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SUMMARY

Inulin is a prebiotic polysaccharide that is being
increasingly used in food emulsions as fat replac-
er, due to its thickening effect. In the present work,
oil in water (O/W) emulsions (5/95) have been pre-
pared by means of a pressure homogenizer, using
B-lactoglobulin as an emulsifier (0.5 %), and varying
the polysaccharide content up to 10 %. The zeta po-
tential measurements suggest that there are no sig-
nificant protein-polysaccharide interactions in the
continuous phase. An increase in viscoelastic prop-
erties and viscosity of these pseudoplastic systems
is observed as inulin content increases. Although
inulin has no surface activity, its presence seems to
favor protein adsorption kinetics at the interface.
Likewise, the distribution of droplet sizes study for
emulsions throughout the storage time points out
how bimodal distributions obtained remain con-
stant, indicating their stability, which is reinforced
by backscattering results. These prebiotic emulsions
may enjoy a great demand by the food industry.

Keywords: Inulin; emulsion; interphase; rheology;
B-lactoglobulin.

RESUMEN

La inulina es un polisacarido prebidtico que se uti-
liza cada vez mdas en emulsiones alimentarias como
sustituyente de grasa, al tener un efecto espesante
sobre las mismas. En el presente trabajo, se han
preparado emulsiones aceite/agua (5/95) mediante
un homogeneizador de presién, utilizando b-lacto-
globulina como emulsionante a una concentracién
fija de 0,5 % (p/p), y variando el contenido en poli-
sacdrido desde 0 al 10 % (p/p). Las medidas de po-
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tencial zeta sugieren que no existen interacciones
importantes entre la proteina y el polisacarido en la
fase continua, al tiempo que se observa un aumen-
to de las propiedades viscoeldsticas y viscosidad de
estos sistemas pseudoplaticos. Aunque la inulina no
presenta actividad superficial, su presencia parece
favorecer la cinética de adsorcion de la proteina en
la interfase. Asimismo, el estudio de la distribucién
de tamanos de gota de las emulsiones a lo largo del
tiempo de almacenamiento permite observar como
las distribuciones bimodales obtenidas permanecen
constantes, indicando la estabilidad de las mismas.
Esto queda reforzado por los resultados obtenidos
por medio de un analizador 6ptico de emulsiones
con detectores de luz transmitida y retrodispersa.
Emulsiones con ingredientes prebidticos como las
estudiadas tiene un gran potencial en la industria
alimentaria.

Palabras clave: Inulina; emulsion; interfase; reolo-
gia; B-lactoglobulina

RESUM

La inulina és un polisacarid prebiotic que s'utilit-
za cada vegada més en emulsions alimentaries com
substituent del greix, en tenir un efecte espessi-
dor sobre les mateixes. En el present treball, s’han
preparat emulsions oli / aigua (5/95) mitjancant
un homogeneitzador de pressio, utilitzant B-lacto-
globulina com emulsionant a una concentracié fixa
de 0,5% (p/p), i variant el contingut en polisacarid
des de 0 al 10% (p/p). Les mesures de potencial zeta
suggereixen que no hi ha interaccions importants
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entre la proteina i el polisacarid a la fase continua,
alhora que s'observa un augment de les propietats
viscoelastiques i de la viscositat d’aquests sistemes
pseudoplastics. Tot i que la inulina no presenta ac-
tivitat superficial, la seva preséncia sembla afavorir
la cinetica d’adsorci6é de la proteina a la interfase.
Aixi mateix, 'estudi de la distribucié de mides de
gota de les emulsions al llarg del temps d’emma-
gatzematge permet observar com les distribucions
bimodals obtingudes romanen constants, indicant
I'estabilitat de les mateixes. Aixd queda reforgat
pels resultats obtinguts per mitja d’'un analitzador
optic de emulsions amb detectors de llum trans-
mesa i retrodispersa. Emulsions amb ingredients
prebiotics com les estudiades tenen un gran poten-
cial en la inddstria alimentaria.

Paraules clau: [nulina; emulsio; interfase; reolo-
gia; B-lactoglobulina.

INTRODUCCION

La busqueda de una alimentacién saludable que
mejore la salud requiere, entre otras cosas, formu-
laciones con un menor contenido en grasa'. Por ello,
en ocasiones, ésta es sustituida por polisacdridos,
como pectina, almidén, kefiran, inulina o goma de
xantana, debido a sus propiedades saludables, es-
pesantes y gelificantes®. Las emulsiones son siste-
mas termodindmicamente inestables?, por lo que
estos polisacdridos son frecuentemente utilizados
en su formulacién actuando como emulsionantes
o agentes espesantes para, de esa forma, dar lugar
a emulsiones cinéticamente estables. Los emul-
sionantes son sustancias superficialmente activas
que pueden adsorberse en la superficie de las gotas
de aceite para proporcionar una fuerte estabiliza-
cion electrostética y estérica contra la floculacion,
agregacion y coalescencia?, mientras que los esta-
bilizantes mejoran la estabilidad de la emulsién al
aumentar la viscosidad de la fase continua e inhibir
la movilidad de las gotas®¢. Por lo tanto, los polisa-
cdridos son componentes clave en la formulacion
de emulsiones comerciales con el fin de controlar
su vida util y sus propiedades organolépticas.

