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Introduccién

INTRODUCCION

Las proteinas se utilizan como ingredientes en diferentes productos alimenticios
ya que contribuyen a la obtencién de caracteristicas deseables en los mismos. Estas
caracteristicas pueden estar relacionadas directamente con el consumidor (propiedades
como la textura, apariencia, sabor,...) o con la tecnologia empleada. Esto dltimo se
refiere tanto a lo concerniente al almacenamiento (vida media del producto) como al
procesado (como la formacién de espumas, emulsiones o geles). Las propiedades
funcionales de las proteinas, entendidas como aquellas propiedades fisico-quimicas que
controlan su comportamiento en un sistema alimentario durante su preparacion,
procesado, almacenamiento y consumo (Kinsella y Whitehead, 1989), son las
responsables de la contribucién de las mismas a las caracteristicas finales de un
producto (Luyten y col., 2004).

El comportamiento reoldgico de fundidos proteicos a contenidos en agua
relativamente bajos (~15-50% (p/p)) es de gran importancia en la produccién de
alimentos mediante extrusion, tales como proteinas vegetales texturizadas. Ademads, el
comportamiento reolégico del gluten a bajos contenidos en agua serd uno de los factores
determinantes de su comportamiento durante la fabricacién de pan. Existen diferentes
estudios sobre la viscosidad de fundidos de biopolimeros mediante reometria capilar y
reometros de extrusion on-line. Las variables de estudio suelen ser la temperatura, la
velocidad de cizalla y el contenido en agua. El agua puede actuar como plastificante del
sistema proteico, produciendo un incremento de movilidad de las moléculas de proteina
y reduciendo la temperatura a la que se produce la transicién desde el estado vitreo al
estado gomoso del sistema.

En los ultimos afios, ha habido un interés creciente por el estado vitreo de los
alimentos. La temperatura de transicion vitrea ha sido medida de forma extensiva tanto
para el almidén como para sistemas proteicos, generalmente utilizando para ello
técnicas de calorimetria diferencial de barrido (DSC) o métodos dindmicos y reoldgicos.
Dentro del campo de las aplicaciones alimentarias es interesante el papel plastificante
del agua, azucares, polioles y otros aditivos de bajo peso molecular.

Las emulsiones alimentarias han sido tradicionalmente estabilizadas con
proteinas de la yema de huevo (mayonesas, salsas para ensalada,...). Sin embargo,

algunos autores han investigado la capacidad emulsionante de ciertas proteinas
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vegetales, como posibles sustitutos de la yema de huevo (Tornberg, 1978; Elizalde y
col., 1996; Gallegos y col., 2002). La principal ventaja de esta sustitucion resultaria de
la obtencion de un producto bajo en colesterol y libre de riesgo de salmonella. Ademas,
otra ventaja podria ser el aprovechamiento de la funcionalidad de sistemas proteicos que
provienen de productos de origen vegetal para su posible valorizacion. En este sentido,
concentrados o aislados proteicos de trigo, soja o algarroba podrian ser una importante
alternativa.

El gluten de trigo se obtiene como subproducto de la industria del almidon, por
medio del molido en via himeda, y se considera una mezcla amorfa de polipéptidos,
que se dividen en dos grupos, en funcién de su grado de agregaciéon: gliadinas y
gluteninas. Una aplicaciones mds extendidas del gluten de trigo se encuentra en la
industria panadera, que aprovecha sus propiedades Unicas para formacién de la masa de
pan (Singh, 2005); Belton, 1999); sin embargo, muchos autores han estudiado otras
propiedades funcionales del gluten, como es su uso en la formacién de emulsiones y
espumas (Takeda, 2001; Wu, 2001; Mimouni y col., 1999), o de bioplésticos (Derksen y
col., 1996).

La solubilidad limitada del gluten de trigo en soluciones acuosas se ha atribuido
generalmente a su gran tamafo molecular y a la agregacion intermolecular, debida a
fuertes interacciones no covalentes, puentes de hidrégeno e interacciones hidrofébicas
(Weegels y col., 1994). Mejri y col. (2005) indicaron que la minima solubilidad de las
proteinas de gluten tiene lugar en el punto isoeléctrico, correspondiente a la carga neta
neutra de las proteinas y estaria favorecida por el aumento de las reacciones de
asociacion de las cadenas de polipétido en este punto (Drago y Gonzilez, 2001). A
ambos lados del punto isoeléctrico la solubilidad aumenta, debido al aumento de la
carga neta de las proteinas ionizadas.

Takeda y col. (2001) concluyeron que el gluten actia como un buen agente
emulsionante en el rango de pH 4cidos, por lo que presentaria unas propiedades
funcionales que podrian hacerlo util en el procesado de varios alimentos de bajo pH,
como salsas y productos lacteos fermentados. En este estudio interesa ampliar el
intervalo de pH desde valores 4cidos a alcalinos para evaluar posibles mejoras de

estabilidad.
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Las proteinas de la soja se componen principalmente de las globulinas 7S y 118,
que representan alrededor del 70% del contenido proteico total. La globulina 7S es un
trimero, mientras que la 11S estd compuesta por seis subunidades (Fukushima, 2004).

El hecho de que muchas proteinas puedan funcionar como agentes
emulsionantes se debe a que son moléculas superficialmente activas, lo que les confiere
habilidad para facilitar la formacion de emulsiones aceite en agua (O/W), mejorando
ademds su estabilidad y proporcionando propiedades fisico-quimicas deseables
(McClements, 1999). Las proteinas se adsorben en la superficie de las gotas de aceite
recién formadas, creadas por la homogeneizacion de la mezcla aceite-agua-proteinas, en
la que facilitan la ruptura de las gotas al bajar la tension interfacial y retrasan la
coalescencia de las gotas al formar membranas protectoras alrededor de las mismas. La
capacidad de las proteinas para generar interacciones repulsivas (estéricas vy
electrostdticas) entre las gotas de aceite y formar una membrana interfacial que sea
resistente a la ruptura juega también un papel importante en la estabilizacion de las
gotas frente a la floculacion y la coalescencia durante un almacenamiento prolongado
(Bos y van Vliet, 2001, Tcholakova y col., 2002, Wilde y col., 2004).

La reologia es una herramienta muy {til para la caracterizacién de emulsiones

(Tadros, 1994), asi mediante ensayos oscilatorios se pueden obtener valores, como el

modulo plateau, Gg,, o el esfuerzo critico, T, que permiten tener una idea del grado de

estructuracion de la emulsion.

En la presente tesis doctoral se estudian diferentes propiedades
(fisicoquimicas, funcionales,...) de proteinas vegetales, como el gluten de trigo y las
proteinas de la soja y la algarroba. En un primer lugar, se ha realizado un estudio de su
temperatura de transicién vitrea, asi como de sus propiedades de flujo a diferentes
contenidos en agua mediante un redmetro capilar. En esta parte del estudio se incluye
una proteina no vegetal, como la caseina, concretamente la caseina obtenida por
coagulacién de la leche mediante un enzima proteolitico (quimosina), de la que existen
abundantes datos en la bibliografia relacionados con las variables de estudio. En un
segundo lugar, se ha estudiado a fondo la capacidad emulsionante de las proteinas de
gluten, soja, y algarroba, para lo cual se han realizado ensayos a diferentes condiciones

de procesado o composicion, asi como estudios de tratamientos post-emulsificacion.
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CAPITULO 1. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

1.1. PROTEINAS ALIMENTARIAS

1.1.1. Introduccion
Las proteinas son un grupo de polimeros altamente complejo que juega un
importante papel en los sistemas bioldgicos y alimentarios. Las principales funciones

que ejercen se describen a continuacion:

Biocatalizadores (enzimas), que catalizan las reacciones quimicas que ocurren

en las células vivas, acelerando en varios érdenes de magnitud su velocidad.

- Componentes estructurales de células y Organos (coldgeno, queratina,
elastina,...), que proporcionan soporte mecanico a los animales.

- Proteinas contrictiles (actina, miosina, tubulina), que posibilitan la motilidad
celular, incluyendo el movimiento de las bacterias y el esperma.

- Hormonas (insulina,...), que regulan muchos aspectos de la funcién celular,
desde el metabolismo hasta la reproduccion.

- Proteinas de transporte (hemoglobina, seroalbimina, transferina), que llevan
materiales a través de las membranas celulares.

- Proteinas quelantes (fosvitina, ferritina).

- Anticuerpos (inmunoglobulinas), que protegen de las infecciones de origen
bacteriano o viral.

- Proteinas de proteccién (toxinas y alergenos).

- Proteinas de almacenamiento (proteinas de las semillas, ovoalbiimina, micelas

de caseina).

Esta diversidad funcional se debe al gran numero de combinaciones posibles
entre los 20 aminodcidos existentes, de forma que proteinas con diferentes estructuras y
funciones pueden sintetizarse al variar la composicion y secuencia de aminodcidos.

Las propiedades funcionales de las proteinas en los alimentos estan relacionadas
con sus propiedades fisico-quimicas y estructurales, de manera que para un Optimo
empleo de las proteinas como ingredientes alimentarios es esencial un conocimiento de
sus propiedades fisicas, quimicas y funcionales, asi como de los cambios que sufren

esas propiedades durante el procesado (Damodaran, 1997).
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1.1.2. Estructura y composicion de las proteinas

El término proteina engloba a un complejo grupo de compuestos orgdnicos, que
consiste basicamente en combinaciones de aminodcidos mediante enlaces peptidicos, y
que contienen carbono, hidrégeno, oxigeno, nitrégeno y usualmente azufre. Se
encuentran ampliamente distribuidos en plantas y animales y son esenciales para la vida
(Morris, 1992). Todos los aminodacidos tienen una estructura comun, difiriendo sélo en
la naturaleza quimica de la cadena lateral unida al atomo de carbono central,
denominado carbono a. Este carbono o se encuentra unido a cuatro grupos: un grupo
amino basico  (-NH3), un grupo carboxilico 4cido (-COOH), un dtomo de hidrégeno y
la ya mencionada cadena lateral (-R), que define propiamente al aminoacido. De esta
cadena lateral dependen propiedades fisico-quimicas, como la carga, solubilidad o
reactividad quimica de los aminodcidos y, por extension, de las proteinas. Los
aminodcidos que poseen una cadena lateral alifdtica (alanina, isoleucina, leucina,
metionina, prolina, valina) o aromadtica (fenilalanina, tript6fano, tirosina) son apolares,
exhibiendo una solubilidad limitada en agua y disolventes polares. En cambio, los
aminodcidos cuya cadena lateral posee carga (arginina, lisina, histidina, arginina, lisina,
histidina) o es neutra (serina, treonina, asparragina, glutamina, cisteina) son bastante
solubles en agua. La prolina es el unico iminodcido presente en las proteinas. La carga
neta de una proteina a cualquier pH estd determinada por el nimero relativo de residuos
de aminodcidos bdsicos (arginina, lisina, histidina) y dcidos (aspartato y glutamato) en
la proteina.

A partir de todo lo anterior, se pueden definir las proteinas como polimeros
formados a partir de hasta 19 diferentes aminodcidos y un iminodcido unidos mediante
enlaces amida, conocidos como enlaces peptidicos. En la figura 1.1.2.1. aparecen las

estructuras de todos ellos (Lehninger y col., 1993).
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Figura 1.1.2.1. Estructuras de los 20 aminoécidos

El comportamiento de las proteinas en los alimentos depende de su estructura.

y cuaternaria (figura 1.1.2.2.):

En general, existen cuatro niveles estructurales: estructura primaria, secundaria, terciaria

Figura 1.1.2.2. Diferentes niveles estructurales de las proteinas: desde la estructura primaria (izquierda)
hasta la cuaternaria (derecha)
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a) Estructura primaria
La estructura primaria de una proteina denota la secuencia lineal en que se
encuentran los aminoécidos que la constituyen, unidos por enlaces peptidicos. La
estructura tridimensional definitiva que tiene la proteina en solucién estd
determinada por la longitud de la cadena y por la secuencia de aminoécidos.
Una de los aspectos que diferencian a las proteinas de otros
biopolimeros, como los polisacaridos o los dcidos nucleicos, es el caracter parcial
de doble enlace que tiene el enlace peptidico, lo que origina una estructura resonante

(figura 1.1.2.3.):

o,
O O
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C—C=N-—-C

| |
H H_
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Figura 1.1.2.3. Estructura resonante de los aminodcidos que componen las proteinas

Como consecuencia de esta estructura resonante: i) la rotacién del enlace
entre péptidos estd restringida a un méaximo de unos 6° ii) los seis d&tomos que
conforman el péptido se encuentran en el mismo plano; iii) la protonacién del grupo
N-H deja de ser posible; iv) los d&tomos de oxigeno e hidrégeno de los grupos C=0 y
N-H adquieren cargas parciales negativa y positiva respectivamente; y v) la unidad
peptidico puede existir en configuracion cis o trans.

La mayoria de los enlaces peptidicos en las proteinas existen en
configuracién trans, ya que es mds estable que la configuracién cis. Debido a las
cargas parciales mencionadas con anterioridad, bajo determinadas condiciones,
pueden existir puentes de hidrégeno inter e intracatenarios entre los grupos C=0 y
N-H.

Mientras que el cardcter doble del enlace peptidico le impide la libre
rotacion, los enlaces sencillos N-Ca y C-Ca tienen libertad rotacional,
denominandose dngulos de rotacion @ y W, respectivamente. Esta libertad

rotacional se ve restringida con frecuencia por motivos estéricos.
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b) Estructura secundaria
La estructura secundaria comprende a las estructuras que se repiten de forma
periddica en los polipéptidos y proteinas. Las estructuras secundarias mas comunes
son la hélice-a y la Iamina plegada B, o simplemente lamina f.
b.1.) Hélice-a

La hélice-a esté caracterizada por un giro de 0,54 nm compuesto por 3,6
residuos de aminodcidos. Estd estabilizada por puentes de hidrégeno
intracatenarios entre el grupo N-H de un residuo en una posicién x y el grupo
C=0 del residuo situado en una posicién x-4 de la secuencia. Estos puentes de
hidrégeno son casi paralelos al eje longitudinal de la hélice, de manera que los
atomos de nitrégeno, hidrégeno y oxigeno del enlace estidn pricticamente
alineados. Estas hélices pueden ser tanto dextrégiras como levégiras, aunque
s6lo se han encontrado las primeras en las estructuras de las proteinas. Esto es
debido a que las hélices levigiras aparecen repulsiones de tipo estérico entre los
grupos C=0 y las cadenas laterales.

Algunos aminodcidos tienen mdas tendencia que otros a aparecer en las
hélices a como son los residuos pequefios o neutros (alanina, leucina,
fenilalanina). Los residuos mds polares (arginina, glutamato, serina) tienen una
menor tendencia a presentarse en este tipo de estructuras, ya que se repelerian
entre si y desestabilizarian la hélice. La prolina debido a su anillo de pirrolidina
nunca aparece en la hélice.

Las estructuras de hélice en la proteina son predominantemente
anfifilicas, es decir, que una parte de la superficie helicoidal es hidrofilica y la
otra parte es hidrofébica. En la mayoria de las proteinas nativas, la superficie
hidrofébica de la hélice se encuentra situada hacia el interior de la proteina, y
estd relacionada con las interacciones hidrofébicas con otros grupos no polares
en el interior. Estas interacciones contribuyen a la estabilidad de la forma
plegada de la proteina.

En una hélice-o ideal, sin interacciones entre cadenas laterales, los

valores de @ y ¥ son -57° y 47°, respectivamente.

b.2.) lamina plegada 3
La estructura tipo lamina plegada es una estructura extendida en la que

los grupos C=0 y N-H estdn orientados en una direccioén casi perpendicular a la
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del eje de la cadena. En esta configuracion, los puentes de hidrégeno sélo
pueden ocurrir entre ldminas. En funcién de las direcciones de las laminas,
existen dos tipos de lamina P: paralelas y antiparalelas. Los valores de los
angulos ® y ¥ en las ldminas B son aproximadamente -119° (®) y +113° (¥),
para cadenas paralelas, y -139°(®) y +135° () para cadenas antiparalelas.

Segmentos que contienen residuos aminodcidos alternativamente
polares y apolares tienen una gran probabilidad de formar laminas 3.

De forma general, las proteinas con una conformacion tipo lIdmina f son mas
hidrofébicas que las que tienen una configuracién de hélice a, exhibiendo altas
temperaturas de desnaturalizacion. Este es el caso de la globulina 11S de la soja
(64% de lamina ) que posee una temperatura de desnaturalizacién de 84,5 °C. El
calentamiento de soluciones proteicas con estructura de hélice puede provocar su
conversion a laminas (Damodaran, 1988). En cambio no se conoce la existencia de
la conversién inversa.

Proteinas con altos contenidos en el aminodcido prolina presentan
normalmente una configuracién aleatoria. Esto se debe al anillo de pirrolidina de
este aminodcido, que hace imposible la formacioén de puentes de hidrogeno. Las
caseinas y las proteinas de cereales, como las gliadinas y gluteninas, poseen una
gran cantidad de prolina en su composiciéon y, como consecuencia, en ellas
predomina una estructura desordenada. Como la principal funcién bioldgica de estas
proteinas es la de fuente de nitrégeno y energia para la infancia, una estructura
desordenada favorece la susceptibilidad de estas proteinas hacia la digestion
proteolitica.

En ciertas ocasiones aparecen las llamadas estructuras supersecundarias, que
consisten en combinaciones de estructuras secundarias. La unidad B-o-B estd
formada por dos cadenas [§ paralelas conectadas entre si a través de una cadena en

hélice a. Otras estructuras supersecundarias frecuentes son la greca o el meandro f.

¢) Estructura terciaria

La estructura terciaria hace referencia a la conformacién tridimensional
activa biolégicamente de la proteina. El paso desde la configuracion lineal
(estructura primaria) hasta la estructura terciaria de una proteina en solucién no es
un proceso sencillo. Este paso estd dirigido por la necesidad termodindmica de

minimizar la energia libre de la molécula mediante la optimizacién de las distintas
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interacciones no covalentes (interacciones hidrofébicas, electrostéticas y de van der
Waals, y puentes de hidrégeno) entre los grupos que forman la proteina. Durante la
formacion de la estructura terciaria, la redisposiciéon mds importante ocurre cuando
los residuos apolares se sitian en el interior, mientras que los residuos hidrofilicos
se enfrentan al exterior de la molécula de proteina. No todos los residuos apolares se
encuentran en el interior, asi como no todos los polares se encuentran en el exterior
de la molécula (Lee y Richards, 1971), aunque los grupos polares que quedan
enterrados en el interior de la proteina se enlazan entre si mediante puentes de
hidrégeno o interacciones electrostiticas para minimizar la energia libre de la
proteina y contribuir asi a su estabilidad.

La forma en que se encuentran distribuidos los residuos hidrofébicos e
hidrofilicos en la molécula influye decisivamente en las propiedades fisico-quimicas
de la proteina (forma, solubilidad,....). Asi, las proteinas que contienen un gran
nimero de residuos hidrofilicos distribuidos uniformemente a lo largo de la cadena
tienden a adquirir una forma elongada tipo ‘bastén’, de esta forma un mayor ndmero
de grupos hidrofilicos quedan expuestos hacia el disolvente. En cambio, las
proteinas con un gran ndmero de grupos hidrofébicos tienden a tener una forma
esférica (globular), ya que la forma esférica es la que tiene la menor relacion area
superficial por volumen, por lo que pueden existir mayor nimero de grupos
hidrofébicos en el interior.

En las estructuras terciarias de muchas proteinas aparecen regiones que
se pliegan en una forma de estructura terciaria independiente; estas regiones reciben
el nombre de dominios e incluyen alrededor de 100 a 150 residuos de aminodcidos.
Estos dominios interactian entre si, formando una unica estructura terciaria. El
nimero de dominios que aparece en una proteina es funcién de su peso molecular,
siendo el nimero de dominios mayor en las proteinas de mayor tamafio. La
estabilidad estructural de cada dominio es independiente de la del resto, de forma
que durante la desnaturalizacién térmica o interfacial, puede producirse un

desdoblamiento secuencial de diferentes partes de la proteina.

d) Estructura cuaternaria
La estructura cuaternaria se refiere a la disposicion espacial de una proteina
que contiene varias cadenas polipeptidicas. Cada cadena de polipéptidos es conocida

como mondmero o subunidad, y el conjunto se conoce como oligomero. La
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formacion de estructuras oligoméricas tiene lugar debido a motivos termodindmicos,
de forma que los residuos hidrofébicos que no han podido situarse en el interior de
la proteina interaccionan con los residuos hidrofébicos de otra proteina adyacente en
la solucién acuosa. Ademas de éstas, otras interacciones no covalentes
(interacciones electrostaticas, puentes de hidrégeno) en la interfase contribuyen a la
estabilidad de la estructura cuaternaria.

Las proteinas de cereales normalmente tienen un contenido de residuos
hidrofébicos demasiado elevado como para tenerlos todos situados en el interior, es
por ello que presentan estructuras oligoméricas complejas. Asi, las globulinas de la

soja, 7S y 118, existen como trimero y dodecamero, respectivamente.

1.1.3. Estabilidad conformacional y desnaturalizacion de proteinas

La estabilidad de la estructura de una proteina nativa es funcién del nimero de
interacciones no covalentes y puentes de hidrégeno que se dan en la misma, y se
expresa mediante la diferencia neta entre las energias libres del estado nativo y del

estado desplegado (desnaturalizado) de la proteina:

AG, .y =AG, +AG,, +AG,, +AG,,, —TAS (1.1.3.1)

conf

donde AGy, AGee, AGho Y AGyw son los cambios en la energia libre para las
interacciones por puentes de hidrégeno, electrostaticas, hidrofébicas y de van der
Waals, respectivamente, AS., ¢ €s el cambio en la entropia conformacional del
polipéptido y T es la temperatura absoluta. Para la mayoria de las proteinas,
independientemente de su tamafio, AGp_,n tiene un valor entre 10 y 20 kcal/mol; esto
indica que, a pesar de la gran cantidad de interacciones que ocurren en las moléculas de
proteina, no son demasiado estables, pudiendo cambiar la conformacién ficilmente
cuando se rompen unos pocos de enlaces.

El bajo valor de AGp_,n hace que cualquier cambio en el entorno de la proteina
(pH, fuerza idnica, temperatura, naturaleza del disolvente) pueda producir cambios en la
conformacién de la proteina. Estos cambios conformacionales afectan a las funciones
bioldgicas de las enzimas y a las propiedades funcionales de las proteinas alimentarias.
La desnaturalizacion produce la pérdida de la actividad en las enzimas y, normalmente,

la insolubilizacién y pérdida de algunas propiedades funcionales en las proteinas
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alimentarias. En ocasiones, es deseable la desnaturalizacion parcial de las proteinas
alimentarias, puesto que aumenta su digestibilidad y mejoran algunas propiedades
funcionales, como la capacidad espumante o emulsionante.

La desnaturalizacién de la proteina puede ser causada por diferentes agentes,
como el calor, la presidn, fuerzas interfaciales, cizalla mecdnica, valores de pH
extremos, presencia de sales, tensioactivos y disolventes orgdnicos. El calor y la presion
son los agentes desnaturalizantes mas comunes en el procesado alimentario.

La estabilidad estructural de las proteinas se mantiene principalmente por
interacciones no covalentes, como puentes de hidrégeno, interacciones electrostaticas,
hidrofébicas y de van der Waals. Ademds, las proteinas que tienen una alta estabilidad
estructural en sistemas bioldgicos contienen normalmente puentes de azufre, puesto que
éstos reducen la tendencia a desdoblarse de la cadena polipeptidica. Los puentes de
azufre se forman cuando dos residuos de cisteina se encuentran lo suficientemente
proximos entre si con la orientacion adecuada. La presencia de puentes de azufre
intramoleculares en la estructura de una proteina contribuye a su resistencia a la
desnaturalizacién térmica y a su desdoblamiento bajo condiciones de cizalla, como las
utilizadas en la emulsificacion (Li Chan y Nakai, 1991a,b).

Los puentes de hidrégeno aparecen predominantemente en las estructuras
secundarias (hélice-a y lamina ) de la cadena polipeptidica. Los puentes de hidrégeno
entre segmentos ocurren predominantemente entre los residuos glutamina y asparragina,
como por ejemplo, en las proteinas de gluten, ricas en dichos aminoécidos.

Las interacciones electrostéticas entre grupos cargados de signo opuesto son
de gran importancia en la termoestabilidad de las proteinas, y dependen en gran medida
del pH y la fuerza i6nica.

Entre las interacciones no covalentes, las hidrofébicas son las que mayor
contribucion suponen a la estabilidad conformacional de las proteinas. Al contrario que
los puentes de hidrégeno y las interacciones electrostaticas, las interacciones
hidrofébicas son favorecidas por el aumento de la temperatura y por la entropia; la
fuerza de este tipo de interacciones aumenta con la temperatura hasta los 100°C

(Privalov y col., 1986).

1.1.4. Propiedades funcionales
Ademas de su funcion nutricional, las proteinas juegan un papel importante en

la expresion de los atributos sensoriales de los alimentos. Las preferencias alimentarias
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de los consumidores estdn basadas fundamentalmente en las propiedades organolépticas
de los alimentos, como el color, el flavor o la textura. La proteina es uno de los
ingredientes que mdas contribuye a las propiedades sensoriales de los alimentos. Por
ejemplo, las propiedades de textura de los productos de panaderia son el resultado de las
propiedades viscoeldsticas y de la capacidad para formar una masa que tiene el gluten
de trigo.

Kinsella definié a las propiedades funcionales como ‘“aquellas propiedades
fisicas y quimicas que afectan el comportamiento de las proteinas en los sistemas
alimentarios durante su procesado, almacenamiento, preparacion y consumo’ (Kinsella,
1976). Estas propiedades de las proteinas son una consecuencia de sus propiedades
fisico-quimicas tales como su tamafio, masa molecular, distribucion de carga,
hidrofobicidad, hidrofilia, estructura (primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria),
flexibidad y rigidez molecular.

Sin embargo, la prediccion del comportamiento de las proteinas en sistemas
alimentarios reales no es en absoluto una tarea trivial. Una de las principales razones de
esta dificultad es la desnaturalizacién de las proteinas durante el procesado y
preparacion de los alimentos. Una combinacién de factores como el pH, la temperatura,
el entorno i6nico o la interaccion de otros componentes del alimento (lipidos,
carbohidratos, sales,...) con la proteina puede causar en ésta cambios estructurales
impredecibles, afectando asi su comportamiento funcional.

En la tabla 1.1.4.1., se exponen las relaciones que existen entre la estructura de

las proteinas y su funcionalidad en diferentes alimentos (Damodaran, 1997).
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Fundin Tilecandsnn ARTende Tipo deprotema
Sohibilidad Hidrofilia B ebidas Proteiiae delomera
Wiz cosidad Ligacibmde agua, Sopas,caleac para ercalada, | Celating

Tarrato ¥  formm | pestres

hidro dirn drica

Ligacifm de 1211 Puentes  de  hidrogeno, | Salchichas de cate, | Protefnae dlmikoals v

hidratacidn ifmica bizcochos, pates delhewn
Bebsin de agaa e
rrowilizac i, Cames , geles, bizcochos, | Proteinas de la leche,
Crelificaciin Fonbacid de erxtrammdo | queso,pataderia del  laewo oy del
Teticnla s ailo
Cohesidn-fdhe sidn | Bteraccidn  hidrofdbica, | Camwes, salchichas , pasta, | Proteihas &l mileoals,
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hidrd geno
Ehsticidad Berarcide  hidrefdhics, | Cames panaderia Proteitas ceteales y del
Puasetites disulfurae s aile
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Ligacifm de gasas | Bteracciin ¥ Tetenciom | Productos de  panaderhs | Protefas de la lache,
yilavor hidrofibics biajos ergrasa del liewn y de cereale s
Tabla 1.1.4.1.

1.1.4.1. Interacciones proteina-agua

El agua es un constituyente esencial de toda materia viva y por supuesto
también de los alimentos. La estructura nativa que adquiere una proteina es
consecuencia directa de su interaccion con el agua que actia como disolvente. Asi, las
diferentes propiedades funcionales de las proteinas pueden verse como manifestaciones
de su interaccion con el agua.

Las moléculas de agua se unen tanto a los grupos polares como a los no
polares (hidratacién hidrofébica) de las proteinas mediante interacciones tipo dipolo-
dipolo, carga-dipolo, y dipolo-dipolo inducido.

La capacidad de hidratacion de las proteinas depende en gran medida de la
composicion de aminodcidos de la misma, de forma que cuanto mayor sea el nimero de
residuos con carga, mayor serd la capacidad de hidratacién. Normalmente, una proteina
globular puede unir alrededor de 0,3-0,5 gramos de agua por gramo de proteina cuando
la actividad acuosa (ay) es de 0,9. Esa cantidad de agua representa a la que existe en
una monocapa sobre la superficie de la proteina y que no se puede congelar. Se

denomina “agua ligada”. La capacidad de hidratacién de una proteina globular que ha
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sufrido desnaturalizacion es un 10% mayor que la proteina en estado nativo. El aumento
no es mayor porque, a pesar del desdoblamiento que ocurre en la desnaturalizacion, ain
se retiene gran parte de la estructura original.

Las condiciones de la disolucion en la que se encuentra la proteina, como el
pH, la fuerza iénica o la temperatura, afectan la hidratacion de las proteinas. La
capacidad de hidrataciéon es minima en el punto isoeléctrico de la proteina, en el que la
carga neta es cero y la interaccion proteina-proteina es maxima.

En las aplicaciones alimentarias, la capacidad de retencién de agua de una
proteina es mds importante que su capacidad de hidratacion. La capacidad de retencion
de moléculas de agua se refiere a la habilidad de una matriz proteica para absorber y

mantener agua atrapada en el interior de la estructura en contra de la gravedad.

1.1.4.2. Solubilidad

Muchas propiedades funcionales de las proteinas, como la capacidad de
espesamiento, formacion de espumas, emulsiones o geles, se encuentran afectadas por
su solubilidad. La solubilidad de la proteina estd fundamentalmente relacionada con el
equilibrio entre hidrofobicidad e hidrofilia.

La solubilidad de la proteina en soluciones acuosas depende del pH. La
solubilidad minima ocurre en el punto isoeléctrico, donde la repulsion electrostatica y la
hidratacién de los iones son minimas y la interaccion hidrofébica entre los residuos no
polares es maxima.

Las sales pueden promover la disolucion (salting-in) o la precipitacion de las
proteinas (salting-out), en funcién de la concentracién y la naturaleza de la sal
empleada, asi como de las caracteristicas fisico-quimicas de la superficie de la proteina
(Regenstein y Regenstein, 1984; Li-Chan, 1996). Asi, para proteinas con un alto
contenido en residuos hidrifilicos, a un pH alejado del pl y una fuerza idnica alta, la
solubilidad aumenta. Mientras que para proteinas con un elevado contenido de residuos

hidrofébicos, la solubilidad disminuye al aumentar la fuerza idnica.

1.1.4.3. Viscosidad y Capacidad espesante

La aceptacion por parte del consumidor de los alimentos liquidos o
semisolidos depende en gran medida de la viscosidad o consistencia del producto.

La viscosidad de las soluciones proteicas usualmente aumenta de manera

exponencial con la concentracién de proteina. Esto se atribuye a la mayor interaccion
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entre las moléculas hidratadas de proteina. Ademads, la capacidad de las proteinas para
absorber agua y aumentar de volumen afecta su viscosidad. La desnaturalizacion parcial
y/o la polimerizacion inducida por calor producen un aumento del tamafio
hidrodindmico de las proteinas, aumentando la viscosidad. La viscosidad de las
soluciones de proteinas, mp, se ve afectada principalmente por dos factores: la forma

hidrodindmica y el tamafio de las moléculas, siguiéndose la siguiente relacion:

n,, = PC(v, +,v,) (1.14.3.1)

donde B es el factor forma, C es la concentracién, v; y vy son los volimenes parciales
especificos del disolvente y la proteina, respectivamente, y d; son los gramos de agua
ligados por gramo de proteina.

Las condiciones del medio, como el pH, fuerza idnica y temperatura, afectan la
viscosidad de las soluciones proteicas. La viscosidad de las soluciones de proteinas
globulares generalmente decrece conforme el pH disminuye hacia el punto isoeléctrico
de la proteina. El aumento de la fuerza iénica normalmente produce una disminucion de

la viscosidad, ya que afecta a su capacidad de hidratacion.

1.1.4.4. Flavor

La capacidad de las proteinas para captar flavores estd relacionada con la
interaccion de flavorizantes de bajo peso molecular con pequefios huecos hidrofébicos
que hay en la superficie de la proteina. Esta capacidad serd mayor o menor en funcién
del nimero de hueco hidrofébicos. Los flavorizantes de caricter polar también pueden
unirse a la proteina mediante puentes de hidrégeno o interacciones electrostaticas.

Esta capacidad permite el uso de las proteinas como transportadores o
modificadores del flavor, aunque siempre hay que tener en cuenta que las proteinas no

tienen la misma afinidad por todos los flavorizantes.

1.1.4.5. Gelificacién

Gran parte de las caracteristicas que presentan una gran variedad de alimentos
estin determinadas por la propiedad de gelificar de las proteinas durante su
calentamiento. Por ejemplo, la textura, propiedades organolépticas, rendimiento y
calidad de productos como embutidos, quesos, yogur, tof, huevo duro y postres de

gelatina estdn vinculados a la formacion de un gel proteico.
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La gelificacion de proteinas puede producirse mediante tratamiento térmico,
pero este no es el inico método. En algunos casos la gelificacion de las proteinas ocurre
por hidrélisis enzimatica moderada, por la adicién de iones Ca*t (micelas de caseina,
proteinas de soja) y por tratamientos a altas presiones.

Los geles exhiben propiedades microestructurales y mecanicas muy diversas de
tal forma que es dificil definirlos. Segun Clark (1991), un gel es un material formado
por una red sdlida tridimensional continua “network™ que atrapa al disolvente (agua) y
lo inmoviliza.

Durante esa ‘“polimerizacion” de las proteinas en una red tridimensional, el
liquido viscoso se transforma en una matriz viscoeldstica. Sin embargo debido a que los
geles pueden presentar una estructura facil de romper, pudiendo fluir bajo la aplicacién
de fuerzas muy pequefias, una definicién estricta es muy dificil. Por este motivo, se
suelen utilizar los términos fuerte y débil (‘“‘strong and weak™) para una subclasificacion
de los geles (Clark y Ross-Murphy, 1987).

Las proteinas pueden formar dos tipos de geles: codgulos o geles tranparentes. El
tipo de gel formado por una proteina depende fundamentalmente de su composicion
aminoacidica, aunque las condiciones ambientales (pH, fuerza i6nica) también influyen.
Las proteinas con alto contenido en residuos apolares forman a menudo geles débiles
tipo codgulo, mientras que las proteinas que tienen un elevado contenido en residuos
hidrofilicos tienden a formar geles transparentes.

La estabilidad del gel formado depende de la naturaleza y numero de
entrelazamientos formados por cadena de polimero. Tedricamente, un gel serd mds
estable cuando la suma de las energias de interaccién de una cadena polimérica sea
mayor que su energia cinética a una temperatura dada. Esto explica que los geles
formados a partir de largas cadenas poliméricas sean mds estables que los formados a
partir de cadenas cortas.

Los geles proteicos son estructuras altamente hidratadas, que contienen de 85 a 98% de

agua, en funcién de la concentracién de proteina utilizada.

1.1.4.6. Emulsificacion y formacion de espumas

Muchos alimentos se presentan en forma de emulsiones o espumas, que son
sistemas bifédsicos en los que una de las fases (oleosa o gaseosa, o ambas) se encuentra
dispersa en una fase continua acuosa. Debido a que las interfases aceite/agua y aire/agua

poseen una energia muy alta, las emulsiones y las espumas se desestabilizan tan pronto
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como se forman, a menos que se aflada un agente emulsionante o espumante. Este
agente (tensioactivo o proteina) gracias a su naturaleza anfifilica se adsorbe y orienta
con los grupos lipofilicos hacia la fase apolar y los grupos hidréfilos hacia la fase
acuosa. Esta disposiciéon produce una disminucién de la tension interfacial, lo que
facilita la formacién continua de interfase conforme el sistema aceite-agua o gas-agua se
va mezclando. En general, los alimentos son sistemas multifdsicos compuestos de
proteinas, polisacaridos, grasas, agua, y otros nutrientes menores y aditivos. En funcién
de su concentracién relativa y limites de solubilidad, y de la limitada compatibilidad
termodindmica existente, los lipidos y macromoléculas aparecen generalmente como
particulas y agregados coloidales.

Las propiedades en cuanto a textura de un alimento (helados, bizcochos,...)
dependen del tamafio, forma y distribuciéon de las particulas coloidales que lo
componen.

El estado multifisico de los alimentos se debe principalmente a la
incompatibilidad termodindmica entre sus componentes principales. Las grasas tienden
a formas una fase separada a causa de su interaccion desfavorable con el agua. Debido a
la tendencia de los principales componentes alimentarios a separarse en diferentes fases,
especialmente en liquidos, los coloides alimentarios son inherentemente inestables. Su
estabilidad frente a la separacién de fases durante el almacenamiento depende del tipo

de emulsionante o espumante presente en las interfases.
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1.2. GLUTEN DE TRIGO

1.2.1. Introduccion
El gluten es el principal componente del trigo y es el responsable de la calidad
final de muchos allimentos. Especificamente, las aplicaciones del gluten son:
- Panificacion: se utiliza para incrementar la fuerza de la harina.
- Pastas: la adicién de gluten de trigo aumenta la resistencia a la coccion de las
pastas, mejora la firmeza del producto cocido y refuerza el contenido proteico.
- Embutidos: se emplea como aglutinante y homogeneizador en los embutidos
crudos y cocidos de carne o pollo
- Productos dietéticos: es utilizado como sustituto proteico de los carbohidratos en
los regimenes dietéticos
- Otros usos: cereales para desayuno, “carne vegetal”, alimentos para animales

domésticos, dietas para peces,...

El gluten de trigo posee un color amarillento y su sabor es suave respecto del
trigo. Este producto se caracteriza por ser insoluble en agua. Sus propiedades de
absorcién de agua, viscoelasticidad y termocoagulacion lo diferencian de cualquier otra

proteina vegetal.

1.2.2. Composicion del gluten

Las proteinas de reserva del trigo son tnicas en muchos aspectos, y para su
estudio, se clasificaron en un principio mediante el cldsico proceso de fraccionamiento
secuencial de Osborne en 1907, basado en la solubilidad diferencial de las proteinas de
cereales y utilizado para separarlas en cuatro grupos principales: albiminas, globulinas,
prolaminas y glutelinas. De éstas, las albiminas son solubles en agua; las globulinas
solubles en soluciones salinas diluidas; las prolaminas son solubles en soluciones
acuosas alcoholicas y las glutelinas en dcidos o alcalis. Las albuminas y globulinas son
eliminadas en el proceso de extraccion del almidén. Las prolaminas y glutelinas del
trigo reciben el nombre especifico de gliadinas y gluteninas, respectivamente, y
forman el gluten de trigo. Las gliadinas y gluteninas en conjunto son proteinas de baja
polaridad y requieren valores de pH extremos para lograr una carga efectiva sobre su
estructura molecular. Las gliadinas son proteinas monoméricas que forman s6lo puentes

de azufre intramoleculares, mientras que las gluteninas son proteinas poliméricas con
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puentes de azufre intermoleculares, aunque también estdn presentes enlaces

intramoleculares.

1.2.2.1. Gliadinas.

Las gliadinas han sido separadas en alrededor de 50 proteinas diferentes. Sin
embargo, no todos los cultivos presentan tanta variedad. Las proteinas de gliadina son
proteinas monoméricas bastante pequefas, con un peso molecular que va desde 30.000 a
unos 100.000 Da. La principal caracteristica de las gliadinas es que sus aislados resultan
bastante pegajosos. Aparentemente, son las responsables de la cohesividad que presenta
el gluten.

Mediante el uso de valores de pH 4cidos se desarrolld un sistema de
electroforesis a pH 3, empleado como método de referencia para separarlas segin su
movilidad decreciente en: a, B, Y y o- gliadinas.

Los estudios de secuenciacidon permitieron establecer la existencia de unidades
repetitivas. La similitud de estas secuencias repetitivas les confiere alta homologia, 1o
que determina propiedades fisicoquimicas similares y dificulta la separaciéon y
purificacién de componentes individuales.

Desde el punto de vista quimico, entre las gliadinas, se diferencian dos grandes
grupos: a) las ricas en azufre, que contienen residuos de cisteina formando puentes
disulfuro intracatenarios, representadas por las o, B y vy- gliadinas, con masas
moleculares entre 30 y 45 kDa; y b) las pobres en azufre, que no presentan residuos de
cisteina en su estructura primaria, representadas por las m-gliadinas, con masas
moleculares mayores, entre 50 y 60 kDa.

La estructura secundaria de las a, B y y- gliadinas se caracteriza por presentar
giros B principalmente en el extremo N-terminal. Se piensa ademds que estas proteinas
se encuentran en forma monocatenaria; la ausencia de estructura cuaternaria puede ser
debida al efecto disociante de los disolventes utilizados para solubilizarlas.

En las o-gliadinas se observa que el 75% del total de los aminoacidos esta
constituido por glutamina y prolina; esto sumado al bajo contenido en aminoacidos
basicos explica su baja movilidad electroforética en medios tipo gel; se observan
ademds numerosos giros [, con una estructura secundaria de pseudohélice,
conformacién que facilitaria la acumulacién de las gliadinas bajo una forma compacta

en los cuerpos proteicos.
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Debido a las interacciones hidrofébicas establecidas entre residuos poco polares,
las prolaminas requieren el empleo de disolventes de baja polaridad, como etanol
acuoso al 70% (v/v) o soluciones conteniendo solventes orgdnicos, dcidos o bases,
agentes desnaturalizantes o detergentes para lograr una eficiente extraccion.

Por otro lado, debe considerarse que los residuos de cisteina presentes en su
estructura primaria, producen uniones covalentes intra o intercatenarias, mediante
puentes disulfuro, estableciendo extensas mallas poliméricas de polipéptidos. Por este
motivo, para permitir una buena recuperacion de estas especies, es necesario la adicién
de agentes reductores (como el 2-mercaptoetanol o ditiotreitol) en los solventes de
extraccion. En ciertas ocasiones, es necesaria la alquilacion de los residuos cisteinilos
para prevenir la reoxidaciéon de los grupos sulfihidrilos y la reorganizacién de los
enlaces disulfuros.

Desde el punto de vista genético, los tipos a, B, Y y @ son codificados por genes
a los diferentes cromosomas. Como resultado de duplicaciones y mutaciones ocurridas
en dichos genes a lo largo de un extenso proceso evolutivo, las prolaminas expresadas
constituyen un conjunto proteico heterogéneo pero a la vez de alta homologia.

La complejidad del sistema proteico expresado en estos cereales se incrementa
ain mds por efecto del medio ambiente, pues la composiciéon de las prolaminas es
afectada tanto por el clima, como por la composicion de los suelos (contenido de azufre,
nitrégeno, fosforo,...) donde los cereales son cultivados. Esto determina variaciones

sutiles en las fracciones proteicas dentro de una variedad dada.

1.2.2.2 Gluteninas.

Las gluteninas tienen un tamafilo mucho mayor que las gliadinas, teniendo un
peso molecular medio de 3x 10° Da aproximadamente, y parecen ser las responsables
de las propiedades eldsticas del gluten (Hoseney & Rogers, 1990). Su composicién
quimica es similar a la de la gliadina (rica en prolamina y glutamina), aunque con un
ligero descenso en el contenido de aminodcidos hidrofébicos. Las gluteninas son
proteinas poliméricas que constan de dos grupos principales de cadenas de polipéptidos:
subunidades de elevado peso molecular o subunidades A (HMW-GS), con tamafio entre
80.000 y 120.000, y subunidades de bajo peso molecular (LMW-GS)., que comprenden
dos subgrupos: las subunidades B (PM: 40.000-55.000) y las subunidades C (PM:
30.000-40.000). También se ha indicado la existencia de un tercer subgrupo en las

LMW-GS, las subunidades D. La nomenclatura A, B, C y D estd basada en la velocidad
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electroforética en SDS-PAGE y representa un intento por clasificar los diferentes
componentes de este grupo de proteinas.

Las determinaciones precisas de los pesos moleculares son dificultosas debido a
su baja solubilidad y a su gran tamafio. (MacRitchie y Lafiandra, 1997)

Las subunidades de alto peso molecular, HMW-GS, consisten en tres dominios:
un domino central repetitivo, flanqueado por dos dominios no repetitivos (figura
1.2.2.2.1.). El dominio central varia considerablemente en longitud (desde 480 a 680
residuos, aproximadamente), lo que origina diferencias en los pesos moleculares de las
proteinas. Los dominios no repetitivos consisten en 81-104 residuos y 42 residuos,
respectivamente. Estos dominios contienen la mayoria o todos los residuos de cisteina,
aunque es posible encontrar residuos de cisteina de forma aislada en los dominios
repetitivos de algunas subunidades HMW-GS.

Las estructuras secundarias de las subunidades HMW-GS han sido estudiadas
usando diferentes métodos, concluyendo que los dominios repetitivos son ricos en giros
inversos [P, mientras que los dominios no repetitivos parecen consistir

predominantemente en estructuras a-hélice (Tilley, 2001).

N-terminal Repetitivo C-terminal
81-104 res. 480-680 residuos | 42 e

(¢ hélice v i -hélu:a ¥
aperiddico B-Espiral aparuﬁdm

Figura 1.2.2.2.1. Estructura de las subunidades de alto peso molecular de las gluteninas

Las subunidades de bajo peso molecular, LMW-GS, forman un grupo complejo
de proteinas que comparten la capacidad para formar puentes de azufre
intermoleculares, lo que permite su incorporacién en los polimeros de glutenina. Estas
proteinas son heterogéneas, con presencia de secuencias de aminodcidos relacionadas
con las a-, B-, y o- gliadinas, asi como secuencias con grupos especificos que son

tipicos de las LMW-GS. A partir de comparacion secuencial de aminodcidos, andlisis
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bioquimicos y modelado molecular, se ha llegado a la conclusién de que los grupos
especificos definidos como tipicos de las LMW-GS contienen un nimero y una
distribucién determinada de residuos de cisteina que les confiere la capacidad de formar
dos puentes de azufre intermoleculares con otras LMW-GS o con HMW-GS,
contribuyendo asi a la formacion de los polimeros de glutenina.

A la inversa, el nimero y distribucion de residuos de cisteina en las gliadinas les
permite s6lo formar puentes de azufre intramoleculares, por ello, son los componentes
monoméricos del gluten. Sin embargo, mutaciones que afectan al nimero de residuos de
cisteina presentes en las gliadinas pueden capacitarlas para formar puentes de azufre
intermoleculares, participando asi en la formacion de los polimeros de glutenina.
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Figura 1.2.2.2.2. Estructura del gluten

No se conoce demasiado sobre su composicidon y organizacién genética, siendo
necesaria mdas informacion para definir las contribuciones especificas de cada

componente a las propiedades del gluten (D’Ovidio y Masci, 2004).
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1.3. PROTEINAS DE SOJA

1.3.1. Introduccion

Durante mas de 2.000 afos, se han consumido en la zona este de Asia alimentos
tradicionales a base de soja, como el tofu o la leche de soja; en los paises occidentales,
en cambio, es a partir de los afos sesenta cuando la soja ha empezado a atraer la
atencion, por tratarse de una fuente proteica vegetal de alta calidad y econémica. Puede
utilizarse como ingrediente en varios alimentos gracias a sus propiedades funcionales,
como la absorcion de agua y grasa, capacidad emulsionante, de formacién de espumas,
gelificante,... Ademads, es remarcable que la FDA (Foods and Drugs Administration)
afirmara en 1999 que el consumo diario de 25 gramos de proteina de soja puede reducir
el riesgo de un paro cardiaco (Fukushima, 2004).

El principal problema en la expansion de los productos derivados de proteinas de
soja en los paises occidentales son los fuertes aromas asociados a los mismos. Estos
aromas se deben a la accion de las lipoxigenasas, las saponinas y las isoflavonas (Okubo
y col. 1992). Otra de las caracteristicas no deseables de la soja es su contenido en
proteinas alergénicas, imposibles de retirar en su totalidad por los métodos
convencionales. Actualmente, se estdn tratando de solucionar estos problemas ya sea

por métodos naturales o bien mediante la ingenieria genética.

1.3.2. Proteinas de reserva de la soja

Aproximadamente, el 90% de las proteinas de la soja existe como proteinas de
reserva, principalmente B-conglicinina y glicinina. La B-conglicinina (Koshiyama,
1965; Catsimpoolas y Ekenstam, 1969; koshiyama y Fukushima, 1976a) tiene un
coeficiente de sedimentaciéon de 7S, mientras que la glicinina (Catsimpoolas y
Ekenstam, 1969; Koshiyama y Fukushima, 1976b) lo tiene de 11S. Hay otros dos tipos
de globulinas que tiene coeficientes de sedimentacion 7S, conocidas como Y-
conglicinina y la globulina 7S bésica. Sin embargo, estas dos 7S globulinas son
componentes menores que se encuentran en muy bajo porcentaje. Las principales
proteinas de reserva de la soja, B-conglicinina y glicinina, poseen una variedad de
propiedades funcionales aprovechables para los alimentos; estas propiedades
funcionales se deben a sus caracteristicas fisico-quimicas que dependen de sus

estructuras moleculares (Fukushima, 2004).
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1.3.2.1. Estructuras basicas

La B-conglicinina es una glicoproteina y un trimero, que consiste en tres
subunidades con una masa molecular de 150-200 kDa. Las principales subunidades son
a’, oy B, y sus masas moleculares son 72, 68 y 52 kDa, respectivamente (Thanh y
Shibasaki, 1977). Las secuencias de aminodcidos de estas subunidades son similares
entre si (Hirano, 1987). Cada una de las subunidades o’y a posee un residuo de cisteina
(-SH) cerca del nitrégeno N-terminal, mientras que la subunidad f no posee ningin
residuo de cisteina (Utsumi et al, 1997). En ninguna de las subunidades existe ningin
residuo de cistina (-SS-). La P-conglicinina muestra heterogeneidad molecular,
identificindose seis especies moleculares como o’ By, o}z, aa’P, 0zf, 00’ y a3 (Thanh &
Shibasaki, 1978; Yamauchi et al., 1981). Otros estudios (Yamauchi et al, 1981) han
encontrado otras especies de 3. Los trimeros de B-conglicinina pueden sufrir asociacién
o disociacion en funcién del pH y de la fuerza i6nica de la solucién (Thanh y Shibasaki,
1979).

La glicinina es un hexdmero con una masa molecular de 300-380 kDa. Cada
subunidad estd compuesta por polipéptidos acidos (~35 kDa) y bdsicos (~20 kDa),
unidos por un enlace disulfuro (Staswick et al., 1984). En la glicinina, hay cinco
subunidades que se identifican como A;,Bj, (53,6 kDa), A;Bj, (52,4 kDa), AjpB; (52,2
kDa), AsB4B3 (61,2 kDa) y A3B4 (55,4 kDa) y que se clasifican por homologia en dos
grupos: grupo I (A;.Bin, A2Bia, AB2) y grupo II (AsB4Bs, AsB4) (Nielsen, 1985;
Nielsen et al. 1989). Cada subunidad del grupo I tiene dos residuos de cisteina y tres de
cistina, mientras que cada subunidad del grupo II tiene dos residuos de cisteina y dos de
cistina (Utsumi et al, 1997). Las subunidades de glicinina muestran polimorfismo, es
decir, hay algunos cambios en la secuencia de aminoécidos para una misma subunidad

entre diferentes cultivos de soja (Mori et al., 1981; Utsumi et al., 1987).

1.3.2.2. Propiedades fisico-quimicas

Las funciones fisico-quimicas que lleva a cabo las proteinas de soja en los
sistemas alimentarios son: solubilidad, absorcién y ligaciéon de agua, viscosidad,
gelificacion, cohesion-adhesion, elasticidad, emulsificacién, adsorciéon de grasas,
ligacion de flavor, capacidad de formar espumas, control del color,...; existe una
notable diferencia entre las propiedades fisico-quimicas entre las proteinas de cultivos

de soja diferentes.
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Estas funciones fisico-quimicas de las proteinas dependen sustancialmente de
sus estructuras tridimensionales. Las cadenas de polipéptido de las moléculas de
proteina se despliegan durante el tratamiento térmico de la soja y como resultado los
residuos de aminodcidos que se encontraban enterrados en el interior de la molécula, se
exponen a la superficie. Los residuos —SH o hidrofébicos ahora expuestos combinan las
moléculas mediante reacciones de intercambio —SH,-SS o por interacciones
hidrofébicas, respectivamente. En este caso, es importante que estos residuos activos se
encuentren presentes en un lugar accesible de la molécula. La tabla 1.3.2.2.1. muestra el
nimero de grupos —SH y —SS en cada subunidad. El mayor nimero de grupos SH en la
glicinina hace que los geles formados a partir de ésta sean mas duros y mas turbios en
comparacion con los resultantes a partir de la B-conglicinina, mientras que la mayor
hidrofobicidad y facilidad a la hora de desplegarse de ésta tltima, le confiere una mayor

capacidad emulsionante (Utsumi 1997).

Subunidad Cisteina (-SH) Cistina (-SS-)
B-conglicinina a 1 0

o’ 1 0

B 0 0
Glicinina AB 2 3

ABi, 2 3

AsBy 2 2

As A,B; 2 2

MDUtsumi et al., 1997.

Tabla 1.3.2.2.1. Nimero de residuos de cisteina y cistina en cada subunidad de B-conglicinina y de
glicinina'”
B.1. Solubilidad

Para obtener una funcionalidad O6ptima cuando se realiza una actividad
emulsionante, espumante o gelificante, es necesaria una proteina altamente soluble. Las
proteinas con baja solubilidad tienen unas propiedades funcionales y utilidades
limitadas.

Existe una variedad de harinas de soja con distintas solubilidades en funcién del
uso que se le piense dar. El tratamiento térmico, aunque necesario para eliminar flavores
y componentes antinutricionales indeseables, insolubiliza rdpidamente a las proteinas de
soja. Asi, la duracién y la intensidad del tratamiento determinardn las propiedades

funcionales de la proteina resultante.
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El pH y la fuerza idnica del disolvente acuoso tienen un efecto bastante
significativo sobre la solubilidad de las proteinas. Las proteinas de soja muestran el
clasico perfil de solubilidad frente al pH, con un punto isoeléctrico en torno a 4,5

(Kinsella, 1979).

