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I. OBJETIVOS

Los alimentos proteicos de origen animal son o resultan caros
en términos de requerimientos de tierra y precios de mercado. De-
bido a la necesidad que existe en todo el mundo de aumentar las
proteinas en la dieta, particularmente en los grupos de bajos in-
gresos, se han prodigado numerosos esfuerzos para desarrollar ali-
mentos proteicos de bajo costo. Esto ha conducido a que numerosos
investigadores se hayan dedicado al estudio de las denominadas

protefnas "no convencionales" tales como las provenientes de al-

gas, granos, oleaginosas, levaduras, etc. (Mattil, 1971).

En el desarrollo de proteinas provenientes de esas fuentes el
criterio primordial seguido para su eleccibén ha sido el nutricio-
nal. Si bien esta es una importante caracteristica, no es sufi-
ciente para garantizar la aceptabilidad de un producto alimenti-
cio. En efecto la aceptabilidad de un producto nuevo depende de
sus propiedades sensoriales (sabor, color, aroma y textura) las
cuales a su vez estan determinadas por las propiedades funciona-
les de los ingredientes usados para su elaboracién. Por lo tanto,
las nuevas protefinas a desarrollar deben poseer alta calida nutri-
cional y también adecuadas propiedades funcionales.

Entre las propiedédes funcionales de las proteinas, las propie-

dades de emulsificaci6n tienen especial importancia ya que son mu-
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chas las emulsiones alimenticias en las cuales &stas podrian ser
utilizadas. La mayorfa de las emulsiones alimenticias son del tipo
aceite en agua (el agua es la fase externa, continua o dispersante
y el aceite o grasa la interna o dispersa), sin embargo debido a
diferencias en composicién y a problemas de estabilidad asociados
a este tipo de emulsiones podemos distinguir tres tipos de emul-

siones (Tabla 1).

Tabla 1

Emulsiones alimenticias

-~ Emulsiones c&rnicas: salchichas, salchichones,

mortadelas, paté, etc.

- Emulsiones de baja viscosidad y contenido graso:

aceite en agua leche, bebidas saborizadas

- Emulsiones de alta viscosidad y contenido graso:

mayonesa, aderezo para en-

saladas, cremas, helados

manteca
agua en aceite
margarina

-

En las "emulsiones c&rnicas" la funcién de la proteina es mdl-
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tiple pues ademds de ser el agente emulsificante (que es la miosi-
na), contribuye a la absorcién de agua y grasa, dando 1; consis-
tencia y textura tipica del producto final. Las emulsiones cdrni-
cas no constituyen emulsiones verdaderas, pues la grasa se encuen-
tra en estado s6lido, atrapada por una matriz semiséflida formada
por las proteinas.

Las emulsiones de alta viscosidad y contenido graso, tienen un
contenido graso superior a 65% y un contenido proteico de 2%. En
la mayonesa el agente emulsificante es la proteina del huevo y la
lecitina. Como en el caso de las emulsiones cérnicas, los helados
no son una emulsién verdadera aceite/H20 sino que estan formadas
por 2 sistemas dispersos: una emulsién de aceite en agua y una
dispersi6én de aire en agua (espuma). En las mismas las propieda-
des emulsionantes y espumantes son debidas a la casefna, la albdG-
mina de huevo y las proteinas del suero de la leche.

Las emulsiones de baja viscosidad y bajo contenido graso poseen
un contenido graso que oscila entre 2 a 25% y la concentracién de
proteina varfa entre 2 a 3%. La leche es un ejemplo tfipico de es-
te tipo de emulsifén. Emulsiones alimenticias del tipo agua en acei
te son mucho menos frecuentes (manteca y margarina).

Cada tipo de emulsibén alimenticia requiere protefnas con dife-
rentes propiedades de emulsificacién debido a la diferente compo-
sicifén de las mismas y condiciones a las cuales serd sometida du-

rante el almacenamiento.
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Protefnas de origen diferente varian ampliamente en sus propie-
dades emulsificantes lo que refleja diferencias en composicién,
conformacién, rigidez estructural y carga neta. Debido probable-
mente a la diversidad de caracteristicas de las proteinas, existe
informacién limitada acerca de la relacifén entre la estructura de
las mismas y su aptitud para actuar como agentes emulsificantes
en los alimentos.

Otros factores, ademis de la proteina "per se", afectan las pro-
piedades de emulsificacién de las proteinas: concentracién de pro-
teina, pH, temperatura, método de emulsificacién, sales, azGcares
y lipidos.

El objetivo del presente trabajo fue:

a) Estudiar la capacidad de emulsificacién y la estabilidad de
emulsiones aceite en agua formuladas con protefnas alimenticias
de diferente origen (con énfasis en proteinas de soja) en rela-

ci6n a las propiedades fisico-quimicas de estas (ltimas.

b) Estudiar la cinética de desestabilizacifn de las emulsiones

formuladas con dichas proteinas.

c) Estudiar el efecto de la concentracién de proteina, aceite y
de la temperatura en la cinética de desestabilizacién de emul-

siones formuladas con proteinas de soja.
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d) Estudiar el comportamiento reol6gico de las emulsiones anterio-

res.

Se espera que los resultados sean de utilidad en el aspecto b&a-
sico y aplicado. Estos contribuir&n a un mayor conocimiento de la
relacién entre las propiedades moleculares de las protefnas y su
funcién como agentes emulsificantes. Aportarén informacién respec-
to a los mecanismos involucrados en la desestabilizacifn de emul-
siones alimenticias.

Permitir&n estimar cuantitativamente el efecto de la composi-
cién de la emulsién (concentracién de proteina y aceite) y de la
temperatura en la estabilidad de las mismas.

El conocimiento del comportamiento reolégico de las emulsiones
proporcionard informacifén respecto de la estructura y estabilidad
de las mismas. Desde el punto de vista prdctico los parémetros
reol6gicos son necesarios para el diseno de mdquinas y operacio-
nes industriales, asi como también para controlar la calidad del
producto terminado.

El conocimiento de las propiedades moleculares necesarias para
asegurar adecuadas propiedades emulsificantes es desde el punto de
vista tecnolégico, muy importante ya que permite determinar el ti-
po de procesamiento al que debe someterse la protefna para lograr

dichas caracteristicas. Estos procesos pueden incluir la modifica-
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II. INTRODUCCION

II.1. Teoria de la emulsificaci6n

Una emulsifén es un sistema heterogéneo, formado por lo
menos por un liquido inmiscible disperso intimamente en otro en
forma de gotas cuyo didmetro estd comprendido entre 0,1 a 100 um
(Becher, 1965).

La fase que estd presente en forma de gotas finamente
divididas se denomina fase dispersa o interna; la fase que forma
la matriz en la cual estdn suspendidadas las gotas se denomina fa-
se externa o continua.

El proceso de formacién de una emulsién se realiza bajo
condiciones de inestabilidad termodindmica debido a que dos liqui-
dos inmiscibles tienden a permanecer en fases separadas, proceso
este que es termodindmicamente favorable.

Para poder comprender dicho fenémeno es conveniente in-
troducir en primer lugar el concepto de tensién superficial (Y),
(0o sea la tensién interfacial entre un liquido y un gas, por ejem-
plo aire/agua), que se define como la fuerza en dinas que actda
en cada punto y en tqdas las direcciones a lo largo de la superfi-
cie de un liquido, sobre una linea de 1 cm de longitud. Imagfinese
un proceso reversible - en el cual se desea aumentar el &rea super-

ficial, llevando las moléculas desde el seno del lfigquido a la su-
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perficie (en contra de las fuerzas de atraccién hacia adentro).
El trabajo reversible a presifén y temperatura constante, necesa-
rio para incrementar el &rea superficial y permitir que las molé-
culas de la masa liquida entren en esta interfase es igual a la

variacién de energia libre del sistema (dGPT):
dG_,, = vdA (1)

donde: dA = variacifén del &rea superficial
Expresando la energia libre superficial como energia li-

bre por unidad de superficie (GS) resulta:
(2)

de donde se deduce que Y puede definirse como laenergia libre super-
ficial para incrementar el drea superficial enl cmz.Susunidades son
(Erg/cmz) .La tendencia de un 1fquido a contraerse puede entonces consi-
derarse como unamanifestaci6én de esta energfalibre, yaque unproceso
espont&neo a Py T constantes debe ir acompanado por unadisminucién en
laenergfa libre.La tensifn superficial es nfimerica y dimensional-
mente igual a la energfia de superficie,por lo tanto puede considerar-
se que es una medidade la energfialibre superficial.Andlogamente el
trabajo reversible necesario para agrandar la superficie. de sepa-

raci6én entre dos lfquidos inmiscibles o parcialmente miscibles,
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se denomina energia libre interfacial y es numéricamente igual a
la tensi6n interfacial (Yi). Las unidades son las mismas que las
de la tensi6n superficial. La misma es el resultado del desbalan-
ce que existe, en las fuerzas de interaccién entre las moléculas,
en la interfase. De acuerdo a la regla de Antonoff (1907), la ten-
sién interfacial (YAB) entre dos liquidos A y B, con tensiones

Yo Y Yg respectivamente estd dada por:

AB Yg ~ Ya (3)

Puesto que las tensiones superficiales (y de interfase) son siem-
pre positivas, la tensién de interfase es menor que la mayor de
las dos tensiones superficiales, esto es debido a que la atraccién
mutua a través de la interfase entre las moléculas de ambos lfqui-
dos, tiende a reducir la atraccién hacia el seno de las mismas.
Cuando mayor es la atraccién molecular entre dos lfquidos menor

es la tensién de interfase.

La tensién superficial e interfacial disminuyen al ele-
varse la temperatura, alcanzando un valor muy bajo al acercarse al
punto critico.

Para formar una emulsibén un lfiquido es dispersado, en
otro, dando lugar a que se formen un gran nGmero de gotas peque-
fias. Esto produce un aumento notable en el &rea superficial de la

fase dispersa. Por ejemplo si una gota de 1 ml (superficie esféri-
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ca = 4,83 cm2 y di&metro = 1,24 cm), es dispersada para formar

11

2,39x10 gotas con difmetro de 2 um, el &rea interfacial aumen-

ta a 30.000 cm2 O sea 6.210 veces (Schuster, 1981). Esto da lugar
a que la energia libre superficial (dGs)PT se inc;emente en una
cantidad igual a ydA. Por lo tanto para producir una emulsién es
necesario proporcionar un trabajo W = yYydA. Sin embargo la energfa
requerida para formar la emulsi6én es mucho mayor. Esto es debidq
a la existencia de la presi6n de Laplace que se opone a la defor-
macién de las gotas, paso previo para producir la fragmentacién
de las mismas en gotas mds pequenas (Walstra, 1983). Esta presién
de Laplace es una consecuencia de la tensién interfacial y deter-

mina que la presién en el lado céncavo de una superficie esférica

sea mayor que del lado convexo por una cantidad:

= 2y
P == (4)

donde r es el radio de una gota esférica. Este gradiente de pre-
si6én (AP), es proporcionado al igual que el trabajo W = v.A, por
medio de agitacién mecdnica. Esta cantidad de energia mecénica
necesaria para producir la emulsién puede ser disminufida en 10 o
m&s veces por el agregado de los denominados agentes emulsifi-
cantes que disminuyen la tensién interfacial entre dos lfquidos

(Walstra, 1983).
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Los agentes emulsificantes ademds de bajar la tensién
interfacial y por lo tanto facilitar la formacién de la emulsién,
desarrollan barreras eléctricas y/o estéricas en la interfase, im-
pidiendo de esta forma la reunién de las gotas de la fase dispersa
para formar una fase continua.

Los agentes emulsificantes se caracterizan por poseer
una estructura anfifilica conteniendo en su molécula una porcién
hidrof6bicao lipofflicay una porcién hidroffilica o lipof6bica.

Esta estructura permite a los agentes emulsificantes
orientarse en la interfase aceite/agua, con su parte hidrofilica
hacia el agua y la parte hidrofébica hacia la fase aceite. Esta
interaccién entre los grupos hidrofilicos del agente emulsifican-
te y las moléculas de agua y la parte hidrof6bica y las molé&culas
de aceite es la que produce la disminucién de la tensién interfa-
cial y permite la adsorcién del emulsificante en la interfase. Es-
te proceso conduce a la formacién de un film interfacial consti-
tuido por las moléculas del agente emulsificante.

La relacién entre la cantidad de emulsificante adsorbi-
do en la interfase (aceite/agua; agua/aire) y la variaci6n de la
tensién interfacial (superficial) con la concentracién del agente

emulsificante estd dada por la ecuacibén de Gibbs:
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Y.
r 1,4

2 = "RT ‘3in az)T (5)

Y, : tensibn superficial o interfacial

a, : actividad del emulsificante en la solucién

Fz : exceso superficial

Este se define como el nGmero de moléculas de agente

emulsificante por unidad de &rea interfacial, presentes en la in-
terfase en exceso respecto de las que existen en el seno de la so-
lucién donde estd disuelto el agente emulsificante. Para el caso
dé adsorci6én de macromoléculas tales como proteinas, a partir de
soluciones diluidas, Fz es la concentracién del agente emulsifi-

cante medida en la interfase y la actividad es igual a la concen-

tracién o sea a, = c,, con lo cual la expresibén (5) resulta:

ay.

_ 1 i
L, = ‘ﬁ(’a“ln'_c'z')T (6)

Como Tz es siempre positivo para los agentes emulsificantes
Y. ay.

1 1 . . . -
(§TH_E;)T 6 (5E;)T debe ser negativo o sea que la tensién interfa
cial o superficial disminuye al aumentar la concentraci6én del agen-
te emulsificante.

Este proceso por el cual los agentes emulsificantes se

adsorben en la interfase y disminuyen la tensién interfacial (acei-
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te/Hzo) o la tensi6n superficial (agua/aire) comprende 3 etapas
(Schuster, 1981): una primeraetapa (A) en que las moléculas se
orientan y adsorben en la interfase, produciendo una gran dis-
minucién de la tensibén superficial (interfacial) (Fig. 1); una se-
gunda etapa (B) en la cual la adicién de m&s agente emulsificante
da lugar a que la superficie del agua o la interfase aceite/agua

se cubra completamente con una monocapa del agente emulsificante.
En esta zona la reduccién de la tensibn superficial (interfacial)
es directamente proporcional al lnde laconcentracién del agente emulsi-
ficante o sea el exceso superficial es constante y alcanza su maxi-
mo valor (ver ec. (5)). Por (ltimo una terceraetapa (C) en que la
adicién de mds agente emulsificante no produce précticamente cam-
bio en la tensién superficial (interfacial). La concentracién en

la que ocurre esto se denomina concentracién critica micellar
(CCm). Pasada dicha concentracién las moléculas del emulsificante,
no encuentran espacio libre en la interfase aceite/agua o agua/
aire y por lo tanto permenecen en el agua orientédndose para dar
lugar a una condicién termodindmicamente m&s favorable. Las partes
lipofilicas se asocian y las hidrofilicas se orientan hacia el agua
form&ndose las micellas (Fig. 1).

Los emulsificantes pueden ser clasificados de acuerdo a:

a) su carga eléctrica en sistemas acuosos

b) su solubilidad
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Tension interfacial o superficial

cecm

[h de |3 concentracion del emulsificante

Figura 1: Mecanismo de actividad interfacial de los

cnulsificantes (Schuster, 1981)




c) la relaci6én que existe entre los grupos hidrofflicos y li-
pofilicos

d) los grupos funcionales por los que estidn formados

De acuerdo a su carga eléctrica se subclasifican en
i6nicos (cati6nicos, aniénicos, anfotéricos) y no iénicos. En
la Tabla 2 se muestran cufles son los grupos quimicos responsa-
bles de la actividad superficial (interfacial) en cada caso
(Schuster, 1981).

Esta clasificacién tiene interés desde el punto de
vista préctico, ya que el grupo que sea responsable de la acti-
vidad superficial (interfacial), va a determinar el rango de pH
en que los mismos pueden usarsey por lo tanto el sistema en el
cual los mismos son efectivos como tensioactivos.

