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RESUMEN

En el presente trabajo se ha estudiado la viabilidad del
uso de tres proteinas vegetales (gluten, soja y algarro-
ba) como emulsionantes en emulsiones concentradas
O/W (75 %p/p en aceite). Todas las emulsiones se han
preparado mediante la utilizacion de un dispositivo rétor-
estator (Ultra-Turrax T50) y se ha estudiado la influencia
que sobre las propiedades reoldgicas y la distribucién
de tamanos de gota, ejercen la composiciéon (concen-
tracion de proteina y de aceite vegetal) y la velocidad de
rotacion del sistema emulsificador. Generalmente, un
incremento de la concentracion de proteinay de la velo-
cidad de emulsificacion conduce a un aumento en los
valores de los parametros reolégicos (G’ y G”’), acom-
panado de una evolucion de la distribucién de tamanos
de gota hacia valores mas pequenos, obteniéndose emul-
siones mas estructuradas y de mayor consistencia.

Palabras-clave: Reologia. Gluten. Soja. Algarroba.
Emulsién. Viscoelasticidad lineal.

SUMMARY

This work deals with the viability of using three plant pro-
teins (gluten, soybean and carob proteins) as emulsifiers
in concentrated O/W emulsions (75 wt% oil). All the emul-
sions have been processed in a rotor-stator device (Ultra-
Turrax T50), studying the influence of composition (pro-
tein and oil concentration) and rotor speed on the
rheological properties and the droplet size distribution
(DSD). Generally an increase in protein concentration and

rotor speed results in an enhancement of the rheologi-
cal parameters (G’, G”’) along with a evolution of the DSD
to lower values, obtaining more structured and consis-
tent emulsions.

Key words: Rheology. Gluten. Soybean. Carob. Emulsion.
Linear Viscoelasticity.

RESUM

En el present treball, s’estudia la viabilitat de I’Gs de tres
proteines vegetals (gluten, soja i garrofa) com emulsio-
nants en emulsions concentrades O/W (75 %p/p en oli).
Totes les emulsions es preparen mitjangant la utilitzacié
d’un dispositiu rotor-estator (Ultra-Turrax T50), i s’estu-
dia la influéncia que tenen la composicié (concentracié
de proteina i d’oli vegetal) i la velocitat de rotacié del sis-
tema d’emulsio sobre les propietats reologiques i la dis-
tribucié de mides de gota. En general, un increment de
la concentracié de proteina i de la velocitat d’emulsio
condueix a un augment en els valores dels parametres
reologics (G’ i G”’), i alhora a una evolucié de la distribu-
cié de mides de gota cap a valors més petits, obtenint-
se emulsions més estructurades i consistents.

Mots clau: Reologia. Gluten. Soja. Garrofa. Emulsio.
Viscoelasticitat lineal.
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INTRODUCCION

Muchas emulsiones de la industria alimentaria se encuen-
tran estabilizadas por compuestos basados en mono y
diglicéridos de acidos grasos. Aun asi, diversos autores
han estudiado el poder emulsificante de diferentes prote-
inas vegetales (Tornberg, 1978, Elizalde et al., 1996,
Gallegos et al., 2002). Dichas proteinas presentan la ven-
taja adicional de permitir la obtencién de emulsiones de
bajo contenido en colesterol y libres de riesgo de salmo-
nella presente al utilizar un compuesto derivado del hue-
vo. Ademas, existe un creciente interés hacia la utilizaciéon
de proteinas poco empleadas, pero con un gran potencial
como ingredientes de alimentos funcionales, lo que abri-
ria una via para el aprovechamiento de subproductos agri-
colas.