B.2. Emulsificacion

El aislado de proteina de soja actiia como un tensioactivo macromolecular a la
hora de estabilizar emulsiones aceite en agua (O/W) en productos alimenticios, como
sopas, salsas o blanqueantes de café. A pesar de su importancia comercial, el
conocimiento sobre las propiedades emulsionantes de las proteinas de soja es escaso en
comparacién con el existente sobre sus propiedades gelificantes. Kato y col. (1983)
demostraron que la capacidad emulsionante de la B-conglicinina es mucho mejor que la
mostrada por la ovoalbimina, y peor que la mostrada por la k-caseina o la B-
lactoglobulina.

Rivas y Sherman (1983a, 1983b, 1984a, 1984b) demostraron que la B-conglicinina
presenta mejores propiedades emulsionantes que la glicinina y que la proteina de soja
obtenida por precipitacion con acido.

La diferencia sustancial entre la B-conglicinina y la glicinina a la hora de reducir
la tension interfacial puede ser atribuida a sus caracteristicas quimicas y estructurales.
La B-conglicinina es més hidrofébica y tiene menor peso molecular que la glicinina, es
por ello que puede adsorberse mas rdpidamente que ésta en la interface. Ademds, la
redisposicion de los aminodcidos de la glicinina en la interface puede ser lenta, debido
a la presencia de enlaces disulfuro inter e intramoleculares. La repulsion entre
moléculas cargadas en la proximidad de la interfase puede también retardar la
adsorcioén de la glicinina en mayor medida, debido a su elevada carga neta.

Las propiedades emulsionantes de las proteinas estdn intimamente ligadas a la
conformacién de las moléculas adsorbidas en la interfase aceite/agua y a las
interacciones que entre ellas se producen. La desnaturalizacién interfacial de la B-
conglicinina y la glicinina y la consiguiente interaccién entre ellas puede ser un proceso
complicado en comparacion al que ocurre con proteinas monoméricas (Utsumi y col.,

1997).
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1.3.2.3. Estructuras tridimensionales

La secuencia de aminodcidos completa de las subunidades de las proteinas de
reserva de la soja fue determinada a principios de los afios ochenta, sin embargo, por
problemas relacionados con su cristalizacién, hasta hace poco no ha sido posible un
andlisis de la estructura mediante rayos X. En la tabla 1.3.2.3.1. aparecen los
contenidos en estructura secundaria de la B-conglicinina y de la glicinina, determinados

por rayos X y por dicroismo circular (DC).

B-conglicinina Glicinina

Rayos X DC Rayos X DC
a-hélice 10 5 8 5
B-estructura 33 35 36 35
Estructura desordenada 57 60 56 60

DFukushima, 2004

Tabla 1.3.2.3.1. Contenidos porcentuales de estructuras secundarias correspondientes a las moléculas de
las proteinas de reserva de la soja'”
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1.4. PROTEINAS DE LA ALGARROBA

1.4.1. Introduccion

El algarrobo (Ceratonia siliqua) es un arbol de origen mediterraneo (Avallone y
col., 1997, Yousif y Alghzawi, 2000). En muchos paises drabes se utiliza su fruto para
preparar bebidas y dulces tipicos. En los paises occidentales se extraen las semillas de la
vaina de la algarroba para confeccionar una harina que se tritura y tuesta y se la utiliza
como sustituto del cacao (Yousif y Alghzawi, 2000). Estas semillas se utilizan también
en la industria alimentaria por su contenido de gomas (Avallone y col., 1997).

La principal aplicaciéon de la algarroba europea es la de obtenciéon de goma
garrofin (LGB). La harina de germen de algarroba se puede obtener como subproducto
una vez que se ha separado el endospermo, del que se obtiene la LGB. Las harinas de
algarrobas contienen proteinas en cantidad menor que las semillas de otras leguminosas
como la soja. Es normal, ya que estas harinas son el resultado de la molienda de las
vainas y de las semillas. El contenido proteico de las semillas es superior llegando a
competir con los valores de la soja.

La composiciéon quimica de la algarroba europea ha sido estudiada por algunos
investigadores (Binder y col., 1959, Calixto y Canellas, 1982). Se la utiliza para la
elaboraciéon de edulcorante por su alto contenido de azicar (= 50%). La harina de la
vaina (Avallone y col., 1997) coniene un 45% carbohidratos, 3% proteina y 0.6%
lipidos, mientras que la harina de germen y la de semilla contienen mas lipidos y menos
hidratos de carbono.

Debido a sus caracteristicas la harina de algarroba se puede calificar como un
ingrediente natural y saludable que puede reemplazar eficientemente en muchos

alimentos al polvo de cacao.

1.4.2. Similitudes y diferencias con el gluten de trigo

Existen diferentes estudios sobre el algarrobo (Avallone y col., 1997, Yousif y
Alghzawi, 2000), aunque la mayoria se centran en la harina proveniente de la pulpa o de
la vaina completa (90% de pulpa, 10% de germen), que no poseen un contenido tan
elevado de proteina como el aislado utilizado en este estudio.

La mezcla de proteinas insolubles en agua que se aisla del germen de algarroba,
obtenido como subproducto en la obtencién de la goma de garrofin, se denomina

“caroubin” (Wang y col., 2001; Feillet y col., 1998), y suponen el 50% del peso total de
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la harina del germen. La caroubin es una mezcla de un gran ndmero de proteinas de
diferentes tamafios y grados de polimerizacion, con pesos moleculares que van desde
mads de un millén a varios miles. El 78% de la proteina tiene un peso molecular entre 65
y 1000 kDa (Feillet y col., 1998). Al hidratarse, la caroubin puede formar una masa, que
presenta ciertas similitudes en cuanto a sus propiedades reoldgicas con la masa formada
por el gluten de trigo. La composicién de aminodcidos de la caroubin difiere del gluten
en que contiene mds arginina, dcido aspdrtico y lisina, y menos cistina, fenilalanina y
prolina. Tanto en la proteina de algarroba como en el gluten de trigo existen altos
niveles de 4cido glutdmico. Al afiadir agua a la proteina, se consigue una masa
homogénea antes con la caroubin que con el gluten. Ademads, la caroubin (3,17 g de
agua/g de proteina) parece absorber méds agua por unidad de peso que el gluten (1,86 g
de agua/g de proteina) (Wang y col., 2001).

El aumento de temperatura parece tener un mayor efecto sobre la proteina del
algarrobo que sobre el gluten, puesto que aquella absorbe més agua al calentarse; el
aumento de la absorcién de agua al calentar se explica debido a que un aumento de la
temperatura hace que se rompan los puentes de hidrégeno, abriéndose la estructura
secundaria de la proteina, haciéndose mds accesibles grupos polares. El calentamiento
de la proteina caroubin totalmente hidratada da lugar a un proceso de agregacion
irreversible, por el que se forma estructura ldmina 3 a partir de estructura a-hélice o
desordenada.

Wang y col. (2001) mediante técnicas espectroscOpicas analizaron la proteina
del algarrobo, encontrando dos picos de misma intensidad correspondientes a
estructuras o-hélice y ldmina-B, que no se ven afectados de gran manera por la
hidratacién. Parece ser que la caroubin o proteina del algarrobo presenta una estructura
mads ordenada y estable que el gluten de trigo.

Debido a las similitudes que presentan el gluten y la proteina del
algarrobo, se ha investigado la posible sustitucion del gluten por la caroubin en la
formulaciéon de alimentos (Wang y col., 2001). El principal motivo para sustituir al
gluten seria la intolerancia que ciertas personas presentan al gluten, no digiriendo

alimentos en los que éste se encuentre presente (enfermedad celiaca).
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1.5. CASEINA

1.5.1. Introduccion.

Existen principalmente dos tipos de proteinas en la leche, que pueden ser
separados en funcién de su solubilidad a pH 4,6 a 20°C. En estas condiciones, algunas
de las proteinas precipitan; éstas son las caseinas. Las proteinas que permanecen
solubles a pH 4,6 se conocen como proteinas del suero o serum. (Fox y Kelly, 2004)

Inicialmente, la caseina se utilizaba solamente con aplicaciones industriales
(pegamentos, plésticos,...) y era esencialmente un subproducto de menor importancia
econdmica. Hoy dia, en cambio, es una de las principales proteinas alimentarias
funcionales. Las principales aplicaciones de las caseinas son los andlogos de quesos,

como emulsionantes en productos cdrnicos y varios alimentos dietéticos.

1.5.2. Heterogeneidad de las caseinas
La caseina no es una proteina homogénea. Mellander (1939) demostré6 mediante
electroforesis que la caseina precipitada en su punto isoeléctrico es heterogénea y
consiste en tres proteinas, a-, B- y y-caseinas, representando el 75, 22 y 3% del total de
la caseina, respectivamente.
En realidad la a-caseina es una mezcla de tres proteinas: oy;-, 0~ y K-caseinas.
Las a-caseinas son sensibles al calcio, mientras que las k-caseinas no lo son, puesto que
solo tienen un residuo fosfato, el cual liga los cationes débilmente. (Fox y Kelly, 2004)
En la leche bovina se encuentran cuatro tipos diferentes de caseina, o, 02, By
K, en una proporcion aproximada de 4:1:4:1 (Swaisgood 1982; Dalgleish, 1997). Cada
una de las caseinas presenta microheterogeneidad, por una o varias razones, por lo que
las caseinas forman un grupo muy heterogéneo:
- Variacion en el grado de fosforilacion
- Variacion en el grado de glicosidacion en el caso de la k-caseina
- Sustituciones de aminodcido controladas genéticamente, que conducen a
polimorfismo genético
- Formacién de polimeros con enlaces disulfuro en el caso de las ag- y k-caseinas,
que contienen dos residuos de cisteina, que forman enlaces intermoleculares, lo
que las hace menos flexibles que las ag;- y B-caseinas

- Proteolisis por proteinasas (como la plasmina)
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1.5.3. Propiedades moleculares

Las caseinas son proteinas bastante pequefias, con una masa molecular de 20-25
kDa, lo que probablemente contribuye significativamente a su alta estabilidad. Las
caseinas, especialmente la -caseinas, tienen un alto contenido en prolina. La presencia
de un elevado nivel de prolina previene la formacion de a-hélices, [dminas-f y giros-f.

Son bastante solubles en agua, a pesar de su alto contenido en aminodcidos
apolares. Esto se debe al alto contenido en grupos fosfato, al bajo nivel de aminoacidos
azufrados y al alto contenido en carbohidratos de la k-caseina (Chen, 2002). Ademds,
son relativamente hidrofébicas y tienen, en particular, una elevada hidrofobicidad
superficial debido a sus estructuras abiertas. Diferentes estudios indican que las caseinas
poseen bajos niveles de estructura secundaria y terciaria (tienen poca estructura o-
hélice, elevados volimenes hidrodindmicos y no presentan temperatura de
desnaturalizacién), aunque algunos cdlculos tedricos sugieren la posibilidad de que
posean cierto grado de estructuracion. Se ha sugerido que mds que una ausencia de
estructura secundaria, las caseinas poseen estructuras muy flexibles e inestables
(‘reomorficas’). Esta ausencia de estructuras secundarias y terciarias estables hace que
las caseinas sean estables frente a agentes desnaturalizantes (calor o urea), y contribuye
a su alta actividad superficial. Esto confiere a las caseinas unas buenas propiedades
emulsionantes y espumantes.

Las estructuras primarias de las cuatro caseinas bovinas, y de sus principales
variedades genéticas, son conocidas (Swaisgood, 2003). Estas estructuras primarias
revelan que contienen muchos residuos de aminodcidos hidrofébicos con cadenas
laterales apolares. Una distribuciéon desigual de estos aminodcidos resulta en
terminaciones y zonas hidrofébicas. Las - y k-caseinas son proteinas anfipdticas, que
poseen terminaciones hidrofilicas e hidrofébicas y que, por tanto, son especialmente
adecuadas para su uso como emulsionantes. Entre las diferentes fracciones, la -caseina

es la mas hidrofébica y la ag-caseina es la més hidrofilica. (Chen, 2002).

1.5.4. Caseina micelar

Las caseifnas en la leche existen como particulas coloidales (50-500 nm), que
tienen una fuerte tendencia a formar grandes agregados macromoleculares. Incluso en
solucidn, especies individuales de caseinas muestran una fuerte tendencia a asociarse

consigo mismas; la B-caseina, que es una molécula anfipatica con una cabeza hidrofilica
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y una cola hidrofdébica, forma micelas como las formadas por los tensioactivos, con una
concentraciéon micelar critica entre 0,3 y 0,7 mg/ml, dependiendo del pH, la fuerza
i6nica y la temperatura (Rollema 1992). Las og-caseinas forman largos polimeros de
moléculas individuales, mientras que las k-caseinas polimerizan via interacciones entre
terminaciones C-hidrofébicas de moléculas individuales, y por enlaces disulfuro
intermoleculares.

Las micelas de caseina tienen generalmente una forma esférica, con un didmetro
en torno a 50-500 nm y una masa dentro del intervalo 10° a 3-10° Da. Estas micelas
tienen un alto grado de empaquetamiento y estdn altamente hidratadas, ligando
alrededor de 2 g de agua por gramo de proteina. La porcidn seca de las micelas consiste
en un 94% de proteina y un 6% de otros materiales, principalmente calcio y fosfato, con
pequenas cantidades de magnesio y citrato, y trazas de otros metales como zinc. La
parte no proteica de las micelas, referida generalmente como fosfato célcico coloidal
(CCP), tiene una gran influencia en las propiedades y comportamiento de las micelas.
Las oy;-, 05- y B-caseinas precipitan a una concentracién de calcio superior a 6mM; la
insensibilidad de la k-caseina al i6n Ca®* permite que, a pesar de que en la leche bovina
hay una concentracion en este i6n de alrededor de 30mM, no se produzcan
precipitaciones debido a que las k-caseinas estabilizan al resto de las caseinas formando

un tipo de estructura cuaternaria, lo que se conoce como ‘caseina micelar’.

1.5.4.1. Estabilidad de las micelas

Las micelas son estables a procesos de compactacion, homogeneizacion y a la
alta concentracién de iones Ca”* (hasta al menos 200 mM); sin embargo hay ciertos
procesos que pueden desestabilizar o afectar las propiedades de las ‘caseinas micelares’.
La mayoria de los productos lacteos se producen bien produciendo su desestabilizacion
(quesos, leches fermentadas,...), bien previniéndola (productos congelados, secos o

tratados térmicamente).

a) Acidificacion

La disminucién del pH de la leche tiene bastantes implicaciones para las
propiedades fisico-quimicas de las ‘caseinas micelares’. Los cambios en las
‘caseinas micelares’ al bajar el pH son producidos en parte por los cambios en el
contenido en CCP de las micelas. Las unidades de CCP pueden ser disueltas y

separadas de las micelas mediante acidificacion en frio, seguida de dialisis. El
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mismo resultado se obtiene mediante la adicién de una agente secuestrante (ej.:
citrato, oxalato). Todo el CCP esta disuelto a pH 4,9. A la inversa, el contenido en
CCP de las ‘caseinas micelares’ puede aumentarse al aumentar el pH de la leche, y
posterior dialisis.

Como resultado de la solubilizacién del CCP y de la disociacién de las
diferentes especies de caseinas, la reduccion del pH resulta en una desintegracion
gradual de las ‘caseinas micelares. Eventualmente, debido a la reduccién de carga
neta negativa sobre las ‘caseinas micelares’ (que, por tanto, conduce a la reduccién
de las fuerzas repulsivas intermicelares), a la reducida hidratacién de la caseina en
el rango de pH 4,6-5,4 y al aumento de fuerza idnica del serum (al aumentar la
concentracion en iones calcio y fosfato), las fuerzas de agregacion empiezan a
dominar sobre la tendencia a la disociacidn, teniendo lugar la gelificacion, que
comienza normalmente alrededor de pH 5,2.

Por tanto, la agregacion o gelificacion de las caseinas ocurre cuando el pH se
reduce a su punto isoeléctrico (4,6), bien por acidificaciéon con un dcido mineral o
bien por fermentacién in situ de lactosa a 4cido lactico por una bacteria. La
precipitacion de la proteina en su punto isoeléctrico es un proceso dependiente de la

temperatura, que no ocurre a temperaturas por debajo de 5-8°C.

b) Hidrélisis de la k-caseina por enzimas proteoliticos (Coagulacién rennet de la
leche)

Desde hace bastante tiempo se sabe que el tratamiento de la leche con
extractos que contienen NaCl provenientes del estomago de mamiferos neonatales
(‘rennets’) produce su coagulacién; El principal agente activo en la especie bovina
es el enzima proteolitico, quimosina, con pequefias cantidades de pepsina.

La quimosina coagula la leche en un proceso de dos etapas. En la primera
etapa, el C-terminal hidrofilico de la k-caseina (CMP) se separa por hidr6lisis del
enlace peptidico Phe;jos-Meto¢ de la region N-terminal y se difunde hacia el serum.
Esta pérdida de la superficie de las micelas, las desestabiliza por una disminucion
del potencial de superficie (zeta) y por una pérdida de estabilizacion estérica.

Una vez hidrolizado un nivel critico de k-caseina (~80%), empieza la
segunda etapa, no enzimadtica, de la coagulacién, que ocurre s6lo a temperaturas
superiores a 18°C y en presencia de una concentracion critica de calcio. En esta

etapa se produce una agregacion de las micelas deficientes en CMP, primero en
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cadenas y, finalmente, en condiciones quiescentes, en una red tridimensional tipo
gel (Fox y Nelly, 2004).

La rennet caseina obtenida por este método es insoluble en agua o dlcali,
pero puede disolverse afadiendo agentes secuestrantes de calcio, como los

polifosfatos. (Chen, 2002).
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1.6. TEMPERATURA DE TRANSICION VITREA

1.6.1. Introduccion

Ademads de los estados termodindmicos cldsicos (cristales, liquidos y gases),
existen otros estados (mesomorficos) de gran importancia practica. Los polimeros
presentan una serie de particularidades a nivel molecular: pueden tener una estructura
quimica irregular, y no cristalizar ni fundir, presentando otras transiciones de fase. Estas
transiciones cambian las caracteristicas sensoriales del polimero.

Virtualmente, todos los polimeros presentan una transicion vitrea a una
temperatura T, por encima de la cual el polimero se reblandece. Esta transicion estd
asociada microscépicamente con el comienzo de movimientos moleculares cooperativos
de largo alcance. Aparte de estas transiciones, se dan otros cambios en algunas
propiedades mecdnicas, térmicas, dieléctricas y moleculares, como consecuencia de un
cambio en los estados de la asociacién molecular y su dindmica.

El estado vitreo de un polimero amorfo es el estado del sistema en el que el
movimiento de las distintas cadenas se encuentra paralizado, de forma que sélo
determinados movimientos locales, como rotaciones de grupos laterales, son posibles.
La temperatura de transicion vitrea (conocida también como glass transition) puede
definirse como la temperatura a la que ocurre la transicién desde este estado vitreo a
otro estado gomoso en el que los movimientos moleculares son posibles. Esta
temperatura puede medirse mediante diversas técnicas (reologia, calorimetria,
dilatometria). Debido a que la T, se define cinéticamente, esta temperatura disminuird
con la escala de tiempo de la medida, es decir, aumentard al aumentar la frecuencia.

Existen aditivos, denominados plastificantes, que reducen el valor de la T, de un

polimero, aumentando su flexibilidad, permitiendo un procesado mas facil.

1.6.2. El agua como plastificante de biopolimeros

La adicién de agua disminuye el valor de la temperatura de transicion vitrea, al
ser un plastificante bastante efectivo en los biopolimeros. Un plastificante se caracteriza
por un bajo peso molecular y aumenta el volumen libre del sistema en una cantidad que
depende de su fraccion volumétrica y de la diferencia T-Tgp,, donde Tgp s la temperatura
de la glass transition del plastificante.

Existen modelos tedricos que relacionan la T, de una mezcla homogénea con las

concentraciones y propiedades termodindmicas de los componentes puros (T, y/o AC,,
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cambio en la capacidad calorifica especifica a la T,). El modelo de Gordon-Taylor
(ecuacion 1.6.2.1.) es aplicable a sistemas binarios (componente alimentario y agua u

otro plastificante).

_WT, +kW,T,,
CT W kW,

(1.6.2.1.)

donde W es la fraccidn en peso, k es una constante, proporcional al efecto plastificante,
y los subindices 1 y 2 se refieren a los dos componentes de la mezcla.

Por el contrario, el modelo de Couchman-Karasz (ecuacion 1.6.2.2) se ha
utilizado para sistemas multicomponentes (por ejemplo, componente alimentario, agua
y otro plastificante). La ecuacién de Couchman-Karasz (Couchman y Karasz, 1978)
interpreta el efecto plastificante del agua sobre varios biopolimeros partiendo de una
base termodindmica, asumiendo una continuidad de la entropia configuracional en la T,
ademds de una completa inmiscibilidad y la ausencia de toda cristalinidad o

entrecruzamiento:

- _WAC,T, +WAC,.T,,
“ T WAC, +W,AC,,

(1.6.2.2)

donde W y AC, son, respectivamente, la fracciéon en peso y la diferencia entre las
capacidades calorificas entre los estados vitreo y gomoso en la T,, y los subindices 1 y 2
se refieren a los dos componentes de la mezcla. La ecuaciéon de Couchman-Karasz es
equivalente a la de Gordon-Taylor con k igual al cociente entre los incrementos de las
capacidades calorificas (ACp2/ACp). El modelo de Couchman-Karasz requiere el valor
de AC, para el agua, lo cual es objeto de considerable debate, por lo que la ecuacion de

Gordon-Taylor es la que mas se utiliza para el estudio de mezclas binarias.

1.6.3. Teorias de la temperatura de transicion vitrea

Generalmente, las teorias que explican el estado vitreo estdn basadas bien en
conceptos termodindmicos, o bien en el concepto del volumen libre. La funcién
plastificante de diluyentes de bajo peso molecular se entiende mds facilmente mediante
este ultimo concepto. Por encima de la T, el volumen libre aumenta linealmente con T-

T,
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a) Teoria del volumen libre

La teoria del volumen libre, desarrollada en un principio por Eyring, introduce
este concepto para describir la viscosidad de los liquidos como una energia de
activacion para la velocidad de difusion. Aunque no hay ninguna regla establecida para
calcular este volumen libre, estas cavidades o huecos son condiciones necesarias para el
comienzo de un movimiento molecular coordinado. La teoria proporciona relaciones
entre los coeficientes de expansiéon por debajo y por encima de la T, y desarrolla
ecuaciones que relacionan los movimientos viscoeldsticos con las variables de tiempo y
temperatura.

La ecuacion de Williams-Landel y Ferry (WLF) es una relacion analitica entre la
viscosidad del polimero fundido y el volumen libre. Esta ecuaciéon es muy general: no
asume ninguna estructura quimica especifica, aparte de la de un polimero amorfo lineal
por encima de la T,. La teoria cinética de la glass transition considera la respuesta
molecular y macroscOpica a lo largo del tiempo. Se dice que el material se encuentra en
el estado vitreo si el nimero de huecos y sus respectivas posiciones espaciales se
mantienen constantes y fijas, es decir, si las moléculas son incapaces de dejar su
posicion para ocupar uno de los huecos. Esta teoria cinética define la T, como la
temperatura a la que el tiempo de relajacion para los movimientos de los distintos
segmentos de la principal cadena polimérica es del mismo orden de magnitud que la
escala de tiempo del experimento. Por tanto, esta teoria estd relacionada con la
velocidad a la que el sistema se aproxima al equilibrio, teniendo en cuenta los

movimientos respectivos de los huecos y de las moléculas (Cesaro y Sussich, 2001).

b) Teorias termodindmicas

Las teorias termodindmicas introducen la nocién de equilibrio y las condiciones
para una verdadera transicion de segundo orden, aunque a escalas de tiempo
infinitamente largas. La teoria postula la existencia de una transicion de segundo orden,
a la que la transicion vitrea se aproxima como a un limite, a medida que las medidas se
llevan a cabo mds lentamente. Esta teoria predice con €xito la variacién de T, con el
peso molecular, la densidad de entrecruzamiento, contenido de diluente y otras
variables.

Aunque existen muchas teorias que tratan de explicar la vitrificacién, ninguno de
los modelos conceptuales propuestos ha descrito satisfactoriamente los fenémenos

observados.
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Se pueden enunciar las siguientes reglas empiricas, que combinan préctica y teoria:

- El valor experimental de T, aparece progresivamente a temperaturas mas bajas
conforme el experimento se lleva a cabo a més bajas velocidades

- Un tiempo suficiente para alcanzar el equilibrio termodindmico es necesario en
muchas reacciones simples

- Los cambios que ocurren en el estado conformacional de la cadena polimérica
principal tienen lugar mucho mds lentamente (cerca de la T,) que la mayoria de
los otros procesos moleculares que a menudo se dan como ejemplo de simple
equilibrio

- En caso de existir un verdadero valor de T, en equilibrio, éste debe ser un valor

menor que el observado en experimentos de corta duracién

1.6.4. Relajaciones moleculares por debajo de la T,

Aunque el estado vitreo se caracteriza por la ausencia de movimientos
moleculares de gran escala, todavia son posibles movimientos locales (transiciones
secundarias) por debajo de la T,. Estos movimientos implican a movimientos parciales
(oscilaciones o rotaciones parciales) de pequefios segmentos de la cadena polimérica, y
no se detectan por métodos calorimétricos o dilatométricos, puesto que no producen un
cambio en la energia o el volumen del sistema. Por ello, propiedades fisicas de otro tipo
deben ser estudiadas, principalmente por técnicas basadas en oscilaciones periddicas.
Asi, el comportamiento tipicamente viscoeldstico de los materiales poliméricos puede
ser cuantificado por determinacion de la componente eldstica (de almacenamiento) y de
la componente viscosa (de pérdidas). Medidas de estas cantidades en funcién de la
temperatura, en el intervalo de frecuencias adecuado, muestran invariablemente picos de
relajacién a una temperatura de transicion caracteristica. Mds de un proceso de
relajacion se detecta usualmente junto al proceso de transicion vitrea mediante métodos
dindmicos-mecanicos. Estas transiciones se indican mediante letras griegas: el simbolo
o se asigna a la transicion vitrea y los simbolos B y y a las transiciones que ocurren
conforme la temperatura disminuye.

Experimentalmente se ha demostrado que la mayoria de las relajaciones
secundarias en los polimeros vitreos son consecuencia de isomerizaciones que ocurren
en la conformacién de pequenas secciones de las cadenas principales o de cadenas
laterales. Su cinética puede ser descrita por un modelo segtn el cual las conformaciones

estables estdn separadas por una barrera de potencial (comportamiento tipo Arrhenius).
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Los movimientos moleculares que causan las relajaciones secundarias en los
polimeros vitreos se han dividido en los siguientes tipos (Heijboer, 1976):
1. Movimientos locales de la cadena principal, asumiendo rotaciones de hasta seis
grupos alrededor de los enlaces co-lineares en los dos extremos del segmento
2. Rotaciones de las cadenas laterales alrededor del enlace que une el grupo a la
cadena principal
3. Movimientos internos alrededor de la cadena lateral

4. Movimientos moleculares del diluente, o afectados por el mismo

Ademas de las relajaciones moleculares secundarias que tienen lugar por debajo
de la T,, un endotermo por debajo de la T, se encuentra frecuentemente cuando los
biopolimeros o carbohidratos son calentados en un calorimetro diferencial de barrido
(Gidley y col., 1993). Cuando el material se calienta y enfria, este endotermo no aparece
en el re-calentamiento inmediato, aunque apareceria manteniéndolo un tiempo a una
temperatura por debajo de la T,. Este endotermo se asocia frecuentemente a un evento
de relajacién entdlpica (Farahnaky y col., 2005). Este se deberia a una redisposicién de
la estructura al calentar, que tiene lugar en un intervalo de temperaturas relativamente

estrecho.

1.6.5. Técnicas para la medida de la T,
1.6.5.1. Dilatometria

La dilatometria, en la que la expansién de un sistema vitreo inmerso en un fluido
no plastificante (como el mercurio) es medida en un intervalo de temperaturas, es uno
de los métodos para medir la T, (Sperling, 1986). El aumento en el volumen especifico
V (volumen por unidad mdsica, m’kg") de un sistema vitreo con el aumento de la
temperatura muestra, conforme se acerca a la temperatura de transicidon vitrea, un
cambio apreciable en la pendiente que refleja la diferencia en el coeficiente de
expansién térmica volumétrico o (m’kg'K') entre los estados vitreo y gomoso
(Sperling, 1986).

Entre los problemas que puede presentar esta técnica se encuentra la usual
inclusion de aire y la falta de control en las velocidades de calentamiento/enfriamiento

(Farhat, 2004).
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1.6.5.2. Calorimetria

Cuando un material es calentado desde su estado vitreo, un cambio en la entalpia
H (J kg), semejante al que ocurre en el volumen especifico descrito anteriormente,
tiene lugar a la T,, originando un cambio en la capacidad calorifica especifica C (J kg
K"), también referida como Cp, ya que en la mayoria de los estudios, se mantiene una

presion aproximadamente constante.

o,
Wkg'E"]
gomoss  liguido

vitreo

T‘1 T TR

Figura 1.6.5.2.1. Cambios de la entalpia (H) y la capacidad calorifica especifica (C,) alrededor de la T,
(Farhat, 2004)

Estos cambios se utilizan a menudo para registrar la transicion vitreo-gomoso
mediante métodos como la calorimetria diferencial de barrido (DSC), que es la técnica
mas ampliamente utilizada para la determinacion de la T, (Laye, 2002). La muestra,
normalmente unos pocos miligramos, es sellada en un plato especial, usualmente de
aluminio o de acero inoxidable.

Los termogramas de DSC se representan a menudo como una repesentacion del

flujo calorifico (dg/dt W) versus temperatura. Una calibracién adecuada utilizando un
material de capacidad calorifica especifica conocida, como el zafiro, permite la
representacion de la capacidad calorifica especifica absoluta versus la temperatura.
El valor de la T, medida depende de la escala de tiempo del ensayo, que en el caso del
DSC puede variarse a través de la velocidad de calentamiento. La mayoria de las
determinaciones de la T, mediante DSC se realizan a velocidades de calentamiento
entre 10-20°C/min y normalmente la T, aumenta linealmente con la velocidad de
calentamiento (Kalichevsky y col., 1993; Mizuno y col., 1998)

A menudo el primer calentamiento de los sistemas vitreos, en funcion de su T, y
su historia térmica, presenta un endotermo, debido a la relajacién entdlpica asociada con
el envejecimiento fisico de los sistemas vitreos (Lourdin y col., 2002 Farhat). Como
esta relajacion entdlpica generalmente no es reversible en la escala de tiempo de los
ensayos de DSC, la temperatura de transicion vitrea se caracteriza mejor a partir de un

segundo calentamiento. El uso de técnicas de DSC modulado pueden evitar este
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solapamiento entre los fenoémenos reversibles (como la Tg) y los no reversibles

(relajacion entélpica).

1.6.5.3.Reologia
Las propiedades mecdnicas de un sistema vitreo cambian en gran manera
conforme la temperatura aumenta por encima de la T,. A continuacion se indican dos

posibles técnicas para la determinacion de la T,:

Andlisis dinamo termomecdnico, DMTA:

El andlisis dindmico mecdnico es una de las técnicas reoldgicas mds
comunmente utilizadas en la determinacién de la T, de polimeros a partir del cambio en
sus propiedades viscoeldsticas (relajacion o) (Wetton, 1986; Price, 2002). La medida de
los médulos de Young elésticos y de pérdidas (E> y E”> o G y G’) a lo largo de un
intervalo de frecuencias, normalmente 0,01 y 100 Hz, puede ser llevado a cabo en
diferentes modos (bending o flexidn, tensidn, cizalla, compresion), siendo el bending el
mds utilizado. La temperatura de transicién vitrea se toma usualmente como la
temperatura a la que empieza el descenso en el mddulo elédstico 0o, mds a menudo, como
la temperatura a la que se produce un pico en la tangente de pérdidas, tan o (tan 6 =
E”/E).

Una de las principales desventajas de esta técnica es que la muestra debe tener
una geometria determinada, lo que para la mayoria de los alimentos requiere un
prensado y/o corte que podria interferir con cualquier informacién relacionada con la

historia térmica.

Analizador de Transicion de Fases (PTA):

Para la medida de la T, se puede utilizar un equipo basado en un reémetro
capilar de cdmara cerrada, conocido como PTA (Phase Transition Analyser), en el que
la compresibilidad de materiales en forma de polvo es medida en funcién de la
temperatura a una presion constante. El dispositivo registra el desplazamiento del piston
que aplica la presion sobre la muestra en funcion de la temperatura (figura 1.6.5.3.1.). El
principio de la transicién vitreo-gomoso se caracteriza por un desplazamiento
pronunciado conforme las particulas vitreas pasan a ser mds compresibles a la

temperatura Ts.
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Una vez superada la Ty, y ya compactada totalmente la muestra, se cambia la
base cerrada por otra con un orificio de unos 2 mm de didmetro y se continua el
calentamiento, detéctandose mediante el transductor de desplazamiento el flujo de la

muestra a través del orificio cuando se alcanza la denominada temperatura de flujo, Tt.
g o | A U

I 3
Pl rara KN

Figura 1.6.5.3.1. A) Compactacién de la muestra durante la T,; B) Flujo durante la T

La figura muestra un ejemplo del tipo de resultados obtenidos con el PTA: se
registra el desplazamiento conforme se calienta la muestra. La T,, indicada por el
movimiento de la muestra, resulta de un ablandamiento del material y ocurre
normalmente durante un intervalo de temperaturas. La T, determinada por el PTA se
corresponde con el punto medio entre el principio y el final del desplazamiento. La
temperatura de flujo, Tt (T}, en la figura) indicada por el flujo de la muestra a través del

orificio, es detectada por el transductor de desplazamiento (Plattner y col, 2001).

Desplazarenta (mm)
o om
o

Temperatiara (A7)

Figura 1.6.5.3.2. Resultado tipico obtenido a partir del PTA

1.6.5.4. Otras técnicas

Las técnicas anteriormente descritas son las mds utilizadas, pero existen muchas
otras técnicas que se han utilizado en el estudio de la transicidn vitrea, particularmente a
través de su efecto sobre la relajacién molecular y movilidad. Las mds comunes son las
basadas en medidas dieléctricas, en resonancia magnética nuclear (RMN) o en

resonancia del spin del electrén (Farhat, 2004).
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1.7. EMULSIONES

1.7.1. Caracteristicas generales

Una emulsion consiste en dos liquidos inmiscibles (normalmente, agua y aceite),
uno de los cuales se encuentra disperso en forma de pequenas gotas esféricas en el otro.
En la mayoria de los alimentos, los didmetros de las gotas suelen tener un orden entre
0,1 y 100 um (Dickinson y Stainsby, 1982; Dickinson, 1992; Walstra, 1996a, b). Las
emulsiones pueden ser convenientemente clasificadas de acuerdo con la distribucion de
las fases oleosa y acuosa. Un sistema en el que hay gotas de aceite dispersas en una fase
acuosa se denomina emulsién aceite en agua o emulsion O/W (Oil in Water), como, por
ejemplo, mayonesa, leche, crema, sopas o salsas. Un sistema que consiste en gotas de
agua dispersas en una fase oleosa se conoce como emulsiéon agua en aceite o emulsion
W/O (Water in Oil), como por ejemplo, la margarina o la mantequilla. La sustancia que
se encuentra en forma de gotas en la emulsién es lo que se conoce como fase dispersa o
interna, mientras que la sustancia que conforma la fase en la que las gotas de esa fase
interna se encuentran dispersas se denomina fase continua o externa. Ademds, existen
emulsiones polifasicas o multiples, llamadas asi por contener la fase interna otra fase
dispersa en ella (O/W/O o W/O/W).

La concentracion de las gotas en una emulsién se describe usualmente en
términos de fracciéon en volumen de la fase dispersa (®). El proceso por el cual dos
liquidos inmiscibles pasan a formar una emulsién, o mediante el cual se reducen las
gotas de una emulsioén preexistente, se conoce como homogenizacién. En la industria
alimentaria, este proceso se suele llevar a cabo utilizando dispositivos mecéanicos
denominados homogeneizadores, que someten a los liquidos a una intensa agitacion
mecdanica.

Es posible formar una emulsién por homogeneizacién de aceite y agua puros,
pero las dos fase se separardn rapidamente, originando un sistema con dos capas, una
superior de aceite (de menor densidad), y otra inferior de agua (de mayor densidad).
Esto se debe a que las gotas tienden a la agregacion cuando chocan entre si, lo que
conlleva a una completa separaciéon de fases. La fuerza motora de ese proceso es el
hecho de que el contacto entre las moléculas de aceite y agua es energéticamente
desfavorable (Israelachvili, 1992), por lo que las emulsiones son sistemas
termodindmicamente inestables. Sin embargo, es posible formar emulsiones

cinéticamente estables (metaestables) durante un periodo de tiempo razonable (dias,
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semanas, meses O afios) mediante la inclusién de sustancias conocidas como
emulsionantes ylo agentes espesantes antes de la homogeneizacion. Los emulsionantes
son moléculas superficialmente activas que se adsorben en la superficie de gotas recién
formadas durante la homogeneizacién, formando una membrana protectora que
previene la agregacion de las gotas. La mayoria de los emulsionantes son moléculas
anfifilicas (es decir, tienen regiones polares y no polares en la misma molécula). Los
emulsionantes mds comunes en la industria alimentaria son proteinas anfifilicas,
tensioactivos de bajo peso molecular y fosfolipidos. Los agentes espesantes son
ingredientes utilizados para aumentar la viscosidad de la fase continua de la emulsidn,
aumentando la estabilidad al retardar el movimiento de las gotas. Los agentes
espesantes mds habituales en la industria alimentaria son los polisacaridos. Un
estabilizante es cualquier ingrediente que puede ser utilizado para aumentar la
estabilidad de una emulsién y, por tanto, puede ser ya un emulsionante o un agente
espesante.

Se puede considerar la formacién de una emulsién como un proceso que consta
de tres etapas (Halling, 1981):

1. Division de la fase interna en gotas

2. Adsorcion de las moléculas de la sustancia emulsionante en la superficie

interfacial recién creada
3. Divisién de las gotas en otras mds pequefias, acompaiiada, en parte, de

recoalescencia.

La formacién de una emulsién puede ocurrir de diversas formas. Generalmente,
se consigue mediante la aplicacién de energia mecanica. En primer lugar la interfase
debe ser deformada en una extension tal que permita la formacién de las gotas. Estas
gotas son por lo general demasiado grandes, por lo que deben ser rotas en otras mas
pequenas. Los dos pasos criticos en la emulsificacion son la ruptura de gotas y su

coalescencia, ambas favorecidas por una intensa agitaciéon (Walstra y Smulders, 1997).

1.7.2. Principios fisicos de la emulsificacion

El tamafio de las gotas producidas durante la emulsificaciéon depende de un
balance entre dos procesos fisicos opuestos: ruptura y coalescencia de gotas. Durante el
proceso de homogeneizacion, en las primeras etapas, se producen gotas de gran tamaio.

Posteriormente, estas gotas se dividen en otras menores. La ruptura de las gotas estd
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determinada por un balance entre fuerzas interfaciales, que tienden a mantener a todas
las gotas unidas, y las fuerzas de ruptura generadas en el homogeneizador, que tienden a
mantenerlas separadas (Walstra, 1993).
s
)
.| | Rotura da

" golas

<, Adsorcion rapida:
s Eslabilizacisn

e S

Figura 1.7.2.1. Balance entre rotura y coalescencia de gotas durante la emulsificacién

Adsorcion lenta: "“
Coalescencia |

Las gotas de una emulsion tienden a ser esféricas, debido a que esta forma
minimiza el contacto, energéticamente desfavorable, entre las dos fases (Hunter, 1986;
Everett, 1988). Tanto cambiar la forma de las gotas, como dividirlas en otras mas
pequeias, incrementa esta drea de contacto, por lo que requiere la aplicacion de energia.
La fuerza interfacial responsable de mantener la gota con una forma esférica se debe a
la Presion de Laplace (APy), que actia a través de la interfase, hacia el centro de la gota,
de manera que existe mayor presion dentro de la gota que fuera. Esta presion se define

con la siguiente expresion:

AP, ==~ (1.7.2.1)

donde vy es la tension interfacial entre el aceite y el agua y d es el didmetro de la gota.

Para romper una gota durante la emulsificacion, es necesario aplicar una fuerza
externa que sea significativamente superior a la fuerza interfacial (Walstra, 1996a) y
que se prolongue el tiempo necesario para deformar y producir la ruptura (Stone, 1994;
Karbsteins y Schubert, 1995).

Las fuerzas de ruptura que actdan sobre una gota durante la emulsificacion
dependen de las condiciones de flujo durante el proceso y del tipo de homogeneizador
usado (Phipps, 1985; Walstra, 1993).

El perfil de flujo de una emulsién dentro de un homogeneizador es generalmente

extremadamente complejo y, por lo tanto, dificil de modelizar matematicamente
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(Phipps, 1985). Es por este motivo que no es fécil calcular con precision las fuerzas de
ruptura que una gota experimenta durante la emulsificacion. Sin embargo, es posible
efectuar una simplificaciéon considerando condiciones de flujo simples similares a
aquellas que se producen en el emulsificador (Gopal, 1968; Walstra, 1983,1993;
Williams y col., 1997).

La susceptibilidad de las gotas de la emulsién a la ruptura se caracteriza por el
nimero de Weber (We) que corresponde al cociente entre las fuerzas de ruptura y las
fuerzas interfaciales (Walstra, 1983). Las gotas se rompen cuando el nimero de Weber
excede un valor critico (alrededor de la unidad) que depende de las caracteristicas

fisicas de ambas fases.

1.7.3. Variables influyentes en la emulsificacion

Para analizar el efecto de las variables sobre la emulsificacién se puede realizar
un control sobre una serie de pardmetros clave, que determinen las propiedades de las
emulsiones; entre ellos, se consideran el tamafio y la distribucién de tamafos de gota de
la emulsién resultante y sus propiedades reoldgicas (Halling, 1981).

Las principales variables relacionadas con el proceso de emulsificacion son:

1. Tipo y geometria del emulsificador. Existen numerosos tipos de emulsificadores,
cada uno mds adecuado para una serie de aplicaciones y un rango de sistemas
determinados, en funcion, principalmente de la viscosidad de ambas fases. El tipo de
emulsificador empleado determina principalmente el tamaiio y distribucion de tamafios
de gota de las emulsiones (McClements, 1999).

Por otra parte, la geometria de las turbinas o agitadores, afecta a la eficiencia n la

ruptura de las gotas de aceite durante la emulsificacion (Sanchez y col., 1998).

2. Concentracion y tipo de emulsionante. La presencia de emulsionantes en el medio
durante el proceso de emulsificacion, favorece la ruptura de las gotas y conduce,
generalmente, a un descenso del tamafio de gota de las emulsiones, ya que hace
descender la tension interfacial y previene la recoalescencia de las gotas. Estos
fendmenos estdn determinados por las caracteristicas y el tipo de emulsionante
empleado.

La efectividad de un emulsionante en reducir el tamafio de gota, estd
determinada fundamentalmente por dos propiedades: su velocidad de adsorcién en la

interfase (Schubert y Armbruster, 1992) y la resistencia a la coalescencia de la capa
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interfacial que forma, que depende de sus propiedades estructurales y fisico-quimicas
(Walstra, 1983; McClements, 1999). Por otra parte, el proceso de adsorcién en la
interfase consta de dos etapas: difusién en el medio continuo y adsorcion. Cada una de

estas etapas estd gobernada por una cinética distinta (Dagorn-Scaviner y col., 1987).

3. Propiedades y composicion de ambas fases. La composicion y las propiedades fisico-
quimicas de las fases acuosa y oleosa influyen en el tamafo de gota obtenido durante la
emulsificaciéon (Phipps, 1985). Modificaciones en el tipo de aceite o de fase acuosa
alteran la relacion de viscosidades entre las fases dispersa y continua, de la que depende
el tamafio minimo de gota que se puede alcanzar en condiciones estacionarias con unas
condiciones dadas (Braginsky y Belevitzkaya, 1996). Ademds, las propiedades
reoldgicas de ambas fases juegan un papel decisivo en los mecanismos de flujo
implicados durante la emulsificacién, asi como en la facilidad con que las gotas se
rompen como consecuencia de una deformacion aplicada por el emulsificador
(McClements, 1999). Por otra parte, la tension interfacial depende tanto del tipo de
aceite, ya que éste puede contener diferentes tipos de impurezas superficialmente
activas o diferente estructura molecular, como de la composicién de la fase acuosa, que
puede contener una amplia variedad de componentes, como minerales, dcidos, bases,

azucares, sales, burbujas de gas,... (Walstra, 1983; Banks y Muir, 1988).

4. Fraccion en volumen de fase dispersa. Logicamente, una gran fracciéon de fase
dispersa necesita mds energia para reducir el tamafio de gota, pero aunque este
parametro ejerce cierta influencia en el proceso de emulsificacion y en la propiedades
de la emulsion formada, el pardmetro que influye mas significativamente en éstos es la
relaciéon entre la concentraciéon de emulsionante y la fracciéon en volumen de fase

dispersa (Djakovic y Dokic, 1977; Halling, 1981).

5. Energia aplicada. En general, un aumento de la energia aplicada al sistema, produce
un descenso del tamafio de gota, asociado con un aumento de la viscosidad de la
emulsion y de sus propiedades viscoelasticas, lo que se traduce en una mayor
estabilidad (Halling, 1981; Franco y col., 1995a, 1995b).

Sin embargo existen ocasiones en que un incremento de la energia aplicada sobe
una valor critico, puede producir el efecto contrario, debido a un excesivo
calentamiento o exposicion del sistema a elevadas presiones. Este hecho es

particularmente relevante en el caso de emulsiones estabilizadas por proteinas y por
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tensioactivos de bajo peso molecular que tienden a formar una estructura tipo gel en el
medio continuo, en los que una agitacién excesiva puede conducir a una destruccién de
la estructura (Gallegos y col., 1996).

Por otra parte, al incrementar excesivamente la energia de emulsificacion, se
favorece en mayor grado el proceso de coalescencia que tiene lugar durante la

emulsificacion, simultdneamente a la ruptura de gotas (Franco y col., 1995b, 1998).

6. Temperatura de emulsificacion. La temperatura influye en el proceso de
emulsificacion de diferentes formas. En principio, el uso de elevadas temperaturas
genera tamaios de gota menores al aumentar la solubilidad del emulsionante y provocar
una reducciéon en la tensioén interfacial, aunque también puede producir el efecto
contrario, ya que puede favorecer la recoalescencia de gotas ya formadas (Sanchez y
col., 2000), favorecida por una disminucién de la viscosidad de ambas fases (Gallegos y
col., 1996) y un aumento de la movilidad de las gotas.

Por otra parte, en el caso de emulsiones estabilizadas mediante proteinas, un
aumento de la temperatura afecta a la hidrofobicidad de éstas, induciendo un cierto
grado de desnaturalizacién, favoreciendo consecuentemente la formacién de
interacciones entre gotas y mejorando las propiedades reoldgicas de las emulsiones

(Franco y col., 1998).

7. Tiempo de emulsificacion. Un aumento de la duraciéon de la emulsificacién en
operaciones discontinuas, o del nimero de recirculaciones, en operaciones continuas,
provoca un descenso del tamafio de gota, asi como de la polidispersion de la
distribucioén (Franco y col., 1995b), pero la velocidad con que esto ocurre desciende
rdpidamente. Esto es debido a que bajo unas determinadas condiciones de
emulsificacion, existe un cierto tamafio de gota que no puede reducirse, por lo que
prolongar la emulsificacién més tiempo, ademas de costoso, puede resultar ineficaz, ya
que la pelicula interfacial puede deteriorarse, provocando un descenso en la estabilidad
de la emulsion recién formada. Ademads, un tiempo de emulsificacion excesivo puede
conducir a un calentamiento de la emulsién, provocando los efectos comentados en el

anterior apartado.

8. Protocolo de preparacion. La forma de afadir las fases y el emulsionante influyen en
el proceso de emulsificacion (Hall y Dawson, 1940). Asi, algunos autores han

demostrado que es posible emulsificar més cantidad de aceite si el mezclado se efectia
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de forma intermitente que si se realiza en continuo. Afiadiendo lentamente esta fase,

también se consiguen mejores resultados (Robinson, 1924).

Por tanto, la optimizacién del proceso de emulsificacién deberia realizarse en
tres etapas. En primer lugar, la seleccion del equipo, el cual determina el mecanismo de
ruptura de gotas. En segundo lugar, la eleccién de un emulsionante adecuado y en
concentracion 6ptima y, finalmente, optimizacion de las condiciones de procesado, tales

como tiempo de residencia, velocidad de agitacién o temperatura.

1.7.4. Tipos de homogeneizadores
Existen diferentes tipos de dispositivos de homogeneizadores para la
produccion de emulsiones alimentarias. Cada uno de estos dispositivos tiene sus propias
ventajas y desventajas, y es mds apropiado para uno u otro tipo de material. La eleccion
de un homogeneizador particular depende de si la emulsion estd siendo hecha a escala
industrial o de laboratorio, del equipo disponible, del volumen de material a
homogeneizar, la naturaleza de los materiales de partida, la distribucién de tamafios de
gota deseada, las propiedades fisico-quimicas requeridas del producto final, y el coste
de la compra y el mantenimiento del equipo.
A continuacién, se muestran los emulsificadores mds empleados en la

actualidad en la industria alimentaria:

1. Mezcladores simples y agitadores

Los liquidos a homogeneizar se sitian en un recipiente adecuado, provisto de un
agitador que rota a alta velocidad (tipicamente de 20 a 2000 rpm).

Una rédpida rotaciéon del agitador genera una combinacion de gradiente de
velocidad longitudinal, rotacional y radial en los liquidos, que rompe la interfase,
favorece que los liquidos se mezclen y divide las gotas formadas en otras menores
(Fellows, 1988). En el mercado se encuentran disponibles un gran nimero de diferentes
tipos para diferentes situaciones (paletas, hélices, turbinas,...).

En general estos homogeneizadores se emplean normalmente como
premezcladores, puesto que producen emulsiones relativamente groseras, que a
continuacién se llevarian a otro dispositivo mds efectivo. Sin embargo, son comunes a

escala de laboratorio.
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2. Molinos coloidales

Los molinos coloidales se utilizan ampliamente en la industria alimentaria para
homogeneizar liquidos de viscosidad media a alta.

Generalmente se utilizan para reducir el tamafio de gota de una emulsién ya
formada, mediante agitacion intensa a elevadas velocidades. La emulsion se alimenta al
molino y fluye a través de un estrecho hueco a través de dos discos: un disco rotatorio
(rotor) y otro estdtico (estator). La rdpida rotacién del rotor genera un esfuerzo de
cizalla que provoca la ruptura de las gotas en otras de menor tamafio.

La intensidad del esfuerzo de cizalla se puede variar alterando el espesor del
hueco entre el rotor y el estator, la velocidad de rotaciéon o utilizando superficies

rugosas o dentadas (Gopal, 1968).

3. Homogeneizadores de alta presion

Como los molinos coloidales, son mas efectivos reduciendo el tamafio de las
gotas de una emulsién ya formada que creando una emulsiéon directamente a partir de
dos liquidos separados (Pandolfe, 1991, 1995).

Estos homogeneizadores disponen de una bomba que suministra la presion
requerida y una valvula especial provista de un resorte que constituye un orificio por el
que se hace pasar la mezcla a elevada presion (10-40 MPa) (Rees, 1967).

Al atravesar la vdlvula, la emulsion inicial experimenta una combinacién de
intensa cizalla y condiciones de flujo cavitacional y turbulento que provoca la ruptura
de las gotas de gran tamafio en otras menores (Phipps, 1985). Para ello, se ha disefiado
una gran variedad de vélvulas para diferentes aplicaciones.

Algunos dispositivos comerciales emplean un proceso en dos etapas, donde la
emulsion se hace pasar a través de dos valvulas consecutivas. Se utilizan ampliamente
en planta piloto y a escala industrial pero rara vez en laboratorio y normalmente con
sustancias poco viscosas (< 0,2 Pa - s) (Rees, 1967).

4. Homogeneizadores ultrasonicos

Este tipo de emulsificadores emplea ondas ultrasonicas de elevada energia que
genera intensos gradientes de cizalla y presion dentro del material, lo que hace que las
gotas se rompan, debido principalmente a efectos cavitacionales.

Existen diferentes formas de generar ondas ultrasénicas: sistemas mecanicos,
osciladores magnetostrictivos y osciladores de cristal piezoeléctrico. Generalmente, sélo

se utilizan los sistemas mecdnicos para generar emulsiones. Se usan frecuentemente en
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estudios de laboratorio pero los resultados son poco reproducibles a escala superior

(Walstra, 1983).

5. Inyectores.
En estos dispositivos, la fase interna se inyecta directamente en la fase continua
a través de un orificio cilindrico donde se rompen las gotas (Richardson, 1950). Existen
dos variantes: inyeccion a presion o sin ella. Se suelen emplear a escala de laboratorio.
En este caso, el tamafio y la distribucién de tamafios de gota dependen de la
velocidad de inyeccion, del tamafio y el disefio de la boquilla dispersante, de la

viscosidad de ambas fases y de la tension interfacial.

1.7.5. Estabilidad de emulsiones

El término “estabilidad de una emulsion” se refiere a la capacidad de una
emulsion a resistir cambios en sus propiedades a lo largo del tiempo: cuanto més estable
es una emulsion, menos cambian sus propiedades con el paso del tiempo. Una emulsién
pude desestabilizarse a través de diferentes tipos de procesos fisico-quimicos, La
desestabilizacion fisica resulta en una alteracion en la distribucion espacial o en la
organizacion estructural de las moléculas, como el cremado, la floculacion, la
coalescencia, la inversién de fases o la maduracion de Ostwald; mientras que la
oxidacidn o la hidrdlisis son ejemplos comunes de desestabilizacion quimica.

Para que una emulsion sea cinéticamente estable debe tener una energia de
activacion significativamente mayor que la energia térmica del sistema (xT).