En la Fig. 2 se muestra la actividad superficial de
los diferentes tipos de emulsificantes en funcién del pH. Los
emulsificantes aniénicos son efectivos en la zona alcalina, los
catifénicos en la zona &cida, los anfotéricos, como forman iones
positivos y negativos en agua son efectivos en todo el rango de
pH, salvo en la zona del pH isoeléctrico. Los emulsificantes no
i6énicos son efectivos en todo el rango de pH puesto que no for-
man iones en agua:

Para propf6sitos tecnolégicos, es muy Gtil la clasifi-

caci6én de los agentes emulsificantes, de acuerdo a la relacién
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Figura 2: Actividad interfacial de diferentes tipos de emul-

sificantes en funcién del pH (Schuster, 1981)
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entre los grupos hidrofflicos y lipofilicos que presentan. La ap-
titud para estabilizar un dado sistema disperso, estd determinada
por la relacifn entre las caracteristicas lipofilicas e hidroff-
licas que posea el agente emulsificante. El valor &ptimo de dicha
relacién va a depender de la aplicacién particula? a que se lo
destine. Esto fue cuantificado por Griffin (1949), quien introdu-
jo una escala semiempirica para seleccionar el emulsificante mé&s
eficiente. Esta escala se denomina balance hidrofflico-lipofflico
(BHL) y es una medida de la atracci6n relativa simult&nea del emul-
sificante por el agua y el aceite (o sea del % relativo de los gru-
pos hidrofflicos a lipofflicos). Luego de un gran nlimero de experi-
mentos, Griffin, le asigné a los agentes emulsificantes valores
de BHL. Usando una escala que va de 1 a 20, desde el mas lipofili-
co al m&s hidrofilico, asign6, en forma arbitraria, el valor 1 al
dcido oleico y el 20 al oleato de sodio. Becher (1965) y Sherman
(1968) resumieron varios métodos para evaluar el BHL. El valor del
BHL es una medida de la aplicacién potencial del emulsificante.
En la Tabla 3 se muestran los valores de BHL de emulsificantes, su
aplicacién potencial de acuerdo al valor del mismo y su comporta-
miento en agua (Schuster, 1981).

Un ejemplo de la aplicacibén del concepto de BHL lo cons-
tituyen los trabajos de Van Eerd (1971) y Aoki y col. (1981). Van
‘Eerd trabaj6 con emulsiones cirnicas de salchichas y asigné nGme-

ros de BHL a las diferentes fracciones de protefnas céirnicas y
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Tabla 3

Valores de BHL de diferentes agentesemulsificantes (Schuster,1981)

Balance Comportamiento
Campo de aplicacién
BHL en agua
0 agentes
2 3/antiespumantes
~
| .
4 leve dispersién emulsiones
agua/aceite
6 6.
7 ~
8 dispersién lechosa agentes 8
9 mojantes
dispersién lechosa
10 estable -
12 emulsiones
~
13 aceite/agua
14 detergentes
15,
16 h
"solubilizantes
18 18 18
. S
20
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nGmeros BHL "requeridos" a las grasas animales (El1 nimero BHL
"requerido" de un dado aceite indica el nfimero BHL del emulsifican-
te que da la estabilidad méxima de la emulsién aceite/agua). Usan-
do el método de Griffin (1949) determiné que, el nfimero BHL "reque-
rido" de numerosas grasas animales era de 1411 a 55°C. El n(mero
BHL de las diversas fracciones proteicas oscilaba entre 13 y 14,6.
El agregado de emulsificantes no i6nicos (Tween,Span) aumenta la
estabilidad de la emulsién c&rnica, s6lo cuando el emulsificante
tiene un nGmero BHL mayor que 15. Un trabajo similar fue efectua-
do por Aoki y col. (1981), pero trabajando con emulsiones aceite/
agua estabilizadas por proteinas de soja.

Las proteinas son emulsificantes ibnicos (polielectroli-
tos) anfotéricos. A un dado pH, el balance existente entre las
cargas positivas y negativas da lugar a que la molécula de pro-
tefna posea una gran cantidad de cargas, pero que la carga neta
sea muy pequeha. Cuando la carga neta es cero la molécula se en-

cuentra en el pH isoeléctrico.

II.2. Mecanismos de desestabilizaciftn de emulsiones

El proceso de desestabilizacién de una emulsién va acom-
panado de ciertas modificaciones que se manifiestan en las propie-
dades fisicas y macroscépicas de la misma. B&sicamente cuatro son

los mecanismos por los cuales la estructura de una emulsién puede

/17



cambiar:

a) cremado/sedimentacién
b) floculaci6n o agregacién
c) coalescencia

d) maduracién de Ostwald

I1.2.1. Cremado: Este proceso conduce a la formacién de
un gradiente de equilibrio en la concentracién de las gotas de
aceite dentro de la emulsifn, sin cambio en el nGmero, tamano y
forma de las gotas. El resultado final de este proceso es la for-
macién de dos emulsiones, una que es mds rica y otra que es mds po-
bre en aceite que la emulsién original. Si la fase dispersa es més
densa que la fase continua, la emulsién mds rica en la primera, se
deposita en el fondo (sedimentaci6n); por el contrario si la fase
dispersa es menos densa que la continua (como es el caso de las
emulsiones aceite en agua), se ubica en la parte superior (crema-
do). Un ejemplo tipico de cremado lo constituye la separacién de
la crema en la leche no homogenizada.

Este fen6meno se produce por la accién de fuerzas
externas (gravitatorias, eléctricas, centrifugas, etc.) que actuan
sobre el sistema. Debido a que las gotas de la fase dispersa con-
servan su identidad, el proceso es reversible y la simple agita-

ci6én puede restaurar la emulsién original.
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Suponiendo que las gotas de aceite son esferas
no deformables y que no interactuan con las demé&s,la velocidad de
cremado (V) puede ser obtenida igualando la fuerza gravitatoria

con la fuerza hidrodindmica dada por la ley de Stokes:

v = 2 Ap g r (7)

"o

donde:
r = radio de la gota
Ap = diferencia de densidades entre la fase continua (Do)
y dispersa (p;) = (pj - 0;)
g = aceleracién de la gravedad
g = viscosidad de la fase continua

En muchos casos de interés practico el objetivo
es disminuir la velocidad de cremado. La ecuacién (7) indica que
esto puede ser logrado aumentando la viscosidad de la fase conti-
nua (no) o disminuyendo la diferencia de densidades (Ap). Lo pri-
mero puede ser logrado por la adicién de los denominados "agentes
espesantes"” o "gelificantes" tales como polimeros de alto peso mo-
lecular (hidrocoloides) o particulas (silica, arcilla). Lo segun-
do por la adicién de un solvente adecuado a la fase continua de
forma tal que Ap disminuya.

Debido a que las gotas de aceite pueden deformarse, a
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que existe una distribucifén de tamano de gota y se producen inte-
racciones mutuas, las emulsiones se alejan del comportamiento ideal.
La ecuacién (7), por lo tanto debe modificarse, para éontemplar di-
chas situaciones (Tadros y Vincent,1983).

Otro factor que también afecta la velocidad de
cremado, es que simult&neamente con el cremado, puede producirse
floculacién y/o coalescencia. En el caso que el proceso que ocurra
sea la floculacién, como los agregados que se forman se comportan
como una unidad, la velocidad de cremado aumenta.

Si adem&s las gotas coalescen, el tamano medio
de las gotas aumenta y por lo tanto la velocidad de cremado, tam-

bién se incrementa.

II.2.2. Floculacién o agregacién

Este proceso tampoco produce cambio en el tamano
y ndmero de gotas, pero conduce a la formacién de agregados de go-
tas dentro de la emulsién. En cada agregado las gotas conservan su
identidad.

La velocidad con que se produce este proceso de-
pende del balance entre las fuerzas atractivas y repulsivas que
existen entre las particulas. Este balancg es la base de la teorfia
conocida como DLVO propuesta independientemente por Derjaguin-Landau

Yy luego por Verwey-Overbeek (Tadros y Vincent,1983) para explicar la
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estabilidad de coloides. Esta teoria fue aplicada posteriormente
por diversos investigadores para explicar el proceso de flocula-
cién de una emulsién.

Las fuerzas repulsivas de origen electrostéitico
son estabilizantes ya que tienden a mantener a las gotas separa-
das. Las cargas eléctricas presentes en las gotas de las emulsio-
nes se pueden originar por ionizacién, adsorcién o contacto por
friccién (Petrowsky, 1976). En la ausencia de agentes emulsifi-
cantes las cargas se originan por el Gltimo mecanismo mencionado.
La raz6n de esto es que cuando una sustancia es puesta en contac-
to con otra, que posee una constante dielé&ctrica diferente, ad-
quiere una carga, cuyo signo depende de la magnitud relativa de
las constantes dieléctricas. Para el caso aceite-agua, como el
aceite posee una constante dieléctrica menor que el agua resulta
cargada positivamente.

Esto da lugar (Petrowsky, 1976), a la
posibilidad de la existencia de una doble capa eléctrica a cada
lado de la interfase aceite/agua.

Van den Tempel (1953) estudié la caida de
potencial a través de la interfase aceite-agua en ausencia
de agentes emulsificantes, en presencia de agentes emulsifi-
cantes iénicos y en éresencia de estos dltimos pero con la
adicién de electrblitos a la fase acuosa. En ausencia de

agentes emulsificantes si bien la cafda de potencial



es apreciable a ambos lados de la interfase, la menor caida de po-
tencial se produce en la fase acuosa (externa). Esto explica por-
qué tales sistemas son sumamente inestables y muestran gran ten-
dencia a agregarse y coalescer.

La adicién de un agente emulsificante que se con-
centra en la interfase, modifica marcadamente la distribucién de
potencial de la doble capa elé&ctrica. En efecto si bien la dife-
rencia de potencial entre el interior de las dos fases no cambia,
la mayor parte de la carga se concentra en la fase acuosa, dando
lugar a un potencial zeta suficientcmente alto como para que re-
sulte una emulsifn aceite/agua estable. Por otro lado si a la fa-
se acuosa se le adiciona un electrdlito, parte de la carga de la
doble capa eléctrica, del lado acuoso, es neutralizada por los
iones del electrolito de carga opuesta a los del agente emulsifi-
cante. Por lo tanto la cafda de potencial del lado de la fase acuo
sa disminuye produciendo un valor menor en la energfia de repulsién
y la emulsibn se torna menos estable.

La principal fuente de la energfa potencial de
atraccién entre las gotas es debido a las fuerzas de atraccién de
Van der Waalso fuerzas de dispersién de London. Aungue son de cor-
to alcance respecto a los &tomos considerados individualmente,
cuando se efectua la suma sobre todos los dtomos que forman las
gotas, son fuerzas de largo alcance. La expresifén de la misma es

la siguiente:
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V., = - A ao/6 Ho (8)

Donde VA

A

Energfa potencial de atraccién

es la constante de Hamaker

a, = es el tamario de la gota y HO es la distancia entre la

superficie de las gotas.
Asf cuanto mayor es el tamano de las gotas menos
estable es la emulsién.
La energia total de interaccién (V), serd la
suma de la energfa potencial de repulsién (VR) y la energfa poten-

cial de atraccién (VA)o sea:

v VA + VR
El valor de dicha energfa neta de interaccién (V) se modifica de
acuerdo al tamano de las gotas y la fuerza i6nica del medio. Asi
a altas fuerzas i6nicas predomina la energfia de atraccién (no exis-
te casi repulsién).

En conclusién para lograr la estabilidad mdxima
respecto a la floculacién, la energia potencial de repulsién (VR)
debe ser aumentaday {ade atraccién(VA) minimizada de forma de ob-

tener el m&ximo valor de V posible.
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IT1.2.3. Coalescencia

En el proceso de coalescencia, las gotas dentro
de cada agregado en el seno de la fase continua o en la capa cre-
mada se unen para formar gotas de mayor tamano. Esto produce un
cambio en la distribucién inicial de tamafno de gota y una disminu-
cién en el nGmero de las mismas. Este proceso es irreversible y el
resultado final del mismo es la separacién de la emulsién en las
dos fases que la forman o sea la ruptura de la emulsién. El pro-
ceso de coalescencia involucra la eliminacién del delgado film de
ligquido de fase continua o la ruptura del film interfacial que
separa las gotas dependiendo de si el proceso de emulsificacifén se
ha llevado a cabo en ausencia o presencia de un agente emulsifi-
cante.

El proceso de coalescencia va a estar determina-
do por el comportamiento del film interfacial de agente emulsifi-
cante. Para ello es necesario considerar dos aspectos: 1) La na-
turaleza de las fuerzas que act@Gan a través del film (que deter-
minan cuando el film es estable, metaestable o inestable), 2) Los
aspectos cinéticos asociados con las fluctuaciones locales (tér-
micos o mec&nicos) del espesor del film.

De'acuerdo a Phillips (1981), la condicién de
equilibrio que debe cumplirse para que el film sea estable es que

la suma de las fuerzas actuantes en la interfase sea cero.
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La condicifén de equilibrio (Phillips, 1981) es-

td dada por la siguiente ecuacién:
T, + 7", + 7.+ 7w, =0 (9)

Donde Ty estd determinada por la fuerza de atraccién (Van der

Waals) entre las 2 caras del film; Ty ©s la fuerza debida a la
presién hidrostética. Estas dos fuerzas son negativas y actuan
adelgazando el film hasta su ruptura. Tg Y Tg SON la repulsién
electrostitica y estérica respectivamente entre las dos superfi-
cies del film, ambas son positivas y se oponen al adelgazamiento
del film.

Cuando se cumple la ecuacién anterior el film
est8 en un estado metaestable y la ruptura del film depende de la
existencia de perturbaciones externas, tales como golpe térmico o
vibracién.

En una emulsién estabilizada por protefnas, cuan-

do los términos Tg Y Tg son insuficientes para compensar las fuer-

S
zas de atraccién, el film tiende a disminuir de espesor, hasta un
valor critico en el que se produce la ruptura del mismo.

En la zona del pH isoeléctrico de la proteina,
Tp + Tg es minima por lo tanto la estabilidad del film est& en su

valor minimo y las gotas coalescen.

Sin embargo existen otros factores ademds del

/17



PH que deben ser tenidos en cuenta para explicar el rol de las
protefnas en estabilizar emulsiones, por formacién de un film in-
terfacial: la concentracién de iones que pueden modificar la car-
ga superficial y/o establecer uniones intramoleculares, la presen-
cia de agentes oxidantes o reductores que afectan el enlace S-S

y las dimensiones moleculares, el balance entre los grupos hidro-
filicos y lipoffilicos, etc.

Phillips (1981) también demostré que las carac-
teristicas mec&nicas del film interfacial juegan un rol importan-
te. Asf pese a que en el pH isoeléctrico “E Y “S son minimos, la
viscosidad y el m6édulo de elasticidad del film son m&ximos en di-

cho pH, por lo tanto el film es estable y no se produce su ruptura.

I1.2.4. Maduracién de Ostwald

Esta es una forma alternativa por la cual el ta-
mano medio de gota puede cambiar, ademds del proceso ya menciona-
do de coalescencia. El mismo tiene lugar si los dos liquidos que
forman la emulsi6én son parcialmente miscibles y la emulsi6n es po-
lidispersa (hay gotas de tamanos diferentes). En toda la discusién
previa hemos considerado que los liquidos son totalmente inmisci-
bles, pero esto es uﬁa situacién hipotética ya que todos los 1li-
quidbs, alin los considerados inmiscibles, muestran una cierta so-

lubilidad mutua. Si la emulsién es monodispersa (todas las gotas
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tienen igual tamano), el hecho que los liquidos sean parcialmente
miscibles no produce ningldn efecto en la estructura de la emulsién.
Sin embargo si la emulsién es polidispersa, se forman gotas més
grandes a expensas de las m8s pequenas debido al proceso conocido
como maduracién de Ostwald. Este proceso se va a producir hasta que
el sistema llegue a un estado de equilibrio, en el que todas las
gotas alcancen el mismo tamano.

El fenémeno de maduraci6n de Ostwald se producé
debido a que en un sistema polidisperso las gotas de menor tamano
son m&s soluble que las de mayor tamano por el efecto de la cur-
vatura sobre la energfa libre superficial.

En sintesis el proceso de maduracién de Ostwald
estd8 asociado con la diferencia de potenciales quimicos que exis-
te entre gotas de diferente tamano (Tadros v Vincent, 1983).

La mayor dificultad que se presenta en el estu-
dio del proceso de desestabilizacién de una emulsifén es la separa-
cién de los cuatros procesos mencionados anteriormente: cremado,
floculacién, coalescencia y maduracién de Ostwald. Indudablemen-
te en un sistema real los cuatro procesos ocurren simult&neamente
o en forma secuencial en cualquier orden. La forma en que esto ocu-
rre depende de la relacién que exista entre las constantes de ve-
locidad de los cuatro procesos mencionados. La velocidad del pro-
ceso como un todo va a estar determinada por la velocidad del pro-

ceso mds lento. La dGnica excepcién es que la coalescencia es la
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etapa que siempre sigue a la floculaci6tn o cremado; sin embargo las
constantes de velocidad de los cuatro procesos no son independien-
tes, ya que, por ejemplo la velocidad con que se produce la sedi-
mentacién (cremado) va a depender del grado de floculacién, coales-

cencia y maduracién de Ostwald alcanzado.

