun, por lo que los resultados mostrados a
este respecto suponen otra de las novedades expuestas en esta Tesis
Doctoral. Asi pues, la Figura 6.2 muestra los datos experimentales
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correspondientes a la adsorcion de tween 20 en la interfaz aire-agua
junto al ajuste tedrico dado por las ecuaciones (3.45) y los parametros
mostrados en la tabla 6.1.

Tabla 6.1. Parametros de entrada y de
ajuste del modelo de Frumkin, ecuaciones (3.45)

Parametro Tween 20

b 21.9-10° m*/mol

a -0.25

o 2.5-10° m*/mol

Cabe destacar que el acuerdo entre teoria y experimento es
razonablemente bueno en el intervalo de aplicacion del modelo, que
no incluye a la zona de saturacion de la interfaz [Fainerman, 2002]. El
valor del area molecular media derivada del ajuste concuerda
razonablemente bien con el valor de area molecular del tween 20, de
1.8:10° m*/mol (2.3 nm/molec) obtenido por Liu y col. mediante la
técnica de monocapas [Liu, 2005]. Por otro lado, uno de los
parametros de entrada para realizar el ajuste teérico es el parametro de
Frumkin, que recordemos se definia como a=-U/RT; el balance entre
U (energia de interaccion entre moléculas en la capa adsorbida y RT la
energia térmica de las mismas). En el caso de un surfactante adsorbido
en una superficie, este parametro estd relacionado con las fuerzas
atractivas (de van der Waals) entre las cadenas hidréfobas y con las
fuerzas repulsivas debidas a la hidratacién de las cabezas hidrofilas
y/o de origen electrostatico [Galgoci, 2004]. En consecuencia, U toma
un valor positivo cuando la interaccién atractiva es mayor que
interaccion repulsiva, y en este caso el parametro de Frumkin toma un
valor negativo. Asi pues, el valor encontrado para el tween 20 (Ci,-
sorbitdn-E;)) mediante el tratamiento tedrico de los datos
experimentales mostrado en la Tabla 6.1, indica que la interaccion



215

repulsiva existente entre los grupos hidréfilos (Ezp) es menor que la
interaccion atractiva entre las cadenas hidrocarbonadas (Cy;). Esto es
logico tratdndose de un surfactante no-idnico y con un grupo polar
relativamente grande, lo que favorece su hidratacion. Este parametro
tiene una relacion directa con la estabilidad de la espuma resultante y
esto se vera en detalle mas adelante en la seccion 6.4.

Con respecto al ajuste tedrico de la isoterma de presion
superficial de la B-caseina en la interfaz aire-agua, este se ha realizado
en detalle en el capitulo 5 asi como en las referencias [Miller, 2000;
Fainerman, 2003]. La B-caseina modifica su estructura en la superficie
con respecto a la que presenta en disolucion y el modelo cuantifica
este cambio proporcionando los valores minimos y méaximos de area
interfacial de la proteina. A presiones bajas, las moléculas se
encuentran en un estado de maximo desdoblamiento mientras que a
presiones superficiales muy altas, las moléculas se encuentran
ocupando un area superficial minima. A diferencia del valor dado para
el parametro de Frumkin en el caso del tween 20 (a), el parametro
toma un valor positivo en el caso de la B-caseina, a, (véase Tabla 5.1V
y Tabla 6.II). Esto indica que las moléculas interfaciales manifiestan
una cierta interaccion repulsiva que, como se vera mdas adelante es
clave en la estabilidad de las espumas que forman.
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Figura 6.3: Isoterma de adsorcion experimental y ajuste tedrico del sistema mixto
B-caseina/tween 20 en la interfaz aire-agua con las ecuaciones (3.48)-(3.52) y con
los parametros mostrados en la Tabla 6.11.

La Figura 6.3 muestra la isoterma de presion superficial
obtenida para el sistema mixto B-caseina/tween 20 junto a la curva
teorica obtenida con el sistema de ecuaciones (3.48-3.52) y los
parametros expuestos en la tabla 6.1I. Los parametros con el subindice
p se corresponden con los derivados del ajuste de la curva z-c de la f3-
caseina en la interfaz aire-agua y expuestos en la Tabla 5.IV. Los
parametros denotados con el subindice s se refieren al ajuste de la
curva 7-c¢ del surfactante puro mostrado en la Figura 6.2 y expuestos
en la tabla 6.1. En este caso, el unico parametro libre del modelo de
adsorcion de sistemas mixtos proteina/surfactante no idnico es el
parametro a,,, que da cuenta de la posible interaccion entre proteina y
surfactante. De acuerdo con los resultados experimentales expuestos
en la Figura 6.1, no existe una concentracion de agregacion critica
diferente de la cmc del surfactante lo que implicaria que no existe
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ningun tipo de interaccion especifica entre la proteina y el surfactante.
En estas condiciones, el valor de la constante a,, se toma tal que
aps=(a,* ag)/2 [Miller, 2004b]. La Figura 6.3 muestra una
correspondencia notable entre los datos experimentales y el modelo
teorico tomando este valor del pardmetro de interaccion. Este
resultado coincide perfectamente con los datos experimentales
discutidos en la seccidon anterior y concuerda con la ausencia de
interaccion entre B-caseina y tween 20 propuesta anteriormente.

Tabla 6.11. Parametros de entrada y de ajuste del modelo de sistemas mixtos
proteina/surfactante, ecuaciones (3.48)-(3.52).

Parametro | f-caseina/tween 20
b, 3.5-10° m*/mol
b, 10 m*/mol
a -0.25
a, 1.00
ar 0.375
©o 2.5:10° m*/mol
Oin 4.5-10° m*/mol
Omax 4.5:10" m*/mol
s 2.5:10% m*/mol
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Figura 6.4: Grado de recubrimiento superficial de proteina y de surfactante en la
mezcla (grafica izquierda) y evolucion tedrica del area molecular superficial media
de la proteina en la mezcla (grafica derecha).

La resolucion numérica del sistema de ecuaciones que
describen la capa superficial compuesta por el sistema -
caseina/tween 20 proporciona, ademas de la isoterma de presion
superficial, las variaciones de otros parametros que contienen
importante informacion acerca de la capa adsorbida. La Figura 6.4
muestra la evolucién del grado de recubrimiento superficial de
proteina y de surfactante con la presion superficial. En esta figura se
observa como, en ausencia de surfactante, la capa superficial esta
cubierta completamente por la proteina, de acuerdo con la elevada
concentracion escogida (6,=0,86). Conforme aumenta la presion
superficial de la disolucion mixta, se observa claramente en la Figura
6.4, como el grado de recubrimiento superficial de [P-caseina
disminuye a expensas del surfactante. A presiones superficiales
suficientemente altas, se aprecia como el surfactante ha desplazado
completamente a la proteina de la superficie de acuerdo con los
resultados experimentales discutidos previamente. Resulta interesante,
asimismo, evaluar como varia el area media de la proteina al entrar en
competencia con el tween 20 en la disolucién. En la Figura 6.4 se
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observa dicha variacion con la presion interfacial, es decir conforme
aumenta la presencia de tween 20 en la superficie. Esta figura muestra
una tendencia claramente decreciente del area media de la proteina
que disminuye ligeramente desde un valor de 8,12:10° m*mol a
6,05-10° m*/mol. El pequefio valor encontrado para el 4rea en ausencia
de surfactante concuerda, una vez mas, con el elevado valor de
concentracion de proteina utilizado. La disminucion observada
concuerda asimismo, con la hipdtesis del desplazamiento de la misma
de la interfaz. La vuelta al seno de la disolucion podria inducir un
replegamiento de los segmentos hidrofobos hacia el interior de la
molécula que explicaria la ligera reduccion del area encontrada.

6.2.3 Dinamica de la adsorcion del sistema mixto

Las Figuras 6.5 y 6.6 muestran la evolucion temporal de la
presion superficial para los sistemas puros y algunas de las mezclas
analizadas. Con el fin de evaluar la posible interaccion en diferentes
condiciones, las Figuras 6.5 y 6.6 muestran situaciones especialmente
representativas, es decir; una concentracion de surfactante muy baja
(10°M), una concentracion de surfactante justo por debajo de la cmc
(10°M) y una concentracion por encima de la cme del surfactante (10
*M). Estas concentraciones claves, seran utilizadas a lo largo de todo
el capitulo para estudiar los diferentes sistemas.

Con respecto a la adsorcion de la proteina pura, se observa en
la figura que a la concentracion elegida (0.1 g/l =~ 5-10°M), la capa de
proteina adsorbida en la superficie es bastante compacta y la adsorcion
se produce muy rapidamente. Es decir, el periodo de induccion es
practicamente inapreciable, el aumento de presion superficial es muy
brusco y se alcanza rapidamente un valor practicamente constante de
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la misma correspondiente a una saturacion de la capa superficial. Esto
se observa de igual manera para la B-caseina (Figura 6.5) y para el
caseinato (Figura 6. 6).
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Figura 6.5: Adsorcion dinamica de los componentes puros y del sistema mixto -

caseina/tween 20.

Con respecto a la dindmica del tween 20, se puede observar en
ambas graficas como el periodo de induccién es inexistente, incluso
para las disoluciones mas diluidas (en la figura, 10°M). La velocidad
de aumento de la presion superficial aumenta significativamente con
la concentracion de surfactante en el medio y la presion superficial
alcanzada para las disoluciones mas concentradas, por encima de la
cme, es bastante superior que la que alcanza una disolucion de
proteina pura. Esto sugiere que la capa superficial de tween 20
formada es muy compacta, lo cual concuerda con los resultados del
ajuste tedrico realizado en la seccion anterior.

En relacién a la evolucion temporal de los sistemas mixtos, el
comportamiento general coincide con lo observado en el estudio de las
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propiedades en equilibrio; a bajas concentraciones de surfactante (muy
por debajo de la cmc), la dinamica es completamente similar a la de la
proteina pura, mientras que a altas concentraciones de surfactante
(muy por encima de la cmc), la dindmica de adsorcion esta claramente
dominada por la actividad superficial del surfactante. Estas situaciones
extremas parecen darse igualmente para la mezcla con caseinato y -
caseina. Sin embargo, se aprecian importantes diferencias en cuanto a
la dindmica de adsorcion de los dos sistemas mixtos formados con la
concentracion de tween 20 intermedia, 10> M, la cual se encuentra
justo debajo de la cmc de este surfactante. Por un lado, la dindmica del
sistema B-caseina/tween 20 se corresponde practicamente con la de la
proteina pura, alcanzando asi la mezcla, una presion superficial menor
que la que alcanza el surfactante puro (ver Figura 6.5). Por el
contrario, para esa misma concentracion de tween 20 mezclado con
caseinato, la dinamica del sistema mixto se ve modificada con
respecto a la dindmica de ambos sistemas individuales, alcanzandose
una presion superficial mas alta que la de ambos sistemas puros (ver
Figura 6.6). Es evidente que las diferencias estructurales existentes
entre la B-caseina y el caseinato se manifiestan en su interaccion con
el tween 20.