Anteriormente se comentdé que si agua y aceite puros fueran agitados
conjuntamente, una emulsién se formaria temporalmente, volviendo rdpidamente a
formarse dos fases separadas. Esto se debe a que la energia de activacion entre el estado
emulsionado y el estado no emulsionado es muy pequeiia. Por lo que para crear una
emulsion cinéticamente estable durante un periodo de tiempo razonablemente largo, es
necesaria la presencia de un emulsionante o un agente espesante que origine una energia
de activacion suficientemente grande para prevenir la desestabilizacion. Por tanto, el
papel que juegan los emulsionantes y los espesantes en la estabilidad de una emulsion

es de gran importancia.
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1.7.5.1.Fuerzas que actian entre las particulas
a) Movimiento Browniano. Este término hace referencia a un movimiento traslacional y
rotacional cadtico, provocado por la agitacion térmica, inherente a las particulas.
Conduce a una distribucién al azar de las particulas y puede originar choques entre
ellas, debido a los sucesivos acercamientos y alejamientos que desencadena.
b) Fuerzas gravitacionales. Debido a la diferencia de densidad entre ambas fases y
mediante la accion de fuerzas gravitacionales, se produce un movimiento ascendente de
la fase de menor densidad, generdndose un gradiente de concentracion de esta fase a lo
largo de la muestra, lo que provoca finalmente la ruptura de la emulsién mediante un
proceso de desestabilizacion que se conoce como ‘“‘cremado”.
c) Fuerzas hidrodindmicas. Para que dos gotas vecinas se acerquen y se unan, deben
superar la resistencia del fluido que las rodea, ya que éste debe excluirse del hueco entre
las gotas, venciendo la friccion con la superficie de éstas, lo que hace que el coeficiente
de difusion efectivo de las gotas por el medio continuo sea menor (Davis y col., 1989).
d) Interacciones de van der Waals. Las interacciones intermoleculares de van der Waals
tienen su origen en la atraccion entre moléculas que han sido polarizadas
electrénicamente o por orientacion. Ademds de actuar entre moléculas individuales,
éstas también puedan actuar entre cuerpos macroscOpicos, que contengan un gran
nimero de moléculas, tales como gotas de una emulsién (Hiemenz, 1986).
e) Interacciones hidrofobicas. Las interacciones hidrofébicas se manifiestan cuando la
superficie de las gotas tiene un cierto grado de caricter no polar, ya sea porque no estén
cubiertas totalmente por emulsionante o porque el emulsionante tenga algunas zonas no
polares expuestas en la fase acuosa. Consecuentemente, debido a que la interaccion
entre sustancias no polares y el agua es termodindmicamente desfavorable, el sistema
intenta minimizar esta drea de contacto mediante la agregacion de gotas (Israelachvili y
Wennerstrom, 1996; Alaimo y Kumonsinski, 1997).
f) Fuerzas electrostdticas interparticulares. Las gotas de muchas emulsiones tienen
superficies cargadas eléctricamente, debido a la adsorciéon de emulsionantes idnicos o
que son susceptibles de ser ionizados (proteinas, polisacdridos o tensioactivos). Las
particulas también pueden adquirir carga eléctrica por la adsorcion en la interfase de
pequeios iones o por friccion (Alexander y Johnson, 1949).

Normalmente, todas las gotas estdn estabilizadas por el mismo tipo de
emulsionante, por lo que tienen la misma carga eléctrica. Consecuentemente, las

interacciones electrostiticas entre gotas son repulsivas, por lo que juegan un papel
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importante en la prevencion del acercamiento de gotas y la desestabilizacién de las
emulsiones.

Helmhotlz (1879) introdujo el concepto de doble capa eléctrica, suponiendo que
la carga en las particulas de un coloide se debia a una distribucién desigual de los iones
en la interfase particula-agua. Si la particula posee carga, los iones de carga opuesta
existentes en un medio polar se alinean paralelamente formando una doble capa de
cargas (figura 1.7.5.1.1.a.).

Gouy y Chapman (Gouy, 1909, 1910; Chapman, 1913) propusieron que la doble
capa, debido a la movilidad de los iones es difusa (figura 1.7.5.1.1.b.), es decir que la
capa i6nica exterior posee una densidad eléctrica de forma que el potencial decrece

exponencialmente con la distancia:
Y=Y, exp(—kx) (1.7.5.1.1.)

donde vy es el potencial en la superficie y x es el reciproco de la distancia desde la gota
a un plano que contiene la mayor parte de la carga, de forma que el 1/ se puede

considerar como el espesor de la doble capa difusa. El pardmetro x viene dado por la

/47[6'2 n.z2 (1.75.1.2)
K= L
&KT

donde n; es el nimero de especies con carga z; por centimetro cibico de disolucién, T es

siguiente expresion:

la temperatura absoluta, K, la constante de Boltzmann, e, la carga elemental y ¢, la
constante dieléctrica del medio.

Finalmente, Stern (1924) propuso un modelo en el que la doble capa estd
dividida en dos zonas, una de espesor aproximadamente igual al de un ién, que
permanece fija a la superficie interfacial donde hay, por tanto, una caida marcada de
potencial y una segunda difusa que se extiende hasta una cierta distancia, con un

descenso gradual de potencial hacia la masa del fluido (figura 1.7.5.1.1.c.).
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Figura 1.7.5.1.1. Representacién de la doble capa eléctrica segiin (a) Helmholtz, (b) Gouy y
Chapman, (c) Stern

Teoria DLVO

La aproximacién cldsica para la descripcion de las interacciones entre las gotas
de una emulsion estabilizadas por su carga corresponde a la teoria DLVO, llamada asi
por los cuatro cientificos que la propusieron: Derjaguin, Landau, Verwey y Overbeek
(Hiemenz, 1986; Hunter, 1986; Derjaguin y col., 1987; Derjaguin, 1989). Esta teoria
asume que la interaccidn global entre un par de gotas de una emulsion es el resultado de
las interacciones atractivas de van der Waals y las interacciones repulsivas

electrostaticas:
W(h) = WVDW(h) + Welectrostéticas(h) (1.7.5.1.3.)
Hamaker (1937) fue el primero en describir la energia potencial de atraccidn,
wypw(h), entre dos esferas de igual radio r separadas una distancia h, asumiendo que las

fuerzas atractivas podrian computarse mediante la adicién de las fuerzas de dispersion

entre las moléculas de cada particula:

W (=" Am |27 ), 2r° o A (175.14)
er 6 |\h*+4rh) \ h*+4rh+4r h* +4rh+4r°

donde Ajy; es la funcién de Hamaker para las gotas de emulsion (medio 1) separadas

por un liquido (medio 2). El valor de la constante de Hamaker puede calcularse usando

métodos matemdtico distintos, uno microscopico y otro macroscépico (Mahanty y
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Ninham, 1976). Cuando las gotas se encuentran muy cerca (h <« r), la ecuacién anterior
puede ser simplificada considerablemente:

— A7 (175.15)
Wypy (h) = Tl;:

La constante de Hamaker depende de la naturaleza del medio continuo y de las
particulas, fundamentalmente del nimero de dtomos por unidad de volumen y de la
polarizabilidad.

Normalmente, la energia atractiva calculada de esta forma estd sobreestimada,
fundamentalmente a largas distancias, debido al tiempo necesario para la propagacion
de la radiacion electromagnética, resultando un debilitamiento de wypw(h), conocido
cono efecto de retardacion (Schenkel y Kitchener, 1960).

Anélogamente, Hogg y col., (1966) propusieron la siguiente expresion analitica

para el potencial de repulsion electrostético entre dos esferas del mismo radio:

—Kx

(g//01 +y2 n(i-e™ )} (1.7.5.1.6.)

1+
electrmmnm ( ) 7_)|: 01'/102 ln

donde K = «k(r;+12)/2 es el reciproco del espesor de la doble capa de Debye-Hiickel, ¢, la
constante dieléctrica del medio y yo;, el potencial superficial de una esfera de radio r;.
La dependencia de estos potenciales con la distancia entre dos gotas se esquematiza en
la figura 1.7.5.1.2..

Como se ilustra en esta figura, el potencial de interaccién de van der Waals es
siempre negativo, a todas las distancias, ya que se trata de una fuerza de tipo atractivo,
mientras que el potencial de interaccion electrostitica siempre es positivo.

El potencial global exhibe un comportamiento mas complejo, debido a que es la
suma de dos interacciones opuestas, y puede ser atractiva a unas distancias y repulsivas
a otras.

Cuando las gotas se encuentran separadas a una elevada distancia, no existe

interaccion efectiva entre ellas.
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Figura 1.7.5.1.2.. Evolucién del potencial entre gotas, de una emulsién donde las fuerzas dominantes son
las atracciones de van der Waals y las repulsiones electrostaticas

Al disminuir progresivamente la distancia entre ellas, la atraccion de van der
Waals domina inicialmente y aparece un minimo en el perfil del potencial, que se
conoce como minimo secundario. Si este minimo es suficientemente pronunciado como
para superar la energia térmica (V >> KT), las gotas floculan formando agregados
relativamente débiles. Estas particulas floculadas pueden redispersarse facilmente por
medios mecdnicos o por el reajuste de la concentracién de electrolito, ya que en este
caso la floculacién es reversible.

A una separacion menor entre las gotas, las interacciones electrostaticas
repulsivas dominan y aparece un maximo de potencial (Vn.x) que las gotas deben
superar para acercarse aun mas.

La magnitud de este mdximo de potencial constituye la barrera energética para la
coalescencia. Si ésta es pronunciada ni la energia cinética suministrada a las gotas ni el
movimiento Browniano provocan la coalescencia. Si, por el contrario, es inferior a KT,
el movimiento Browniano puede causar la union de las gotas.

Si el maximo de potencial no es lo suficientemente elevado (V. >> KT) las
gotas caen en otro minimo de potencial, que se conoce como minimo primario, aunque
éste no es un minimo en el sentido matemadtico de la palabra, puesto que dV/dR —
cuando R — 0. Cuando dos particulas se acercan lo suficiente para caer en el minimo
primario de potencial se produce una floculacidon irreversible, dando lugar a la

coalescencia.
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La magnitud de V. es facilmente modificable mediante la fuerza idnica; una
fuerza idnica baja se corresponde con un potencial de barrera elevado y un minimo
secundario inexistente, por lo que la emulsion es estable (Cheng, 1987). Por el
contrario, una fuerza i6nica elevada da lugar a una inestabilidad por coalescencia ya que
practicamente no existe barrera energética. Por este motivo, muchas emulsiones
estabilizadas electrostdticamente experimentan una pronunciada agregacién de gotas
cuando se afiade sal a la fase acuosa (Hunt y Dalgleish, 1994, 1995; Demetriades y col.,
1997).

Por otra parte, la carga eléctrica de muchos emulsionantes depende del pH de la fase
acuosa. Por ejemplo, la carga de gotas estabilizadas por proteinas, desciende al
acercarse el pH a su punto isoeléctrico, lo que reduce la magnitud de las repulsiones
electrostaticas. Este hecho justifica la tendencia de gotas de emulsiones estabilizadas
mediante proteinas, a agregarse cuando el pH se ajusta cerca del punto isoeléctrico de

las proteinas (Demetriades y col., 1997).

g) Interacciones estéricas. Las emulsiones pueden estabilizarse, ademds de mediante
repulsiones electrostéticas entre las capas de emulsionante que rodean a las gotas, como
se describe en el apartado anterior, mediante moléculas de emulsionante no cargadas
superficialmente (Dickinson y Stainsby, 1982; Dickinson y col., 1992).

Este es el caso de emulsiones que contienen moléculas de naturaleza polimérica
adsorbidas en la interfase, en las que las interacciones estéricas modifican la cinética de
floculacion (Heller y Pugh, 1954; Hirtzel y Rajagopalan, 1985).

Muchos de los emulsionantes empleados en la industria alimentaria son de
naturaleza polimérica: las proteinas son polimeros de aminoécidos, los polisacdridos son
polimeros de azicares, muchos emulsionantes no idnicos tienen grupos polares que son
polimeros de oxietileno..., por lo que las interacciones estéricas constituye un
mecanismo de estabilizaciéon de emulsiones muy comun.

La conformaciéon de un emulsionante polimérico en la interfase depende del
numero, tipo y secuencia de mondmeros en su cadena. En general, el emulsionante
tiende a adoptar la conformacion interfacial que minimiza la energia libre del sistema,
que, en la practica, estd dominada por efectos hidrofébicos (Damodaran, 1989). De esta
forma, las pequefias moléculas de emulsionante se disponen de forma que las cadenas
hidrocarbonadas se introducen en la fase orgdnica, orientando los grupos hidrofilicos

hacia la fase acuosa.
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Los polimeros flexibles forman segmentos situados paralelamente a la superficie
interfacial y ciclos y colas perpendiculares a dicha superficie (Lyklema, 1968). Estas
estructuras dotan a la gota de mayor estabilidad debido a que cuando las gotas se
aproximan, la movilidad de las cadenas poliméricas se restringe, disminuyendo la
entropia del sistema que tiende a oponerse mediante repulsion entre las gotas (figura
1.7.5.1.3.).

Figura 1.7.5.1.3. Disposicién de los polimeros en la interfase: (a) colas, (b) ciclos, (c) cadenas

Finalmente, los polimeros compactos, como las proteinas globulares,
inmediatamente después de la adsorcidn, tienden a adoptar una orientacién que
maximiza el contacto entre sus grupos hidrofébicos y la fase orgdnica (Damodaran,
1989; Dickinson y McClements, 1995; Dalgleish, 1996), modificando su conformacion.

La presencia de moléculas de naturaleza polimérica adsorbidas en la superficie
de las gotas afecta significativamente al potencial total de interaccion, por lo que la
energia potencial total calculada a partir de la teoria DLVO, debe modificarse
incluyendo un tercer sumando que represente las interacciones estéricas

Las interacciones estéricas surgen cuando las gotas se acercan hasta el punto en
que sus capas de emulsionante se superponen. Este tipo de interaccion estd dividida en

dos contribuciones aditivas (Hiemenz, 1986; Hunter, 1986):

Westéricas = Weldsticas T Wmezcla (1.7.5.1.7.)

El primer término, el término elastico, tiene su origen en la comprension de la
capa superficial que se produce cuando dos gotas entran en contacto (figura 1.7.5.1.4.).
La segunda contribucién surge de la interpenetracion de las cadenas poliméricas de dos

gotas vecinas y se representa por el término de mezcla, Wmecia-
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.o

Compresion

Al disminuir progresivamente la distancia entre las gotas, el término que
participa en primer lugar es el término de mezcla, ya que en este caso las gotas estdn lo
suficientemente cerca como para que penetren unas capas de polimero en otras, pero sin
que existe compresion de éstas. Las interacciones de mezcla pueden ser atractivas o
repulsivas, dependiendo de la naturaleza del medio continuo y de la temperatura
(Napper, 1977).

En cambio, las interacciones eldsticas siempre son repulsivas. Por este motivo, al
disminuir la distancia entre las gotas hasta el punto en que ambas componentes
intervienen, la interaccion total siempre es repulsiva (McClements, 1999).

Ademas, la presencia de macromoléculas en la interfase modifica el término de
energia potencial relativo a las repulsiones electrostdticas, Vg, al producirse una
redistribucion de iones alrededor de las gotas y un aumento del espesor de la capa
superficial (Tadros y Vincent, 1983). Por otra parte, las interacciones atractivas de van
der Waals también aumentan a medida que aumenta el espesor de la doble capa.

Las condiciones necesarias para que la estabilizacion estérica sea efectiva se

pueden resumir en tres puntos (Tadros y Vincent, 1983):

1. Recubrimiento total de la superficie de la particula por el polimero. Si la
concentracion de polimero es insuficiente, un mismo polimero puede
adsorberse a la superficie de dos gotas distintas, formando un puente que
hace que las gotas floculen (Dickinson, 1989). Ademads, algunas de las
regiones no polares quedarian expuestas a la fase acuosa, lo que conduciria a

interacciones hidrofébicas entre las gotas.

61



1.6. Emulsiones

2. El polimero debe estar adsorbida a la particula, pero con una serie de
fragmentos en el seno de la fase continua, de forma que se consiga un
espesor de pelicula importante.

3. Los segmentos que sobresalen deben tener afinidad por la fase continua

1.7.5.2. Mecanismos de desestabilizacion
1.7.5.2.1. Separacion Gravitacional

En general, las gotas de una emulsion tienen diferente densidad que el liquido
que actiia como fase continua, por lo que existe una fuerza gravitacional neta sobre las
mismas. Si las gotas tienen menor densidad que la fase continua, tendrdn tendencia a
ascender. Este proceso, conocido como cremado, ocurre en las emulsiones O/W.

De forma contraria, si las gotas tienen mayor densidad que la fase continua,
tienden a descender, conociéndose el proceso como sedimentacion. Este es el caso de
las emulsiones W/O.

Normalmente, la separacidon gravitacional se considera con un efecto adverso
sobre la calidad de las emulsiones alimentarias, puesto que influye sobre la opacidad o
la textura de las mismas.

La velocidad a la que una particula se eleva o desciende a lo largo de un liquido
estd determinada por el balance de fuerzas que actian sobre ésta. Existen diferentes
métodos para controlar la separacion gravitacional: minimizar la diferencia de
densidades, reducir el tamano de gota, modificar la reologia de la fase continua,

aumentar la concentracion de gotas o alterar el grado de floculacién.

1.7.5.2.2. Floculacién

La floculacién es el proceso por el cual dos 0 més gotas se unen para formar un
agregado, en el que las gotas retienen su integridad individual. La floculacién produce
una aumento en la viscosidad de la emulsién y puede incluso conducir a la formacion de
un gel.

Existen varios mecanismos que pueden provocar el encuentro de dos particulas:
el movimiento browniano, la separacién gravitacional (puesto que las gotas grandes se
encuentran a las pequefias, con menor velocidad de ascension, durante el proceso de
cremado) y esfuerzos de cizalla que se producen durante el flujo de la emulsioén durante

su procesado o su transporte (Melik y Fogler, 1988; McClements, 1999).
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La floculacién de gotas puede afectar a la estabilidad de una emulsién de

diferentes formas (Dickinson 1988a). En una emulsién diluida, la floculaciéon conduce

generalmente a un aumento del cremado, ya que los fléculos grandes se mueven mds

rdpidamente bajo la influencia de la gravedad, que gotas dispersas individuales. En una

emulsion concentrada, se puede producir una floculacién extensiva de gotas, formando

una red particular tipo gel débil, que puede eliminar el cremado por completo (Cao y

col.,1990). Sin embargo, en este caso, es posible que se produzca el proceso de

sinéresis, que en algunos productos alimentarios es incluso mds indeseable que el

cremado normal por gravedad (Dickinson,1989).

A concentraciones intermedias, son posibles ambas situaciones, dependiendo de

la naturaleza de las interacciones entre las gotas.

La floculacion se puede inducir de diferentes formas (Dickinson, 1989):

1.

En el caso de emulsiones estabilizadas mediante proteinas, ajustando el pH
hasta su punto isoeléctrico, lo que disminuye la carga superficial neta y
reduce la repulsion electrostética entre las gotas

Anadiendo exceso de electrolito, con el objeto de apantallar las repulsiones
electrostdticas

En emulsiones estabilizadas por proteinas, reduciendo la afinidad de la
proteina adsorbida por el medio continuo anadiendo, por ejemplo, alcohol, lo
que convierte la repulsion estérica en atraccion estérica

Mediante moléculas de polimeros con actividad superficial, que se adsorben
en la interfase y favorecen la floculaciéon por puentes entre dos o mas gotas
(Dickinson y col., 1989; Lips y col.,, 1991). Puede tratarse del mismo
emulsionante o de otra sustancia afadida. Estas moléculas pueden
adsorberse, tanto directamente a las superficies libres de las gotas, cuando la
cantidad de emulsionante es insuficiente (Mulder y Walstra, 1974), como a
las moléculas de emulsionantes adsorbidas que forman la pelicula interfacial
(Walstra, 1996b), cuando éste se encuentra en exceso. El resultado es una
emulsién altamente estructurada tipo gel, con un comportamiento reoldgico
con un marcado caricter eldstico y una elevada viscosidad

En el caso de emulsiones estabilizadas por proteinas, este fendmeno se puede
reforzar favoreciendo la desnaturalizacion de la proteina, por calentamiento

(desnaturalizacién térmica)(Dickinson y Casanova, 1999) o mediante
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hidrdlisis enzimdtica (Matsumura y col., 1993; Dickinson y Yamamoto,
1996).

6. Afadiendo moléculas de polimeros que no se adsorben en la interfase, tales
como polisacaridos neutros, para provocar floculaciéon por agotamiento o
“depletion” (Banks y Muir, 1988). Estos polisacaridos de elevado peso
molécular, se usan generalmente como estabilizantes, elevando la viscosidad
del medio continuo. Sin embargo, recientemente se ha demostrado que la
adicion de polimeros solubles en agua determinadas concentraciones puede
desestabilizar a la emulsion, acelerando la velocidad de cremado por un
valor superior al que se podria predecir, en funcién de la viscosidad del
medio continuo (Gunning y col., 1986; Hibbert y col., 1987; McClements,
2000).

Este fendmeno tiene su origen en la exclusion de particulas coloidales
de la estrecha regién que rodea a las gotas. La concentracién de particulas
coloidales en esta zona pasa a ser cero, concentrdndose en la zona exterior a
las gotas. Como consecuencia, existe una diferencia de presién osmética que
favorece el movimiento del disolvente de esta zona al medio continuo para
compensar el gradiente de concentracion. Por lo tanto, las gotas

experimentan una fuerza de atraccion que conduce a la agregacion

(Dickinson, 1989; McClements, 1999).

Figura 1.7.5.2.2.1. Mecanismo de floculacién por agotamiento

Ademais de polisacaridos, el mismo emulsionante puede actuar como agente

precursor de floculacién por agotamiento, cuando se encuentra en exceso.

1.7.5.2.3. Coalescencia
La coalescencia es el proceso irreversible por el cual dos o mas gotas de liquido

se unen entre si para formar una unica gota de mayor tamafo. Es el principal
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mecanismo por el que una emulsién se mueve hacia su estado mds estable
termodindmicamente, porque lleva consigo una disminucidn del drea de contacto entre
las fases acuosa y oleosa. La coalescencia hace que las gotas de una emulsion sufran
cremado o sedimentacion més rdpidamente al aumentar su tamafio. En emulsiones O/W,
la coalescencia conduce a la formaciéon de una capa oleosa en la parte superior de la
emulsion (oiling off). En las emulsiones W/O, conduce a la acumulacién de agua al
fondo del material.

Existen dos etapas relacionadas con la coalescencia de un par de gotas: drenado
de la fase continua de la delgada pelicula de liquido que se encuentra entre las gotas
hasta que ésta alcanza un espesor critico, seguido de una ruptura de la capa interfacial
debido a alguna fluctuacién o perturbacion local (Dickinson, 1989). Una vez que se ha
formado un hueco en la interfase, el liquido del interior de la gota fluye rdpidamente a
través del hueco, y las gotas se unen formando una sola gota de mayor tamaifio. La
velocidad de coalescencia depende, por tanto, de la probabilidad de que se produzcan
dichos huecos. Esto puede ocurrir de diferentes formas, dependiendo del tipo de
emulsionante utilizado y de las condiciones del medio. Por ejemplo, se pueden
distorsionar espontdneamente monocapas de emulsionante debido a fluctuaciones
térmicas, o se puede producir la ruptura quimica del emulsionante (por ejemplo, por
hidrélisis quimica o enzimética de proteinas) o el desplazamiento del emulsionante de la
superficie interfacial, por otro mds activo superficialmente, pero menos resistente a la
ruptura. El mecanismo que cobra mds relevancia en cada caso depende de las
condiciones de pH, fuerza idnica, interacciones entre los componentes, temperatura,
agitacion mecdnica,... (McClements, 1999).

La coalescencia s6lo puede ocurrir cuando las gotas estdn en intimo contacto,
por lo que dependerd de las fuerzas de corto alcance mucho més que la separacion
gravitacional o la floculacion.

En emulsiones estabilizadas por proteinas, la coalescencia puede producirse por
colision de las gotas, por contacto prolongado entre las mismas o por la formacién de un

“agujero” en la membrana interfacial.

1.7.5.2.4. Maduracion de Ostwald
La maduracion de Ostwald es el proceso por el que gotas de gran tamaifo crecen
a expensas de otras més pequeias, debido a transporte de masa de la fase dispersa desde

una gota a otra a través de la fase continua (Kabalnov y Shchukin, 1992; Taylor, 1995).
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Al contrario de lo que sucede con otros procesos de desestabilizacion, la
velocidad a la que se produce la maduracién de Ostwald aumenta al disminuir el tamafio
de gota (Kabalnov y Shchukin, 1992). Sin embargo, hay que considerar que un aumento
del tamafio de gota lleva asociado una aceleracion de otros procesos de
desestabilizacion, como el cremado. Este proceso también se favorece por un elevado
grado de polidispersion de tamafios.

Este proceso es despreciable en la mayoria de las emulsiones alimentarias,
porque las solubilidades mutuas de los triacilglicéridos y el agua son tan bajas que el

transporte de masa es insignificante (Dickinson y Stainsby, 1982).

1.7.5.2.5. Inversion de fases

La inversion de fases es el proceso por el que un sistema pasa de ser una
emulsion O/W a ser una emulsiéon W/O, o viceversa. En muchos alimentos, se trata de
un proceso indeseable porque tiene efectos adversos sobre su apariencia, textura,
estabilidad, y sabor. Puede considerarse que lo que realmente tiene lugar al producirse
este fendmeno es una coalescencia de gotas de la fase dispersa y una re-emulsificacion
posterior.

Se piensa que la base fisico-quimica de la inversion de fases es extremadamente
compleja. En el momento en el que ocurre la inversion, conocido a menudo como punto
de equilibrio, el sistema puede incluir zonas de emulsién O/W, emulsion W/O, emulsion
multiple, y fases bicontinuas. Puede ser inducida por tensioactivos o por cristalizacién
de grasas.

Existe una relacion entre el tipo de emulsion y la fraccién en volumen de fase
interna. La teoria de Ostwald (1910a, 1910b) supone que para @ = 0,74, la emulsiéon
estd agrupada lo mas densamente posible, y sobrepasar este valor daria como resultado
la inversion o rotura de la emulsion. En la prictica, este valor de fraccién en volumen de
fase interna puede ser algo mas elevado, debido a que la deformabilidad de las gotas
permite agruparlas mds densamente. Ademds en emulsiones polidispersas, las gotas

pequenas pueden ocupar los intersticios que dejan las gotas grandes (Rahalkar, 1992)

1.7.6.6. Estabilidad quimica y bioquimica
Una de las formas mds comunes de inestabilidad en los alimentos que contienen
grasas es la oxidacion lipidica (Nawar, 1996). La oxidaciéon de lipidos conlleva la

aparicion de olores desagradables (“off-flavors”) y productos de reaccion
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potencialmente téxicos. Se han desarrollado estrategias para retardar la oxidacion de los
lipidos como incorporar antioxidantes o como controlar las condiciones de
almacenamiento.

Existe también un creciente interés en la influencia de las reacciones
bioquimicas en las propiedades de las emulsiones alimentarias (Dalgleish, 1996a).
Muchos estudios se han llevado a cabo recientemente para determinar la influencia de
ciertos enzimas en la estabilidad y propiedades fisico-quimicas de las emulsiones

alimentarias (Agboola y Dalgleish, 1996a, 1996b).

1.7.6. Tamaiios de particula

Muchas de las propiedades mds importantes de emulsiones alimentarias, como la
vida media, apariencia, textura y flavor, vienen determinadas por el tamafio de las

particulas que contienen (Dickinson y col., 1992).

Los distintos tamafios que se pueden encontrar en una emulsién no suelen ser
uniformes, por lo que en todos los casos en los que existe una distribucién estadistica
amplia la emulsién se denomina “polidispersa”, en contraposicién a emulsiones

“monodispersas” que son aquellas que tienen un tamano uniforme de gota.

Una emulsiéon estable se corresponde generalmente con una distribucion de
tamafos poco dispersa y con un maximo situado en didmetros pequeiios. A medida que
se desestabiliza la emulsion, ésta tiende a presentar una curva de distribuciéon mads
dispersa y con el maximo localizado en didmetros mayores (Mita y col., 1973;

Dickinson, 1989).

Aunque las gotas de una emulsion suelen presentar formas algo irregulares, en
general, se puede asumir que cuando la fracciéon de fase dispersa es inferior a 0,74, la
geometria de las gotas es aproximadamente esférica; a partir de ese valor las gotas se
distorsionan en forma de poliedros con caras parcialmente planas (Halling, 1981). En
cualquier caso, puede aceptarse la geometria esférica si se emplean didmetros
equivalentes como dimension caracteristica. De esta forma, el tamafio de una gota
irregular puede definirse como el que tendria una esfera que tuviera la misma propiedad
que dicha gota, como el drea proyectada, el volumen, el area superficial, la velocidad de

sedimentacion,...
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Las emulsiones constituidas por particulas pequefias responden al esfuerzo de
distintas formas. Asi, gotas de aceite suspendidas en un fluido newtoniano como el
agua, pueden interactuar para producir un comportamiento no newtoniano. La
naturaleza de las interacciones entre gotas y, por tanto, el comportamiento reolégico
depende en gran medida de su tamafio. Las interacciones totales estdn gobernadas por
el movimiento browniano e interacciones entre gotas. Entre 0°01-10 um, las fuerzas
brownianas son lo suficientemente débiles como para que los esfuerzos de cizalla
moderados puedan alterar el estado de equilibrio isotrépico al superar las fuerzas
brownianas. Por otra parte, las fuerzas entre gotas son lo suficientemente fuertes como
para influir en la mayoria de propiedades de la emulsién. En el caso de particulas

mayores, debido a la escasa superficie especifica libre para interactuar, esto no ocurre.

Entre los didmetros medios mds utilizados para describir los resultados de
distribuciones de tamafios de particulas en sistemas coloidales podemos destacar (Orr,

1983):

- D(1,0)= 23 (Didmetro medio) (1.7.6.1.)

Consiste en el valor de la longitud media y es la suma de todos los didmetros
(d) dividida por el nimero de particulas (n). En términos matemaéticos se
conoce como D[1,0], porque el didmetro en la parte superior estd elevado a

la potencia 1 y en la parte inferior a O.

dat . o (1.7.6.2.)
- D@3 = Zd3 (Diametro medio del momento volumétrico) s
D&
- D@B)2)= F (diametro medio de Sauter) (1.7.63)

Se suele utilizar en aplicaciones en las que la superficie activa o drea
superficial es importante como en catalisis o combustién. Este didmetro es el
mas utilizado para el andlisis de datos de distribuciones de tamafios de

particulas en emulsiones alimentarias.
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La uniformidad, U, es un pardmetro representativo de la polidispersidad de la
muestra. El pardmetro uniformidad sefiala la desviacion de los tamafios de gota de la

mediana de la distribucion:

(1.7.6.4)

U< 2V, d(v,0.5)—d,
~ d(v,05XV.
donde Vi y di son la frecuencia volumétrica relativa y el didmetro medio para la

clase de tamafio 1, d(v,0.5) es la mediana de la distribucién.

1.7.6.1. Determinacion experimental del tamaiio de gota

La obtencién de datos experimentales de tamafios de gota es una tarea compleja
debido a los pequefios tamafos que se encuentran normalmente y a la baja estabilidad
que presentan las emulsiones ante una manipulacién severa. No obstante, nuevos
avances en electronica, informatica,... han conducido al desarrollo de técnicas
experimentales que permiten determinar los tamafos y distribucién de tamafios con

bastante exactitud.
En la actualidad los mas empleados son:

1. Microscopia. El 0ojo humano no puede distinguir objetos menores de 100 pm
(Aguilera y Stanley, 1990), por lo que es necesario servirse de técnicas
microscépicas para poder observar objetos pequenos (Aguilera y Stanley, 1990;
Kalab y col., 1995; Smart y col., 1995). Existen diferentes técnicas que pueden
proporcionar informacion sobre la estructura, dimensiones y organizacion de los
componentes de las emulsiones alimentarias: microscopia éptica, microscopia de
laser confocal (CSLM), micoscopia electrénica (de transmision (TEM) y de

barrido (SEM)) y microscopia de fuerza atémica.

2. Instrumentos que determinan cambios en la resitencia eléctrica. El nimero de
particulas de un didmetro dado se determina suspendiendo la emulsién en un
electrolito que la conduce a través de una apertura entre dos electrodos. La
resistencia eléctrica entre éstos se modifica cuando la particula atraviesa la
apertura. Este cambio se convierte en una diferencia de potencial directamente
proporcional al tamafio (Kinsman, 1962; Walstra y Oortwijn, 1962; Walstra y
col., 1969)
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3. Técnicas que basan su funcionamiento en el fendmeno de la dispersién de la luz
laser. En éstos la muestra a analizar se dispersa previamente en un medio
transparente a la longitud de onda del haz de luz analizador y se coloca entre
éste y una lentes receptoras. Al incidir la luz sobre las gotas es dispersada en un
rango continuo de dangulos que se relacionan con los didmetros de gota
(Dickinson y Stainsby, 1982; Hunter, 1986; Everett, 1988). Esta técnica es
adecuada para determinar tamafios de gotas comprendidos entre 0,1 y 1000 um,

por lo que permite caracterizar las gotas de la mayoria de las emulsiones.

4. Otras técnicas menos usuales, son las turbidimétricas, que realizan medidas en
términos de dreas proyectadas (Walstra y Oortwijn, 1975), las técnicas que se
basan en medidas de transmisiéon de rayos X (Hendrix y Orr, 1972), de
difraccion de luz laser (Aksel y Teipel, 1994), de sedimentacion (Hunter, 1986,
1993),...
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1. 8. CONCEPTOS BASICOS DE REOLOGIA

La Reologia, término propuesto por Bingham, se conoce como la ciencia que
estudia la deformacién y flujo de los materiales. Esta definicion fue aceptada cuando se
fund¢ la Sociedad Americana de Reologia (ASR) en 1929.

Tradicionalmente, los materiales deformables se clasificaban en dos grupos:
solidos elésticos y fluidos viscosos (liquidos y gases). Hoy sabemos que entre estos dos
casos limite, existe un amplio espectro de tipos de materiales con diferentes
comportamientos, que son el objeto de estudio de la Reologia.

La reologia como ciencia independiente ha sufrido un acusado desarrollo en la
segunda mitad del siglo XX debido al interés que a nivel industrial suscitan materiales
plésticos, soluciones de polimeros, fluidos bioldgicos,... cuyo comportamiento

dindmico no puede explicarse mediante las leyes clésicas.

1.8.1. El tensor esfuerzo

El esfuerzo o tension es una magnitud que se define como una fuerza por unidad
de superficie, teniendo por lo tanto unidades de presion. El esfuerzo al que se somete
externamente un material puede aplicarse de distintas formas: como una compresion o
como un esfuerzo cortante o de cizalla.

Referidas a un espacio euclideo tridimensional, las magnitudes de las que deriva
el esfuerzo (fuerza y superficie) son vectores de tres componentes, por lo que para
definir completamente el esfuerzo es necesario especificar nueve componentes. Por ello,
el esfuerzo es un tensor de segundo orden, que en forma matricial se representa de la

siguiente forma:

Oxx Oxy Ox
Oii=|0Ox Oy Oy (1.8.1.1.)
Ox Oy Oz

En el tensor esfuerzo, el primer subindice se refiere a la orientacion del plano
sobre el que la fuerza actuia, y el segundo indica la orientacién de dicha fuerza. Como
consecuencia de la condicion de equilibrio entre pares de fuerzas el tensor es simétrico
(cij = Gji ), por lo tanto sélo seis de las nueve componentes son independientes.

En general, sobre un elemento material cualquiera pueden actuar dos tipos de

esfuerzos:
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® FEsfuerzos normales, referidos a la componente en direccién perpendicular a
la superficie considerada, y

e FEsfuerzos de cizalla o cortantes, que son las componentes tangenciales a
dichas superficies (Darby, 1976; Dealy, 1982), como puede observarse en la
figura 1.8.1.1.

El tensor esfuerzo total puede descomponerse en la suma de un tensor isétropo,
O, y uno anisotropo, T;; (Dealy, 1982):

Cij = GOij+Tij (1.8.1.2)

donde &;; es el tensor unitario o delta de Kronecker:

dij=1si i=j y Sij=0 sii#j. (1.8.1.3.)
A
X2 G2 O3 3
plano N
3) plano ———1> 5,
(D

— (1

X1 (O L

O33a [ 2
plano G5
2

Esfuerzos normales Esfuerzos de cizalla

Figura 1.8.1.1.. Componentes del tensor esfuerzo

El esfuerzo isétropo, G, es perpendicular a todas las superficies del material
sobre el que actia y con la misma magnitud en todas las direcciones. El esfuerzo
isétropo provocard un cambio de volumen en el elemento, pero no un cambio de forma.

El esfuerzo anis6tropo puede tener componentes normales

(correspondientes a esfuerzos normales) o componentes tangenciales (correspondientes
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a esfuerzos de cizalla). Asi, cuando un esfuerzo anisétropo actia sobre un elemento
material tiene como resultado un cambio en la forma, pero no en volumen.
La componente del esfuerzo normal anisétropo no puede medirse directamente,

en cambio si pueden medirse las componentes del esfuerzo total normal:

—P+7Tx Txy Txz
Oij = Tyx - P + Tyy Tyz (1814)
Tax Tay —P+ 1

Al considerar diferencias de esfuerzos normales se elimina la contribucion de la
presion en las componentes del esfuerzo total:

Oxx —Oyy =(—P+Txx) = (—P+Tyy)=Txx —Tyy =N
Yy ( ) ( yy) Yy 1 (1.8.1.5.)

Oyy — Ozz = (—P+Tyy) - (—P+Tzz):Tyy—Tzz :N2

Hay que sefialar que, si el material es incompresible, sélo los esfuerzos cortantes

y las diferencias entre esfuerzos normales que actian en direcciones diferentes tienen
significacion reoldgica. Un esfuerzo isétropo no provoca cambios en un material
incompresible, ya que no puede modificar su volumen. Esto posibilita la sustitucion de
los componentes del esfuerzo total Gij, por los componentes del esfuerzo desviatorio, Tij:
Gll — 02 ="TIl—1T22 (18.1.6)

022 — 033 =T22— T33

Gij = Tij Sl 1#]

1.8.2. Tensor deformacion y tensor velocidad de deformacion

La deformacién, v, y la velocidad de deformacion, y, son la expresion
matemadtica de la respuesta de un material al esfuerzo aplicado sobre él. La deformacion
es una medida cuantitativa de la extension con la que un elemento de material ha sido
deformado. La magnitud de esa deformacion estd determinada por el desplazamiento
relativo de los puntos, y es por tanto una magnitud adimensional. Como las dos

magnitudes que lo definen son vectores con tres componentes en el espacio
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tridimensional, la deformacion y la velocidad de deformacion son también tensores de
segundo orden con nueve componentes.
La deformacion, eij, es un tensor simétrico, por lo tanto, puede definirse una

deformacion isétropa e y otra anisétropa Vij, definiéndose como:

eij = edij+Yij (1.82.1.)

donde &ij es el tensor unitario o delta de Kronecker.

La componente is6tropa indica un cambio de volumen (dilatacién o compresion)
sin cambio de forma. El tensor 7ij , tensor de deformacién desviatoria, representa la
deformacién anisétropa y refleja un cambio de forma sin cambio de volumen.

El vector velocidad de deformacién se obtiene por derivacién con respecto al

tiempo del tensor deformacion:

ej=d (eij) /dt (1.82.2)

1.8.3. Caracterizacion reoldgica de un material

La caracterizacion reoldgica de un material consiste en encontrar la relacién, en
forma de ley matemaética, que existe entre el esfuerzo aplicado y la respuesta dindmica
resultante en forma de deformacién o velocidad de deformacién (Darby, 1976). Dicha
expresion matematica puede ser de dos tipos:

Ecuacion constitutiva. La ecuacién constitutiva o ecuacion reoldgica de estado
relaciona todas las componentes del esfuerzo (volumétrico o desviatorio) y de la
deformacion. Es una caracteristica tnica del material y representa el comportamiento
reoldgico mds general, definiéndolo para cualquier tipo de deformacioén o flujo.

Funcion del material. Es una relacion entre ciertos componentes del esfuerzo y
la deformacién siendo un caso especial de ecuacion constitutiva; expresandose como

ecuacion empirica resultante de un ajuste de datos experimentales.

1.8.4. Cizalla simple

La cizalla simple es uno de los casos mds elementales de deformacion.
Considérese un material contenido entre dos placas paralelas, una inferior que estd
inmovil y otra superior que se desplaza en su propio plano una distancia x al estar
sometida a una fuerza F que actda paralela a la placa (Dealy, 1982). Cada elemento

estard sometido a la misma deformacién, que vendra dada por:
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Y=dx/dy (1.84.1)

donde v es la deformacién por cizalla, siendo dx el desplazamiento de la superficie
superior del elemento con respecto a la superficie inferior en la direccién x y dy la altura
del elemento. Como la deformacién es uniforme e independiente del tamafio de las
placas, puede representarse en funcién de la distancia entre placas h y del
desplazamiento de la placa superior x, asi:

y=x/h (1.84.2)

Figura 1.8.4.1. Deformacion por cizalla simple

Generalmente, para el estudio de fluidos, se somete el material a una
cizalla continua aplicando una fuerza constante F en la direccion x, que alcanza una
velocidad constante v. De tal forma la velocidad de un elemento material se caracteriza

por:

dv=dx/dt (1.8.4.3.)

Asi, la velocidad de cizalla o velocidad de deformacién por cizalla se define

como:

o) o3
dy dy dt/ dv (1.84.4)

o por la siguiente expresion:

4;) (%)
_dy_ \h)_\dt)_v (1.84.5)

YT T h o h

Esto indica que la velocidad de deformacion es constante a través del material.
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1.8.5. Clasificacion de los distintos comportamientos reoldogicos
Los materiales se pueden clasificar reolégicamente con respecto a la relacion
existente entre el esfuerzo aplicado y la deformacioén o velocidad de deformacién en

cizalla simple (Darby, 1976), como puede observarse a continuacion:

Sélido rigido (Euclides) = y=0
SOLIDO Sélido eléstico lineal (Hooke) = 6 =Gy (G =cte)

Sélido elastico no lineal = ¢ = G (y)-y

Viscoeldstico = 6 =0 (Y,Y, t)
Fluido viscoso no lineal (no newtoniano) = 6 =1 (7 )-y
Fluido viscoso lineal (newtoniano) = 6 =17 (1 = cte) FLUIDO

Fluido no viscoso (Pascal) = 6 =0

Una clasificacion mds correcta debe tener en cuenta que un material puede
presentar un comportamiento u otro dependiendo de la magnitud del esfuerzo o de la

deformacion aplicada, asi como de la historia de cizalla previa.

1.8.5.1. Comportamiento en flujo estacionario. Fluidos newtonianos
Los fluidos newtonianos son aquellos en los que los valores de esfuerzo cortante
y velocidad de cizalla mantienen una relacién de proporcionalidad directa, cumpliendo

la denominada ley de Newton de la viscosidad:

. 1.8.5.1.1.
t=nj (8211

donde M es una propiedad reoldgica del material denominada viscosidad dindmica o
newtoniana, que s6lo depende de la naturaleza del material y de las condiciones de
presion y temperatura.

La viscosidad se puede definir como una medida de la intensidad de disipacién
de energia necesaria para mantener la deformacién continua de un fluido, y su unidad en
el Sistema Internacional es Pascal por segundo (Pa-s).

Para que un fluido sea newtoniano debe cumplir que la viscosidad no varie con
la velocidad ni el tiempo de cizalla, sean nulas las dos diferencias de esfuerzos normales

y que el esfuerzo sea nulo inmediatamente después de que cese la cizalla.
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Presentan comportamiento newtoniano los sistemas con estructura sencilla,

como el agua, aceites minerales, disoluciones diluidas de polimeros,...

1.8.5.2. Comportamiento en flujo estacionario. Fluidos no newtonianos

Cualquier fluido cuyo comportamiento reolégico no pueda ser descrito mediante
la ecuaciéon 1.8.5.1.1. se define como no newtoniano. Presentan este comportamiento
disoluciones que contienen macromoléculas, emulsiones, suspensiones concentradas,
cristales liquidos y fases micelares, etc. (Asada y Onogi, 1983; Ahuja, 1984; Marrucci,
1984; Gallegos y col., 1988a).

Se pueden realizar medidas de T y 7 en flujos en cizalla estacionaria,

definiéndose el cociente entre ambas magnitudes como viscosidad aparente:

ny) =t/y (1.8.5.2.1.)

Los fluidos no newtonianos se pueden clasificar por la forma en la que ¢ varia
cony (curva de flujo) o en términos de la variacion de la viscosidad aparente con
Y (curva de viscosidad) (Darby, 1976). En la figura 1.8.5.2.1. se presentan las curvas de
flujo y viscosidad caracteristicas de este tipo de fluidos. Segin la evolucién de la

viscosidad con la velocidad de cizalla, se clasifican como pseudoplasticos, dilatantes o

fluidos plésticos.

CURVA DE FLUJO CURVA DE VISCOSIDAD
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Figura 1.8.5.2.1. Curvas de flujo y viscosidad

a) materiales pseudopldsticos
Estos materiales muestran un descenso en viscosidad aparente segin aumenta la

velocidad de deformacion. Algunos ejemplos caracteristicos son las fases micelares de
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disoluciones de tensioactivos, polimeros y sus disoluciones, suspensiones, emulsiones,
etc. (Madiedo y col., 1994a; Hudson y Ferguson, 1994; Martin y col., 1994).
Un ejemplo muy extendido de pseudoplasticidad es el comportamiento

estructural relacionado con un cambio en la estructura del material al aumentar v,

caracterizado por tres zonas bien diferenciadas (Reiner, 1960). El comportamiento es
newtoniano a bajas velocidades de deformacién con una viscosidad constante Mo en la
primera zona. La zona intermedia posee caracteristicas pseudopldsticas en la que se
produce una disminucién de viscosidad. A altas velocidades de deformacion presenta un
comportamiento newtoniano caracterizado por una viscosidad limite M. Las diferentes
regiones se relacionan con cambios en la estructura del material al aumentar la
velocidad de deformacidn.

En la figura 1.8.7.3. se observa el resultado de aplicar una determinada cizalla a
una dispersion. Asi, las particulas contenidas en el liquido se orientan en la direccién del
flujo, mientras que las moléculas en forma de cadena se desenredan, estiran y orientan
paralelas a la direccion del flujo. Aquellas particulas que poseen forma esférica pueden
deformarse adquiriendo una forma alargada y las que forman agregados pueden

Separarse.
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Figura 1.8.7.3. Dispersiones en estado de reposo y al fluir por un tubo.

b) materiales dilatantes

Estas sustancias muestran un aumento de la viscosidad aparente al aumentar la
velocidad de deformacién, experimentando una dilatacion al someterse a dichos
esfuerzos cortantes. Algunas suspensiones concentradas de particulas sélidas, proteinas
y ciertas disoluciones de polimeros y detergentes presentan este comportamiento

(Ferguson y Kemblowski, 1991).
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c) materiales pldsticos

La plasticidad es un fendmeno que presentan aquellas sustancias que se
comportan como sélidos eldsticos, almacenando una cierta cantidad de esfuerzo, cuando
se someten a una cierta cantidad de esfuerzo menor que un cierto valor 6o, denominado
esfuerzo umbral. El material tiene el comportamiento de un fluido cuando el esfuerzo
supera el esfuerzo umbral, aunque si el valor del esfuerzo es inferior al del esfuerzo
umbral se comporta como un sélido eldstico.

Como ejemplos de esta situaciébn se encuentran pastas, suspensiones,
emulsiones, grasas, pinturas, cristales liquidos, etc. (van Wazer y col., 1963; Yoshimura
y col., 1987; Cheng, 1986).

En 1985 Barnes y Walters cuestionaron la existencia real del umbral de fluencia
como propiedad reoldgica (Barnes y Walters, 1985; Barnes 1992). Se matiza la
definicién de este concepto como ‘el esfuerzo de cizalla por debajo del cual no se
observa flujo bajo las condiciones experimentales utilizadas”. Si se utilizaran reémetros
capaces de medir velocidades de deformacion del orden de 10° s podria apreciarse
como fluyen materiales aparentemente plasticos. No obstante, la utilidad préctica del

umbral de fluencia sigue vigente en la practica industrial.

1.8.5.2.1. Comportamiento dependiente del tiempo de cizalla

Si el ajuste de la estructura del flujo a cambios en la velocidad de deformacion
requiere un periodo de tiempo significativo, se encontrard que la viscosidad medida en
un experimento en cizalla simple no varia s6lo con la velocidad de deformacion, sino
también con el tiempo (Lapasin, 1980; Beneyto y col., 1980; Rizvi, 1981; Quemada y
col., 1984).

n=n(.?" (1.8.5.2.1.1.)

Existen una serie de fendmenos reoldgicos dependientes del tiempo tales como:

~Tixotropia: cuando la viscosidad disminuye con el tiempo de cizalla, pero al
cesar la cizalla, la viscosidad recupera su valor inicial (Groves y Ahmad, 1976). Se
presenta en pinturas, productos alimentarios y cosméticos, medicamentos, etc.

—Antitixotropia: cuando la viscosidad aumenta con el tiempo de cizalla y tras el

cese de la cizalla se recupera con el tiempo la viscosidad inicial.
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—Reopexia: se produce un aumento de la viscosidad por recuperacion estructural
del sistema cuando es acelerada por vibraciones de ciertas caracteristicas.

—Reodestruccion: es un descenso de la viscosidad con el tiempo pero sin que se
produzca una recuperacion completa con el tiempo de la viscosidad inicial al cesar la
cizalla.

~Tixotropia irreversible: es una disminucion de la viscosidad con el tiempo sin

que se produzca recuperacion de viscosidad alguna tras el cese de la cizalla.

Existen diversas técnicas experimentales para evaluar este tipo de
comportamiento reolégico, denominadas medidas de flujo transitorio.

La mas extendida tradicionalmente consiste en aumentar de forma lineal y
progresiva la velocidad de cizalla y posteriormente hacerla descender, también de forma
gradual. En los casos en que la muestra presenta un comportamiento dependiente del
tiempo las dos curvas no coinciden, origindndose un ciclo de histéresis. El drea de este
ciclo es una medida del grado de tixotropia del sistema.

Actualmente se emplea en mayor grado el estudio de la variacion del esfuerzo a
una velocidad de cizalla constante, finalizando cuando éste alcanza un estado
estacionario.

La caracteristica mds destacable que presentan los fluidos que exhiben este
comportamiento es que aparece un esfuerzo maximo o sobreesfuerzo, seguido de un
descenso del esfuerzo hasta alcanzar el estado estacionario (figura 1.8.5.2.1.1.) (Kokini

y Dickie, 1981).

Tax |
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Figura 1.8.5.2.1.1. Curva caracteristica de un ensayo de flujo transitorio a velocidad de cizalla constante

Esta variacion caracteristica del esfuerzo de cizalla con el tiempo, a velocidad de

cizalla constante, se puede justificar mediante cambios estructurales en el material
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(tixotropia), pero también hay autores que lo atribuyen a la viscoelasticidad del material,

0 a ambos simultdneamente (Gallegos y Franco, 1999a).

1.8.5.3. Concepto de viscoelasticidad

Un sélido eléstico ideal es aquel que al retirarle el esfuerzo aplicado recupera su
forma original. Por el contrario, un liquido viscoso puro disipa toda su energia mecédnica
en forma de calor. Existen efectos de memoria que se manifiestan principalmente en
experimentos en los que el fluido es sometido a tensiones dependientes del tiempo tales
como relajacion, oscilacion, etc. El estudio de estos efectos de memoria caracteristicos
de materiales cuyo comportamiento es intermedio entre sélido y liquido se conoce con
el nombre de viscoelasticidad (Darby, 1976). Asi un fluido viscoeléstico es aquel que
posee componentes viscosas y eldsticas.

Los esfuerzos son funcidn, no sélo de la deformacion instantidnea, sino también
de la historia de la deformacidn (fluidos con memoria). El estudio de la viscoelasticidad
implica establecer relaciones entre el esfuerzo, la deformacién y el tiempo. Cuando el
esfuerzo y la deformacién son infinitesimales y las relaciones entre ambas magnitudes
en funcidn del tiempo se pueden describir mediante ecuaciones diferenciales lineales de
coeficientes constantes, el comportamiento se denomina viscoeldstico lineal. La relacién
entre la deformacion y el esfuerzo es sélo funcién del tiempo y no de la magnitud del

esfuerzo (Darby, 1976).

1.8.5.3.1. Viscoelasticidad lineal
Modelos Analégicos

Un acercamiento cldsico a la descripciéon de la respuesta de materiales que
exhiben propiedades viscosas y elésticas estd basado en la analogia existente con la
respuesta de ciertos elementos mecéanicos (Darby, 1976; Ferry, 1980; Tschoegl, 1989).

Existen modelos viscoeldsticos elaborados por combinacién de elementos
mecdnicos que simulan propiedades viscosas 'y eldsticas, representando
comportamientos viscoeldsticos lineales. Como los materiales reales presentan conducta
no lineal para grandes deformaciones, los modelos que a continuacién se detallan
explican acertadamente situaciones con pequeias amplitudes de desplazamiento, y no
son adecuados para predecir una deformacion continua o el flujo de materiales reales.

El muelle representa el comportamiento eldstico. La fuerza (esfuerzo) que se

aplica sobre él es directamente proporcional al desplazamiento de éste (deformacion):
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c=Gy (1.8.5.3.1.1.)

donde G es una constante caracteristica del material denominada médulo de Young.
Analégamente el amortiguador hidraulico representa el comportamiento viscoso.
En él, la fuerza (esfuerzo) aplicada es proporcional a la velocidad de extension

(velocidad de deformacion):
G="Y (1.8.5.3.1.2.)

Existe una gran diversidad de modelos que pueden ser descritos a partir de las
diferentes combinaciones de los dos elementos mecanicos. A continuacién se

consideran los mds importantes.

Modelo de Maxwell

En este apartado se introduce la ecuacién constitutiva de la viscoelasticidad
lineal a partir del modelo de Maxwell, un modelo que a pesar de su sencillez, contiene
todos los fundamentos conceptuales. Consta de un muelle y un amortiguador hidraulico
colocados en serie como se observa en la figura 1.8.5.3.1.1. (Maxwell, 1867).

El esfuerzo en ambos elementos es el mismo, mientras que la deformacion total

es la suma de la deformacidn eldstica, ys, y la deformacién del fluido, yd:

Y="Ys+Yd (1.8.5.3.1.3.)

Diferenciando respecto al tiempo y sustituyendo los valores de las velocidades
de deformacion eldstica y viscosa por sus equivalentes en funcién del esfuerzo, médulo

de elasticidad y viscosidad, se obtiene:

do
2k (1.8.5.3.1.4.)
o+ &t ny

donde A es el tiempo de relajacion y queda definido como: A =m/ G.

Para una situacion estacionaria, la ecuacion 1.8.5.3.1.4. se transforma en la
correspondiente a un fluido newtoniano. Si el esfuerzo varia rdpidamente la componente

eléstica serd preponderante.
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Modelo de Voigt
Este modelo consta de un amortiguador hidrdulico y un muelle colocados en
paralelo (Voigt, 1892). El esfuerzo total aplicado es la suma de las componentes

elésticas y viscosas:

G =Os+ Gd (1.8.5.3.1.5.)

El modelo queda definido por la ecuacién diferencial:

)

N+ (1.8.5.3.1.6.)
G Y+Y

en la cual A’ es el tiempo de retardacion y queda definido como: A’ =n/ g.
El modelo representa el comportamiento de un sélido viscoeldstico, ya que

después de aplicarle un esfuerzo siempre retornara a la posicién inicial de equilibrio.

lTl

Figura 1.8.5.3.1.1. Representacién del modelo de Maxwell y Voigt respectivamente

Modelo de Maxwell generalizado

En este caso el material posee una distribucién de tiempos de relajacion
(Thomson, 1888; Wiechert, 1951). Eligiendo una distribucion de tiempos de relajacion
adecuados se puede describir el comportamiento de fluidos reales.

