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RESUMEN

Estudio reolégico y microestructural de emulsiones
concentradas de aceite de girasol en agua estabilizadas
con proteinas agroalimentarias

Se ha realizado un estudio de la distribucién del tamafio de
gotas y de las propiedades viscoelasticas lineales de emulsio-
nes concentradas de aceite en agua, estabilizadas con dife-
rentes proteinas (cangrejo, gluten y soja). Los sistemas estu-
diados siempre presentan un comportamiento tipico de
emulsiones altamente concentradas con un alto grado de flo-
culacion. Se ha observado que un incremento de la velocidad
de agitacion empleada durante la preparacion o de la concen-
tracién de emulsionante dan lugar a un aumento de los médu-
los viscoelasticos (G’'y G”) y a una disminucién del tamafio de
gotas. Por tanto se produce un reforzamiento del entramado
formado por asociacion de las gotas de fase dispersa y como
consecuencia, un aumento en la estabilidad de las emulsiones.

PALABRAS-CLAVE: Distribucion de tamafio de gotas —
Emulsion — Proteina — Viscoelasticidad lineal.

SUMMARY

Rheological and microstructural study of
concentrated sunflower oil in water emulsions
stabilized by food proteins

Droplet Size Distribution (DSD) and linear viscoelastic
properties of concentrated o/w emulsions stabilized by
different proteins (crayfish, gluten and soybean) have been
studied. A typical behaviour of highly concentrated emulsions
with a high degree of flocculation has been found. An
increase in energy input for the emulsification process or in
emulsifier concentration leads to an increase in both
viscoelastic moduli (G’, G”) as well as to a decrease in
droplet size. Thus, an enhancement of the entanglement
network produced by association of protein molecules that
are surrounding oil droplets or are present in the continuous
phase takes place, leading to a significant improvement of
emulsion stability.

KEY-WORDS: Droplet Size Distribution — Emulsion —
Linear Viscoelasticity — Protein.

1. INTRODUCCION

La industria agroalimentaria suele generar una
gran cantidad de subproductos y residuos para los
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cuales es importante buscar algun tipo de aplica-
cion. Actualmente, una alternativa atractiva para el
sector consiste en el reciclaje y aprovechamiento
del contenido proteico de estos residuos para per-
mitir su valorizacién. Por otro lado, también es posi-
ble extraer fracciones especificas de proteinas que
pueden ser utilizadas como ingredientes funciona-
les en alimentos (Spinelli et al., 1975; Finch, 1977).
Entre este tipo de proteinas se pueden considerar
tanto proteinas de origen animal (cangrejo) como
vegetal (gluten y soja).

La harina de cangrejo que se obtiene como sub-
producto de la industria del cangrejo rojo (Procam-
barus Clarkii) es una interesante fuente de protei-
nas de alta calidad (alrededor del 65%) que
incluyen: proteinas sarcoplasmaticas, que son solu-
bles en agua y se encuentran en una proporcién del
orden del 30% p/p; proteinas miofibrilares, solubles
en disoluciones salinas (60-70 % p/p); y proteinas
insolubles del estroma o tejido conectivo (3- 10%
p/p). Esta harina es ademas rica en aminoacidos
esenciales y lipidos (en torno al 19% p/p), inclu-
yendo &cidos grasos polinsaturados de cadena lar-
ga de la serie w-3 y w-6 (Suzuki 1981).

El gluten de trigo es una mezcla amorfa de poli-
péptidos que pueden clasificarse en dos grupos en
base a su estado de agregacion: gliadinas (3-10°-
10° Da), formado por agregados de interacciones
no covalentes que contribuyen a la consecucion de
propiedades tales como viscosidad y capacidad ex-
tensional; y gluteninas (10°-10° Da) (Honesey y Ro-
gers, 1990; Carceller y Aussenac, 2002; Arfvidsson
et al., 2004), estabilizadas por enlaces disulfuro en-
tre cadenas peptidicas, y que tienden a contribuir a
la elasticidad y propiedades extensionales del glu-
ten (Kalichevsky et al. 1992).