En el capitulo anterior se ha visto que la B-caseina es una
proteina que presenta una notable actividad superficial. De hecho en la
Figura 6. 5 se observa como la velocidad de aumento de la presion
superficial es mayor para la B-caseina que para una disolucién de
tween 20 de 10°M. De acuerdo con esto, podria ocurrir que las
moléculas de B-caseina alcanzasen la superficie antes que el tween 20
de manera que la mezcla se comporta como la proteina pura. Segin
este razonamiento, y teniendo en cuenta la supuesta ausencia de
interaccion entre tween 20 y B-caseina dada por el modelo tedrico (y
por los resultados experimentales), el llenado de la superficie ocurriria
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de la siguiente manera. A concentraciones bajas de surfactante, la
interfaz se satura rapidamente de proteina y la mezclas se comporta
como el caseinato solo. Una vez que la concentracion de tween 20 sea
tal que la velocidad de cambio de la tension superficial supere a la de
la B-caseina, el surfactante alcanzara la superficie antes que la proteina
y la disolucion mezcla se comporta igual que la de surfactante puro.
Esto se ve perfectamente en la curva en equilibrio en la cual no hay
ningln tipo de comportamiento mixto; la mezcla se comporta o bien
como la proteina pura, o bien como el surfactante puro.
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Figura 6.6: Adsorcion dinamica de los componentes puros y del sistema mixto
caseinato/tween 20.

En contraste, los resultados expuestos en la Figura 6.6,
confirman la coexistencia de las moléculas de tween 20 y de caseinato
en la superficie, que se traduce en un comportamiento que se desvia
del que presenta el surfactante puro y del que presenta la proteina pura
en un cierto intervalo de concentracion y que también se veia reflejado
en el comportamiento en condiciones de equilibrio. Al igual que se
propone en el aparatado anterior, las diferentes propiedades de cada
una de las fracciones que componen el caseinato podrian ser las
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responsables del comportamiento dinamico de la mezcla y que
conduciran a su interaccion con el surfactante.

6.3 PELICULAS LIQUIDAS DE SURFACTANTES, PROTEINAS Y
SISTEMAS MIXTOS PROTEINA/SURFACTANTE

El estudio de la adsorcion en equilibrio de los sistemas mixtos
caseinato/tween 20, asi como el analisis de las curvas dinamicas de
adsorcion apuntan a la existencia de una posible interaccion entre
proteinas y surfactantes. Con el fin de obtener mas informacion acerca
de esta posible interaccion se ha realizado un estudio de la estructura
de las peliculas liquidas formadas con estos mismos sistemas. Las
conclusiones obtenidas de este estudio se exponen a continuacion de
manera que en primer lugar se muestran las caracteristicas de las
peliculas liquidas formadas por los componentes individuales y a
continuacion las correspondientes a las peliculas liquidas del sistema
mixto caseinato/tween 20. Todo ello se discute en términos de las
isotermas de presion de disyuncion obtenidas a partir del drenaje de
las peliculas liquidas.

6.3.1 Drenaje de las peliculas de los sistemas puros

La Figura 6.7 muestra algunas imagenes representativas de la
apariencia que presenta una pelicula estabilizada por tween 20, asi
como la isoterma de disyuncion correspondiente al drenaje de las
peliculas de tween 20 a una concentracién muy por encima de la cmc.
En particular, se ha escogido una concentracion de surfactante de 50
g/l para poder ilustrar el fenomeno de la estratificacién con claridad.’

5 Véase seccion 2.5
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Figura 6.7: Imagen de varias etapas del drenaje de una pelicula e isoterma de
disyuncion de una disolucion de tween 20, 50 g/l

Experimentalmente lo que se observa es que inmediatamente
tras la formacion de la pelicula, aparecen patrones de interferencia que
dan cuenta del espesor de la misma. Estos patrones son muy fluidos
debido a la naturaleza movil del surfactante. Una vez que el color de
la pelicula se hace uniforme comienza la aparicion de nlicleos oscuros
que crecen hasta que la pelicula se muestra completamente negra y es
muy estable. De acuerdo con la descripcion de la balanza de peliculas
dada en el capitulo 3, a partir de la visualizacion del drenaje de la
pelicula liquida puede obtenerse la correspondiente isoterma de
presion de disyuncion (Figura 6.7). De este modo, se puede cuantificar
el drenaje escalonado que da lugar al fendmeno de estratificacion de la
pelicula. De acuerdo con esta isoterma, pueden distinguirse cuatro
espesores en la pelicula espaciados entre si una distancia de (11+3)
nm. Esta distancia coincide con valores similares encontrados en la
bibliografia y se corresponde con el didmetro de una micela de tween
20 [Wilde, 1997; Dimitrova, 2001]. En consecuencia, la estratificacion
observada coincide con la expulsion secuencial de capas micelares
atrapadas en el interior de la pelicula liquida. Por otro lado, el espesor
de la pelicula final de equilibrio es igual a (11+3) nm y es muy estable
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pues resiste altas presiones. Esto indica que se trata de una pelicula
negra comun (CBF) en la cual hay atrapada una capa de micelas de
tween 20 entre las caras de la pelicula que la estabiliza frente a la
ruptura.

De manera similar, la Figura 6.8 muestra la apariencia de una
pelicula de caseinato junto a la isoterma de disyuncion obtenida para
este sistema. Una vez mas, se ha utilizado una concentracion alta de
proteina (1 g/l) para optimizar la visualizacion del fenémeno. A la
vista de esta figura es clara la existencia de numerosas diferencias en
las propiedades del drenaje de peliculas de proteinas y surfactantes.
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Figura 6.8: Imagen del drenaje de una pelicula e isoterma de disyuncion de una
disolucion de caseinato 1 g/l

Las peliculas liquidas estabilizadas por caseinato muestran la
presencia de agregados en la misma que permanecen practicamente
inmoéviles en la pelicula y que desaparecen muy lentamente a medida
que aumenta la presion. Los agregados son las pequeiias regiones mas
gruesas, i. e. mas claras, que aparecen en la pelicula. A diferencia de
lo que se observa con el tween 20, el espesor de la pelicula de
caseinato disminuye de manera continua hasta alcanzar un valor de
equilibrio sin experimentar oscilaciones en la presion de disyuncion.
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Este fenémeno es tipico de peliculas en las que la concentracion de
surfactante es baja y existen pocas micelas en el medio como se
explica en la seccion 2.5 (Figura 2.12a).

Dada la escasa informacion acerca de peliculas liquidas de
proteinas, resulta compleja la interpretacion de la isoterma mostrada
en 6.8. No obstante, en la bibliografia se encontrado recientemente un
excelente trabajo sobre drenaje de peliculas de B-caseina a diferentes
condiciones por Casgao-Pereira y col. [Cascao-Pereira, 2003]. Estos
autores encuentran que segun el valor de pH (y por tanto de la carga
de proteina) y de la concentracion de electrolito en el medio, las
peliculas pueden experimentar o no un drenaje escalonado. En
particular, cuando las condiciones favorecen la existencia de una
repulsion electrostdtica entre las proteinas, no se observa
estratificacion y el drenaje se produce de manera continua como en
nuestro caso. Por el contrario, a un pH cercano al punto isoeléctrico de
la proteina y/o una concentracion elevada de sal, condiciones en las
cuales se reduce notablemente la interaccion electrostatica entre
proteinas, se observa una estratificacion en el drenaje. En este ultimo
caso, la transicion se justifica en términos de la expulsion de una capa
de moléculas de P-caseina. De acuerdo con estos resultados, la
ausencia de oscilaciones en la Figura 6.8 indicaria que la repulsion
electrostatica puede ser la responsable de que se produzca un drenaje
continuo.

Por otro lado, el espesor final de la pelicula de caseinato
observado en la Figura 6.8 es de (16+4) nm. Si se compara este valor
con los resultados de Casgao-Pereira y col. para la f-caseina en el caso
en el que hay un drenaje continuo, vemos que el espesor final de la
pelicula es de 26 nm. Teniendo en cuenta que el espesor de una capa
de B-caseina es aproximadamente 10 nm [Dimitrova, 2001; Casgao-
Pereira, 2003], la pelicula estaria formada en su caso por dos capas
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monomoleculares de B-caseina, algo separadas entre si debido a la
repulsion electrostatica entre las moléculas de P-caseina [Cascao-
Pereira, 2003]. De acuerdo con esto, el espesor obtenido para la
pelicula final de caseinato indica la formacion de una estructura
diferente. Las condiciones de trabajo en las cuales de ha obtenido la
isoterma de presion de disyuncion del caseinato difieren bastante de
las utilizadas por Casgao-Pereira y col. Concretamente, estos autores
trabajan a pH 9 y una concentracion de 0.01 M de NaCl, mientras que
en nuestras condiciones de trabajo son de pH de 7.4 y una fuerza
ionica de 0.05 M. Teniendo en cuenta el punto isoeléctrico de cada
una de las fracciones que componen el caseinato (Tabla 4.I) y la
elevada fuerza idnica en nuestro, es licito suponer que la repulsion
electrostatica en la pelicula de caseinato en nuestras condiciones de
trabajo es menor que la que sienten en las peliculas de B-caseina en las
condiciones de Casgao-Pereira y col. referidas anteriormente. En
consecuencia, esto podria dar lugar a un mayor acercamiento de las
dos capas de caseinato responsable del menor espesor en la pelicula
final de esta proteina con respecto al espesor final de las peliculas de
B-caseina.

Finalmente, existe otro factor importante a tener en cuenta a la
hora de comparar las propiedades de las peliculas formadas por
caseinato o [-caseina. La naturaleza heterogénea del caseinato,
formado por varias fracciones con diversas caracteristicas
estructurales, sugiere la formacion de una pelicula liquida igualmente
heterogénea. La k-caseina es la fraccion que difunde mas rapidamente
a la interfaz [Turhan, 2003], al igual que es la fraccién que posee
menos carga (-2.5 unidades de carga elemental por particula a pH 6.6)
y menor tamafo (9 nm de diametro) [Benjamins, 2001]. Asimismo, al
igual que la fraccion a,-caseina, posee una cierta estructura secundaria
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y terciaria debido a la presencia de puentes disulfuro® de manera que
estas dos fracciones pueden formar estructuras supramoleculares
[Turham, 2003]. Asi pues, en la pelicula liquida de caseinato, podria
ocurrir que el espesor variase localmente en funciéon de la
composicion local de la pelicula debido al diferente tamafio, estructura
y carga que presentan las diversas fracciones.

En resumen, las dos capas de caseinato adsorbido sobre las
superficies de que forman las peliculas de esta proteina en nuestras
condiciones de trabajo, tienden a acercarse mas entre si que las dos
capas de B-caseina a pH 9 y 0.01 M. Este fendmeno puede explicarse
en términos de una menor repulsion electrostatica global y de la
presencia de puentes disulfuro en algunas fracciones que generan una
fuerte interaccion intermolecular.

6.3.2 Drenaje de las peliculas del sistema mixto

Una vez vistas las propiedades de las peliculas de tween 20 y
caseinato por separado, en esta seccion se estudia las caracteristicas
del drenaje de peliculas formadas por sistemas mixtos. Con el fin de
complementar los resultados de caracterizacion interfacial de sistemas
mixtos, se han empleado las mismas concentraciones de proteina y
surfactante para formar las peliculas que las utilizadas en el estudio de
la adsorcion en la interfaz aire-agua.