El gluten de trigo se obtiene como subproducto de la indus-
tria del almidén, por medio de la molienda por via hime-
da. Una de las aplicaciones mas extendidas del gluten de
trigo se encuentra en la industria panadera, que aprove-
cha sus propiedades Unicas para la formacién de masa
de pan [Singh (2005); Belton (1999)]; sin embargo, muchos
investigadores han estudiado otras propiedades funcio-
nales del gluten, como es su uso en la formacién de emul-
siones y espumas [Takeda y col. (2001); Wu (2001); Mimouni
y col. (1999)], o de bioplasticos [Derksen y col. (1996)].
Las principales proteinas de reserva de la soja, $-congli-
cinina y glicinina, poseen una variedad de propiedades
funcionales aprovechables para los alimentos. Asi, el ais-
lado de proteina de soja actlia como un tensioactivo macro-
molecular a la hora de estabilizar emulsiones aceite en
agua (O/W) en productos alimenticios, como sopas, sal-
sas o blanqueantes de café. Las diferencias entre la 3-con-
glicinina y la glicinina a la hora de reducir la tensién inter-
facial, puede ser atribuida a sus caracteristicas quimicas
y estructurales. Rivas y Sherman [1983a, 1983b, 1984a,
1984b] demostraron que la -conglicinina presenta mejo-
res propiedades emulsionantes que la glicinina y que la
proteina de soja obtenida por precipitacion con acido.
La harina de algarroba se obtiene como subproducto en
la industria de la goma de garrofin. Esta harina contiene
una menor cantidad de proteina que las obtenidas a par-
tir de semillas de otras leguminosas como la soja. La mez-
cla de proteinas insolubles en agua que se aisla del ger-
men de algarroba se denomina “caroubin” [Wang y col.,
2001; Feillet y col., 1998], y suponen el 50% del peso total
de la harina.

El hecho de que muchas proteinas puedan funcionar como
agentes emulsionantes se debe a que son moléculas super-
ficialmente activas, lo que les confiere habilidad para faci-
litar la formacién de emulsiones aceite en agua (O/W), mejo-
rando ademdas su estabilidad y proporcionando
propiedades fisico-quimicas deseables [McClements
(2004)]. Las proteinas se adsorben en la superficie de las
gotas de aceite recién formadas, creadas por la homoge-
neizacion de la mezcla aceite-agua-proteinas, facilitando
la ruptura de las gotas al bajar la tensién interfacial y retra-
sando la coalescencia de las gotas al formar membranas
protectoras alrededor de las mismas. La capacidad de las
proteinas para generar interacciones repulsivas (estéricas
y electrostaticas) entre las gotas de aceite y formar una
membrana interfacial que sea resistente a la ruptura jue-
ga también un papel importante en la estabilizacion de las
gotas frente a la floculacién y la coalescencia durante un
almacenamiento prolongado [Bos y van Vliet (2001); Wilde
y col. (2004); Tcholakova y col. (2002].

La reologia es una herramienta muy util para la caracteri-
zacion de emulsiones [Tadros (2004)]. Asi, mediante ensa-
yos oscilatorios se puede obtener informacién sobre las
propiedades elasticas y viscosas de las emulsiones, obte-
niéndose ademas parametros tales como el médulo pla-

teau, G?., o el esfuerzo critico, o., que informan sobre el
grado de estructuracion de la emulsion, y que pueden rela-
cionarse con su microestructura.

El objetivo del presente trabajo fue estudiar las propieda-
des reolégicas de emulsiones concentradas O/W, utili-
zando proteinas de gluten y de soja como agente emul-
sionante. Asimismo, se observo la influencia que sobre la
reologia tienen diferentes variables, como la concentra-
cion de proteina presente en la emulsion final, la concen-
tracion de la fase oleosa y la velocidad de rotacion del
Ultra-Turrax T-50 (Staufen, Alemania) empleado en el pro-
ceso de emulsificacion. Ademas, se estudio la posibilidad
de utilizacién de otra proteina menos conocida (la de alga-
rroba) para la formulacion de emulsiones O/W estables.

MATERIALES Y METODOS

Se prepararon diferentes emulsiones O/W con contenido
en aceite vegetal variable entre 65 y 80 % (p/p). Como
emulsionante se ha utilizado proteina vegetal en una con-
centracion variable entre 0,25 y 3 % (p/p). El pH se ajusto
a 2 mediante la adicién de una disolucién de acido clorhi-
drico, 1M. Como agente conservante se ha utilizado una
mezcla 1:1 sorbato/benzoato, de la que se afiadieron unas
gotas a las fase continua (agua + proteina). La formula-
cién se completé con la cantidad correspondiente de agua
destilada.