Las proteinas de soja contienen principalmente
globulinas 7Sy 11S, representando el 70 % del to-
tal del contenido de proteina de soja. La globulina
7S es un trimero (1,5-10°-2.10° Da), en tanto que la
11S esta compuesta por seis subunidades (3-10°-
4.10° Da) (Fukushima, 1991; Morales y Kokini
1997).

El objetivo fundamental del presente estudio es
evaluar la capacidad potencial de la utilizacion de
proteinas procedentes de subproductos de la in-
dustria agroalimentaria (harina de cangrejo, gluten
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y soja) como agente emulsionante en la obtencion
de emulsiones concentradas aceite/agua que pre-
senten una buena estabilidad. Para ello se analizan
las propiedades reoldgicas (mediante viscoelastici-
dad lineal en cizalla oscilatoria) y parametros mi-
croestructurales (mediante analisis de la distribu-
cion de tamanos de gotas, DTG) asi como la
influencia de variables tales como la velocidad de
agitacion, la concentracion de emulsionante y el
pH.

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Procesado de emulsiones

Se prepararon diferentes emulsiones de aceite
en agua usando un 75 % p/p (® = 0,77) de aceite
de girasol (Koipesol S.A., Espana), proteina (0,25-
5,00 % p/p) y agua. La harina de cangrejo (CF) (con
un 65 % p/p de proteinas) fue preparada en planta
piloto por ALFOCAN S.A. (Isla Mayor, Sevilla, Es-
pafa). El gluten (WG), con un contenido minimo de
proteina de 83 %, fue suministrado por RIBA S.A.
(Glutenflor Supervital, Barcelona, Espafa) y el ais-
lado de proteinas de soja (SPI, con un minimo del
90% de proteinas) procede de Protein Technolo-
gies Internacional (SUPRO 500E, Leper, Bélgica).
Los puntos isoeléctricos de las correspondientes
proteinas de cangrejo, gluten y soja son 3,4; 6,0 y
4,0 respectivamente (Malhotra y Coupland, 2004;
Molina Ortiz et al., 2004; Mejri et al., 2005; Romero
et al., 2007).

Para preparar las emulsiones en primer lugar se
disuelve la cantidad determinada de harina en agua
a temperatura ambiente y posteriormente, tras un
periodo de 5 minutos de agitacion suave se adicio-
na la cantidad necesaria de NaOH o HCI (2M) para
ajustar el pH. Después de esto se vuelve a agitar
durante unos 5 minutos. Las emulsiones se prepa-
raron en un homogenizador Ultra Turrax T-50 de
IKA (Alemania) a diferentes revoluciones por minu-
to (3000-10000) durante un tiempo de 7 minutos.
La agitacidon comienza en la fase continua y el acei-
te se va adicionando a la fase continua durante los
primeros 6 minutos dejando homogeneizar la emul-
sién, sin adicion de aceite, durante el Ultimo minu-
to. Las emulsiones preparadas se almacenaron a
4°C, siendo introducidas en un bafo a 20°C media
hora antes de llevar a cabo las medidas.

2.2. Medidas de distribucion
de tamafo de gotas

Las medidas de DTG se llevaron a cabo en un
analizador MasterSizer X de la firma Malvern Ins-
truments Ltd. (Reino Unido). Antes de realizar la
medida fue preciso realizar una dilucién de la emul-
sion. Para ello se empleé como medio dispersante
una disolucion 0,05M de Tris-HCl a pH 8 con 1% de
dodecil sulfato sédico (SDS). Se utilizaron 11,5 mL
de disolucién por cada 0,5 g de emulsidn. La utili-
zacion de un tensioactivo anidnico como el SDS
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permite el desplazamiento de la proteina de la in-
terfase por el tensioactivo generando repulsiones
electrostaticas que favorecen la defloculacién
(Chen y Dickinson, 1998; Puppo et al., 2005). Esta
dispersion se ahade a la unidad de preparacion de
muestra del equipo MasterSizer X, que contiene
aproximadamente 750 mL de agua destilada y ope-
ra siempre a temperatura ambiente. Los valores del
diametro volumétrico, d, ;, se obtuvieron a partir de
la expresion es la siguiente:

SIng m
3 3n d®
donde n; es el numero de gotas con un diametro
d.