8 Véase seccion 4.2
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Caseinato

Tween 20

Figura 6.9: Imagen de la coexistencia de caseinato (0.1g/1) y tween 20 (10°M) en la
pelicula mixta

En general, se observd que el drenaje mostrado por las
peliculas liquidas formadas por sistemas mixtos caseinato/tween 20,
es muy dependiente de la concentracion de surfactante en la mezcla.
La Figura 6.9 muestra la apariencia de una pelicula tipica formada por
una mezcla en la que se puede observar la coexistencia en la misma de
las moléculas de proteina y de surfactante. Asi pues, en las peliculas
formadas por el sistema mixto se encuentra un comportamiento
intermedio entre el drenaje uniforme del caseinato mostrado en la
Figura 6.8 y el drenaje escalonado mostrado en la Figura 6.7. El
drenaje de la pelicula se aproxima al del surfactante solo conforme
aumenta la concentracion de tween 20 en la mezcla y, a
concentraciones suficientemente altas de surfactante, aparecen
nucleacion de orificios oscuros y asi la apariencia del drenaje de la
pelicula mixta coincide practicamente con el del surfactante puro. Este
tipo de comportamiento intermedio asi como la transicion hacia el
comportamiento del surfactante puro, ha sido igualmente observado
por Wilde y col. en peliculas mixtas de BSA/tween 20 [Wilde, 1997]
las cuales resultan ser muy similares a las encontradas para la mezcla
de caseinato y tween 20.
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Con el fin de evaluar mas detenidamente el drenaje de las
peliculas liquidas, la Figura 6.10 muestra las isotermas de presion de
disyuncion obtenidas para dos sistemas mixtos especialmente
representativos; la mezcla con una concentraciéon de surfactante
inferior, pero del mismo orden de magnitud que su cme (10°M) y una
concentracién muy superior a ésta (10°M).
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Figura 6.10 Isotermas de disyuncion del sistema mixto 0.1 g/l de caseinato y tween
20. No se han representado los agregrados pese a estar presentes en casi todos los

Casos.

En el primer caso, puede observarse como el drenaje se
produce de manera mondtona y el espesor final de la pelicula tiene un
valor muy pequeno en relacion al encontrado en el caso de caseinato
solo. En particular, se ha estimado un espesor de (10+4) nm. Dado que
a esta concentracion de surfactante ain no se han formado micelas y
teniendo en cuenta que este espesor es inferior al de una bicapa de
caseinato obersvada en el caso anterior (seccion 6.3.1), se puede
suponer que en la pelicula coexiste una capa de proteinas con
moléculas de surfactante. Esta suposicion concuerda con lo observado
en la isoterma de presion superficial mostrada en la Figura 6.1 en
donde para una concentracion de tween 20 de 10°M = 10 mol/m’, el
surfactante se encuentra en la superficie con el caseinato. Ademas, en
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estas condiciones de trabajo la concentracion de tween 20 se encuentra
entre la cac y la cmc y por tanto, existe una asociacion de los
componentes del sistema mixto. Asi pues, cabe concluir que la
pelicula final estd compuesta por complejos surfactante-proteina.

Finalmente, la Figura 6.10 muestra también la isoterma de
presion de disyuncion correspondiente a la mezcla de caseinato con
una concentracion de tween 20 muy por encima de su cmc. La
aparicion de oscilaciones en la isoterma cuantifica la estratificacion,
ya observada en las imagenes de las peliculas. Teniendo en cuenta la
ausencia de oscilaciones en el caso de caseinato solo y que los valores
de espesor de los estratos observados en la isoterma coinciden con el
diametro de una micela de tween 20, la estratificacién tendria su
origen en la expulsion secuencial de capas de micelas. Por otro lado,
la el espesor final de la pelicula en este caso tiene un valor de (15+2)
nm. Este valor es bastante mayor que el del caso anterior lo cual
sugiere que en estas condiciones, la pelicula final contiene una mezcla
de micelas de tween 20 junto con proteinas y moléculas de
surfactante. Sin embargo, la similitud de este espesor con el hallado
para peliculas de unicamente caseinato, podria indicar que localmente
también se formen bicapas de proteinas junto con moléculas de tween
20. De acuerdo con esta segunda hipoétesis estaria el hecho de que al
haber superado la cmc, se favorezca a que las moléculas de tween 20
formen micelas frente a la formacion de complejos proteina/
surfactante.

A la vista de estos resultados, la presencia de micelas de
tween 20 en la mezcla afecta significativamente al comportamiento
del sistema mixto. Es mas, al margen de lo discutido sobre la base de
las isotermas de presion de disyuncion, experimentalmente se
observan diferencias en cuanto a la estabilidad de las peliculas. En
particular, las peliculas resultantes de la mezcla caseinato/10”°M
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tween 20 son muy inestables y se rompen facilmente mientras que las
peliculas formadas por la mezcla caseinato/10”°M tween 20 resultan
mas resistentes en el tiempo. Asi pues, la presencia de micelas parece
favorecer la estabilidad de las peliculas mixtas. Este hecho se evalua
en detalle en el apartado siguiente.

6.4 ESTABILIDAD DE LA ESPUMA DE SISTEMAS MIXTOS
PROTEINA/SURFACTANTE

Las espumas son sistemas extremadamente complejos cuya
estabilidad depende de multitud de factores’. Se ha explicado ya
anteriormente que los mecanismos de estabilidad de peliculas de
surfactantes y proteinas, en general, son completamente diferentes.
Por un lado, los surfactantes disminuyen marcadamente la tension
superficial debido a la rapida difusion de las moléculas a la superficie.
Las peliculas superficiales de surfactantes suelen ser muy elasticas
debido a la capacidad de los surfactantes de difundir hacia, y por, la
superficie y este es el principal mecanismo estabilizador de la espuma.
Por el contrario, las proteinas disminuyen menos la tension superficial
aunque forman peliculas superficiales con propiedades viscoelasticas
debido a las interacciones intermoleculares que tienen lugar entre
proteinas adsorbidas en la superficie. En consecuencia, cuando se crea
una espuma mixta formada por proteinas y surfactantes, estos dos
mecanismos estabilizadores entran en competencia. Es muy
importante conocer los fendmenos que tienen lugar en la capa
interfacial con el fin de comprender las propiedades de las espumas
mixtas, que en general dependen de multitud de factores. A
continuacion se presentan en primer lugar las caracteristicas de la

7 Véanse secciones 2.6 y 5.6
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espuma formada exclusivamente por el surfactante asi como las
diferencias encontradas entre las espumas formadas por las dos
proteinas utilizadas. Seguidamente, se exponen los resultados
concernientes a las espumas formadas por los sistemas mixtos y se
tratara de relacionar con la caracterizacion superficial y el
comportamiento en peliculas liquidas presentado anteriormente.
Ademas, algunos resultados de la bibliografia referentes a las
propiedades dilatacionales de las capas superficiales resultan claves en
la comprension de los fendmenos que se manifiestan. Todas las
medidas se han realizado en las mismas condiciones® que las peliculas
liquidas y la adsorcion de manera que se puedan relacionar
correctamente todas las magnitudes.

6.4.1 Estabilidad de la espuma de los sistemas puros

Al igual que se hizo en la seccion 5.6, a la hora de evaluar las
caracteristicas de la espuma que se forma con una disolucion de tween
20, se puede distiguir entre la formacién y la estabilidad de la misma.
Asi pues, la Figura 6.11 muestra dos graficas correspondientes a la
espuma formada por el tween 20 con un vidrio fritado de porosidad 2°.
En la primera se encuentra representada la evolucion del volumen de
espuma frente al volumen de aire inyectado. De esta forma, en esta
figura se observa la capacidad espumante del tween 20. De acuerdo
con los resultados mostrados en dicha grafica, cabe destacar que no se
observa formacion de una espuma en absoluto para concentraciones
de surfactante por debajo de su cmc, de acuerdo con los resultados de
Liu y col. para el mismo sistema [Liu, 2005]. Una vez superada la
cmc, la capacidad espumante del tween 20 aumenta bruscamente y se

¥ pH 7.4,1=0.05 M, T=23°C
? Véase Capitulo 4.
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mantiene constante en el intervalo de concentraciones estudiado. Asi
pues, la formacion de una espuma parece depender de manera
fundamental de la presencia de micelas en el medio. No se han
encontrado en la bibliografia resultados experimentales de la reologia
dilatacional de las capas superficiales de tween 20, que probablemente

aclararian este comportamiento.
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Figura 6.11: Formacion y estabilidad de la espuma formada por el tween 20

Con respecto a la estabilidad de la espuma, que se encuentra
representada en la segunda grafica de la Figura 6.11, se observa
igualmente una gran similitud entre las concentraciones evaluadas por
encima de la cmc del surfactante. En general, como se observa en la
Figura 6.11, la espuma formada por el tween 20 es muy inestable y
desaparece a los pocos minutos. Este hecho, concuerda perfectamente
con el valor negativo encontrado para el pardmetro de Frumkin del
tween 20 en el ajuste tedrico de los datos de adsorcidon en las mismas
condiciones (Tabla 6.1). El valor del parametro de Frumkin esta
directamente relacionado con la estabilidad de la espuma formada por
el surfactante [Galgoci, 2005]. Cuando la pelicula liquida entre dos
burbujas se estrecha debido al drenaje, la pelicula se curva y como
consecuencia, los grupos hidréfilos del surfactante adsorbido en la
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superficie se comprimen. Por ello, solamente si la interaccion
repulsiva entre éstos es suficientemente alta, la pelicula resistira el
drenaje sin romperse. Ademas, la inestabilidad de la espuma formada
por el tween 20 estaria favorecida por la ausencia de carga de este
surfactante y podria ser indicativo de la alta estabilidad de las micelas
del tween 20 que se resisten a ceder surfactante a la superficie [Oh,
1991]. Asimismo, la poca estabilidad mostrada con la espuma del
tween 20 contrasta con la notable estabilidad vista para la espuma de
B-caseina en el Capitulo 5. Este hecho concuerda igualmente con el
valor positivo encontrado para el parametro de Frumkin en el ajuste de
la isoterma de B-caseina (Tabla 5.1V).

Una vez evaluada la espuma formada por el tween 20, veamos
las principales caracteristicas que muestran las correspondientes
espumas de las dos proteinas utilizadas en este trabajo. Puesto que la
concentracion de proteina en la mezcla se mantiene constante,
solamente se evalua la espuma correspondiente a dicha concentracion
de proteina, 0.1 g/l en los dos casos. La Figura 6.12 muestra una
comparacion explicita de la estabilidad de una espuma formada por
disoluciones puras de caseinato y -caseina en las mismas condiciones
y formadas con un vidrio de igual porosidad (2).
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Figura 6.12: Estabilidad de las espumas formadas por el caseinato y por la B-caseina
a la misma concentracion

Cabe destacar de esta figura, la gran diferencia existente entre
la espuma formada por el caseinato y la espuma formada por f-
caseina, siendo esta ultima bastante mas estable que la anterior. Por un
lado, las diferencias en la estabilidad de la espuma formada por la -
caseina y el caseinato podrian tener una explicacion teniendo en
cuenta el estudio llevado a cabo por Benjamins en [Benjamins, 2001].
En ese trabajo se muestran las propiedades dilatacionales de ambos
sistemas en condiciones de trabajo comparables a las que se han
utilizado aqui (pH 7 y F. 1.=0.05M). La tabla 6.1II muestra los valores
encontrados por Benjamins para los sistemas que nos conciernen. El
autor muestra los valores del mddulo dilatacional lel y del dngulo de
fase viscosa ¢ (diferencia de fase) que se transforman facilmente en
elasticidad y viscosidad superficial mediante las ecuaciones (2.10).
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Tabla 6. II1: Parametros dilatacionales de las peliculas de caseinato (0.3 g/l) y B-
caseina (0.01 g/1) adsorbidas en la interfaz aire-agua medidos a una frecuencia
angular de 0.84 rad/s [Benjamins, 2001]

Proteina | ¢l (mJ/m?) | ¢ (°) | & (mJ/m?) | 5 (mJ/s'm?)