La inulina es un polisacarido natural obtenido de
la achicoria, considerado como una fibra dietética
y ampliamente utilizada en alimentacién’. Su uso
como sustituyente de grasa se ve favorecido debi-
do a su solubilidad en agua, puesto que sus grupos
hidroxilo son mas propensos a interactuar con las
moléculas de agua que otros grupos funcionales
presentes en su estructura. Ademds, algunos estu-
dios han demostrado que posee propiedades anti-
cancerigenas®® e inmunomoduladoras®*?, al tiem-
po que tiene interesantes efectos bioldgicos, con lo
que se puede utilizar como ingrediente prebiético y
funcional **dando un valor afiadido a estas emul-
siones.

Las proteinas de la leche, como la -lactoglobuli-
na o la b-caseina, son muy usadas en la formulacién

de emulsiones alimentarias debido a sus excelen-
tes propiedades emulsionantes y estabilizantes. Las
proteinas son otro ingrediente clave en este tipo
de productos y normalmente van acompanadas de
algin polisacdrido. Las interacciones que se esta-
blecen entre proteina y polisacirido pueden jugar
un papel importante en la estructura y estabilidad
de muchos alimentos procesados', lo que hace que
la caracterizacién de sus mezclas sea importan-
te'®. Las propiedades funcionales de las proteinas
alimentarias, asi como la actividad interfacial, la
solubilidad o las propiedades emulsionantes y es-
pumantes que poseen, se ven afectadas por estas
interacciones, determinando finalmente la relacién
entre la estructura y las propiedades de los sistemas
alimentarios. En este sentido, el control o la mani-
pulacién de las interacciones proteina-polisacérido
es muy importante para el desarrollo de nuevos
alimentos procesados'’. Estudios previos centrados
en las posibles interacciones entre las proteinas de
leche y la inulina'” sugieren, después de cierto tra-
tamiento térmico, la formacién de complejos entre
B-lactoglobulina e inulina. Estos complejos se han
explicado en base a interacciones hidréfobicas o in-
teracciones covalentes de tipo Maillard.

Muchos sistemas alimentarios se encuentran en
estado fluido durante su produccién y procesado, lo
que hace que la caracterizacion y el estudio de pa-
rametros reoldgicos como la viscosidad, el esfuerzo
de cizalla o la velocidad de deformacién sean ne-
cesarios para evaluar su potencial uso como espe-
santes de ciertos ingredientes'®'. Las propiedades
reoldgicas son muy importantes para el desarrollo
de nuevos productos, la estimacién de su vida util,
la evaluacién sensorial y/o la evaluacién de su es-
tabilidad?’, pudiendo verse afectadas por diversos
factores (e.g. temperatura, concentracién de la fase
continua, pH)*

El uso de la inulina como ingrediente en la formu-
lacién de alimentos funcionales estd aumentando
debido al interés que despiertan sus propiedades
prebidticas y sus amplias propiedades funcionales
(espesante, agente gelificante, azicares y sustitu-
to de la grasa,...). Asi, su uso en emulsiones lige-
ras, como batidos o smoothies, resultaria de inte-
rés dentro del campo de los alimentos funcionales.
Ademads, no existen muchos estudios previos en la
bibliografia sobre la caracterizacién interfacial de
sistemas mixtos proteina- inulina. Por todas estas
razones, el objetivo principal del presente trabajo es
la caracterizacion interfacial, reolégica y microes-
tructural de emulsiones ligeras de aceite en agua
(Oil in Water, O/W) estabilizadas por una proteina
ldctea tipica (B-lactoglobulina 0,5 % (p/p)) y diferen-
tes contenidos de inulina (0-10 % (p/p))”. Para ello,
se han establecido una serie de objetivos especifi-
cos que incluyen la caracterizacién de disoluciones
de los ingredientes sin mezclar (sistemas puros), de
disoluciones de sus mezclas (fases continuas), y de
las emulsiones correspondientes. De estas Ultimas,
se estudia su estabilidad fisica, debido a la clara im-
portancia de cara a su vida comercial.
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Materiales

Tanto la B-lactoglobulina (> 90 % (p/p)) como la
inulina, procedente de la achicoria, se han utilizado
en forma de polvo liofilizado de la compaiifa Sigma-
Aldrich (Estados Unidos). El aceite de girasol em-
pleado fue adquirido en un comercio local, siendo
todos los ingredientes de uso alimentario.