El gluten de trigo (83% de contenido proteico) fue sumi-
nistrado por RIBA, S.A. (Glutenflor Supervital, Barcelona,
Espana). El aislado de soja (SPI, 90% de contenido pro-
teico) fue suministrado por Protein Technologies
International (SUPRO 500E, Leper, Bélgica). La harina de
algarroba fue suministrada por Alimcarat (Caratina,
Mallorca, Espaia). A partir de esta harina y mediante extrac-
cién alcalina se obtuvo un aislado de algarroba (CPI, 96%
de contenido proteico) [Puppo et al., 2006]. El aceite vege-
tal empleado como fase dispersa en la emulsiones es un
aceite de girasol comercial.

La produccién a escala de laboratorio de las emulsiones
se ha llevado a cabo utilizando un homogeneizador “Ultra-
Turrax T-50” de lka (Staufen, Alemania). Las emulsiones
se prepararon a una velocidad variable entre 4000 y 10 000
rpm durante aproximadamente 7 minutos. La temperatu-
ra de emulsificacion fue 20 °C. Las emulsiones se alma-
cenaron siempre a 4 °C.

Las propiedades viscoelasticas lineales se han estudiado
mediante un reébmetro Haake RS-150 (Karlsruhe, Alemania)
utilizando un sensor placa-placa rugoso de 35 mm de dia-
metro (PP35). Las distribuciones de tamafio de gotas se
han determinado usando un Mastersizer X Analyzer
(Malvern Instrument LTD, Reino Unido). Los diametros
medios utilizados para describir los resultados de distri-
buciones de tamanos de gotas de fase dispersa han sido
el diametro medio del momento volumétrico (ds«) y el dia-
metro medio del momento superficial o diametro medio de
Sauter (ds2), que el programa informatico calcula a partir
de las siguientes ecuaciones:

d4

D[4,3] = —2—3—
>d
d3

D[3,2] = 2—
Sd

donde d es el diametro de las diferentes gotas que con-
forman la fase oleosa.
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Las medidas reoldgicas y de distribucién de tamafno de
gota se han realizado al dia siguiente de la preparacion de
la emulsion. Se realizaron al menos dos replicados de cada
ensayo, no encontrandose diferencias significativas en los
valores de los parametros viscoelasticos (p > 0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Influencia de la concentracién de proteina

Segun McClements (2004), la estabilidad y reologia de las
emulsiones estabilizadas por proteinas pueden modificarse
controlando, entre otras cosas, la concentracién de pro-
teina presente. Para estudiar la influencia de la concen-
tracion presente en la emulsién final de proteina sobre la
reologia y la distribucion de tamafios de gota (DTG) de fase
dispersa, se prepararon emulsiones con un 75 % (p/p) de
aceite vegetal en un sistema rétor-estator Ultra-Turrax UT-
T50 a una velocidad de rotacién de 6 000 r.p.m.. La con-
centracion de proteina varia desde 0,125 a 3 %(p/p) en la
emulsioén final. En el caso del gluten, la concentracién mini-
ma que permitia la obtencién de una emulsién estable era
de 0,25%, probablemente debido a que a menores con-
centraciones existe defecto de proteina para cubrir toda
la interfase aceite-agua. En el caso de la algarroba, no se
prepararon emulsiones a concentraciones superiores al
1% ya que no se aseguraba la homogeneidad de la mues-
tra durante el proceso de emulsificacion a concentracio-
nes mas elevadas.
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Figura 1. Curvas de distribucion de
tamano de gota de emulsiones esta-
bilizadas con una concentracion
variable de gluten (A), soja (B) o alga-
rroba (C) y con una concentracion de
aceite de 75% (p/p).