2.3. Medidas reoldgicas

Las medidas reoldgicas se llevaron a cabo den-
tro del intervalo viscoelastico lineal, utilizando un
redmetro de deformacion controlada (ARES) de la
firma TA Instruments con una geometria placa-pla-
ca (25 mm.) para las emulsiones de harina de can-
grejo y un reémetro de esfuerzo controlado (RS-
150) de Haake (Alemania) con una geometria
placa-placa (35 mm) para las emulsiones estabili-
zadas con gluten y soja. Para asegurar que se tra-
baja en intervalo viscoelastico lineal se han realiza-
do, previamente a los barridos de frecuencia o
rampas de temperatura, barridos de deformacion a
1 Hz. A continuacion, se llevaron a cabo barridos de
frecuencia a una deformacion inferior a la deforma-
cion critica calculada mediante los barridos de de-
formacioén. Todos los sistemas sensores utilizados
fueron de superficie rugosa, para evitar problemas
de deslizamiento, con una distancia entre placas de
1 mm. Los ensayos reoldgicos fueron realizados a
20°C, empleando siempre la misma historia termo-
reoldgica. Se efectuaron al menos dos replicados
de cada ensayo.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Velocidad de agitacion

En las figuras 1 y 2 se muestran las distribucio-
nes de tamano de gotas y las propiedades viscoe-
lasticas lineales, respectivamente, procesadas a di-
ferentes velocidades de rotacion del elemento rotor
del equipo homogenizador, para las emulsiones
preparadas con las tres proteinas (CF, WG, SPI).

En la figura 1, se observa que un aumento en el
numero de revoluciones, y por consiguiente de la
energia suministrada al sistema, provoca un des-
plazamiento de las curvas de distribucién hacia va-
lores mas pequefos de tamanos de gota, indepen-
dientemente del emulsionante empleado. Se trata
de una evolucion tipica en la que el aumento de
energia suministrada al sistema se traduce en un
desplazamiento del equilibrio entre fuerzas de ciza-
lla e interfaciales (presion de Laplace) hacia una
mayor rotura de las gotas de la emulsién (Sanchez

63



C. BENGOECHEA, A. ROMERO, F. CORDOBES Y A. GUERRERO

() Cangrejo 3.3%(p/p) pH 11.5
L]
s T = 3000r.pm
(AN -p:m.
4 -A.\\- —e— 6000 r.p.m.
8 ///-/ \ 0\ —4— 10000 r.p.m.
° A

% (VIV)
~
T
\
-\\o
A
-
—a—

0r S-S0 888880008
1 1 1

1 10 100

Tamano (um)

Gluten 1.0 %(p/p) pH=2
[ (D) :
ul 3000 r.p.m. \
—e— 6000 r.p.m. s "
121 |[~4—10000 r.p.m. A-‘% L
10 A/ \
on

% (VIV)
<]
—
e
T

6 / om
A
AA / \'

i A /o/. \A .\

A o0\l o \m
o R
0 --—‘-..-rai-": Aaaad

L . .

01 1 10 100

Tamano (um)

20

18| [—=— 3000 r.p.m.
16l [~ 6000r.p.m. /

—4— 10000 r.p.m. Aad [t
14} / X \
Il
12}
d /.
A /
of [y
.
41+ A / / / Y
2F }r“'\?.‘ o/. /. \, \ !
0 [
L
0,1 1 10 100
Tamano (um)

22 [(c) Soja 1.0 %(p/p) pH=2 ./-\

% (VIV)
=)

Figura 1
Curvas de distribuciones de tamafo de gotas
para emulsiones preparadas con a) CF (3,3 % (p/p)
y pH 11.5), b) WG (1 % (p/p) y pH 2) y c) SPI
(1 % (p/p) y pH 2), procesadas a tres velocidades
de agitacion diferentes: 4.000, 6.000 y 10.000 rpm.

et al., 1998). Esta mayor rotura de gotas supone un
incremento de la superficie interfacial especifica.
Los espectros mecanicos que se muestran en la
figura 2 son caracteristicos de emulsiones altamen-
te concentradas con una zona plateau bien des-
arrollada. La aparicion de esta amplia zona “plate-
au” evidencia el desarrollo de una estructuracion
que favorece la estabilidad de la emulsién (Dickin-
son et al., 1989; Franco et al., 1995). Esta zona pla-
teau se caracteriza por una influencia moderada de
la frecuencia sobre el médulo de almacenamiento
(G’), que presenta una variacion potencial, y por un
valor minimo del médulo de pérdidas (G”). La tan-
gente de pérdidas, definida como el cociente entre
ambos mddulos (tg & = G”/G’), también presenta
un minimo que permite estimar un parametro ca-
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Figura 2