El modelo consiste en la combinacion en paralelo de un nimero determinado de
elementos de Maxwell individuales, cada uno con un tiempo de relajaciéon diferente

(figura 1.8.5.3.1.2.). Para uno de los elementos colocados en paralelo:

doi
Ci+Ai— =11 (1.8.5.3.1.7)
dt niy
donde: O'=ZGi y n=zni=z7uGi
i=1 i=1 i=1

siendo # el ndmero de elementos de Maxwell individuales.
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L L

Figura 1.8.5.3.1.2.Esquema del modelo de Maxwell generalizado

Modelo de Voigt generalizado
De forma andloga al modelo anterior se pueden tener n elementos de Voigt
colocados en serie (figura 1.8.5.3.13.) y en lugar de un tnico tiempo de retardacion se

obtendrd una distribucién de tiempos de retardacion (Ferry, 1980).

— - e

Figura 1.8.5.3.1.3. Esquema del modelo de Voigt generalizado

Ademds de los modelos citados anteriormente, existen un gran nimero de

modelos obtenidos a partir de la combinacién de los dos modelos bésicos.

Ensayos de viscoelasticidad lineal

Existen principalmente tres tipos distintos de ensayos que pueden ser
desarrollados para medir las propiedades fundamentales del material.
1. Relajacién del esfuerzo

El ensayo consiste en la aplicaciéon sobre el material de una deformacién

constante, y observar la variacion del esfuerzo en funcién del tiempo:

G(t) = o) / (1.85.3.1.8.)

donde G(t) es el mddulo de relajacion en cizalla y describe la relajacion del esfuerzo
después de la deformacién aplicada (Rehage, 1994). En el caso de un sélido eléstico de
Hooke se alcanza rdpidamente una situacién de equilibrio que queda definida por el
modulo de rigidez en equilibrio, Ge. Para un liquido viscoso la relajacién se produce

instantaneamente.
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2. Fluencia (“Creep”) y recuperacion

El ensayo consiste en la aplicacion instantdnea de un esfuerzo constante que es
mantenido, observando la variacion de la deformacién en funcién del tiempo (fluencia).
Posteriormente se estudia la respuesta de la deformacién tras el cese del esfuerzo
aplicado (recuperacion):

Jy=yt)/o (1.8.5.3.1.10.)

donde J(t) es la funcién capacitancia.

En el caso de un sélido eldstico se alcanza instantdneamente una situacién donde
J(t) no varia con el tiempo, obteniéndose un valor de equilibrio Je. Los liquidos viscosos
puros originan una funcién lineal:

Jy=t/n (1.8.5.3.1.11.)

Los materiales viscoeldsticos presentan un comportamiento intermedio,
cuadrdtico a tiempos pequefios y lineal a tiempos elevados, ajustdndose la parte lineal a

la ecuacion:

1.8.5.3.1.12.
I = J°+t/n ( )
donde J,” es la capacitancia de flujo estacionario, que ofrece una medida de la
elasticidad de los fluidos viscoelasticos.

En el caso de la recuperacion, esta es total en el caso de los sélidos eldsticos, en

los viscosos puros es nula y en los viscoeldsticos se obtiene una recuperacion parcial:

o 1.8.5.3.1.13.
Y =00, ( )

3. Ensayos dindmicos

Un tipo de ensayo muy empleado que proporciona un método no destructivo
para la determinacién de las propiedades eldsticas y viscosas de un material (Elliot y
Ganz, 1977), consiste en la aplicacion de una deformaciéon por cizalla sinusoidal,
representada por una funcién seno o coseno:

Y="Yo cos (®t) (1.8.5.3.1.14.)

estudidndose la respuesta del sistema en forma del esfuerzo oscilatorio que desarrolla.
Este esfuerzo varia con la misma frecuencia, ®, pero existe un desfase d respecto a la
deformacion comprendido entre 0 y m/2 radianes. Para sélidos elésticos ideales el

desfase es cero mientras que para liquidos viscosos el desfase es /2.
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Se puede expresar el esfuerzo y la deformacion en términos de sus equivalentes
complejas:
jat (1.8.5.3.1.15.)

Y (wt) = yoe'™ = yo[cos(mt)+ jsen(wt)] = ¥' (W) + 7" (®)

G () = 6o ™ = gocos(at +8) + jsen(wt +8)] = ¢'(®) + jo"' (@) 1833116
donde Go y Yo son las amplitudes del esfuerzo y la deformacion, d es el dngulo de fase
entre ellos, las primas representan la parte real y las dobles primas representan la parte
imaginaria de las cantidades complejas. Si se considera el instante en que el vector
deformacién coincide con el eje real (wr = nw). Entonces la relacién entre esfuerzo y

deformacién puede expresarse como en la figura 1.11.1., donde:

G’ = Oo0 COS 8 y G” = Oo Sen 8 (1853117)

representan la componente eldstica y viscosa respectivamente.

Se define el médulo de cizalla complejo G*, como la relacién entre el esfuerzo
oscilatorio y la deformacién oscilatoria:

G* (@) = o(at) _ 0o

@ —(coso + jsend) =G'(w) + jG'"(w) (1.8.5.3.1.18.)
4 Yo

La primera componente esta en fase con la deformacién, denominada médulo de
almacenamiento, que describe las propiedades elasticas de la muestra. La segunda
componente estd en desfase, denominada moédulo de pérdidas, relacionada con las
propiedades viscosas y es proporcional a la energia disipada como calor. La tangente del

angulo de desfase se designa como tangente de pérdidas:

tnd=0"/06"=G”’ /G (1.8.5.3.1.19.)
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Img.

6’ () 7. o(mt)

G0 Y(t) =y

¢’ () Y Re
Figura 1.8.5.3.1.4. Representacién del esfuerzo y deformacién en coordenadas imaginarias

Se puede definir el valor de las distintas funciones del material para:

- s6lidos eldsticos lineales: G¥=G; G’ =G; G’ =0; 6=0
- fluido viscoso lineal: G* =jom; G’ =0; G’ =nw; d=n/2
- materiales viscoeldsticos, G’ y G’ seran distintas de cero, y serdn

funciones de la frecuencia.

Se define la capacitancia dindmica o compleja como el reciproco del médulo

complejo:

R B 1)

= = —J P (1.8.5.3.1.20.)
G*(@) _ o) V(@) +j1"(w)

correspondiendo J’ a la capacitancia de almacenamiento y J’’ a la capacitancia de
pérdidas.
Para fluidos viscoeldsticos es comun definir un pardimetro equivalente como es

la viscosidad compleja:

G(wt) 1 : "
=n'(0)—jn"(®) (1.8.5.3.1.21.)

* =
n* (o) (@)

donde las componentes real e imaginaria son respectivamente:

nN=G"/o y N =G/o. (1.8.5.3.1.22))
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Principio de superposicion de Boltzmann
Si v (1) es una funcidn representativa de una causa que actia sobre un sistema y
o (t) define el efecto resultante; al producirse una variacién en la causa Ay ocurrente a

un tiempo ¢’ produce un efecto Ac un tiempo maés tarde ¢:

A ()= (t-t") Ay (L) (1.8.5.3.1.23.)

siendo W ( - t’) una propiedad del sistema que relaciona causa y efecto denominada
funcién influencia.

El principio de superposicién de Boltzman se basa en que una serie de cambios
en alguna causa que actia sobre un sistema lineal, cada uno ocurrente a diferentes
tiempos, contribuirdn acumulativamente al efecto resultante de esta causa algin tiempo
mads tarde. El efecto total serd una combinacion lineal de estas contribuciones separadas

(Darby, 1976):

Si el cambio en la causa se produce continuamente la suma puede ser substituida
por una integral:

s =[" we-tyay @)= we-0)7 @) d (1.853.125)

Ecuaciones constitutivas de la viscoelasticidad lineal en cizalla simple
Cuando la causa es la deformacidn por cizalla y el efecto es el esfuerzo cortante,
la funcién influencia es el médulo de relajacidn, funcién decreciente de (7 - t°):

o(t) = J'YY:Z)G@ Sty dy (1) = J'; G(t-t) 7(t') dt (1.85.3.1.26.)

Integrando por partes esta ecuacién y para materiales con memoria débil, esta

expresion resulta:

t
o) = j m(t-t) y(t') dt’ (1.85.3.1.27.)
donde m(t -¢’) es la funcién memoria, cuya relacién con el mddulo de relajacion es:

m(t-t") =dG (t-t") / dt’ (1.8.5.3.1.28))
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Ambas expresiones son denominadas ecuaciones constitutivas de la
viscoelasticidad lineal en cizalla simple. En forma tensorial, resultaria la ecuacién de

Lodge:
[o]= jm(t - z’)[C‘1 ](z’)dt’ (1.8.5.3.1.29.)

donde [C'] es el tensor simétrico, que contiene informacién sobre los tres principales
ejes de deformacion y sobre las magnitudes de las tres principales relaciones de
deformacion.

Por el contrario si la causa es el esfuerzo y el efecto es la deformacién por

cizalla, entonces:

o () t .
Y = L(_w)l(t -t')do (t') = .[.wl(t -t) S(t) dt’ (1.8.5.3.1.30.)

donde J(t - t’) es la capacitancia.

Las ecuaciones constitutivas de la viscoelasticidad lineal engloban las
expresiones diferenciales obtenidas a partir de modelos analégicos. Asi, para un fluido
de Maxwell:

G(t) = j_;G e‘(l»l')?\ ,Y(tl) dtl (1853131)

y en este caso concreto:

G(t _ t') =G e»(l-t')/k (1.8.5.3.1.32))

Estas expresiones son denominadas ecuaciones constitutivas de la
viscoelasticidad lineal en cizalla simple (Darby, 1976; Larson, 1988; Tschoegl, 1989).

Los modelos y funciones viscoeldsticas definidas anteriormente presuponen una
respuesta lineal del sistema. Asi, los modelos se han formulado combinando elementos
lineales y las funciones viscoeldsticas se han definido de forma que la relacién entre
deformacion y esfuerzo no fuese funcién de la magnitud de éste o viceversa. Pero puede
no existir dicha linealidad entre el esfuerzo aplicado y la deformacién (Ferry, 1980). Por
lo tanto las funciones viscoeldsticas anteriores s6lo son adecuadas para velocidades de

deformacion de pequefia magnitud.

89



1.8. Conceptos bésicos de reologia

Espectros de relajacion y retardacion

Anteriormente quedd reflejado que un fluido representado por un modelo de
Maxwell generalizado puede ser caracterizado por una serie discreta de tiempos de
relajacion Ai y médulos de relajacion Gi. Esta representacion de los valores se denomina
espectro discreto de relajacion. Cuando el nimero de elementos se incrementa sin

limite, el resultado es un espectro continuo de tiempos de relajacion, H(A). Asi:

G(t) = Ge +I: HA) e dInk (1.85.3.1.33))

siendo Ge = 0 para un liquido viscoelastico.
Para un nimero infinito de elementos de Voigt, de forma andloga, se obtiene el

espectro continuo de tiempos de retardacion L (A’):

- , t (1.8.5.3.1.34)
J© =T+ [ LA (1-e™) dln A+—

o

Puede considerarse relativamente sencilla la obtenciéon de las funciones
viscoeldsticas a partir de los espectros de relajacion y retardacion [Ferry, 1980]. Por el
contrario, es complicado el cdlculo de las funciones H(A) y L(A’) a partir de los datos
experimentales, aunque se han desarrollado métodos aproximados que permiten ese
calculo (Ferry, 1980; Tschoegl, 1989). Recientemente, se ha demostrado que se pueden
obtener espectros de relajacién y retardaciéon de una forma mads exacta mediante la
aplicacion del método de regularizacion de Tikhonov (Groetsch, 1984), como se ha
demostrado en polimeros (Weese, 1992) y emulsiones (Madiedo, 1996). Este método
consiste en la minimizacién de funciones que relacionan el espectro con los valores
experimentales de una funcién viscoeléstica lineal dada. Asi, si el espectro de relajacién
es calculado a partir del médulo de almacenamiento, G’(w), a partir del médulo de
pérdidas, G’’(w), o a partir del médulo de relajaciéon, G(t), las siguientes funciones

deberian ser minimizadas:

n ' o P12 2
F(V) = Zl (Gicxp —Ge - .[H(/l)mdln/ij +V

1

E(H(/i))”z (1.8.5.3.1.35)

para el cdlculo de H(A) a partir de G’ (o).
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2
3 . < w A - 2 (1.8.5.3.1.36.)
I'iv)= ; (Gi exp _.[OH(ﬂ)md In /1} +Vv _,(H(/i)m
para el cdlculo de H(A) a partir de G’ ().
. - 2
rvy=>y (Gi o = j H(A)exp((=1,)/ A)d In ﬂj +v|E(HW) (1.8.5.3.1.37.)
i=1 —oo0

para el cdlculo de H(A) a partir de G(t).

En estas ecuaciones (1.8.5.3.1.34, 1.8.5.3.1.35 y 1.8.5.3.1.36), el pardmetro v se
denomina factor de regularizacién, y £ es un operador para el que, normalmente, se

utiliza la segunda derivada respecto al tiempo de relajacion.

1.8.5.3.2. Viscoelasticidad no lineal

Como ya se ha mencionado previamente, cuando la deformacion o el esfuerzo
aplicados superan un determinado valor, aparecen desviaciones significativas del
comportamiento viscoeldstico lineal y la relacidon entre el esfuerzo aplicado a un
material y la deformacion producida es funcién de la magnitud del esfuerzo o viceversa.

Para este caso (mds cercano a las modificaciones estructurales que estos fluidos
experimentan durante su procesado, envasado o uso), las funciones viscoeldsticas
descritas con anterioridad no son vélidas.

Ensayos no lineales son, por ejemplo, las curvas de flujo, tanto en estado
estacionario como transitorio, relajacién o fluencia viscosa cuando las funciones son
dependientes del valor del esfuerzo o deformacién aplicados o la medida de esfuerzos
normales.

Las ecuaciones constitutivas integrales no lineales deben reflejar la influencia
del valor del esfuerzo o deformacion.

En algunos casos existe la posibilidad de desglosar el médulo de relajacién no

lineal en dos funciones distintas, una dependiente de la deformacion y otra del tiempo:

G(y,t) = G(t) h(y) (1.8.5.3.2.1)
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Siendo G(y,t) el modelo de relajacion no lineal y h(y) la funcién amortiguacidn,
“damping”, que representa a los efectos no lineales. En este caso la ecuacion
constitutiva que predice el esfuerzo resulta:

ot)= [mle—Wp)le.r)ar

—oco

(1.8.5.3.2.2)

que es la forma genérica de la ecuacion K-BKZ caracteristica por la factorizacion del
modulo de relajacion no lineal y que en cizalla simple coincide con la denominada

ecuacion de Wagner.

Manifestacion de esfuerzos normales

Como se menciona en el apartado dedicado al tensor esfuerzo, existen dos tipos
de esfuerzos que pueden actuar sobre un elemento material, los esfuerzos normales, en
direccién perpendicular a un plano material y los esfuerzos cortantes o de cizalla, en
direccién tangencial a dicho plano.

Las funciones reoldgicas utilizadas para cuantificar estos esfuerzos son la
primera y la segunda diferencia de esfuerzos normales:

N =G — 62 (1.853.23)

N; =02 — 033 (1.85.324)

y los denominados primer y segundo coeficientes de esfuerzos normales, que se

obtienen dividiendo N; y N, por y2:

g N (1.853.2.5.)
=
7/2
X (1.8.53.2.6.)
lPZ = —2
Y

Durante el flujo de liquidos viscoelasticos se producen algunos fenémenos que
se atribuyen al hecho de presentar diferencias de esfuerzos normales no nulas, como son
el efecto Barus o Merrington, consistente en un hinchamiento post-extrusioén de la vena
de fluido o el efecto Weissemberg o elevacion exagerada a lo largo del eje de rotacion

en un flujo rotacional.
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Viscoso FElastico Viscoso Eldstico

Efecto Barus Efecto Weissermberg

Figura 1.8.5.3.2.1. Efectos de los esfuerzos normales sobre liquidos viscoeldsticos

1.8.6. Viscosidad extensional

Aunque la mayoria de los estudios reoldgicos se llevan a cabo mediante flujos de
cizalla simple, en la realidad los liquidos experimentan a menudo flujos de naturaleza
extensional o elongacional, pudiéndo existir una gran diferencia entre su viscosidad
extensional y su viscosidad de cizalla.

En el flujo extensional, los elementos de un fluido son estirados. Un buen
ejemplo de este tipo de flujo se encuentra ilustrado en la figura 1.8.6.1., donde aparece
un material que pasa a través de un tubo de pequena longitud. Inicialmente, un elemento
caracteristico del fluido se mueve a lo largo de la mitad del primer tubo mediante flujo
extensional, sin estar sometido a cizalla. Este elemento tiene que estirarse y deformarse
para poder entrar en el tubo de menor didmetro. Una vez dentro de este tubo mas
pequeno, deja de estirarse; cuando sale del tubo pequefio, este elemento experimenta
compresion a lo largo de eje de flujo y trata de recuperar su forma original. Si esa
misma gota deformable se suspendiera en un liquido en cizalla simple, la deformacién
no serfa tan grande (figura 1.8.6.2.) y tendria lugar durante el flujo una rotacién a una
velocidad, en radianes por segundo, igual a la mitad de la velocidad de cizalla. Por esto,
los flujos de cizalla se conocen como flujos débiles, mientras que los flujos
extensionales se denominan flujos fuertes. Es evidente, que el flujo extensional no es
rotacional, puesto que el elemento caracteristico estudiado no sufre ninguna rotacién

durante la deformacién.
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Flujo extensional intenso

Figura 1.8.6.1.. La deformacién de una gota desde un tubo de mayor didmetro a otro de menor
didmetro, donde la regién de entrada estd dominada por el flujo extensional

En reposo Bajo cizalla
—>

)

Figura 1.8.6.2. Movimiento de una gota en flujo de cizalla

Basicamente, hay tres tipos de flujo extensional (figura 1.8.6.3.): uniaxial, planar
y biaxial. Durante el flujo uniaxial, el material se extiende en una direccion, con la
correspondiente reduccién en las otras direcciones. En el flujo extensional planar, una
Idmina aplanada del material se extiende en una direccidn, con el correspondiente
descenso en el espesor, mientras que la anchura permanece constante. El flujo
extensional biaxial se considera normalmente como un flujo que produce una tensién

radial en objetos en forma de disco.

ANTES DESFUES
: A d
— =
: V 7
Uniasial
X
s =]
’ 3 —_— A
Flanar

Biiaial

Figura 1.8.6.3. Flujo extensional uniaxial, planar y biaxial

94



Capitulo 1. Antecedentes bibliograficos

Flujo extensional uniaxial

Una de las formas mads simples del flujo extensional es el flujo extensional
uniaxial. Este es el que resultarfa si pudiéramos tirar de un filamento de liquido (figura
1.8.6.4.), originando un gradiente de velocidad que estaria en la direccion del flujo. Esto
es bastante diferente a lo que ocurre durante un flujo de cizalla, en el cual el gradiente
de velocidad tiene lugar en una direccién perpendicular a la direccion de flujo. De la
misma forma en que hay un esfuerzo y una velocidad de deformacién en el flujo por

cizalla, existen un esfuerzo extensional (también conocido como tensién), G., y una

velocidad de extension, £, de forma que su cociente permite obtener la viscosidad

extensional uniaxial, .

Figura 1.8.6.4. Diagrama para flujo extensional uniaxial, donde la tensién ¢ = F/A, y la velocidad de
extension, € = V/L

Entre las viscosidades extensional y de cizalla puede establecerse la siguiente
relacion para fluidos no newtonianos a bajas deformaciones (Dealy, 1994; Walters,

1975; Petrie, 1979):

. . . . (1.8.6.1.)
lim 7, (¢,) =3lim7(7)
£,-0 7—0
Para grandes deformaciones, no se han obtenido relaciones vélidas para fluidos
no newtonianos. La ecuacién 1.8.6.1. se define para fluidos newtonianos de la siguiente

manera.
7, =30 (1.8.6.2.)

Ademads de esto, la principal diferencia entre la viscosidad extensional y de
cizalla queda patente cuando se considera una suspension diluida de fibras. Si el liquido
sobre el que se encuentra suspendida la fibra se somete a cizalla, ésta se alineard en la
direccion del flujo, causando sélo una minima perturbacién sobre el liquido que la

rodea. Por el contrario, si esa misma suspension se somete a un flujo extensional, las
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fibras se alinearian de la misma forma, pero presentando ahora una méxima resistencia
al flujo, ya que el liquido sobre el que se encuentran suspendidas las fibras, al someterse
a elongacion, trata de estirarlas. Esto quedaria reflejado en la viscosidad de la
suspension, que disminuiria conforme las fibras se alinearan con el flujo de cizalla,

mientras que aumentaria conforme se alinearan con el flujo extensional. (figura 1.8.6.5).

el flujo

Viscosidad (escala log.)

-~
~
&n reposo - aleatorio N e \

Velocidad de deformacién, ¥ o £ /s (escala log.)

Figura 1.8.6.5. Las viscosidades de cizalla (linea de puntos) y extensional (linea continua) de una
suspension diluida de fibras, comparadas a velocidades de deformacién comparables

En el caso de que la concentracién de las fibras sea muy elevada, habria
bastantes contactos entre las distintas fibras, siendo el nimero de estos contactos los que

dominan la viscosidad.

El nimero de Trouton

Trouton establecié una relaciéon matematica entre la viscosidad extensional y la
viscosidad de cizalla (Trouton, 1906), que denominé coeficiente de traccidon viscosa.
Actualmente, los datos de las viscosidades extensional y de cizalla son frecuentemente
comparados mediante un cociente adimensional conocido como el nimero de Trouton
(NTr):

vis cosidad extensional
NTr =

vis cosidad de cizalla

En todos los casos este cociente empieza en 3 para pequefas velocidades de
deformacion, y entonces, en un punto critico, empieza a aumentar.
Debido a que las viscosidades extensional y de cizalla son funciones de diferentes
velocidades de deformacién, se necesita un método de comparaciéon que elimine
cualquier tipo de ambigiiedad. Jones y col. (1987), basandose en consideraciones del
comportamiento de fluidos viscoeldsticos e ineldsticos, propusieron la siguiente

ecuacion para el célculo del nimero de Trouton para flujo uniaxial:
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ng(€,) (1.8.6.3.)
(N T )uniaxia = VN
T p(3e,)

Las viscosidades de cizalla son determinadas a velocidades de cizalla iguales a
\/géh para flujo extensional uniaxial.

Altos valores del nimero de Trouton va acompafiado de altos grados de
elasticidad. Los sistemas coloidales donde no hay particulas en la microestructura que
se puedan alinear presentan siempre un valor del ndmero de Trouton igual a 3
(comportamiento eldstico pobre).

El hecho de que el nimero de Trouton se acerque finalmente a un valor
constante significa que las curvas de viscosidad extensional y de cizalla son paralelas en
ese intervalo, y si el comportamiento se ajusta a la ley de la potencia, entonces el indice

de ésta es el mismo en los dos casos.

1.8.7. Reometria capilar

Los viscosimetros de tubo son muy utiles para la obtencion de datos reoldgicos.
Estos instrumentos pueden dividirse en tres categorias: capilares de vidrio, para medidas
de viscosidad cinemadtica, redmetros capilares y redmetros capilares de alta presiéon. En
todos los casos se establece una diferencia de presion para producir un flujo. En este
trabajo se ha utilizado un reémetro capilar de alta presion.

Los capilares de alta presién son conducidos mediante pistones o mediante
gases. Los datos que mide un redmetro capilar son la caida de presién y la velocidad de
flujo volumétrico. La caida de presion se determina a través de unos transductores de
presion. En los capilares de alta presion, las velocidades de flujo se calculan asumiendo
que el flujo volumétrico en el piston y en el capilar son equivalentes.

Este reémetro permite la obtencién de resultados de viscosidad extensional y de
cizalla al mismo tiempo. La figura 1.8.7.1. muestra el comportamiento ideal de
materiales con alta concentracién de unidades que se puedan alinear, entre las que hay
puntos de contacto o formacion de entramados. La curva superior se corresponde con la
viscosidad extensional, mientras que la inferior se corresponde con la viscosidad de
cizalla. Existe una deformacién critica a la que la viscosidad extensional empieza a
aumentar. Este comportamiento ideal puede explicarse de la siguiente forma: durante el
flujo de cizalla y extensional las particulas o las cadenas poliméricas se alinean en la

direccién del flujo. En el caso del flujo extensional, el material que esta siendo estirado
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trata a su vez deformar mediante estiramiento las particulas alineadas y el aumento de la
viscosidad extensional estd relacionado con la resistencia que oponen esas particulas a
estirarse. Al contrario, en el flujo por cizalla la muestra puede moverse con menos
resistencia cuando las particulas estdn alineadas; en esta situacion, la viscosidad de
cizalla disminuird, mientras que la viscosidad extensional aumentard. La viscosidad
extensional aumentard hasta que lo entramados empiecen a romperse. En este momento,

se observara una disminucion en la viscosidad extensional.

Viscosidad de cizalla
o extensional. 70 1,
!

|escala logaritmica)

Velocidad de deformacién, y o £

Figura 1.8.7.1. Viscosidad extensional y de cizalla de un entramado polimérico; los efectos dindmicos
aparecen como lineas sélidas, y los efectos de pérdidas como lineas discontinuas (Barnes, 2000)

Ecuacion de Rabinowitsch-Mooney

Para el desarrollo de la ecuacién de Rabinowitch-Mooney es necesario asumir
varias condiciones: el flujo es laminar y regular; los efectos terminales no son
considerables; el fluido es incompresible; las propiedades no son funciones de la presion
o el tiempo; la temperatura es constante; no hay deslizamiento en las paredes del tubo,
es decir, la velocidad del fluido es cero en la pared; y las componentes de las
velocidades radial y tangencial son cero.

En primer lugar, para la obtencion de la ecuacion de un viscosimetro de tubo es
necesario realizar un balance de fuerzas. Se considera un fluido que fluye a través de un
tubo horizontal de longitud L y radio interno R.

Una caida de presion (0P) sobre una longitud fija (L) es la causante del flujo.

|
T
L—1 1
R
i e |

Figura 1.8.7.2. Fluido en una geometria tipo tubo
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El balance de fuerzas, igualando el esfuerzo de cizalla causante del flujo con el
esfuerzo de cizalla resultante de la resistencia al flujo (por parte del fluido) en un tubo

de longitud L, considerando un radio r y longitud L conduce a

(OP)mr® = o27rL (1.87.1)
que puede ser resuelta para el esfuerzo de cizalla:

(OP)ym? _ (6P)r
2wl 2L

o=f(r)= (1.8.7.2))

Esta ecuacién describe la variacién del esfuerzo de cizalla a lo largo del tubo
desde cero en el centro (r=0) a un valor méximo en la pared (r=R), donde la ecuacién

puede ser escrita como:

c,= (5§L)R (1.87.3)

Es necesaria la introduccién de un elemento diferencial de flujo para el

desarrollo de las ecuaciones para la velocidad de cizalla. Esto se consigue mediante la

consideracién de un flujo laminar y regular de un fluido que se mueve a través de un
anillo localizado entre r y r + dr:

dQ=u2mrdr (1.8.7.4)

donde u es la velocidad lineal en r. La velocidad del flujo volumétrico total se determina

mediante la siguiente integracion:

0 R
0=(["do=x[ u2rdr (18.7.5)

integrando por partes, es posible escribir:
2 R

Q=27|—u| -
2 0

Asumiendo que no hay deslizamiento, por lo que la velocidad del fluido en la

2
er—du (1.87.6)
0 2

paredes seria cero, matemdticamente u=0 a r=R, entonces, el primer término de esta

ecuacion seria cero.

o Reg o Rodu (R (1.8.7.7.)
0mrf vt == o] i
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Sustituyendo rziR, drzidc y la velocidad de cizalla aparente
cW cSW

4 )
I'= —Q3, se obtiene:
o

4

G3W

= jo " 6’ydo (18.7.8)

A partir de la solucién de esta udltima integral se obtiene la ecuacién de
Rabinowitsch-Mooney:

3 1 dr’

Vfw=—-I+—-0y, —
Tw 1 A Wde (1.8.7.9.)

que puede ser reescrita de forma mds simple como sigue:

_ 3n'+1 r
Tw = in' (1.8.7.10.)
d(
donde n'= dnoy) es la pendiente de Inoy, versus Inl en cualquier punto.

d(InT’)
Si el comportamiento de un fluido se ajusta a un modelo potencial, la pendiente
de la derivada es una linea recta y n’=n. Esta ecuacién es una forma conveniente de la
ecuaciéon de Rabinowitsch-Mooney, porque el comportamiento potencial se observa

frecuentemente en fluidos alimentarios.

Correccion de los resultados

En los viscosimetros de tubo pueden ocurrir numerosos errores de medida.
Algunos son aplicables de forma general, mientras que otros se aplican s6lo a sistemas
especificos.

Las pérdidas de energia debida a divergencia del fluido al final del capilar son
pequenas y usualmente despreciables, pero las pérdidas en la entrada pueden ser muy
significativas y deben ser evaluadas. La correccion del efecto de entrada tiene en cuenta
la pérdida de presién debida a contraccion brusca que tiene lugar en la apertura del
viscosimetro de tubo (entrada de la boquilla). Esta pérdida es el resultado de una
convergencia repentina y a pérdidas en la energia cinética. Este problema puede ser
evaluado experimentalmente utilizando tubos con diferente relacién longitud-didmetro
(L/D) (Bagley, 1957). Se recogerian datos de la caida de presién total versus la

velocidad de flujo para cada tubo. La caida de presién versus L/D se representa para
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cada velocidad de flujo y las lineas se extrapolarian a L/D cero. Este tipo de

representaciones se denominarian representaciones de Bagley (figura 1.8.7.3.).

-~
-
_,-’FXQ:
-
T
o
-~
.-'{-'-' .
iP o i
- o
-___,-f' _,--""'-'-H Q,
._-___.- e
f"-' —_— -

o

tR |: -#— Pérdida de presion a la entrada para Q)

LD —-

Figura 1.8.7.3. Representacion de Bagley

La pérdida de presion resultante es el efecto de entrada para una velocidad de
flujo y un didmetro de tubo determinado. Para lograr una mayor precisién, el mismo
procedimiento debe realizarse para cada didmetro en consideracion usando diferentes
tubos (al menos, tres) con el mismo didmetro y diferentes longitudes.

Las pérdidas de presiéon a la entrada también han sido evaluadas mediante la
sustraccion de los datos obtenidos durante el flujo a través de un orificio (L=0). Estos
calculos se han hecho con un orificio y un capilar del mismo didmetro, utilizando datos
tomados a velocidades de flujo volumétrico equivalentes.

La pérdida de presion a la entrada se utiliza para corregir los valores de caida de
presion medidos con el reémetro:

OP=0P,,-0P., (1.8.7.11)
donde 8P, es la caida de presién medida, y 0P, es la pérdida de presion a la entrada.
Los valores corregidos de OP son utilizados para el cdlculo del esfuerzo de cizalla en la

pared.

Flujo extensional a través de una boquilla convergente

El flujo hacia una boquilla convergente implica una pérdida de energia debida a
la cizalla y una pérdida adicional debida a la extensibilidad (estiramiento) del fluido. El
flujo convergente es dificil de controlar porque depende de las propiedades del fluido.

Ademads, no es puramente extensional, sino que es una combinacién de deformaciones
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extensionales y de cizalla. A continuacién se describird como se pueden separar la caida
de presion en la entrada en dos componentes: una debida a la cizalla y otra debida a la

extension.

Ecuaciones de Cogswell

Cogswell (1972) asumié que la caida de presién a la entrada en un drea de flujo
convergente, desde un depdsito circular hasta una boquilla capilar estaba compuesta por
dos componentes, uno relacionado con el flujo de cizalla y otro relacionado con el flujo
extensional (figura. 1.8.7.4.):

6Pen: 6Pen,s+8Pen,E (18711)

Se asume la ausencia de deslizamiento en la pared.
La caida de presion debida a la cizalla puede ser deducida considerando la caida
diferencial de presion, basada en la forma potencial de la ecuacién de la velocidad de

flujo, a lo largo de una longitud dl en un radio r (figura 1.8.7.5.):

TITTTTT
L

A
h

Fhajo de cizalla Fhyo extensional
I_;
P

/
f
d

|

Figura 1.8.7.4. Componentes del flujo de cizalla (mostrando perfil de velocidades) y extensional, como
consecuencia de la caida de presién durante la convergencia

\M‘F P

o e—
4 LLF.J

Figura. 1.8.7.5. Geometria para el flujo convergente desde un depdsito de radio Ry, a una boquilla capilar
de radio R

3n+l
T

" (3n+1)
d(ep, )= 2 ( ‘;t j 2Kdl (1.8.7.12.)
n

Sustituyendo r/l=tan@, dl=dr/tan® en esta ecuacion,
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d(oP, ) = %H(BHHJ 2K dr (1.8.7.13.)
| r n tan 6

integrando entre la boquilla (R) y el depésito (Rp):

%Fens R, Q" (3n+1)" 2K
“d(dP,, ) = dr (1.8.7.14.)
T adr =, r3““( mn j tan 0
que conduce a :
n 3n
o8P, s = F“(Snﬂj 2K [[_R (1.8.7.15.)
’ 4n 3ntan® R,

donde F:4Q/(TER3), es la velocidad de cizalla aparente en la pared de la boquilla.

La velocidad volumétrica media en cualquier seccion de corte de la boquilla

cs. (1.8.7.16.)

5= Q__ Q
nwr?  ml*tan® O

Esta ecuacion puede ser derivada para obtener la velocidad de deformacion extensional
media a cada seccion de corte:

du_ —(-2Q) _Qtan®
o dl wftan’e @’

(1.8.7.17.)

Al contrario que lo que ocurria con la velocidad de cizalla, esta expresiéon no
depende de la forma del perfil de velocidades. La caida de presion diferencial, debida a
la disipacion de energia extensional, puede ser escrita en término del esfuerzo

extensional medio que actiia sobre un anillo:
(d8P,, )t = o (n(r +dr)* — e’ (1.8.7.18.)

como (dr)2 es despreciable:

(1.8.7.19.)
(dSP,, ) = 20, ar
Tr

Si la relacion potencial entre el esfuerzo medio y la velocidad de deformacion
media, 6, = K (€)™, es vilida, es posible escribir la caida de presién debida al flujo

extensional como una funcion del radio:

103



1.8. Conceptos bésicos de reologia

(1.8.7.20.)

(dsP, ,) =2KE(MJ dr

3

r r

Cuando se integra esta ecuacion entre el radio del capilar (R) y el radio del

depdsito (Ryp), se obtiene la componente de la pérdida de presion a la entrada debida al

m 3m
(dSP“’E):rm(%j(ta;ej [1_(1%} J (1.8.7.21.)
b

Esta ecuacion puede escribirse en forma logaritmica:

3m
" 1.8.7.22.
In(doéP,, ;) =mInI"+1In (2KE j(tan@j 1- L ( )
’ 3m 2 R,

que puede ser usada en un andlisis de regresidon para el cdlculo de m a partir de la

flujo extensional:

pendiente de la linea, y Kg a partir del punto de corte. Valores de Kg y m pueden ser

usados para calcular la viscosidad extensional media:

. (1.8.7.23.)
Ne :KE(SE,R) '

donde & ; es la velocidad de deformacion extensional media en la boquilla (donde r=R)

I'tan©
ER — >

(1.8.7.24.)

Utilizando las ecuaciones anteriores, se puede calcular la viscosidad extensional

a partir de los datos para la presion a la entrada de la boquilla, de la siguiente forma:

1. Determinar la pérdida total de presion a la entrada (OP.,) utilizando el
procedimiento de Bagley presentado anteriormente. Ademads, determinar los
pardmetros reoldgicos del flujo de cizalla (K, n) utilizando para ello métodos
estdndares en la reometria capilar. Aunque puede ser conveniente encontrar las
propiedades de cizalla a partir de los resultados del capilar, cualquier técnica

reoldgica puede ser utilizada para calcular K y n.
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2. Determinar la caida de presidon en la convergencia debida al flujo de cizalla,
OPens.

3. Sustraer ésta de la P, determinada en el paso 1, para obtener asi la componente
de la caida de presion a la entrada debida al flujo extensional, 0P, E.

4. Utilizar la ecuacién. 1.8.7.22. en andlisis de regresion para evaluar m y Kg.
Calcular la velocidad de deformacion y la viscosidad extensional a partir de las

ecuaciones 1.8.7.23 y 1.8.7.24, respectivamente.

Las ecuaciones precedentes describen el comportamiento de forma aceptable
para boquillas con dngulos de hasta 45° aproximadamente (Gibson, 1988).

Cogswell (1972) formul6 expresiones para el esfuerzo extensional medio neto y
para la deformacidn extensional neta para boquillas de entrada plana como:

Cp = %(n +1)5P,,

(1.8.7.25.)
y
2
€= _dnlm (1.8.7.26.)
3(n+1)0P,,
donde n es la viscosidad de cizalla aparente, basada en una relacién potencial:
n=Kr""
La viscosidad extensional media se determina facilmente:
O _9(n+ (8P, ) (1.8.7.27.)

Ly 320

Esta ecuacion es apropiada para hacer una rapida comparacion entre fluidos.
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1.9. Reologia de emulsiones
1.9.1. Generalidades

El conocimiento de las propiedades reoldgicas de las emulsiones es importante
por varias razones (Sherman, 1970, Dickinson y Stainsby, 1982; Race, 1991; Rao y col.,
1995; Rao, 1995). Muchos de los atributos sensoriales de las emulsiones alimentarias
estdn directamente relacionados con sus propiedades reoldgicas, como la cremosidad o
la fluidez. Informacidn sobre la reologia de los alimentos es utilizada por los ingenieros
a la hora de disefiar las operaciones del proceso que dependen del modo en que el
alimento fluye a lo largo de un tubo o de la manera en que se comporta cuando se agita.

Las emulsiones alimentarias son materiales complejos composicional y
estructuralmente, que pueden mostrar un amplio intervalo de comportamientos
reoldgicos, desde fluidos de baja viscosidad (como la leche o zumos) a sélidos bastante
duros (como la margarina refrigerada). Las propiedades reoldgicas de una emulsion
dependen del tipo y concentracion de los ingredientes que contiene y de las condiciones
de procesado y almacenamiento (McClements, 1999).

Muchas emulsiones estdn constituidas estructuralmente por una red
tridimensional, originada por un proceso de floculacién extensiva de gotas. Cuando se
someten a un esfuerzo de cizalla suficientemente elevado, tiene lugar una ruptura de su
estructura interna. Las medidas reoldgicas realizadas bajo estas condiciones se
corresponden con respuestas no lineales.

Con el objeto de obtener informacién estructural de interés, es util realizar
medidas tanto en la region lineal, donde el esfuerzo es tan pequefio que no produce
ruptura estructural, como en la regién no lineal, mds acorde con las condiciones de flujo

y deformacién a las que las emulsiones se someten en la practica.

1.9.2. Comportamiento de flujo en estado estacionario

Una de las caracteristicas mds importantes de una emulsiéon es su
comportamiento de flujo viscoso, ya sea desde un punto de vista técnico como en
relacion a las propiedades fisicas y estructurales del producto final y a la funcién a la
que estd destinada.

Se ha comprobado que emulsiones muy diluidas (® < 0,01) muestran un

comportamiento newtoniano, que depende fundamentalmente de la fraccion de fase
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dispersa. Einstein derivé una ecuacién que relacionaba la viscosidad de una suspension

de esferas rigidas con fraccion en volumen de fase dispersa:

. :Q:1+25¢ (1.92.1)
"o, ’

donde n. es la viscosidad de la fase continua.

Esta ecuacion asume que el liquido es newtoniano, que las particulas son rigidas
y esféricas, que no hay interacciones particula-particula, que no hay deslizamiento en la
interfase aceite/agua y que los efectos del movimiento Browniano son despreciables.

Al aumentar la fraccién en volumen de fase dispersa, la relacion entre ésta y la
viscosidad se convierte en una funcién cada vez mds compleja, como la siguiente, que
tiene en consideracion las interacciones hidrodindmicas entre las gotas (Batcherlor,
1977):

n="no (1+ ad + bd* + c®” +...) (1.92.2)

donde los coeficientes se pueden determinar experimental o tedricamente. Esta ecuacion
es vélida para emulsiones ligeramente concentradas (® < 0,2), no floculadas, donde las
Unicas interacciones entre gotas que existen son las hidrodindmicas.

También es necesario tener en cuenta el tamafo de gota, ya que la viscosidad
generalmente aumenta al disminuir éste, y la polidispersion de tamafios (Rahalkar,
1992). Uno de los modelos propuestos que relacionan el tamafio de gota y la fraccién de

fase dispersa es el propuesto por Sherman (1983):

. 9, (1923)
= exp| ——
n(x;) 1. Il} p(l_ki¢i

siendo @; la fraccion de fase dispersa en volumen de cada didmetro.

Sin embargo, la mayoria de las emulsiones concentradas muestran un
comportamiento no newtoniano. Este comportamiento se ha relacionado tanto con la
floculacién de gotas de fase dispersa como con las caracteristicas no newtonianas de la
fase continua (Pal, 1992). Las curvas de flujo corresponden generalmente a las de un

fluido estructural, aunque dependiendo de la fraccién en volumen de fase dispersa es
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posible que no puedan observarse todas las regiones que caracterizan a este tipo de
comportamiento (Pal y Rhodes, 1989; Otsubo y Prud’homme, 1994; Partal y col.,
1994). La variacioén de la viscosidad con la velocidad de cizalla o el esfuerzo ha sido
descrita generalmente mediante diversos modelos, como los de Wilkinson o Carreau
(Pal, 1992; Franco y col., 1995b, 1998b). Estas curvas de flujo son el resultado de una
dramdtica ruptura estructural que puede atribuirse tanto a un proceso irreversible
(coalescencia entre gotas), como a uno reversible (defloculacién, deformaciéon de
gotas,...) (Figoni y Shoemaker, 1983).

Consecuentemente, las relaciones entre viscosidad y fraccion en volumen en fase
dispersa de este tipo de emulsiones debe incluir la influencia de la velocidad de cizalla.

Un método propuesto para describir la dependencia de la viscosidad con la
velocidad de cizalla y la fraccién en volumen de fase dispersa simultdneamente, es el
propuesto por Partal y col. (1994). Este método se basa en la superposicion de curvas
de flujo de emulsiones con diferente fraccion en volumen de fase dispersa, empleando
un factor de superposicién empirico, a(®). La relacion entre este factor de superposicion

y la fraccién en volumen, se puede describir por una ecuacion del tipo Frankel-Acrivos:

1 [ﬂm}m_l l: (0/9,)" } (1924)
a@) |\ % 1-(¢/9,)"

donde @ es la fraccion en volumen de referencia.

1.9.3. Viscoelasticidad lineal

La mayoria de las emulsiones alimentarias se comportan como liquidos
viscoeldsticos. Su respuesta en ensayos de fluencia (Creep) ha sido descrita usando
diversos modelos analdgicos, como el modelo de Kelvin-Voigt, con dos tiempos de
relajacion caracteristicos, descrito anteriormente. Este modelo se ha usado para
caracterizar el comportamiento de fluencia de una amplia variedad de emulsiones
(Rivas y Sherman, 1983a, 1983b; Gladwell y col., 1985, 1986; Madiedo y col., 1994b).

Los primeros autores que realizaron ensayos oscilatorios demostraron que la
evoluciéon de los moédulos de pérdida y de almacenamiento con la frecuencia es

extremadamente dependiente de la concentracién de la emulsién, condiciones de
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procesado y naturaleza del emulsionante usado (Gallegos y col., 1992a; Tadros, 1993;
Barnes, 1994; Franco y col., 1998a).

Por ejemplo, en la respuesta de mayonesas comerciales (Bower y col., 1999) se
ha encontrado que el mdédulo de almacenamiento presenta valores mayores que el
modulo de pérdidas en un amplio intervalo de frecuencias, con un minimo en este
ultimo a frecuencias intermedias, y una region “plateau” de G’(figura 1.9.3.1.(a)). Este
comportamiento corresponde a emulsiones extensamente floculadas, donde las
interacciones entre las gotas de la fase dispersa conducen a la formacién de una red
estructural.

Por el contrario, en emulsiones O/W no floculadas o débilmente floculadas, se
ha demostrado que incluso en sistemas concentrados, el médulo de pérdidas presenta
valores superiores al médulo de almacenamiento hasta frecuencias que pueden ser
cercanas a unos 10 rad/s (figura 1.9.3.1.(b))(Tadros, 1990, 1993; Bower y col., 1999).

Estos resultados se explican en base a que, a pequeias fracciones de fase
dispersa, la separacién entre gotas es mayor que el doble del espesor de la capa
adsorbida y por lo tanto las interacciones repulsivas entre éstas son relativamente
débiles, por lo que la emulsién muestra un caricter predominantemente viscoso. A
mayores fracciones de fase dispersa, la separacion entre gotas es menor, por lo que las
capas adsorbidas se comprimen, conduciendo a fuertes repulsiones estéricas, mostrando
la emulsién una respuesta predominantemente eldstica (Tadros, 1993).

En la respuesta de otros sistemas, como algunos estabilizados con sucroéster de
alto HLB, aparecen tres regiones caracteristicas; una regién pseudoterminal a bajas
frecuencias con una tendencia a un cruce entre ambas funciones viscoelasticas, una
region “plateau” intermedia y el comienzo de una regién de transicién a elevadas

frecuencias (figura 1.9.3.1.(c)) (Franco y col., 1995c, 1997; Guerrero y col., 1996).
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Figura 1.9.3.1. Distintos comportamientos que presentan las emulsiones en ensayos dindmicos (e
G’, o Gn)
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En el espectro de relajacion lineal de estas emulsiones pueden distinguirse como
maximo tres zonas cuando éste se representa en escala doblemente logaritmica. Una
primera zona correspondiente a bajos tiempos de relajacion, en la que el espectro
disminuye de forma continua que corresponde a la zona de transicién. Una segunda
zona, correspondiente a la zona “plateau” a valores intermedios de tiempos de
relajacion, en la que el espectro o bien permanece practicamente constante o bien
aumente con el tiempo de relajaciéon. Finalmente, a partir de un determinado tiempo de
relajacién denominado tiempo de relajacion terminal, el espectro vuelve a disminuir

potencialmente (figura 1.9.3.2.).

H, n

Ac Ap A

Figura 1.9.3.2. Representacion tipica de un espectro de relajacion

Existen varios modelos empiricos que describen satisfactoriamente las tres
regiones experimentales que aparecen en el espectro de relajacion lineal de estas
emulsiones, como el que se presenta a continuacién, adaptacién del modelo De Rosa y

Winter (1994):

H(A)=A A + A para Amin <A <Ay (1.9.3.1.)
2) T\,
A (19.3.2)
H(1)=A 1 para A, < A < Amax
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donde A. y A, son los tiempos de relajacién caracteristicos para el comienzo de
las regiones plateau y pseudoterminal respectivamente, Amax ¥ Amin SON los reciprocos de
las frecuencias minimas y maximas conseguidas experimentalmente, m, n y ¢ son los
exponentes de las potencias de las tres regiones y A es una constante empirica. Este
modelo se ha aplicado satisfactoriamente a emulsiones modelo del tipo de las salsas
para ensalada (Franco y col., 1995b, 1997).

Otros autores (Madiedo y Gallegos, 1997) han propuesto un modelo empirico
distinto que describe las tres regiones del especro de relajacion de emulsioesn O/W

estabilizadas con una mezcla de dos sucroésteres con diferentes valores de HLB:

ad" + A
H(ﬂ)z—ﬁp
1+ A
A

P

(1933

En este modelo, m, n y p son respectivamente, las pendientes de las zonas de
transicion, plateau y pseudoterminal, A, es el tiempo de relajacion pseudoterminal y los

pardmetros o y P estdn relacionados mediante las siguientes expresiones:

Hym
o= W (1.9.3.4))
0
8= 1 nH, (1.93.5)
Ay (n—m)

donde Hj es el valor minimo del espectro de relajacion, que aparece entre las regiones
plateau y de transicion y Ag es el tiempo de relajacion que corresponde a este minimo.
Este modelo contempla una suave transicion entre las regiones plateau vy
pseudoterminal, en contraste con el modelo BSW-CW.

La aparicion de dos o tres regiones en el espectro de relajacion también depende
de las condiciones de procesado y del emulsionante empleado (Gallegos y col., 1992a;
Guerrero y col, 1996).

Otro pardmetro de gran interés, caracteristico de cada material es el médulo

‘ 0 . . .
‘plateau”, Gy, que se define como la extrapolaciéon de la contribucion de los
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entrecruzamientos a G’ a altas frecuencias (Baumgaertel y col., 1992). Este parametro
aparece por primera vez en reologia de polimeros y se relaciona con la formacién de
entrelazamientos entre la cadenas poliméricas (Ferry, 1980; De Rosa y Winter, 1994).
Haciendo una analogia, el médulo plateau se relaciona en reologia de emulsiones con la
formacion de una red estructural formada a partir de una floculacién extensiva de gotas
de aceite (Franco y col., 1995b, 1998a), que puede dar lugar a un entramado eldstico
tipo gel.

El médulo plateau se puede estimar como el valor de G’ a la frecuencia en que

se encuentra un minimo en la evolucién de la tangente de pérdidas (Wu, 1989):
Gl(zf = [Gl]tgé'%mfnimo (1936)

Debido a la presencia de estos entrelazamientos que proporcionan un alto grado
de estructuraciéon interna a emulsiones extensamente floculadas, las siguientes
relaciones entre la viscosidad de flujo estacionario y la viscosidad en cizalla oscilatoria,
que se encontraron en el caso de liquidos poliméricos, no se cumplen, como

demostraron Bistany y Kokini (1983).

n(y) = 1'(w) o (1.9.3.7.)

. (1.9.3.8.)
ny=n*@)_,

La ecuacion 1.9.3.7. se conoce como la regla de Cox-Merz (Cox y Merz, 1958) y
se aplica a elevadas velocidades de cizalla y frecuencias, mientras que la ecuaciéon

1.9.3.8. posee mayor validez a bajos valores de velocidades de cizalla y frecuencias.

1.9.4. Viscoelasticidad no lineal

Diferentes autores han estudiado el comportamiento de flujo transitorio de
emulsiones alimentarias en condiciones no lineales (Figoni y Shoemaker, 1983;
Campanella y Peleg, 1987; Gallegos y col., 1988b, 1992b). Todos ellos encontraron la
existencia de un sobreesfuerzo seguido de una caida del esfuerzo de cizalla hasta un

valor de equilibrio de éste. Este comportamiento se ha justificado desde dos puntos de
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vista diferentes: tixotropia y viscoelasticidad no lineal. Desde el punto de vista de la
tixotropia, algunos autores han intentado describir este comportamiento utilizando un
modelo cinético, suma de dos funciones cinéticas de primer orden, donde las constantes
cinéticas se relacionan con dos procesos inducidos por la cizalla, defloculacién y
coalescencia de gotas de aceite (Figoni y Shoemaker, 1983; Gallegos y col., 1988).

Sin embargo, teniendo en cuenta que estos ensayos transitorios pueden
considerarse una respuesta viscoeldstica no lineal, otros autores (Campanella y Peleg,
1987; Gallegos y col., 1992b; Gallegos y Franco, 1995; Partal, 1995) han aplicado
eficazmente una variante del modelo integral de Wagner (Wagner, 1976) que se puede
representar por la siguiente ecuacion:

olr)= jm(t — 1)y e, )dr (1.9.4.1.)

—oco

En general, los autores citados han demostrado que el modelo de Wagner
modificado, introduciendo la ecuacion de Soskey-Winter en la funcién amortiguacion
(ecuacién 1.16.4.2.) (Soskey y Winter, 1984), predice de forma aceptable el
comportamiento de flujo transitorio de emulsiones aceite/agua y el comportamiento de
flujo estacionario, aunque presenta ciertas deficiencias en los casos en los que la accion
de la cizalla induce significantes cambios estructurales (Gallegos y Franco, 1999a).

1

h(y)——
a+y

(1.9.4.2)

Ensayos de relajacion del esfuerzo tanto dentro como fuera del intervalo
viscoeldstico lineal, proporcionan informacién de interés en el estudio del
comportamiento viscoeldstico no lineal de las emulsiones, fundamentalmente como
medio para obtener los valores de la funcién amortiguacién h(y), relacionada
directamente con el grado de destruccidn estructural que se produce por la accién de la

cizalla (Franco, 1995).

1.9.5. Microestructura y reologia de emulsiones
A continuacion se describen los pardmetros estructurales que ejercen una mayor

influencia en la reologia de las emulsiones (Barnes, 1994; McClements, 1999):
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Concentracion de fase dispersa

En general, la viscosidad de una emulsién aumenta con la concentracién de fase
dispersa. En el apartado 1.9.2. se presentan diversas ecuaciones que relacionan la
viscosidad y la fraccién en volumen de fase dispersa, distinguiendo entre emulsiones
diluidas y concentradas.

La mayoria de las emulsiones diluidas presentan un comportamiento
newtoniano. Sin embargo, a partir de una concentracioén critica de fase dispersa, las
gotas estdn altamente empaquetadas, de manera que debido a la proximidad entre las
gotas entran en juego una serie de interacciones interparticulares, que determinan la
dependencia de la viscosidad con la concentracion de fase dispersa. Consecuentemente,
emulsiones concentradas manifiestan un comportamiento no newtoniano 'y

viscoelastico.

Tamario y distribucion de tamarios de gota

El tamafo de gota afecta a la reologia de la emulsién de diferentes formas. La
viscosidad de emulsiones diluidas es independiente del tamafio de gota cuando no
existen interacciones atractivas o repulsivas entre éstas (Pal y col., 1992; Pal, 1996). En
cambio, en el caso de emulsiones concentradas, la naturaleza y la intensidad de las
interacciones interparticulares dependen de éste.

En general, el drea interfacial disponible para las interacciones entre gotas es
mayor al disminuir su tamafio, por lo que existe una tendencia generalizada a aumentar,
tanto la viscosidad como las propiedades viscoeldsticas de las emulsiones, al disminuir
el tamafio de gota, como consecuencia de una aumento de las interacciones entre éstas
(Sanchez y col., 2000).

Aunque es necesario tener presente que al disminuir el tamafo de gota y
consecuentemente, aumentar el drea interfacial, es mayor la cantidad de emulsionante
requerido para cubrir toda esta interfase. Si el emulsionante no se encuentra en exceso,
esta reduccion en el tamafio de gota puede conducir a una menor estabilidad de la
emulsién (Barnes, 1994).