Caseinato 19.7 12 19 5

B-caseina 16 0 16 0

Ya se ha explicado a lo largo de esta memoria como la
estabilidad de una espuma depende principalmente de la elasticidad
superficial de la capa adsorbida que aumentara con la resistencia de la
pelicula a la deformaciéon [Holmberg, 2003; Langevin, 2001].
Ademas, una alta viscosidad superficial favorece la desestabilizacion
de la espuma formada con la proteina [Holmberg, 2003]. De acuerdo
con esto, la existencia de una pequefia viscosidad superficial en la
capa de caseinato adsorbida en la interfaz aire-agua, que no se
manifiesta en la capa de PB-caseina adsorbida en la misma interfaz,
podria contribuir a la mayor estabilidad mostrada por la espuma de
esta ultima. Ahora bien, el indudablemente menor espesor de
equilibrio mostrado por las peliculas de caseinato con respecto al que
presentan las peliculas de B-caseina [Casgao-Pereira, 2003], podria
contribuir de manera decisiva a la mayor estabilidad mostrada por la
espuma de B-caseina. En una espuma formada por burbujas separadas
entre si por capas mas delgadas, tanto la maduracion de Ostwald como
la coalescencia, se verian importantemente favorecidos.

6.4.2 Estabilidad de la espuma de las mezclas
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Finalmente, en este apartado se evalua la estabilidad de las
espumas formadas por los sistemas mixtos P-caseina/tween 20 y
caseinato/tween 20. Veamos cada una de ellas por separado.

La Figura 6.13 muestra la variacion temporal del volumen de
las espumas formadas por el sistema mixto f-caseina/tween 20 asi
como la de los sistemas puros para facilitar la comparacion entre
curvas. Al igual que se ha hecho en el resto del capitulo, solamente se
encuentran dibujadas en la Figura 6.13 dos concentraciones de tween
20 especialmente representativas; una justo debajo de la cmc (10°M)
y una muy por encima de ésta (10°M).
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Figura 6.13: Estabilidad de la espuma del sistema mixto B-caseina/tween 20

El comportamiento del sistema mixto, reproduce visiblemente
el comportamiento observado en la adsorcion del mismo sistema. A
concentraciones bajas de surfactante en la mezcla, la estabilidad de la
espuma de la mezcla se corresponde con la de la B-caseina pura (datos
no mostrados) mientras que a concentraciones altas de surfactante, la
variacion temporal del volumen de la espuma de la mezcla
practicamente se superpone a la que presenta el tween 20 puro. Este
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hecho se muestra en la Figura 6.14, en la que se representa el tiempo
que tarda el volumen de espuma en reducirse a la mitad frente a la
concentracion de tween 20 en el medio. Asi, en la curva del tween 20
se observa como la vida media de la espuma aumenta y alcanza un
cuasi-plateau. Por el contrario, la vida media de la espuma formada
por la mezcla B-caseina/tween 20 disminuye desde el valor que
presenta la B-caseina hasta el valor que presenta el tween 20 puro.
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Figura 6.14: Evolucion de la vida media de la espuma con la concentracion de
surfactante en la mezcla

Este comportamiento concuerda igualmente con el encontrado
por Kréguel y col. en un estudio experimental muy completo en el que
se evalua la reologia superficial de cizalla y el espesor de las peliculas
formadas por una mezcla de B-caseina y tween 20 [Kriaguel, 1999].
Estos autores encuentran con ambas técnicas que a concentraciones
suficientemente altas de surfactante, éste desplaza completamente a la
proteina de la superficie. A la vista de estos resultados, cabria concluir
que la pelicula superficial formada por una disoluciéon mixta de -
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caseina/tween 20 estd compuesta Unicamente por surfactante, a
concentraciones de este ultimo suficientemente altas. La proteina
parece quedar bajo la capa superficial de tal manera que las
propiedades de la capa superficial no se ven afectadas practicamente
por la presencia de proteina. La estabilidad de la espuma reproduce
perfectamente el mecanismo de desplazamiento de la proteina por el
surfactante predicho por las isotermas de tension superficial del
sistema mixto y visualizado en la Figura 6.4 en términos del grado de
recubrimiento superficial obtenido tedricamente.

Veamos a continuacién las caracteristicas de la espuma
formada por el sistema mixto caseinato/tween 20. De manera similar a
lo expuesto para el anterior sistema mixto, la Figura 6.15 muestra la
variacion temporal de la espuma formada por los sistemas
individuales y los sistemas mixtos con varias concentraciones de
surfactante en la mezcla. A diferencia de lo que ocurre con la [-
caseina, la presencia de tween 20 en la espuma de caseinato tiene un
efecto desigual y por ello en esta figura se encuentran representadas
mas concentraciones de tween 20. Asi pues, a concentraciones muy
bajas de surfactante (10°M), como era de esperar, el sistema se
comporta igual al caseinato puro. Al aumentar la cantidad de tween 20
en la mezcla, pero sin alcanzar la cmc del surfactante (10°M), la
estabilidad de la espuma formada disminuye bruscamente. El volumen
de espuma desaparece en el tiempo incluso tan rapido como si sélo
hubiera surfactante en la mezcla. Sin embargo, al aumentar mas atn la
cantidad de tween 20 en la mezcla, ya por encima de la cmc, se
observa una inesperada reestabilizacion del sistema que se mantiene al
aumentar mas alin la concentracion de surfactante en la mezcla. De
hecho, la variacion temporal del volumen de espuma se corresponde
practicamente con la que se obtiene para la disolucion de caseinato
puro. En la Figura 6.14 se observa la vida media de la espuma
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formada por el sistema mixto en funciéon de la concentracion de
surfactante en la mezcla. En esta figura se observa claramente la
aparicion de un minimo en la estabilidad de la espuma que se recupera
una vez que se supera la cmc del tween 20.
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Figura 6.15: Estabilidad de la espuma del sistema mixto Caseinato/tween 20

El estudio del drenaje de las peliculas liquidas, realizado en el
apartado anterior proporciona varias claves para la comprension de los
procesos que tienen lugar en la espuma formada por los sistemas
mixtos. En la Figura 6.10 se ha evaluado la composicion de las
peliculas liquidas en cada una de las mezclas. En ella se observa como
la mezcla de caseinato con una concentracion de tween 20 justo por
debajo de la cmc proporciona unas peliculas liquidas que reducen
sustancialmente su espesor con respecto al que presenta la proteina
sola. Este hecho, podria ciertamente ser la causa de la subita
desestabilizacion sufrida por la espuma, ya que las burbujas serian
mas susceptibles a la coalescencia y a la maduracion de Oswald. De
manera andloga, la Figura 6.10 muestra también la pelicula liquida
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resultante de una mezcla de caseinato con una concentracion bastante
elevada de tween 20. En esta ocasion, el analisis de los datos
experimentales muestra que el tween 20 no desplaza completamente a
la proteina de la superficie, como ocurria en el caso de la B-caseina,
sino que desvela la existencia de proteina en la pelicula. Asimismo, la
pelicula mixta a estas concentraciones de surfactante manifiesta una
mayor estabilidad que la mostrada por las peliculas de tween 20. Estos
hallazgos concuerdan perfectamente con la estabilidad de la espuma
del sistema mixto encontrada en la Figura 6.15. Asimismo, en la
Figura 6.14 se muestra de manera muy clara como la presencia de
micelas en la mezcla afecta de diferente manera a la estabilidad de la
espuma del sistema mixto. Al igual que se concluyo a apartir del
estudio de las peliculas, el hecho de que al haber superado la cmc, se
favorezca a que las moléculas de tween 20 formen micelas frente a la
formacion de complejos proteina/ surfactante de manera que el efecto
en la mezcla es mas llamativo cuando la cantidad de surfactante libre
es maxima, es decir, justo antes de la cmc del surfactante.

Finalmente, se trata de relacionar la estabilidad de la espuma
del sistema mixto con el comportamiento dilatacional de la capa
adsorbida de la mezcla caseinato/tween 20 en la interfaz aire-agua, al
igual que se hizo en el Capitulo 5. Sin embargo, no se han encontrado
hasta el momento datos en la bibliografia al respecto. Ahora bien, de
acuerdo con Benjamins, pese a que el comportamiento dilatacional del
caseinato difiere significativamente del comportamiento dilatacional
de la B-caseina, éste es bastante parecido, al menos desde un punto de
vista cualitativo, al que presenta la BSA en la interfaz aire-agua
[Benjamins, 2001]. Asimismo, en el apartado anterior se ha
encontrado un comportamiento muy similar entre las peliculas
liquidas formadas por el sistema mixto BSA/tween 20, descritas por
Wilde y col. en [Wilde, 1997] y las realizadas en este trabajo con
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caseinato y tween 20. De acuerdo con esto, el comportamiento
dilatacional del sistema BSA/tween 20, que si se encuentra estudiado
en detalle en [Rodriguez-Nifio, 1998], podria esclarecer el complejo
comportamiento encontrado en la espuma del sistema mixto. En este
sentido, Rodriguez-Nifio y col. encuentran un minimo en la elasticidad
superficial del sistema mixto BSA/tween 20 localizado a una
concentracion de tween 20 del mismo orden de magnitud que la cmc
del surfactante pero algo menor que esta [Rodriguez-Nifio, 1998]. Este
resultado podria explicarse de la siguiente manera. Tratdndose de
surfactante solo, las moléculas tenderian a situarse preferentemente en
la superficie ante una deformacion de la superficie, lo cual iria en
detrimento de la elasticidad superficial de la pelicula. La presencia de
micelas en la pelicula podria favorecer un intercambio de moléculas
superficiales con moléculas formando micelas, siendo las dos
situaciones igualmente favorables para el surfactante, lo cual resultaria
en un aumento de la resistencia de la pelicula a la deformacion, i.e. la
elasticidad superficial. Ya se ha explicado con anterioridad que la
estabilidad de la espuma estd intimamente relacionada con la
elasticidad superficial de la capa superficial absorbida en la superficie
de las burbujas [Langevin, 2001; Holmberg, 2003]. Asi, la presencia
de un minimo en la elasticidad superficial del sistema mixto a una
concentracion de surfactante justo bajo la cmec, encajaria
perfectamente con la aparicion de un minimo en la estabilidad de la
espuma formada por el mismo sistema (ver Figura 6.14).

De acuerdo con Mackie y col. debido a la ausencia de
interaccion electrostatica, la interaccion esperada entre proteinas y
surfactantes no i6nicos es de tipo hidréfoba. Ahora bien, si el
surfactante ocupa los sitios hidrofobos de la proteina, la adsorcion
global del sistema se ve afectada negativamente, que es lo contrario de
lo que se observa en la Figura 6.1. En el caso que nos ocupa, es
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probable que al afiadir tween 20 a concentraciones por debajo de la
cme, éste ocupe un lugar en la superficie junto a la proteina
contribuyendo al aumento de la presion superficial. Esto podria ocurrir
por la fragilidad de la interaccion intermolecular que presenta esta
proteina debido a la flexibilidad de su estructura [Mackie, 2005]. Por
el contrario, el caseinato posee moléculas de cisteina entre sus
fracciones a,-caseina y k-caseina, que pueden formar fuertes puentes
disulfuro entre ellos [Turhan, 2003; Benjamins, 2001]. Esta
interaccion podria oponerse a la solubilizacion de la proteina por el
tween 20. Asi pues, es probable que en los sistemas mixtos se
produzca mas bien una coexistencia con estas fracciones del caseinato
en la superficie. La presencia de tween 20 en la capa de caseinato
afectaria significativamente a la elasticidad de la capa superficial y
esto afectaria a la estabilidad de la espuma, de acuerdo con los
resultados experimentales.

6.5 RESUMEN Y CONCLUSIONES

En este capitulo, dedicado al comportamiento de las mezclas
proteina/surfactante, se ha realizado una caracterizacion de dos
sistemas mixtos diferentes haciendo uso de diversas herramientas en
funcion de los requisitos particulares de cada uno de ellos. Las
mezclas se han realizado manteniendo fija la concentracion de
proteina a 0.1 g/l en los dos sistemas y variando la concentracion de
surfactante en el medio.