ITI.2.5. Inversidén

La inversién es otra forma por la cual la estruc-
tura de una emulsién puede cambiar y consiste en la transformacifn
de una emulsi6én aceite/agua en otra agua/aceite o viceversa. Esto
se produce por cambios de temperatura o concentracién de algunos
de los componentes de la emulsién.

De acuerdo a Tadros y Vincent (1983) no es co-
rrecto incluir este proceso como un mecanismo de ruptura de la
emulsién separado de los otros cuatro mencionados. En primer lugar
no es un proceso inico sino que estd compuesto de otros, principal-
mente coalescencia y maduracién de Ostwald. En segundo lugar se
puede decir que la emulsién no sufre una ruptura en el sentido ge -
neralmente aceptado de la palabra, ya que se forma una emulsién
nueva, cuyo estado dg dispersifén puede en ciertos casos ser mis al-
to que el de la emulsién original (Tadros y Vincent, 1983).

El ejemplo tipico de inversién lo constituye la

transformacién de la crema (emulsién aceite/agua) en manteca (emnul-
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sién agua/aceite). La tendencia de una emulsifn a invertirse, de-
pende de la fraccién en volumen de la fase dispersa y de la con-
centracién del agente emulsificante.

El proceso en general no es espontdneo, requi-
riendo grandes cantidades de energfa mecénica.

Las primeras teorias de inversién de fase postu-
laban que la inversi6én se producia como consecuencia de la difi-
cultad de empaquetamiento de las gotas de la fase dispersa cuando
la fracci6én en volumen de esta Gltima superaba un cierto valor. De
acuerdo a Ostwald (1910) un conjunto de esferas rigidas de igual
radio est&n empaquetadas lo mids densamente posible; cuando ocupan
un volumen igual a 74% del volumen total (fraccién en volumen
# = 0,74). Por lo tanto cualquier incremento en la fraccién en vo-
lumen de la fase dispersa encima de este valor, ocasionard una
distorsi6én de las gotas, ruptura e inversién de la emulsifn. Nume-
rosas investigaciones han demostrado que dicho argumento no es cier-
to. Por ejemplo Sherman (1968) ha demostrado que la fracci6én en vo-
lumen de aceite a la cual ocurre la inversién depende de la natura-
leza y concentracién del agente emulsificante. Las principales li-
mitaciones de la teorfa de Ostwald es que la misma se aplica sola-
mente para el caso de esferas rigidas no deformables y de igual
tamano. Las gotas devuna emulsién aunque resistentes a la deforma-
cién, son en general de tamafnos diferentes. La amplia distribucién

de tamanos de gotas presentes en una emulsién hace posible alcan-
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zar una fracci6n en volumen de fase dispersa mayor debido a que
las gotas mds pequenas pueden ubicarse en los intersticios que
gquedan entre las gotas de mayor tamano. Si a esto se adiciona el
hecho que las gotas pueden adquirir forma poliédrica, es afin posi-

ble un empagquetamiento mds denso.

II.3. Métodos de emulsificacién

Durante la formacién de una emulsién un liquido es dis-
persado en otro por aplicacién de energia. Las fases que forman
una emulsién pueden ser puestas juntas en diversas formas: el agua
puede ser agregado al aceite o viceversa; ambas fases pueden ser
introducidas simult&neamente, el agua y el aceite pueden introdu-
cirse en forma alternada.

El emulsificante puede disolverse en ambas fases o0 en
una sola. Generalmente las emulsiones aceite/agua se preparan mé&s
facilmente por adicién de aceite a la fase acuosa y las emulsiones
agua/aceite por agregado de agua a la fase aceite.

El factor que m&s afecta la distribucién de tamafio de go-
ta es la intensidad y el medio por el cual se produce la agitacién.
El aumento de temperatura facilita la emulsificacifn porque dis-
minuye la tensién ingerfacial y la viscosidad.

De acuerdo a Gopal (1968) el proceso de emulsificacibn

comprende 3 etapas:
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a) La ruptura de una interfase plana para dar "hebras" de un liqui-
do en otro.

b) La ruptura de un "jet" de uno de los liquidos en el otro.

c) La fragmentacién de gotas de gran tamafio en gotas mds pequenas
como las que se encuentran presentes en una emulsién.

Durante el proceso de emulsificacién el proceso es tur-
bulento. Los procesos a) y ¢) ocurren consecutivamente cuando el
aceite y el agua son colocados juntos y agitados manualmente en un
recipiente cerrado. Sin embargo no existe una divisi6én neta entre
los diferentes mecanismos. La agitacién vigorosa e intermitente
efectuada manualmente da lugar a emulsiones polidispersas y con
gran tamano de gota (el menor tamano de gota obtenido varfa en el
rango de 20-50 um). Para preparar emulsiones finamente dispersas
es necesario recurrir al uso de los denominados equipos para emul-
sificar o "emulsores".

Existen diversas maquinarias con tal fin pero los de uso
m&s comun son(Dickinson y Stainsby, 1982):

-

a) Homogenizador de alta presién: Los liquidos son dispersados for-

zando a la mezcla de liquidos a pasar a través de un pequeno
orificio (ancho 15-300 um) bajo elevada presién (4-40 MN m_z).
Este tipo de equipo es usado para transformar gotas de gran ta-

mafio en mds pequehas (didmetro < 1 um) y también para obtener

emulsiones monodispersas.
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La aplicaci6én m&s conocida es la reduccién del tamano de

los gl6bulos de grasaen la leche.

Molino coloidal: Los liquidos son dispersados en una estrecha

abertura (100 um) ubicada entre la superficie de un estator y
un rotor gque gira a alta velocida (103—104 min_l).

Las altas velocidades de flujo que se alcanzan entre el rotor y
el estator son las que producen la dispersi6n en forma de gotas
pequenas de un liquido en otro.

El tamano menor de gota que puede obtenerse con este equipo es

2 Um.

Agitadores simples: Abarcan los agitadores a propulsién y los

agitadores a turbina.

La emulsificacién usando estos equipos es més efectiva que la
agitacién manual pero menos efectiva que la lograda con un mo-
lino coloidal o un homogenizador de alta presién. El1l didmetro

medio de las gotas es del orden de 5 um.

Emulsificadores ultras6énicos: En este tipo de emulsores una co-

rriente de liquido es impulsado sobre una delgada l&mina de me-
tal, la cual es puesta a vibrar a alta frecuencia (20 K Hz).
Las oscilaciones producidas en esta forma se transmiten al 1i-

quido produciéndose de esta forma la ruptura de la corriente 1li-
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quida en pequefias gotas.

El hecho que la energfa ultrasénica se concentre en un extremo
de la l8mina, hace que esta miquina sea mis eficiente compara-
da con los homogenizadores a alta presién. Las gotas produci-
das tienen tamanos menores a 0,1 pum, no obstante se obtiene

una distribucién de tamano de gota bastante amplio.

IT.4. Propiedades de emulsificacién de las proteinas

La aptitud de las protefnas y otros agentes emulsifican-
tes se caracteriza a través de dos propiedades fundamentales: la
capacidad de emulsificacién y la estabilidad. Mientras que la pri-
mera representa la m&xima cantidad de aceite que puede emulsifi-
car un dado emulsificante, la segunda indica la aptitud del mismo
para mantener la emulsi6én estable en el tiempo. Desde el punto de

vista préctico, esta Gltima es sin duda la propiedad m&s importante.

a) Capacidad de emulsificacién

El método mis comlGnmente usado para evaluar la capacidad de
emulsificacién de protefnas es el desarrollado por Swift y col.
(1961) . Consiste késicamente en la adicidén continua de aceite
o grasa fundida a ‘la dispersién proteica con agitacién simul-

tdnea, hasta que se produce la inversién de la emulsién, lo que
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se detecta por la disminucién brusca de la viscosidad. Numero-
sas modificaciones de este método han sido usadas por otros in-
vestigadores. Estas se diferencian en la velocidad de agregado
del aceite, volumen de la dispersién proteica usada, velocidad
de agitacién y forma de detectar el punto final (Carpenter y
Saffle, 1964; Pearson y col., 1965; Ivey y col., 1970; Webb

y col., 1970; Crenwelge y col., 1974; Quaglia, 1980).

La mayorfia de las condiciones usadas para evaluar la capacidad
de emulsificacién han sido elegidas arbitrariamente por los di-
ferentes investigadores, por lo cual la comparacién de los va-
lores de la capacidad de emulsificacién obtenidos por los mis-

mos es dificultosa.

Estabilidad

Diferentes métodos han sido usados para evaluar la estabilidad
de las emulsiones. Algunos implican el calentamiento de la emul-
sién a 80°C durante 15 minutos seguido de centrifugacién. La
cantidad de aceite separada, es una medida de la estabilidad;
cuanto mds aceite se separa menos estable es la emulsién
(Inklaar y Fortuin, 1969).

Este método fue médificado por Yatsumatsu y col. (1972a) en su
estudio sobre la estabilidad de emulsiones formuladas con dife-

rentes derivados de soja, quienes cambiaron las condiciones del
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calentamiento y/o centrifugacién; en lugar de definir la estabili-
dad como la cantidad de aceite separada, la definieron como el
porcentaje de la fase emulsificada remanente después de la cen-
trifugacién.

Pearson y col. (1965) usaron otro procedimiento para evaluar la
estabilidad de las emulsiones aceite/agua estabilizadas por pro-
teinato de soja, caseinato de sodio y leche descremada. Las
emulsiones se almacenaron a temperatura ambiente hasta que la
separacién del aceite se hizo evidente. El periodo de tiempo ne-
cesario para que ello ocurriera fue tomado como un indice de la
estabilidadde la emulsién.

Acton y Saffle (1970) determinaron la estabilidad de la siguien-
te forma: 5 ml de la emulsién recién preparada, se pesan y se
determina su contenido de agua inicial (qo) de acuerdo al méto-
do de la AOAC (1980). La emulsién se almacena en tubos gradua-
dos de 10 ml a 37°C durante 24 horas, al cabo de las cuales, se
determina el contenido de agua de los 5 ml del fondo del tubo
(q24 hs). Con estos valores Acton y Saffle definieron la Tasa

de Estabilidad:

100 - $ agua 24 horas
100 - % agua inicial 100 (10)

Tasa de estabilidad =

Diversos investigadores han estudiado sistem&ticamente

los distintos factores que afectan la capacidad emulsionante y
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propiedades estabilizantes de las proteinas c&8rnicas.

Algunos de ellos fueron enumerados por Saffle (1968).
Condiciones tales como la forma y dimensién del mezclador, la ve-
locidad del agitador y del agregado de aceite, la temperatura,
pH, fuente de proteina, solubilidad y concentracién de la misma,
presenciade salesy azldcares,etc. afectan la capacidad de emulsifica-
cifn de las proteinas cdrnicas.

Swift y col. (1961) y Swift y Sulzbacher (1963) estudia-
ron la influencia del pH, sales, y el contenido de protefina solu-
ble en agua, sobre la efectividad de las proteinas cdrnicas como
emulsificantes.

Carpenter y Saffle (1964) determinaron en detalle el efec-
to de la cantidad de proteina total y soluble, la velocidad de agi-
tacién, el tipo de aceite y velocidad de adici6n del mismo en la
capacidad de emulsificacién de diferentes proteinas c&rnicas; con-
cluyeron que la cantidad de protefina soluble determina la capaci-
dad de emulsificacién de las wmismas.

Pearson y col. (1965) estudiaron la capacidad de emulsi-
ficacién y estabilidad de emulsiones formuladas con, proteina de
soja, caseinato de sodio y leche descremada. Inklaar y Fortuin
(1969) estudiaron el -efecto del tiempo de dispersién, cantidad de
aceite; proteina y aéua, temperatura y pH sobre la capacidad de
emulsificacién de aislados de soja, caseinato de sodio, proteinas

de pescado y cirnicas. Hallaron que la capacidad emulsionante es-
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taba relacionada con la solubilidad de las proteinas. Crenwelge

y col. (1974) determinaron las capacidades de emulsificacién de
concentrados de proteina de soja, hemoglobina bovina y leche des-
cremada en funcién de la concentracién, solubilidad de la proteina,
Y PH encontrando que el perfil de solubilidad-pH, tenfa la misma
forma que el de capacidad de emulsificaci6n-pH concluyendo que
la capacidad de emulsificacién estaba correlacionada con la solu-
bilidad.

En general se ha encontradc que la eficiencia de las pro-
tefnas como agentes emulsificantes disminuye a medida que la con-
centracién de las mismas aumenta. Esto fue encontrado para pro-
teinas cé&rnicas (Ivey y col., 1970), para caseinato de sodio, le-
che descremada y aislado de proteina de soja (Pearson y col.,
1974), para proteinas de soja (Franzen y Kinsella, 1976), para
proteinas de cotiledones de alfalfa (Wang y Kinsella, 1976) para
protefinas de nuez (Ramanathan, 1978).

Los distintos derivados de soja (harina, concentrados
y aislados), pueden ser usados por sus excelentes propiedades de
emulsificacién en una gran variedad de productos, tales como mayo-
nesas, emulsiones c&rnicas y bebidas en reemplazo total o parcial
de las protefnas convencionales (Rakosky, 1970 ; Smith y Circle
1972; Wolf, 1972).

Las propiedades de emulsificaci6n de las protefinas de so-

ja han sido extensamente estudiadas por numerosos investigadores
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(Hutton y Campbell, 1977; Tornberg, 1978 a,b; Mc Watters y Holmes,
1979ay b;Volkert y Klein,1579; Stone y Campbell, 1980; Mc Watters y
Cherry, 1981).

En las etapas iniciales de emulsificacién las proteinas
de soja se adsorben r4pidamente en la interfase aceite/agua forman-
do multicapas, pero al disminuir el tamano de las gotas de aceite
e incrementarse el &rea interfacial, a medida que progresa la emul-
sificaci6én, el espesor del film disminuye (Tornberg, 1979).

Si bien la eficiencia emulsionante disminuye al aumentar
la concentracién de proteina, la estabilidad se incrementa, lo que
indica la formacién de films de proteina densos alrededor de las
gotas de aceite (Pearson y col., 1965; Inklaar y Fortuin, 1969;
Lin y col., 1974; Crenwelge y col., 1974). En muchas aplicaciones
existe un exceso de proteina disponible para formar films densos.

El tipo y método de obtencién de la proteina afecta la
formacién y estabilidad de la emulsidén. Asf, los aislados de soja,
son superiores a los concentrados. Shemer y col. (1978) hallaron
gue la inclusién de una pequena cantidad de bisulfito en el medio
de extracci6n da un aislado de soja con propiedades de emulsifica-
cién superiores.

Varios investigadores han demostrado que existen corre-
laciones positivas eﬁtre las propiedades de emulsificacién y la
solubilidad de los distintos derivados de soja (Yatsumatsu y col.,

1972a; Mc Watters y Holmes, 1979). La solubilidad es un factor im-
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portante en emulsiones fluidas de baja viscosidad (Kinsella y col.1985)
Sin embargo en emulsiones espesas VvV viscosas tales como las emul-
siones cirnicas, protefnas de soja con un 50% de solubilidad ase-
guran una capacidad de emulsificacidén adecuada y la estabilidad

es obtenida por la gelificacién que se produce por efecto del ca-
lor.

El pH y la fuerza ifénica de la fase acuosa influyen tam-
bién en las propiedades de emulsificaci6én de las proteinas de soja.
Asf las propiedades de emulsificacién de los aislados de soja de
las globulinas 11S y 7S muestran m&ximas propiedades de emulsifi-
cacién alrededor de pH 10 (Aoki y col., 1980). Entre pH 3 y 6 las
emulsiones preparadas con proteinas nativas o desnaturalizadas son
inestables (Kamat y col., 1978). Pearson y col. (1965) encontraron
que las capacidades de emulsificacién méximas para las protefnas
de soja est&n en la zona de pH que va de 7 a 9.

La fuerza i6nica debido a gque modifica las interacciones
electrost&ticas, afecta las propiedades de emulsificacién de las
protefnas de soja. El calentamiento de las protefnas de soja o0 ma-
nf disminuye en forma progresiva las propiedades de emulsificacibn
de las mismas. Las proteinas de soja no calentadas forman emulsio-
nes viscosas y espesas, a medida que la proteina es desnaturaliza-
da por calentamiento; la viscosidad de la emulsién disminuye pro-
gresivamente (Mc Watters y Holmes, 1979).