Valores de los médulos de almacenamiento
y pérdidas en funcién de la frecuencia para emulsiones
preparadas con a) CF (3,3 % (p/p) y pH 11.5),
b) WG (1 % (p/p) y pH 2) y ¢) SPI (1 % (p/p)
y pH 2), procesadas a tres velocidades
de agitacion diferentes: 4.000, 6.000 y 10.000 rpm.

racteristico de la zona plateau, el médulo plateau
(Gy), a partir del valor de G’ para el que tg & es mi-
nima (Wu, 1989). Un aumento de la velocidad de
agitacion produce un aumento de G’y G” indepen-
dientemente de la frecuencia considerada. Sin em-
bargo, dicho aumento no parece afectar a la forma
de los espectros mecanicos, siendo aparentemen-
te similares para todos.

La figura 3 muestra claramente la misma evolu-
cion para las emulsiones estabilizadas con distintas
proteinas. De esta forma se observa como un in-
cremento en la energia suministrada al sistema
produce un desplazamiento hacia menores tama-
nos de gotas, lo cual provoca un incremento en las
interacciones entre gotas (Rahalkar 1992) y un au-
mento del mddulo plateau a causa del reforzamien-

GRASAS Y ACEITES, 59 (1), ENERO-MARZO, 62-68, 2008, IssN: 0017-3495



ESTUDIO REOLOGICO Y MICROESTRUCTURAL DE EMULSIONES CONCENTRADAS DE ACEITE DE GIRASOL...

18l (@ . —u— CF 3.3% (plp) pH=115
—e— WG 1.0 % (p/p) pH= 2.0
16+ —a— SPI 1.0 % (p/p) pH= 2.0

d, , (um)

—
T

n Wi

L L 1 L L ! L I

3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000
N (r.p.m.)

5000 | (b) .

4500 -
4000
3500

30007 “u— CF 3.3% (plp) pH=11.5
2500 | —e— WG 1.0 % (p/p) pH= 2.0
—4— SPI 1.0 % (p/p) pH= 2.0
2000 / /
1500 |- " /‘
1000 i
T /.
500 |- g R

. I ¢ : ° ) )

3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000
N (r.p.m.)

G, (Pa)

Figura 3
Evolucion de los valores de parametros caracteristicos
de la distribucion de tamafos de gota

y de las propiedades viscoelasticas lineales

con la velocidad de agitacion para emulsiones
preparadas con CF (3,3 % (p/p) y pH 11.5),

WG (1 % (p/p) y pH 2) y SPI (1 % (p/p) y pH 2):

a) Diametro medio volumétrico; b) Médulo plateau.

to del entramado tridimensional (Franco et al,
1995; Bengoechea et al., 2006). Como puede ob-
servarse en las figuras 1, 2 'y 3, las emulsiones que
muestran tamafios menores y propiedades reoldgi-
cas mas elevadas, en las condiciones especificas
de preparacion de cada emulsion, son las que em-
plean harina de cangrejo como emulsionante (te-
niendo en cuenta que en todos los casos la con-
centracion de proteinas de las emulsiones
concentradas con harina de cangrejo son superio-
res al resto de emulsiones, 3,3 % (p/p) para las
emulsiones de cangrejo frente al 1 % (p/p) para las
emulsiones estabilizadas con gluten y soja). La pro-
teina de soja conduce a mayores diametros que el
gluten pero a la vez produce emulsiones con ma-
yores propiedades viscoelasticas.