Las disoluciones de proteina y de polisacarido se
han preparado por separado dispersando la can-
tidad adecuada en agua desionizada con agitacién
continua hasta su completa solubilizacién. La can-
tidad de b-lactoglobulina se ha mantenido siempre
constante, mientras que la de inulina ha sido ajusta-
da convenientemente para obtener una concentra-
cién del polisacarido en la disolucién final igual a
2,5; 5; 7,5 and 10 % (p/p). Las disoluciones a utilizar
como fase continua de las emulsiones a estudiar se
obtuvieron mezclando las disoluciones de inulina
con la de P-lactoglobulina siempre en proporcién
1:1, resultando una concentracién final de proteina
del 0,5 % (p/p). También se han caracterizado los
llamados sistemas puros (polimeros aislados), mez-
clando cada uno de ellos con agua en proporcién 1:1.
En todos los casos se ha afiadido azida sédica como
agente antimicrobiano (0,02 % (p/p)).

Las emulsiones O/W se han preparado anadiendo
lentamente aceite en la disolucién acuosa y homo-
geneizando al mismo tiempo con un sistema rétor-
estator Ultra-Turrax T25 Basic (Alemania) con una
velocidad del rotor de 3500 rpm durante 3 min. Las
diferentes pre-emulsiones obtenidas se han pasado
posteriormente por un homogenizador de valvu-
la de alta presién EmulsiFlex-2000-C5 (Alemania)
a 70 MPa. Las emulsiones finales han mantenido
una proporcién fase oleosa/fase continua fija igual
a 5/95.

2.2. Métodos

2.2.1. Potencial Zeta

Las medidas de potencial zeta se han realizado en
un equipo de dispersion dindmica de luz laser (Ze-
tasizer Nano-Zs, Malvern Instruments, Reino Uni-
do), mediante la evaluacién de la movilidad electro-
forética de las particulas. Las muestras se diluyeron
previamente 1:100 en agua desionizada. El potencial
zeta se ha determinado a 25 °C, mostrando el pro-
medio y la desviacién estdndar de las mediciones
realizadas por duplicado, con diez lecturas por cada
muestra.

2.2.2. Propiedades reoldgicas

Los ensayos de reologia de cizalla se efectuaron
tanto sobre la fase continua como sobre las emulsio-
nes utilizando para ello un reémetro AR 2000 (TA
Instruments, Estados Unidos). Se ha utilizado una
geometria de aluminio placa-placa en paralelo con
baja inercia con un didmetro de 60 mm y un espacio
entre placas de 1 mm para todos los ensayos.
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En los ensayos de flujo, la velocidad de cizalla se
ha incrementado escalonadamente en el intervalo
comprendido entre 0,1 y 100 s, hasta obtener el es-
tado estacionario a cada velocidad.

2.2.3. Presion y propiedades dilatacionales interfa-
ciales

Las mediciones de la presién interfacial dindmi-
ca y las propiedades dilatacionales de superficie se
han llevado a cabo utilizando un tensiémetro de
gota pendiente (Tracker, IT Concept, Francia), tal
y como se ha descrito previamente?*). El médulo
dilatacional interfacial (E) ha sido obtenido a través
de una serie de compresiones y expansiones suce-
sivas y de manera sinusoidal de la gota correspon-
diente. Para ello, ha tenido lugar una disminuciény
un aumento del volumen de la gota a una amplitud
de deformacion (AA/A) del 10 % y a una frecuen-
cia angular (w) constante de 100 mHz. Las medidas
dilatacionales superficiales se han llevado a cabo
mediante cinco ciclos de oscilacién sinusoidal, se-
guidos por un tiempo de reposo de 50 ciclos durante
el tiempo necesario para una completa adsorcion de
la proteina. Se ha monitorizado la respuesta de la
presién interfacial (7, mN-m™) a lo largo de los di-
ferentes ensayos como la diferencia entre la presién
interfacial de la disolucién acuosa sin proteina (o)
y la presion interfacial en presencia de proteina (o).

Los ensayos se han realizado a 20 °C por duplica-
do, con una reproducibilidad superior al 5 %.

2.2.4. Distribucion de tamarvio de gota (DTG)

El didmetro medio de gota de las emulsiones se
ha medido utilizando un instrumento de difraccién
de laser (Mastersizer 2000, Malvern Instruments,
Reino Unido). Para ello, se han tomado alicuotas de
las emulsiones (0,5 ml) y se han diluido en una di-
solucién de dodecilsulfato sédico (Sodium Dodecyl
Sulphate (SDS)) al 0,2 % (p/p) para facilitar asi la
rotura de posibles fléculos24.

Los valores del didmetro superficial, d,,, que es
inversamente proporcional a la superficie especifica
de las gotas, se ha obtenido mediante la siguiente
expresion.

En;d}

d3; = T (1)

donde ni es el numero de gotas con un didmetro
igual a di.