La modificacién quimica o enzimdtica de las protefnas
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de soja puede mejorar sus propiedades de emulsificacién. Asi la
succinilacién incrementa la capacidad de emulsificacién y estabi-
lidad de la emulsién, debido probablemente a que produce un aumen-
to en las interacciones electrost&ticas y estéricas (Franzen y
Kinsella, 1976a). Las propiedades de emulsificacién de las pro-
teinas de soja calentadas pueden mejorarse por hidr6lisis enzim&-
tica limitada (Rham vy col., 1978; Zakaria y Mc Feeters, 1978).
Una hidr6lisis excesiva da lugar a la formacién de péptidos peque-
nos, lo que facilita la formacién de la emulsibén, pero disminuye
la estabilidad, debido probablemente a la baja cohesifn de las mo-

léculas de protefna en el film interfacial.

I1.5. Reologia de emulsiones

Laresistencia al flujo que presentan las emulsiones es
quiz8s una de sus propiedades macroscépicas mis importantes, tanto
desde el punto de vista préctico como tebérico. El interés préacti-
coO surge como consecuencia de que las emulsiones industriales de-
ben ser comercializadas con una determinada viscosidad. Esta exi-
gencia es necesaria para asegurar la estabilidad y otras caracte-
risticas sensoriales (textura, cremosidad, gomosidad) que determi-
nan la aceptabilidad del producto en el mercado.

El conocimiento del comportamiento reolSgico por otra

parte provee informacién de la estructura de las emulsiones y por
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lo tanto est& intimamente vinculado a la estabilidad de las mismas,
como ha sido demostrado por numerosos investigadores (Sherman,
1963; Acton y Saffle, 1970, 1971; Halm y Ericksen,1980).

Adem8s los parémetros reolSgicos son necesarios para el
diseno de mdquinas, procesos y operaciones industriales, asfi como

también para controlar la calidad del producto terminado.

II.5.1. Caracteristicas reolSgicas generales de los fluidos

La resistencia interna al flujo que presenta un
lfquido y que determina que al ser sometido a un esfuerzo no fluya
indefinidamente se denomina viscosidad. Cuando seaplica una fuerza
F (Fig. 3), en un plano a la distancia dy por encima de la super-
ficie inferior, la respuesta de un fluido viscoso ideal, si la su-
perficie se mueve a una velocidad (u + du) y la'inferior a u, es-

ta dado por la ley de Newton:

T = - nas (11)

donde:

esfuerzo de corte o fuerza por unidad de &rea (tensién

~
I

tangencial o cizalladura)
— = D = gradiente de velocidades que existe entre las dos

superficies y es equivalente a la velocidad de de-
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formacién (D)

n = coeficiente de viscosidad del fluido

ji‘“€> k[/ A// lf’;// //iﬁ// ya // / 41(4//

_____>.u + du

dy
\ \Qj\ \ W\ AR \\ \\

Fig. 3: Representacién esquemética del flujo Newtoniano

Los fluidos que cumplen con esta ecuacifn se
llaman Newtonianos. La relacifén entre el esfuerzo de corte y la
velocidad de deformacién es constante y representa la viscosidad.
del l1lfquido (n). Para fluidos Newtonianos la viscosidad es inde-
pendiente de la velocidad de deformacién. Las soluciones verdade-
ras, dispersiones diluidas de macromoléculas y emulsiones dilufdas
presentan este comportamiento. Los fluidos para los cuales la re-
lacién entre la tensién tangencial y la velocidad de deformacidn
no es constante se denominan fluidos no Newtonianos. La relacién
entre el esfuerzo de ‘corte y la velocidad de deformacién para es-
tos fluidos se denomina "viscosidad aparente" y depende de la velo-

cidad de deformacidn.
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De acuerdo a Rha (1978) la viscosidad aparente

puede definir de dos maneras:

Como la relacién % en cada punto, lo que es dimensionalmente
correcto.
Como 0t1/9dD que da més informacibén acerca del comportamiento de

flujo alrededor de la velocidad de deformacién en estudio.

La eleccibén de la velocidad de deformacién para

determinar la viscosidad aparente depende de la aplicacién précti-

ca

que se haga de su determinacién.

Es posible distinguir cuatro tipos de fluidos no

Newtonianos:

a)

Pseudoplésticos: La velocidad de deformacién aumenta mé&s rapi-

damente que la tensidén tangencial de forma que la viscosidad

dad aparente disminuye a medida que aumenta la velocidad de de-

formacién.

Este comportamiento es el m&s comGn en los alimentos. Indica
una continua disgregacién y reacomodacién de la estructura del
material, que produce una disminucién de la resistencia al flu-
jo. Este tipo de flujo es debido a:

- compuestos de alto peso molecular o particulas grandes a con-

centraciones suficientemente altas.
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- alta interaccidén entre las particulas, lo que causa agrega-
cién o asociacién a través de enlaces secundarios.

- orientacién de las particulas en el sentido de la deformacién.

Dilatantes: En este caso se produce un fenSmeno de espesamiento

opuesto a la pseudoplasticidad. La viscosidad aparente aumenta
al incrementarse la velocidad de deformacién. Este tipo de com-
portamiento es menos frecuente. Ejemplos del mismo lo constitu-

yen los extractos de salchichas y manteca de cacao homogenizada.

Pl&sticos de Bingham: Estos tipos de fluidos no fluyen hasta

que el valor del esfuerzo de corte no cede un cierto valor (To).
Por encima de este valor fluyen con una ecuacibén de estado como
la de Newton, pero el coeficiente de proporcionalidad se deno-
mina "viscosidad plé&stica". El valor del esfuerzo de corte a
partir del cual comienzan a fluir (To) se denomina umbral de
fluencia. Pocos sistemas alimenticios exhiben este tipo de com-

portamiento; un ejemplo es el ketchup.

Tipo mixto: Este tipo de fluidos presentan un comportamiento
pseudopldstico o dilatante, pero luego que se super$ el umbral
de fluencia. Ejemplos de esto son las mermeladas y jaleas.

En las Figs. 4 y 5 quedan resumidos los distin-
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rrl .
tfixtos
Pldsticos de Bingham
Pseudoplasticos
Newtlonianos

Dilatantes

D
Figura 4: Curvas de flujo para fluidos Newtonianos

y no-Newtonianos

Dilatantes

Newtonianos

Pseudopldsticos

D

Figura 5: Dependencia de la viscosidad (n) con la
velocidad de deformacién (D) para fluidos

Newtonianos y no-Newtonianos



_5‘0'_

tos tipos de fluidos.
El modelo matem&tico mds usado para describir
el flujo de fluidos dilatantes o pseudopl8sticos es la denominada

ley de la potencia

T =KD (12)

donde:

fndice de consistencia

=
I

indice de comportamiento de flujo.

o)
Il

Este (Gltimo par&metro es una medida del grado
de desviacién del comportamiento newtoniano; si n = 1 el fluido es
newtoniano y K coincide con el coeficiente de viscosidad, si n > 1
se produce espesamiento y el liquido es dilatante, si n < 1 se
produce disminucién de la consistencia y el fluido es pseudoplés-
tico.

En el caso de fluidos que presentan un comporta-
miento mixto o tipo plastico de Bingham se requiere un tercer pa-
rdmetro, para caracterizarlos completamente: el umbral de fluencia
(TO).

La_ expresién para estos fluidos es:

T =T _ + KD (13)
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Este modelo es denominado en la literatura mode-
lo de Herschel-Bulkley. En el caso de pl&sticos de Bingham n = 1,y
K es igual a la "viscosidad pl&stica”.

Otro mcdelo a 2 paré&metros que también ha resul-
tado Gtil para describir el flujo de jugos de frutas (naranja, man-

zana) y de chocolate fundido es el de Casson (1959).
Y
T?=K_ + K_D (14)

Donde: K, y K_ son constantes. Kg ha sido usado por numerosos in-
vestigadores (Mizrahi y Berk, 1972; vitali y Rao, 1984; Bianchi y
col., 1985) como el umbral de fluencia. Esto es de suma utilidad
especialmente en el caso de que el mismo no pueda determinarse ex-

perimentalmente.

Dependencia del flujo con respecto al tiempo

Algunos fluidos muestran una dependencia de sus
propiedades de fujo con respecto al tiempo. Pueden exhibir un in-
cremento o0 disminucién en el esfuerzo de corte y viscosidad aparen-
te al ser sometidos a velocidades de deformacién constante.

Si el esfuerzo de corte o la viscosidad aparente
con el tiempo aumentan se denominan reopecticos, si disminuyen,

tixotrépicos.



En general son muy pocos los materiales gque se
espesan con el tiempo. En los alimentos y en particular en los
sistemas proteicos, asi como en las emulsiones,el comportamiento
caracteristico es el tixotrépico. Los fluidos tixotrSpicos est&n
formados en general por moléculas asimétricas en dispersién que
interactuan a través de enlaces de unibén secundarios para formar
una estructura tridimensional o agregado cuando est&n en reposo.
Cuando son sometidos a un flujo continuo a velocidad de deforma-
cién constante, estos enlaces secundarios, se rompen con el tiem-
po oponiendo menos resistencia al flujo y el esfuerzo de corte lle-
ga a un valor constante luego de un cierto tiempo. Como la veloci-
dad de deformacién es constante puede interpretarse como una dis-
minucién de la viscosidad aparente.

Si se suspende la agitacién; las particulas
pueden restructurarse y luego de un dado tiempo se recupera la es-
tructura y consistencia original; esto se denomina tixotropia re-
versible.

Para determinar la viscosidad aparente en los
sistemas tixotrSpicos es necesario llevar a cabo las determinacio-
nes bajo condiciones especiales ya que la viscosidad no depende
solo de la velocidad de deformacién, sino también de la duracién
de la misma.

Se han propuesto distintos métodos para evaluar

cuantitativamente la tixotropfa siendo el m&s comin el ciclo de

/17



histeresis. Este método da una idea cualitativa, sencilla y cla-
ra de la tixotropfa a través del &rea encerrada entre las curvas
de ascenso y descenso de T vs. D.

Otro método mds cuantitativo se basa en la dis-
minucién de la tensifén de corte con el tiempo a gradiente de de-

formaci6én constante.

II.5.2. Propiedades de flujo de las dispersiones pro-

teicas

Las dispersiones proteicas forman la fase con-
tinua de muchas emulsiones alimenticias y por lo tanto sus carac-
teristicas reolSgicas afectan las propiedades de flujo de las
emulsiones.

Las propiedades de flujo de las dispersiones
proteicas dependen de la composicién asi como de la forma, tama-
no y carga de las moléculas de protefna; son afectadas por las
condiciones del medio (pH, fuerza if6nica, temperatura) y condicio-
nes a las que fue sometida la proteina durante su obtencién.

Numerosos investigadores han estudiado el com-
portamiento de flujq de dispersiones proteicas de origen dife-
rente, encontrando que las mismas presentaban comportamiento
pseudoplastico. A este respecto cabe mencionar los trabajos de:

Circle y col (1964) sobre proteina de soja; Tung y col. (1971)
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sobre albGmina de huevo; Hermansson (1975b) sobre caseinato y
concentrado de proteina de suero.

El modelo matemdtico usado para describir las
curvas de flujo, en general ha sido la ley de la potencia o el
modelo de Herschel-Bulkley.

El efecto de la concentracién de proteina sobre
los pardmetros de flujo (viscosidad aparente, umbral de fluencia,
fndice de consistencia e Indice de comportamiento de flujo) de
dispersiones protefcas, ha sido evaluado por numerosos investiga-
dores. En general, &éstos encontraron que la viscosidad aumentaba
exponencialmente con el incremento de la concentracién de pro-
tefna. Por ejemplo, para caseinato de sodio (Hayes y Miller,
1961; Hermansson y col., 1975b), para proteinas de soja (Circle
y col., 1964; Ehninger y Pratt, 1974; Hermansson, 1975b); para
proteinas miofibrilares de pescado (Groninger, 1973); para pro-
tefnas de girasol (Fleming y col, 1974); para concentrado de
proteina de suero (Hermansson, 1975b).

El pH tiene un efecto notable en las propieda-
des de flujo de las dispersiones de proteinas. Para Promina D
(protefina de soja) un incremento en el pH de 5,9 a 10,9 produce
un aumento en el umbral de fluencia y en la viscosidad aparente
(Hermansson, 1975b). Esto fue atribufdo a un aumento en la solu-
bilidad a medida que el pH se aleja del pH isoeléctrico
(pH = 4,5).
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Las condiciones de procesamiento a que fue so-
metida la proteina durante su obtencién influyen también marca-
damente en las propiedades de flujo. Fleming y col. (1974) en-
contraron que la consistencia de las harinas de soja aumenta no-
tablemente durante la obtenci6n de la proteina en medio alcalino.
Este tratamiento de pH puede contribuir a la consistencia alta
del aislado final, ajustando el pH de la harina de soja a 12 y
luego llevadndola a 6. Este tratamiento aparentemente aumenta la
capacidad de absorcién de agua y produce un aumento en la consis-
cia.

Bianchi y col. (1985) estudiaron el efecto de
la desnaturalizacifén en la reologfa de las proteinas de soja.

Las propiedades reol6gicas de las dispersiones proteicas también
se ven afectadas por el método de preparacién; en particular cuan-
do se adicionan solutos. Pilosof y col. (1987) demostraron usan-
do un aislado de soja que la viscosidad aparente de las disper-
siones proteicas se ve afectada por el orden de agregado de los
solutos.

Existen otros agentes ademds de las sales que
también ‘afectan las propiedades reolSgicas de las dispersiones
proteicas. A este regspecto cabe mencionar el efecto de aquellos
agentes que producen la ruptura de la estructura cuaternaria de
la protefna. Estos interfieren en la habilidad de la protefina

para formar puentes disulfuros o hidr&Sgeno; produciendo de esta
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forma una reduccién en la viscosidad de la dispersién. Ejemplos
tipicos de dichos agentes lo constituyen el sulfito y el &cido
tioglic6lico.

Las dispersiones proteicas presentan comporta-
miento tixotr6pico por encima de 12% (P/P) (Hermansson, 1975b).
Se han planteado diferentes modelos para evaluar la tixotropfa
de las dispersiones proteicas. Un modelo que ha dado resultados
satisfactorios es el de Umstdtter (Figoni, 1981). El1 comporta-
miento tixotr6pico de una proteina de soja comercial (Purina
S00E) fue estudiado en detalle por Aeberhard y col.

(1983).

II.5.3. Propiedades de flujo de las emulsiones

El comportamiento de flujo que presentan las
emulsiones depende fundamentalmente de la fraccién en volu-
men de la fase dispersa (¢). Las emulsiones muy diluidas, presen-
tan comportamiento newtoniano. Asi Cox (1952) y Fern&ndez y Mar-
tin (1972) encontraron que la leche se comporta como un fluido
newtoniano. Ferndndez y Martin trabajaron con leche entera, des-
cremada, semidescremada y sus concentrados. Considerando una de-
pendencia entre el e;fuerzo de corte y la velocidad de deforma-
ci6én dada por la ley de la potencia encontraron que el indice de

comportamiento de flujo (n) variaba entre 0,9 y 1, que para los
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fines practicos puede considerarse como newtoniana.

En emulsiones m&s concentradas, con concentra-
ciones de aceite superiores a 10% en volumen, las emulsiones se
apartan del comportamiento newtoniano, y se comportan como flui-
dos pseudopléasticos. Un ejemplo tipico de ello lo constituye la
crema de leche. Prentice (1972) encontrS que la crema de leche
se comporta como un fluido pseudoplistico que obedece la ley de
la potencia.

Emulsiones mis concentradas pueden presentar
flujo mixto.

La influencia de la fraccién en volumen de acei-
te (@) sobre el comportamiento de flujo de las emulsiones y la
dependencia de la viscosidad relativa de la emulsién (nR), defi-
nida como la relacifén entre la viscosidad aparente de la emulsién
y la viscosidad de la fase continua, se muestra en la Fig. 6.
(Sherman, 1983). Las emulsiones con elevada concentracién en vo-
lumen de aceite pueden presentar también comportamiento tixotr&-
pico. Asi Tiu y Boger (1974) encontraron que la mayonesa (80% de
aceite en volumen), exhibfia umbral de fluencia, comportamiento
pseudopléstico y tixotrSpico.

El comportamiento reolSgico de una emulsién de-
pende de su composicién y de la naturaleza quimica de sus ingre-
dientes. Varios de los factores que afectan el mismo han sido

descriptos por Becher, (1965):Sherman, (1970):Dickinson y Stainsby,
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Figura 6: Efecto de la fraccién en volumen de aceite (@) sobre la
viscosidad relativa (nR) de emnulsiones (Sherman, 1983)



(1982).