En la figura 1 aparecen las distribuciones de tamafos de
gota para las emulsiones estabilizadas a diferentes con-
centraciones de proteina, mientras que en la tabla | apa-
recen recogidos los valores de los diametros de Sauter y
volumétricos para las emulsiones estudiadas. En el caso
del gluten de trigo, una disminucion en los tamanos de
gota de fase dispersa tiene lugar cuando hay un aumento
en la concentracion proteica. Como puede observarse en
la figura 1 y tabla I, un similar comportamiento se obtiene
para las emulsiones preparadas con proteinas de soja y
algarroba. Este efecto ha sido encontrado por otros auto-
res anteriormente (Franco y col., 1997). Ademas se obser-
va como tanto para las emulsiones de soja como para las
de algarroba, las distribuciones son bimodales, lo cual es
un comportamiento caracteristico de emulsiones flocula-
das. En el caso del gluten, se observa una transicién des-
de una distribucién bimodal (1% e inferiores) hasta una
monomodal (3%).

En la figura 2 estan representados los barridos de esfuer-
zo para las emulsiones con diferente contenido en prote-
ina. Los resultados obtenidos son tipicos de dispersiones
floculadas o ‘geles particulados’, donde la respuesta elas-
tica es la predominante, con valores del médulo de alma-
cenamiento, G’, superiores a los del médulo de pérdidas,
G”, en el intervalo de esfuerzos estudiado. En esta figura
se observa cémo el intervalo de viscoelasticidad lineal tien-
de a ser mayor en las emulsiones de mayor contenido en
proteina, es decir, el esfuerzo critico, t., y la deformacién
critica, vy., valores en los que se produce la salida de la
region viscoelastica lineal, aumentan en aquellas emul-
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TABLA |

Valores de parametros caracteristicos de viscoelasticidad y microestructura de emulsiones con concentracion
variable de gluten, soja o algarroba y una concentracion fija de aceite, procesadas a 6 000 r.p.m.

% Proteina D32 (um) D43 (um) U 1. (Pa) Yo (%) G (Pa)
0,25 10,63 25,16 0,406 37,9 10,7 339,36
0,5 7,98 15,92 0,404 54,6 12,0 434
Gluten 1 3,97 10,38 0,620 54,6 11,2 424,50
2 2,35 4,37 0,685 233,6 12,6 1743,5
3 1,91 2,83 0,574 621 15,2 3690
0,125 18,14 37,94 0,359 12,7 2,3 519,02
0,25 12,94 27,44 0,348 18,3 3,5 550,02
Soja 0,5 9,18 18,18 0,364 37,9 4,3 658,20
1 5,80 12,34 0,460 54,6 6,0 999,25
2 3,56 10,44 0,683 112,9 7,0 1637,25
3 3,78 16,50 1,254 233,6 10,6 2294,75
0,125 10,81 28,18 0,490 26,7 4,4 713,4
Algarroba 0,25 7,05 15,18 0,476 37,9 4,9 730,6
0,5 5,16 10,67 0,491 78,5 7,4 1072,5
1 3,47 7,36 0,508 233,6 12,4 2583,5
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siones de mayor contenido proteico. Dicho efecto puede
comprobarse en la tablal, en la que se presentan los valo-
res de t. Y y. en funcién de la concentracién de proteina.
La evolucion del espectro mecanico para las emulsiones
estudiadas es cualitativamente similar. Asi, aparece un
minimo en los valores del médulo de pérdidas (G”), que
se ha relacionado anteriormente con la formacién de un
entramado entre las proteinas que estan adsorbidas en la
interfase aceite/agua, lo que produce la formacién de una
red a lo largo de toda la estructura de la emulsién (Franco
y col., 1995). El médulo plateau,, se define como la extra-
polaciéon de la contribucién del entramado al médulo de
almacenamiento (G’) a altas frecuencias (Baumgaertel y
col., 1992). Se puede calcular de forma aproximada median-
te la siguiente ecuacion (Wu, 1989):