El primer sistema mixto evaluado es la mezcla de tween 20
con [-caseina, una proteina modelo que se encuentra bien
caracterizada en el capitulo anterior. Las propiedades superficiales de
este sistema ya sugieren que el surfactante desplaza a la B-caseina de
la superficie. La aplicacion de un modelo teorico verifica y cuantifica
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este desplazamiento inferido de las curvas experimentales.
Finalmente, el comportamiento de la espuma formada con una mezcla
de B-caseina y surfactante confirma estas predicciones. La espuma
formada por la disolucion mixta se comporta como la de la proteina a
bajas concentraciones de surfactante, y como la del surfactante solo a
altas concentraciones del mismo.

El comportamiento de la mezcla caseinato/tween 20 se
presenta algo mas complicado de interpretar. Ya en la caracterizacion
superficial de la mezcla se sugiere la formaciéon de una capa
superficial mixta. Concretamente, la actividad superficial del tween 20
se manifiesta en la aparicion de una concentracion de agregacion
critica en la isoterma de presion superficial de la mezcla. Estos
resultados apuntan a un diferente tipo de interaccion entre el tween 20
y las diversas fracciones que componen el caseinato. Dado que la
naturaleza heterogénea del caseinato no permite la aplicacion del
modelo tedrico, se busca otro dispositivo experimental con el fin
obtener mds informacién acerca del comportamiento de este sistema
mixto. El andlisis de las peliculas liquidas formadas por los sistemas
individuales y los sistemas mixtos proporcionan una valiosa
informacion estructural de los sistemas. Con respecto al caseinato
solo, se encuentra la formacion de peliculas mas delgadas que las que
forma la P-caseina. Este resultado es clave, mds adelante, en la
comprension de las diferencias entre las espumas formadas por la -
caseina y el caseinato, respectivamente. Con respecto a la estructura
de las peliculas liquidas del sistema mixto, la coexistencia de la
proteina y el surfactante, apuntada por las propiedades interfaciales de
la mezcla, se ve confirmada por esta otra técnica. En una mezcla con
poco tween 20, se observa la formacion de una estructura de bajo
espesor y poca estabilidad mientras que, cuando aumenta la
concentracion de este en la mezcla por encima de su cmc, se forma
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una pelicula muy estable y més gruesa que la correspondiente al tween
20 solo. Finalmente, la curva de estabilidad de la espuma obtenida
para la mezcla, en funcién de la cantidad de tween 20, reproduce
perfectamente este comportamiento. Asi pues, la espuma se
desestabiliza con concentraciones de tween 20 cercanas a la cmc del
surfactante, pero por debajo de ésta, y se reestabiliza al superar la
misma. Como consecuencia, esta reestabilizacidon del sistema se
relaciona con un aumento de la elasticidad superficial de la pelicula
debido a la presencia de micelas en la estructura y se concluye que el
surfactante no es capaz de desplazar a todas las fracciones que
componen el caseinato por completo de la superficie, de tal manera
que éstas contribuyen de manera decisiva a la estabilidad de la
espuma.

Como ultima conclusion cabe destacar que a la vista de los
resultados presentados en este capitulo, la estabilidad de las espumas
depende fundamentalmente del comportamiento superficial de los
sistemas. De ahi la necesidad de realizar una caracterizacion
interfacial e investigar las propiedades y caracteristicas de estas
peliculas con el fin de disehar espumas con un comportamiento
definido de aplicacion en los diferentes ambitos tecnoldgicos.
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SUMMARY AND
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7.1 INTRODUCTION

This research work has been performed by Julia Maldonado-
Valderrama in the Department of Applied Physics, University of
Granada in Spain under the supervision of Professor Miguel A.
Cabrerizo-Vilchez, Dr. M. José Galvez-Ruiz and Dr. Antonio Martin-
Rodriguez. It is entitled:

INTERFACIAL CHARACTERISATION OF PROTEINS AND SURFACTANTS:
APPLICATION TO FOOD DISPERSIONS.

Due to the amphiphilic nature of food emulsifiers, they tend to
place themselves at interfaces. Concretely, they adsorb at the air-water
interface, in the case of foams, or at the oil-water interface, in the case
of emulsions. Therefore, the structure and properties of these
interfacial layers are crucial in the understanding of the behaviour of
food dispersions, such as foams and emulsions. Due to the many
complex phenomena occurring in these systems, the question still
remains unclear.

Accordingly, the main objective of this research work is the
characterisation of interfacial layers composed by food emulsifiers,
such as proteins and surfactants. In particular, an experimental and
theoretical study of whole casein, B-casein and tween 20 at the air-
water and the tetradecane-water interface is presented.

@
1nm

Figure 7.1: Structure of a liquid foam analogue to an emulsion
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The thesis is organised as follows. Firstly, a brief revision of
some basic concepts regarding the interfacial properties of proteins
and surfactant layers is presented. Therein, the structures shown in
Figure 7.1 are defined independently by following the same order of
appearance; from the microscopic (interfacial layer) to the
macroscopic (foam or emulsion). Hence, firstly, the surface tension is
defined. Secondly, the main characteristics of protein and surfactant
monolayers are shown along with the basis of the scaling theory used
in the interpretation of these experimental results [Douillard, 2003].
Subsequently, the process of adsorption of proteins and surfactants
onto fluid interfaces is described [Miller, 2000]. Also, the definition of
surface dilatational elasticity of protein and surfactants adsorption
layers is presented [Lucassen-Reynders, 1981]. Next, a brief depiction
of thin liquid films is given [Bergeron, 1999]. Finally, the major
characteristics of foams and emulsions are given along with their
relationship to the properties of their adsorbed layers [Langevin, 2000;
Holmberg, 2003].

Once these concepts are clear, the next chapter is devoted to
the presentation of the theoretical model used along the work. Due to
the complex behaviour shown by proteins adsorbed at fluid interfaces,
a thermodynamic model is used in order to further interpret the
experimental results. The model has been developed by Fainerman
and co-workers and it is described in detail in reference [Fainerman,
2003]. This theoretical formalism deals with the adsorption of proteins
onto fluid interfaces and has been recently extended to account for the
dynamics of adsorption, for the surface elasticity of protein adsorbed
layers and for the equilibrium adsorption behaviour of mixed systems
composed of protein/surfactants adsorbed at fluid interfaces. All of
these treatments are briefly explained in this chapter. Moreover, in
order to implement the theory, three computer programs have been
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developed by using an iterative technique. Namely, the adsorption of
surfactants, the adsorption of proteins and the adsorption of mixed
systems onto fluid interfaces have been numerically solved in this
manner. The rest of the fitting programs, relating to the dynamics and
the elasticity were performed by E. Aksenenko and kindly provided
by Dr. R. Miller from the Max Planck Institut fiir Kolloid und
Grenzflichenforschung, Golm, Germany.

The next chapter contains all the information concerning the
experimental systems employed along the research work. In this
sense, the materials and the experimental techniques are described
separately. On one hand, the protein used in this study is a very
commonly used in the stabilisation of dairy products: whole casein
from bovine milk. This protein is composed of many fractions and one
of the purified fractions was also chosen in this study: B-casein. This
is a model protein that enables the application of the theoretical
treatment. The oil phase chosen for the measurements performed at
liquid-liquid interfaces and its relationship to emulsion stability is n-
tetradecane. Finally, the study regarding the mixed systems was made
by evaluating the properties of another very common surfactant in the
food industry: tween 20. This is a soluble, non-ionic surfactant, whose
properties on its own have been widely studied in the literature. On
the other hand, due to the number of different phenomena considered,
several experimental techniques have been utilized in this research
work. Let us just enumerate them: The interfacial characterisation,
including monolayers and adsorption behaviour, has been made by
means of a Pendant Drop Film Balance, especially designed in the
University of Granada (Spain) and described in detail elsewhere
[Cabrerizo-Vilchez, 1999]. The dilatational rheology experiments
were performed in the Max Planck Institut fiir Kolloid und
Grenzflichenforschung, Golm, (Germany) by means of a PAT1, Drop
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Profile Tensiometer (Sinterface Technologies, Germany) [Sinterface].
The characterisation of the thin liquid films, and the stability of foams
formed by proteins and surfactants were both performed in the
Laboratoire de Physique des Solides, Université Paris XI (France).
The former was accomplished by means of a Thin Film Balance, fully
described in [Bergeron, 1992] while the latter was done by evaluating
the volume of foam in time. Finally, the experiments regarding the
emulsion stability have been performed in the University of Granada
(Spain) using a Turbiscan Classic MA2000®.

With regard to the exposition of the results obtained in this
research work, they have been organized in two main sections. The
first is dedicated to a complete characterisation of fB-casein at the
liquid-fluid interface. In this sense, the monolayer behaviour, the
adsorption process and the dilatational behaviour is thoroughly
analysed both, experimentally and theoretically at the air-water and
the oil-water interfaces. In the final part of this section, the results
obtained in this manner for the protein adsorbed layer at these two
interfaces are related to the formation and stability of the protein
foams and emulsions. The second chapter is devoted to the interfacial
behaviour of mixed systems composed by proteins and non-ionic
surfactant. Two mixed systems are analysed in this chapter B-
casein/tween and whole casein/tween 20. On one hand, the adsorption
behaviour of [-casein/tween 20 is studied theoretically and
experimentally at the air-water interface. The conclusions arising from
such analysis enable the comprehension of the behaviour of the foam
formed by the mixed system. On the other hand, the adsorption
behaviour, the drainage of thin liquid films and the foam stability of
the system formed by whole casein/tween 20 is fully described. Let us
evaluate in more detail each of the chapters separately.



253

7.2 INTERFACIAL BEHAVIOUR OF PROTEINS AT LIQUID-
FLUIDS INTERFACES, IN FOAMS AND IN EMULSIONS.

As indicated above, this first part of the thesis contains a full
characterisation of the interfacial properties of [-casein layers
adsorbed at two different fluid interfaces. Many of these results are
described in detail in several publications that are listed below,
however a brief explanation of the main features will be given at this
point. Let us analyse separately the main conclusions attained.

First of all, a detailed comparative study of the interfacial
behaviour of B-casein monolayers at the air-water and the tetradecane-
water interface is performed. Concretely, the analysis of the 7-4
isotherms suggests important differences in the interfacial structure
adopted by the protein at each interface. These differences are
explained in terms of several factors acting altogether; a cohesive
interaction between the hydrophobic segments and the non-polar
phase, the improved solvation of these parts in the liquid phase and a
further unfolded state attained by the protein at the tetradecane-water
interface. Furthermore, the theoretical analysis performed to the
experimental curves indicates that the interfacial layers formed by [-
casein at the two interfaces undergo two analogue different regimes,
respectively. The scaling arguments provide a detailed picture of the
processes undertaken by the protein at both interfaces which is
completely consistent with the experimental findings. In addition, the
model is subsequently applied to literature data of [-casein
monolayers at different oil interfaces that seemed to be not in
agreement with those presented in this research work. As a result,
these discrepancies are theoretically elucidated in terms of the nature
of the oil in which the interfacial tension appears as a key factor.
Moreover, a relationship between the interfacial tension of each of the
liquid and the interfacial structure of the protein is directly observed.
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Namely, the degree of interfacial unfolding attained by the protein
increases with the interfacial tension.