En la Tabla 4 se muestran los factores gque in-
fluyen en las propiedades reolSgicas de las emulsiones.

El efecto de los factores mencionados en la
Tabla 4 sobre el comportamiento reolSgico de emulsiones aceite/
agua ha sido estudiado por algunos investigadores. Sherman (1959)
estudié el efecto de la concentracién del agente emulsificante
sobre la viscosidad de emulsiones aceite/agua estabilizadas por
laurato y sorbitato sesquioleato. Aoki y col. (1980) estudiaron
la influencia del porcentaje de aceite y de la concentracién de
protefna sobre el esfuerzo de ruptura de emulsiones aceite/agua
estabilizadas por proteinas de soja 7S y 11S. Hennok y col.
(1984) y Gladwell y col. (1985a, 1985b) estudiaron la reologia

de emulsiones aceite/agua estabilizadas por goma x&ntica.
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Tabla 4
Factores que influyen en el comportamiento reolégico de las

emulsiones

Factores que influyen en

las propiedades reol&gicas

I Fase dispersa Influye en la interaccién hidrodi-.

. ndmica entre las gotas de aceite
a) Fraccién en volumen g € !

(9) y en el grado de floculacién que
da lugar a la formacién de agre-
gados.

b) Viscosidad (ni) Afecta la deformaci6n de las go-

tas de aceite, durante el flujo.
En las emulsiones concentradas,
que presentan un alto grado de em-
naquetamiento, influye en la vis-

cosidad de la ernulsién.

c) Tamano, forma y Influye en la viscosidad de la
distribucién de ta- emulsién y también afecta la velo-
mano de las gotas cidad de floculacién y formacidén
de aceite de agregados. E1 tamano de gota,

forma, etc. afecta el ndmero de
glébulos de aceite por unidad de

volumen.
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Tabla 4 (continuacién)

d) Constitucién quimica

II Fase continua

a) Viscosidad (no)

b) Constitucién quimica
pH, polaridad

c) Electrélitos
(Si el medio es

polar)

Afecta las fuerzas de interaccién
entre las gotas de aceite y la
distribucién del tensiocactivo en-

tre las 2 fases.

Afecta la viscosidad de la emulsi®n

en forma directamente proporcional.

Afecta la viscosidad de la emulsién
pues influye en la energia poten-
cial de interaccifén entre las go-
tas de aceite. También influye en
la particién del agente tensioacti-

vo entre las 2 fases.

Afecta la solubilidad del agente
tensioactivo en la fase continua y
como modifica la carga del film
interfacial de protefna que rodea
a las gotas de aceite,modifica la
energia de interaccifén entre las
gotas y por lo tanto la viscosidad

de la emulsién.
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Tabla 4 (continuacién)

IIT Agente tensioactivo

(proteina en nuestro caso)

a) Constitucién quimica Determina la solubilidad en la fase
grasa y acuosa, la particién entre
las dos fases y la adsorcién en la

interfase.

b) Concentracién Afecta la viscosidad, tipo de emul-
$i6n, inversién de la emulsién y
la formaci6n de micellas del mismo
en la fase continua; por lo tanto
va a afectar la energfa de interac-

cién.

c) Film interfacial Espesor: determina el tamano de las
gotas de aceite, rodeadas por el
film interfacial y por lo tanto afec-
ta la viscosidad; también influye
en la interaccién entre las gotas de
aceite. Las caracteristicas reol&6gi-
cas del mismo afectan la deformacién
de las gotas de aceite al ser obli-

gadas a fluir.
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Tabla 4 (continuacién)

IV Agentes estabilizantes

adicionales

(Pigmentos,hidrocoloides,
etc.)

Depende de cudl sea el agente; puede
actuar de formas diversas: modifi-
cando la interaccién ‘hidrodindmica,
aumentando la viscosidad de la fase

continua, etc.
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III. PARTE EXPERIMENTAL

I1II.1. Materiales

III.1l.1. Protefnas

Proteinas de soja. Se usaron los siguientes

aislados proteicos de origen comercials:

- Proteinmax 90NB (P90ONB) v Proteinmax 90HG (P90HG) de Sambra S.2.,

P

San Pablo, Brasil.

- Protefna Purina 760 (PP760), 630 (PP630), S00E (PP500E), 660
(PP660), 710 (PP710) de Ralston Purina Co., St. Louis, U.S.A.

- Un aislado proteico de soja (APS). Fue obtenido a partir de ha-
rina de soja desgrasada de origen comercial de acuerdo al si-
guiente método: Se hizo una extraccién acuosa a pH 8 de la hari-
na de soja desgrasada (relacién harina:agua 1:15); seguidamen-
te se clarific6 el extracto por centrifugacién y precipitacién
de la protefna a pH 4,5 con HC1l diluido. El co&gulo proteico
fue entonces lavado con agua; se ajust6 el pH a 7 con NaOH di-
luido y se secé por spray. El contenido de proteina (Nx6,25)
fue 90% en base sec;.

Aislado proteico de porotos alubia . (APP).

Fue obtenido de acuerdo al procedimiento de Pilosof y col. (1982).
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La protefna fue extrafda de la harina de porotos (Phaseolus Vul-
garis, variedad Alubia) por suspensién de la misma en agua desti-
lada (relaci6én harina:agua 1:10). El1 pH se ajust6 a 10 por agre-
gado de solucién dilufda de NaOH. La suspensibn se agité por 1 ho-
ra a 2.000 rpm en una centrifuga Rolco de 3 litros de capacidad.
El sobrenadante se filtr$6 a través de papel Whatman N° 41, se
ajustS el pH a 3,75 con solucién dilufda de HCl y luego se centri-
fug6 por 30 minutos a 2.000 rpm. El codgulo proteico se lav6 dos
veces con agua destilada y se centrifugé cada vez por 30 minutos

a 2.000 rpm. Luego se neutraliz6 con NaOH diluido y se congel6 a
-40°C en una congeladora de placas; se liofiliz6 a temperatura am-
biente por 30 horas en una liofilizador Stokes.

Protefinas cdrnicas solubles en soluciones

salinas (PCSS). Las mismas fueron obtenidas por el procedimiento
de extraccién descripto por Acton y Saffle (1970). Se us6 carne
magra (bola de lomo) previamente picada en una multiprocesadora
Moulinex. Se colocaron en un vaso de precipitados de 250 ml 75 g
de carne y 150 ml de solucién ClNa 3% (P/V), dispersandose la car-
ne con una espitula. A continuacién se llev6 a pH 6, usando una
solucién de Na(OH) 0,1 N en ClNa 3% (P/V). El extracto asi obte-
nido fue luego colocado en un mezclador, llevado a un volumen fi-
nal de 300 ml con soiucién de ClNa 3% (P/V) y sometido a agita-

ci6én durante 2 minutos a 5.700 rpm, dos veces, con un periodo de

reposo de 2 minutos entre cada agitacién. Durante esta etapa la
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temperatura fue mantenida entre 10 y 14°C. A continuacién fue
centrifugado a 12000xG durante 24 minutos y a una temperatura

de 0°C. El sobrenadante fue filtrado 2 veces a través de papel
Whatman N° 4; la solucién limpida obtenida fue congelada en un
freezer y lueqgo liofilizada durante 24 horas a temperatura ambien-
te en un liofilizador Stokes.

Albimina Bovina (AB), de Quimica Sigma, USA.

Caseinato de Sodio (CS) de Laboratorios Ar-

gentinos Farmesa S.A.
Gelatina (G) (grado alimenticio) de Stauffer
Rioplatense S.A., Argentina.

Concentrado de protefna de zapallo (CPZ). Fue ob-

tenido de acuerdo al procedimiento de Vigo y col. (1973). Se par-
ti6 de harina desgrasada de semillas de zapallo que se obtuvo por
agotamiento -con hexano té&cnico (Soxhlet) dela semilla entera o
previamente molida procedente de diferentes variedades de zapallo
(Cucurbita pepo variedad Angola y Cucurbita mdxima variedades comer-
ciales Ingles, Pink Banana, Pink Banana Jumbo, Red Hubbard, Crio-
llo y Plomo Criollo). El contenido proteico de la misma fue
80%.

?ara efectuar la extraccién se suspendi6 la
harina en agua (relaci6én harina:agua 1:20) y se ajusté el pH a
10,5 con Na(OH) diluido, se agit6 durante 1 hora a 30°C y se cen-

trifugé durante 30 minutos a 2.800 rpm. El liquido sobrenadante
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se trasvas6 a un recipiente aforado a través de una malla de ace-
ro inoxidable. El residuo se lavdé por agitacién con agua previa-
mente ajustada a pH 10,5 (relaci6én g harina:ml agua 1:5) y se
centrifuglé por 20 minutos a 2.800 rpm. El ligquido decantado se
reunié con el anterior y sobre el residuo insoluble se efectuaron
dos extracciones sucesivas al mismo valor de pH; las cuales se
llevaron a cabo en las mismas condiciones operatorias y con las
relaciones harina:agua 1:10 y 1:5 respectivamente, centrifugando
al final de cada perfodo de extraccién. Los liquidos decantados
provenientes de las tres extracciones y lavados se reunieron y
sobre los mismos se procedié a precipitar las protefnas llevando
el pH a 5 por agregado de HCl 5N y ajuste final con HCl dilufdo.
Los precipitados asfi obtenidos se separaron por centrifugacién
(30 minutos, 2.800 rpm), lavando en todos los casos con la minima
cantidad de agua destilada ajustada a pH 5 y centrifugando opor

15 minutos a 2.800 rpm después.de cada lavado.

La purificacién de los codgulos de proteina
obtenidos se efectu6 por suspensifn de los mismos 3 veces sucesi-
vas en etanol 96° (relaci6én g protefina:ml etanol 96° 1:20), cen-
trifugando por 15 minutos a 2.800 rpm, después de cada tratamien-
to. Finalmente las protefinas se suspendieron en &ter, separé&ndo-

selas por centrifugacién. El1 secado final se efectué a 45°C en

vacio (5 Torr) hasta constancia de peso.
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Concentrado de clara de huevo (PCH). Fue ob-

tenido a partir de la clara de huevos frescos por congelacifén a
-25°C y posterior liofilizacién en un liofilizador Stokes a tem-
peratura ambiente.

IIT.1.2. Aceite

Se us8 aceite de maliz Mazzola de Refinerfas

de Mafz, S.A.I.C.F.

'III.1.3. Carboximetil celulosa (CMS) de BDH Chemicals

Ltd., England.

III.2. Métodos para determinar las propiedades de emulsifi-

cacién

I1II.2.1. Equipo para emulsificar

En la Fig. 7 se muestra un esquema del equi-
po usado para preparar las emulsiones. El mismo consta de: un re-
cipiente mezclador (1) que consiste en un frasco de 150 ml de ca-
pacidad, altura = 7 cm, di@metro = 5,5 cm; un agitador a paletas
(2); un autotransformador variable (3), conectado al agitador,

por medio del cual se vari6 la velocidad de agitacién; un bano de
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hielo/agua, contenido en un recipiente de telgopor (4), dentro
del cual se sumerge el frasco mezclador durante la emulsificacién.

La velocidad de agitacién se midié con un ta-

c6bmetro.

III.2.2. Preparacifén de las dispersiones proteicas

Todas las dispersiones proteicas se obtuvie-
ron por suspensién de las cantidades apropiadas de proteina en
agua destilada y agitaci6n de la misma a 6.000 rpm durante 3 mi-
nutos. El equipo usado para tal fin fue el mostrado en la Fig. 7.
El pHll de las dispersiones proteicas (1% (P/P)) oscilé entre 6,8 a 7.
Ladensidad de las dispersiones proteicas determinada por picnometria
fue 1g/cm3.

III.2.3. Determinacién de la capacidad de emulsifica-

cién (CE)

En la bibliografia figuran varios métodos pa-
ra determinar la capacidad de emulsificacién (o sea el punto en
gue la emulsién se invierte). BAasicamente todos ellos se basan en
el método de Swift y col. (1961). El mismo consiste en agregar a
la dispersién proteiéa el aceite desde una bureta y a una dada
velocidad de goteo, agitando simultineamente, hasta que la emul-

sibn se invierte. El volumen de aceite agregado hasta ese momen-

/17



to expresado como porcentaje de aceite sobre el volumen total de
la emulsién representa la CE. La forma en que se detecta el punto
final es la principal diferencia que existe entre los investiga-
dores; asi Swift y col. (1961), Carpenter vy Saffle (1964),
Pearson y col. (1965), Ivey y col. (1970), utilizaron como medida
del punto final la disminucién brusca de viscosidad asociada a

la inversién de la emulsién. Webb y col. (1970), utilizaron medi-
ciones de conductividad. Crenwelge y col. (1974), lo determinaron
por mediciones amperométricas. En todos estos métodos el volumen
final y el tiempo de emulsificaci6n dependen de la capacidad de
emulsificacién de la proteina en estudio.

En este trabajo se adopt6 el método recomen-
dado por Quaglia (1980) en el cual el volumen total y el tiempo
de emulsificacifn permanecen constantes.

Basicamente el mé&todo consiste en colocar en
un mezclador proporciones diferentes de aceite y soluciones pro-
teicas de forma tal que el volumen final (volumen de aceite més
volumen de la solucién proteica) permanezca constante. Dichas
muestras después se agitan durante un tiempo determinado y a una
dada velocidad. La mdxima relacién aceite/agua antes que se pro-
duzca la inversién de la emulsién, lo que se observa visualmente
pues la emulsién pasa de blanca y densa (emulsifén aceite en agua)
a fluida y amarillenta (emulsién agua en aceite),representa la ca-

pacidad de emulsificacién (CE).



Expresién de resultados

La capacidad de emulsificacién (CE) se expres6 como:

CE = ml de aceite
ml de aceite + ml dispersién proteica

100 = % en volumen de
aceite

Eficiencia del agente emulsificante (EE)

A partir del valor experimental de la CE se calculd la efi-
ml de aceite y .

ciencia =
(g de proteina

CE . 100

_ __ g protefina
(100 CE) 100 g solucién

EE

(15)

III.2.4. Estandarizacién del método de determinacién

de la CE

La capacidad de emulsificaci6én determinada
tal como se describié en el p&rrafo anterior, estd afectada por
variables tales como, temperatura de emulsificacién, velocidad,
tiempo de agitacién y volumen total de la emulsién. El valor ade-
cuado de estos tres dltimos factores depende fundamentalmente de

la geometria y tamano del sistema usado para emulsificar. Por lo
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tanto para establecer las condiciones a utilizar en la determina-
ci6én de la capacidad de emulsificacifn y la preparacifén de las
emulsiones, se procedi6 a estudiar el efecto de dichas variables.
Para estos ensayos se usaron dispersiones proteicas al 2% (P/P)

de la proteina Proteinmax 90 NB.

a) Efecto del tiempo de agitacién

En estos ensayos la velocidad de agitacién fue de 6.000 rpm.
Los tiempos empleados fueron 1, 3 y 6 minutos.

En la Tabla 5 se muestran los resultados obtenidos. Se puede
apreciar que entre 2 y 6 minutos no hay diferencias en lo que
respecta a la CE, entonces por razones de fndole préctica (me-
nor tiempo) se eligi6 3 minutos como tiempo de trabajo o emul-

sificacién.

Tabla 5

Efecto del tiempo de agitacién sobre CE

CE (% de aceite en volumen)

Tiempo (minutos)

1 2 3 6

No alcanza 62 62 62
a formarse
emulsién




b) Efecto de la velocidad de agitacién

Manteniendo constante el tiempo de agitacién en 3 minutos
se procedif a variar la velocidad de agitacién por medio del

autotransformador variable.

En la Tabla 6 se consignan los valores experimentales halla-

dos.

Tabla 6

Efecto de la velocidad de agitacién sobre la CE

CE (% de aceite en volumen)

Velocidad de agitaci6én (rpm)

4000 5000 6000 8700
NO se forma 62 62 62
la emulsién
mezclado
insuficiente

La Tabla 6 permite concluir que entre 5000 y 8700 rpm no hay
modificaci6n de la CE, entonces se eligi6 6000 rpm como velo-

cidad de trabajo.

c) Efecto del volumen total de la emulsi6n (tamano de la muestra)

Usando un tiempo de agitacién de 3 minutos y una velocidad

'
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de agitacién de 6000 rpm se procedié a variar el volumen
total de la emulsién (volumen de aceite + volumen solucién
proteica). En la Tabla 7 se resumen los resultados experi-

mentales obtenidos

Tabla 7

Efecto del volumen total de la emulsién sobre CE

CE (% de aceite en volumen)
Volumen total (ml)

25 50 75 100

62 62 62 Debido a las
dimensiones geo-
métricas del
agitador no se
forma la emul-
sibén

Por exigencias de los ensayos de estabilidad que se efectua-
ron posteriormente, se eligi6 como volumen total de la emulsién

50 ml.