El didmetro volumétrico, d,,, se ha obtenido utili-
zado la siguiente expresion:

_ Ind}
3 = T 2)

Todas las medidas de DTG se han llevado a cabo
en las muestras desde el momento en que se prepa-
raron (dfa 0) hasta 15 dias después.



2.2.5. Medidas de retrodispersion

La estabilidad de las emulsiones se ha determinado
mediante un analizador 6ptico de barrido vertical
Turbiscan MA 2000 (Formulaction, France), en el
que se ha medido la retrodispersién de un haz de
luz cercano al infrarrojo (A=850 nm) a través de las
emulsiones de estudio en funcién de la altura de la
celda®. Para ello, las emulsiones se han introducido
en celdas con forma de cilindros de vidrio que se
han almacenado a 5 °C. La retrodispersion de la luz
se ha medido a temperatura ambiente en funcién
del tiempo. Los resultados se han presentado como
un perfil de retrodispersién (ARD/100 %) en funcién
del tiempo.

2.2.6. Andlisis estadistico

Los resultados se han presentado como una media
+ desviacién estdndar. Se ha realizado un andlisis
de varianza con un valor de probabilidad p igual a
0,05. Un valor de p inferior a 0,05 se ha considerado
significativo

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Fase continua
Potencial zeta

Se han preparado diferentes disoluciones con ob-
jeto de poder caracterizar las fases continuas de las
emulsiones O/W a estudiar. El contenido de protei-
na ha sido siempre de 0,5 % para todas las disolucio-
nes, mientras que el contenido de inulina se ha ido
variando (0; 2,5; 5; 7,5; 10 %).

Las interacciones que tienen lugar cuando se mez-
cla una proteina globular con un polisacédrido es al-
tamente dependiente del pH, la fuerza iénica, y la
relacién proteina/polisacdrido utilizada *'*°. Estas
interacciones pueden ser tanto segregativas como
asociativas dependiendo de la compatibilidad que
exista entre los polimeros %25,

potencial zeta (mV)

.20:
2]
—— sin p-lactoglubulina

"""" con B-lactoglubulina (0,5% (p/p))

-26 T T T T T T T T T T T
-1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M

24

Concentracion de inulina (% (p/p))

Figura 1. Potencial zeta frente al contenido en inulina
para disoluciones acuosas con y sin -lactoglobulina
(0,5 %) y diferentes concentraciones de inulina
(0; 2,5; 5; 7,5 y 10 %).

La Figura 1 muestra la evolucién del potencial zeta
frente al contenido en inulina para los diferentes
sistemas utilizados como fase continua, asi como
para los sistemas puros (B-lactoglobulina o inulina
sin mezclar). Se puede observar como todos los sis-
temas puros, muestran una carga negativa a pH 7,
lo que puede conducir a una eventual ausencia de
interacciones electrostdticas entre los polimeros en
los sistemas mezclados (B-lactoglobulina + inulina).
Ademads, hay que tener en cuenta que el pH utiliza-
do es superior al punto isoeléctrico de la proteina,
que se encuentra alrededor de 529. Por otra parte, la
inulina es un polisacdrido no i6nico®, con lo que el
valor negativo relativamente bajo encontrado para
los sistemas puros de inulina a las diferentes con-
centraciones podria ser atribuido a la presencia de
grupos hidroxilos presentes en su estructura, lo que
podria resultar en la generacién de cargas parciales.

No se han encontrado cambios importantes para
el potencial zeta en las mezclas cuando se compa-
ran con los sistemas puros de inulina, lo que podria
reforzar la idea de que no hay interacciones im-
portantes entre la b-lactoglobulina y la inulina. Ya
otros autores han utilizado el potencial zeta como
pardmetro que permitiria evaluar las posibles inte-
racciones existentes entre la f-lactoglobulina y dife-
rentes polisacdridos, como pectinas, carragenanos,
o hidroxipropilmetil celulosa (HPMC) 333

Por todo esto, no son esperables interacciones
electrostéticas importantes en las mezclas, pudién-
dose encontrar dominios diferentes ricos en cada
polimero a lo largo de la fase continua, debido a un
efecto de incompatibilidad termodindmica. Se han
encontrado resultados similares a pH 7 para mez-
clas B-lactoglobulina-HPMC 3.

Propiedades reoldgicas

La Figura 2 muestra las curvas de flujo desde 0,01
a 100 s tanto para los sistemas puros (Figura 2A)
como para las mezclas usadas finalmente como fa-
ses continuas (Figura 2B). En el caso de los sistemas
puros con P-lactoglobulina al 0,5 % o inulina al 2,5
% y la fase continua con B-lactoglobulina al 0,5 %
a la menor concentracién de inulina (2,5 %), el in-
tervalo de estudio se ha reducido debido a la baja
consistencia que presentan, que dificulta su medida
experimental.