Secondly, the adsorption behaviour of B-casein at the same two
interfaces is thoroughly analysed, by means of the application of the
thermodynamic model developed by Fainerman et al. to the
experimental results. In this sense, a procedure of analysis of protein
adsorption isotherms at liquid interfaces is proposed in terms of the
surface pressure isotherms (mz-¢ curves). Comparison of the
experimental data for B-casein adsorption at the air-water and the
tetradecane-water interfaces suggest that the nature of the interface
significantly affects the adsorption process. In particular, a further
penetration of the adsorbing protein into the oil phase can be assumed
at higher bulk concentrations, and a further unfolded configuration at
the tetradecane-water interface as compared to that at the air-water
interface. These findings correlate with the results obtained in the
monolayer behaviour of the same system above. However, this
analysis of the experimental isotherms does not provide quantitative
information on this feature. The theoretical fitting of the data provides
a change in the interfacial area parameters at both interfaces that
completely corroborates the experimental findings as well as the
monolayer behaviour. Furthermore, by means of this procedure, the
protein unfolding extent is quantified at both interfaces. In addition,
the effect of the nature of the interface on the protein unfolding
process was also evaluated. As was done above with the monolayer
behaviour, the cited theory is applied to Graham and Phillips results
for B-casein at the toluene-water interface. As a result, a relationship
between the interfacial tension and the interfacial unfolding, which
corroborates that found by the monolayer technique is obtained and
similarly, the procedure enables the clarification of the apparent
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discrepancies found on the adsorption of B-casein at different liquid
interfaces.

Subsequently, a similar procedure is used in the fitting of the
dynamic adsorption curves obtained for each protein concentration.
The parameters in this fitting are essentially those from the
equilibrium isotherm except for the maximum partial molar area of the
protein. In this manner, the theory not only corroborates a well known
model of protein adsorption in which the interfacial reorganisation
process depends on the interfacial coverage, but it also quantifies this
process. As a final point, a relation between the degree of interfacial
unfolding attained by the protein and the bulk concentration is
derived.

To finish with the interfacial characterisation of [-casein at
these two fluid interfaces, the dilatational behaviour is very acutely
analysed both experimentally and theoretically. The presence of a
non-polar phase has an important effect on the rheological properties
of B-casein adsorption layers, and the two dilatational parameters are
discussed separately.

On one hand, the interfacial elasticity of the protein layer at the
air-water interface appears particularly dependent on the oscillating
frequency. Let us only comment the findings relating the interfacial
elasticity obtained at the highest frequencies, displayed in Figure 7.2.
It can be seen how the maximum is displaced to higher interfacial
pressures at the tetradecane-water interface. Hence, at low interfacial
coverage, the lower elasticity values obtained at the tetradecane-water
interface suggest a further unfolded state attained by the protein due to
the higher cohesive interaction between oil and molecules. As the
interfacial coverage increases, this interaction results in a higher
amount of protein adsorbed and a certain resistivity of the layer to
collapse. The shift of the maxima to higher interfacial pressures at the
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tetradecane interface with respect to that at the air-water interface
strongly supports this interpretation.

JAIRWATER ;
40§ TETRADECANE-WATER E

T T LI BN B B B B S S A B B e

0 5 10 15 20 25 30 35
7 (MN/m)

Figure 7.2. Experimental interfacial elasticity values at 0.1-0.2 Hz for f-casein at
the air-water (black) and tetradecane-water (red) interfaces. Theoretical curves
corresponding to the monolayer model (solid lines), the bilayer adsorption (dashed
lines) and the compressibility in the state with minimal area (dotted line).

On the other hand, the viscous behaviour of the interfacial
layer is mainly present at low oscillating frequencies (not shown). In
particular, it shows a very steep increase at sufficiently high interfacial
coverage for the two interfaces studied. The onset of the viscous
behaviour in the interfacial layer indicates the presence of relaxation
phenomena. Accordingly, the relaxation detected at both interfaces is
probably caused by the exchange of interfacial molecules between
successive interfacial layers but appears lower at the tetradecane-water
interface probably due to the higher affinity of the protein to the
nonpolar phase. Differently, at low interfacial coverage, the viscous
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behaviour is more noticeable at the tetradecane-water interface. The
relaxation phenomena detected in this case are clearly related
reorganisation of the protein within the interfacial layer. The higher
values obtained for the tetradecane-water interface completely match
the higher interaction between molecules and the non-polar interface
and the further unfolded state attained by the protein upon contact
with oil reported before.

Briefly, the dilatational deformation detects an intrinsically
softer film formed at low interfacial coverage at the oil interface as
compared to that at the air-water interface. Conversely, as the
interfacial coverage increases, the resulting film appears more
resistant (elastic) at the oil interface than that at the air-water interface.
However, the concrete mechanisms happening at the interface remain
somehow unclear with a too simplified interpretation of the
experimental curves. Moreover, the observed features cannot be
clarified by the application of the theoretical model to the adsorption
data only. Therefore, a consequent application of theoretical models to
adsorption isotherms combined with -elasticity data provides a
remarkable improvement in the interpretation of the experimental
findings. The former provides a quantification of the interfacial
unfolding undertaken by the protein at each of the interfaces. The
latter offers an accessible test of the incidence of an interfacial
relaxation mechanism in the adsorption layer. To be precise, the
formation of a second protein layer arises as the predominant
mechanism occurring upon collapse of the protein layer as can be
observed in Figure 7.2. Certainly, this procedure enables the
extraction of important information hidden in the experimental
elasticity and constitutes a promising tool in the understanding of the
interfacial behaviour of proteins.
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The final part of this section contains a small study of the
formation and stability of the foams formed by [B-casein and the
emulsions made with tetradecane in aqueous solution of B-casein. In
these, the interfacial coverage of bubbles and drops was kept in the
same order of magnitude as the dilatational experiments so that the
phenomena could be related.

Concerning the properties of the foam, the steep increase seen
in the viscous behaviour is completely reproduced in a steep increase
in the foam capacity of P-casein within the same range of
concentration. Likewise, the stability of the foam increases in a
completely analogue manner as does the elasticity of the surface layer
shown in Figure 7.2, being more stable as the interfacial coverage of
the bubbles increases. As regards the properties of the emulsions, the
size of the oil drops increased as the content of oil increased in the
emulsion. However, the creaming velocity was higher for the
emulsion formed with less amount of oil; higher interfacial coverage.
This behaviour can be understood in terms of the interfacial elasticity
of the adsorbed layer of B-casein shown in Figure 7.2. In this figure, it
can be appreciated that this magnitude diminishes with the interfacial
coverage within this range of concentration at the tetradecane-water
interface.

The interrelation between the interfacial properties of proteins
and its foaming/emulsifying capacity or the stability of the
foam/emulsion formed is one of the main challenges of the actual food
technology. Therefore, this final remark linking the dilatational
properties of the adsorbed layers to the stability of foams and
emulsions formed by the same system appears a main novelty with
very promising results. Another remarkable aspect of this work lies in
the fact that, to our knowledge, it is the first application of a
theoretical model to equilibrium adsorption, dynamic adsorption and
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Gibbs limiting elasticity of protein layers at liquid interfaces. In
consequence, the treatment given in this work to the experimental data
offers many possibilities in the clarification of the adsorption of
proteins onto liquid interfaces. Considering relatively simple
experiments, the application of the model in the proposed manner
provides quantitative information of the structure adopted by the
protein at the interface, as well as on the interaction with the non-polar
phase.

7.3 SURFACE BEHAVIOUR, THIN LIQUID FILMS AND FOAM
STABILITY OF MIXED PROTEIN/SURFACTANT SYSTEMS.

In real food systems proteins, surfactants, lipids and
emulsifiers coexist and due to their amphiphilic nature compete for the
available interfacial area. The competition between very different
molecules results in a very complex behaviour of the mixed interfaces.
Proteins form viscoelastic structures that stabilize dispersions owing
to a strong and immobile interfacial network. Conversely, low
molecular weight surfactants form mobile interfacial structures that
stabilize the resulting dispersion due to the Gibbs-Marangoni
mechanism [Mackie, 2005]. Once these two kinds of molecules
coexist at the interfaces, the two mechanisms also compete and it
could happen that none of them can operate correctly. Therefore, the
understanding of the interactions between components and the
structure of the mixed interfacial layers play a key role in the correct
elaboration of food dispersions. This section is dedicated to the
analysis of the surface layers of two mixed systems. The main
conclusions obtained are briefly summarised.

The adsorption behaviour of the mixed system formed by (-
casein/tween 20 is easily interpreted in terms of a displacement of the
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surface protein by the low molecular weight surfactant, previously
reported in the literature for other model systems. In this sense, the
adsorption isotherm completely matches that of B-casein at the air-
water interface whereas coincides with that of the tween 20.
Moreover, the critical micelle concentration (cmc) of the surfactant
does not seem to be affected by the presence of the protein in the bulk
solution. These features strongly account to a lack of interaction
between fB-casein and tween 20. The application of the theoretical
model importantly verifies and quantifies this feature. Namely, the
interaction parameter accounts for the lack of interaction and the
theoretical predictions show how degree of surface coverage of the
protein diminishes while that of the surfactant increases. According to
these predictions, once the surfactant concentration is high enough, no
protein remains at the surface. These results are completely in
agreement with the behaviour reported for the foam of the mixed
system. Figure 7.3 shows the evolution of the half-life of the foam
with increasing surfactant concentration. The half-life of the foam is
defined as the time in which the foam reduces its total volume to the
half. Regarding the tween 20, it can be seen how the half time of the
foam increases with the concentration within the range considered.
Conversely, the foam formed by the mixture of B-casein/tween 20
shows a very stable behaviour in the absence of surfactant whereas
decisively approaches the behaviour of the tween 20 as its
concentration in the mixture increases. Hence, the behaviour inferred
from the surface pressure isotherms is completely reproduced in the
behaviour of the foam.
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Figure 7.3: Evolution of the half life of the foam of tween 20 and that of
the mixtures with B-casein and whole casein.

The final part of the thesis relates to the mixed behaviour of a
system composed by whole casein and tween 20. A complex
behaviour of this mixture is directly deduced from the surface pressure
isotherm obtained for the mixed system. Concretely, the isotherm is
displaced to smaller surfactant concentrations and a critical
aggregation concentration appears in the isotherm. This feature
strongly suggests the formation of a mixed surface layer, that might be
an indication of the different interaction occurring between the
surfactant and the different fractions that compose the protein. Due to
the inhomogeneous nature of whole casein, the application of the
theoretical model is clearly discouraged. Therefore, in order to further
understand the encountered behaviour, the properties of the thin liquid
films formed by the same systems are evaluated. These experiments
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provide valuable structural information of the surface layers. As
regards the whole casein, the thin films appear substantially thinner
that those reported in the literature for B-casein. This feature perfectly
correlates with the significantly higher half-life encountered for the
foam formed by P-casein as compared to that of whole casein
displayed in Figure 7.3. Concerning the behaviour of the mixed
system, the equilibrium thickness, and the resulting stability of the
film is importantly diminished for concentrations lower, but of the
same order of magnitude than the cmc of the surfactant. Conversely,
as the concentration of surfactant in the mixture increases, the film
thickness and stability appears higher than that found for the sole
surfactant at concentrations higher than the cmc. This behaviour is
completely reproduced in the stability of the foam formed by the
mixed system. Figure 7.3 shows how the half-life of the mixed foam
shows a minimum, located precisely at a concentration lower, but of
the same order of magnitude than the cmc of the surfactant. This
behaviour is discussed in detail taking into account also results from
the literature. From this, an explanation to the phenomena is finally
proposed. The B-casein is a flexible protein that forms relatively
fragile surface layers, which could be easily displaced form the
surface by tween 20. Conversely, another two fractions of the whole
casein, namely op-casein and k-casein has cystein molecules in its
structure that enables them to form disulfide bridges upon surface
denaturation. These surface structures might resist the presence of the
surfactant and provide a mixed surface film according to the
experimental results previously described.