En base a los resultados obtenidos se norma-
1liz6 el método para.determinar la capacidad de emulsificacién,

adoptandose las siguientes condiciones:
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a) Tiempo de agitacién: 3 minutos

b) Velocidad de agitacién: 6000 rpm

c) Volumen total de la emulsién: 50 ml

d) El aceite se us6 a 4°C, manteniéndose durante la emulsifica-
cién el recipiente que contiene la muestra a emulsificar en

un bano de hielo/agua (temperatura entre 4 a 6°C).

II1.2.5. Determinacién de la estabilidad de las emul;

siones

La estabilidad de las emulsiones puede eva-
luarse usando diferentes iIndices; algunos de ellos implican el ca-
lentamiento de la emulsién durante un cierto tiempo y a una dada
temperatura, seguido de centrifugacién (Tornberg y Hermansson,
1977; Volkert y Klein, 1979) o bien solo la centrifugacién de la
emulsién recién preparada (Yatsumatsu y col., 1972). El princi-

pal inconveniente de estos métodos es que:

1) no permiten detectar inestabilidades parciales en los casos
en que no hay un neta separacién de fases.

2) Introducen en el sistema una perturbacién como es la aplica-
cién de una fuerza centrffuga o el calentamiento a una alta

temperatura.
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Por estas razones, la determinacién de la
estabilidad se hizo de acuerdo al método de Acton y Saffle (1970),
que es una modificacién del método de Titus y col. (1968). Se to-
maron 5 ml de la emulsién recién preparada y se determiné el por-
centaje de agua de la misma (qo) (g H20/100 g emulsién). Luego se
colocaron 10 ml de la emulsién preparada en tubos graduados de 10
ml y se almacenaron en estufa a temperatura constante. Las tempe-
raturas de almacenamiento fueron 37, 45 y 60°C.

Para cada tiempo de almacenamiento se utilizé
un tubo; al cabo del tiempo prefijado se tomaron 5 ml del fondo

del tubo mediante una jeringa, se pesaron y se determind el con-

tenido de agua At g agua )
100 g emulsi6n
El contenido de agua se determiné de acuerdo

al método de la AOAC (1980).

III.3. Determinacién de las propiedades reol6gicas de las

emulsiones y dispersiones proteicas

III.3.1. Determinaci6én de las curvas de flujo

Las curvas de flujo (esfuerzo de corte (1 )
en funcién de la velocidad de deformacién (D)) de las emulsiones
y dispersiones proteicas se determinaron en un viscosimetro de

cono y plato marca Brookfield, modelo L.V.T.
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La principal ventaja de este instrumento es
que requiere muy pequena cantidad de muestra (0,5 a 2 ml depen-
diendo del cono utilizado) y que permite obtener valores absolu-
tos de viscosidad.

Para las emulsiones se usaron los conos cp
52 (di&@metro 2,4 cm, 3°) y cp 41 (didmetro 1,8 cm, 3°). Las mues-
tras de la emulsién recién preparada se colocaron entre el plato
y el cono, se termostatizaron a 25°Ct0,5°C y luego de 10 minutos,
el cono fue puesto en funcionamiento, registrandose el torque
ejercido por la muestra luego de 1 minuto. Las mediciones se hi-
cieron por triplicado, en el sentido de las velocidades crecien-
tes y en el rango de 0,6 a 120 s-l.

El esfuerzo de corte (1) fue calculado apli-

cando la siguiente f&rmula:

2, _ T _ T
T(N/m%) = sup. del cono 2/3 nr3 (16)

Torque m&ximo x lectura

donde T = % del Torque = 100

Torque miaximo = 6737x10_5 N.m para el LVT
r = radio del cono

"El esfuerzo de corte se calcul8 como el pro-
medio de las 3 determinaciones efectuadas a cada velocidad de de-

formacién.

/11
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Las curvas de flujo de las dispersiones pro-
teicas fueron obtenidas en forma andloga pero usando el cono Cp

40 (di&metro = 4,8 cm, 0,8°).

IITI.3.2. Determinacién del umbral de fluencia (T _) de

las emulsiones

El umbral de fluencia (TO) de las emulsiones
se determin6 experimentalmente de acuerdo a la técnica usada por
Mizrahi y Berk (1971). El mismo consiste en prender y apagar in-
termitentemente el viscosimetro a muy baja velocidad (0,6 S-l) re-
gistrdndose el valor del torque producido en cada caso. El valor
del torque por encima del cual se observa disminucién del mismo
luego de haber desconectado el viscosimetro se toma como el um-
bral de fluencia. La lectura obtenida en la escala del viscosime-
tro fue multiplicado por el factor de escala adecuada (segln el co-

no usado) para obtener el valor en Newton/rn2

III.4. Determinacién de las prooiedades funcionales y fisi-

coquimicas de las protefnas

III1.4.1. Determinacién de la capacidad de absorcién

de agua

La absorcién espontdnea de agua de las pro-
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tefnas fue determinada de acuerdo a Pilosof y col (1985) usando
el equipo propuesto por Torgersen y Toledo (1977), que es una mo-
dificacién del aparato disenado por Bauman (1966).

En la Fig. 8 se muestra un esquema del mismo.
Est8 constituido por un monitor bacteriol8gico de pl&stico (Milli-
pore Co.) (1) lleno de agua y que soporta un papel de filtro hu-
medecido, sobre el cual se esparcen 50 mg de la proteina. El moni-
tor estd conectado a través de un tubo de pl&stico flexible (2)
a una pipeta de 1 ml (3) en posicién horizontal y al mismo nivel
que el papel de filtro. La cantidad de agua absorbida por la pro-
tefna en funcidén del tiempo se siguié por el corrimiento de la
columna de agua de la pipeta hasta llegar al equilibrio.

La determinaciones se hicieron pnr duplicado
y a temperatura ambiente. El volumen de agua absorbido en ml/g
protefina cuando se alcanza el eguilibrio representa la capacidad

de absorcién de agua (C.A.A.).

II1.4.2. Determinacién de la capacidad de absorcién

de aceite

'
‘Se determiné en forma similar a la capaci-

dad de absorcifén de agua usando el mismo equipo. La diferencia

consistié en que se usS un papel de filtro de fibra de vidrio

/17



l_% T T L T o T T e

Figura 8: Esquema del equipo para medir la absorcién
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(Whatman 6 F/C) en lugar del papel de filtro com@n.y el aparato
se llen6 de aceite.

El volumen de aceite absorbido en ml/g pro-
tefna una vez alcanzado el equilibrio representa la capnacidad de
absorci6n de aceite (CAAc) de las proteinas. Las determinaciones

se hicieron por duplicado y a temperatura ambiente.



_8 3_

IV. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.1l. Capacidad de emulsificacién y estabilidad de emulsiones

en relaci6n a las propiedades fisico-quimicas de las

protefinas utilizadas para su formulacién

IV.1.1. Relacifn entre las propiedades fisico-quimicas

de las protefinas y la capacidad y eficiencia

de emulsificacién de las mismas.

IV.1.1.1. Efecto de la concentracién de protefina sobre

la capacidad y eficiencia de emulsificacién

Los parémetros quimicos m&s importantes que
afectan la capacidad de emulsificacién y eficiencia de emulsifi-
cacién son los que se refieren a la naturaleza y concentracién
del agente emulsificante (protefna), ya que este (Gltimo es el que
facilita la formacién de la emulsién, por reduccién de la tensién
interfacial permitiendo la formaci6én de un &rea interfacial mayor
con menor requerimiento de energfia mec&nica.

Se determiné la capacidad de emulsificacién
(CE) y la eficiencia de emulsificacién (EE) para proteinas de
origen diferente. La ‘concentraci6én de la dispersifén proteica usa-

da fue 1% (P/P) en todos los casos.
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En la Tabla 8 se muestran los valores de la
capacidad de emulsificacién y eficiencia de emulsificacién obte-
nidos. Se puede observar que la capacidad de emulsificacién y
eficiencia de emulsificacién presentan un rango amplio de varia-
ci6n entre las diferentes proteinas. Asfi la PP710 presentS los
valores m&s altos de CE y EE en tanto que la Proteinmax 90NB fue
la que mostré6 los valores mds bajos de CE y EE. El caseinato de
sodio, concentrado de proteina de suero y aislado de protefina de
poroto por su parte mostraron valores semejantes en CE y EE.

La capacidad de emulsificacién y eficiencia
también varfan con la concentracién de proteina. En la Fig. 9 se
ha representado la capacidad de emulsificacifén y la eficiencia
de emulsificacién en funcién de la concentracién de proteina pa-
ra distintas protefnas de soja. La capacidad de emulsificacién
varfa en un rango muy estrecho al incrementarse la concentracién
de protefina de 0,5 a 4% (P/P), para todas las proteinas de soja es-
tudiadas.

Estos resultados coinciden con los obtenidos
por Acton y Saffle (1972) para proteinas cirnicas quienes sugi-
rieron entonces, que la capacidad de emulsificacién expresada de
esta forma serviria‘para comparar los resultados obtenidos por
los diferentes investigadores ya que minimizan el efecto de la
concentracién de proteina, y con los de Wang y Kinsella (1976)

para protefinas de cotiledones de alfalfa.
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Tabla 8
Valores de capacidad de emulsificaci6én (CE) y eficiencia de

emulsificacién (EE) de proteinas de diferente origen

Proteina CE EE
(% aceite en volumen) ml _de aceite
g protefna

Purina 710 80 400
Caseinato de sodio 78 355
Concentrado de protefna 76 320
de suero
Aislado protefina de 75 300
poroto
Protefinas cirnicas 74 285
Purina 500E 74 285
Clara de huevo 72 257
Concentrado protefna de 71 240
zapallo
Purina 760 70 233
AlbGimina bovina 70 230
Gelatina 64 180
Proteinmax 90NB 62 163

11/
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La eficiencia de emulsificacién disminuye al
aumentar la concentracién de proteina. Kinsella (1976) sugirié
que este comportamiento es debido, a que al disminuir la concen-
tracién de protefna las cadenas proteicas se deseprollan en pro-
porcién mayor como consecuencia de la agitacién que tiene lugar
durante el proceso de emulsificacién, facilitando la interacci&n
de la parte hidr6foba de la protefna con los gl&bulos de aceite.
Esto da como resultado neto una mayor relacién volumen/area dis-
ponible de la protefna y entonces la eficiencia aumenta.

Otros investigadores han encontrado también
que la eficiencia de emulsificacién de las protefnas disminuye al
aumentar la concentracién de proteina: Swift y col. (1961),
Inklaar y Fortuin (1969), Ivey y col. (1970), Tsai y col. (1972),
Acton y Saffle (1972) para protefnas c&rnicas; Pearson y col.
(1965) para caseinato de sodio, leche en polvo descremada y pro-
teinato de soja; Lin y col. (1974) para protefinas de girasol;
Franzen y Kinsella (1976a) para aislados y concentrados de pro-
teina de soja; Wang y Kinsella (1976) para protefnas de cotiledo-
nes de alfalfa; Ramanathany col. (1978) para proteinas de nuez
y Halm y Ericksen (1980) para concentrado de protefna de papa
y PP500E.

La variacién de la eficiencia para un dado
aumento de la concentracién de protefna fue mayor a bajas con-

centraciones, observdndose por encima de una concentracién de

/17
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2% (P/P) disminuciones muy pequeras. A partir de esta concentra-
cién probablemente la interfase aceite/agua se satura (o sea to-
dos los gl6bulos de aceite quedan cubiertos con un film de pro-
tefna) y por lo tanto la eficiencia se hace indepgndiente de la
cantidad de protefna presente (Ivey y col., 1970). Wang y Kinse-
lla (1976) consideraron que a esta concentracién el film interfa-
cial alcanza un estado estable (o sea la velocidad con que lle-
gan las moléculas de protefna a la superficie de la gota de acei-
te y se adsorben es igual a la velocidad con que abandonan dicha
superficie) y denominaron a dicha concentracién "concentracién
estable", proponiendo que la comparaci®fn de la eficiencia de di-
ferentes protefinas debia efectuarse a dicha "concentracién esta-
ble".

La PP710 present§ una CE y EE mayor a las
otras tres protefnas de soja en el rango de concentraciones de
0,5 a 4% (P/P), en tanto que la Proteinmax 90NB fue la que mostré
los valores mis bajos de eficiencia de emulsificacién y CE, en
el mismo rango de concentraciones.

En el caso de la Proteinmax 90NB se determi-
né la CE y eficiencia de emulsificacién hasta una concentracién
de 0,2%(P/P). Para las otras protefnas, dichos valores no pudieron
obtenerse, debido a que las emulsiones eran muy fluidas a esta
concentracién, lo cual impidié detectar la disminucién brusca de

viscosidad que ocurre en el punto de inversién.
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A esa concentracién (0,2%(P/P)) la Proteinmax
90NB super§ la eficiencia de emulsificacién de la PP710 a 0,5%.
Sin embargo a esta concentracién tan baja, la estabilidad de la
emulsién (que es la otra caracteristica de la emulsién que debe
tenerse en cuenta al elegir un agente emulsificante) puede ser
tan baja que carece de interés pr&ctico el hecho que pueda emul-
sionar tanto aceite. Adem8s las emulsiones en general, contienen
O se preparan con concentraciones de aceite inferiores a las del
punto de inversibén, factor este que también afecta la estabili-

dad de la emulsién.

IV.1.1.2. Relacién entre la capacidad de absorcién de

agua y aceite de las protefnas y la capaci-

dad y eficiencia de emulsificacién de las

mismas

Las caracteristicas de las emulsiones aceite/
agua estabilizadas por protefinas estén fundamentalmente determi-
nadas por las propiedades intrinsecas de las mismas.

La secuencia y disposicién de amino&cidos, el
tamaho, forma, confo;macién y flexibilidad de la molé&cula, pola-
ridad, carga superficial e hidrofobicidad,varfian ampliamente de
una protefna a otra. Adem&s los tratamientos como la desnaturali-

zacidén por calentamiento o pH, hidr6lisis, modificaci6én quimica

/17
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por adicién de grupos hidrofflicos o lipofflicos, pueden modifi-
car drésticamente sus propiedades fisico-quimicas. Generalmente
las propiedades de emulsificaci6n han sido relacionadas .con la
solubilidad de las protefinas en la fase acuosa (Kinsella, 1976).
Sin embargo otros investigadores han encontrado que la solubili-
dad no es el factor determinante de las propiedades de emulsifi-
cacién (Mc Watters y Cherry, 1975; Wang y Kinsella, 1976; Mc
Watters y Holmes, 1979a, 1979b; Aoki y col., 1980; Flint y
Johnson, 1981).

En la dltima década, la hidrofobicidad, ha
sido considerada un factor importante pues las interacciones hi-
drofébicas son primordiales en determinar las propiedades de
emulsificacién de las proteinas alimenticias (Keshavarz y Nakai,
1979; Kinsella, 1979; Kato y col., 1980, 1981; Nakai y col.,
1980; Aoki y col., 1981; Li-Chan y col., 1984, 1985).

Varios de ellos han utilizado la hidrofobici-
dad y la solubilidad como parédmetros para predecir las propieda-
des de emulsificacién. En general, el andlisis de dichas inves-
tigaciones, permite concluir que las propiedades de emulsifica-
cifén estdn correlacionadas positivamente con la solubilidad e hi-
drofobicidad. Sin embargo, como sefialé Li-Chan y col. (1985)
la inclusién en la ecuacién de correlacién mfiltiple de términos
de interaccibén y cuadrédticos de las variables mencionadas (solu-

bilidad e hidrofobicidad) revelan que para asegurar una funcio-
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nalidad adecuada es necesario un balance 6ptimo entre dispersibi-
lidad, hidrofobicidad y los parémetros estructurales y no simple-
mente un valor elevado de cada una de las variables independientes.

Los resultados confirman el concepto de que
para obtener propiedades emulsificantes éptimas, es necesario gque
la protefna posea un balance adecuado entre sus caracteristicas
hidrofflicas y lipofflicas.