Por otra parte, en emulsiones que contienen gotas no floculadas, la méxima
fraccién de empaquetamiento depende de la polidispersidad de tamafios. Las gotas son
capaces de empaquetarse mds eficazmente cuando son polidispersas, ya que las gotas

pequenas rellenan los huecos que dejan las grandes y, por lo tanto, la viscosidad de una
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emulsion concentrada polidispersa es menor que la emulsién monodispersa con la
misma fraccion en volumen de gotas, ya que una mayor eficiencia en el
empaquetamiento genera una menor resistencia estructural al flujo y por tanto, una
menor viscosidad (Moros, 2000).

De igual forma, el empaquetamiento de gotas es mayor si éstas son deformables,
ya que se adaptan mejor a los huecos que si son rigidas, por lo que una mayor
deformabilidad de gotas genera emulsiones menos viscosas.

Asimismo, en estudios realizados con emulsiones concentradas estabilizadas con
un tensioactivo no ioénico de bajo peso molecular, se ha encontrado un comportamiento
mads cldsico, caracterizado por mayores valores del médulo de almacenamiento y una
zona plateau en el espectro mecdnico mds desarrollada, en emulsiones con
distribuciones de tamafios de gotas monomodales, respecto a emulsiones con
distribuciones bimodales, independientemente del tamafio de gota (Sdnchez y col.,

1998, 2000).

Interacciones interparticulares

La naturaleza y la magnitud relativa de las interacciones entre las gotas de una
emulsion, tanto atractivas (van der Waals, hidrofébicas,...), como repulsivas
(principalmente, estéricas y electrostdticas), determinan, ademds de su estabilidad, su
comportamiento reoldgico.

De esta forma, un pequefio incremento en las fuerzas de van der Waals que
implique una atraccién débil entre las gotas es deseable si conduce a la formacién de un
entramado estructural que estabiliza la emulsiéon y aumenta su viscosidad y su
viscoelasticidad. Sin embargo, fuerzas de van der Waals mds intensas conducen a la
formacién de agregados individuales, lo que es indeseable. En el limite (con fuerzas de
van der Waals causando floculacion extrema) el sistema puede desestabilizarse en dos
fases, teniendo lugar la separaciéon entre agregados y el liquido circundante, lo que
conduce a una menor viscosidad y a veces a un comportamiento newtoniano.

Por otra parte, cuando las particulas en una emulsion diluida estdn
eléctricamente cargadas, una doble capa de iones rodea a cada particula. Cuando se
cizalla, esa doble capa se deforma, produciéndose un incremento de energia de

disipacién y como consecuencia un incremento de viscosidad. Este efecto, denominado
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“primer efecto electroviscoso” (Booth, 1950) es generalmente pequefio y no
significativo, especialmente para sistemas con una baja constante dieléctrica.

En emulsiones mds concentradas, la doble capa puede interaccionar o solaparse
y las repulsiones mutuas pueden causar un incremento de la viscosidad. Este hecho es
conocido como “segundo efecto electroviscoso” (Harmsen y col., 1953). En general, un
aumento de la interacciéon de la doble capa conduce a un producto viscoso y
viscoeldstico y, en definitiva, estable.

Por otra parte, la presencia de estabilizantes estéricos en la interfase

normalmente conduce a productos de elevada viscosidad y/o viscoelasticidad.
En el caso de emulsiones estabilizadas mediante proteinas, las cadenas proteicas que se
encuentran adsorbidas en la interfase de diferentes gotas y en el medio continuo pueden
interaccionar, formando una red interna interparticular y proporcionando a la emulsién
un comportamiento de tipo gel débil, de elevada viscosidad y viscoelasticidad. La
formacion de estas interacciones se puede favorecer modificando la fuerza idnica, con el
objeto de reducir las repulsiones electrostiticas (Hunt y Dalgleish, 1994; Demetriades y
col., 1997), aumentando la temperatura para inducir un cierto grado de
desnaturalizaciéon de las proteinas y asi elevar la atraccion hidrofébica entre éstas
(Dickinson y Casanova, 1999), o ajustando el pH hasta un valor cercano a su punto
isoeléctrico.

En general, cuando se reduce el pH en emulsiones estabilizadas por proteinas,
aumenta el didmetro de gota y disminuye la viscosidad y los valores de las funciones
viscoeldsticas, lo que se relaciona con una baja velocidad de difusién de la proteina
hacia la interfase, debido a un cierto grado de desnaturalizacion de la proteina (Waniska
y Kinsella, 1985). Sin embargo, cuando el pH se encuentra cerca del punto isoeléctrico
de la proteina, se obtienen los mayores valores de viscosidad y de las funciones
viscoeldsticas (Franco y col.,, 2000), debido a que la velocidad de adsorcién y
empaquetamiento de la proteina en la interfase es maxima, al disminuir la repulsién
electrostdtica entre dichas macromoléculas (Halling, 1981), a pesar de los mayores

didmetros de gota que se alcanzan.
Viscosidad de ambas fases.

Los efectos que producen las viscosidades de las fases continua y dispersa en la

viscosidad global de la emulsién no son totalmente independientes. En algunos casos la
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capa superficial que rodea a las gotas hace que éstas se comporten como esferas rigidas,
en cuyo caso, la reologia de la fase dispersa ejerce una influencia insignificante en la
reologia de la emulsién (Tadros, 1994; Walstra, 1996b). En otros casos, la contribucion
de la pelicula interfacial en el comportamiento reoldgico global puede llegar a ser
predominante (Oosterbroek y Mellema, 1981).

Pero, en general, las propiedades reoldgicas que influyen de mayor forma en las
propiedades de las emulsiones son las relativas a la fase continua. De hecho, en muchos
casos, la viscosidad de la emulsion es directamente proporcional a la viscosidad de la
fase continua. Sin embargo, la inmovilizacién de fléculos de la fase dispersa o la
adsorcién de una cantidad significativa de emulsionante en la interfase es suficiente para
alterar la viscosidad efectiva de la fase continua.

De esta forma, cualquier factor que influya en el comportamiento reoldgico de
las fases y, mas especificamente, sobre el grado de interaccion entre ellas, ejerce una

influencia significativa sobre las propiedades reoldgicas de la emulsion (Darby, 1984).

1.9.6. Efectos indeseables que se producen en ensayos reolégicos con emulsiones

Las emulsiones, al igual que cualquier sistema disperso, pueden presentar, en
redmetros y viscosimetros, efectos que conducen a resultados erroneos. Para reducir
estos errores, es necesario, por ejemplo, elegir el hueco correcto entre ambas partes, que
debe ser del orden de 20 veces superior al didmetro de las unidades que constituyen a la
muestra, pero no demasiado elevado, para asegurar una cizalla homogénea en todo el
material, evitar fendmenos de deslizamiento entre la muestra y las paredes del sistema
sensor, controlar que todas las medidas hayan sufrido la misma historia térmica y de
cizalla previa, evitar que se produzca expulsion de muestra a elevadas velocidades de
cizalla debido a efectos centrifugos, evitar el secado de ésta,... (Sherman, 1970; Hunter,
1989; Pal y col., 1992; Schram, 1994). Entre estos errores, el fendmeno mas comin y
mads relevante en este tipo de sistemas, es el deslizamiento o “wall-slip”.

Se ha demostrado que un gran ndmero de emulsiones pueden mostrar efectos de
deslizamiento (Yoshimura y Prud’homme, 1988a, 1988b; Barnes y Carnali, 1990; Pal,
1990, 1997; Plucinski y col., 1998). Este fenémeno tiene su origen en desplazamiento
de la fase dispersa de las paredes del sistema sensor, por lo que aparece una capa de
emulsién en contacto con éstas, de composicion ligeramente diferente al resto que actda

como lubricante. Como consecuencia se obtienen valores de viscosidad aparente
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menores que los reales (Barnes, 1995). En el caso de las emulsiones, este efecto esta
favorecido por la deformabilidad de las gotas y el cremado (Gallegos y Franco, 1999b).

Durante los dltimos afios, este fendmeno ha sido objeto de estudio extensamente
por numerosos autores (Yoshimura y Prud’homme, 1988a, 1988b; Barnes, 1995; Franco
y col., 1998b; Goshawk y col., 1998; Plucinski y col., 1998). Todos ellos confirman la
existencia de deslizamiento en emulsiones O/W en condiciones de flujo estacionario,
aunque surge una cierta controversia cuando se analiza este fenémeno en experimentos
oscilatorios de pequefia amplitud.

Asi, Ma y Barbosa Canovas (1995) sostienen que no se encuentra evidencia de
aparente deslizamiento en ensayos de cizalla oscilatorios, lo que corroboran diversos
autores (Diogo, 1995; Franco y col., 1998b; Plucinski y col., 1998). Por el contrario,
Goshawk y col. (1998) encontraron que diversas funciones viscoeldsticas dindmicas
presentaban valores inferiores al disminuir la separacién entre platos a un valor dado de
frecuencia, en ensayos oscilatorios realizados con un sistema sensor de platos paralelos,
lo que es indicativo de la existencia de deslizamiento.

Sin embargo, en todos los casos se ha encontrado que el deslizamiento en las
paredes del sistema sensor conduce a intervalos de viscoelasticidad lineal menores.

En la figura 1.9.6.1. se muestra un ejemplo tipico de una curva de flujo que
muestra deslizamiento. Se ha demostrado que este efecto se aprecia en mayor grado si
se representa la viscosidad frente al esfuerzo que si se hace frente a la velocidad de
cizalla (Franco y col., 1998b). Como se aprecia en la figura, puede aparecer en la curva

de flujo una regién pseudonewtoniana falsa como consecuencia del deslizamiento.

Curva de flujo sin deslizamiento

log (viscosidad)

Curva de flujo con deslizamniento™ ...

log (esfuerzo)

Figura 1.9.6.1. Curva de flujo esquematica obtenida con un sensor placa-placa con superficie lisa (curva
con deslizamiento) y rugosa (curva sin deslizamiento)
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Como diversos autores han demostrado (Franco y col., 1998b), la magnitud de
este fendmeno depende de la composicion de la emulsion, ya que ésta influye en las
interacciones interparticulares. De esta forma, emulsiones compuestas por gotas grandes
o suspendidas en un medio continuo de baja viscosidad, son mds vulnerables al
deslizamiento que aquellas constituidas por gotas pequeiias, dispersas en un medio
continuo altamente estructurado (tipo gel) o que presentan un alto grado de floculacién
extensiva.

En general, para cualquier sistema disperso, el método que se emplea en la
actualidad en mayor grado para evitar este efecto, es el uso de sistemas sensores con
superficies rugosas (White y col., 1991; Buscall y col., 1993; Gregory y Mayers, 1993;
Mas y Magnin, 1994).
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CAPITULO 2. EXPERIMENTAL

2.1. Materiales empleados

La presente tesis doctoral consta de dos partes bien diferenciadas: una primera
parte, en la que se estudia la temperatura de transicién vitrea de las proteinas y sus
propiedades de flujo a diferentes contenidos en agua mediante un reémetro capilar; y
una segunda parte en la que se estudia a fondo la capacidad emulsionante de las
proteinas, mediante la variacion de multiples pardmetros. No obstante, estas dos partes
se encuentran relacionadas por el estudio que en las dos se realiza de diferentes
propiedades (fisicoquimicas, funcionales,...) de dos proteinas vegetales, como el gluten
de trigo y las proteinas de la soja. Ademads, en la primera parte se incluye el estudio de
una proteina no vegetal, como la caseina, concretamente la caseina obtenida por
coagulacion de la leche por un enzima proteolitico (quimosina); y en la segunda parte se
estudia las propiedades emulsionantes de otra proteina vegetal, un aislado de algarroba.

A continuacién, se detalla la ficha técnica de las diferentes fuentes proteicas

utilizadas.

2.1.1. Gluten de trigo

Se ha empleado un aislado proteico de trigo, gluten, conocido comercialmente
como “Glutenflor Supervital”, de la firma RIBA, S.A. (Barcelona, Espafa). A

continuacion se resume su ficha técnica:
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GLUTENFLOR SUPERVITAL: Ficha Técnica

ESPECIFICACIONES
Humedad

Materia Proteica

Particulas superiores a 200 micras
Cenizas

Lipidos extraibles

Absorcién de agua

pH

Residuo sobre 100 micras

ANALISIS MICROBIOLOGICO

Gérmenes totales
Levaduras
Mohos
Coliformes

E. Coli

Salmonella

max. 8%
min. 83%
1% maéx.
0,76 0,8%
1,5a2 %
160%
5-6,7
15a17%

50000/g max.
500/g méx.
500/g méx.
100/g méx.
Ausenciaen 1 g

Ausenciaen 25 g

2.1.2. Aislado de proteina de soja

El aislado proteico de soja empleado, conocido comercialmente como “SUPRO

S500E”, de la firma Protein Technologies International (Bélgica), ha sido suministrado

por Proanda, S.L. (Sevilla). Su ficha técnica se presenta en la siguiente tabla:
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SUPRO 500E: Ficha Técnica

ESPECIFICACIONES

Humedad max. 6%
Materia Proteica min. 90%
Grasas max. 1 %
Cenizas max. 4,5%
pH 6,9-73
ANALISIS MICROBIOLOGICO

Aerobios 10 000/g méx.
Levaduras/mohos 100/g méx.
Coliformes 10/g max.
E. Coli Ausencia
Salmonella Ausencia

2.1.3. Aislado proteico de harina de algarroba
Se ha empleado harina de algarroba, de nombre comercial “Caratina”, de la

firma Alimcarat (Mallorca, Espafia). La ficha técnica se puede resumir en el siguiente

cuadro:

CARATINA: Ficha Técnica
ESPECIFICACIONES
Humedad 0,5-2,5%
Materia Proteica 46,47%
Fibra bruta 5-6,5%
Azucares solubles 6,5-7%
Otros carbohidratos 25-27%
Grasas 6-7%
Cenizas 6-6,5%

A partir de esta harina de algarroba, se ha obtenido un aislado proteico mediante

un proceso que se resume en el siguiente esquema:
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HARINA DE ALGARROBA
l

Desengrasado

l
Extraccioén alcalina (pH 10,5)

!
Precipitacion 4cida (pH 4)

l

Lavado

l
AISLADO PROTEICO

La composicién de este aislado proteico de algarroba, que es el que ha sido

finalmente utilizado en este estudio, se resume en la siguiente tabla:

AISLADO DE ALGARROBA: Ficha Técnica

ESPECIFICACIONES

Humedad 2,79 - 2,84%
Materia Proteica 96,30%
Fibra bruta 0,94 - 0,97%
Hidratos de carbono 0,25 - 0,30%
Grasas 0,58 — 0,59%
Cenizas 1,45 - 1,77%

2.1.4. Caseina rennet
La caseina rennet empleada ha sido suministrada por Kerry Foods Ltd (High

Protein Milk Extract, Reino Unido). Su ficha técnica se resume a continuacion:
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CASEINA RENNET: Ficha Técnica

ESPECIFICACIONES

Materia Proteica 91,00%
Lactosa 0,50%
Grasas 1,00%
Cenizas 7,80%
pH 7,10

2.2. Preparacion de las muestras

2.2.1. Sistemas proteina-agua
En la primera parte de este trabajo, se han estudiado sistemas proteina-agua, a
diferentes concentraciones. A continuacion, se detallaran las diferentes formas de

preparacion de la muestra en funcién de la técnica empleada.

Reometria Capilar

Las muestras que se han utilizado en el redmetro capilar para el estudio de sus
propiedades de flujo, extensionales y de cizalla, se han preparado afadiendo la cantidad
de agua correspondiente a la adecuada cantidad de muestra proteica, utilizando un
homogeneizador (Kenwood Chef, Reino Unido) para asegurar la homogeneidad de la
mezcla resultante. En el caso de las muestras con gluten de trigo, debido a que éste
forma una masa viscoeldstica caracteristica dificil de homogeneizar, ha sido necesario
proceder a la congelacién de una primera mezcla agua-gluten mediante su inmersion en
nitrégeno liquido y posterior molienda de la mezcla utilizando para ello un molino

Knifeter 1095 (Foss Tecator, Hoganas, Suecia).

Medidas de la Temperatura de Transicion Vitrea

La temperatura de transiciéon vitrea se ha medido a través de tres técnicas
diferentes: Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC, Differential Scanning
Calorimetry), Analizador de Transicion de Fases (PTA, Phase Transition Analiser) y
Andlisis dindmico termomecéanico (DMTA, Dynamic Mechanical Thermal Analysis).
En los siguientes subapartados se especifica como se ha llevado a cabo la preparacion

de las muestras para cada una de las técnicas.
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Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

La medida de la Temperatura de Transiciéon Vitrea mediante las técnicas de
calorimetria diferencial de barrido (DSC) y el analizador de transicion de fase (PTA) se
ha realizado a diferentes contenidos en agua, siempre menores al 30% en peso. Para
preparar estas muestras, unos quince gramos de la proteina en forma de polvo se han
equilibrado a diferentes humedades relativas, utilizando para ello distintas sales, cuyas
disoluciones saturadas se sabe que originan una determinada humedad relativa a
equilibrarse en el ambiente. Las sales utilizadas, con la correspondiente humedad

relativa generada aparecen en la siguiente tabla:

Sal Humedad Relativa (HR),
%
MgCl, 32,8
Mg(NO3), 52,8
KI 68,9
NaCl 75,3
KNO; 93,7
Tabla 2.2.1.1.

Para conseguir una humedad relativa de 0%, las muestras se han equilibrado
sobre pentéxido de fésforo, P,Os; mientras que para obtener una humedad del 100%, las
muestras se han equilibrado directamente sobre agua.

Las muestras han sido almacenadas sobre las disoluciones saturadas a
temperatura ambiente durante al menos siete dias., cuando ya no hay cambios en el peso

de la muestra.

Analizador de Transicion de Fase (PTA)
Las muestras analizadas con el PTA siguen un modo de preparacién idéntico al

indicado en el subapartado anterior para el DSC.

Analisis Dinamico Termomecanico (DMTA)
Para el andlisis de las muestras proteicas ha sido necesaria la formacién de
pequenas tiras; para ello, se ha hidratado la proteina en forma de polvo hasta que

contuviera un 17% de agua, sometiéndola a una humedad relativa del 100% durante una
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noche; posteriormente, se ha prensado durante unos 10-20 minutos en un molde bajo
una presién de unos 3,1-10° Pa y a una temperatura entre 60 y 70°C, hasta conseguir
una ldmina de un espesor entre 0,5 y 1 mm. Las muestras han sido entonces cortadas en
unas tiras con unas dimensiones de 20x8x1 mm. Esas tiras han sido entonces
almacenadas sobre disoluciones saturadas de distintas sales, las mismas que se han
utilizado para la preparacion de las muestras que se han analizado mediante DSC y
PTA, que permiten la obtencién de diferentes humedades relativas, dando lugar a
muestras con distintos contenidos en agua. Al igual que las muestras utilizadas con DSC
o PTA, estas tiras han sido almacenadas al menos una semana antes de realizar alguna
medida, hasta conseguir un contenido aproximadamente constante en agua.

Antes de cada medida, la muestra ha sido baflada en un aceite de silicona (Dow

Corning, EEUU), para impedir una gran pérdida de agua durante la medida.

En todos los casos, los contenidos en agua se han obtenido secando la muestra

en un horno a una temperatura de 105°C hasta conseguir un peso constante.

2.2.2. Emulsiones

La segunda parte de la presente tesis doctoral se ha centrado en el estudio de las
propiedades emulsionantes de tres proteinas vegetales, provenientes del trigo, la soja y
la algarroba. El protocolo seguido durante el proceso de emulsificacion se especifica a
continuacion, asi como la adecuacién de las muestras (emulsiones) para la medida de la
distribucién de tamafios de gota mediante el analizador Mastersizer X (Malvern
Instruments, Reino Unido).

La medida de las propiedades reolégicas y de fluyjo mediante los
correspondientes redmetros y el uso de la técnica microscopia confocal no requieren

ningun tipo de preparacién o adecuacién de la emulsion.

Emulsificacion

Las emulsiones aceite en agua, O/W, preparadas a partir de una fase continua,
que contiene la proteina vegetal que actuard como emulsionante, y una fase oleosa, para
la que se ha utilizado un aceite de girasol comercial, se han obtenido mediante un

dispositivo de emulsificacion basado fundamentalmente en el principio rotor-estator.
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Durante la operacion de emulsificacion, el rotor y el estator, situados coaxialmente el
uno respecto al otro, no se encuentran en contacto. La alta velocidad relativa resulta en
fuerzas de cizalla de muy alto orden, ademads de otros efectos fisicos.

El dispositivo presenta un control de velocidad que permite una gran
variabilidad. La turbina rotor-estator a escala de laboratorio utilizada, el Ultra Turrax
T50 (Ika, Alemania), tiene una potencia de 700 W y un control integrado, que aseguran
una velocidad constante durante el proceso de emulsificacion a pesar de los cambios de

viscosidad (condicién importante para la reproducibilidad de los experimentos).

La principal ventaja de este método es el gran aporte de energia que tiene lugar.
La generacion de interfase por formacion de gotas y posterior reduccién de tamafios se
produce gracias al aporte de energia mecénica. El principal inconveniente del Ultra

Turrax es el de no registrar la evolucién del par de torsion durante el proceso.

El elemento dispersante utilizado en el Ultra Turrax TS50 se denomina S50N-

G45F.

El procesado de las emulsiones en el Ultra Turrax TS50 se ha llevado a cabo
respetando siempre el siguiente protocolo: primero, se dispersa la proteina en agua,
asegurando la homogeneidad agitando con el Ultra Turrax a velocidad minima (4000
rpm) y un corto periodo de tiempo. Después, se afiade la cantidad necesaria de HCI o
NaOH para obtener el pH buscado. La fase continua se encuentra preparada una vez que
se afiaden unas gotas de una disolucion 1:1 al 0.2% (V/V) de sorbato/benzoato como
conservante frente al ataque microbiano. Durante la emulsificacion la fase continua estd
en un bote de cristal inmerso en un bafio termostatico a 20 °C, mientras que el aceite de

girasol se va adicionando a partir de un embudo de decantacion.
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Figura 2.2.2.1.. Dispositivo de emulsificacién empleado

Medida de la Distribucion de Tamaiios de Gota

Para la medida de la distribucion de tamafios de gota, la emulsién ya formada se
diluye en una proporcioén 1:19 con una disolucién tampén 0,05M Tris-HCI con pH 8,
que tiene un tensiocativo aniénico, SDS (Dodecil Sulfato de Sodio), en una
concentracion del 1%. Este tensioactivo consigue eliminar los posibles floculos de la
muestra, al retirar a la proteina de la interfase, y situarse él en la misma. Una vez diluida
con la disolucién de SDS, la muestra se introduce en el bafio del Mastersizer X para la
obtencion de pardmetros caracteristicos de la microestructura como el didmetro de

Sauter.

2.3. Técnicas experimentales

2.3.1. Sistemas proteina-agua
En los siguientes subapartados se van a detallar las diferentes técnicas empleadas

en el estudio de los sistemas proteina-agua preparados.

Reometria Capilar

Para el estudio de las propiedades de flujo extensionales y de cizalla de los
sistemas proteina-agua preparados se ha empleado un reémetro capilar de doble carga
Rosand RH7 (Rosand Flowmaster RH7, Bohlin Instruments) (figura 2.3.1.1.). La
muestra se coloco simultdneamente a través de una boquilla convergente tipo capilar (I:

32mm; ®: 0,5mm; 0: 90°), asi como de una boquilla convergente tipo orificio (I: Omm:;
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®: 0,5mm; 0: 90°). Una vez colocadas las muestras en el reémetro, se han equilibrado
durante unos 10 minutos. A continuacién ha tenido lugar la extrusion de la muestra a
diferentes temperaturas. La extrusion ha sido llevada a cabo a velocidades del piston de
2, 5,63, 15,9, 44,7, 126, 355 y 1000 mm/s. La presion se ha registrado en funcién de la

velocidad del piston.

Ha sido necesaria aplicar la correcciéon de Bagley (Bagley, 1957) para corregir
los efectos terminales, debidos a la pérdida de presién que tiene lugar en las zonas
terminales del capilar. Las propiedades de cizalla han sido determinadas en la pared, y

la correccion de Rabinowitsch ha sido aplicada asumiendo un modelo potencial.

Las ecuaciones de Cogswell (1972) han sido utilizadas para determinar el

esfuerzo y la deformacién extensional.

Los parametros obtenidos en los ensayos de reometria capilar han sido ajustados
a una ecuacion potencial, tal y como se ha realizado en estudios anteriores (Harper,

1981; Colonna y col., 1989; Singh y col., 1999):

a:m7” (23.1.1)

donde © es el esfuerzo extensional o de cizalla, ¥ es la velocidad extensional o de

cizalla, n es el indice de flujo y m es el coeficiente de consistencia (Brydson, 1981).
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PISTONES

TERMOSTATO f
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E B CONTROL
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Figura 2.3.1.1. Representacion esquemadtica de las principales partes componentes del reémetro
capilar utilizado

Medidas de la Temperatura de Transicion Vitrea
La temperatura de transicion vitrea de las muestras se ha determinado a partir de

las siguientes técnicas:

Calorimetria diferencial de barrido (DSC)
Las medidas calorimétricas se han llevado a cabo mediante el uso de un
calorimetro DSC-7 de la firma Perkin Elmer. Como referencia, se ha utilizado un plato

de acero inoxidable vacio. La muestra ha sido calentada una primera vez a 10°C/min

desde -60°C hasta 180°C; después, ha sido enfriada hasta -60°C a 50°C/min y calentada
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una segunda vez a 10°C/min hasta 180°C. Por dltimo, la muestra ha sido enfriada hasta
una temperatura de 20°C a 50°C/min.

La temperatura de transicion vitrea, T, ha sido determinada como la temperatura
correspondiente al punto medio del cambio de la capacidad calorifica observado durante
el segundo calentamiento.

Para la prediccién de la T, de mezclas a partir de las T, de los componentes se

ha utilizada la ecuacién empirica de Gordon-Taylor (1952):

_ W, +kW,T,,
¢ W, + kW, (2.3.1.2.)

donde W es la fraccion masica de cada componente, T, es la temperatura de transicion
vitrea en grados Kelvin y K es una constante del sistema inversamente proporcional al
efecto plastificante del diluyente (1) en la proteina (2). Este modelo es aplicable a
sistemas bicomponentes (componente alimentario y agua u otro plastificante) y se ha
comprobado su utilidad para el ajuste de datos obtenidos con la técnica de DSC para el
almidon, la maltosa o maltodextrinas (Roos y Karel, 1991) y para proteinas cereales (de

Graaf y col., 1993; Kokini y col., 1995; Madeka & Kokini, 1996).

Para sistemas multicomponentes, la ecuaciéon de Couchman-Karasz (1978) (C-

K) ha sido utilizada:

_ WAC, T, +W,AC,,T,,
¢ WAC, +W,AC (2.3.1.3)

Esta ecuacién necesita el valor de AC, del agua, lo que ha sido objeto de cierta
polémica (Kalichevsky y col., 1992). La ecuacién G-T es equivalente a la ecuacion
C-K si K= AC,; /ACy, (ec. 2.3.1.4), y AC, es el cambio en la capacidad calorifica
observado a la T,. Los valores utilizados para Ty; y AC,; del agua son 134 K (-
139°C) y 1,94 Jg'K™', respectivamente (Sugisaki y col., 1968; Kalichevsky y col.,
1993). Los valores de AC,, para la proteina seca (caseina, soja y gluten) han sido

calculados a partir de la ecuacién 2.3.1.4.
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DMTA (Analisis dinamico termomecanico)

El DMTA (Rheometric Scientific, Piscataway, EEUU) ha sido siempre utilizado
con la muestra en el modo de flexién en simple cantilever (figura 2.3.1.2.), en el que un
extremo de la muestra se encuentra sujeto a un marco rigido, mientras que el otro
extremo se encuentra sujeto a un vdistago movil, que le transmite el movimiento

encargado de deformar la muestra.

Figura 2.3.1.2. Modo de flexién en simple cantilever

Los ensayos se han llevado a cabo a una frecuencia de 1 Hz y a una deformacién
de 0,03%, dentro de la regidén lineal. La velocidad de calentamiento ha sido de 3°C/min.

Las medidas dinamo mecdnicas se han realizado en un intervalo de temperaturas de -

100°C a 150°C.

La temperatura de transicion vitrea, T, se ha determinado en este trabajo a partir
del maximo en el médulo E’’, puesto que su valor se encuentra entre la temperatura a la
que E’ desciende y la temperatura a la que tand presenta un pico, que son los otros dos

valores de temperatura que podrian ser considerados como el valor de la T,.

Para cada contenido en agua se han tenido dos replicados, obteniendo una

temperatura de transicion vitrea promedio.

PTA (Analizador de transicion de fases)
El PTA de la firma Wenger (EEUU) es un reémetro capilar de cdmara cerrada.
Su principal diferencia con un reémetro capilar se encuentra en que éste extrusiona a

cizalla constante, mientras que el PTA lo hace a presion constante.

133



2.3. Técnicas experimentales

En el presente estudio las medidas de la temperatura de transicién vitrea, T, y
de la temperatura de flujo, Tt, se han realizado a una velocidad de calentamiento de
5°C/min y mediante la aplicacion de una presién de 15 MPa.

La T, se ha determinado, con la parte inferior cerrada (sin orificio), como el
punto medio entre el inicio y el final del desplazamiento del piston conforme aumenta la
temperatura cuando se aplica una presion constante sobre la muestra. La temperatura de
flujo, T, se ha determinado, con la parte inferior abierta con un orificio de unos 2mm de
didmetro, a partir del desplazamiento del piston, cuando la muestra empieza a fluir a

través del orificio.

2.3.2. Emulsiones
A continuaciéon se detallan las diferentes técnicas empleadas en la

caracterizacion de las emulsiones estudiadas.

Distribucion de tamaiios de gota: Mastersizer X

La estabilidad, reactividad quimica, opacidad, fluidez y fuerza de un material se
encuentran afectadas por el tamafio y las caracteristicas de las particulas que lo
conforman. Es por ello que la medida del tamafio de particula es un pardmetro de
extrema importancia para la industria.

Las medidas de tamaifio y distribucién de gotas se han llevado a cabo al dia
siguiente de la preparacién de las emulsiones utilizando el Mastersizer X, de la firma
Malvern Instruments (Reino Unido). Todos los equipos de difracciéon de particulas de
Malvern estdn basados en el principio de dispersion de luz ldser. Se trata de un sistema
no optico, puesto que el cdlculo del tamafio de las particulas se consigue sin obtener una
imagen de la particula.

Un experimento de dispersion de laser consiste en dos etapas que tienen por
objetivo medir el angulo de dispersion caracteristico de las particulas de la muestra. La
medida tiene lugar en dos etapas para asi poder sustraer de la medida realizada a la
muestra de interés la contribucién de otros factores, como la luz del dia, el reflejo de

superficies opticas,...
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La mayor ventaja de la difraccién de ldser respecto a técnicas basadas en el
recuento de particulas a partir de una imagen es que con cada experimento se miden de
100 a 1000 particulas en un tiempo corto, alrededor de 5 segundos.

El dispositivo experimental basico estd compuesto por dos médulos: el MSX 17,
unidad de preparacion de la muestra, y el Mastersizer X, verdadera unidad de medida,
donde se encuentra todo el sistema de lentes y la fuente de luz laser (He-Ne). El equipo
estd conectado a un ordenador que tiene un software disponible (“MastersizerX’ version
1.2b), que se encarga de realizar los cdlculos necesarios para obtener los didmetros
medios, curvas de frecuencia de distribuciones y demds pardmetros de ajuste.

Una dispersion de la emulsion es el paso previo a la realizacion de la medida.
Para ello, se prepara una mezcla emulsion-disoluciéon SDS (1:19) para eliminar los
fléculos que pudieran quedar en la dispersion.

Agua destilada ha sido el medio dispersante utilizado en todos los casos y para el
registro de la dispersion del laser se han empleado dos lentes (45 mm y 100 mm), en
funcién del tamafio de las gotas de la emulsion preparada: la lente de 45 mm detecta
tamafos de gota dentro del intervalo 0.1-80 wm, mientras que la lente de 100 mm lo
hace dentro del intervalo 0.5-180 wm.

Las medidas se han realizado a temperatura ambiente al dia siguiente de la

preparacion de la emulsion.

Caracterizacion reologica

La caracterizacion reoldgica de las emulsiones se ha realizado, en todos los
casos, mediante ensayos dindmicos en el intervalo de viscoelasticidad lineal. Por otra
parte se han realizado medidas de flujo transitorio de los sistemas con pH 2
estabilizados con un 1% de proteina y procesados a 6000 rpm y a 20°C, y se ha llevado
a cabo un estudio de sus propiedades viscoelésticas no lineales mediante ensayos de
relajacion del esfuerzo. También se han realizado rampas de temperatura sobre estas
emulsiones, asi como de las preparadas a pH 10.

Todos los ensayos reoldgicos se efectuaron al dia siguiente de la preparacion de
las emulsiones.

Las medidas reoldgicas, salvo las rampas de temperatura, se han llevado a cabo
a 20 °C y se ha mantenido un tiempo de espera de 15 minutos previo al inicio de la

medida. Con el fin de asegurar una misma historia termoreolégica y evitar la

135



2.3. Técnicas experimentales

coagulacion de las proteinas y el secado de la muestra durante la medida, se ha afiadido
aceite de vaselina en las inmediaciones del sensor y se ha rodeado con una cubierta
disefiada en el departamento de Ingenieria Quimica de la Universidad de Sevilla
especificamente para este fin.

Como elementos basicos de los dispositivos encargados de medir las
propiedades reoldgicas de las emulsiones se pueden sefialar: una linea de aire, que
mantiene la presion necesaria para reducir la fricciéon entre las partes moéviles de la
cabeza de medida y centrar su eje interno; un termostato, que mantiene constante la
temperatura durante en ensayo; y el reometro que es el equipo donde se realiza la
medida, aplicando la velocidad o el esfuerzo de cizalla que corresponda en cada caso y
registrando la respuesta de la muestra. Colocado el sistema sensor que corresponda en el
redmetro y sobre él la emulsion que se va a estudiar, la adquisicién de datos se realiza a
través de un ordenador personal con el programa que controla la medida y permite

almacenar y tratar los resultados obtenidos.

Ensayos viscoeldsticos dindmicos

Para determinar los valores de esfuerzo de cizalla que delimitan el intervalo
viscoeldstico lineal de las emulsiones se han realizado barridos de esfuerzo a 1 Hz de
frecuencia; posteriormente, se han realizado barridos de frecuencia entre 0,00316 y 14,7
Hz a un valor de esfuerzo constante comprendido dentro dicho intervalo.

Todos los ensayos de cizalla oscilatoria, tanto los barridos de frecuencia como
los de esfuerzo, se han llevado a cabo en un redmetro de esfuerzo controlado RS150 de
la firma Thermo-Haake GmbH (Karlsruhe, Alemania), realizdndose al menos un
replicado de cada ensayo. Los datos técnicos del reémetro se especifican en la siguiente

tabla:
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Datos Técnicos del reometro RS 150

Torque Maximo 150 mNm
Torque Minimo 0.0002 mNm
Mixima velocidad CS 1200 rpm
Minima velocidad CS 10" rpm
Mixima velocidad CR 1100 rpm
Minima velocidad CR 0.01 rpm
Minima frecuencia 0.0001 Hz
Maixima frecuencia 100 Hz
Resolucién de la deformacién |6 A107 rad
Fuerza normal 4 N
Autogap si
Termogap si
Multionda si

Control de Microesfuerzo si

Tabla 2.3.2.1. Especificaciones técnicas del redmetro RS-150

Con el fin de eliminar el efecto de deslizamiento que, como ya se ha demostrado
en repetidas ocasiones, presentan emulsiones de este tipo (Barnes, 1994; Franco y col.,
1998, Bower y col., 1999), se ha utilizado sensores de superficie rugosa. El sensor

usado ha sido un sistema placa-placa de 35 mm de didmetro, de superficie rugosa.

Ensayos de cizalla estacionaria

Los ensayos transitorios se han realizado en un reémetro de la firma TA
Instruments (EEUU), modelo ARES (Advanced Rheometric Expansion System).

Se ha empleado un sensor tipo placa-placa de superficie estriada, con objeto de
eliminar los efectos de deslizamiento (PPR25).

En los ensayos transitorios se han aplicado velocidades de cizalla constantes, de
valores 10'4, 10"3, 10"2, 01, 1, 10 st y se ha estudiado la evolucion del esfuerzo
resultante con el tiempo. Los tiempos del ensayo aparecen recogidos en la siguiente
tabla, asegurdndose que en todos los casos es tiempo suficiente para que el valor de la
pendiente del esfuerzo respecto al tiempo sea inferior a un 1%, aceptandose ésta como

condicidn de flujo estacionario.
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7 (S-l) tensayo (min)

10 60
107 30
107 30
0,1 15
1 15
10 15
Tabla 2.3.2.2.

Ensayos de relajacion del esfuerzo

Los ensayos de relajacion del esfuerzo se han realizado en el mismo dispositivo
que los de cizalla transitoria, descrito en el apartado anterior.

Se han realizado medidas de relajacién del esfuerzo tanto dentro como fuera del
intervalo viscoeldstico lineal. Para ello, se han determinado previamente los valores de
deformaciéon que limitan ese intervalo mediante barridos de deformacion.
Posteriormente se ha realizado una medida de relajacion del esfuerzo donde se ha
aplicado un valor de deformacién incluido en este intervalo y otras con valores de

deformacion del 5, 10, 20, 50, 100 y 200 %. El tiempo de ensayo ha sido 15 minutos.

Rampas de temperatura

Las rampas de temperatura se han realizado en un reémetro ARES (TA
Instruments, EEUU), al igual que los ensayos de cizalla transitoria y de relajacién del
esfuerzo.

En el caso de las emulsiones estabilizadas con 1% de soja o de gluten (75%
aceite, 6000 rpm, pH 2/4/6/10) las rampas de temperatura han seguido el siguiente

protocolo:

1) tramo 1I: subida desde 20°C a 70°C, a una velocidad de 0,75°C/min o de 5°C/min
2) tramo 2: isotermo a 70°C, durante 3000 segundos
3) tramo 3: bajada desde 70°C a 20°C, a una velocidad de 0,75°C/min o de 5°C/min

4) tramo 4: isotermo a 20°C, durante 600 segundos
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Al igual que el resto de medidas, la muestra se encuentra inmersa en aceite de

vaselina durante la medida, para evitar en la medida de lo posible el secado de la misma.

Microscopia confocal

Con el fin de estudiar la microestructura de las emulsiones preparadas, se han
efectuado medidas de microscopia confocal (CLSM).

Las emulsiones preparadas con el Ultra-Turrax T50 se situaron sobre un porta
adecuado y se procedid a su observacion a través de un microscopio True Confocal
Scanner (TCS) SP2 de Leica (Barcelona, Espaiia), utilizandose el objetivo mds potente
(x100) y un laser de Argén, con una longitud de onda de 488 nm, para la excitacién de
la muestra. No ha sido necesaria la utilizacién de ningtin marcador fluorescente puesto

que las proteinas vegetales estudiadas presentan autofluorescencia (referencia gluten).

La microscopia confocal fue una importante invencién durante la década de los
ochenta, que permite la observacion de finas secciones Opticas en muestras de cierto
grosor, a las que deja inalteradas. La microscopia confocal (CLSM, Confocal Laser
Scanning Microscopy) permite una reconstrucciéon tridimensional de la muestra. El

proceso de obtencion de la imaen se puede esquematizar en la siguiente figura:

—4——
Apertura el «—— Fotomultiplicadaor
cotfiocal <
Fuente — Reflector
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Figura 2.3.2.1. Principal recorrido del laser en un CLSM.
El microscopio confocal incorpora dos diafragmas: un diafragma de iluminacién

localizado tras la fuente luminosa, denominado pinhole de excitacidn, cuya utilidad es

eliminar la luz proveniente de planos superiores e inferiores al plano focal de interés,
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aumentando con ello la claridad y resolucién de la imagen; y un diafragma de deteccion,
de tamaiio variable situado delante del fotodetector, denominado pinhole de emision.

La fuente de luz es un ldser que produce una luz coherente de alta intensidad de
una longitud de onda determinada. Entre el laser y el divisor de luz (“beam splitter”),
que dirige la luz hacia el objetivo, se encuentra el pinhole de excitacion, que produce
un haz de luz suficientemente estrecho. El objetivo proyecta este pinhole hacia el plano
focal de la muestra. Si se produce fluorescencia, se obtiene un punto de la imagen
(pixel). De esta forma, mediante un escaneo adecuado se obtiene una imagen de,
normalmente, 512x512 pixeles. Después de la transmision, sélo ese pixel es detectado
por el fotomultiplicador, debido a que el pinhole de emisién se encuentra en una
posicion confocal (conjugada) al pinhole de excitacion.

Las aplicaciones de la microscopia confocal son muy variadas y abarcan campos
tan distantes como estudios de biomedicina, estudios en alimentos o de materiales.
Gracias al desarrollo de nuevas sondas fluorescentes y de nuevos sistemas de deteccion,
la diversificacion en campos de estudio y nuevas aplicaciones estd en continuo

crecimiento.

2.4. Sistemas preparados

2.4.1. Sistemas proteina-agua

Reometria Capilar
En el estudio de las propiedades de flujo de los sistemas proteina-agua del
gluten, la soja y la caseina mediante el redmetro capilar se han preparado sistemas con

diferentes composiciones, recogidas en la siguiente tabla:

% proteina % agua

25 75
30 70
35 65
40 60
45 55
Tabla 2.4.1.1.
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Para cada uno de los sistemas preparados, se han realizado ensayos a diferentes
temperaturas: 75, 85, 95, 120 y 140°C. Mediante la medida del contenido en agua de la
muestra antes y después de cada ensayo, se ha llevado un control de la posible pérdida

de agua durante la medida.

Medidas de la temperatura de transicion vitrea

La temperatura de transicién vitrea de las tres proteinas se ha medido utilizando
las diferentes técnicas antes presentadas (DSC, DMTA, PTA). Ademés el PTA permite
la obtencién de la denominada temperatura de flujo. Para cada proteina y con cada
técnica, la T, (y la T¢, en el caso del PTA) se ha medido a diferentes contenidos en agua;
las medidas del contenido en agua se han hecho por triplicado. En la siguiente tabla

aparece recogido el porcentaje de agua de cada uno de los sistemas a los que se le ha

medido la T:

Tabla 2.4.1.2.
Proteina % Agua

DSC/PTA DMTA
1,59 + 0,08 3,97 40,96
7,64 +0,12 10,48 + 0,44
Gluten 9,06 + 0,05 11,71 £ 0,20
11,10 + 0,08 12,66 %048
12,48 + 0,07 14,66 £ 0,50
18,57 + 0,11 21,16+ 0,85
22,13 +0,72 2588 +0,12
127 £0,17 8,14 % 0,88
6,51 +0,06 10,61 0,80
Soja 9,60 +0,21 13,74 + 0,86
12,62 0,17 15,88 + 1,43
13,90 £ 0,20 17,02 + 0,70
20,81 % 0,23 26,55 % 0,59
28,51 % 0,61 33,97 % 0,20
5,16 0,10 3,66 £0,63
8,76 +0.03 9.90+022
Caseina 10,56 + 0,36 12,86 0,42
12,66 £ 0.20 14,03 £ 0,42
13,68 +0.14 14,78 £ 0,74
2019 0.13 2325+ 1,24
2819 = 0.26 29,21+ 0,96
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2.4.2. Emulsiones
Se han preparado emulsiones concentradas aceite en agua estabilizadas con tres
proteinas vegetales: gluten de trigo, soja y algarroba, con una concentracion de aceite de

girasol similar a la que presentan las mayonesas comerciales.

Se han estudiado diferentes variables, relacionadas con el procesado de la
emulsiéon, con su formulacién o con su post-procesado. Como se ha indicado
anteriormente, se ha llevado a cabo una caracterizacion reoldgica de las muestras y una
medida de la distribucién de tamafios de gota de fase dispersa. De algunas de las
emulsiones se ha realizado un estudio de las propiedades viscoeldsticas no lineales, asi

como un estudio de la microestructura a partir de fotografias obtenidas por microscopia.

Las diferentes variables de estudio son las siguientes:

- Temperatura de procesado

- Velocidad de rotacién del elemento emulsificador
- Concentracion de aceite

- Concentracién de proteina

- Concentracion de electrolito

- pH

- Rampas de temperatura

Influencia de la temperatura de procesado

Para el estudio de la influencia de la temperatura durante el procesado se han
preparado emulsiones a una velocidad de 6000 r.p.m. con una concentracién de
proteina del 1%, y de aceite de girasol del 75%; el pH de la fase continua se ajusta a 2
mediante la adicién de dcido clorhidrico, HCl. Manteniendo estas condiciones fijas, la
temperatura durante el procesado, controlada por un bafio termostatico en el que se
encuentra inmerso el vaso mientras se va formando la emulsion, se ha variado entre 20,

40, 50 y 60°C.
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Influencia de la velocidad de rotacion del elemento emulsificador

En el caso del estudio de la influencia de la velocidad de rotacién de la turbina
rotor estator, ésta se ha variado entre 4000, 6000, 8000 y 10000 r.p.m.. El resto de
variables se ha mantenido invariables en todos los casos: 1% de proteina, 75% de aceite,

pH 2 de la fase continua, y una temperatura de procesado de 20°C.

Influencia de la concentracion de aceite

En emulsiones con una concentracién fija de proteina (1%), procesadas a 6000
r.p.m. y 20°C, la concentracién de la fase oleosa se ha variado entre 65, 70, 75 y 80%
para estudiar su influencia sobre las propiedades reolégicas y microestructura de la

emulsion final. El pH de la fase continua de todas las emulsiones se ha mantenido en 2.
Influencia de la concentracion de proteina

Se ha estudiado la influencia de la concentraciéon de proteina presente en la
emulsion, para ello, se han preparado emulsiones al 75% de aceite con concentraciones
variables entre 07125, 0’25, 0’5, 1, 2 y 3%, y se ha mantenido fijas el resto de los
parametros (pH 2, 6000 r.p.m., 20°C). Para este estudio se han completado las técnicas

reoldgicas y de distribucién de tamafios de gota con la técnicas microscopia confocal.

Influencia de la concentracion de electrolito

Ademads de las variables anteriores, se han preparado a 20°C y a una velocidad
de procesado de 6000 r.p.m., emulsiones, a pH 2, con 1% de proteina y 75% de aceite,
con distintas concentraciones de cloruro sédico, para estudiar la posible influencia del

electrolito presente en la fase continua en la emulsion final.

Influencia del pH

Para poder conocer la influencia que el pH de la fase continua tiene sobre las
propiedades finales de la emulsiéon se han preparado emulsiones a diferentes pH, con
una concentracion de aceite y de proteina (75% y 1%, respectivamente), y unas
condiciones de procesado (6000 r.p.m., 20°C) fijas. Las emulsiones se han preparado a

valores de pH extremos 4cido (2) y bésico (10). Alguna de las emulsiones se han
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preparado ademads a valores de pH intermedios (3, 4, 5, 7, 8), en funcién de su punto

isoeléctrico, pl.

De las emulsiones con valores de pH extremos (2 y 10) se han realizado

fotografias mediante microscopia confocal.

También se ha estudiado el efecto que sobre la reologia y la microestructura de
la emulsién tiene la modificacién del pH una vez formada la misma. Para ello, se ha
afadido HCI o NaOH segtn el caso, a la emulsiéon, homogeneizando el sistema con el
mismo Ultra Turrax T50 con el que se llevé a cabo la emulsificacion, a una velocidad
de 4000 r.p.m. durante dos minutos. El pH de las emulsiones se ha llevado desde pH 2 y
10 hasta un pH final de 4 o de 6, mds cercano al pH de las emulsiones comerciales. Al
evaluar estos resultados, es necesario considerar la posible influencia de la energia

impuesta durante la homogeneizacion, después de modificar el pH.

Influencia de la temperatura de medida

Se ha estudiado la influencia que la temperatura puede tener en las medidas
reoldgicas en el redmetro de esfuerzo controlado RS150. La temperatura de medida ha
variado entre 5, 20, 30 y 40°C; el resto de condiciones se ha mantenido constante en este
estudio: 6000 r.p.m., 1% de proteina, 75% de aceite, pH 2 y una temperatura de

procesado de 20°C.

Rampas de temperatura

Las rampas de temperatura se han realizado sobre emulsiones de diferentes pH
(2, 4, 6, 10) con 1% de proteina y 75% de aceite, y preparadas a 20°C y 6000 r.p.m. El
protocolo de las rampas ya se ha indicado en el apartado dedicado a las técnicas

experimentales.

2.4.2.1. Estudio estadistico

Con el fin de evaluar la influencia de las variables estudiadas, se ha realizado un
estudio estadistico sobre algunos pardmetros, relacionados con las propiedades

reoldgicas y estructurales de la emulsion final. Para ello, se han preparado cinco lotes de
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una emulsion de composicion fija (75% de aceite vegetal y 1% de gluten de trigo), pH

2, utilizando en todos los casos el mismo protocolo de preparacién (6000 r.p.m. y 20°C).

Distribucion de tamaiios de gota

Como parametros representativos de las distribuciones de tamafio se han elegido
dos tipos de didmetros medios: el didmetro de Sauter, d(3,2) y el volumétrico, d(4,3).

Estos didmetros se definen segtn las expresiones 1.7.6.2. y 1.7.6.3.

Como pardmetro representativo de la polidispersidad de la muestra se ha elegido

la uniformidad, U (1.7.6.4.).

En la tabla 2.4.2.1.1. se recogen los valores medios del didmetro de Sauter, el
volumétrico y la uniformidad, asi como el intervalo de confianza, para cinco de las

emulsiones ya descritas en el apartado anterior.

Media + Intervalo de confianza

d@3,2) d4,3) U
Lote 1 5,61 £0,07 11,9+0,5 0,51 £0,02
Lote 2 4,11+ 0,14 10,8 £0,8 0,63 +£0,02
Lote 3 4,00 + 0,26 10,1 £0,8 0,60 + 0,03
Lote 4 4,67 +0,19 120+ 1,2 0,65 £ 0,07
Lote 5 3,58 £ 0,08 9,2 +0,67 0,56 £ 0,02

Tabla 2.4.2.1.1. Valores de las medias e intervalos de confianza de los pardmetros de
distribucion de tamafios de gota de emulsiones que contienen 75% (p/p) de aceite vegetal y 1%
(p/p) de gluten de trigo preparadas a 6000 r.p.m.y 20°C

El andlisis de varianza efectuado con el pardmetro ds, muestra diferencias
significativas entre lotes, fundamentalmente debido a los distintos valores obtenidos con
el lote 1. Por ello, se presentan los coeficientes de variacion intralote e interlote. S6lo en
aquellas variables que impliquen un cambio de lote habrd de tenerse en cuenta el
coeficiente de variacion interlote. En el resto se considerara el coeficiente de variacion

intralote.
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F p
d@3,2) 34,01 4,54 107
d4,3) 3,76 0,052
U 3,45 0,06

Tabla 2.4.2.1.2. Andlisis de varianza del didmetro de Sauter, didmetro volumétrico y
uniformidad para emulsiones que contienen 75% (p/p) de aceite vegetal y 1% (p/p) de
gluten de trigo preparadas a 6000 r.p.m. y 20°C

Intralote (%) Interlote (%)
d@3,2) 3,00 14,9
d(4,3) 6,1 11,4
U 4,9 9,7

Tabla 2.4.2.1.3. Valores de los coeficientes de variacion para los pardmetros de
distribucién de tamafios de gota de emulsiones que contienen 75% (p/p) de aceite
vegetal y 1% (p/p) de gluten de trigo preparadas a 6000 r.p.m.y 20°C

Parametros viscoelasticos

Para el andlisis estadistico de un pardmetro representativo de las propiedades
viscoeldsticas de la emulsion, se ha elegido el médulo plateau, GON, por ser éste

independiente de la frecuencia (1.9.3.6.).

Media + Intervalo de confianza

G’y (Pa) 7. (Pa) Ye
Lote 1 430+9 46,25 £+ 9,41 0,11 =0,01
Lote 2 400+ 10 54,56 + 0,01 0,11 £0,02
Lote 3 410 £ 23 54,56 + 0,02 0,11 £0,02
Lote 4 421 +11 76,44 + 34,67 0,14 + 0,05
Lote 5 436,6 + 0,14 37,9 +£0,02 0,10 + 0,01

Tabla 2.4.2.1.4. Valores de las medias e intervalos de confianza de los pardmetros
viscoeldsticos de emulsiones que contienen 75% (p/p) de aceite vegetal y 1% (p/p) de gluten de
trigo preparadas a 6000 r.p.m.y 20°C
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Asimismo, se ha realizado un andlisis de varianza para establecer
estadisticamente si existen diferencias significativas en los valores de GON, T. V Y. para
distintos lotes. La determinaciéon de un determinado factor se considera significativa
cuando la probabilidad, p, para ese factor es menor de 0,05. La probabilidad se
determina a partir de la relacion, F, entre el cuadrado medio de las desviaciones y el

residual del cuadrado medio de las desviaciones.

F p
G% 2,40 0,14
Te 1,25 0,37
Ye 0,99 0,47

Tabla 2.4.2.1.5. Andlisis de varianza del moddulo plateau, esfuerzo critico y
deformacién critica para emulsiones que contienen 75% (p/p) de aceite vegetal y 1%
(p/p) de gluten de trigo preparadas a 6000 r.p.m. y 20°C

Por tanto, los valores del médulo plateau, el esfuerzo critico y la deformacion
critica no son significativamente diferentes al nivel 0,05.
Al igual que en el caso anterior, se ha realizado el cdlculo de las medias y de los

intervalos de confianza, asi como de los coeficientes de variacion inter e intralote.

Intralote (%) Interlote (%)
G'N 2,2 4,2
Te 6,1 11,4
Ye 11,6 36,8

Tabla 2.4.2.1.6. Valores de los coeficientes de variacién para los pardmetros
viscoeldsticos de de emulsiones que contienen 75% (p/p) de aceite vegetal y 1% (p/p) de
gluten de trigo preparadas a 6000 r.p.m.y 20°C

147



2.4. Sistemas Preparados

148



CAPITULO 3.
SISTEMAS
PROTEINA-AGUA



Capitulo 3. Sistemas Proteina-Agua

CAPITULO 3. SISTEMAS PROTEINA-AGUA

3.1. Introduccion

La respuesta de las macromoléculas alimentarias a la adicién de agua es de gran
importancia en el estudio de su comportamiento en sistemas alimentarios. Esta es
importante tanto en sistemas de alto contenido en agua, en los que la capacidad del
sistema macromolecular para retener agua es critica, como en sistemas de bajo
contenido en agua, en los que la migracion de agua entre dos fases puede ser un factor
que limite la preservacion del producto (Mitchell, 1997). El comportamiento de las
proteinas al ser hidratadas es basico para el conocimiento de su funcionalidad dentro de
un alimento.