3.2. Concentracion de proteina

La figura 4 muestra respectivamente las distri-
buciones de tamano de gotas y las propiedades
viscoelasticas, para las emulsiones estabilizadas
con las tres proteinas (CF pH 11,5, WG pH 2 y SPI
pH 2), procesadas a 6000 rpm y preparadas a una
concentracion igual al 3% (p/p). En primer lugar
hay que destacar que fue posible preparar emul-
siones de 75 % (p/p) de aceite en agua, en las con-
diciones experimentales establecidas, usando pe-
quenas cantidades de proteinas (0,16 % (p/p),
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Figura 4

Curvas de distribucion de tamanos de gota
y valores de los modulos de almacenamiento
y pérdidas en funcién de la frecuencia para emulsiones
procesadas a 6.000 rpm a un 3% (p/p)
de proteinas para emulsiones preparadas
con distintos emulsionantes (CF (pH 11,5),
WG (pH 2) y SPI (pH 2).

0,25 % (p/p) y 0,125 % (p/p) de CF, WG y SPI, res-
pectivamente).

Como puede observarse en la figura 5 hay una
clara evolucion hacia una disminucion del tamafo
de gota y un aumento acusado de los valores del
G\’ (como sucede con G’y G”) a medida que au-
menta la concentracién de emulsionante presente.
También se ha obtenido una extensién de la zona
plateau del espectro mecanico en la que el minimo
de G” se suaviza progresivamente con la concen-
tracion. Ademas, a elevada concentracion, esta
evolucion puede llegar a provocar la transformacion
de emulsiones bimodales a monomodales como
sucede con las emulsiones estabilizadas con CF y
WG. Ambos efectos pueden relacionarse con el re-
forzamiento del entramado estructural de la emul-
sion.

Como se observa en la figura 5, tanto la evolu-
cién del diametro d, ; como la de G,° es similar pa-
ra los tres tipos de emulsiones. Se produce un des-
censo muy marcado del tamafo de gotas hasta
valores de concentracién del 1 % (p/p) aproxima-
damente. En esta region el modulo plateau tan sé-
lo experimenta un leve ascenso. Por encima de es-
ta concentracién de proteina, la evoluciéon del
tamano de gota es mucho mas moderada. Este
cambio de comportamiento puede atribuirse a que
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Figura 5
Evolucién de los valores de parametros caracteristicos
de la distribucion de tamanos de gota y de las propiedades
viscoelasticas lineales con la concentracion de proteina
para los distintos emulsionantes (CF (pH 11,5),
WG (pH 2) y SPI (pH 2) en emulsiones procesadas
a 6.000 rpm: a) Didmetro medio volumétrico;
b) Mddulo plateau.

se supera la concentracion de saturacién de la in-
terfase, alcanzandose una situacién de exceso de
emulsionante. Por tanto, a partir de cierta concen-
tracion de proteina el tamafio de gotas es relativa-
mente independiente de la misma (Tcholokova et
al., 2002). En cambio, como puede deducirse de la
evolucion del G,° representada en la figura 5b, la
consistencia reolégica de las emulsiones aumenta
en mayor grado a medida que aumenta el exceso
de proteina, que se acumularia en la fase continua
(Partal et al., 1997; Petursson et al., 2004).

3.3. pH

En este apartado se estudia la influencia del pH
sobre la preparacion de emulsiones. En la figura 6
y 7 aparecen respectivamente las distribuciones de
tamano de gotas y las propiedades viscoelasticas,
para las emulsiones preparadas a distinto pH, pro-
cesadas a 6000 rpm y estabilizadas con las tres
proteinas (CF 3% (p/p), WG 1% (p/p) y SPI 1%
(p/p). Las proteinas tienden a estabilizar las gotas
mediante la combinacién de repulsiones electrosta-
ticas y estéricas, siendo su eficacia particularmen-
te sensible al pH y a la fuerza idnica (Petursson y
col., 2004). Por ese hecho se puede explicar que a
pH intermedio (pH = 5) suelen presentar los peo-
res registros de distribucion de tamafio de gota. Por
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Curvas de distribucién de tamafos de gota
para emulsiones preparadas a 6.000 rpm
a distintos valores de pH (2, 5, 10) con diferente
emulsionante: a) 3 % (p/p) CF, b) 1% (p/p)
WG y c) 1% (p/p) SPI.

consiguiente, es especialmente importante tener
en consideracion el punto isoeléctrico de la protei-
na (3,4; 6,0 y 4,0 para las proteinas de cangrejo,
gluten y soja respectivamente).