Tanto los sistemas puros como las fases continuas
estudiadas muestran un aumento en la viscosidad
conforme el contenido en inulina aumenta. Aunque
en los sistemas puros no parece haber gran influen-
cia en la viscosidad cuando se aumenta la concen-
tracién de inulina de 7,5 a 10 %, este aumento si es
progresivo en el caso de las fases continuas. Cuando
se anade un polisacdrido a una disolucién, se obser-
va frecuentemente un efecto espesante del mismo,
lo que ocasiona mayores viscosidades conforme el
contenido en polisacdrido es mayor. El efecto espe-
sante de la inulina podria estar relacionado con di-
ferentes factores, como el aumento en el contenido
total de sélidos o la existencia de interacciones en-
tre los polisacaridos®**~%*. En la industria alimentaria
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Figura 2. Curvas de flujo para: A) disoluciones acuosas de sistemas puros sin mezclar: 3-lactoglobulina (0,5 %), inulina
(2,5; 5 7,5y 10 %); B) disoluciones acuosas de mezclas (fases continuas): f-lactoglobulina (0,5 %)
+ inulina (2,5 5; 7,5 y 10 %).

se utilizan cominmente como agentes espesantes,
gelificantes o estructuradores de disoluciones acuo-
sas, diferentes polisacdridos (e.g. goma xantana), de
manera que retrasen o inhiban procesos de desesta-
bilizacién como el cremado a través de la modifica-
cién de la reologia de la fase continua®-*

La mayor parte de los sistemas presentan un com-
portamiento pseudoplastico, mostrando un descen-
so en la viscosidad conforme aumenta la velocidad
de cizalla. Tan sélo los sistemas puros sin inulina o
con un contenido en ésta igual al 2,5 % presentan
un comportamiento newtoniano, con viscosidades
independientes de la velocidad de cizalla en torno a
1,5 £0,2y2,2 £ 0,2 mPas, respectivamente.

3.2. Interfase

Presion interfacial dindmica

25

1 p-lactoglobulina 0,5 % (p/p)
inulina 0 % (p/p)
inulina 2,5 % (p/p)
——inulina 5 % (p/p)
inulina 7,5 % (p/p)
inulina 10 % (p/p)

S+——TF— 7T T T T T T T T 7T
20 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
tiempo (min)

Figura 3. Evolucion de la presion interfacial (1) con el
tiempo de adsorcion para el sistema puro
B-lactoglobulina (0,5 %) y los sistemas mezclados
B-lactoglobulina (0,5 %)-inulina, a diferentes concen-
traciones de inulina (2,5; 5; 7,5 y 10 %) en la interfase
O/W.
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En la Figura 3, se muestra la evolucién de la presién
interfacial (p) con el tiempo de adsorcién para el
sistema puro B-lactoglobulina (0,5 %) y los sistemas
mezclados B-lactoglobulina (0,5 %)-inulina, a dife-
rentes concentraciones de esta dltima (2,5 %, 5 %,
7,5 % y 10 %), en la interfase O/W a 20 °C. Debido a
la carencia de actividad superficial de la inulina, en
esta figura no aparecen datos de los sistemas puros
de inulina.

Se puede observar claramente que, aunque la inu-
lina no presente actividad superficial, si tiene un
efecto positivo sobre el comportamiento de adsor-
cién de la B-lactoglobulina. Asi, se puede apreciar
que para las menores concentraciones de inulina
estudiadas (2,5 % y 5 %), la actividad de la proteina
aumenta significativamente (mayores valores de p),
mientras que al aumentar la concentracién de inuli-
na (7,5 % y 10 %), dicho efecto se reduce.

Con el fin de poder cuantificar los efectos obser-
vados debido a la presencia del polisacirido sobre
la cinética de adsorcién de la proteina en los siste-
mas estudiados, se ha procedido a ajustar los datos
correspondientes a la etapa de difusiéon mostrados
en la Figura 3 a la ecuaciéon modificada de Ward y
Tordai 3*

= 2CoKT (ﬂ)l/z 3)

3.14

Donde C, es la concentracién de la proteina en la
subfase, K es la constante de Boltzmann, T es la
temperatura absoluta, t es el tiempo de adsorcion,
y D es el coeficiente de difusién. Cuando esta etapa
de difusidn es la etapa controlante de la cinética del
proceso de adsorcidn, la velocidad de difusion, K,
se puede estimar como la pendiente de la represen-
tacion de m frente t'? en su regién lineal #*4-

Por otra parte, los datos correspondientes a las eta-
pas de penetracién y reordenamiento se ajustaron a



la siguiente ecuacién semiempirica de primer orden
42,

In (Z200) = -t

T180~To 4)
Donde p,,, P, Y P, son las tensiones interfaciales a
180 min de adsorcién, a tiempo cero, y a cualquier
tiempo dado, respectivamente; y k, es la constan-
te de velocidad de primer orden. Normalmente, en
la representacion de la ecuacién anterior aparecen
mads de una regién lineal, correspondientes a las di-
ferentes etapas de penetracién (k,) y reordenacién
(kp).