This global correspondence found between several
experimental and theoretical techniques that extend on various length
scales is completely original. Furthermore, it involves a full
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characterisation of such a complex phenomenon as foam from various
points of view and might present direct technological applications.

To end up with, it should be noted that important part of this
work was performed during short stays in two well known research
centres in Europe under the direction of two major scientists. Dr.
Reinhard Miller, was in charge of the stay performed in the Max
Planck Institut fiir Kolloid und Grenzflichenforschung (Golm,
Germany) whereas Dr. Dominique Langevin was in charge of the stay
performed in the Laboratoire de Physique des Solides, Université
Paris XI (Paris, France). The work performed all through the PhD has
brought several publications about, which are listed below. The
majority of them are directly related to the topic of the PhD, but also
some are the result of parallel collaborations.

Comparative study of adsorbed and spread p-casein monolayers at
the air-water interface with the pendant drop technique. Maldonado-
Valderrama, J.; Wege, H. A.; Rodriguez-Valverde, M. A.; Gélvez-
Ruiz, M. J.; Cabrerizo-Vilchez, M. A. Langmuir, 2003, 19, 8436-
8442.

Adsorbed and spread p-casein monolayers at oil-water interfaces.
Maldonado-Valderrama, J.; Géalvez-Ruiz, M. J.; Martin-Rodriguez,
A.; Cabrerizo-Vilchez, M. A. Langmuir, 2004, 20, 6093-6095.

p-casein adsorption at liquid-fluid interfaces: Theory and Experiment
Maldonado-Valderrama, J.; Martin-Molina, A.; Galvez-Ruiz, M. J.;
Martin-Rodriguez, A.; Cabrerizo-Vilchez, M. A. J. Phys. Chem: B,
2004, 108, 12940-12945.

Dynamics of protein adsorption at the oil-water interface: comparison
with a theoretical model. Maldonado-Valderrama, J.; Fainerman, V.
B.; Aksenenko, E.; Galvez-Ruiz, M. J.; Cabrerizo-Vilchez, M. A
Miller, R. Colloids Surfaces A, 2005, 261, 85-92
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Experimental Studies on the Desorption of Adsorbed Proteins from
Liquid Interfaces. Miller, R.; Grigoriev, D.O.; Krégel, J.; Makievski,
A.V.; Maldonado-Valderrama, J.; Leser, M.; Michel, M.; Fainerman,
V. B. Food Hydrocolloids, 2005, 19, 479-783.

A scaling analysis of [-casein monolayers at liquid-fluid interfaces.
Maldonado-Valderrama, J.; Géalvez-Ruiz, M. J.; Martin-Rodriguez,
A.; Cabrerizo-Vilchez, M. A. Colloids Surfaces A, 2005, 270/271,
323-328.

Dilatational Rheology of p-casein adsorption layers at liquid-fluid
interfaces Maldonado-Valderrama, J.; Fainerman, V. B; Galvez-Ruiz,
M. J.; Martin-Rodriguez, A.; Cabrerizo-Vilchez, M. A.; Miller, R. J.
Phys Chem. B 2005; 109, 17608-17616.

Surface Characterization of Human Serum Albumin and Sodium
Perfluoorooctanoate Mixed Solutions by Pendant Drop Tensiometry
and Circular Dichroism. Messina, P.; Prieto, G.; Dodero, V.
Cabrerizo-Vilchez, M. A.; Maldonado-Valderrama, J.; Ruso, J. M.;
Sarmiento, F. Accepted in Biopolymers

Structural, electrokinetic and interfacial characterisation of soy
protein isolate. Santiago, L. G.; Maldonado-Valderrama, J.; Martin-
Molina, A.; Haro-Pérez, C; Garcia-Martinez, J.; Martin-Rodriguez,
A.; Cabrerizo-Vilchez, M. A.; Galvez-Ruiz, M. J. Submitted to
Biomacromolecules.
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Lafilosofia de lateoria de escalado en el estudio de cadenas de
polimeros en disolucién consiste en tratar al sistema desde un punto
de vista global, estudiando la dependencia de propiedades
macroscopicas con la longitud de la cadena, su concentracion o con
una serie de parametros de interaccion. En este tipo de estudios
(experimentales y tedricos) se pretende deducir una serie de
propiedades fisicas que pueden considerarse universales, puesto que
son aplicables a comportamiento de la mayoria de polimeros en
disolucién y que, se agrupan bajo el término de leyes de escalado [De
Gennes, 1979].

Cuando una macromolécula polimérica se disuelve en un exceso
de disolvente es posible despreciar las interacciones intermol ecul ares,
sin embargo, los multiples grados de libertad de la cadena permiten un
elevado numero de conformaciones. En la literatura aparecen tres
situaciones limite:

a) Estado compacto. En esta situacion se encuentran minimizados
los contactos con € disolvente. Un gjemplo de estos polimeros
son las proteinas globulares en su estado nativo. La ley de
escalado se expresa en términos del radio de giro Rs y de la
masa molecular M:

Ry o« M %% (1.1)

b) Configuracion lineal. Debido a la formacion de estructuras
helicoidales tipo ADN, ciertos polimeros pueden adoptar esta
conformacion en lague el escalado sigue laley

R, < M (1.2)

c) Ovillo estadistico. La mayoria de los polimeros y proteinas
desnaturalizadas se encuentran incluidas en esta categoria. En
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esta situacion el exponente de escalado variaentre 0.33y 1, es
decir entre las dos situaciones anteriores.

Desde el punto de vista del escalado es indiferente utilizar el radio
de giro o la distancia entre los extremos (esta Ultima |6gicamente
mayor), frente ala masa molecular o nimero de monémeros.

Desde e punto de vista tedrico se han tratado de justificar las
relaciones anteriores. El modelo mas simple, y ala vez mas intuitivo,
consiste en aplicar al polimero la estadistica random walk (paseo al
azar) de forma que, la conformacién del polimero se construye
partiendo de un extremo en un origen arbitrario y colocando €
siguiente aomo a una distancia a, de tal manera que todas las
orientaciones son igualmente probables [Orr, 1947]. En este modelo la
entropia asociada con las posibles conformaciones de una cadena,
cuyo origen se encuentreenr = 0y su otro extremo se encuentraenr ,
esta relacionado con € numero de distintos caminos ® (r) para
alcanzar r desde 0 en N pasos (que corresponderian a los N enlaces
entre los N+ 1 mondmeros).

El nimero total de conformaciones resulta ser:
R, =2" (1.3)
siendo z € nimero de coordinacion de lared.

Es facilmente deducible que para este modelo la distancia
cuadratica media entre los extremos de la cadena es proporcional a
Na’? y que la funcién de distribucion en r resulta ser gausiana. Este
tipo de cadena 0 molécula polimérica, en la que no se han considerado
las interacciones entre |os mondmeros, se denominaideal.

El siguiente paso para considerar una molécula de una forma mas
realista, es tener en cuenta las interacciones entre mondémeros que se
encuentran en posiciones cercanas en la secuencia de la cadena
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polimérica (por g emplo, lainteraccion del monémeroi con losi + 1,
i +2,1+p, siendo p un nimero fijo y finito). La descripcion tedrica
implica una correlacion entre los mondémeros cercanos, y es posible
demostrar que la distribucién que se obtiene es gausiana, con idéntica
distancia cuadrética media entre los extremos que en el caso anterior.
Por lo tanto, esta consideracion de interacciones entre mondmeros
vecinos conduce también a una cadena ideal, siempre que € ndmero
de mondmeros sea suficientemente elevado.

Un nuevo incremento de la complegjidad consiste en eliminar las
posibles intersecciones de la cadena consigo misma. En la bibliografia
este aspecto se denomina efecto del volumen excluido y requiere la
utilizacion de métodos numéricos nada triviales y se obtienen las
siguientes principales caracteristicas de la cadena:

- El nmero total de conformaciones resulta ser
R, =ctez" N’ (1.4)

el valor de zes inferior a nimero de coordinacion z que
aparecia en el modelo de cadena lineal. En contraste con €
pardmetro anterior, que depende del tipo de red elegida en el
modelo, el exponente yse considera universal a depender solo
de ladimensionalidad, asi, por gjemplo en dos dimensiones y=
%=T7/6y entres y= y=4/3.

- El radio de la macromolécula, denominado radio de Flory, se
escala ahora de tal manera que

R,~aN" (1.5)
donde v es otro exponente universal (vs= 3/5, 1,=3/4, v;=1).

Las previsiones de este modelo concuerdan bastante bien con los
resultados experimentales obtenidos cuando los polimeros se
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disuelven en ciertas condiciones (una de las mas importantes es la
temperatura) de “buena solvencia’ o “buen disolvente’, que a nivel
molecular implican una interaccion atractiva entre las moléculas del
polimero y del disolvente.

La relacion tedrica que existe entre el exponente vy la dimension
en la que se encuentrael polimero (d) en un buen disolvente es

3

V=m (|6)

Esta relacion fue obtenida por Flory [Flory, 1969] considerando la
existencia de una energia de interaccion repulsiva proporciona a la
concentracion de mondomeros y a parametro v (denominado volumen
excluido) y un término atractivo que corrige € efecto desfavorable
gue es provocado en el sistema, por disminuir la entropia, al aumentar
lalongitud.

En la notacion utilizada por Flory este pardmetro se expresa como
v=(1-2y)a" (1.7)

donde a” representa e volumen del monémero (en la dimensién d) y
7, € pardmetro de interaccion gue tiene en cuenta las interacciones
entre mondémeros y monémero-disolvente, y que es inferior a 0,5 en
un buen disolvente. Por lo tanto € parametro v es una medida del
grado de compactacién de la molécula del polimero.

Cuando las interacciones entre los monémeros y el disolvente no
son favorables, se considera al disolvente un “mal disolvente” en €l las
interacciones predominantes son las mondémero-monémero y la
relacion entre el exponente de escalado y la dimensionalidad viene
dada por:
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1
V—E (1.8)

En la transicion entre ambas situaciones se define a disolvente 8
como aquel en el que y = 0.5y secumple:

2

V=m (|9)

Otro aspecto que resulta fundamental en las propiedades
macroscopicas de las disoluciones de polimeros es su concentracion.
En funcién de esta, |as interacciones intermoleculares juegan un papel
muy importante. En los parrafos precedentes no se han considerado
estas interacciones, es decir se han considerado propiedades de
disoluciones en € régimen denominado diluido. En esa situacion las
propiedades macroscopicas de la disolucién pueden considerarse
como resultado de las contribuciones de las moléculas de polimero de
manera independiente.

La mayoria de las disoluciones con interés practico se encuentran
en e denominado régimen semi-diluido, en el cua las moléculas
comienzan a interaccionar aunque e disolvente exceda en peso a la
cantidad de polimero. En este régimen, numerosas investigaciones de
polimeros en interfaces liquido-fluido han demostrado la existencia de
dos leyes de escalado equivalentes:

Por un lado la relacion que existe entre presion interfacial y area
tomalaforma[Leclerc, 1997; Aguié-Béghin, 1999]:

o A7V (1.10)

También se ha demostrado la existencia de una relacion de
escalado entre el modulo de elasticidad de Gibbs £ y la presion
interfacial [Aguié-Béghin, 1999]:
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y==£ (1.12)
T

En ambos casos, existe una relaciéon entre el parametro y con €
parametrov, segun ladimension d. Esta relacion viene dada por:

_ dv
dv-1

y (1.12)
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1.1 SUPERFICIE DE GIBBS

La descripcion de sistemas fisicos heterogéneos en los que
existen dos fases en equilibrio debera incluir las propiedades fisicas
del seno de cada fase asi como los efectos de frontera entre fases o
interfaz. Se define la interfaz como la estrecha region a traveés de la
cua las propiedades varian de forma continua desde la fase
condensada a la de vapor.