En este capitulo se va a estudiar la influencia de la presencia del agua sobre la
temperatura de transicion vitrea de tres proteinas (gluten, caseina, soja) mediante
diferentes técnicas, asi como las propiedades de flujo, a diferentes temperaturas, de
sistemas proteicos con un contenido en agua variable. La utilizaciéon de una proteina
como la caseina en este trabajo centrado fundamentalmente en el estudio de diferentes
propiedades funcionales de proteinas vegetales se justifica al ser ésta una proteina

profusamente estudiada, y que, por tanto, merece ser considerada como referencia.

3.2. Resultados y discusion

3.2.1. Temperatura de transicion vitrea

3.2.1.1. Determinacion de la temperatura de transicién vitrea

El agua puede considerarse como una sustancia plastificante que favorece la
movilidad de las macromoléculas. La temperatura de transicion vitrea o glass transition
(T,) proporciona una pieza clave para el entendimiento cuantitativo del papel del agua
como promotora del movimiento.

Un cristal presenta un orden molecular similar al de un liquido, pero con una
movilidad molecular enormemente reducida. En el caso de un polimero vitreo (glassy),
no hay rotacion, durante el tiempo de observacién, entre los enlaces que mantienen
unidos los mondémeros que conforman el polimero. El esqueleto del polimero

permanece rigido, por tanto, y la consistencia del sistema es muy alta. La T,, por encima
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3.2.1. Determinacién de la Temperatura de Transicién Vitrea

de la cual el esqueleto del polimero empieza a moverse, puede ser medida mediante
diferentes técnicas. Debido a que la T, se define cinéticamente, €ésta disminuird con el
tiempo de medida, o lo que es lo mismo, aumentard al aumentar la frecuencia del
ensayo.

La determinacion de la T, en proteinas no globulares es generalmente un
proceso simple. Sin embargo, en el caso de proteinas globulares, el proceso es bastante
mdas complejo. S6lo en sistemas en los que la proteina se encuentra hidratada puede
determinarse la T, mediante DSC y técnicas reoldgicas (Sartor y col., 1994; Ferrari y
col., 1997; Brownsey y col., 2003; Tsereteli y col., 2000; Farahnaky y col., 2005).

En las figura 3.2.1.1.1. aparecen las respuestas recogidas por métodos
calorimétricos (DSC) durante la primera etapa de calentamiento para las tres proteinas
estudiadas, gluten, soja y caseina, a un tnico contenido en agua comparable para las tres
proteinas (12,7£1%). Los tres termogramas muestran un pico endotérmico durante el
primer calentamiento en el DSC, justamente por encima de la temperatura de transicion

vitrea.
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Figura 3.2.1.1.1. Termograma obtenido para las proteinas estudiadas durante la primera etapa de
calentamiento a una velocidad de 10°C/min
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Capitulo 3. Sistemas Proteina-Agua

Este pico endotérmico aparece a menudo en el primer calentamiento de sistemas
vitreos, en funcion de su historia térmica y de su Tg; el pico endotérmico aparece a una
temperatura entre la temperatura de almacenamiento de la muestra y la temperatura a la
que la transicién desde un estado vitreo a gomoso (glass-rubber) ha tenido lugar; este
pico se debe probablemente a una relajacion entdlpica asociada a un efecto conocido
como envejecimiento fisico de los sistemas vitreos (Lourdin y col., 2002; Farhat, 2004),
bastante estudiado en el caso de los polimeros sintéticos (Hay, 1993; Drozdov, 2001;
Toufeili y col.,, 2002). Este efecto se encuentra asociado con un cambio en las
propiedades del material, incluido su comportamiento mecanico y difusional. Estos
cambios tienen importantes consecuencias practicas en cuanto a la estabilidad de un
material vitreo (Lourdin y col., 2002). El fenémeno de la relajacion entdlpica es
frecuentemente irreversible durante la escala de tiempo del ensayo calorimétrico de
DSC. Para evitar que el solapamiento entre los fendmenos térmicos reversibles (como la
transicioén vitrea) e irreversibles (como la relajacion entélpica) impidan una buena
caracterizacion de la transicién vitrea, ésta se determina normalmente a partir de un
segundo calentamiento, en el que sdélo aparecen los fendmenos reversibles. La
existencia de este pico endotérmico ha sido atribuida en algiin caso a mecanismos de
desnaturalizacion en las proteinas, procesos ya detectados por otros autores en proteinas
alimentarias. Como ya es conocido, la desnaturalizacién térmica de proteinas aparece en
los termogramas como un pico endotérmico irreversible, a valores de temperatura que
dependen del tipo de proteina y de las condiciones del medio (pH y fuerza iénica). Sin
embargo, los cambios entdlpicos detectados para la desnaturalizacién de proteinas
provocan valores de incrementos de entalpia muy superiores a los asociados a

fendmenos de relajacion entélpica.
En la figura 3.2.1.1.2. se presentan los resultados correspondientes a la segunda

etapa de calentamiento obtenidos tras la primera etapa seguida de un periodo de

enfriamiento rapido a 50°C/min.
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Figura 3.2.1.1.2. Termograma obtenido para las proteinas estudiadas durante la segunda etapa de
calentamiento a una velocidad de 10°C/min

La temperatura correspondiente al punto medio del cambio en la capacidad
calorifica durante el segundo calentamiento es la que se toma como temperatura de
transicion vitrea. Tal como puede observarse en la figura 3.2.1.1.2., este cambio es
menos evidente para el caso del aislado proteico de soja que para las otras dos proteinas,
gluten y caseina. La amplitud de la transicion en el caso de la soja podria explicarse por
el hecho de que el aislado proteico de soja utilizado es basicamente una mezcla de dos
sistemas proteicos (7S y 11S). Morales y Kokini (1997) han indicado que, por ejemplo,
para un contenido en agua del 15%, la temperatura de transicion vitrea de la globulina

de soja 118 es alrededor de 40°C mds alta que la de la globulina 78S.
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Otra técnica utilizada para la medida de la temperatura de transicion vitrea ha

sido el andlisis de transicion de fases (PTA). En la figura 3.2.1.1.3. se recoge el

desplazamiento del piston en funcién de la temperatura en el PTA para las tres proteinas

estudiadas para una presioén de 150 bares y una velocidad de calentamiento de 5°C/min.

A medida que la muestra empieza a reblandecerse, el movimiento del piston se hace

mayor. La transicién vitrea tiene lugar durante un intervalo de temperaturas, y la

temperatura de transicion vitrea se toma como aquella en la que la derivada de la

representacion desplazamiento-temperatura se hace maxima. En esta figura puede

apreciarse como el gluten presenta una densidad inicial mayor que la de la soja o la

caseina, asi como un menor grado de compresion conforme se produce el aumento de la

temperatura. Esto parece sugerir que incluso en el estado vitreo, el gluten es mads

deformable que las otras dos proteinas.
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Figura 3.2.1.1.3. Curvas desplazamiento-temperatura obtenidas con la técnica PTA. Los
contenidos en agua son: soja (9,60% p/p), caseina (10,56% p/p) y gluten (9,06% p/p).

La transicién vitrea también puede ser detectada mediante ensayos térmico-

dinamomecanicos (DMTA) (figura 3.2.1.1.4.). Asi, de la observacion de las respuestas

de los moédulos E’, E” y tand en funcién de la temperatura cuando la muestra es

sometida a un ensayo de flexion con una frecuencia y deformacion constantes dentro del
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3.2.1. Determinacién de la Temperatura de Transicién Vitrea

intervalo viscoelastico lineal, la temperatura de transicion vitrea se puede calcular como
la temperatura a la que se produce un descenso critico en E’, o a la que tand o E”’
presentan un maximo. En el caso de los polimeros sintéticos, la temperatura de
transicion vitrea se define a partir de la posicion del pico de tand. Normalmente, ese
pico se encuentra a una temperatura superior a la del comienzo del descenso en E’. En
el presente estudio la temperatura a la que E’’ presenta un méaximo es la considerada
como temperatura de transicion vitrea, puesto que se encuentra entre la temperatura a la
que E’ disminuye y la temperatura a la que tand presenta el pico. Debe recordarse, no
obstante, que al tratarse de una transicién de segundo orden, el valor de la T, depende
de la frecuencia a la que se realice el ensayo. Por ello, todos los ensayos de DMTA han
sido realizados a frecuencia constante (1 Hz). Los valores de T, obtenidos a partir de

este ensayo serdn utilizados con fines comparativos exclusivamente.
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Figura 3.2.1.1.4. Evolucién de E’, E”’ y tand a partir del DMTA para la soja a una frecuencia de
1 Hz y una velocidad de calentamiento de 3°C/min, a un contenido en agua igual a 13,7%

Las figuras 3.2.1.1.5.a., 3.2.1.1.5.b. y 3.2.1.1.5.c. muestran la evolucién de E’,
E’’ y tand con la temperatura para las tres proteinas a un inico y comparable contenido

en agua (12,7+1%). Independientemente del contenido en agua, para las tres proteinas
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se observa un pico de la variable de tand alrededor de -60°C, como se puede observar en
la figura 3.2.1.1.4. para la soja a una humedad relativa de 52,8%. Kalichevsky y col.
(1992) también encontraron transiciones a bajas temperaturas, por debajo de la T,, no
detectables mediante otras técnicas, como el DSC o el PTA, llegando a la conclusion de
que estas transiciones pueden ser debidas al comienzo de movimientos de corto alcance,
anteriores a la transicion vitrea, mientras que ésta indica el comienzo de movimientos de
la cadena principal (de largo alcance). Otros autores (Di Gioia y col., 1999) han
encontrado dos relajaciones débiles a -65°C y a -25°C en los resultados del DMTA,
atribuyéndolas a relajaciones secundarias de las proteinas. Existen evidencias a partir de
un buen ndmero de técnicas de un tipo de transicién vitrea en todos los sistemas
polipéptido-agua a una temperatura que ronda los 200 K, siendo posible que esta
relajacién mecénica sea compatible con esas evidencias. A pesar de que esta transicion
puede ser relevante en cuanto al almacenamiento a bajas temperaturas de materiales
bioldgicos, no influye sobre las principales respuestas reoldgicas del material. En el
caso de los polimeros sintéticos, la caida en E’ es del orden de ~10° Pa desde el estado
vitreo (glassy) hasta el plateau del estado gomoso (rubbery). Para los biopolimeros, esta
caida es normalmente de un solo orden de magnitud. El gluten muestra un descenso en
E’ de ~10° Pa y muestra ademds un pico para tand considerablemente mayor que el
encontrado para la soja o la caseina. Los resultados obtenidos en este estudio son
consistentes con los encontrados por Kalichevsky y col. (1993a), que han comparado
los valores de tand y de E’ para el gluten, la caseina, el caseinato, la ovoalbimina y la
gelatina en las proximidades de las temperatura de transicion vitrea. Para un contenido
en agua del 15%, han encontrado para el gluten una caida en E’ de aproximadamente
10* Pa y un valor para el mdximo en tand cercano a 0,75. Ademds estos autores
obtuvieron, mediante DMTA, una temperatura de transicion vitrea para el gluten mucho
menor que para la caseina o el caseinato, lo que concuerda con los resultados
presentados. De las proteinas estudiadas por Kalichevsky y col. (1993b), sélo la
gelatina presentaba un descenso de E’ comparable al del gluten, mostrando un mayor
pico de tand (~0,9), y presentando una temperatura de transicion vitrea, obtenida a partir
del pico en tand, con un valor intermedio entre la del gluten y la caseina.

Esta caida relativamente grande en E’ de 10° Pa ha sido también encontrada
para el gluten seco por Pouplin y col. (1999), quienes ademds han indicado un valor
para el maximo de tand igual a 0,75, comparable al valor obtenido en la figura

3.2.1.1.5.c. (0,8). Estos valores son superiores a los encontrados para la mayoria de los
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sistemas biopolimero-agua. Sin embargo, es conveniente afiadir que Pouplin y col.
(1999) indicaron que el maximo de tand variaba con el contenido en agua, obteniendo

un valor absoluto para E’ de 10> Pa, menor que el mostrado en la figura 3.2.1.1.5.a.

para la muestra de gluten que contiene 11,7% de agua.
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Figura 3.2.1.1.5.a. Evolucién de E’ a partir del DMTA para las tres proteinas estudiadas a una frecuencia
de 1 Hz y una velocidad de calentamiento de 3°C/min. Los contenidos en agua son: soja (13,7% p/p),

caseina (12,9% p/p) y gluten (11,7% p/p).
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Figura 3.2.1.1.5.b. Evolucién de E*’ a partir del DMTA para las tres proteinas estudiadas a una frecuencia
de 1 Hz y una velocidad de calentamiento de 3°C/min. Los contenidos en agua son: soja (13,7% p/p),
caseina (12,9% p/p) y gluten (11,7% p/p).
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Figura 3.2.1.1.5.c. Evolucién de tand a partir del DMTA para las tres proteinas estudiadas a una
frecuencia de 1 Hz y una velocidad de calentamiento de 3°C/min. Los contenidos en agua son: soja
(13,7% plp), caseina (12,9% p/p) y gluten (11,7% p/p).
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En la tabla 3.2.1.1.1. aparecen las T, obtenidas mediante DMTA para las tres
proteinas a un contenido en agua similar, y al igual que ocurre con las otras dos técnicas
empleadas, la caseina es la proteina que presenta mayores valores de T,, siendo el

gluten el que presenta los valores menores.

Protefna T, (DSC) (K) T, (PTA)(K) T, (DMTA) (K)

Gluten 332,6 3479 339,3
Soja 343,2 352,6 353,8
Caseina 3427 355,6 3689

Tabla 3.2.1.1.1. Valores de la temperatura de transicion vitrea para las tres proteinas estudiadas
mediante DSC, PTA y DMTA a una humedad relativa igual a 52,8%

Por tanto, para un contenido en agua similar, los valores de la T, son menores
para el gluten, siendo similares para las otras dos proteinas, salvo con la técnica de

DMTA, para la que se obtienen valores muy diferentes para cada proteina.

3.2.1.2. Influencia del contenido en agua sobre la T,

Una vez se han obtenido los valores para la temperatura de transicion vitrea de
las tres proteinas a diferentes contenidos en agua, se comparan los resultados obtenidos
con las tres técnicas utilizadas (figuras 3.2.1.2.1., 3.2.1.2.2. y 3.2.1.2.3.).

Slade y Levine (1993) y LeMeste y col. (1995) han indicado que la mayoria de
los biopolimeros de alto peso molecular comparten una evolucién similar de la T, con
el agua, que podria resumirse de forma practica de la siguiente forma: (a) T, para el
biopolimero seco igual a 200 + 50°C. (b) La T, disminuye en 10 * 5°C por porcentaje de
agua (p/p). (c) La T, se aproxima a la temperatura ambiente a 20 + 5% de agua. (d) La
T,’, temperatura de transicion vitrea especial de sistemas concentrados por congelacion

se aproxima a -10 + 5°C cuando la concentracién de agua es de 25-30%.
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Figura 3.2.1.2.1. Influencia del contenido en agua sobre la T, medida utilizando DSC, DMTA y PTA para
el gluten
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Figura 3.2.1.2.2. Influencia del contenido en agua sobre la T, medida utilizando DSC, DMTA y PTA para
la soja
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Figura 3.2.1.2.3. Influencia del contenido en agua sobre la T, medida utilizando DSC, DMTA y PTA para
la casefna

Bajo los criterios de medida adoptados, los valores de T, obtenidos mediante las
diferentes técnicas siguen el orden T, [DMTA] > T, [PTA] > T, [DSC]. Kalichevsky y
col. (1992) han indicado también un mayor valor para la temperatura de transicion
vitrea obtenida a partir del DMTA a 1 Hz que para la obtenida mediante DSC, aunque
las diferencias entre ambas eran menores que en el presente estudio. Sin embargo, al
menor contenido en agua, los valores obtenidos mediante DMTA parecen inusualmente
altos, lo que podria explicarse por pérdida de agua no controlada a temperatura elevada
(>150°C). Debe tenerse en cuenta que los valores de T, obtenidos mediante DMTA
dependen del método empleado para su determinacién y de la frecuencia empleada para
los ensayos de flexion oscilatoria. Asi, el uso de frecuencias menores conducen a
valores de T, menores. El gluten presenta los valores menores de T, para todos los
contenidos en agua estudiados y con todas las técnicas utilizadas, mientras que la
caseina es la que presenta los valores mayores.

Los valores de la T, obtenidos mediante DSC para las tres proteinas estudiadas

han sido ajustados a la ecuaciéon de Gordon-Taylor:

_WT, +kW,T,,
C W kW,
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donde W es la fraccién en peso, k es una constante, proporcional al efecto plastificante

del agua, y los subindices 1 y 2 se refieren a los dos componentes de la mezcla.

En la tabla 3.2.1.2.1. se muestran los resultados del ajuste. La temperatura de
transicion vitrea encontrada para el gluten seco se encuentra en sintonia con los valores
que se pueden encontrar en la bibliografia, considerando el error experimental (433,15
K, Hoseney y col., 1986; 435 K, Kalichevsky y col., 1992; 412-448 K para las
diferentes subunidades del gluten, Noel y col., 1995; 436 K, Sartor & Johari, 1996; 423
K, Cherian & Chinachoti, 1996; 460 K, Pouplin y col., 1999; 448 K, Micard y col.,
2001; 400,75 K, Toufeili y col., 2002). EI valor para T, obtenido a partir del mejor
ajuste a la ecuacion de Gordon-Taylor para la caseina seca es algo superior a los valores
obtenidos por Kalichevsky y col. (1993a) (T, = 417,15 K) y por Mizuno y col. (1999)
(T, = 408,15 K). Los resultados de la soja se corresponden con los encontrados en la
bibliografia (387,15 (75)-433,15(11S), Morales & Kokini, 1997; 423,15-473,15 K
(mediante DMA), Ogale y col., 2000).

Proteina T, (K) K AC, [k=AC/AC,]
dg'Kh
Gluten 434,9 4,93 +0,61 0,394
Soja 445,0 4,42 10,79 0,439
Caseina 479.4 4,97 +0,73 0,391

Tabla 3.2.1.2.1. Valores de los pardmetros de la ecuacién de Gordon-Taylor para las tres proteinas
estudiadas

La elevada temperatura de transicién vitrea que se obtiene en ausencia de
plastificantes (agua, en este caso) puede explicarse por la presencia de una cantidad
significativa de interacciones polimero-polimero, por una alta densidad de puentes de

hidrégeno, o por interacciones hidrofébicas o idnicas (Pouplin y col., 1999).

A partir de la técnica PTA es posible obtener, ademds de la temperatura de
transicion vitrea, la temperatura de flujo (Ty), que es la temperatura a partir de la cual la
muestra empieza a fluir por un orificio situado en la parte inferior del dispositivo, una

vez que se ha determinado la T,. En las figuras 3.2.1.2.4., 3.2.1.2.5. y 3.2.1.2.6. se

161



3.2.1. Determinacién de la Temperatura de Transicién Vitrea

comparan los valores de Tty T,, ambos medidos a una presion de 150 bares para las tres
proteinas de estudio a diferentes contenidos en agua. Se puede observar cdmo el gluten,
que es la proteina que presenta la menor temperatura de transicion vitrea, también
empieza a fluir a temperaturas mucho més bajas que las otras dos proteinas. Asi, por
ejemplo, a un contenido en agua igual a 15%, la Tt del gluten se encuentra alrededor de
75°C, comparada con la Tt encontrada alrededor de 140°C o de 120°C para la soja y la
casefna, respectivamente. Otro aspecto a sefialar es la diferencia de temperatura
constante entre las temperaturas de transicion vitrea y de flujo para las tres proteinas.
Esta diferencia es de ~37°C para el gluten, ~39°C para la caseina y ~75°C para la soja.
Este resultado sugiere una fuerte relacion entre la transicion vitrea y la capacidad de las
proteinas para fluir. La mayor diferencia entre los valores de T, y T para la soja puede
estar relacionado con la transicién mdés prolongada que se ha encontrado para esta
proteina en los resultados de DSC, asi como en los resultados de DMTA (E’). Asi, el
sistema no comienza a fluir hasta que no se alcanza una movilidad suficiente de las
cadenas de biopolimeros y para ello debe haber finalizado el proceso de transicion

vitreo-gomoso.
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Figura 3.2.1.2.4. Influencia del contenido en agua sobre la T, y la T; para el gluten,
obtenidas a una presion de 150 bares y a una velocidad de calentamiento de 5°C/minuto.
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Figura 3.2.1.2.5. Efectos del contenido en agua sobre la T, y la T; para la soja. La T, y
la T; han sido obtenidas a una presioén de 150 bares y a una velocidad de calentamiento
de 5°C/minuto
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3.2.2. Reometria capilar

3.2.2.1. Influencia de la concentracion de agua

Puesto que se trata de sistemas proteicos a los que se les afiade una cantidad
variable de agua, nos referiremos a concentracion de humedad.

En las figuras 3.2.2.1.1., 3.2.2.1.2.,, 3.2.2.1.3. y 3.2.2.1.4. aparecen los
resultados que muestran la dependencia de la viscosidad con la velocidad de cizalla y
extensional en el reébmetro capilar para los valores extremos estudiados de contenido en
agua (25% y 45% plp) y temperatura (75°C y 120°C). Las tres proteinas muestran un
comportamiento similar, con una disminucién en los valores de las viscosidades de
cizalla y extensional conforme aumenta la velocidad de deformacion (“shear thinning”
y “extensional thinning”) para todas las condiciones estudiadas. Las viscosidades de
cizalla son méas sensibles a cambios en el contenido en agua que las viscosidades
extensionales; las viscosidades extensionales son mucho mdés elevadas que las de
cizalla, con un cociente de Trouton de 10 a 70. Sin embargo, presentan velocidades de
deformacién mucho menores; la regién en la que se han registrado las viscosidades de
cizalla coincide con la regién de registro de la viscosidad extensional en torno a
velocidades de deformacion de 10 s'. A altas temperaturas, esta region comun se
extiende en un mayor intervalo de velocidades.

En todos los casos, la viscosidad obtenida en el capilar a las menores
velocidades de cizalla es mucho menor para el gluten que para la soja y la caseina. En
cambio, estas dos proteinas tienen valores muy proximos. Esta diferencia entre el gluten
y las otras dos proteinas es maxima para las condiciones que mas se acercan a la
temperatura de transicion vitrea (75°C y 25% de agua), en las que el gluten tiene una
viscosidad de cizalla entre uno y dos 6rdenes de magnitud menor que la soja y la
caseina. Estos resultados concuerdan con los valores para la temperatura de flujo
medidos mediante la técnica PTA. Asi, por ejemplo, para un contenido en agua del
20%, el valor de la T para el gluten es alrededor de 50°C menor que para las otras dos
proteinas. La temperatura de transicion vitrea es también menor para el gluten que para
la soja y la caseina, como se ha visto anteriormente. La proteina de soja es la que
siempre ofrece los valores mads altos de la viscosidad extensional, si se compara con las
otras proteinas. Esta diferencia es mayor para la temperatura més baja. Si ordenamos

las proteinas estudiadas de mayor a menor viscosidad en los sistemas estudiados
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tendriamos: soja > caseina > gluten. Este orden coincide

con el que tendriamos si las

ordenamos de mayor a menor Tr medida con el PTA, o de mayor a menor T,, medida

con las tres técnicas utilizadas (PTA, DMTA y DSC).
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Figura 3.2.2.1.1. Viscosidad de cizalla y extensional de las proteinas estudiadas con un contenido en agua

de 25% (p/p) y a una temperatura de 75°C
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Todos los resultados obtenidos en el estudio de la influencia de la concentracion

de agua se han podido ajustar a un modelo potencial de la forma:

m—1

=K,y (322.1.1)

. _m-1 (3.2.2.1.2)
ne)=K,, &
donde K., y Kex son los indices de consistencia, obtenidos en reometria de cizalla y
extensional, respectivamente, mientras que m y n son los correspondientes indices de
flyjo.

En las figuras 3.2.2.1.5. y 3.2.2.1.6. se representan los indices de flujo,
resultantes del ajuste a las ecuaciones 3.2.2.1.1. y 3.2.2.1.2., en las mismas condiciones
establecidas anteriormente. Mientras que en las figuras 3.2.2.1.7. y 3.2.2.1.8. aparecen
representados los valores de las viscosidades de cizalla y extensional frente al contenido

de agua a una velocidad de referencia de 10 s para una temperatura de 95°C.
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Figura 3.2.2.1.5. Indice de flujo de cizalla de las protefnas estudiadas a una temperatura igual a 95°C
frente a la concentracidn de agua
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Figura 3.2.2.1.6. Indice de flujo extensional de las proteinas estudiadas a una temperatura igual a 95°C
frente a la concentracién de agua

La forma en que el indice de flujo depende del contenido de agua en ensayos de
cizalla es diferente para cada proteina. El gluten presenta los mayores valores del indice
de flujo y por tanto es la proteina que presenta menor sensibilidad a la cizalla. Ademas
ésta no varia significativamente con el contenido de agua.

Por el contrario, la soja, que presenta los mayores valores de viscosidad de
cizalla es la proteina que muestra una mayor dependencia entre indice de flujo y
contenido de agua.

La caseina presenta un comportamiento intermedio con un incremento moderado
de los valores de n con la concentracién de agua.

Sin embargo, en flujo extensional, el indice de flujo obtenido a la temperatura de
95°C no experimenta variaciones significativas con el contenido de agua para ninguna

de las tres proteinas estudiadas.
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Figura 3.2.2.1.7. Viscosidad de cizalla a una velocidad de deformacién de 10 s de las proteinas
estudiadas a una temperatura igual a 95°C frente a la concentracion de agua
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Figura 3.2.2.1.8. Viscosidad extensional a una velocidad de deformacién de 10 s de las proteinas
estudiadas a una temperatura igual a 95°C frente a la concentracién de agua

A partir de las figuras 3.2.2.1.7. y 3.2.2.1.8., resulta evidente que la dependencia

de la concentracién de agua sobre la viscosidad de cizalla y extensional es mds

importante para la soja que para la caseina y el gluten.
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Tanto la viscosidad de cizalla como la viscosidad extensional experimentan un
notable descenso cuando aumenta el contenido en agua para las tres proteinas utilizadas,
lo cual viene a confirmar el efecto plastificante del agua sobre las mismas descrito a
partir de la evolucion de la temperatura de transicion vitrea (obtenida a partir de DSC,

DMTA o PTA) y de la temperatura de flujo (obtenida a partir de los ensayos del PTA).

3.2.2.2. Influencia de la temperatura

en cizalla y extensional en funcién de la temperatura para los diferentes sistemas con un
contenido en agua igual a 35% (p/p).

Como se menciond anteriormente, las curvas de flujo en cizalla y extensional
siguen un comportamiento pseudopldstico que puede ajustarse a un modelo potencial
(ecuaciones 3.2.2.1.1. y 3.2.2.1.2.).

Puede observarse una diferencia de comportamiento en la respuesta de las
propiedades de flujo del gluten frente a la temperatura con respecto a las otras dos
proteinas. Tanto para la caseina como para la soja, un aumento de la temperatura da
lugar a una disminucion, en mayor o menor grado, de las propiedades de flujo en cizalla
y extensional. En cambio, en los sistemas que contienen gluten puede observarse un
claro aumento de viscosidad extensional con la temperatura para una concentracion de
agua del 35% (p/p). La viscosidad de cizalla, por el contrario, presenta una tendencia a
disminuir con la temperatura, a pesar de que los resultados muestran una mayor

dispersion.

170



Capitulo 3. Sistemas Proteina-Agua

1,E+10

1,E+09

1,E+08 -

1,E+07 A

1,E+06 -

1,E+05

1,E+04

1,E+03 -

Viscosidad de cizalla y extensional (Pa.s)

1,E+02

1,E+01 A

0 75°C cizalla
© 85°C cizalla
95°C cizalla

© 120°C cizalla

m 75°C extensional
® 85°C extensional
95°C extensional

# 120°C extensional

1,E+00
1,E-04

1,E-03

1,E-02

1,E-01

1,E+00

1,E+01

Velocidad y viscosidad de cizalla (1/s)

1,E+02 1,E+03 1,E+04

Figura 3.2.2.2.1. Viscosidad extensional y de cizalla de sistemas gluten-agua con un contenido en agua de
35% (p/p) a diferentes temperaturas

1,E+10
1,E+09 - n
2
_ 1,E+08 | de. .
@ 5%a
g ..l A
< LE+074 Tt “\.'
g e o T
] SRR SV
& 1,E+06 1 N )-E g
x
3
>
= 1,E+05 4
5
o
8 1,E+04 |
°
©
:E’ 1,E+03 - Aonmt W0y
g m 75°C cizalla m 75°C extensional CES !a.,
2 T s.m,
= 1,E+02 1 0 85°C cizalla © 85°C extensional o T N iy
Te9
95°C cizalla 95°C extensional
1,E+01 1 © 120°C cizalla # 120°C extensional
1,E+00 T T T T T T
1,E-03 1,E-02 1,E-01 1,E+00 1,E+01 1,E+02 1,E+03 1,E+04

Velocidad de cizalla y extensional (1/s)

Figura 3.2.2.2.2. Viscosidad extensional y de cizalla de sistemas soja-agua con un contenido en agua de
35% (p/p) a diferentes temperaturas

1

71



3.2.2. Reometria Capilar

1,E+08
1,E+07 -
+ “
“2m_

m L o
8 1406 1 B O
= ® . h ;..
< D '& ]
S S b A .
@ 1,E+05 o - N _':-...
g TAL Y |
8 s s-a *
> -~ -
s 1,E404 B
S b=
N B, -
S 2By, .
3 TRy
< 1,E+03 - “~5¢1-_%_&
g -
.g SiI0.T - .g
z 1.E402 075°C cizalla B 75°C extensional o1l :q:;
s 0 85°C cizalla ® 85°C extensional b

1,E401 1 95°C cizalla 95°C extensional

©120°C cizalla # 120°C extensional
1,E+00 T T T T T
1,E-02 1,E-01 1,E+00 1,E+01 1,E+02 1,E+03

Velocidad de cizalla y extensional (1/s)

Figura 3.2.2.2.3. Viscosidad extensional y de cizalla de sistemas casefna-agua con un contenido en agua
de 35% (p/p) a diferentes temperaturas

El aumento de la viscosidad extensional con la temperatura puede estar
relacionado con el hecho de que esta viscosidad se encuentra mds asociada a los
distintos efectos de los enlaces covalentes y entramados moleculares, puesto que un
aumento de temperatura puede favorecer la formacién de puentes de disulfuro en el
gluten (Weegels y Hamer, 1998; Morel y col., 2000).

El ajuste potencial a las ecuaciones 3.2.3.1.1. y 3.2.3.1.2. para los flujos de
cizalla y extensional, respectivamente, permite la obtencion de gréficas como 3.2.2.2.4.,
3.2.2.25.,32.22.6.y3.2.2.2.7., en las que se representan las viscosidades de cizalla y
extensional a una velocidad de deformacién de 10 s™ y los indices de consistencia frente

a la temperatura.
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El resultado mds destacable corresponde al caso del gluten, en el que los valores
del indice de flujo extensional disminuyen con la temperatura mientras que los del

indice de flujo de cizalla aumentan.
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3.2.2.3. Influencia del tipo de proteina

Teniendo en cuenta que las variables velocidad de deformacion y contenido de
agua han dado lugar a sendos ajustes a ecuaciones potenciales y exponenciales,
respectivamente, y que la influencia de la temperatura sobre la viscosidad suele
representarse por una ecuacion tipo Arrhenius, puede realizarse un ajuste conjunto de
los valores de la viscosidad en funcidn de estas tres variables.

Asi, se proponen las siguientes ecuaciones para flujo en cizalla y extensional,

respectivamente:
AE cizalla /RT -aM V \n-1
N = Kocizatia - exp 8 RT  gxpaMC [ 7 o (3223.1)
10
AE extensional /RT -bMC 8 m-1 (32.23.2)
n= k(),extensional - €Xp - €Xp (R)j

(Colonna y col., 1989)

donde m es la viscosidad, ko es la viscosidad a 10 s del sistema cuando el contenido de
agua tiende a cero y la temperatura a infinito, AE, la energia de activaciéon, MC, el

contenido en agua de la muestra, R, la constante de los gases universales, T, la

temperatura absoluta, 7 y €, la velocidad de cizalla y extensional, respectivamente, n y
m, indices de flujo, y a y b, unas constantes. En la tabla 3.2.2.3.1. estan recogidos los
diferentes pardmetros a partir del modelo propuesto para el flujo de cizalla del gluten, la
soja y la caseina. A partir de estos valores, podemos deducir que el gluten, en general,
muestra una viscosidad de cizalla menos dependiente de la velocidad de cizalla, de la

temperatura y del contenido en agua que las otras dos proteinas. Asi, la energia de
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activacion es notablemente inferior a las otras dos proteinas, lo que podria relacionarse

con el efecto casi despreciable que tiene la temperatura sobre el valor de la viscosidad

de cizalla.
Proteina Ko (Pa) n AE (kJ/mol) a
Gluten 8302,63 0,45 5,70 4,96
Soja 35,93 0,34 30,3 5,83
Caseina 2,14 0,27 29,8 8,04

Tabla 3.2.2.3.1. Valores de los pardmetros de la ecuacién 3.2.2.3.1. correspondiente a la viscosidad de
cizalla para los sistemas estudiados
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En la tabla 3.2.2.3.2. aparecen los valores de los pardmetros del modelo de
Colonna y col. para el ajuste de las viscosidades extensionales, mostrdndose las mismas
tendencias encontradas con las viscosidades de cizalla en cuanto a la dependencia de la
viscosidad con T y MC, aunque con una diferencia mds importante entre las energias de
activacion de la soja y la caseina. Los indices de flujo, en cambio, son muy similares
para las tres proteinas, siendo més bajos que los valores correspondientes a cizalla, lo
cual indica una mayor dependencia de la viscosidad extensional con la velocidad de
deformacién. Como se ha comentado antes, la soja presenta siempre los valores mas
altos para la viscosidad extensional, si se comparan con los obtenidos para las otras dos
proteinas, siendo la diferencia mayor para la temperatura mas baja (75°C). Los valores
de la viscosidad extensional para el gluten y la caseina se encuentran muy proximos a
75°C; pero, a 120°C, la viscosidad extensional del gluten se acerca a la de la soja,

mientras que la caseina sigue presentando los menores valores.

Proteina Ko (Pa) m AE (kJ/mol) b
Gluten 148738,25 0,17 3,02 6,78
Soja 0,35 0,16 42,5 7,38
Caseina 23368,95 0,21 14,8 8,69

Tabla 3.2.2.3.2. Valores de los pardmetros de la ecuacién 3.2.2.3.2. correspondiente a la viscosidad
extensional para los sistemas estudiados

3.2.3. Relacion entre T, y 0

La viscosidad extensional estd relacionada con la caida de presion que
tiene lugar entre los extremos del capilar, y estara influenciada por pardmetros como la
resistencia molecular a la elongacién y el grado de entramado entre las moléculas. La
viscosidad extensional no parece estar relacionada con la temperatura de transicion
vitrea de la misma forma que si lo estd la viscosidad de cizalla. Podria sugerirse que el
cociente de Trouton mds alto de lo esperado obtenido para el gluten podria estar
relacionado con sus propiedades extensionales (Breuillet y col., 2002), al aumentar el

valor de la viscosidad cuando aumenta la deformacion.
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3.2.2. Relacién entre T, y 1

Si se estudian los resultados obtenidos con el redmetro capilar, es de particular
interés la viscosidad de cizalla tan baja encontrada para los sistemas con gluten, si se
comparan con las otras dos proteinas. La viscosidad a muy bajas velocidades de cizalla
(no) se encuentra relacionada con el médulo de relajacion del esfuerzo G(t) mediante la
expresion

n=JG(T.v) dt (32.3.1)

donde T es la temperatura. La dependencia de G’ con la frecuencia forma una imagen
especular de la dependencia de G con el tiempo, correspondiéndose bajos valores de
tiempo con altos valores de frecuencia (Ferry, 1980). Si se asume que esta
superposicion tiempo-temperatura se mantiene, entonces se tendria que una baja
viscosidad estaria relacionada tanto con una baja temperatura de transicion vitrea, como
con un bajo valor de G o G’ en el estado gomoso (rubbery), asi como con una transicién
y una regién gomosa estrechas en términos de tiempo o temperatura.

En el caso de un polimero sintético de alto peso molecular, al aumentar la
temperatura tendrd lugar la transicién vitrea, evidenciada por una caida en el mddulo
elastico, E’, desde unos 10° Pa hasta un valor definido por la densidad de interacciones
no especificas entre cadenas. La transicion vitrea puede definirse por un pico en la
tangente de pérdidas, tand. La altura de este pico estd relacionada de forma cuantitativa
con la fraccién en volumen del material que sufre la transicion, de forma que para un
polimero completamente amorfo la altura del pico es ~1,0, y la amplitud de la transicion
es normalmente 10-20°C (Wetton, 1986). La transicién vitrea en polimeros sintéticos
también se caracteriza por un cambio en la capacidad calorifica entre 1,0 y 2,0J -g'l-K'l.
Los estudios realizados sobre biopolimeros en los que el agua actia como plastificante
muestran unas transiciones invariablemente mas pequefias y anchas que las esperadas
para un polimero sintético ideal de alto peso molecular. Asi, por ejemplo, la caida del
modulo E’ es generalmente s6lo de un orden de magnitud y la altura del pico suele ser
menor a 0,5 (Kalichevsky y col., 1993b). Los cambios en la capacidad calorifica a la
temperatura de transicién vitrea son generalmente menores a 0,4 J-g'-K™'. Para el caso
de biopolimeros que tienen hidrégeno intermolecular es dificil detectar un cambio en la
capacidad calorifica. La relacién entre la estructura del polisacérido y la temperatura de
transicion vitrea determinada calorimétricamente ha sido discutida ampliamente por

Bizot y col. (1997), que consideran el aumento en la T, con varios tipos de
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inmovilizacién de cadenas poliméricas. Para los polisacdridos con uniones 1-4 no es
posible observar calorimétricamente una transicion vitrea posiblemente por la existencia
de puentes de hidrégeno especificos entre residuos (Gidley y col.,, 1993). Otras
interacciones que contribuyen a inmovilizar el polimero aumentarian, en principio, el
valor de la T,. Estas interacciones provendrian de: cristalizacion, la presencia de
estructura secundaria ordenada (como a-hélice o de hoja plegada B, en las proteinas),
enlaces covalentes, como los puentes de azufre, e interacciones intercatenarias
especificas 'y no covalentes, conocidas a veces como hiperentramados
(hyperentanglements) (Morris, 1981). Si las muestras son almacenadas a temperaturas
superiores a la T,, la transicion vitrea que presentarian seria de mayor amplitud y de
menor tamafio. Todos estos efectos aumentarian la viscosidad.

La baja viscosidad de cizalla del gluten respecto de las otras dos proteinas unida
al alto valor de tand y al bajo valor del médulo en la regién gomosa sugiere que las
interacciones inmovilizantes son menores en este sistema proteina-agua que en la
mayoria del resto de biopolimeros, pudiendo afirmarse que su comportamiento se
asemeja al de un polimero sintético ideal. Esto no tiene una explicacion clara. Un
posible motivo seria la mayor hidrofobicidad que presenta el gluten, mostrada por su
insolubilidad en agua. Otra posibilidad habria que buscarla en las diferencias en el
contenido en los residuos prolina + hidroxiprolina de las proteinas. Estos residuos no
son compatibles con la mayoria de las estructuras ordenadas (a-hélice, hoja plegada )
y, por tanto, pueden constituir otro factor que contribuiria a una estructura desordenada
y extendida, antes que a una estructura ordenada y compacta (Mohammed y col., 2000).
En la siguiente tabla aparecen recogidos los contenidos en estos residuos de las tres

proteinas de estudio:

Proteina Prolina+hidroxiprolina
g/16 g Nitrégeno
'Caseina 10,6
*Gluten 11,8
*Soja 5,5

'Fox, 1992 ; Morr y Ha, 1993
*Kinsella, 1982
Pearson, 1982 ; Fox, 1992
Tabla 3.2.3.1.

Si se dispone las proteinas de viscosidad de cizalla mds alta a mds baja, la

secuencia obtenida seria soja > caseina > gluten, que seria la misma secuencia que se
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obtendria si las disponemos con los residuos prolina + hidroxiprolina en orden
creciente. Ademds, esta relacion seria consistente con el alto valor de tand y el gran
descenso en el moédulo de almacenamiento encontrado para la gelatina (Kalichevsky y
col., 1993b) durante la transicién vitrea, puesto que la gelatina posee un elevado
contenido de estos residuos (Mohammed y col., 2000). Esta secuencia, sin embargo, no
se aplica a los resultados para la viscosidad extensional. Se piensa que la viscosidad
extensional se encuentra mas relacionada con los efectos de los enlaces covalentes y de
lo entramados entre cadenas, mientras que la viscosidad de cizalla parece estar mas
ligada al efecto lubricante y plastificante de pequefias moléculas, como el agua
(Breuillet y col., 2002).

Es necesario apuntar que la gran cantidad de factores que contribuyen a la
inmovilizacién de la cadena de polipéptido hace una interpretacién detallada dificil de
conseguir. Asi, por ejemplo, Mizuno y col. (2000) demostraron que un
entrecruzamiento de la caseina por la transglutaminasa producia un aumento en la
temperatura de transicion vitrea, como era de esperar, pero en cambio con la soja se
producia un descenso en la Ty, que fue atribuida a una reduccién en la estructura
secundaria hoja plegada [, asociada a la reaccion de entrecruzamiento. Otro factor que
ha complicado ain mds la interpretacion de los resultados ha sido el hecho de que las
altas temperaturas utilizadas hayan podido resultar en un entrecruzamiento adicional.
En estudios del gluten realizados con DSC a bajos contenidos en agua se han observado
regiones exotérmicas indicativas de este fendmeno, que han sido discutidos en detalle
por Sartor y Johari (1996). Este comportamiento del gluten de trigo puede explicarse a
través del intercambio entre los grupos disulfuro-tiol y la por oxidacion del grupo tiol
que tienen lugar durante el calentamiento, lo que conduce a un aumento de enlaces
covalentes por puentes disulfuro en el gluten (Weegels y Hamer, 1998; Morel y col.,
2000). El aumento de la viscosidad extensional del gluten a 120°C con el contenido en
agua puede ser un argumento favorable. Ademds de los puentes disulfuro, que pueden
ser reversibles, hay otra posibilidad de interacciones covalentes (Mohammed y col.,
2000), como las uniones por tirosina (Tilley y col., 2001). Esto podria explicar el
aumento del médulo E’ a altas temperaturas en los ensayos de DMTA para la caseina y
el gluten (figura 3.2.1.1.5.a.), aunque esto también podria deberse a la pérdida de agua.
Pouplin y col. (1999), al estudiar el comportamiento del gluten a bajo contenidos en
agua, solo observé valores relativamente altos de tand, mostrados en este estudio en la

figura 3.2.1.1.5.c., para muestras secas, plastificadas con un poliol o a contenidos en
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agua superiores a 15%. A menores contenidos en agua, los valores de tand eran bajos, lo
que sugeria inmovilizacion, quizd causada por hidrégeno intermolecular mediada por
los muy bajos niveles de agua, aunque esto necesitaria una mayor investigacion.

Del estudio realizado sobre los sistemas proteina-agua tanto con las técnicas
DSC, DMTA y PTA, como con el reémetro capilar de doble carga empleado, es posible
sacar la conclusion de que el gluten presenta una viscosidad mucho menor que la soja o
la caseina, lo que estaria relacionado, al menos parcialmente, a su menor temperatura de
transicion vitrea y la implicacion de més cantidad de proteina en la movilizacién que
tiene lugar durante la transicion vitrea. Estos resultados han sido mostrados no sélo por
técnicas como DSC, DMTA o reometria capilar, sino también mediante la medida de T,
y T¢ con el analizador de transiciéon de fases (PTA). Este efecto podria tener
consecuencias no solo en procesos de extrusion, sino también en la utilizacién del

gluten en la formulacién de productos de panaderia.

3.3. Conclusiones

1. La evolucion de la temperatura transicion vitrea para las tres proteinas (gluten,
soja, caseina) con el contenido en agua resulta independiente de la técnica
utilizada (DSC, PTA, DMTA). Estos resultados ponen de manifiesto el efecto
plastificante de las moléculas de agua, ya que la temperatura de transicion vitrea

disminuye al aumentar el contenido de humedad.

2. Los valores de la temperatura de transicion vitrea presentados por la caseina
rennet son los mayores, siendo el gluten el que presenta los menores valores de

T,.

3. Los valores para la temperatura de transicion vitrea obtenidos por calorimetria
diferencial de barrido para diferentes humedades relativas han sido ajustados a la
ecuacion de Gordon-Taylor, resultando unos valores iguales para la temperatura
de transicion vitrea de la caseina, soja y el gluten préximos a los encontrados en

la bibliografia, en estado seco.
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4. Mediante la utilizaciéon de un redmetro capilar, se han obtenido valores de
viscosidad de cizalla y extensional para el gluten, la soja y la caseina. Aunque
los resultados obtenidos para la viscosidad extensional no permiten distinguir
una tendencia clara, la soja es la que presenta los mayores valores de viscosidad
de cizalla en el intervalo de velocidades de cizalla estudiado, mientras que el

gluten presenta los menores valores.

5. Se ha establecido una relacién entre la temperatura de transicién vitrea y la
viscosidad. Asi, el gluten de trigo presenta los valores de temperatura de
transicion vitrea y viscosidad mas bajos. Esto podria explicarse en base a los
cambios que tienen lugar cuando la temperatura a la que se somete la proteina
supera el valor de T, (aumento del volumen libre, descenso de la viscosidad,

aumento del calor especifico, aumento de la expansién térmica).
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CAPITULO 4. PROCESADO DE EMULSIONES

4.1. Introduccion

A partir de este capitulo, el presente trabajo se centrard en las propiedades
emulsionantes de proteinas vegetales, empezando por un estudio sobre la influencia
que tienen las diferentes condiciones de procesado, como la temperatura o la
velocidad de rotacién del dispositivo emulsificador empleado, sobre las propiedades
reoldgicas y la microestructura de las emulsiones resultantes. Varios autores han
estudiado anteriormente el efecto de las variables de procesado sobre emulsiones
estabilizadas con proteinas y/o tensioactivos (Gallegos y col., 1996; Franco y col.,
1997; Sanchez y col., 1998). Asi, se ha encontrado que las variables de procesado
influyen sobre pardmetros estructurales, como la reologia de la fase continua, la
distribucién de tamanos de gota, las interacciones entre las particulas,... Todo ello
conduce a diferencias importantes en el comportamiento reoldgico de las emulsiones

producidas (Franco y col., 1995).

4.2. Resultados y Discusion

4.2.1. Temperatura de procesado

Como primer paso en el estudio de las propiedades reoldgicas de las
emulsiones, se han realizado ensayos dindmicos de barrido de esfuerzo (figura
4.2.1.1.) a frecuencia constante (6,28 rad/s), con el objeto de determinar el intervalo
viscoeldstico lineal. Para ello, y a partir de estos resultados, se realiza una
representacion de la deformacion frente al esfuerzo (figura 4.2.1.2.); la desviacioén de
la tendencia lineal (r < 0,999), permite la obtencién de los valores de los pardmetros
esfuerzo critico (t.) y deformacioén critica (y.), por encima de los cuales se considera
que la muestra deja de encontrarse dentro del intervalo viscoeléstico lineal. El
conocimiento de estos parametros permite, posteriormente, asegurar la linealidad
durante la medida en los ensayos dindmicos de barrido de frecuencia, al realizarse a

valores de esfuerzo y deformacion constantes inferiores a 1. y ..
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Figura 4.2.1.1. Barridos de esfuerzo a una frecuencia constante (6,8 rad/s) de emulsiones que
contienen 75% (p/p) de aceite y 1% (p/p) de gluten, procesadas a diferentes temperaturas (20, 40, 50,
60°C)
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Figura 4.2.1.2. Determinacién del esfuerzo critico y deformacién critica para una emulsién que
contiene 75% (p/p) de aceite y 1% (p/p) de gluten y procesada a 40°C
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Durante los barridos de esfuerzo, todos los sistemas estudiados presentan una
evolucion de los médulos G’ y G’ caracterizada por la existencia de dos zonas: (i)
una zona, a valores pequefios del esfuerzo, en la que los valores de G y G’ se
mantienen constantes, independientes del esfuerzo aplicado, correspondiéndose ésta
al intervalo viscoeldstico lineal, (i1) y otra zona, por encima de un valor del esfuerzo
y la deformacion criticos, en la que G’ desciende, mientras que, por lo general, G*’
aumenta ligeramente con el esfuerzo hasta alcanzar un valor maximo. Hay casos en
los que ambas funciones descienden al aumentar el esfuerzo. Varios autores (Princen,
1983; Mason y col., 1996; Lequeux y col.,, 1997) han tratado de explicar esta
evolucion en base a una reordenacion estructural producida durante el barrido de
esfuerzo.

En la tabla 4.2.1.1. aparecen recogidos los parametros criticos (1, Y.) para las
emulsiones de gluten procesadas a diferentes temperaturas. La tendencia general es
la de una ampliacidn del intervalo viscoeléstico lineal cuando aumenta la temperatura
a la que se procesa la emulsion.

Una vez conocidos los valores del esfuerzo critico y de la deformacioén critica
para cada emulsidn, se ha estudiado la evolucién de los pardmetros viscoeldsticos
lineales (G y G’’) con la frecuencia (figura 4.2.1.3.), obteniéndose un espectro
mecdnico caracteristico de emulsiones altamente floculadas, en el que el médulo de
almacenamiento, G’, se encuentra siempre por encima del médulo de pérdidas, G,
en todo el intervalo de frecuencias estudiado. Este comportamiento es representativo
de un caricter predominantemente eldstico. Generalmente, es posible distinguir en
este espectro tres zonas caracteristicas: (i) una zona pseudo-terminal a bajas
frecuencias, que muestra una tendencia al cruce de las dos funciones viscoeldsticas,
(i1) una zona intermedia, en la que G’ se mantiene practicamente constante, y en la
que G’ presenta un minimo, y (iii), por dltimo, el principio de una zona de transicion
a altas frecuencias. La mayoria de las emulsiones estudiadas en este trabajo tienen un
espectro mecdnico localizado en la segunda zona. Esta zona, en la que aparece un
minimo en la evolucién del médulo de pérdidas, acompaifiado de una zona de
pendiente nula o ligeramente positiva del médulo de almacenamiento, se conoce
como zona “plateau” en reologia de polimeros (Ferry, 1980) y se relaciona con un
comportamiento de tipo gel (Richardson y Ross-Murphy, 1981a, 1981b). Esta
respuesta es propia de emulsiones estabilizadas con proteinas, en las que se

desarrolla un entramado eldstico, debido a un proceso de floculacion extensiva de las
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gotas de fase dispersa (Dickinson, 1989; Gallegos y Franco, 1999a, Franco y col.,
2000). Esta zona plateau puede ser caracterizada por un pardmetro conocido como
modulo plateau, G\, que puede aproximarse al valor del médulo de almacenamiento

para el cual la tangente de pérdidas presenta un minimo (Wu, 1989):
Gy =[Gl 5 minimo 42.1.1)

Como puede observarse en la figura 4.2.1.3., se produce un aumento inicial
de ambas funciones viscoeldsticas, G’ y G’’, a medida que la temperatura de
procesado aumenta de 20 a 40°C. Este efecto es menos importante a las temperaturas
mds elevadas, no apreciandose diferencias significativas en el intervalo de

temperaturas comprendido entre 40 y 60°C.
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Figura 4.2.1.3. Evolucién de las funciones viscoeldsticas con la frecuencia para emulsiones
que contienen 75% (p/p) de aceite y 1% (p/p) de gluten, procesadas a diferentes temperaturas
(20, 40, 50, 60°C)
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En la figura 4.2.1.4. se representan las curvas de distribucion de tamafios de

gota obtenidas experimentalmente, expresadas como porcentaje de volumen de gotas

con un didmetro dado. Se puede apreciar que todas las curvas tienen un amplio grado

de polidispersion. A todas las temperaturas de procesado estudiadas, se han obtenido

distribuciones bimodales, caracterizadas por un mdaximo secundario a didmetros

relativamente elevados, y un maximo primario a didmetros inferiores. No existe una

gran dependencia del didmetro de las gotas con la temperatura, aprecidndose

solamente una diferencia notable a una temperatura igual a 50°C, para la cual se

obtienen los menores valores del didmetro de Sauter (d3;) y volumétrico (d43).
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Figura 4.2.1.4. Curvas de distribucién de tamafio de gota de emulsiones
estabilizadas con 1% (p/p) de gluten y procesadas a diferentes temperaturas
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T'roc D3z (um)  Dyz (um) U 7. (Pa) ve(%)  G'x(Pa)
20 3,97 10,38 0,620 54,6 11,20 424,50
40 3,82 9,66 0,627 78,5 14,50 607,2
50 2,94 6,84 0,573 112,9 13,50 599,75
60 3,59 9,84 0,684 112,9 12,00 658,25

Tabla 4.2.1.1. Valores de pardmetros reoldgicos y microestructurales de las emulsiones estudiadas en
funcién de la temperatura de procesado

Si se representa un pardmetro representativo de la distribucion de las gotas de
aceite, como el didmetro de Sauter (ds;), y un pardmetro caracteristico de la reologia
lineal de las emulsiones, como el mdédulo plateau (GON), frente a la variable de
estudio (temperatura de procesado) se obtiene una grafica como la que aparece en la
figura 4.2.1.5. En esta gréfica se puede observar de forma mas clara la evolucion de
la distribucion de tamafios y el médulo plateau con la temperatura. La dependencia
de la distribucién de tamaiios de gota con la temperatura no es tan evidente como la
presentada por el médulo plateau. La relacion entre didmetro de gota y temperatura
de procesado puede ser explicada en términos del balance entre dos efectos inducidos
por las fuerzas de cizalla que tienen lugar durante el proceso de emulsificacion:
rotura y coalescencia de gotas. El primer efecto favorece el descenso del tamaiio de
las gotas, lo cual podria explicar el claro descenso del didmetro a 50°C, lo que
produce un mayor valor en las propiedades viscoeldsticas; mientras que la
coalescencia parece tener mds importancia a temperaturas mds altas, originando
mayores tamafios de gota. Aun asi, el médulo plateau no disminuye, sino que
aumenta con la temperatura en todo el intervalo de temperaturas estudiado. Este
comportamiento que resulta inusual a las temperaturas més elevadas puede atribuirse
a las modificaciones que experimentan las moléculas de proteina de gluten a partir de
50°C. Por encima de esta temperatura, se produce una reorganizacién de enlaces
covalentes entre subunidades de glutenina y, posiblemente, de gliadinas (puente de
disulfuro intermoleculares) que conduce a un crecimiento considerable del tamafio

del polimero de glutenina (Lefevbre y col., 1994; Guerrieri, 2004).
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Asi, la temperatura induce coalescencia durante la reorganizacién, pero a su
vez produce un reforzamiento del entramado estructural, favorecido por el
crecimiento del tamafio de las subunidades poliméricas de glutenina. En este
entramado participan subunidades situadas tanto en la interfase como en la fase

continua de la emulsidn final.