Sélo para el sistema puro con B-lactoglobulina (0,5
%) se puede decir que la adsorcién de proteina ha-
cia la interfase O/W estd controlada por el meca-
nismo de difusion, ya que fue el Gnico sistema que
fue posible ajustar a la ecuacion de Ward y Tordai.
Para el resto de los sistemas la etapa de difusion es
demasiado rdpida para poder ser detectada median-
te la técnica experimental empleada. Sin embargo,
observando los valores de presion interfacial en los
instantes iniciales (p ), se puede comprobar como la
presencia de inulina acelera la velocidad de adsor-
cién de proteina hacia la interfase en los momen-
tos iniciales, a pesar del aumento de la viscosidad
en la fase acuosa detectado en presencia de inulina.
En cualquier caso, los valores de p, en presencia de
inulina siempre superan al correspondiente al siste-
ma de la proteina sin polisacdrido. Un efecto similar
ha sido descrito en la bibliografia en sistemas mez-
clados de proteina con polisacéridos sin actividad
superficial, como caseinato sédico con goma xan-
tana*, mezclas de B-lactoglobulina con goma xan-
tana* y proteina del suero de leche con alginato sé-
dico*. En todos los casos, se ha comprobado que la
magnitud de las interacciones proteina-polisacérido
depende de la proporcidn entre ambos, observando-
se que la presencia de goma xantana causa un incre-
mento de la hidrofobicidad superficial.

De esta forma, el aumento de la velocidad de difu-
sién observado en presencia de inulina podria estar
relacionado con el fendmeno de incompatibilidad
termodindmica, anteriormente comentado. Asi, el
hecho de que la proteina y el polisacérido tiendan a
estar presentes en dominios donde ambos se exclu-
yen mutuamente podria conducir a que la proteina
presente una mayor tendencia adsorberse. Este he-
cho queda reflejado no sélo en los valores de presién
superficial inicial (p,), sino también en la presién en
el “equilibrio” (p, ): es importante destacar que los
mayores efectos, tanto sobre p, y p,,, se observan
a las menores concentraciones de inulina estudiada
(2,5 % y 5 %). Asi, mientras el sistema sin inulina
tiene un valor de p de 5,6 +1,5 mN'm, éste aumenta
en presencia de inulina hasta 14,1 +1,2 mN-m cuan-
do el contenido en polisacérido es 5 %. De la misma
forma, en el caso de p ,, se pasa de un valor igual a
20,2 + 0,5 mNm en ausencia de inulina hasta 22,4
+0,5 mN'm. Al seguir aumentando la cantidad de
inulina, dicho efecto se reduce parcialmente, alcan-
zando p, y p,,, Valores de 10,0 + 1,2 mN-m y 20,3

+ 0,6 mN-m, respectivamente, para una concentra-
cién de inulina del 10 %. Estos resultados, podrian
explicarse teniendo presente la existencia de dos
efectos que son contrapuestos: por un lado, la pre-
sencia de inulina aumenta la viscosidad de la fase
continua, lo que dificulta la velocidad de adsorcién
de la proteina hacia la interfase; por otro lado, la
presencia de inulina aumenta el efecto de incom-
patibilidad termodindmica, lo que induce a que la
proteina tienda a adsorberse mds rdpidamente. Por
los resultados obtenidos, parece ser que existe una
concentracién de inulina éptima (B-lactoglobulina
(0,5%)-inulina (5%)), ya que a mayores concentracio-
nes, probablemente debido al aumento de la viscosi-
dad, la tendencia a adsorberse la proteina comienza
a ser menor que en los otros sistemas estudiados.

Tras la etapa de difusion, se estudian las etapas de
penetracion y reordenamiento interfacial. De forma
general, no se observan grandes cambios en los va-
lores de k, en los diferentes sistemas, estando todos
los valores en torno a 2,7 + 0,2 -10%

Propiedades reolégicas

Resulta interesante llevar a cabo una caracteriza-
cién reolédgica de las interfases aceite-agua ya que se
puede relacionar con la estabilidad de las emulsio-
nes correspondientes, proporcionando una idea de
la naturaleza de las interacciones intermoleculares
presentes en la interfase .
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Figura 4. Evolucion del médulo eldstico dilatacional a
los 180 min (E ) para los sistemas mezclados
B-lactoglobulina (0,5 %)-inulina, a diferentes concen-
traciones de inulina (0; 2,5; 5; 7,5 y 10 %)
en la interfase O/W.