Gy =[c]

an 6 — minimo

donde tan 6 = G”’(w)/G’(w). El limite de confianza de los
valores del médulo plateau obtenidos mediante la ecua-
cién anterior es de +4,3% (Wu, 1989). En la tabla | apare-
cen los valores de Gf para las diferentes emulsiones: los
mayores valores del médulo plateau corresponden a las
emulsiones con mayor concentracion de proteina, que son
las emulsiones que presentaran una mayor estructuracion.
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En la figura 3, se observa cémo cuando aumenta la pro-
porcién de proteina en la emulsion se produce un aumen-
to tanto de G’ como de G” en el espectro mecanico. Estos
resultados parecen demostrar que la adicién de proteina
favorece la formacién de un entramado estructural exten-
sivo, debido a las interacciones entre las moléculas de pro-
teinas adsorbidas en la interface agua/aceite de las dife-
rentes gotas y/o entre ellas y las moléculas de proteinas
libres que se encuentran desplazadas en la fase continua.
Este aumento es progresivo en el caso de la sojay la alga-
rroba, aunque para las emulsiones estabilizadas con glu-
ten de trigo se observa un gran salto en los valores de los
parametros viscoelasticos al aumentar la concentracion al
2 y 3%. Este salto podria asociarse con un cambio en la
estructura de la emulsion, la cual pasaria a asemejarse
mas a una dispersion de aceite en una matriz gel que a
una emulsién, lo cual justificaria también el paso de una
distribucion de gotas bimodal a una monomodal.

Influencia de la concentracion de aceite

En este caso, se seleccioné una concentracion fija de pro-
teinas de gluten y soja (1% (p/p)), y se prepararon emul-
siones con una concentracion de aceite de girasol varia-
ble (65, 70, 75, 80 % (p/p)) a 6 000 r.p.m. en el dispositivo
homogeneizador. En todas las emulsiones se aprecian en
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Figura 3. Evolucion de las fun-
ciones viscoelasticas con la fre-
cuencia para emulsiones con con-
centracion variable de gluten (A),
soja (B) o algarroba (C) y una con-
centracion fija de aceite, proce-
sadas a 6 000 r.p.m.
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Figura 4. Evolucion de las funciones viscoelasticas con la frecuencia para emulsiones que contienen 1% (p/p) de gluten
0 soja, y una concentracion variable de aceite, procesadas a 6 000 r.p.m.

el intervalo de frecuencias estudiado dos regiones carac-
teristicas: (i) una regioén plateau intermedia, en la que G”’
es practicamente constante y la pendiente de G’ dismi-
nuye con la frecuencia, y (ii) el principio de una regién de
transicion a altas frecuencias caracterizada por una incre-
mento de los valores de G” (Franco y col. 1997). Parece
que conforme aumenta el volumen de fase dispersa,
aumenta la viscoelasticidad y el entramado que se for-
ma entre las proteinas se hace mas fuerte (figura 4 y tabla
I1). En el caso del gluten, es posible observar en la emul-
sién del 65% de aceite cierta tendencia hacia una zona

terminal a bajas frecuencias, caracterizada por una ten-
dencia a un punto de cruce entre ambas funciones vis-
coelasticas.

La influencia de la concentracion de fase oleosa sobre la
distribucion de tamafos de gota no parece ser muy gran-
de, no observandose grandes cambios a las diferentes
concentraciones (figura 5). Por lo que respecta a los para-
metros reoldgicos, el aumento de la concentracién de fase
oleosa produce un incremento en los valores de t., Y: Y ,
confirmando creacion de un entramado estructural mas
fuerte (tabla Il).

TABLAII

Valores de parametros caracteristicos de viscoelasticidad y microestructura para emulsiones que contienen
1% (p/p) de gluten o soja y una concentracion variable de aceite, procesadas a 6 000 r.p.m.