G’ (Pa)

400 : : : ' T ' T ' T 2

T, (C)

Figura 4.2.1.5. Médulo plateau, GON, y didmetro de Sauter, ds,, frente a la temperatura de
procesado en emulsiones estabilizadas con gluten

4.2.2. Velocidad de rotacion del elemento emulsificador

En la figura 4.2.2.1. aparecen los barridos de esfuerzo realizados sobre las
emulsiones procesadas a diferentes velocidades de rotacién (4 000, 6 000, 8 000, 10
000 r.p.m.) estabilizadas por un 1% de gluten de trigo, o por 1% de aislado de soja. A
partir de estos resultados y junto con los valores de los pardmetros criticos que
pueden determinarse (figura 4.2.2.2.), se concluye que un aumento en la energia
impuesta al sistema durante el procesado da lugar a un aumento del valor del
esfuerzo critico, alcanzdndose también unos mayores valores para los médulos de
almacenamiento y de pérdidas. Esto ocurre con las dos proteinas, gluten y soja,

presentando esta ultima unos valores de ambos mddulos algo superiores a los del

189



Y, (%)

4.2.2. Velocidad de Rotacion del Elemento Emulsificador

gluten. La variacion de la deformacion critica no es clara. En el caso de la soja no

parece existir una gran dependencia de la deformacion critica con la velocidad de

rotacion, mientras que en el caso del gluten, hay un primer aumento y una posterior

estabilizacion en los valores de v..
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Estudiando los espectros mecanicos obtenidos para las diferentes velocidades
de procesado mediante los correspondientes barridos de frecuencia (figura 4.2.2.3.),
se observa que las emulsiones de gluten sufren un aumento en los valores de los
modulos viscoelasticos, G” y G”’, con el aumento de la velocidad de procesado. Un
comportamiento similar se ha encontrado en las emulsiones estabilizadas con el
aislado proteico de soja, aunque en este caso el aumento de la energia impuesta al
sistema produce valores mas altos de las funciones viscoelasticas, en concordancia
con los resultados obtenidos con los barridos de esfuerzo.

Tanto en las emulsiones de gluten como en las de soja, tiene lugar la
aparicion de un minimo en el modulo de pérdidas, G’’, que permite la obtencion del
modulo plateau, caracteristico de sistemas estructurados y relacionado con la

estabilidad de las emulsiones.
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Figura 4.2.2.3. 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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4.2.2. Velocidad de Rotacién del Elemento Emulsificador

En la figura 4.2.2.4. se representan las curvas de distribucién de tamafos de
gota para las emulsiones de gluten y soja procesadas a diferentes velocidades en el
dispositivo rétor-estator utilizado. Un incremento de la energia impuesta al sistema
da lugar a distribuciones de tamafio desplazadas hacia didmetros de menor tamaifio.
Ademads, parece existir una tendencia hacia distribuciones mds estrechas con el
aumento de la velocidad de procesado. Por tanto, el efecto de la energia impuesta al
sistema puede describirse en funciéon de un aumento del &area interfacial, que
conduciria a un aumento de las interacciones entre los segmentos de proteina que

rodean las gotas y que se traduce en un reforzamiento del entramado estructural.
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Figura 4.2.2.4. Curvas de distribucién de tamafio de gota de emulsiones
estabilizadas con 1% (p/p) de gluten (arriba) o de soja (abajo) y procesadas a
diferentes velocidades
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Capitulo 4. Procesado de Emulsiones

En la tabla 4.2.2.1. se recogen los principales pardmetros obtenidos, tanto
para el gluten como para la soja, a partir de los ensayos reoldgicos y de las medidas
de distribucién de tamanos de gota para las diferentes velocidades de procesado
estudiadas. La representacion del médulo plateau frente a la velocidad de rotacién
(figura 4.2.2.5.) pone en evidencia el aumento del grado de estructuracion del
sistema al aumentar la energia impuesta. En el caso de las emulsiones de soja, este
aumento en la estructuracién del sistema es ain mayor que en el caso de las
emulsiones de gluten.

El aumento de la zona plateau que se produce al aumentar la velocidad de
procesado se ha relacionado anteriormente con un aumento en la estabilidad de la

emulsion (Franco y col., 1995).

N (r.p.m.) D3 (um) Dy (um) U 7. (Pa) 7 (%)  G'x(Pa)
4 000 5,72 14,56 0,564 26,4 7,6 339,36
Gluten 6 000 3,97 10,38 0,620 54,6 11,2 424,50
8 000 3,64 8,76 0,634 78,5 12,9 574,5
10 000 3,02 6,76 0,654 112,9 12,6 867,5
4 000 9,04 18,36 0,374 37,9 5,84 735,05
Soja 6 000 5,80 12,34 0,46 54,6 6,00 999,25
8 000 3,96 9,46 0,552 112,9 6,13 1611
10 000 3,28 7,43 0,546 112,9 5,14 2061,5

Tabla 4.2.2.1. Valores de pardmetros reol6gicos y microestructurales para emulsiones preparadas a
diferentes velocidades de rotacion
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Figura 4.2.2.5. Médulo plateau, G’, frente a la velocidad de procesado en emulsiones
estabilizadas con gluten o soja

En la figura 4.2.2.6. es posible observar la disminucion del didmetro de las
gotas de fase dispersa cuando aumenta la velocidad a la que se procesan las
emulsiones. Una mayor aplicacion de energia durante el proceso de formacién de la
emulsion desplaza el equilibrio rotura-coalescencia hacia la rotura de gotas,
aumentando el drea interfacial del sistema, y favoreciéndose la estructuracion del
mismo, produciéndose emulsiones cuyos valores de las funciones viscoeldsticas son
mads elevados. Las emulsiones de gluten poseen didmetros generalmente menores a
las emulsiones de soja, reduciéndose las diferencias a altas velocidades de rotacion.
Obsérvese que, a pesar de que los tamafios de gota para emulsiones estabilizadas con
gluten son menores que para las emulsiones estabilizadas con soja, en el médulo

plateau se produce la tendencia contraria.
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Figura 4.2.2.6. Didmetro de Sauter, ds, frente a la velocidad de procesado en emulsiones
estabilizadas con gluten o soja

4.3. Conclusiones

1. La temperatura de procesado ejerce una influencia sobre la microestructura y
las propiedades reoldgicas de las emulsiones estabilizadas con gluten.
Mientras que la distribucion de tamafios de gota parece regirse por el balance
entre la ruptura y la coalescencia de las gotas, estando ésta favorecida a las
temperaturas mds altas, las propiedades viscoeldsticas de las emulsiones
deben estar afectadas por otros factores, tales como un reforzamiento
estructural, que puede atribuirse al crecimiento del tamafio de las unidades

poliméricas de glutenina a una temperatura superior a 50°C.

2. Una mayor energia impuesta al sistema durante el proceso, como
consecuencia de una mayor velocidad del elemento dispersor del dispositivo
emulsificador, produce emulsiones de menor didmetro de gota y con mayores
valores del médulo plateau, tanto en las estabilizadas con proteina de gluten

de trigo como en aquellas estabilizadas con proteinas de soja.
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CAPITULO 5. COMPOSICION

5.1. Introduccion

Las propiedades fisico-quimicas y la estabilidad de las emulsiones formadas
dependen en gran medida del tipo y las concentraciones de varios ingredientes
utilizados en su preparacion, ademds de las condiciones de procesado empleadas. Por
ello, una vez establecidas las condiciones dptimas de procesado, se va a realizar un
estudio de la influencia que la composicion tiene sobre la reologia y la
microestructura de las emulsiones estabilizadas con proteinas vegetales (gluten, soja,
algarroba). Para ello, se han medido las propiedades de emulsiones con diferente
contenido en aceite y proteina, asi como a diferentes valores de pH y de fuerza
i6onica. Tomando como base una emulsion estabilizada con algarroba se va a
proceder también a estudiar la influencia que ejercen conjuntamente la concentracién

de proteina y el pH de la fase continua.

5.2. Resultados y discusion

5.2.1. Concentracion de aceite

Cuando aumenta la concentracién de aceite, los valores de los moédulos de
almacenamiento, G’, y de pérdidas, G’’, se hacen mayores en las emulsiones
estabilizadas por ambas proteinas. En la figura 5.2.1.1., se puede observar como en
los barridos de esfuerzo hay un salto cuantitativo en los valores de G y G’
importante al aumentar la concentracién de aceite de 65 a 70% (p/p). En el caso de
las emulsiones de gluten, este salto es mds pronunciado. Ademads, el incremento en la
concentracion de fase dispersa lleva consigo aparejado una ampliacion del intervalo
viscoeldstico lineal, como se evidencia a partir de los resultados que se muestran en
la figura 5.2.1.2. En dicha figura se observa un claro aumento tanto del esfuerzo
critico como de la deformacién critica, por debajo de los cuales la muestra se
mantiene dentro del intervalo de viscoelasticidad lineal, con la cantidad de aceite
presente en la emulsion final. En la mayor parte de los casos, el esfuerzo critico para
las emulsiones de gluten y soja son similares, aunque la soja presenta un esfuerzo

critico sensiblemente mayor al 80% de aceite. En el caso de las deformaciones
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criticas, se obtienen mayores valores para el gluten en todos los casos. Hay que tener
en cuenta que en este estudio se producen dos efectos, por un lado, el aumento de la
concentracion de la fase oleosa y, por otro lado, el consiguiente descenso del exceso

de proteina en la fase continua.
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Figura 5.2.1.1. Barridos de esfuerzo a una frecuencia constante (6,28 rad/s) de emulsiones
que contienen 1% (p/p) de gluten (izq.) o de soja (dcha.), procesadas a 6 000 r.p.m., y con
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Capitulo 5. Composicién

Un aumento en la concentracion de aceite produce una extension importante de la

zona plateau en las emulsiones estabilizadas por cualquiera de las dos proteinas,

como puede observarse en la figura 5.2.1.3.. Este efecto, que es mds importante para

las emulsiones estabilizadas con gluten, revela un reforzamiento del entramado

estructural con la concentracion de fase dispersa. La emulsion estabilizada con gluten

a la menor concentracioén de aceite (65%) muestra un entramado relativamente débil,

aprecidandose la tendencia hacia la zona terminal del espectro mecdnico que se

alcanzaria a bajas frecuencias. Hay que tener en cuenta que esta emulsion tiene una

fraccion de fase oleosa cercana a la que se considera médximo valor de

empaquetamiento de la fase dispersa para una emulsion de gotas monodispersas (Qmax

~ 0,64). Al seguir aumentando la fraccion de fase oleosa se puede producir un

aumento en las interacciones entre las gotas, reforzdndose la estructura de la

emulsion.
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Figura 5.2.1.3. Evolucién de las funciones viscoeldsticas con la frecuencia para

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

Basicamente, el reforzamiento de la estructura antes mencionado se debe al

aumento de la fraccion en volumen de la fase dispersa, puesto que los perfiles de las
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curvas de distribucién de tamafio de gota no parecen afectarse demasiado al
aumentar la concentracion de aceite, sobre todo en emulsiones estabilizadas con soja.

En la figura 5.2.1.4. aparecen representados las curvas de distribucion de
tamanos de gota para las emulsiones estabilizadas con gluten y soja a diferentes

concentraciones de fase oleosa.
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Figura 5.2.1.4. Curvas de distribucién de tamafio de gota de emulsiones estabilizadas con 1%
(p/p) de gluten (arriba) o de soja (abajo) y con una concentracion variable de aceite

Como puede observarse en las figuras 5.2.1.5. y 5.2.1.6., las emulsiones
estabilizadas por proteina de soja poseen mayores propiedades viscoeldsticas que las
estabilizadas por gluten de trigo, aunque en éstas las gotas tengan un tamaifio

ligeramente menor.
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La evoluciéon del mddulo plateau con el contenido en aceite es menos
pronunciada para las emulsiones estabilizadas con gluten. Este efecto puede
atribuirse a que el aumento de la concentracién de la fase oleosa se traduce en un
incremento en la concentracién proteica de la fase continua original, lo cual podria
producir un descenso de la velocidad de difusion del emulsionante a la interfase. En
el caso de la soja, el aumento de concentraciéon no produce aumentos tan

considerables como en el caso del gluten.
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Figura 5.2.1.5. Médulo plateau, G’xfrente a la concentracion de aceite en emulsiones
estabilizadas con gluten o soja
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Figura 5.2.1.6. Didmetro de Sauter, d3, frente a la concentracién de aceite en emulsiones
estabilizadas con gluten o soja

En la figura 5.2.1.7. aparecen las fotografias obtenidas con el microscopio
confocal TCS SP2 de Leica (Heidelberg, Alemania) de las emulsiones estabilizadas
con gluten con 65 y 75% (p/p) de fase oleosa. De cada emulsién aparecen dos
imagenes: una en modo confocal, en la que se aprecia un solo plano, obtenida por
fluorescencia; y otra focal, que es la que se podria obtener con un microscopio 6ptico
comun con una lente adecuada, y en la que no se obtiene uno, sino varios planos
acumulados de la muestra.

No ha sido necesaria la utilizacién de ningiin marcador fluorescente, puesto
que las proteinas vegetales estudiadas (gluten, soja, algarroba) presentan
autofluorescencia, probablemente debido a su contenido en aminoécidos emisores.

Las micrografias revelan la existencia de un empaquetamiento compacto de
las gotas, con una amplia distribucion de tamafios, tomando parte en la formacion de
una red floculada tridimensional. Las imdgenes también muestran un tamafio
predominante, que se corresponde al segundo pico en las curvas de distribucién de
tamano de gota. Las gotas mds pequefias se sitian entre los espacios que existen

entre las gotas de mayor tamafo. La forma de las gotas tiende a ser poliédrica, puesto
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que la fraccion en volumen excede de forma clara el valor del mdaximo
empaquetamiento para particulas esféricas monodispersas. Sin embargo, no se
observan diferencias significativas entre las imdgenes que se corresponden a
diferentes concentraciones de aceite, mostrando tamafios de gota similares. Esto
concuerda con lo observado en la figura 5.2.1.4., en la que las distribuciones de

tamafio para las diferentes concentraciones de aceite eran bastante similares.

Figura 5.2.1.7. Imagenes obtenidas mediante microscopia confocal (izquierda) y Optica (derecha) a
partir de emulsiones estabilizadas con: (A-B), 1% (p/p) de gluten al 65% %(p/p) de aceite; (C-D), 1%
(p/p) de gluten al 75% (p/p) de aceite
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% Aceite D3z, (um) Dy (um) U 1. (Pa) Ye (%) G’ (Pa)
65 3,64 9,08 0,466 1,6 33 35
Gluten 70 3,99 9,76 0,504 18,3 7.4 278,45
75 3,97 10,38 0,620 54,6 11,2 424,50
80 4,33 11,22 0,643 112,9 14,8 672,50
65 6,16 12,82 0,410 2,9 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 5,19 9,99 0,461 162,4 8,47 1745,5

Tabla 5.2.1.1.Valores de pardmetros reoldgicos y microestructurales para emulsiones con diferentes
concentraciones de aceite

5.2.2. Concentracion de proteina

Ha sido posible estabilizar emulsiones concentradas al 75% de aceite
utilizando pequefias cantidades de proteina. Asi, en el caso de las emulsiones que
utilizan soja o algarroba como emulsionantes, la concentracién minima de aislado
proteico necesaria para conseguir una emulsion estable ha sido de 0,125%, mientras
que cuando se ha utilizado gluten como emulsionante, la concentracién minima de
concentrado proteico necesaria ha sido 0,25%. El hecho de que no haya sido posible
obtener emulsiones estables a menores concentraciones de gluten puede deberse,
entre otras cosas, al alto peso molecular de las subunidades de glutenina, presente en
el gluten, y a que la concentracion de proteina en el concentrado de gluten vital es
algo menor que en el aislado de soja o de algarroba. Sin embargo, debido a la alta
consistencia alcanzada por las emulsiones estabilizadas con el aislado de algarroba a
las mayores concentraciones, no ha sido posible una preparaciéon adecuada en el
dispositivo utilizado de emulsiones con concentracién mayor del 1% de proteina (2 o
3% (p/p)) puesto que no se aseguraba un mezclado homogéneo durante el proceso, lo
cual dificulta la formacion de una emulsion estable.

En las figuras 5.2.2.1., 5.2.2.2., 5.2.2.3. se pueden observar los resultados
obtenidos al realizar los barridos de esfuerzo sobre las emulsiones de proteina,

gluten, soja y algarroba, respectivamente, a diferentes concentraciones. En las figuras
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5.2.2.4. y 5.2.2.5. se comparan los resultados obtenidos para las tres proteinas
mediante los valores de los esfuerzos y deformaciones criticas. El intervalo
viscoelastico lineal, en todos los casos, se extiende conforme aumenta la
concentracion de proteina presente.

Habria que resaltar que la algarroba es la que posee un intervalo viscoelastico
lineal més amplio, sobre todo, a la concentracién del 1% (p/p) para la que el esfuerzo
critico de la emulsion de algarroba llega a ser del orden de dos y cuatro veces mayor
que el correspondiente a la emulsién equivalente de gluten y soja, respectivamente.
Esto puede deberse al mayor contenido proteico del aislado de algarroba utilizado
comparado con el gluten vital y aislado de soja empleados, o quiza sea un efecto de
residuos de goma no eliminados del todo del aislado y que puedan estar ejerciendo el
papel de espesante.

También llama la atencidn el importante salto que tiene lugar en los valores
de los médulos de almacenamiento y pérdidas en las emulsiones de gluten cuando se
sube la concentracion de proteina del 1 al 2%, en adelante, llegando a situarse por

encima de los valores de G’ y G’’ equivalentes de las emulsiones de soja.
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Figura 5.2.2.1. Barridos de esfuerzo a una frecuencia constante (6,28 rad/s) de
emulsiones que contienen 75% (p/p) de aceite y diferentes contenidos de gluten
procesadas a 6 000 r.p.m.
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En las figuras 5.2.2.5., 5.2.2.6. y 5.2.2.7. se observa la evolucién de las
propiedades viscoeldsticas con la concentraciéon de proteina. Un aumento de la
concentracion de proteina ha originado un aumento importante en los dos médulos,
G’ y G”’, para las tres proteinas vegetales estudiadas. Para una misma concentraciéon
de proteina, las emulsiones estabilizadas con el aislado de algarroba presentan
mayores valores de las funciones viscoeldsticas lineales. Esta diferencia se hace
realmente importante para una concentracion del 1%. A concentraciones de 1% de
proteina o menores, las emulsiones de soja presentaban mayores valores para G’ y
G’ que las emulsiones de gluten, como ocurre generalmente. Sin embargo, como
puede observarse en la figura 5.2.2.8., en la que se representan los valores de Gy’
para los tres tipos de emulsion, esta tendencia se ve modificada para concentraciones
de proteina superiores. De esta forma, las emulsiones estabilizadas con gluten al 3%
muestran valores mucho més altos que las emulsiones estabilizadas con el aislado
proteico de soja; asi, en esta emulsiéon el médulo plateau es un 60% mads alto para el
gluten en comparacién a la soja. Por tanto, puede concluirse que a concentraciones
superiores al 1% (p/p), un aumento de la concentracion de gluten provoca un mayor
incremento en las propiedades viscoeldsticas de las emulsiones en comparacién con

las emulsiones preparadas con soja.
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El aumento de los pardmetros viscoeldsticos con el aumento de la
concentracion de proteina estd acompafiado por una evolucién de las curvas de
distribucién de tamanos de gota hacia didmetros menores, para las emulsiones
estabilizadas por cualquiera de las tres proteinas. Esta disminucion de los didmetros
de gota con el aumento de la concentracion puede apreciarse en las figuras 5.2.2.9,
5.2.2.10., 5.2.2.11. y 5.2.2.12. Por tanto, se observa como una mayor cantidad de
proteina presente permite la estabilizaciéon de mayor superficie interfacial. En el caso
de las emulsiones de gluten, el importante salto cuantitativo que tenia lugar en los
valores de los médulos G” y G’ se ve reflejado en las curvas de distribucion de
tamanos de gota, en las que se puede ver el paso desde una distribucién bimodal para
concentraciones de proteina del 1% e inferiores hasta una distribucién monomodal a
una concentracién de gluten del 3%. La emulsion del 2% de gluten presenta una
distribucién de transicidén, con un pico ancho en el que aparece un hombro a los

didmetros menores, en los que se sitda el pico de la distribucion para el 3% de gluten.
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Figura 5.2.2.9. Curvas de distribucién de tamafio de gota de emulsiones estabilizadas con una
concentracion variable de gluten y con una concentraciéon de aceite de 75% (p/p)
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Figura 5.2.2.12. Didmetro de Sauter, ds,, frente a la concentracién de proteina en emulsiones
estabilizadas con gluten, soja o algarroba

En las figuras 5.2.2.13., 5.2.2.14. y 5.2.2.15 se recogen las imdgenes
obtenidas por microscopia confocal de emulsiones de gluten, soja y algarroba
preparadas a diferentes concentraciones de proteina. Un efecto patente es la
reduccion en el tamafio de las gotas al aumentar el contenido en proteina. Ademas, la
forma de las gotas parece ser mds poliédrica a las concentraciones mas bajas. Esto
podria ser debido a que la viscosidad de la fase acuosa, que se encuentra restringida a
una fina capa entre las gotas de aceite, es mucho menor para las emulsiones menos
concentradas. Las micrografias obtenidas para las emulsiones con una mayor
concentracion de proteina sugieren que un alto contenido de proteina (la sefial
fluorescente se considera debida a la proteina vegetal) se encuentra localizado en la
fase acuosa. Este efecto se debe probablemente al exceso de proteina sobre la
concentracion requerida para saturar la interfase obtenida con estas emulsiones. Una
comparacion entre las imdgenes obtenidas para las emulsiones estabilizadas con un

2% de gluten y soja sugiere una diferencia en la microestructura de estas dos
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proteinas. La emulsiéon de soja da lugar a una imagen que muestra una
microestructura tipica de emulsiones altamente floculadas, mientras que la emulsién
de gluten se asemeja a una dispersion de la fase oleosa en el interior de una matriz
tipo gel. Esta semejanza se hace mds patente en la micrografia correspondiente a una
emulsion estabilizada con un 3% (p/p) de gluten. Langton y col. (1999) han obtenido
imagenes mediante la técnica de microscopia confocal de muestras sin diluir de
emulsiones concentradas altamente floculadas estabilizadas por yema de huevo, en
las que la morfologia de la fase acuosa era descrita en términos de una red de
agregados de yema. Imdgenes similares han sido obtenidas por Bugusu y col. (2001)
para masas de gluten sin marcador flurescente. Estos autores identificaron zonas de
autofluorescencia que consistian en proteinas de gluten en forma de fibrillas,
constituyendo un entramado extensivo y continuo.

En la figura 5.2.2.15. se presentan micrografias para emulsiones estabilizadas
por un 1% (p/p) de cada una de las proteinas que se han estudiado. Puede observarse
que la emulsién que aparentemente presenta mayores tamaios de gota es aquella
estabilizada con aislado proteico de soja, siendo la emulsion estabilizada con aislado
de algarroba la que parece presentar menores tamafios. Estos resultados concuerdan

con las curvas de distribucién y con los valores de didmetros medios.
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% Proteina D3 (um) Dyz(um) U 1. (Pa) v.(%) 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 23 519,02
0,25 12,94 27,44 0,348 18,3 35 550,02
Soja 0,5 9,18 18,18 0,364 37,9 4,3 369,20
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 229475
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

Tabla 5.2.2.1 Valores de parametros reoldgicos y microestructurales para emulsiones preparadas a
diferentes concentraciones de proteina

215



5.2.2. Concentracién de Proteina

Figura 5.2.2.13. Imdgenes obtenidas por microscopia confocal de emulsiones estabilizadas con gluten
a diferentes concentraciones: (A) 0,25% (p/p); (B) 1% (p/p); (C) 2% (p/p); (D) 3% (p/p)

216



Capitulo 5. Composicién

Figura 5.2.2.14. Imdgenes obtenidas por microscopia confocal de emulsiones estabilizadas con soja a
diferentes concentraciones: (A) 0,25% (p/p); (B) 1% (p/p); (C) 2% (p/p)

Figura 5.2.2.15. Imdgenes obtenidas por microscopia de emulsiones a pH 2 estabilizadas con un 1% (p/p)
de (A) gluten de trigo; (B) aislado de soja; (C) aislado de algarroba
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5.2.3. pH

Las protefnas tienden a estabilizar la emulsion frente a la coalescencia de las
gotas mediante una combinacion de repulsion electrosttica y estérica, siendo su
eficacia particularmente sensible al pH y a la fuerza i6nica (Demetriades y
McClements, 1998). La solubilidad de las proteinas es minima en el punto isoeléctrico
(pD), al corresponderse éste con una carga neta neutra, con el consiguiente aumento de
las asociaciones de las cadenas de polipéptidos. El punto isoeléctrico de las globulinas
de la soja se encuentra entre 4 y 5 (Malhotra y Coupland, 2004; Ortiz y col., 2004);
mientras que el punto isoeléctrico del gluten se sitda alrededor de 6 (Mejri y col., 2004).
Ambas proteinas presentan una curva de solubilidad tipica en forma de U. El valor del
pH afecta en gran medida la capacidad emulsionante de las proteinas y, por tanto, al
proceso de emulsificacion. A valores de pH lejanos al punto isoeléctrico de la proteina,
las superficies de las gotas presentan carga eléctrica, siendo ésta negativa por encima
del pl, y positiva por debajo del mismo. Si los valores de pH estdn suficientemente
alejados del plI, las emulsiones son estables a la floculacién y a su posterior coalescencia
debido a una repulsion electrostatica suficientemente elevada entre las gotas (Hunt y
Dalgleish, 1994; Demetriades y col., 1997a, b; McClements, 1998). Alrededor del pl,
las fuerzas repulsivas de naturaleza electrostdtica se reducen, lo que conduce a una
floculacion de las gotas, principalmente debido al dominio de las fuerzas atractivas de
van der Waals.

La influencia que tiene el pH sobre las propiedades reoldgicas de una emulsion
se pone de manifiesto en los resultados obtenidos para las proteinas vegetales
estudiadas. En las figuras 5.2.3.1. y 5.2.3.2. aparece, respectivamente, la evolucién de
los pardmetros viscoeldsticos, G’ y G’’, con el esfuerzo de cizalla de las emulsiones de
gluten y soja a diferentes valores de pH. En el caso de las emulsiones estabilizadas con
gluten, la emulsion preparada a pH 10 es la que presenta unos mayores valores para las
propiedades viscoeldsticas. Este resultado podria estar relacionado con la mayor
solubilidad del gluten a pH alcalino (Mejri y col., 2004), debida a la presencia en el
gluten de una alta proporciéon de aminodcidos acidicos (Glu, Asp) los cuales son
ionizables a altos valores de pH (Mejri y col., 2004; Belton y col., 1995; Tatham y col.,
1990). No ha sido posible obtener emulsiones estables mediante emulsificacion directa

con 1% de gluten en el intervalo de pH entre 6 y 9.
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En el caso de las emulsiones estabilizadas con el aislado proteico de soja, para
pH 4 y 5, valores de pH préximos al punto isoeléctrico de la proteina, se obtienen
resultados similares, mientras que para la emulsion a pH 2 se obtienen valores
ligeramente superiores. La emulsion a pH 10 es la que presenta menores valores para las

propiedades viscoeldsticas.
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Figura 5.2.3.1. Barridos de esfuerzo a una frecuencia constante (6,8 rad/s) de emulsiones que contienen
75% (p/p) de aceite y 1% (p/p) de gluten, a diferentes pH (2, 4, 5, 10)
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Figura 5.2.3.2. Barridos de esfuerzo a una frecuencia constante (6,8 rad/s) de emulsiones que contienen
75% (p/p) de aceite y 1% (p/p) de soja, a diferentes pH (2, 4, 5, 10)

En las figuras 5.2.3.3. y 5.2.3.4. estin representados los espectro mecdnicos para
las emulsiones estabilizadas con proteinas de gluten y soja, respectivamente, a
diferentes pH. En el caso del gluten, y en concordancia con los resultados obtenidos en
los barridos de esfuerzo realizados sobre las emulsiones, la emulsioén preparada a pH 10
es la que presenta mayores valores para los médulos G’ y G’ casi en la totalidad del
intervalo de frecuencias estudiado. Puede observarse como la emulsién preparada a pH
10 presenta un minimo menos acentuado y mds desplazado a frecuencias menores que
el resto. Ademas, los valores de G’ y G”’ obtenidos a pH 10 son superiores a los que se
obtienen con el resto de sistemas.

En el caso de las emulsiones de soja, en cambio, se observa un espectro
mecdnico cualitativamente similar para todas las emulsiones a diferentes pH. Las
emulsiones preparadas a un pH cercano al punto isoeléctrico (4 o 5) son las que poseen

menores valores de los pardmetros viscoeldsticos.
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Figura 5.2.3.3. Evolucién de las funciones viscoeldsticas con la frecuencia para emulsiones que
contienen 75% (p/p) de aceite y 1% (p/p) de gluten, preparadas a diferentes pH (2, 4, 5, 10)

m E RN
10° 4 llllll.....
| a=2sTITIIIXIXIIIRERENS
] xx::==000°°.
7] [ ]
_ [ ]
88@
aR8%E
102__ QD g@@ va
] ARR papgRB8 v
E VVVVX vvv
] v m G O G'pH2
® G O G'pH4
1 A G A G'pH5
1 SOJA v G v G'pH10
10 L L L L | L L L UL | L L L L | rrrTTTTT
10° 10" 10° 10’ 10°
o/ (rad s)

Figura 5.2.3.4. Evolucién de las funciones viscoeldsticas con la frecuencia para emulsiones que
contienen 75% (p/p) de aceite y 1% (p/p) de soja, preparadas a diferentes pH (2, 4, 5, 10)
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En las figuras 5.2.3.5. y 5.2.3.6. aparecen las curvas de distribucién de tamafio
de gota de la fase dispersa para las emulsiones de gluten y soja, respectivamente. Para
ambas proteinas, los mayores didmetros de gota se han obtenido para los pH mads
cercanos al punto isoeléctrico de la proteina: en el caso del gluten, se obtiene una
distribucion de tamafios més desplazada hacia los mayores didmetros para la emulsion a
pH 5 (més préxima a 6 que el resto de pH estudiados); mientras que para las emulsiones
de soja, los mayores didmetros corresponden a las emulsiones a pH 4 y 5 (cercanos a
4,5), lo que concuerda con los menores parametros viscoeldsticos presentados por estas
dos emulsiones en comparacion con el resto. Esta tendencia hacia mayores didmetros
cuando el pH de la fase continua se encuentra en las proximidades del punto
isoeléctrico puede explicarse por la menor cantidad de proteina soluble en la fase
continua previa a la emulsificacion, lo cual dificulta la etapa de difusién de proteina
hacia la interfase. Ademads, se produce una reduccién de las fuerzas electrostéticas
repulsivas. Como resultado se obtienen peores distribuciones de tamafio de gotas debido
a un proceso de coalescencia.

En las figuras 5.2.3.7. y 5.2.3.8. se resumen estos resultados de forma clara, al
representar el modulo plateau y el didmetro de Sauter frente al pH para las emulsiones
de gluten y soja. El mayor didmetro de Sauter se obtiene a un pH préximo al
correspondiente al menor médulo plateau, lo cual resulta més evidente en el caso de la
soja. Este pH se encuentra situado en las proximidades del punto isoeléctrico, de hecho,
la forma de la representacion del pardmetro ds; o del médulo plateau de forma invertida
recuerdan a la curva de solubilidad de la proteina. Las emulsiones con un pH igual a 2
tienen un didmetro ligeramente superior a las estabilizadas a pH alcalino. Obsérvese que
las emulsiones de soja presentan un minimo del tamafio de gota y un méximo del
modulo plateau a pH 8. Otros autores (Waniska y Kinsella, 1985) han llegado a la
conclusién de que esto se debe a un mayor grado de desnaturalizacién de la proteina a
pH 2, lo cual hace que la velocidad de difusion de la proteina hacia la interfase proteina-

agua s€a menor.
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Figura 5.2.3.5. Curvas de distribucién de tamafio de gota de emulsiones estabilizadas con 1%
(p/p) de gluten a diferentes pH
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En el caso de la soja, hay una relacién inversamente proporcional entre el
modulo plateau y el didmetro de Sauter, lo cual se justificaria por el aumento de la
superficie especifica con la disminucién del didmetro de las gotas.

En la tabla 5.2.3.1. aparecen los valores de los diferentes pardmetros para todas
los valores de pH estudiados, algunos de los cuales se han omitido en las figuras

anteriores para facilitar la interpretacion de los resultados representados.

pH D3 (um) Di@um) U . (Pa) v.(%) G'x(Pa)
2 3,97 10,38 0,620 54,6 11,20 424,50
3 5,02 10,13 0,504 54,6 11,40 514,65
Gluten 4 4,44 11,64 0,623 26,4 6,59 394,85
5 7,97 25,33 0,580 78,5 15,40 474
10 3,59 11,44 0,525 78,5 13,60 534
5,80 12,42 0,460 54,6 6,00 999,25
7,48 15,58 0,470 109,9 8,40 953,95
18,9 49,8 0,730 78,5 10,85 556,25
13,04 29,79 0479 1129 14,00 649,65
6,60 13,24 0,466 112,9 11,00 972
5,38 9,85 0,420 112,9 11,10 1002,6
10 5,98 13,90 0,587 112,9 17,05 785,35

Soja

RN AW

Tabla 5.2.3.1.

5.2.4. Combinacion de efectos: Concentracion de proteina y pH

Un segundo objetivo planteado al analizar la influencia del pH ha sido
determinar si se mantiene el comportamiento descrito anteriormente al modificar la
concentracion de proteina. Para este estudio se han elegido emulsiones preparadas con
un aislado proteico de algarroba. En este caso se han estudiado dos valores de pH
extremos: 2 y 10, realizandose este estudio a dos concentraciones de proteina diferentes:
0,125 y 1% (p/p). El punto isoeléctrico del aislado proteico de algarroba se sitia en

torno a 4, que es el pH para el que se ha obtenido un minimo en la curva de solubilidad.
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Segun la curva de solubilidad obtenida, el aislado presenta una solubilidad mayor a pH
10 que a pH 2. Este dato podria explicar los mayores valores para los parametros
viscoeldsticos obtenidos a pH 10 cuando la concentracion de aislado en la emulsion es
de 0,125% (figuras 5.2.4.1. y 5.2.4.2.). En cambio, cuando la concentracién aumenta
hasta el 1%, las diferencias entre los pardmetros viscoeldsticos dejan de ser tan
importantes, aunque es a pH 2 donde se obtienen los mayores valores para las
propiedades viscoelasticas. Este ultimo efecto no parece tener reflejo en la distribucion

de tamaiios de gota (ver figura 5.2.4.3. y tabla 5.2.4.1.).

Debe atribuirse por tanto a un efecto espesante de la proteina no solubilizada,
que aumentaria la viscosidad de la fase continua, aumentando asi la viscoelasticidad de

la emulsion final.

1% algarroba
m G O G'pH2
® G O G'pH10

10° 3
0,125% algarroba
v G v G'pH2
A G A G'pH10
mE EEEENEEENEENgg
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10°4 e
] AAAAAAAAAAAA
w
g_/ VVYVVVVYVYVYVYYVYYVYYVYY
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0] DDDDDDDDDDDDDDQD o O
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10° N
AAAAAAAAAAA v
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Figura 5.2.4.1. Barridos de esfuerzo a una frecuencia constante (6,28 rad/s) de emulsiones que contienen
75% (p/p) de aceite y 0,125/1 % (p/p) de algarroba, preparadas a pH extremos (2, 10)
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Figura 5.2.4.2. Evolucién de las funciones viscoeldsticas con la frecuencia para emulsiones que contienen
75% (p/p) de aceite y 0,125/1 % (p/p) de algarroba, preparadas a pH extremos (2, 10)

Las curvas de distribucion de gotas (figura 5.2.4.3.) de emulsiones estabilizadas
con una misma concentracion de aislado proteico de algarroba a pH 2 y 10 son bastante
similares, siendo mas importante el efecto de la concentracion: al igual que ocurria con
las emulsiones de gluten y soja (capitulo 5, apartado 5.2.2.), un aumento en la
concentracion de proteina presente en el sistema conduce a emulsiones con menores
didmetros de gota, asi como con mayores valores para los mddulos de pérdidas y
almacenamiento.

En la tabla 5.2.4.1. aparecen recogidos los diferentes pardmetros obtenidos para
las tres proteinas a partir de los ensayos reoldgicos y de distribucion de tamaifios de

gota.
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Figura 5.2.4.3. Curvas de distribucién de tamafio de gota de emulsiones estabilizadas con
0,125/1% (p/p) de algarroba a pH extremos

%Proteina pH D3, Dys U T, Ye GON
(um)  (um) (Pa) (Pa)
0,125 2 10,81 28,18 0,490 78,5 0,204 403,05
Algarroba 0,125 10 1328 27,72 0370 264 0,044 7134
1 2 3,47 7,36 0,508 233,6 0,124  2583,5
1 10 2,94 7,82 0,564 4833 0,334 1439
Tabla 5.2.4.1.

5.2.5. Concentracion de electrolito

En este apartado se ha estudiado la influencia que tiene la presencia de un

electrolito como el cloruro de sodio (NaCl) sobre la reologia y la microestructura de una
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emulsion estabilizada con gluten de trigo. La adicién del electrolito se ha realizado
sobre la fase continua, previa a la adicién de aceite. Es sabido que la fuerza iénica puede
llegar a desestabilizar una emulsién estabilizada por proteinas. Los minerales aumentan
la fuerza i6nica en la fase acuosa, reducen la repulsion electrostética entre gotas y, por
tanto promueven la separacion de fases (Kulmyrzaev y Schubert, 2004). Sin embargo, la
influencia de los iones minerales sobre la estabilidad de emulsiones estabilizadas por
proteinas es compleja y depende de la naturaleza precisa de los iones, de las
caracteristicas eléctricas de la superficie de la gota y de las condiciones del medio
(McClements, 1999). La presencia de un electrolito favorece el apantallamiento de las
interacciones electrostaticas y el consecuente aumento de las interacciones hidrofébicas,
lo que promueve el acercamiento entre las gotas y una mayor probabilidad de
interacciones entre las peliculas que se encuentran en la interfase

En el presente estudio se han utilizado para modificar la fuerza idnica de la
emulsién iones monovalentes, como el Na* y el CI', que son altamente solubles en agua
y tienen una baja afinidad por la mayoria de los ligandos, por lo que existen
principalmente como iones libres en sistemas acuosos. Por todo ello, los iones
monovalentes pueden alterar la estabilidad de las emulsiones estabilizadas por proteinas
de forma diferente a los multivalentes (Kulmyrzaev y Schubert, 2004).

Por tanto, tomando como base una emulsién de pH 2, con 1% de gluten de trigo
y 75%(p/p) de aceite, y procesada a 6000 r.p.m. y 20°C, se ha variado la fuerza idnica
mediante la adicién de NaCl, llegando a una concentraciones de 38,8 y 61,5 mM. No ha
sido posible el estudio de mayores valores de fuerza i6nica, ya que no llegan a formarse
emulsiones estables en las condiciones de experimentaciéon. En la tabla 5.2.5.1.
aparecen los valores del esfuerzo critico y la deformacién critica, obtenidos a partir de
los barridos de esfuerzo realizados sobre las emulsiones estudiadas. Se observa como un
aumento en la concentracion del electrolito da lugar a una disminuciéon de la
deformacion critica y del esfuerzo critico, de forma que si el NaCl estd presente a una
concentracion igual a 61,54 mM, la deformacién y el esfuerzo criticos disminuyen,
respectivamente, un 25 y un 30,5 % respecto a los valores obtenidos para la emulsién

preparada sin adicién de sal.
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5.2.4. Concentracién de electrolito

NaCl (mM) Ye 7. (Pa)
0 0,112 54,6
38,8 0,097 54,6
61,5 0,084 37,9
Tabla 5.2.5.1.

En la figura 5.2.5.1. estdn representados los espectros mecdnicos para las
emulsiones de gluten con diferente concentracién de NaCl. Se observa una disminucion
de la extension de la zona plateau cuando hay NaCl presente en la emulsién. En la
bibliografia de propiedades fisico-quimicas de proteinas (Damodaran, 1997), se ha

3

descrito un efecto del tipo “salting out”, como consecuencia de la presencia del
electrolito, que origina una competencia entre soluto y proteina por el agua presente,
Este efecto conduce a una disminucién en la solubilidad de la proteina. No obstante, en
este caso, el pH es muy inferior al punto isoeléctrico, por lo que la presencia de cargas
de las moléculas proteicas serd importante. Por tanto, parece mds probable un efecto de

apantallamiento de las fuerzas electrostaticas originadas por los iones cloruro.
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Figura 5.2.5.1. Evolucién de las funciones viscoeldsticas con la frecuencia para emulsiones que contienen
75% (p/p) de aceite y 1% (p/p) de gluten, con diferentes concentraciones de electrolito, NaCl: 0 (m, O);
38,8 mM (e, 0); 61,5mM (A, A)
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El apantallamiento de las interacciones electrostaticas por la presencia de NaCl
queda reflejado en las curvas de distribucion de tamaios de gota (figura 5.2.5.2.), donde
se observa una tendencia hacia mayores didmetros de gota conforme aumenta la
concentracion de electrolito. Esto concuerda con los resultados reoldgicos antes
presentados y se justifica por la mayor tendencia de las gotas a agregarse cuando el
cloruro de sodio se encuentra en el medio, al disminuir la repulsion electrostitica entre
las gotas. Estos resultados podrian relacionarse con los encontrados por Palazolo y col.
(2005) para emulsiones estabilizadas con suero de soja, en las que la desestabilizacion
aumentaba con la adicién de NaCl, como consecuencia del aumento de la eficiencia de
las colisiones debido al apantallamiento de las interacciones electrostiticas en la
pelicula interfacial. La desestabilizaciéon de emulsiones mediante la adicién de sal ha
sido objeto de varios estudios (Popineau y col., 2002; Srinivasan y col., 2000; Wagner y
Guéguen, 1999; Dickinson y col., 1998).

En la tabla 5.2.5.2. se puede observar la disminuciéon del médulo plateau con la
concentracion de sal presente en el medio, asi como el aumento del didmetro con la

misma.
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Figura 5.2.5.2. Curvas de distribucién de tamafio de gota de emulsiones estabilizadas con 1%
(p/p) de gluten a diferentes concentraciones de electrolito, NaCl: 0 (0); 38,8 mM (©0); 61,5 mM
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5.2.4. Concentracién de electrolito

NaCl (mM) Gg (Pa) ds; (um) dy3 (pm) U
0 420,67 3,97 10,38 0,62
38,8 363.4 6,35 15,58 0,58
61,5 317,1 7,91 18,28 0,59
Tabla 5.2.5.2.

La descripcion cldsica de las interacciones entre gotas cargadas de una emulsioén
corresponde a la teoria DLVO, que asume que la energia de interaccién total entre dos
gotas es el resultado de las fuerzas de van der Waals atractivas y de las fuerzas de
interaccion repulsivas de naturaleza electrostatica. El aumento en la concentracion de
sal disminuye dréasticamente la altura de la barrera energética; cuando se supera una
concentracion critica, la barrera energética deja de ser superior a la energia térmica, que
es la responsable de la agregacion de las gotas. La presencia de NaCl en las emulsiones
estudiadas conduce a una doble capa menos extensa, menos repulsién entre gotas y a

una agregaciéon de gotas a una concentracién critica de electrolito (Kulmyrzaev y

Schubert, 2004).

5.3. Conclusiones

1. Un aumento de la concentracion de aceite o de proteina origina una
reorganizacion del tamafo de gota de la fase dispersa, asi como una evolucion
hacia una mayor extensiéon de la zona plateau, que ha sido relacionada
anteriormente con un aumento de la estabilidad de la emulsién. Cuando la
reduccidn del tamafio es importante, tiende a producirse una evolucién del perfil
bimodal de tamafios hacia uno monomodal, con el consiguiente aumento de las

interacciones del sistema.
2. El tamafio de gota de las emulsiones estabilizadas con proteinas de soja es

mayor al de las emulsiones estabilizadas con gluten o algarroba, lo cual estard

relacionado con mayores valores de tension interfacial, que dificultan la rotura
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de gotas durante el proceso de emulsificacion. Las imdgenes obtenidas por
microscopia de las emulsiones revelan  una estructura con un alto
empaquetamiento de gotas, observandose una mayor deformacion de las gotas

en el caso de las emulsiones de soja.

Las emulsiones preparadas a un pH préximo al punto isoeléctrico presentan una
distribucién de tamaios de gota desplazada hacia mayores didmetros, lo cual
puede explicarse en base a la menor cantidad de proteina soluble presente en la
fase continua en las proximidades del punto isoeléctrico. El alejamiento del
punto isoeléctrico produce una disminuciéon del tamafio de gota que,
generalmente, se corresponde con menores valores de los pardmetros

viscoelasticos.

La estabilizaciéon de las emulsiones resulta muy sensible a la presencia de
electrolito en la fase continua. Un aumento de la fuerza idnica produce un
apantallamiento de cargas que reduce las fuerzas electrostéticas, dando lugar a
emulsiones con mayores tamafos de gota y con una zona plateau menos
desarrollada. No ha sido posible la preparacion de emulsiones estables con una

concentracion de cloruro sédico superior a 61,5 mM en la fase continua.
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CAPITULO 6. PROCESADO POST-EMULSIFICACION

6.1. Introduccion

En el capitulo anterior se han caracterizado los pardmetros reoldgicos y
microestructurales de este tipo de emulsiones en diferentes condiciones de procesado y
composicion. Se trataria ahora de comprobar si es posible la mejora de la estructura
obtenida tras el proceso de emulsificacion. Existen diferentes estudios que revelan una
relacion entre reologia, parametros estructurales y estabilidad (Rahalkar, 1992; Franco y
col., 1995; Dalgleish, 1997; McClements, 2004). En este capitulo se pretenden estudiar
las modificaciones que se producen sobre las propiedades reoldgicas y la
microestructura de las emulsiones como consecuencia de un procesado térmico o de una
modificaciéon de pH, para establecer asi las condiciones que originen un reforzamiento
del entramado estructural formado entre las moléculas de proteina, lo cual deberia

traducirse en un aumento de estabilidad de la emulsion.

6.2. Resultados y Discusion

6.2.1. Tratamientos térmicos

Existen diferentes estudios realizados sobre la evolucién de las propiedades
reoldgicas de emulsiones sometidas a tratamientos térmicos mediante ensayos
oscilatorios de baja deformacién (Chen y Dickinson, 1998; Dickinson y Cassanova,
1999; Dickinson y Hong, 1995; Dickinson y Yamamoto, 1996a,b; Dickinson y col.,
1996; Moros y col., 2003). Sin embargo, muchos de esos estudios se centran en
emulsiones de muy baja viscosidad y con una fraccién en volumen de fase oleosa
relativamente baja, en los que la aplicacion de calor a la emulsién origina un cruce entre
los médulos viscoeldsticos G y G’’, dando lugar a una transicién desde un sistema con
cardcter predominantemente fluido hasta un entramado tipo gel. Este apartado, en
cambio, se centrara en el estudio de emulsiones de alta viscosidad con una fraccién en
volumen de fase oleosa elevada, concretamente, emulsiones aceite en agua con un 75%
de aceite y estabilizadas con un 1% de gluten o de soja. El presente estudio se basa en el
seguimiento de la evolucién de los pardmetros reoldgicos (médulo de almacenamiento,
G’, y modulo de pérdidas, G’’) durante la aplicacion de diferentes tratamientos térmicos

sobre las emulsiones, asi como en la influencia que estos ciclos térmicos tienen sobre
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los espectros mecdnicos y la distribuciéon de tamafios de gotas de las emulsiones.
Ademads, se ha estudiado la influencia que el pH de la fase continua tiene sobre el
comportamiento termorreoldgico de las emulsiones preparadas.

Tanto para las emulsiones de gluten como para las de soja, las rampas de
temperatura se han llevado a cabo entre 20 y 70°C a una frecuencia constante igual a 1
Hz, mediante el siguiente protocolo: en primer lugar, una subida de temperatura desde
20 hasta 70°C, a una velocidad constante de 1°C/min o de 5°C/min; a continuacion, un
tramo isotermo a 70°C durante 50 minutos; posteriormente, una bajada de temperatura
desde 70 a 20°C, a la misma velocidad que la subida; y, por dltimo, un tramo isotermo a
20°C durante 10 minutos. La deformacién aplicada se ha ajustado para mantener las
medidas dentro del intervalo viscoeldstico lineal. Estos ensayos se han llevado a cabo
preparando emulsiones con diferentes valores de pH de la fase continua: 2, 4 (s6lo en el

caso del gluten), 6 (s6lo en el caso de la soja) y 10.

4000
/a —
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: L
¢y 2000 Y
o

0

Figura 6.2.1.1. . Evolucién de los médulos de almacenamiento y de pérdidas con el tiempo durante la
aplicacién un ciclo de temperatura a 5°C/min, para una emulsién O/W a pH 2 que contiene 75% de aceite
y 1% de soja
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En la figura 6.2.1.1. puede observarse la evolucién de G’ y G’ durante el ciclo
de calentamiento/enfriamiento que resulta cualitativamente similar a la encontrada en
estudios de gelificacion realizados previamente sobre emulsiones estabilizadas por
proteinas (Moros y col., 2003; Chen y Dickinson, 1998; Dickinson y Hong, 1995; Kim

y col., 2001). Asi, se pueden observar tres regiones claramente diferenciadas:

1. Una primera regioén, comprendida entre 20 y 70°C, durante la subida
de temperatura, en la que la evolucion de los mddulos de
almacenamiento y de pérdidas es tipica, con un descenso inicial que

suele conducir a un minimo en los valores de G’ y G™’.

2. La segunda etapa del ciclo térmico corresponde al tramo isotermo a
70°C, en la que G y G’ aumentan de forma progresiva.
Generalmente se observa una tendencia hacia un valor asintético de

los médulos de almacenamiento y de pérdidas con el tiempo.

3. La etapa de enfriamiento conduce nuevamente a un aumento
considerable de los valores de G’ y G’’, alcanzdndose finalmente un
valor plateau a 20°C, temperatura a la cual se sitda un segundo tramo

isotermo.

En algin estudio previo con proteinas de la yema de huevo (Moros y col., 2003)
se han encontrado diferencias en la distribucion de tamafios de gota debido a un proceso
de coalescencia durante una etapa de calentamiento. Sin embargo, en el caso presente,
esta posibilidad no parece probable, sobre todo si consideramos los resultados
mostrados en la figura 6.2.1.2., donde no se aprecian diferencias significativas en las
distribuciones de tamafios de gota antes y después del procesado térmico para una
emulsion estabilizada con gluten a pH 2, para la que si se producen diferencias
importantes en las propiedades viscoeldsticas con la temperatura. Ademads, para las
emulsiones estudiadas no se obtiene en ningtn caso una disminucién de los valores de

los médulos mayor al 20% durante la etapa de calentamiento. Esto parece indicar que el
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descenso de los valores de G’ y G’ se deben al efecto que produce la temperatura sobre

la viscosidad de la fase continua.

12 4 [—O— tras ciclo 0,752C/min

% (V/V)
D
1

{1 30— emulsién fresca E\

Diametro / (um)

Figura 6.2.1.2. Curvas de distribucién de tamafios de gota para una emulsién O/W a pH

2 que contiene 75% de aceite y 1% de gluten, antes y después de la aplicacién de un

ciclo de temperatura a 0,75°C/min

El posterior aumento de G” y G’ que tiene lugar durante el calentamiento y el

enfriamiento de la muestra son consecuencia de diferentes tipos de interacciones

proteina-proteina que se producen durante el procesado térmico. Las interacciones

hidrofébicas y electrostaticas entre regiones polipeptidicas adyacentes son las

principales propulsoras de las primeras etapas de la gelificacion a altas temperaturas. El

crecimiento de los mdédulos viscoeldsticos que tiene lugar durante el proceso puede

atribuirse tanto a la presencia ce entrecruzamientos entre grupos sulfuro como a la
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formacion de puentes de hidrégeno favorecida durante la etapa de enfriamiento
(Dickinson y Hong, 1995, 1997).

El incremento pronunciado de G’ durante la etapa de enfriamiento concuerda con los
resultados de Beveridge y col. (1984) atribuidos a la formacién de enlaces de hidrégeno
multiples.

Algunos autores han relacionado un aumento del valor de G’ durante el
calentamiento de emulsiones estabilizadas con [-lactoglobulina (Dickinson y col.,
1992) o proteinas del suero de leche (Aguilera y col., 1993) con una fuerte interaccién
entre las moléculas de proteinas situadas en la interfase y las moléculas o agregados
proteicos que se encuentran en la primera etapa de gelificacién en el seno de la fase
continua. Yost y Kinsella (1992) han observado mediante microscopia la existencia de
tales interacciones entre las proteinas adsorbidas y las no adsorbidas en la interfase.
Ademads, mientras mayor sea la concentracion local de proteinas en la fase continua,
mayor seré la estructuracion esperable debido a la mayor densidad de entrecruzamientos
(Mulvihill y Kinsella, 1987). En este tipo de emulsiones denominadas emulsion gel, en
las que la interaccién entre proteina adsorbida y no adsorbida suele ser fuerte, la capa
viscoeldstica de proteina que rodea a la gota de aceite juega un papel importante

actuando como punto de anclaje que confiere gran estabilidad estructural.
En las figuras 6.2.1.3., 6.2.1.4., 6.2.1.5. y 6.2.1.6. se muestra la evolucion del

modulo de almacenamiento con el tiempo para emulsiones de gluten y soja a diferentes

valores de pH, para las dos velocidades estudiadas (0,75 y 5 °C/min).
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Figura 6.2.1.3. . Evolucién del médulo de almacenamiento con el tiempo durante la
aplicacién un ciclo de temperatura a 0,75 °C/min, para emulsiones O/W que contienen
75% de aceite y 1% de gluten, a diferentes valores de pH (2, 4, 10)
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Figura 6.2.1.4. . Evolucién del médulo de almacenamiento con el tiempo durante la
aplicacion un ciclo de temperatura a 0,75 °C/min, para emulsiones O/W que contienen
75% de aceite y 1% de soja, a diferentes valores de pH (2, 6, 10)
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Figura 6.2.1.5. . Evolucién del médulo de almacenamiento con el tiempo durante la
aplicacién un ciclo de temperatura a 5 °C/min, para emulsiones O/W que contienen 75%
de aceite y 1% de gluten, a diferentes valores de pH (2, 4, 10)
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Figura 6.2.1.6. . Evolucién del médulo de almacenamiento con el tiempo durante la
aplicacién un ciclo de temperatura a 5 °C/min, para emulsiones O/W que contienen 75%
de aceite y 1% de soja, a diferentes valores de pH (2, 6, 10)
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El crecimiento del médulo eldstico tras el tratamiento térmico es mas bajo para
la mayor velocidad de calentamiento empleada, tanto para las emulsiones estabilizadas
con gluten como para las estabilizadas con soja. Esto concuerda con los resultados
obtenidos por Moros y col. en estudios con emulsiones similares estabilizadas por
proteinas de yema de huevo. En ese caso se relaciond con la temperatura a la que
comienza la desnaturalizacién de la proteina, que aumenta conforme aumenta la
velocidad de calentamiento (Moros y col. 2003). En cualquier caso, los ensayos
realizados a menor velocidad de calentamiento implican un mayor tiempo de exposicion
a temperatura elevada.