El balance hidrofilico-lipofilico (BHL) in-
troducido por Griffin (1949) ha sido usado ampliamente para des-
cribir las propiedades surfactantes o emulsionantes. Este nlmero
es empirico y carece de significado como valor absoluto. El1 BHL
de algunas protefinas ha sido estimado comparando la estabilidad
de emulsiones preparadas con aceite cuyos BHL "requeridos" eran
conocidos (Van Eerd, 1971; Aoki y col., 1981). No obstante, tal
procedimiento es dificultoso y demanda mucho tiempo.

En base a esto se consider6 necesario hallar
un fndice adecuado para describir el caracter hidrofilico-lipoff-
lico de una proteina que permita predecir las propiedades emul-
sificantes de la misma.

En la mayoria de los trabajos que figuran en
la bibliograffa el caracter hidrofflico de una protefna ha sido
identificado con su éolubilidad o dispersibilidad, en tanto que
el caracter lipofflico con la hidrofobicidad.

La hidrofobicidad de las proteinas ha sido

1/
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en general determinada de manera indirecta por diferentes méto-
dos; cromatograficamente (Keshavarz y Nakai, 1979); por técnicas
fluorométricas (Kato y Nakai, 1980), suponiendo que lo gque se me-
dfa era representativo del fenfmeno de interaccifn aceite-pro-
tefna en la interfase.

La teorfa de emulsiones interpreta el fenbme-
no que ocurre en la interfase agua-aceite en presencia de un
agente emulsificante como un proceso de adsorcién del mismo. En
el caso de una proteina una vez que ésta ha difundido a la inter-
fase, se adsorbe en la misma ocurriendo un desenrollamiento de
las cadenas proteicas, orientdndose con las zonas hidrofilicas di-
rigidas hacia la fase acuosa y las hidrof6bicas hacia la fase
aceite.

Esta representaci6n ffsica sugiere que la so-
lubilidad no serfa la propiedad funcional m&s adecuada para des-
cribir la interaccifn agua-protefna en la interfase. La propie-
dad que mejor describirfia la afinidad de la protefna por el agua
en la interfase serfia la capacidad de absorci6n de agua (CAA) o
absorcién espont&nea de agua.

En forma andloga la habilidad de la protefna
para interactuar con el aceite podria ser evaluada por la capa-
cidad de absorcibfn espontdnea de aceite (CAAc).

En lasFigs.1l0 y 11 se muestra la absorcién

espontdnea de agua de algunas de las proteinas estudiadas. Todas
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1 ] ]

300 600 900
TIEMPO (s)

Absorcidn esponténca de agua de diferentes protefnas
CPZ: concentrado de proteina de zapallo; CS: caseintao
de sodio; PP710: aislado de protcina de soja Purina 710;
PCH: protcina de clara de huevo; PCSS: proteinas c&rni-
cas solubles en solucidén salina; AB: albGmina bovina;
CPS: concentrado de proteina de suero



las muestras fueron quimicamente estables en presencia de agua,
por lo tanto se alcanz6 el equilibrio y las curvas llegaron a
una meseta. El volumen de agua/g de proteina absorbido una vez
alcanzado el equilibrio representa la capacidad de absorcién de
agua (CaA).

Desde que Hermansson (1972) adoptd el apara-
to de Bauman para medir la absorcién espontdnea de agua de algu-
nas protefnas alimenticias, el método ha sido usado posteriormen-
te por varios investigadores (Torgersen y Toledo, 1977; Walling-
ford y Labuza, 1983). Pilosof y col. (1985) utilizaron dicho mé&-
todo para determinar la capacidad de absorci6én de agua de pro-
tefnas animales, vegetales y almidones. Ellos hallaron una ecua-
cién matemdtica para describir la absorcién de agua en funcién
del tiempo y determinaron la cinética del proceso.

En las Figs. 12 al4 se muestran las curvas de
absorcién de aceite obtenidas para las mismas proteinas. Como en
el caso de la absorcién de agua, en todos los casos se alcanzé
el equilibrio. El tiempo necesario para alcanzar el mismo varid
entre 3 y 12 minutos segin la proteina. Sin embargo la velocidad
de absorci6n en todos los casos fue rapida al comienzo y luego
disminuy® a medida gque las curvas se aproximan al equilibrio. El
volumen de aceite/g de proteina absorbida cuando se alcanza el
equilibrio representa la capacidad de absorcién de aceite (CAAc).

El balance hidrofilico-lipofilico de las pro-
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tefnas se evalu6 a travé&s de la relacién entre la capacidad de

absorcién de agua y la capacidad de absorcién de acéite. Dicha re-

lacién se denominé Indice de absorci6n de agua y aceite (IAAAcC) o sea:
CAA

IAAAC = CAAG (17)

En la Tabla 9 se muestran los valores de la
capacidad de absorci6n de agua y aceite y los Indices de todas
las protefnas usadas.

Las capacidades de absorcién de agua y aceite
presentaron un rango amplio de variacién entre las diferentes
protefnas. Asf la Proteinmax 90NB presentd el valor mds alto de
CAA y el menor de CAAc; en tanto que las proteinas cdrnicas so-
lubles en solucién salina presentaron el valor mds elevado de la
CAAc. Sin embargo el IAAAc que es una medida del caracter hidro-
fflico-lipofilico de la proteina varié desde 0,20 para el concen-

trado de proteina de suero a 12,47 para la gelatina.

Iv.1.1.3. Correlacifn entre la capacidad de emulsifi-

caci6bn, eficiencia de emulsificacién y el

Indice de absorci6én de agua y aceite

En la Fig. 15 se ha representado la CE y EE

en funcién del IAAAc para las proteinas incluidas en la Tabla 9.
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Tabla 9

Capacidad de absorci6n de agua y aceite de protefnas v sus res-

pectivos IAAAC

-4

CAAcC
ml aceite

g protefna

IAAACY
ml agua

ml aceite

CAA
Protefina ml agua
g proteina
Concentrado .de proteina 0,20
de suero
Proteinas cdrnicas 1,48
AlbGmina bovina 0,65
Clara de huevo 2,58
i
boncentrado de protefina 2,89
de zapallo
Aislado de proteina de 5,16
t
poroto
Caseinato de sodio 2,80
Purina 710 2,48
Purina 500E 7,90
Purina 760 8,75
Proteinmax 90NB 19,90
11,60

Eelatina

0,20

a. El IAAAc fue obtenido como relacién entre CAA y CAAcC

/77
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En ambos casos se aprecia que existe una correlacién definida pa-
ra la mayorfa de las protefnas. La m&xima eficiencia y capacidad
emulsionante se obtuvo cuando el IAAAc tiene un valor cercano a
dos, es decir cuando la protefna absorbe dos veces mds agua gque
aceite. Las rectas de la derecha incluyen las protefinas que absor-
ben mis agua que aceite; un aumento en el indice por encima de dos,
indica que la protefna se hace mds hidrofflica, lo que produce una
disminucién en la CE y eficiencia. A la inversa, las rectas de la
izquierda incluyen a las proteinas con carédcter lipofflico crecien-
te y a medida que la protefna se hace mds lipofflica (IAAAc $ 2)
la CE y EE disminuyen.

Las ecuaciones de regresién obtenidas para
las rectas de la derecha y la izquierda (excluyendo por motivos
gue se explicar&dn més adelante a la gelatina, concentrado de pro-

teina de suero y proteinas cérnicas) fueron:

para la eficiencia de emulsificacién

EE = 422,5 - 26,7 (IAAAc) R = 0,956 (P < 0,05) IAAAc 2 2 (18)
EE = 192,2 + 96,7 (IAAAc) R = 0,981 (P < 0,01) IAAAc s 2 (19)
y para la capacidad de emulsificacién

CE = 83,5 - 2,01 (IAAAc) R = 0,996 (P < 0,01) IAAAcC 2 2 (20)
CE = 67,7 + 5,94 (IAAAc) R = 0,973 (P < 0,01) IAAAC g 2 (21)
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La magnitud relativa de las pendientes de las ecuaciones de re-
gresién, indican que las proteinas incluidas en la recta de la
izquierda (mayor caracter lipoffilico), son m&s afectadas por va-
riaciones en el IAAAc que las incluidas en la recta de la dere-
cha. Esto se verifica tanto para la eficiencia como para la capa-
cidad de emulsificacién.

El CPS y las PCSS no cumplen las correlacio-
nes halladas entre CE y EE y el indice IAAAc. Dichas protefinas
pese a poseer un indice de absorci6n de agua y aceite muy bajo,
presentan una capacidad emulsionante y eficiencia inesperadamen-
te elevada. Esto puede ser explicado por la alta concentracién
de lactosa presente en el CPS y de NaCl en las PCSS. Los solutos
pueden afectar la capacidad de absorcién de agua (L6pez de Ogara
y col., 1987); adem8s estos solutos pueden modificar la carga
superficial de las protefnas y modificar la tensifén interfacial
entre el aceite y el agua (Flint y Johnson, 1981).

Si se analizan los resultados obtenidos para
las protefnas de soja (Tabla 9) se puede ver que la PP500E y la
PYONB que son protefnas de soja desnaturalizadas, absorben igual
cantidad de aceite, sin embargo la P90NB adsorbe dos veces mis
agua que la primera.. Esto hace que la P90NB sea mds hidrofflica
(alto IAAAc), lo que da lugar a que la misma presente una capa-
cidad y eficiencia de emulsificacifén muy bajas (como puede apre-

ciarse en la Fig. 15).
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Estos resultados indicarian que para obtener
una capacidad de emulsificacién y eficiencia elevadas, la desna-
turalizacién de las proteinas de soja debe ser llevada a cabo,
bajo condiciones que impidan un incremento excesivo de la CAA o
sea del caracter hidrofilico de la proteina. Zakaria y Mc
Feeters (1978) y Li-Chan y col. (1985) observaron que una desna-
turalizaci6én excesiva ocasiona una disminucifn en las propieda-
des de emulsificaci6n de las proteinas.

La PP710 presenta la CE y EE més elevadas.
Esto fue logrado reduciendo el tamano de la molécula por hidré6-
lisis. Dicho proceso provoca una disminucién marcada de la CAA
(Tabla 9) y entonces se obtiene un IAAAc Sptimo.

En IV.1.1.1. se determindé la eficiencia
y capacidad de emulsificacién en funcién de la concentra-
cién para cuatro proteinas de soja (P90ONB, PP710, PP760, PP500E).

Estos datos fueron usados con el objeto de
determinar el efecto de la concentracién de proteina sobre la co-
rrelacién entre la eficiencia y el IAAAc. Los resultados obteni-
dos se muestran en la Fig. 16. En la misma se observa que al au-
mentar lg concentracién de protefna desde 0,5 a 4% (P/P) el efec-
to del Indice sobre la eficiencia disminuye (las pendientes dis-
minuyen). A 0,5% qué es la concentracifén mis baja estudiada se
observa una pequena desviacién de la linealidad.

No se efectud un estudio similar sobre la CE,
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Figura 16:

Efecto de la concentracién de proteina en la correlaci6n
entre la eficiencia de emulsificacién y el fndice de ab-
sorcifn de agua vy aceite (IAAACQ)

PP710: aislado de protefina de soja Purina 710; PP500E: ais-
lado de proteina de soja Purina SO00E; PP760: aislado de pro-
tefnade sojaPurina 760;P90NB:aisladode proteinade soja Pro-



porgue como ya se mostrS en el capftulo IV.l.1l. la misma varfia
en un rango muy estrecho al modificarse la concentraci6n de pro-
tefna de 0,5 a 4% P/P. Por lo tanto la dependencia de la misma
.del IAAAcC va a ser précticamente la misma a todas las concentra-

ciones estudiadas (0,5 a 4% P/P).

IV.1.2. Relacién entre las propiedades fisico-quimicas

de las protefnas y su habilidad para estabili-

zar emulsiones

IV.1.2.1. Relacién entre la capacidad de absorcién de

agua, de aceite y viscosidad de la fase con-

tinua y la estabilidad de las emulsiones

Las proteinas contribuyen a estabilizar las
emulsiones por medio de diversos efectos, €stos incluyen las ca-
racterfsticas del film interfacial y la formacién de una doble
capa cargada en la interfase aceite/agua.

Protefnas de origen diferente varian amplia-
mente en su habilidad para estabilizar emulsiones, lo que refle-
ja las diferencias en composicién, conformacifén y rigidez estruc-
tural que existe entre las mismas.

Estas diferencias en las caracterfisticas in-

trinsecas de las proteinas son responsables de que las mismas
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presenten proéiedades fisico-quimicas diferentes.

Dado que la absorcién de agua y aceite son
propiedades fisico-quimicas adecuadas para explicar el comporta-
miento de las protefnas en cuanto a su capacidad de emulsificar
aceite, tal como se mostr6 anteriormente, es de esperar que sean
también responsables en gran medida de la estabilidad de las
emulsiones.

Se sabe adem&s que el incremento de la visco-
sidad de la fase continua (no) produce un aumento en la estabili-
dad de las emulsiones (Becher, 1965). Este efecto es especialmen-
te importante cuando se agregan agentes coloidales ya que é&stos
se disuelven en la fase continua (Hennock y col., 1984; Gladwell
y col., 1985a, 1985b).

Con el objeto de comprobar en que medida la
estabilidad de una emulsién depende de la CAA, CAAc de la pro-
tefina y de la viscosidad de la fase continua, se determiné la es-
tabilidad a 45°C de emulsiones con un contenido de aceite de 50%
en volumen y concentracién de protefna 1% (P/P).

La habilidad de las proteinas para estabili-
zar la emulsibén se caracterizé por el Indice de Inestabilidad

(II) definido como:

q24 hs _
II = 100 (22)
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Donde q24 hs es el % de agua de la fase inferior de la emulsién

al cabo de 24 horas de almacenamiento y 9s el % de agua inicial
de la emulsién.
La viscosidad aparente (no) de las dispersio-

nes proteicas (1% (P/P)) se determiné a 450 S_1 y se calculé como:

- T -1
N, (450 s71) = 4205 (23)
450 s

1 .
Tysg S es el esfuerzo de corte correspondiente a una ve-

locidad de deformacién de 450 S-I.

Donde

En la Tabla 10 se muestra la CAA, CAAc,

leindicedeinestabilidad de varias protefinas. En la misma

n 450s
se incluye adem&s de las proteinas que figuran en la Tabla 9, 3
aislados comerciales de proteinas de soja: Purina 630 (PP630),
Purina 660 (PP660), Proteinmax 90HG (P90HG) y un aislado de pro-
teina de soja obtenido en laboratorio (APS).

Estas se incluyeron para aumentar el grado de
certeza de las ecuaciones de regresifn que se usaran posterior-
mente para predecir el grado de inestabilidad de las emulsiones.

En dicha Tabla se observa que las dispersio-
nes proteicas 1% (P/f) de las protefinas de soja (salvo la PP710),

las protefnas cérnicas solubles en soluciones salinas y el casei-

nato de sodio presentaron una viscosidad mds elevada que las de-
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mis proteinas.

La viscosidad de las dispersiones proteicas
es funci6n del tamano, forma y flexibilidad de la molé&cula, gra-
do de hidratacién e interacciones moleculares. La desnaturaliza-
cibén, en general disminuye la solubilidad y aumenta la capacidad
de absorci6én de agua de las proteinas (Kinsella, 1979; L6pez de
Ogara y col., 1986).

El aumento de la CAA se produce probablemen-
te debido a una apertura de la molécula que da lugar a que haya
mds residuos de amino&cidos hidrofflicos expuestos y que normal-
mente se encuentran ubicados en el interior de la molécula nati-
va (Voutsinas y col., 1983).

Las capacidades de absorci6n de agua y visco-
sidades elevadas de los aislados comerciales de proteina de soja,
han sido atribuidos a diferentes grados de desnaturalizacifn de
la protefina de soja nativa. Por ejemplo la PPS500E es una proteina
de soja completamente desnaturalizada (Hermansson, 1979), en tan-
to que la PP710 que es un aislado comercial de peso molecular re-
ducido por hidr6lisis presenta una CAA y viscosidad baja.

Hermansson (1975b) relacion6 la viscosidad
de un aislado de proteina de soja, caseinato de sodio y concen-
trado de protefna de suero con las capacidades de absorcién de
agua de las mismas. Urbanski y col. (1983) y L6pez de Ogara y

col., (1986) encontraron que las capacidades de absorcién de agua

/17



de aislados comerciales de protefna de soja estaban correlaciona-
dos positivamente con la viscosidad de las dispersiones de dichas
proteinas.