En la figura 8 se puede constatar que a los va-
lores de pH alejados del pl presentan mayores va-
lores de los mddulos viscoelasticos, salvo en el ca-
so de las emulsiones estabilizadas con cangrejo
donde hay una disminucién de solubilidad de las
proteinas a pH cercano a 10, que hace que las pro-
piedades viscoelasticas sean ligeramente menores
de las esperadas.

La evolucion de los parametros asociadas a las
distribuciones de tamano de gotas y a los barridos
de frecuencia, para cada una de las tres proteinas
viene a confirmar lo expuesto anteriormente, y por

GRASAS Y ACEITES, 59 (1), ENERO-MARZO, 62-68, 2008, IssN: 0017-3495



ESTUDIO REOLOGICO Y MICROESTRUCTURAL DE EMULSIONES CONCENTRADAS DE ACEITE DE GIRASOL...

(a) Cangrejo 3,3 % (p/p) 6000 r.p.m.
l"""..:A
lllllllﬂAAA“““
3L
10 QQQQQQQ

= Q

g{i 00090999999 IN

— S

23 AAAAAAAAAAAAAAAA

O 10°F

G © G"pH=2
e G o G"pH=5
A G & G"pH=10
10' L ! !
10? 10" 10° 10’ 10°
o / (rad/s)
10
(b)  Gluten 1,0 % (p/p) 6000 r.p.m.
= G o G"pH=2
e G o G"pH=5
10k A G & G"pH=10

— AAAAAAA:A:::

€ :Iiﬁ..iflllnlll .

O 10°E AAAAAAgA L°
Apaan, 6002 ESDDD
BDDDAU g8

000803856
101 1 1
10? 10" 10° 10’ 10°
o / (rad/s)
10"
(c) Soja 1,0 % (p/p) 6000 r.p.m.
10° b ----------:

_ T R R R R R AR

© O

(233 = G o G"pH=2

= e G o G"pH=5

o A G G" pH=10 o 8

0 10'E 8258 a 58800 828

A
AzAnggiziAAAAAA
101 1 1 1
10° 10" 10° 10’ 10°
o / (rad/s)
Figura 7

Valores de los médulos de almacenamiento
y pérdidas en funcién de la frecuencia
para emulsiones preparadas a 6.000 rpm a distintos
valores de pH (2, 5, 10) con diferente emulsionante:
a) 3 % (p/p) CF, b) 1% (p/p) WG 6 c) 1% (p/p) SPI.

consiguiente, la mayor facilidad para la preparacion
de emulsiones estables a un pH considerablemen-
te alejados del pl.

CONCLUSIONES

Las emulsiones estabilizadas con las tres prote-
inas estudiadas presentan distribuciones de tama-
fio de gotas unimodales o bimodales, dependiendo
de la proteina utilizada y de la concentracion y con
espectros mecanicos con una zona plateau bien
desarrollada, caracteristicos de emulsiones con un
elevado grado de floculacion. Los datos obtenidos
evidencian el desarrollo de una estructuracién que
favorece la estabilidad de las emulsiones.
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Evolucién de los valores de parametros caracteristicos
de la distribucion de tamanos de gota
y de las propiedades viscoelasticas lineales
de emulsiones procesadas a 6.000 rpm en funcién
del pH con distinto emulsionante (3 % CF, 1% WG
6 1% SPI): a) Diametro medio volumétrico;
b) Mddulo plateau.

Un aumento de la energia impuesta al sistema
favorece la generacion de area interfacial, lo que
conduce a una disminucidn en el diametro de gotas
y a un aumento de los médulos de almacenamien-
to y pérdidas.

Un aumento de la concentracion de proteina
produce una evolucion de la emulsion hacia meno-
res tamafos de gota que conduce a un incremento
de interacciones y a un aumento de propiedades
viscoelasticas (G’ y G”). También se produce una
evolucion hacia una distribuciéon unimodal en emul-
siones estabilizadas con proteinas de gluten y can-
grejo.

La influencia del pH sobre las emulsiones estu-
diadas se encuentra dominada por la cercania al
punto isoeléctrico, en el que las interacciones elec-
trostaticas tienden a desaparecer. A valores de pH
alejados del pl, se obtienen por lo general menores
tamanos de gota y mayores propiedades viscoelas-
ticas.
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