Asi, la Figura 4 muestra los valores del médulo di-
latacional en la interfase, E, en funcién de la con-
centracién de inulina (2,5; 5; 7,5; 10 %), a un tiempo
de adsorcién de 180 min a 20 °C. El aumento de la
cantidad de inulina resulta en un descenso progre-
sivo de E, lo que indica una disminucién del caréac-
ter eldstico de la interfase. Esto podria relacionarse
con los datos cinéticos discutidos anteriormente, ya
que el aumento en la velocidad de adsorcién hacia
la interfase que tiene lugar en presencia de inulina
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conduce a una mayor acumulacién de proteina en
la misma en un periodo de tiempo relativamente
corto. Esta aceleracién podria interferir con la for-
macién de una pelicula coherente en la interfase,
dando lugar a una disminucién en las interacciones
entre las moléculas de proteina. De hecho, ya otros
autores han informado que altas concentraciones
de proteina conducen a mayores velocidades de ad-
sorcién y menores mddulos eldsticos. Procesos de
adsorcién mas lentos facilitan un mayor grado de
interaccién entras las moléculas adsorbidas, puesto
que llegan a disponer de mas espacio en la interfase
sobre el que desplegarse y formar finalmente una
pelicula que, a través de interacciones proteina-pro-
teina podria llegar a originar incluso una gelifica-
cién interfacial *. Ademds, todos los valores de tan
0 encontrados son bastante inferiores a 1 (en torno
a 0,15 + 0,1). Este pardmetro informa sobre la vis-
coelasticidad de la pelicula, estando relacionado con
el empaquetamiento y con el grado de interaccién
de las moléculas que conforman la pelicula inter-
facial. Por tanto, los sistemas estudiados presentan
un comportamiento predominantemente eldstico,
por lo que se podria pensar en la formacién de una
pelicula interfacial de proteina tipo “gel”™

3.3. Emulsiones
Distribucion de tamafio de gotas y potencial
zeta

La Figura 5 muestra la evolucién del didmetro vo-
lumétrico, d,,, (Figura 5A) y del potencial zeta (Fi-
gura 5B) con la cantidad de inulina para emulsiones
O/W estabilizadas con B-lactoglobulina (0,5 %). Se
ha elegido el didmetro d,, porque se ha asociado
tradicionalmente con modificaciones del tamafo de
particula debidas a procesos de desestabilizacion,
tales como coalescencia o floculacién *. En la Figu-
ra 5A se muestra ademds la evolucién con el tiempo
de almacenamiento hasta 15 dias después de su pre-
paracién, observindose que todas las emulsiones
muestran una gran estabilidad frente a la coalescen-
cia. Asf, los valores de d , permanecen bastante esta-
bles a lo largo del tiempo, lo que podria relacionarse
con los resultados interfaciales comentados ante-
riormente, ya que las peliculas poliméricas adsorbi-
das en la interfase podrian poseer propiedades reo-
légicas adecuadas para estabilizar las dispersiones
coloidales ***. Asi, la mayor capacidad emulsionan-
te mostrada por la emulsién que contiene 2,5 % de
inulina se puede relacionar tanto con la mayor velo-
cidad de adsorcién como con el menor descenso del
modulo eldstico con respecto al resto de sistemas
con inulina, comentados anteriormente. Ademas, la
alta estabilidad detectada para las emulsiones que
contienen inulina se puede relacionar con el efec-
to espesante que tiene ésta sobre la fase continua
(Figura 2), que dificultaria el movimiento de la fase
dispersa, favoreciendo la estabilidad de la emulsién.

Otro factor a considerar en relacién a la estabili-
dad de las emulsiones es la repulsion electrostética
existente entre las gotas de aceite. De acuerdo a Ka-
raca el al.*8, la existencia de una carga electrostdtica
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en la superficie de las particulas puede producir una
repulsion entre las mismas lo suficientemente fuerte
como para estabilizar la emulsién. De manera gene-
ral, cargas electrostdticas netas inferiores a 30 mV
conducen a la agregacién de las gotas, desestabili-
zando la emulsién *. Como se observa en la Figura
5B, todas las emulsiones tienen un potencial zeta
superior a 30 mV, lo que confirmaria la participa-
cion de factores electrostaticos, ademéds de espesan-
tes, en el proceso de estabilizacion.
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Figura 5. Evolucion del didmetro volumétrico (d,,) con
el tiempo de almacenamiento (A); y el potencial zeta (B)
con la concentracién de inulina (0; 2,5; 5; 7,5y 10 %).

Retrodispersion

Para analizar la estabilidad de las emulsiones fren-
te al cremado, la Figura 6 muestra los perfiles dife-
renciales de la variacion de la retrodispersién (ARD)
a lo largo del tiempo de almacenamiento. Asi, se ha
estudiado la cinética del cremado para emulsiones
estabilizadas con B-lactoglobulina, 0,5 %, sin y con
10% de inulina.