Es posible definir un parametro I, que considere el crecimiento de G’ durante el

tratamiento térmico, como:

donde G’ es el valor del mdédulo de almacenamiento a tiempo cero (antes del
tratamiento térmico), y G’s es el valor del médulo de almacenamiento para la emulsion
al finalizar el tratamiento térmico al que se somete. Como puede observarse en la tabla
6.2.1.1., el mayor crecimiento del médulo de almacenamiento tras el procesado, que es
un indice del reforzamiento estructural, es mayor para la menor velocidad de

calentamiento, independientemente del pH inicial y del tipo de proteina utilizada.

T
PH 0,75°C/min 5°C/min
2 1,20 0,55
Gluten 4 0,09 0.16
10 0,26 0,10
2 1,59 1,02
Soja 6 1,86 0.68
10 0,50 0.28

Tabla 6.2.1.1.Valores de I como medida del reforzamiento estructural de la emulsion tras el ciclo térmico

Cuando las proteinas son sometidas a tratamiento térmico tienen lugar

importantes cambios fisico-quimicos, como su desnaturalizacién, cambios
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conformacionales y cambios en la hidrofobicidad (Weegels y col., 1994). La estabilidad
de las proteinas es mayor a pH alcalino, lo cual se manifiesta con una mayor
temperatura de desnaturalizacién (Franco y col., 2000; Renkema y col., 2001). Este
aumento de estabilidad explicaria el menor aumento de las propiedades viscoelasticas
en el caso de las emulsiones preparadas a pH 10, si las comparamos con las preparadas
apH 2.

Generalmente, las emulsiones de soja presentan mayores valores de G’ que las
de gluten. Los valores del indice de reforzamiento estructural experimentan una
evolucién con el pH muy diferente para las dos proteinas. A pH 2 se obtienen valores
altos del indice de reforzamiento tanto para las emulsiones de gluten como para las de
soja. Cuando el pH se aproxima al punto isoeléctrico, el indice de reforzamiento que se
obtiene en las emulsiones estabilizadas con gluten es minimo.

Las interacciones que tienen lugar durante el procesado térmico favorecen el
aumento de los pardmetros viscoeldsticos tanto para las emulsiones estabilizadas por
proteinas de gluten como para las estabilizadas por proteinas de soja. Esto se puede
comprobar mediante el estudio de los espectros mecénicos de las emulsiones antes y
después de cada tratamiento térmico (figuras 6.2.1.7.-6.2.1.12.). Los barridos de
frecuencia realizados sobre las muestras que han sido sometidas a tratamiento térmico
ofrecen siempre valores de los médulos de almacenamiento y de pérdidas mayores que
los obtenidos con la emulsion fresca (sin tratamiento térmico) en todo el intervalo de
frecuencias estudiado.

Las emulsiones estabilizadas con soja sometidas a tratamiento térmico
experimentan siempre una mejora significativa de las propiedades viscoeldsticas. De
nuevo, se comprueba que el reforzamiento estructural es especialmente notable a
valores de pH cercanos al punto isoeléctrico o a pH 4cido, sobre todo a velocidades de
calentamiento moderadas.

El reforzamiento del entramado estructural que forman las emulsiones
estabilizadas con gluten mediante tratamiento térmico es en general moderado, salvo las
emulsiones preparadas a pH 4cido. Esto concuerda con los resultados antes presentados,
puesto que en los termogramas obtenidos para la emulsién a pH 2, el aumento de G’
con la temperatura se encuentra en torno al 120 o 55%, para ciclos térmicos a 0,75 o

5°C/min, respectivamente.
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Al aumentar el pH se produce una evolucién del indice de reforzamiento
estructural de la emulsion estabilizada con gluten que da lugar a un minimo a pH
proximo al punto isoeléctrico, mientras que en el caso de las emulsiones estabilizadas
con soja aparece un maximo cercano al pl. Conviene recordar que las emulsiones

preparadas con gluten en el pI no resultan estables.
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Figura 6.2.1.7. Barridos de frecuencia para una emulsién O/W a pH 2 que contiene 75% de aceite y 1%
de gluten, antes y después de la aplicacién dos ciclos diferentes de temperatura
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Figura 6.2.1.8. Barridos de frecuencia para una emulsién O/W a pH 2 que contiene 75% de aceite y 1%
de aislado proteico de soja, antes y después de la aplicacion dos ciclos diferentes de temperatura
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Figura 6.2.1.9. Barridos de frecuencia para una emulsién O/W a pH 4 que contiene 75% de aceite y 1%
de gluten, antes y después de la aplicacién dos ciclos diferentes de temperatura
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Figura 6.2.1.10. Barridos de frecuencia para una emulsién O/W a pH 6 que contiene 75% de aceite y 1%
de aislado proteico de soja, antes y después de la aplicacion dos ciclos diferentes de temperatura
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Figura 6.2.1.11. Barridos de frecuencia para una emulsién O/W a pH 10 que contiene 75% de aceite y 1%
de gluten, antes y después de la aplicacién dos ciclos diferentes de temperatura
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Figura 6.2.1.12. Barridos de frecuencia para una emulsién O/W a pH 10 que contiene 75% de aceite y 1%
de aislado proteico de soja, antes y después de la aplicacién dos ciclos diferentes de temperatura

Los estudios anteriores se han completado con ensayos de dobles ciclos térmicos
para estudiar la reversibilidad de algunas de las interacciones. Recuérdese que durante
el calentamiento, las moléculas de proteina se abren parcialmente, de forma que tanto
grupos hidrofébicos como sulthidrilos reactivos, que se encontraban anteriormente
enterrados en el interior de la proteina, pasan a estar expuestos a la fase continua. Esto
es particularmente importante en el caso de proteinas globulares. De esta manera, se ve
favorecida por la formacién de agregados irreversibles entre las moléculas de proteina a
través de una serie de pasos, que incluyen entre otras interacciones hidrofébicas
(Kerstens y col., 2005). La formaciéon de puentes de hidrogeno tiene lugar
principalmente durante la etapa de enfriamiento del proceso térmico al que se han
sometido las emulsiones. Estas interacciones son reversibles, de forma que si tras el
enfriamiento se vuelve a calentar a la muestra a 5°C/min, tal y como se puede
comprobar en las figuras 6.2.1.13. y 6.2.1.14. para la emulsién estabilizada con un 1%
de gluten a pH 2 para los ciclos térmicos a 5 y 0,75°C/min, respectivamente, se produce
una caida en los pardmetros viscoeldsticos hasta un valor aproximadamente igual al que
se alcanzaba durante la etapa isoterma a 70°C, independientemente de la historia

térmica.
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Figura 4.2.8.14.. Evolucién del médulo de almacenamiento y del médulo de pérdidas con el tiempo para
una emulsién O/W a pH 2 que contiene 75% de aceite y 1% de gluten durante la aplicacién de un ciclo
térmico: 1) 20-70°C, 5°C/min; 2) 70°C, 3000 s; 3) 70-20°C, 5°C/min; 4) 20°C, 900 s; 5) 20-70°C, 5°C/min;
6) 70°C, 600 s; 7) 70-20°C, 30°C/min; 8) 20°C, 300 s
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Figura 4.2.8.15. Evolucién del médulo de almacenamiento y del médulo de pérdidas con el tiempo para
una emulsién O/W a pH 2 que contiene 75% de aceite y 1% de gluten durante la aplicacién de un ciclo
térmico: 1) 20-70°C, 0,75°C/min; 2) 70°C, 3000 s; 3) 70-20°C, 0,75°C/min; 4) 20°C, 900 s; 5) 20-70°C,
5°C/min; 6) 70°C, 600 s; 7) 70-20°C, 30°C/min; 8) 20°C, 300 s
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6.2.2. Modificacion del pH en emulsiones finales

Muchas proteinas presentan una baja capacidad emulsionante en condiciones
proximas al punto isoeléctrico debido a la débil participacion de interacciones
electrostéticas y a su baja solubilidad. Asi, en muchos casos para lograr la estabilizacién
de la emulsion es necesario procesar el sistema proteico a valores de pH extremos,
incluso en condiciones en los que la aplicacién alimentaria de la emulsién no seria
posible. Para evitar este tipo de problemas se ha procedido a estudiar el efecto que
produce la modificacion del pH en una etapa posterior a la de fabricacion de la emulsion
sobre la microestructura y reologia de la misma.

En el caso de las emulsiones preparadas utilizando proteinas de gluten y soja
como emulsionante, se ha estudiado la posibilidad de preparar las emulsiones a un pH
extremo (2 o 10) y, posteriormente, llevar la emulsion obtenida a otro pH final
diferente, bien por la imposibilidad de obtener una emulsion estable a ese pH de forma
directa, como es el caso de las emulsiones con gluten, bien por llevar la emulsioén a un
pH mas cercano al pH de las emulsiones comerciales. Las emulsiones se han preparado
a un pH inicial de 2 o 10, afiadiendo al dia siguiente de su preparacién la cantidad
necesaria de HCl o de NaOH para conseguir un pH final de 4.

En las figuras 6.2.2.1., 6.2.2.2., 6.2.2.3. y 6.2.2.4. aparecen los barridos de
esfuerzo realizados sobre las emulsiones obtenidas a pH 4 utilizando gluten y soja, tanto
de forma directa como indirecta. En ambos casos se comparan las emulsiones obtenidas
a pH 4 tras emulsificaciéon directa con las que se obtienen indirectamente tras la
modificacion del pH de emulsiones preparadas a pH 2 o 10 y con las correspondientes
emulsiones a pH 2 y pH 10 sin modificar. Las emulsiones obtenidas a pH 4 por via
indirecta, tras la modificacién del pH, presentan un valor de la deformacién critica
mayor que la de la emulsidon preparada directamente a pH 4 cuando se utiliza gluten
como emulsionante. Si el emulsionante es la proteina de soja, este efecto depende del
pH de partida. En cualquier caso, el esfuerzo critico siempre es mayor para emulsiones

preparadas por via indirecta.
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Figura 6.2.2.1. Barridos de esfuerzo a una frecuencia constante (6,28 rad/s) de emulsiones que
contienen 75% (p/p) de aceite y 1% (p/p) de gluten, a pH 4 (m, 0); a pH 4 a partir de pH 2 (e, 0);
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Figura 6.2.2.2. Barridos de esfuerzo a una frecuencia constante (6,28 rad/s) de emulsiones que
contienen 75% (p/p) de aceite y 1% (p/p) de gluten, a pH 4 (m, O); a pH 4 a partir de pH 10 (e,
0);apH 10 (A, A)
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Figura 6.2.2.3. Barridos de esfuerzo a una frecuencia constante (6,28 rad/s) de emulsiones que
contienen 75% (p/p) de aceite y 1% (p/p) de soja, a pH 4 (m, 0); a pH 4 a partir de pH 2 (o, 0); a
pH2 (A, A)
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Figura 6.2.2.4. Barridos de esfuerzo a una frecuencia constante (6,28 rad/s) de emulsiones que
contienen 75% (p/p) de aceite y 1% (p/p) de soja, a pH 4 (m, 0); a pH 4 a partir de pH 10 (e, 0);
apH 10 (A, A)
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Los espectros mecdnicos para las emulsiones modificadas (figuras 6.2.2.5.,
6.2.2.6., 6.2.2.7. y 6.2.2.8.) son bastante similares, independientemente del pH de
partida (2 o 10), y presentan propiedades viscoeldsticas de mayor magnitud que la
emulsion preparada directamente a pH 4, sin modificaciéon posterior. Sin embargo, la
influencia de la historia del pH es muy diferente dependiendo del tipo de proteina
utilizado. Las emulsiones con gluten experimentan una reduccién de la zona plateau
cuando se preparan a pH 4 por via indirecta. Asi, la tangente de pérdidas a 1 rad/s
aumenta desde 0.05 hasta 0.11 si proviene de pH écido, o hasta 0.17 si proviene de pH
alcalino. En cambio, las emulsiones estabilizadas con proteina de soja sélo
experimentan un desplazamiento de los mddulos, sin modificacién aparente de la zona
plateau. No se han encontrado diferencias significativas para los valores de tand a 1

rad/s independientemente de la via utilizada en la preparacion de las emulsiones a pH 4.
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Figura 6.2.2.5. Evolucién de las funciones viscoeldsticas con la frecuencia para emulsiones que
contienen 75% (p/p) de aceite y 1% (p/p) de gluten, a pH 4 (m, 0); a pH 4 a partir de pH 2 (e, 0);
apH2 (A, A)
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Figura 6.2.2.6. Evolucién de las funciones viscoeldsticas con la frecuencia para emulsiones que
contienen 75% (p/p) de aceite y 1% (p/p) de gluten, a pH 4 (m, 0); a pH 4 a partir de pH 10 (e,
o);apH 10 (A, A)
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Figura 6.2.2.7. Evolucién de las funciones viscoeldsticas con la frecuencia para emulsiones que
contienen 75% (p/p) de aceite y 1% (p/p) de soja, a pH 4 (m, 0); a pH 4 a partir de pH 2 (o, 0); a
pH2 (A, A)
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Figura 6.2.2.8. Evolucién de las funciones viscoeldsticas con la frecuencia para emulsiones que
contienen 75% (p/p) de aceite y 1% (p/p) de soja, a pH 4 (m, 0); a pH 4 a partir de pH 10 (e, 0);
apH 10 (A, A)

En las figuras 6.2.2.9., 6.2.2.10., 6.2.2.11. y 6.2.2.12. aparecen las curvas de
distribucién de tamafio de gota para las emulsiones tras la modificacién del pH, en
comparacion con las emulsiones sin modificar. Las emulsiones de gluten obtenidas a pH
4, ya sea directa o indirectamente, presentan tamafos de gota similares. En cambio, para
las de soja, la emulsién de pH 4 obtenida tras la acidificaciéon con HCI de la emulsién a
pH 10 es la que da lugar a los menores didmetros de gota, mientras que la emulsion
obtenida tras la alcalinizaciéon de la emulsion de pH 2 tiene unos didmetros mds
proximos a los de la emulsion preparada sin modificacién de pH. Esto puede estar
relacionado con la solubilidad algo mayor de la proteina a pH alcalino.

Por tanto, una vez formada la emulsion, cuando las proteinas ya se han
desplegado sobre la superficie de la gota a pH 2 o 10, en los que hay mayor cantidad de
proteina soluble en la fase continua, un cambio en el pH de la emulsién no parece
provocar un desplazamiento de las proteinas de la interfase, al no desestabilizarse la
emulsion y al aumentar sus propiedades viscoeldsticas. A pesar de todo, es necesario
tomar estos resultados con cierta precaucion, puesto que la aplicacién de mayor energia

mecdnica sobre la emulsién debe influir también en cierta medida sobre las propiedades
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Capitulo 6. Procesado Post-Emulsificacién

reoldgicas de la misma. De hecho, en la emulsiéon de soja preparada desde pH alcalino
se obtiene una reducciéon importante del tamafio de las gotas durante la

homogeneizacion para modificar el pH (figura 6.2.2.12.).

En la tabla 6.2.2.1. se recogen los parametros mds importantes para estas

emulsiones.

20
| —o—pH4 GLUTEN
—O— pH 4 desde pH 2 O
154 | o PHZ2 D/C\

diametro / (um)

Figura 6.2.2.9. Curvas de distribucién de tamafio de gota de emulsiones estabilizadas con 1%
(p/p) de gluten a pH 4 (0); a pH 4 a partir de pH 2 (0); a pH 2 (A)

20

—O—pH 4 GLUTEN
—4— pH 4 desde pH 10

—O—pH 10
15 P 57}@\
] OA\A

diametro / (um)

Figura 6.2.2.10. Curvas de distribucién de tamafio de gota de emulsiones estabilizadas con 1%
(p/p) de gluten a pH 4 (oO); a pH 4 a partir de pH 10 (0); a pH 10 (A)
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Figura 6.2.2.11. Curvas de distribucién de tamafio de gota de emulsiones estabilizadas con 1%
(p/p) de soja a pH 4 (0); a pH 4 a partir de pH 2 (0); a pH 2 (A)
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Figura 6.2.2.12. Curvas de distribucion de tamaiio de gota de emulsiones estabilizadas con 1%
(p/p) de soja a pH 4 (0); a pH 4 a partir de pH 10 (0); a pH 10 (A)
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pH D3, (um)  Dy3 (nm) U 7. (Pa) Ye Gg, (Pa)

4 4,44 11,64 0,623 26,4 0,066 394,85

Gluten 4 desde 2 4,00 10,06 0,570 78,5 0,151 479,5
4 desde 10 4,83 14,60 0,565 78,5 0,149 392,2

4 18,9 49,8 0,730 78,5 0,108 556,25

Soja 4 desde 2 10,32 35,12 0,628  233,6 0,160 1307
4 desde 10 7,24 22,32 0,988 1624 0,074 1794

Tabla 6.2.2.1.

6.3. Conclusiones

1. Es posible producir un reforzamiento del entramado estructural formado entre

las moléculas de proteina que estabilizan la interfase mediante tratamiento

térmico. Este efecto puede explicarse en base a una serie de fendmenos que

pueden participar en mayor o menor medida durante el procesado térmico:

a. Aumento de la hidrofobicidad superficial que puede ir acompanado de

aumento del contenido de sulfhidrilos libres expuestos al medio y de

fendmenos de desnaturalizacion.

b. Agregacién irreversible entre moléculas de proteinas que puede ir

acompanada de entrecruzaientos (por ejemplo, formacién de puentes

disulfuro).

c. Formacién de puentes de hidrégeno durante la etapa de enfriamiento.

2. Dicho reforzamiento estructural depende de:

a. La historia térmica. Asi, los mejores resultados se consiguen cuando

el tiempo de exposicion a temperaturas elevadas es mas prolongado.

b. El tipo de proteina, siendo mds pronunciado para las emulsiones

estabilizadas con soja. El aumento de la hidrofobicidad superficial

suele ser mds importante en proteinas globulares.

c. El pH, que a su vez depende del tipo de proteina.
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3. Se ha desarrollado un procedimiento para obtener emulsiones estables en un
amplio intervalo de valores de pH incluyendo las proximidades del punto
isoeléctrico. Este proceso incluye tres etapas:

a. Emulsificacion a valores de pH alejado del pl

b. Etapa de maduracion necesaria para la estabilizacion de la interfase y
desarrollo de la microestructura de la emulsién

c. Modificacién del pH y homogeneizacion. La etapa de mezclado debe ser

moderada para evitar fendmenos de coalescencia inducida por cizalla
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CAPITULO 7. MODELO DE VISCOELASTICIDAD

7.1. Introduccion

En este ultimo capitulo, se intenta evaluar la capacidad de alguno de los modelos
reoldgicos mads utilizados en sistemas dispersos para describir el comportamiento
viscoeldstico lineal de emulsiones estabilizadas con proteinas de gluten, soja o
algarroba, su relacién con pardmetros que describen su microestructura, o su
comportamiento viscoeldstico no lineal.

El modelo o modelos propuestos deben satisfacer la relaciéon entre las
propiedades reoldgicas y la microestructura de la emulsion. En este caso, se estudiard la
utilidad del modelo de Mason para correlacionar pardmetros viscoeldsticos vy
microestructurales (Mason y col., 1997).

Ademads, el modelo reolégico propuesto debe reproducir las propiedades
viscoeldsticas lineales (mddulos de almacenamiento y pérdidas, médulo de relajacion
lineal), y las propiedades viscoeldsticas no lineales (mddulo de relajacién no lineal,
viscosidad en flujo transitorio o estacionario). Para ello se propone el uso del modelo de
Wagner que factoriza el médulo de relajacion no lineal separandolo en dos funciones: el
moédulo de relajacién lineal y la funcién de amortiguacién. La primera funcién serd
descrita a través del modelo de Maxwell generalizado, y la segunda a través del modelo

empirico de Soskey-Winter.

7.2. Resultados y Discusion

7.2.1. Relacion entre reologia y parametros estructurales

Es posible encontrar en la bibliografia diferentes intentos de correlacionar la
reologia con los pardmetros microestructurales de las muestras. Princen (1983) realizé
un estudio basado en un modelo de estructura tipo espuma, vdlido para espumas
monodispersas y emulsiones altamente concentradas, encontrando una expresiéon que
relacionaba el mdédulo de almacenamiento de cizalla, G’, con la tension interfacial, o, la
fraccion en volumen de fase dispersa, 0, y un tamafo caracteristico de la celda unidad,

representado por el didmetro medio superficial de las esferas no distorsionadas, ds».
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Princen y Kiss (1986) extendieron este tratamiento obteniendo experimentalmente una
ecuacion para el moédulo eldstico de cizalla a bajas deformaciones en emulsiones

polidispersas reales:

G'= a.d£.¢“3(¢_b) (7.2.1.1)

32

donde a y b son constantes adimensionales, aunque sus valores pueden depender
ligeramente del espesor de la pelicula acuosa localizada entre las gotas de aceite y de la
distribucién de tamanos de gota. Se piensa que la constante b estd relacionada con la
fracciéon en volumen del méximo empaquetamiento de las gotas sin distorsionar.
Algunos autores han utilizado esta ecuacion para correlacionar pardmetro estructurales y
reolégicos de emulsiones estabilizadas con tensioactivos (Princen y Kiss, 1986; Pons y
col., 1995; Sanchez y col., 1998) o con tensioactivos poliméricos (Perrin, 2000).
Recientemente, Mason y col. (1997) trabajando con emulsiones concentradas
monodispersas estabilizadas con SDS (Dodecil Sulfato de Sodio), han obtenido una
curva maestra para la evolucién del médulo eldstico, G’, que obedece la siguiente

relacion:

.20 72.12.
G ~=9(p~ 1) 7:212)
32

donde ¢ es la fracciéon en volumen del mdximo empaquetamiento de esferas
monodispersas. Por tanto, la elasticidad estd gobernada por la presion de Laplace de las
gotas, 20/d3;, en concordancia con el modelo de Princen. Algunos autores han
intentado utilizar el mismo procedimiento de Mason y col. para emulsiones
estabilizadas por proteinas (Dimitrova y Leal-Calderon, 2001, 2004; Bressy y col.,
2003). Sin embargo, el mdédulo eléstico puede ser bastante mayor que el que predice la
ecuacion de Mason. Por tanto, un factor adicional de elasticidad deberia considerarse.
En el caso de las emulsiones estabilizadas por proteinas globulares este factor ha sido
atribuido al cambio en la conformacién de las proteinas cuando se adsorben en la
interfase, conduciendo a la formacién de una red eldstica en la superficie de las gotas

(Dickinson, 2001).
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Una comparacién entre las propiedades viscoeldsticas lineales y los pardmetros
estructurales, como la distribucién de tamanos de gota, de emulsiones estabilizadas por
gluten o por aislado proteico de soja, permite asumir que una relacién cuantitativa puede
ser establecida.

En este estudio se ha utilizado un procedimiento diferente para correlacionar los
resultados experimentales con la ecuacién de Mason, representando el médulo plateau,
Gy’, para las emulsiones estabilizadas por gluten y soja, en funcién de una combinacién

de parametros estructurales, cuya ecuacion es la siguiente:

Gy =di¢(¢—¢o) (7.2.1.3)

donde k es proporcional a la tension interfacial.

Esta representacion aparece en la figura 7.2.1.1.. Como puede observarse en esta
figura, los resultados experimentales concuerdan con la evolucién predicha por la
ecuacion de Mason, aunque existen algunas desviaciones para las emulsiones que tienen
gluten como agente emulsionante. Los valores obtenidos por las emulsiones de soja son
bastante mds altos que los obtenidos por las emulsiones de gluten. Este efecto puede ser
atribuido a la diferencia en los valores de la tensién interfacial. Sin embargo, las
emulsiones con mayor contenido en gluten presentan una clara desviaciéon de la
tendencia que predice el modelo de Mason, mostrando propiedades eldsticas mucho mas
elevadas que las esperadas. En estos casos, el mddulo plateau alcanza incluso valores
mads altos que las emulsiones estabilizadas con una misma concentracién del aislado
proteico de soja. Este efecto es coincidente con la evoluciéon de las propiedades
viscoeldsticas (figura 5.2.2.5.) y de la microestructura (figura 5.2.2.9.) en las emulsiones
de gluten. La mayor elasticidad de las emulsiones mds concentradas puede atribuirse al
desarrollo de una red eléstica que se extiende a las capas de fase acuosa y forma un
entramado de gluten en el que la fase oleosa se encuentra suspendida.

Estas desviaciones encontradas en las emulsiones de gluten para concentraciones
de proteina iguales o superiores al 2% pueden entenderse mejor mediante las fotografias

obtenidas por microscopia confocal (figura 5.2.2.13.).
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Figura 7.2.1.1. Ajuste al modelo de Mason para emulsiones estabilizadas con soja (simbolos
huecos) y con gluten (simbolos llenos)

7.2.2. Viscoelasticidad Lineal

El comportamiento viscoeldstico lineal de un material puede describirse
mediante la ecuacion de Lodge, introducida en el apartado 1.8.5.3.1. de los antecedentes

bibliograficos:
[o]= J-m(t - t’)[C‘1 ](t’)dt’ (7.22.1)

En un fluido viscoeldstico, la funcion memoria m(t-t") puede representarse
mediante el modelo de Maxwell generalizado, que considera la superposicién de una
serie de n procesos de relajacion independientes, cada proceso mostrard un tiempo de
relajacion, A, y un coeficiente de relajacion, Gy.

El médulo de relajacion lineal puede expresarse mediante el modelo

generalizado de Maxwell segun la siguiente expresion:
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4 t—t
Git-1)=G, + sz exp(— 7 j (7.22.2)
k

k=1
donde G serd igual a cero para un fluido viscoelastico.

Por tanto, la funcién memoria vendré expresada por:

m(t—1t') = _dae=r) (1223)
dt’
m(t—1)= Z—exp[ -t j (7.2.2.4)
k /1/(

La ecuacidn constitutiva de la viscoelasticidad lineal resultante sera:

[o]= j { —kexp( ﬂ[c Yeyar (7225

Las funciones viscoelasticas lineales del material, como el moédulo de
almacenamiento G’ y el de pérdidas G’ pueden obtenerse a partir de esta ecuacion

constitutiva, mediante las siguientes expresiones (Bird y col., 1987; Ferry, 1980):

, n o
G'(w) =G, + kZ:le PP Y (7.2.2.6.)
Y oA, (7.22.7)

G"(w) = Z G, ——— ol

Estas ecuaciones pueden utilizarse para calcular el epectro discreto de relajacion.
Uno de los métodos de calculo del espectro de relajacién mds utilizado consiste en la
minimizacién de la diferencia de cuadrados de las desviaciones entre los datos
experimentales y los calculados por el modelo. Para ello debe seleccionarse un conjunto

de N tiempos de relajacion, Ay, de forma que se cumplan las siguientes especificaciones:

Amax * Omin > 1 (7.2.2.8.)
Amin * Omax < 1 (7.2.2.9.)

donde ®myin Y ®max son los valores minimo y maximo experimentales de frecuencia. Los
correspondientes valores de Gy se obtienen minimizando la suma de los cuadrados de

las desviaciones entre los valores experimentales y los calculados de ambos mdédulos,
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7.2.2. Viscoelasticidad lineal

simultdneamente. Si los valores experimentales se designan por G’ y G’’; y los valores
calculados a partir de las ecuaciones 7.2.2.6. y 7.2.2.7. por G’(®;) y G’’(®;), la cantidad

a minimizar para N frecuencias es la siguiente (Bird y col., 1987):

S| @)
G

=i

(7.2.2.10.)

2 Gll( ) 2
.
| -1

J J

La mayor dificultad en el cdlculo del espectro radica en que el conjunto de
tiempos de relajaciéon compatibles con los datos no es unico, ya que es elegido
arbitrariamente. Por el contrario, existe un conjunto de soluciones entre las cuales debe
elegirse la solucién adecuada. Se ha optado por seguir un procedimiento iterativo que
consiste en formar un nimero Q de conjuntos de N tiempos de relajacién con los que se
obtienen Q espectros, a partir de los cuales se obtiene un espectro promedio ponderado
en funcion del grado de ajuste. El nimero n de pares de valores (G;, A;) se obtiene del
producto de Q por N. Para valores bajos de N se obtiene un espectro excesivamente
suavizado. Sin embargo, si N es alto pueden aparecer valores negativos para los modos
de relajacién. Tampoco resulta aconsejable utilizar altos valores de Q que prolongan el
tiempo de calculo (Partal y col., 1999a).

En la figuras 7.2.2.1., 7.2.2.2. y 7.2.2.3. se observan los valores de Gi y Ax para
emulsiones al 75% de aceite y estabilizadas con 1% de gluten, soja y algarroba,
respectivamente. Puede observarse ademds que el ajuste al modelo de Maxwell es muy
bueno en el caso de las emulsiones estabilizadas con gluten o soja y aceptable para las
emulsiones estabilizadas con algarroba. Los mayores tiempos de relajacion tienen una
influencia predominante en la zona de baja frecuencia, en tanto que las frecuencias

superiores vienen controladas por los tiempos de relajacion cortos.
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Figura 7.2.2.1. Variacién de los médulos de almacenamiento y pérdidas con la
frecuencia en una emulsién que contiene un 1% de gluten de trigo y 75% de O,

procesada a 6000 r.p.m. a 20°C
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Figura 7.2.2.2. Variacion de los médulos de almacenamiento y pérdidas con la
frecuencia en una emulsién que contiene un 1% de soja'y 75% de O, procesada a 6000

r.p.m. a 20°C
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Figura 7.2.2.3. Variacién de los médulos de almacenamiento y pérdidas con la
frecuencia en una emulsién que contiene un 1% de algarroba y 75% de O, procesada a
6000 r.p.m. a 20°C

Los valores de los espectros discretos obtenidos a partir del método iterativo de
minimizacién de la ecuaciéon 7.2.2.10. descrito anteriormente para emulsiones
estabilizadas con un 1% de proteina de gluten, soja o algarroba, se representan en la

figura 7.2.2.4.
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Figura 7.2.2.4. Espectros de relajacion continuos para emulsiones que contienen un 1%
de proteina y 75% de O, procesadas a 6000 r.p.m. a 20°C

Los espectros discretos resultantes se encuentran en la zona de transicién y
plateau, lejos de la zona terminal. Pueden ajustarse por tanto al modelo empirico

propuesto por Baumgaertel, Shausberger y Winter (1990), denominado modelo BSW:

A A

¢ p

H(A) =nG, (i] NG (7.22.11)

donde A y A, son los tiempos de relajacion caracteristicos correspondientes al
comienzo de las zonas plateau y terminal, respectivamente, del espectro de relajacién
lineal, los exponentes m y n corresponden a las pendientes de la zona de transicién y
plateau, respectivamente.

Como puede observarse, el modelo establece una proporcionalidad directa entre
el valor del espectro y el modulo plateau, que a su vez depende de la tension interfacial,
de la fraccion en volumen de fase dispersa y del didmetro medio de las gotas de fase
dispersa, tal y como se ha establecido tras el ajuste al modelo de Mason (ecuacion
7.2.1.3.). El modelo BSW ha sido utilizado con anterioridad para reproducir

propiedades viscoeldsticas lineales de emulsiones aceite/agua del tipo salsas finas
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7.2.2. Viscoelasticidad lineal

estabilizadas con mezclas de yema de huevo y un tensioactivo no iénico (Franco y col.,
1995).

Los pardmetros del modelo BSW se presentan en la tabla 7.2.2.1.

G\’ (Pa) e (S) m Ay (s) n
Gluten 425 0,0036 0,49 128574 0,25
Soja 999 0,0025 0,51 431163 0,18
Algarroba 2584 0,0024 0,53 244177 0,18
Tabla 7.2.2.1.

Puede deducirse de los valores de estos pardmetros que los resultados
experimentales corresponden claramente a la zona plateau del espectro de relajacion.
Asti, el valor de A, es claramente inferior al tiempo de relajacién minimo experimental,
en tanto que A, es muy superior a los valores del tiempo de relajacién obtenido en el
espectro discreto, lo cual refleja el hecho de que el comportamiento viscoeldstico de
estas emulsiones se encuentra bastante alejado de la zona terminal.

No se aprecian diferencias significativas en la pendiente de la zona de transicién
para las emulsiones estabilizadas con las tres proteinas estudiadas. Sin embargo, la
pendiente de la zona plateau tiende a disminuir para las emulsiones que presentan
mayor valor del médulo plateau y mayor tiempo de relajacion terminal. Por tanto, la
emulsion estabilizada con gluten es la que presenta una zona plateau mas reducida, que
es la que dispone de la menor cantidad de moléculas de proteina para la estabilizacién

de la fase dispersa.

7.2.3. Ensayos de relajacion

Se ha estudiado el comportamiento viscoeldstico no lineal de emulsiones
estabilizadas con gluten, soja o algarroba, mediante ensayos de relajacion del esfuerzo y
ensayos de crecimiento del esfuerzo en flujo transitorio. Se han realizado ensayos de
relajacion del esfuerzo aplicando distintas deformaciones de cizalla, a partir de los
cuales puede obtenerse la influencia de la deformacion sobre el modulo de relajacion
G(y,t). Si la deformacion aplicada es suficientemente pequefia se obtiene el médulo de

relajacion lineal G(t).
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En las figuras 7.2.3.1., 7.2.3.2. y 7.2.3.3. se representa la evolucién con el
tiempo de los moédulos de relajaciéon lineal, G(t), y no lineal, G(y,t), obtenida
experimentalmente para las tres emulsiones estudiadas. Puede observarse que el modulo
de relajacibn no lineal presenta aproximadamente la misma evolucién
independientemente de la deformacion aplicada. Ademads, a partir de cierto valor de
tiempo de relajacion, dicha evolucién es similar a la que experimenta el médulo de
relajacion lineal. En estas condiciones es posible la factorizacion del moédulo de
relajacion en dos componentes: uno dependiente exclusivamente del tiempo, el médulo
de relajacion lineal, G(t), y otro dependiente de la deformacion de cizalla aplicada, h(y),
conocido como “funcién amortiguacién” o “funcién damping”, que se relaciona con los

efectos no lineales (ecuacion 7.2.3.1.).
G(y,t) = G(t)- h(y) (7.2.3.1.)

Este comportamiento puede encontrarse con relativa frecuencia en la bibliografia
de polimeros (Isono y col., 1991; Takahashi y col., 1993). También se han encontrado
resultados similares en emulsiones concentradas aceite/agua (Figoni y Shoemaker,

1983; Campanella y Peleg, 1987; Gallegos y col., 1992b; Partal y col., 1999b).

Modulo de relajacion lineal

A partir del espectro discreto de relajacion presentado en la figura 7.2.2.4. es
posible calcular el médulo de relajacion lineal mediante la ecuacién correspondiente al

moédulo de Maxwell generalizado:

Glt-1)=G + 3 G, exp[— tg;tj (7.232.)
k=1

k
A su vez, la funcién memoria puede obtenerse a partir del médulo de relajacion

lineal de la siguiente forma:

m(t —1) = _dGle-r) (7.2.33)
dr'
" G t—t
1—1')= Y —Fexp| ——— 7.2.3.4.
me—1)=2 i exz{ 7 j (7234)
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7.2.3. Ensayos de relajacién

En las figuras 7.2.3.1.-7.2.3.3. se incluyen ademads los valores del médulo de
relajacion lineal obtenidos mediante la ecuacion 7.2.2.10. a partir de los datos del
espectro discreto que a su vez proceden de los resultados obtenidos en ensayos
viscoeldsticos dindmicos.

Como puede observarse, existe una buena concordancia entre los valores
experimentales y los calculados a partir del médulo viscoeldstico lineal. Debe tenerse en
cuenta que estos valores proceden de un modelo de Maxwell generalizado efectuado
sobre resultados experimentales que corresponden a distintos lotes, distintos ensayos y

realizados con distintos redmetros.

10* 3 G(t)
E 'Y=10°/o
: 'Y=20°/o
| v=50%
, v=100%
10" 3 v=200%
T ]
o |
~—
= 10° 5
= 3
9 ]
o |
10'
1 GLUTEN
10° — T — T T
10? 10" 10° 10’ 10° 10° 10*

t/(s)

Figura 7.2.3.1. Evolucién con el tiempo del médulo de relajacién lineal y de los médulos de
relajacion no lineales, de emulsiones con 75% de aceite y 1% de gluten
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Figura 7.2.3.2. Evolucién con el tiempo del mddulo de relajaciéon lineal y de los mddulos de
relajacion no lineales, de emulsiones con 75% de aceite y 1% de soja
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Figura 7.2.3.3. Evolucién con el tiempo del médulo de relajacién lineal y de los médulos de
relajacion no lineales, de emulsiones con 75% de aceite y 1% de algarroba
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7.2.3. Ensayos de relajacién

Funcion de amortiguacion
Los resultados anteriores pueden utilizarse para calcular la funcion

amortiguacion a tiempos de relajacion elevados mediante la ecuacién 7.2.3.1.:

h(y) = G(y.1) (7.2.3.5.)

G(r)

Esta funcién permite describir el grado de no linealidad de las muestras. Existen
diversos modelos mateméticos que representan la evoluciéon de la funcién de
amortiguaciéon con la deformacién, como el modelo de Wagner (Wagner, 1976), el
modelo de Papanastasiou (Papanastasiou y col., 1983) o el modelo de Soskey-Winter
(Soskey y Winter, 1984), que utilizan las ecuaciones 7.2.3.6., 7.2.3.7. y 7.2.3.8,,

respectivamente.

h(y) = exp(—ky) (7.2.3.6.)
a
hp=—— % (1237
h(v) =
) tay (7.2.3.8)

Los valores de los pardmetros de los tres modelos para las emulsiones de gluten,
soja y algarroba se recogen en la tabla 7.2.3.1. Como puede comprobarse, las
emulsiones de gluten son las que presentan valores mayores para los parametros de
amortiguacion de Soskey-Winter (a) y de Wagner (k). Esto concordaria con la idea de
que menores valores de estos pardmetros estdn relacionados con sistemas con mayores

propiedades viscoeldsticas (Gallegos y col., 2002).

Gluten Soja Algarroba
K 2,47 1,8 2,30
a 0,064 0,13 0,080
a 14 12,09 8.3
b 1,88 1,76 1,70
Tabla 7.2.3.1.
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Capitulo 7. Modelo de viscoelasticidad

En la figura 7.2.3.4 se presentan los ajustes de la funciéon de amortiguacion a
cada uno de los tres modelos expuestos para la emulsiones estabilizadas con soja. Como
puede apreciarse en esta figura el modelo de Soskey-Winter es el que reproduce los
resultados de forma mas adecuada. Este modelo se ha empleado frecuentemente en la
bibliografia para emulsiones aceite en agua similares (Gallegos y col., 1992a, 1992b;
Gallegos y Franco, 1999a; Franco, 1995; Partal y col., 1999). En la figura 7.2.3.5. se
presentan los valores de la funcién de amortiguacién calculados seguin la ecuacion
7.2.3.5. para las emulsiones estabilizadas con gluten, soja y algarroba, asi como los
ajustes correspondientes al modelo de Soskey-Winter. A pesar de no existir grandes
diferencias entre los tres sistemas, las emulsiones de algarroba son las que presentan
mayores valores de la funcién de amortiguacion a las mayores deformaciones, lo que
indicaria una mayor resistencia de la microestructura a la deformacién aplicada,
probablemente favorecida por los menores tamafios de gota de la fase dispersa que
contribuyen a la formacién de un entramado con un mayor grado de estructuracion,
como puede deducirse de la mayor extension de la zona plateau y del valor mas elevado

del modulo plateau.

SOJA

""""" Wagner
17 " - Papanastasiou
§ Soskey-Winter

h(v)

Figura 7.2.3.4. Evolucién de la funcién amortiguacion con la deformacién y ajuste a diferentes
modelos para una emulsion estabilizada con soja
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GLUTEN /ALGARROBA

0,14

Figura 7.2.3.5. Evolucién de la funcién amortiguacién con la deformacién y ajuste al modelo de Soskey-
Winter para emulsiones estabilizadas con gluten, soja y algarroba

7.2.4. Ensayos de crecimiento del esfuerzo

Para poder validar un modelo de viscoelasticidad no lineal serd preciso
contrastar su capacidad para reproducir los resultados obtenidos en algtin tipo de ensayo
en el que la participacion de las propiedades viscoeldsticas no lineales de la emulsion
sea significativa. Entre los ensayos mas utilizados para este fin, en una gran variedad de
materiales, se encuentran los ensayos de flujo transitorio (Laun 1978, Huang y Kokini
1994, Liang y Mackley 1994, Madiedo y col. 2000)

El flujo transitorio de emulsiones alimentarias ha sido objeto de estudio por
diferentes autores (Figoni y Shoemaker, 1983; Campanella y Peleg, 1987; Gallegos y
col., 1988; Bower y col., 1999; Partal y col., 1999b; Gallegos y col., 2002), desde dos
puntos de vista diferentes: como resultado del fendmeno de tixotropia o como un caso
concreto del comportamiento viscoeldstico no lineal de la emulsién. No obstante, en
ambos casos se pone de manifiesto que dicha respuesta transitoria es el resultado de una
modificacién estructural inducida por cizalla.

En las figuras 7.2.4.1., 7.2.42. y 7.2.4.3. se muestra la evolucién de la
viscosidad para emulsiones estabilizadas con un 1%(p/p) gluten, soja y algarroba,
respectivamente, procesadas a 6000 rpm y 20°C, y con un pH igual a 2, en funcién de

la velocidad de cizalla aplicada.
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Capitulo 7. Modelo de viscoelasticidad

Estos sistemas suelen responder a la aplicacion de una velocidad de cizalla constante
mediante curvas del esfuerzo en funcion del tiempo caracterizadas por:
- La aparicién de un sobreesfuerzo a tiempos cortos, que se relaciona con un
comportamiento eldstico
- Tras el valor del sobreesfuerzo, se produce un descenso del esfuerzo con el
tiempo, correspondiente a una modificacién estructural, hasta llegar a un valor
de equilibrio o estacionario. En esta segunda parte del ensayo, el material exhibe

un comportamiento predominantemente viscoso (Kokini y Dickie, 1981).

Como era de esperar, a medida que disminuye la velocidad de cizalla, se produce
un desplazamiento en el tiempo al que aparece el sobreesfuerzo hacia valores mayores.
Si continda el descenso de la velocidad de cizalla, llega un momento en el que
desaparece el sobreesfuerzo, como se aprecia en las figuras 7.2.4.1 a 7.2.4.3.

Algunos de los pardmetros que pueden utilizarse para describir el
comportamiento de las emulsiones en flujo transitorio son: el valor del sobreesfuerzo
(Tmax), la deformacion correspondiente al sobreesfuerzo (Ymax), €l esfuerzo de cizalla en
equilibrio (t..), el tiempo para alcanzar dicho equilibrio (t..) y el sobreesfuerzo relativo

((Tmax - Te)/Te) (figura 1.8.1.).
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Figura 7.2.4.1. Evolucién de la viscosidad transitoria con el tiempo de cizalla, en funcién de la velocidad
de cizalla aplicada para emulsiones O/W con 75%(p/p) de aceite y 1%(p/p) de gluten
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Figura 7.2.4.2. Evolucién de la viscosidad transitoria con el tiempo de cizalla, en funcién de la velocidad
de cizalla aplicada para emulsiones O/W con 75%(p/p) de aceite y 1%(p/p) de soja
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Figura 7.2.4.3. Evolucién de la viscosidad transitoria con el tiempo de cizalla, en funcién de la velocidad
de cizalla aplicada para emulsiones O/W con 75%(p/p) de aceite y 1%(p/p) de algarroba
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Capitulo 7. Modelo de viscoelasticidad

En las tablas 7.2.4.1., 7.2.4.2. y 7.2.4.3. aparecen para cada proteina los valores
obtenidos experimentalmente de los pardmetros antes mencionados, a las diferentes
velocidades de cizalla aplicadas. La deformacion a la que aparece el maximo se obtiene
a partir del producto del valor del sobreesfuerzo por el tiempo necesario para alcanzarlo
(Ymax = Y-tmax). Este pardmetro ha sido utilizado para evaluar la aplicabilidad de algunas
ecuaciones constitutivas en las que su valor debe ser del orden de la unidad e
independiente de la velocidad de cizalla impuesta. Asi, Campanella y Peleg (1987)
aplicaron el modelo de Wagner para describir el fujo transitorio de emulsiones
determinando el valor del pardimetro x de la ecuaciéon 7.2.3.6 como la inversa de la
deformacion en el sobreesfuerzo (K = 1/ymax). Si K es considerada una constante del
material, la deformacion en el sobreesfuerzo debe ser independiente de la velocidad de
cizalla aplicada. Esta es precisamente una de las limitaciones de la aplicacién de la
funcién de amortiguacién de Wagner para las emulsiones estabilizadas con gluten y
algarroba, ya que en ambos casos el valor de Ym.x aumenta con la velocidad de cizalla
desde la aparicién del sobreesfuerzo, como puede observarse en las tablas 7.2.4.1 a
7.2.4.3. En cambio, dicho aumento no resulta significativo para las emulsiones
estabilizadas con soja. En cualquier caso, los valores de Ymax son del mismo orden para
las tres emulsiones estudiadas. En la figura 7.2.4.4. se presenta la variacién de los
esfuerzos en el maximo, en el equilibrio y la cantidad de sobreesfuerzo, definido como
(Tmax - T=)/ T , con la velocidad de cizalla. Como puede apreciarse en dicha figura. es
preciso superar en cualquier caso un valor de velocidad de cizalla, situado entre 107y
10? s, para que se produzca la aparicién del sobreesfuerzo. Ademds, a estas
velocidades mas bajas no se ha alcanzado el equilibrio en el tiempo del ensayo por lo

que los valores de 1.. son extrapolaciones incluidas a efectos de comparacion.

Y () Von Trmax (Pa) e (5) 7. (Pa) (Tomax = Toc) T
0,0001 - 70 - 70 0
0,001 - 72,2 1900 72,2 0
0,01 0,34 78,3 154 72,1 0,086
0,1 0,40 108 96 80,8 0,33
1 0,44 155 100 89,5 0,73
10 0,90 233 606 110 1,11

Tabla 7.2.4.1. Emulsiones estabilizadas con gluten
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Y () Voan Tmax (Pa) £ (5) 7. (Pa) (Tonax = Toc) T
0,0001 - 150 - 150 0
0,001 - 149 737 149 0
0,01 0,45 127 815 115 0,11
0,1 0,40 165 902 117 0,41
1 0,6 312 606 141 1,21
10 0,65 486 1000 193 1,52

Tabla 7.2.4.2. Emulsiones estabilizadas con soja

Y () Von Trmax (Pa) £ (5) 7. (Pa) (Trmax = Toc) T
0,0001 - 195 - 195 0
0,001 - 182 1201 182 0
0,01 0,31 306 901 223 0,38
0,1 0,37 379 901 180 1,1
1 0,44 461 1294 211 1,18
10 0,9 757 901 221 2,43

Tabla 7.2.4.3. Emulsiones estabilizadas con algarroba

El comportamiento viscoeldstico de las muestras se pone de manifiesto en las
figura 7.2.4.1 a 7.2.4.3 asi como en la figura 7.2.4.4, en las que se aprecia como el
maximo en la curva del esfuerzo transitorio alcanza un mayor valor cuantos mayores
son las velocidades de deformacion, apareciendo ademads este sobreesfuerzo a tiempos
mads cortos. Este efecto se observa para los tres sistemas.

Altos valores del tiempo maximo (tmax) estdn relacionados con estructuras mds
estables capaces de resistir mayores deformaciones, mientras que el sobreesfuerzo Tmax
se asocia con el médulo de almacenamiento que se obtiene en ensayos viscoeldsticos
lineales, dando una idea del grado de elasticidad del sistema (Navarro y col., 1997).
Asi, si comparamos estos resultados con los obtenidos en los ensayos dinamicos, se
observa una tendencia similar del T, que la encontrada en el mddulo plateau,

obteniéndose una misma secuencia gluten < soja < algarroba.
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Figura 7.2.4.4. Valores de los pardmetros que caracterizan a las curvas de esfuerzo transitorio, en funcién

de la velocidad de cizalla empleada
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Figura 7.2.4.5. Valores de la viscosidad a tiempo infinito y de la viscosidad compleja frente a la velocidad
de deformacién y la velocidad angular, respectivamente

En la figura 7.2.4.5. se puede observar como no se cumple la regla de Cox-Merz,
puesto que los valores de la viscosidad compleja son superiores a los correspondientes a
la viscosidad a tiempo infinito. Adn asi, se conserva la misma pendiente y secuencia
(gluten < soja < algarroba).

Si se compara para los diferentes sistemas estudiados, se observa la misma
tendencia para el esfuerzo estacionario que la seguida por el sobreesfuerzo y el modulo
plateau. El tiempo necesario para alcanzar el estado estacionario es del mismo orden
para las emulsiones que contienen soja y algarroba e inferior para las emulsiones
estabilizadas con gluten que presentan una destruccion estructural mas rapida. Por tanto,
al igual que ocurre en los ensayos dindmicos, las emulsiones estabilizadas con gluten
son las menos resistentes a la cizalla y, ademds, las que presentan un caracter mds fluido

tras la ruptura estructural por accion de ésta.

7.2.5. Modelo viscoelastico no lineal

Como ya se indic6 en el apartado de antecedentes bibliograficos, existen
diversos modelos para predecir la respuesta viscoeldstica no lineal de un material. Entre
estas ecuaciones constitutivas se encuentra la ecuaciéon conocida como K-BKZ,
propuesta por Kaye (1962) y por Bernstein, Kearsley y Zapas (1963).

Basandose en esta ecuacidn constitutiva para el caso en que la funcién potencial

es factorizable, puede obtenerse otra ecuacion constitutiva conocida como modelo de

Wagner (1979):
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[o]= [mle-)n(z,.1,)c " ar (7.25.1)
En cizalla esta ecuacion adopta la forma:

olr)= jm(t — )y, )dr (7.2.52))

—oo

Para deformaciones pequenas, h(y) tiende a 1 y la ecuacién anterior se reduce a
la ecuacidn constitutiva de la viscoelasticidad lineal. Esta expresion puede en principio
predecir la respuesta de un material cuando es sometido a un ensayo de crecimiento del
esfuerzo, siempre que se describa de manera adecuada la funcién memoria, por ejemplo
a partir del modelo de Maxwell generalizado, y la funcién amortiguacién, a través de

alguna de las expresiones anteriores como la del modelo de Soskey-Winter.

En las figuras 7.2.4.1 y 7.2.4.2. se comparan los valores experimentales de la
viscosidad en flujo transitorio de las emulsiones estabilizadas con soja y algarroba,
respectivamente, con los valores obtenidos a partir del modelo viscoelastico no lineal.
Para el calculo de los valores de crecimiento del esfuerzo se han utilizado métodos de
integracién numérica.

Como puede observarse se han obtenido ajustes satisfactorios al modelo de
Wagner, para el caso de la emulsion estabilizada con proteina de soja en un amplio
intervalo de velocidades de cizalla. No obstante, los valores de viscosidad obtenidos a
partir del modelo resultan algo inferiores a los experimentales para las velocidades de
cizalla mas altas. Por el contrario, el modelo de Wagner solo es capaz de reproducir los
resultados experimentales de viscosidad obtenidos para las emulsiones estabilizadas con
proteina de gluten y de algarroba a muy baja velocidad de cizalla, produciendo una

subestimacion de la viscosidad cuando la cizalla aumenta.
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Figura 7.2.5.1. Cociente viscosidad transitoria (n*) entre viscosidad estacionaria (1) frente al tiempo para
una emulsién estabilizada con soja, a diferentes velocidades de deformacidén. La linea continua representa
el ajuste al modelo de Wagner
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Figura 7.2.5.2. Viscosidad transitoria (n") frente al tiempo para una emulsién estabilizada con algarroba,
a diferentes velocidades de deformacién. La linea continua representa el ajuste al modelo de Wagner
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7.3. Conclusiones

1. Mediante el ajuste al modelo de Mason de los resultados obtenidos para
emulsiones estabilizadas con gluten o soja se han obtenido sendas curvas
maestras que describen la relacion entre un pardmetro de viscoelasticidad lineal
(el médulo plateau) y pardmetros estructurales (el didmetro de Sauter y la
fraccion en volumen de fase dispersa). El modelo subestima los resultados
obtenidos con gluten a altas concentraciones de emulsionante, ya que no es
capaz de predecir el importante reforzamiento estructural que se produce como

consecuencia del exceso de proteina en la fase continua.

2. Las funciones viscoelasticas lineales tales como moédulo de almacenamiento,
moédulo de pérdidas o moédulo de relajacion lineal pueden ser representados
satisfactoriamente por el modelo de Maxwell generalizado. Los coeficientes de
relajacién obtenidos pueden ajustarse al modelo BSW que describe

adecuadamente las zonas de transicion y plateau del espectro de relajacion.

3. Todas las emulsiones estudiadas muestran el mismo comportamiento cualitativo
cuando son sometidas a una deformacién constante en los ensayos transitorios,
con un sobreesfuerzo a tiempos cortos, como consecuencia de su
comportamiento eldstico, seguido de un descenso del esfuerzo hasta un valor
estacionario. A medida que la velocidad de cizalla disminuye, el sobreesfuerzo

aparece cada vez a tiempos mas largos, llegando a desaparecer.

4. Se ha obtenido un ajuste satisfactorio al modelo viscoeldstico no lineal para las
emulsiones estabilizada con soja, utilizando en dicho ajuste la funcién de
amortiguacion de Soskey-Winter. El modelo falla para las emulsiones
estabilizadas con algarroba a partir de velocidades de deformacion superiores a
102 s y sélo es capaz de reproducir el comportamiento viscoeldstico lineal de

las emulsiones con gluten.
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