Fase 2 Fase 2

Interfaz Superficie de Gibbs

Figural.l: Aplicacion del modelo de superficie de Gibbs
[Rodriguez-Vaverde 2002]

Una interfaz es una regién tridimensional no uniforme entre
dos fases. Con € fin de estudiar sus propiedades, uno de los enfoques
més extendido es €l de superficie de Gibbs. Se define la superficie de
Gibbs 0 superficie divisora como aguella superficie de espesor nulo
gue guarda la misma forma que lainterfaz y que se encuentra situada
en una posicion ry entre las fases (Figural1.1)



Apéndicell. ADSA 276

— [} = ) Plans e Gilsbes
Ndd— D=

o)

— D=l
——-D =Sl

Figurall.2 Perfil de densidad [Rodriguez-Vaverde 2002]

Ladensidad del sistema formado por unafase de densidad p; y
otra de densidad p, vendra dada por (Figurall.2):

PGivbs(r) = p1+ (p1-p2) Ulr-rg) (1.1)

Donde U es la funcion escaldon. La posicion ry debe ser tal que la

densidad superficial en lainterfaz coincida con la correspondiente a la
superficie de Gibbs:

0 = OGipps = J: p(r)dr = J.j; Painns (r)dr (11.2)

Y apartir de lateoria del gradiente se deduce que un posible perfil de
densidades alo largo de unainterfaz es de laforma:

1 2(r—r,
P = Pyt (o2 pl{l— tanh[uﬂ (1.3
D
donde p-_P1"P2  y seobserva como en e limite D = 0 e
(dp ! dr)

r=ry

comportamiento es idéntico ala superficie de Gibbs.
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[1.2. ECUACION DE YOUNG-LAPLACE

La forma de una interfaz liquido-fluido (homogéneos e
inmiscibles) viene determinada por la ecuacion de Young-Laplace que
relaciona diferencia de presion a lo largo de la interfaz con la tension
interfacial y con la geometria de la interfaz. Dicha ecuacion tiene la

forma
APz;{i+ij (11.4)
Rl RZ

donde 4P=P; — P, esladiferencia de presién alargo de lainterfaz, R;
y R, son los radios de curvatura de la superficie definida por la
interfaz y y es la tensién interfacial. Los radios principales son el
méximo y el minimo del radio de curvatura normal, por 1o que sus
respectivas circunferencias osculadoras son ortogonales y se cumple
gue la presién en la cara concava es mayor que en la convexa, siempre
y cuando exista una cierta curvatura en lainterfaz.

La ecuacion de Young-Laplace describe la forma de una
interfaz cualquiera. Ahora bien, en la préctica, las interfaces estan
sometidas a un campo gravitatorio (terrestre) y pueden adoptar
configuraciones que guardan simetrias muy ventgjosas para un
posterior andlisis.

Segun la hidrostética, la diferencia de presién en un campo
gravitatorio varia con laatura(z) como:

AP = AP, + Apgz (11.5)
donde 4P, es la diferencia de presion entre €l liquido y € fluido en un

punto de referencia de la interfaz como podria ser el apice, 4p es la
diferencia de densidad de las fases y g la aceleracion loca de la
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gravedad. El signo +/- depende de la orientacién de lainterfaz ya que
puede estar orientada con su parte concava en € sentido de la
gravedad o viceversa.

En genera los radios de curvatura varian de una posicion a
otra sobre la interfaz, sin embargo es muy comin gue liquidos en
equilibrio posean simetria axia. Aplicando un formalismo de
superficies de revolucion a los radios principales y sustituyendo la
ecuacion (11.5) en laecuacion de Y oung-L aplace se obtiene:

2
1 dz+é 1 %:APOiAng

2V g dr? dr vy 14
{14_(2) }
dr

La ecuacion (I1.6) es una ecuacion diferencial de segundo orden,
no lineal, sin solucién analitica salvo ciertos casos.

(11.6)

En este trabajo se hace uso de interfaces |aplacianas de revolucion,
sometidas a un campo gravitatorio, que Unicamente necesiten una
condicion de contorno para encerrar un volumen dado (una superficie
plana o un capilar cilindrico). Dentro de estas existen dos
configuraciones  principales con sus dos configuraciones
complementarias:

- Gota pendiente (Signo -) en aire o en un liquido menos denso
gue €l liquido de la gota. La configuracién complementaria es
una burbuja de aire o gota pendiente invertida inmersa en un
liquido més denso que € liquido de lagota (signo +).

- Gota sésil (signo +) sobre una superficie solida o liquida
inmiscible en aire o inmersa en un liquido menos denso que el
liquido de la gota. La configuracion complementaria es una
burbuja de aire o gota cautiva contra una superficie solida
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inmersas en un liquido més denso que €l liquido de la gota
(signo +).

Para mayor detalle acerca del tratamiento matematico se puede
consultar lareferencia [Rodriguez-Valverde 2002]

Soluciones laplacianas

Dada la complgiidad de la ecuaciéon (I1.6), ésta se puede
transformar en un sistema de ecuaciones mas simples. Parametrizando
el perfil o curva generatriz de la superficie mediante la longitud de
arco s, medida desde el apice, y utilizando € angulo @ que formala
tangente a la curva en un punto (r, z) respecto de la tangente en €
apice, setiene que

dr

— =cosd, @ = sen® (1.7)
ds ds

L os radios de curvatura principales se reducen a[Rodriguez-Valverde,
2002):

= (11.8)

Con lo cual laecuacién 1.6, qgueda como:

d;()_APO_FAng_senCD
ds y oy r

(11.9)

Asi, e sistema de ecuaciones diferenciales simultaneas de primer
orden cumple las condiciones iniciaes: r(o) = z(o) = @ (o).

Definiendo los siguientes parametros adimensionales:

(11.10)
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donde r, es €l radio en € 4pice, que es e Unico vértice de aquellas
interfaces laplacianas cuya curva generatriz corta € ge de revolucion
(gotas y burbujas), y dado que en € 4pice las curvaturas coinciden, se
tiene que:
1_AR (11.11)
o2y
Con las definiciones dadas se puede rescribir el sistema de ecuaciones
Como:

dar = cosd
dsS
d—Zzsen(I) (1.12)
ds ,
ao _ s Apgr, 7 sen®
AY 14 R

Dos magnitudes importantes en la descripcion de sistemas
interfaciales son lalongitud de capilaridad Ay € factor de forma p-

L.ﬂEiA/)groz _ Ap (r_ojz (11.13)
\ |Aple y Ap|\ L,

El factor de forma es un parametro caracteristico de cada
interfaz y es positivo para €l caso de gota sésil y burbuja cautiva y
negativo para la gota pendiente y burbuja “pendiente invertida’.

ly

La ecuacion de Young-Laplace se resuelve conociendo los
pardmetros intrinsecos del perfil: [, y ry, asi como una condiciéon de
contorno gue dé idea del tamafio de lainterfaz a generar y de la altura
delagotarea o bien de suvolumen ¥, o bien de su areainterfacial:
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Vo= jo”mzdz s A= I: 2nr /1+ (%jzdz (1.14)

Resolviendo el sistema de ecuaciones 11.12., normalmente mediante
el método de Runge-Kutta, se obtiene finalmente la forma tedrica de
unainterfaz axisimétricalaplaciana.

1.3 A.D.SA.

Axisymetric drop shape analysis (ADSA) es una técnica
orientada a la medida de la tension interfacial, angulo de contacto,
area interfacial y volumen que encierra una interfaz a partir de la
geometria de una gota o burbuja con simetria axial, bien en forma de
perfil (ADSA-P) o de maximo contorno radial (ADSA-D). Se basa en
la minimizacién de una funcién que dependera de datos geométricos
experimentales, de la correspondiente solucién laplaciana y de las
variables fisicas. Dado que el fundamento de esta metodol ogia se basa
en laforma geomeétrica de unainterfaz, 1o idoneo es tomar imagenesy
extraer de estas el correspondiente perfil o contorno. Actualmente, la
técnica de digitalizacion es automatica a través de un apropiado
hardware y programas informéticos desarrollados para tal fin que
tratan y analizan las iméagenes. El desarrollo que se ha producido en
los Ultimos afios en el campo de anadlisis de imégenes de video asi
como de calculo numérico hacen que la medida de tension superficial
y angulo de contacto con esta técnica produzca resultados con una
precision muy por encima de los métodos convencionales.
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Fig 11.3: Fundamento de ADSA-P. [Rodriguez-Vaverde 2002]

El méodo ADSA consiste basicamente en hallar el perfil
tedrico (ry, ly) cuyos parametros coinciden con los medidos o
conocidos (Fuan Vo, rmax.-.) (Figurall.3). Unavez aplicado € calibrado
a perfil experimenta de la gota detectado, se obtienen las
coordenadas fisicas del mismo. A continuacion, se superponen las
mitades para obtener la curva generatriz, que sera la que guarde toda
lainformacion de lainterfaz ala vez que sirve como comprobacion de
la hipétesis de simetria axial. Los puntos se desplazan hasta hacer
coincidir el apice con el origen de coordenadas y con el ge z dirigido
hacia €l interior de la gota/burbuja, quedando finamente el conjunto
de puntos experimentales {(r;z;)} "i-; sobre los que se aplicara €
proceso de optimizacion, por minimos cuadrados, que tratara de
gjustarlos a meridiano laplaciano (discretizado) segun laformula:

r2 r2 m>n
{roRmo {S ; l%l 10Z o [Sj ’%D} (11.15)
0 0 i

dicho meridiano, se asocia a los valores [y y ry propuestos, y
con una longitud S, estimada a partir de del perimetro experimental
Smax- Dicho proceso se subdivide en dos; € primero de ellos se encarga
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de encontrar el punto teérico mas cercano a un punto i-ésimo
experimental, esto es, minimizar la distancia con respecto a.S;:

2 2
1 rZ rZ
dy(l) (’”o ,lu;Sj)E E(FORM){S"’Z%} —rl} +[VOZW{S].,[%} —ZIJ (11.16)

0 0
min dif”(ro, lo; S)= du” (ro, lo; Si) (11.17)

El segundo paso para completar e proceso de optimizacion se
encarga de minimizar la suma de |os cuadrados de las distancias entre
puntos proximos, d;”, con respecto ary y Iy:

d? (ro, 19)= dy ™ (ro, 1p; Si) (11.18)

min2.., 47 olo) (11.19)
10.lp

Toda iteracion requiere unos apropiados valores iniciales que
en este caso podrian ser los correspondientes a la situacion fisica de
1) -, es decir, la ausencia de gravedad, donde |a gota seria esférica

Los parametros geomeétricos iniciales se estiman a partir del
gjuste por minimos cuadrados de los puntos experimentales, antes de
superponer las mitades, a una elipse genérica:

0 _
(}"A—X)z (Z-—y)2 rap _xc
Ly 21420 =y —b (11.20)
a b aZ
0
o =L

con idea de hacer extensible este método a gotas voluminosas
(elipsoidales). La técnica ADSA-P consiste en determinar la curva
laplaciana que mejor se guste al perfil experimental y, a partir de ésta,
hallar los parametros puramente geométricos como area, volumen,
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angulo de contacto, altura, radio ecuatorial, €etc..., y las magnitudes
fisicas como latension superficial/interfacial

Latécnica ADSA-P se puede encontrar descrita con mayor
detalle en cualesguiera de las siguientes referencias [del Rio, 1997,
Holgado-Terriza, 2002; Rodriguez-Valverde 2002].
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