Se observa como en el sistema en el que no se ha
introducido inulina aparece el fenémeno de crema-
do, debido a las diferencias entre las densidades de
la fase continua y la fase dispersa®. Asi, al inicio del
ensayo, la retrodispersién es bastante constante a
lo largo de toda la altura de la celda que contiene
la muestra. Conforme pasa el tiempo, las gotas de
aceite ascienden debido al efecto de la gravedad, lo
que hace que descienda la sefial de retrodispersiéon
en la parte baja de la celda. De manera inversa, un
aumento en la retrodispersion es detectado en la
parte superior debido a un aumento en la concen-
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Figura 6. Evolucion de los perfiles de retrodispersion (DRD%) en funcion de la altura de la celda con el tiempo de
almacenamiento (hasta 15 dias) de la emulsién estabilizada con [5-lactoglobulina (0,5 %) (A); y de la emulsion estabili-
zada con f3-lactoglobulina (0,5 %) e inulina (10 %) (B). Las flechas indican el tiempo de almacenamiento.

tracion de gotas. En la parte intermedia de la celda
no se observa ninguna evolucién con el tiempo de
almacenamiento, lo que indica la ausencia de flocu-
lacién o coalescencia. Estos resultados concuerdan
con los mostrados para el didmetro volumétrico (Fi-
gura 5A).

En el caso de la emulsién que contiene un 10 % de
inulina, no se observa ningdin cambio con el tiempo
para el perfil de retrodispersion, con lo que no pare-
ce detectarse cremado, floculacién o coalescencia.
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Figura 7. Curvas de flujo para emulsiones estabilizadas
por fB-lactoglobulina (0,5 %) y diferentes concentracio-
nes de inulina (0; 2,5; 5; 7,5 y 10 %) el mismo dia de su
preparacion (dia 0) y tras 15 dias de
almacenamiento (dia 15).

La Figura 7 muestra las curvas de flujo para todas
las emulsiones estudiadas en el momento de prepa-
rarsey 15 dias después. Se observa un aumento de la
viscosidad conforme aumenta el contenido en inuli-
na, como ya ocurria en las fases continuas. Ademds,

todas las muestras, independientemente del conte-
nido de polisacarido, muestran un comportamiento
pseudoplastico, al descender la viscosidad confor-
me aumenta la velocidad de deformacién. Hay que
destacar el hecho de que las curvas de flujo perma-
necen practicamente invariables tras los 15 dias de
almacenamiento, lo que corrobora la ya comentada
estabilidad de las emulsiones estudiadas.

CONCLUSIONES

Emulsiones O/W que contienen f-lactoglobulina
ven modificadas sus propiedades fisico-quimicas en
presencia de inulina. El efecto producido por el po-
lisacarido se ve afectado tanto por las posibles inte-
racciones proteina-polisacdrido como por el efecto
espesante de la inulina en la fase acuosa. La mayor
importancia de un factor sobre el otro depende del
contenido de inulina.

Los ensayos dilatacionales muestran cémo la pre-
sencia de inulina acelera la difusion de la proteina
hacia la interfase, resultando en una disminucién de
su elasticidad. Esto podria ser el resultado de una
ausencia de interacciones electrostaticas entre el
polisacarido y la proteina, tal y como parecen indi-
car las medidas del potencial zeta de las fases conti-
nuas. La aceleracién en la difusién de la proteina en
presencia de inulina parece sugerir una incompati-
bilidad termodindmica entre ambos biopolimeros.

El efecto espesante de la inulina origina un au-
mento en la consistencia de los sistemas conforme
aumenta el contenido en ésta de 0 a 10 %, mostran-
do generalmente un comportamiento pseudoplds-
tico. Ese espesamiento ayuda a inhibir los procesos
de desestabilizacién como la floculacién o la coa-
lescencia, tal y como permite observar la evolucién
de los didmetros de gota o los perfiles de retrodis-
persion con el tiempo. No obstante, si aparece un
proceso de cremado en ausencia de inulina.
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Ademas del efecto espesante, los altos valores en-
contrados para el potencial zeta de las emulsiones
(> 30 mV) sugieren la participacién de procesos de
estabilizacién electrostdticos en la justificacién de la
estabilidad de estos sistemas.

Por tanto, a partir de los resultados obtenidos se
puede concluir que la adsorcion de la proteina se ve
favorecida a bajas concentraciones de inulina (2,5;
5 %), debido a la sugerida incompatibilidad termo-
dindmica. Este efecto parece amortiguarse a mayo-
res contenidos de inulina (7,5; 10 %) que hacen que
predomine el efecto espesante del polisacarido. La
emulsién que contiene un 2,5 % de inulina mues-
tra una presion interfacial en equilibrio ligeramente
mayor que el resto, asf como tamanos de gota mas
parecidos a los del sistema que no tiene inulina.

A raiz de los presentes resultados, cabe subrayar la
importancia de la inclusién de polisacdridos como
la inulina que, ademdas de poseer probadas propie-
dades prebidticas, ejercen un papel estabilizador en
emulsiones alimentarias.
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