% Aceite D32 (um) D43 (um) U <. (Pa) v (%) G2 (Pa)

65 3,64 9,08 0,466 1,6 3,3 35
ol 70 3,99 9,76 0,504 18,3 7,4 278,45
uten 75 3,97 10,38 0,620 54,6 1,2 424,50
80 4,33 11,22 0,643 112,9 14,8 672,50
65 6,16 12.82 0,410 29 1,25 335,85

Soja 70 5,68 12,38 0,477 26,4 4,74 492
75 5,80 12,34 0,460 54,6 6,00 999,25
80 519 9,99 0,461 162,4 8,47 17455

701



25

{ GLUTEN
204 —0— 65% Aceite
{ —Oo— 70% Aceite =
15 & 75% Aceite C?p\
s —v— 80% Aceite /J
Z i
R
=
=
R

Figura 5. Curvas de distribucion
de tamano de gota de emulsio-

Diametro /um

Influencia de la velocidad de rotacion durante
la emulsificacion

La velocidad de rotacién y, por tanto, la energia suminis-
trada, tiene una enorme influencia sobre las propiedades
finales de la emulsién. Para estudiar este efecto en las
emulsiones estabilizadas con proteinas de gluten y soja
se prepararon emulsiones con una concentracion de pro-

nes estabilizadas con 1% (p/p) de
gluten o soja, y con una concen-
tracion variable de aceite.

teina del 1% (p/p), una concentracién de aceite de girasol
de 75% (p/p) y una velocidad de rotacion que variaba entre
4 000, 6 000, 8 000y 10 000 r.p.m.

Al aumentar la energia suministrada durante la emulsifi-
cacion, se obtienen emulsiones con unas propiedades vis-
coelasticas de mayor magnitud y distribuciones de tama-
nos de gota mas estrechas y desplazadas a diametros
menores (figura 6 y figura 7).
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Figura 6. Barridos de frecuencia de emulsiones que contienen 75% (p/p) de aceite y 1% (p/p) de gluten (izq.) o de soja
(dcha.), procesadas a diferentes velocidades (4 000, 6 000, 8 000, 10 000 r.p.m.).
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Los valores de 1. y y. denotan un aumento del intervalo
viscoelastico lineal de las emulsiones conforme aumenta
la velocidad de rotacién a la que han sido preparadas.

T
1

T T

Diametro /um

TABLAI

Figura 7. Curvas de distribucién
de tamano de gota de emulsio-
nes estabilizadas con 1% (p/p) de
gluten (arriba) o de soja (abajo) y
procesadas a diferentes veloci-
dades.

Asimismo, se produce un fuerte incremento en los valores
de lo que pone de manifiesto el aumento del grado de
estructuracion del sistema (tabla Ill).

Valores de parametros caracteristicos de viscoelasticidad y microestructura de emulsiones con concentracion

del 1% (p/p) de gluten o soja y del 75% (p/p) de aceite, procesadas a diferentes velocidades de rotacién.

N (r.p.m.) D32 (um) D43 (um) u . (Pa) ve (%) G (Pa)

4000 5,72 14,56 0,564 26,4 7,6 339,36

ol 6000 3,97 10,38 0,620 54,6 1,2 424,50
uten 8000 3,64 8,76 0,634 78,5 12,9 574,5
10000 3,02 6,76 0,654 112,9 12,6 867,5

4000 9,04 18,36 0,374 37,9 5,84 735,05

Soja 6000 5,80 12,34 0,46 54,6 6,00 999,25

8000 3,96 9,46 0,552 112,9 6,13 1611
10000 3,28 7,43 0,546 112,9 514 2061,5
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente trabajo permiten
comprobar la capacidad para ejercer de agente emulsio-
nante del gluten de trigo, la soja y la algarroba. Las emul-
siones tienen mayores valores en sus propiedades reol6-
gicas cuando en su composicién aumenta la concentracién
de proteina, la concentracién de la fase oleosa o la velo-
cidad de rotacion del dispositivo emulsificador. En el caso
de las emulsiones estabilizadas con gluten, este efecto es
mas evidente para concentraciones de proteina superior
al 1%, para las que hay un salto importante en sus pro-
piedades viscoelasticas y hay un paso a una distribucién
monomodal. En cuanto al efecto de la concentracion de
aceite, se produce aumento de las propiedades reologi-
cas al aumentar ésta, aunque la distribucién de tamanos
de gota no se ve alterada en gran medida. En las emul-
siones preparadas a mayores velocidades de rotacién se
produce un aumento gradual de las propiedades viscoe-
lasticas y una disminucién de los tamafos de gota.
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