En la Fig. 17 se ha representado la viscosi-
dad de las dispersiones proteicas (1%(P/P)) en funcibén de la capa-
cidad de absorci6n de agua para las proteinas inclufidas en la Ta-

bla 10. La ecuaci6én de regresién hallada fue:

no(cp) =-20,041 + 0,366 CAA (R = 0,862 (P < 0,001)) (24)

IV.1.2.2. Modelos de regresifn para predecir la deses-

tabilizacién de emulsiones formuladas con

protefnas de diferente origen

En la Tabla 10 se puede observar que la pro-
tefina PP710 es la que presenta una capacidad de absorcién de acei-
te, de agua y viscosidad baja, es ademds la que da la emulsién
mis inestable entre las proteinas de soja (II mds elevado). Sin
embargo la que presenta el mayor porcentaje de inestabilidad es
la emulsién formulada con el concentrado de proteina de suero, en
tanto que la Proteinmax 90NB es la que da la emulsién més estable
(II mds bajo). En la Tabla 10 se incluye el fndice de absorcién
de agua y aceite (IAAAc) de dichas protefnas. En IV.1.3. se de-

mostré que dicho Indice era una medida de la habilidad de la pro-

/17



-112-

|
o
(cp)
2+ « PP660
*PP760
CS
- «PP630
1 °*PCSS
» POOHG
CPZ. * PP500E
_.ap PP
CPS « APP
0] ! | -
0 5 10
CAA (ml agua/gqg proteina)
Figura 17: Correlacién entre la capacidad de absorci6n de agua (CAA)

de diferentes proteinas alimenticias y la viscosidad (n )
de dispersiones 1% (P/P) de las mismas.

AB: alb@imina bovina; APP: aislado de protefna de poroto
(Phaseolus vulgaris); CPZ: concentrado de proteina de
zapallc; CPS: concentradsc de nroteina de suero; PCH:
proteina de clara de huevo; G: gelatina; CS: caseinato
de sodio; APS: aislado de proteina de soja; PP710, PP500E,
PP630, PP660, PP760:aislados comerciales de proteina de
soja Purina 710, S00E, 630, 660 y 760 respectivamente;
P90ONB, P90HG: aislados comerciales de proteina de soja
Proteinmax 90NB y 90HG respectivamente



tefna para atraer simult&neamente agua y aceite y podifia usarse
para predecir la capacidad de emulsificacibén de las proteinas.

Un balance adecuado entre las caracteristicas
hidrofilicas y lipofflicas (IAAAc préximo a dos) permitfa obtener
la capacidad de emulsificacifén méixima. Sin embargo, puede obser-
varse a partir de la Tabla 10 que no existe ninguna relacifén en-
tre el indice IAAAc y el II de las emulsiones. Se propusieron mo-
delos de regresién simple y mGltiple, para cuantificar la rela-
cifén que existe entre el Indice de Inestabilidad de las emulsio-
nes formuladas con las diferentes protefnas y las diferentes va-
riables independientes (CAAc, CAA, no). Dichos modelos se mues-
tran en las Tablas 11 y 12.

Para efectuar este andlisis las proteinas
fueron divididas en dos grupos de acuerdo al valor del indice de
absorcifn de agua y aceite: proteinas con un IAAAc lipoffilico
(IAAACL) que son aquellas que absorben 2 veces o menos agua que
aceite (en la Tabla 10 se incluyen a las 7 primeras) y protefnas
con un IAAAc hidrofflico (IAAAcH) gque son aquellas que absorben
2 veces o méds agua que aceite (las ocho Gltimas en la Tabla 10).

Para las emulsiones formuladas con proteinas
de fndice IAAAcL se hall6 que modelos de regresifén lineal simple
entre II y CAAc e II y CAA presentaban coeficientes de determi-
cién (R2) altamente significativos (P < 0,05) en ambos casos (Ta-

bla 11). Un modelo de regresién lineal m@ltiple entre el II y

/77
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CAA, CAAc mostrd que las variables mencionadas estaban correla-
cionadas con un alto grado de significancia (P < 0,05). El1 coefi-
ciente de determinacién (R2) fue de 9,881, lo que indica que el
88,1% de las variaciones en el Indice de Inestabilidad de las
protefnas estudiadas pueden ser -explicadas por las dos variables
independientes: CAA y CAAc.

Los valores t de Student de los coeficientes
de regresifn parciales tienen un elevado grado de significancia
(P < 0,05), lo gue indica que tanto CAA como CAAc, afectan la
inestabilidad de la emulsi6én, en forma significativa.

La inclusién de la viscosidad en el modelo de
regresidén mdltiple como tercera variable independiente, elevé el
valor de R2 a 0,930, lo que significa que en este Gltimo modelo
el 93% de las variaciones del II pueden ser explicadas por las 3
variables independientes CAA, CAAC y UP

Los valores negativos de los coeficientes de
regresién parciales indican que para disminuir la inestabilidad
de la emulsibén es necesario un aumento de la capacidad de absor-
ci6én de aceite, agua y viscosidad de la fase continua.

La importancia relativa de las variables in-
dependientes inclufidas en el modelo, que esti dada por los valo-
res de los coeficienées B (coeficientes de regresifén estandariza-
dos) indican que la capacidad de absorci6n de aceite y agua con-

tribuyen en igual medida a determinar el grado de inestabilidad
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de la emulsién. El1l valor del coeficiente B para la viscosidad es
menor que para la CAA y CAAc, lo cual puede ser atribufido a que
dentro de este grupo de proteinas (IAAAcL) las variacion de
la viscosidad es pegquena.

En la Tabla 12 se muestran los modelos de re-
gresién lineal simple y mGltiple, entre el II y las diferentes
variables independientes, para el grupo de proteinas con un IAAAC
hidrofflico (IAAAcH). Se encontr$ que la primera variable inde-
pendiente que debia ser considerada era la CAA. El valor del coe-
ficiente de determinaci6n (R2), correspondiente a dicha correla-
cién fue 0,668 (P < 0,01), lo que indica que dicha variable ex-
plica el 66,8% de las variaciones del II.

El segundo modelo de regresifn simple que in-
cluy6 a la viscosidad como variable independiente,mostr6 que la
misma est8 correlacionada negativamente con el IX. El grado de
significancia fue elevado (P < 0,1) y da cuenta del 42,8% de las
variaciones del II.

Estos resultados indican que como para el
grupo de las proteinas con un IAAAcH, para reducir la inestabi-
lidad de la emulsién, es necesario que la protefina tenga una ca-
pacidad de absorcibén de agua y viscosidad elevadas. En base a és-
to se aplicé entonces un modelo de regresién lineal mGltiple, que
incluy6 a la viscosidad y la capacidad de absorcifén de agua como

variables independientes. El valor del coeficiente de determina-
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cién (R%) fue 0,760 (P < 0,05).

Al incluir a la capacidad de absorcién de acei-
te como tercera variable independiente, no se observ6 incremento
alguno en el coeficiente de determinacién (R2).Este se debe proba-
blemente a que entre las protefnas con un IAAAc, la capacidad de
absorci6n de aceite varfa en un rango muy pequeno (Tabla 10).

Los modelos de regresién mfiltiple hallados in-
dican que la capacidad de absorcién de agua y aceite y la viscosi-
dad de la fase continua son propiedades fisico-quimicas importan-
tes que determinan la habilidad de las proteinas para estabilizar
emulsiones. No obstante, el coeficiente de determinaci®n, R2==0,76
obtenido para las protefinas con un IAAACH y que incluye a todas
las de soja, indica que existen otros factores que determinan las
propiedades estabilizantes de las mismas. Entre ellos puede mencio-
narse la propiedad que tienen las proteinas de soja de asociarse
entre ellas fuertemente, en la interfase aceite-agua para formar

un film denso y continuo alrededor de los gl&Sbulos de aceite.

IV.1.3. Conclusiones

Los resultados obtenidos muestran que la esta-
bilidad de las emulsiones se ve favorecida por capacidades de

absorcifén de agua y aceite elevadas. Esto indica que la molécula
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de protefina actfia como un mediador en la formacién de una emul-
sién estable, ligando agua y aceite simultineamente para formar
barreras densas, que impiden la coalescencia de las gotas de
aceite. Estos resultados, en ciertos aspectos coinciden con los
hallados por Watanabe y Arai (1981). Estos investigadores encon-
traroh una correlacién muy buena entre los valores de estabilidad
de las emulsiones y la disminucién de la movilidad de los proto-
nes de las moléculas de agua y aceite, después del proceso de
emulsificacién.

Asi, la condicién que existe por ejemplo en una
emulsién aceite en agua estabilizada por una proteina puede ser
representada esquem&ticamente por el modelo de doble capa repre-
sentado en la Fig. 18.

En este modelo, las proteinas difunden y se reo-
rientan en la interfase aceite-agua con los grupos hidrofilicos
orientados hacia la fase acuosa y los hidrof&bicos hacia el acei-
te. De esta manera, se forma una doble capa en la cual la protefna
actda como un mediador ligando moléculas de agua y aceite. De es-
te modo las propiedades fisico-quimicas del agua y aceite ligados
en la doble capa pueden diferir de las del seno de la fase aceite
y la fase continua (dispersién proteica). El espesor de la doble
capa interfacial depénde de la capacidad de absorci6n de agua,
aceite y de la concentracién de la proteina. Las dimensiones de

la doble capa y no su estructura precisa parecen determinar la
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a:capa de aceite ligada
b:capa de agua ligada

Figura 18: Represecntacién esquemdtica del modelo de doble capa



estabilidad de las emulsiones. Ademds, las interacciones proteina-
protefna pueden aumentar las fuerzas de cohesién entre las pro-
tefnas y de este modo aumentar la rigidez y resistencia mecdnica
de la doble capa, previpiendo de este modo su ruptura e impidien-
do la coalescencia de las gotas de aceite.

La inclusi6n de la viscosidad en el modelo de
regresién lineal midltiple de ambos grupos de proteinas estudia-
dos indica que un valor de viscosidad alto, es otro factor que
contribuye a aumentar la estabilidad de las emulsiones.

Un valor de viscosidad alto de la fase con-
tinua produce una disminucién del movimiento browniano y por con-
siguiente la probabilidad de que foculen y coalescan las gotas
de aceite, decrece (Becher, 1965; Tadros y Vincent, 1983). Ade-
mds la velocidad de cremado, también disminuye (Petrowsky,

1976).

Los resultados obtenidos, respecto a la rela-
cibén entre las propiedades fisico-quimicas de las protefnas y
la capacidad de emulsificaci6n, eficiencia de emulsificacién y
estabilidad de las emulsiones formuladas con las mismas contri-
buyen a proporcionar una nueva interpretacién del fenSmeno de

emulsificacién. Se puede concluir lo siguiente:

- La capacidad de emulsificacién y eficiencia de las proteinas
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depende de la existencia de un balance adecuado entre las ca-
racteristicas hidrofflicas y lipofilicas de la protefina y no

se incrementan al aumentar el caracter hidrofilico o lipofili-
co de la proteina. El fndice de absorcién de agua y aceite
(IAAAc) , que indica el balance que existe entre las caracteris-
ticas lipoffilicas e hidrofilicas, es una medida de la habili-
dad de la proteina de reducir la tensi6n interfacial entre el
agua y el aceite permitiendo la formacién de la emulsién con

un requerimiento energético menor.

La estabilidad de las emulsiones no depende del balance entre
las caracterfsticas lipofilicas e hidrofflicas sino de la mag-
nitud de dichas caracteristicas. Es decir que la estabilidad

se incrementa al aumentar la CAA y/o la CAAc.

Esta interpretacifén permite explicar muchos de

los resultados contradictorios que figuran en la bibliografia.

En particular el hecho de que la solubilidad y las propiedades

de emulsificacién no est&n correlacionadas (Mc Watters y Cherry,

1975; Wang y Kinsella, 1976; Mc Watters y Holmes, 1979%a, 1979b;

Aoki y col., 1980; Flint y Johnson, 1981).
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Adem&s el hecho que la capacidad de absorcién
de agua y aceite de la protefnay no la solubilidad determinan
la estabilidad de las emulsiones, permite explicar la efectivi-
dad de numerosos agentes no tensioactivos tales como las gomas

y los s6lidos finamente divididos de estabilizar emulsiones.

IV.2. Cinética de desestabilizacién de emulsiones formuladas

con protefnas alimenticias de diferente origen

IV.2.1. Ecuaci6n para describir el proceso de desesta-

bilizacién en funcién del tiempo

La estabilidad de las emulsiones aceite/agua
estabilizadas por proteinas alimenticias ha sido evaluada de for-
mas diferentes: midiendo la cantidad de aceite o crema que se se-
para de la emulsién luego de un cierto tiempo a una temperatura
de almacenamiento especificada; o bien determinando el tiempo ne-
cesario para que se produzca un dado grado de ruptura de la emul-
sién (Ver II.5.). Estos métodos aunque ftiles desde el punto de
vista préctico, no proporcionan informacifn respecto al proceso
total de desestabilizacién de dichas emulsiones. Para ello es ne-
cesario estudiar la cinética de desestabilizacién de las emulsio-
nes que permitir& cuantificar y comparar la habilidad de protef-

nas de diferente origen, para estabilizar emulsiones aceite/agua.
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Ademds puede contribuir a esclarecer cudles son los mecanismos
involucrados en la desestabilizacién de las emulsiones. Para es-
tudiar la cinética de pérdida de estabilidad de las emulsiones

se adopt6 el siguiente procedimiento: se prepararon emulsiones
aceite/agua estabilizadas por proteinas de diferente origen, de
acuerdo a la técnica descripta en III.2.4. Todas las emulsiones
se formularon con un contenido de proteina de 1% (P/P) y de acei-
te de 50% (V/V). La temperatura de almacenamiento fue de 45°C.

La pérdida de estabilidad de las emulsiones du-
rante 24-30 horas de almacenamiento se evalu§ como el incremento
de agua de la fase inferior (g(t) - qo) de la emulsién en funcién
del tiempo. En las Figs. 19 y 20 se muestra el incremento del
porcentaje de agua de la fase inferior de la emulsién en funcién
del tiempo para las emulsiones preparadas usando protefnas de
origen diferente.

Todas las emulsiones presentaron una desesta-
bilizacién limitada ya que todas las curvas alcanzaron un valor
m&ximo.

El tiempo necesario para alcanzar esta condi-
cibén de pseudo-equilibrio depende de la proteina y varié entre
1 hora para la PPSOQE a aproximadamente 10 horas para el casei-
nato de sodio. Sin embargo la velocidad de desestabilizacién en
todos los casos fue répida al comienzo, disminuyendo luego a me-

dida que transcurre el tiempo y las curvas se aproximan al valor
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Figura 19: Desestabilizacién a 45°C de emulsiones formuladas con

diferentes protefnas (#: 0,5; C = 1% (P/P))

AB: albGmina bovina; PCSS: protefnas c&rnicas solubles
en solucién salina; PP500LE: aislado de protefina de soja
Purina 500E; PP760: aislado de protefina de soja Purina
760; PI9ONB: aislado de proteina de soja Proteinmax 9ONB
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Figura 20: Desestabilizacién a 45°C de emulsiones formuladas con

diferentes proteinas (#§ = 0,5; C = 1% (P/P))

G: gelatina; CS: caseinato de sodio; APP: aislado de
proteina de poroto (Phaseolus vulgaris); PCH: Proteina
de clara de huevo
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de pseudo-equilibrio.

El incremento del procentaje de agua de la fa-
se inferior correspondiente al punto en que las curvas .alcanzan
el valor de pseudo-equilibrio, representa el incremento de agua
m&ximo (Q) de la fase inferior de las emulsiones.

Para describir matem&ticamenté las curvas de
las Figs. 19 y 20 se propuso la siguiente ecuacién a dos paréme-

tros

Q t
B+ t

q'(t) = g(t) - q, = (25)

donde: d, = porcentaje de agua de la emulsibén recién preparada

t = tiempo

g(t) = porcentaje de agua de la fase inferior a cada tiem-
po (t)

Q = es el incremento mdximo del contenido de agua de la
fase inferior de la emulsi6n

B = tiempo necesario para que la fase inferior gane una

cantidad -de agua igual a Q/2.

Para hallar los valores de los pardmetros estadisticos ﬁ Yy B que
dan el mejor ajuste de la ecuacibén (25) a los datos experimenta-

les (qi, ti)' se exigié qgue la funci6én siguiente
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x© =g} - =—) (26)

fuera minima. Para ello se aplicé un programa de regresién
no lineal (Ralston and Jennrich, 1978) proceséndose los da-

tos en una computadora IBM PC.

Los estimadores de las desviaciones estandar

de Q y B fueron obtenidos aplicando la matriz de covarianza si-

guiente:
OQ2 oQB
% = A A (27)
0B 032

Donde: 0Q y 0B representan los estimadores de las desviaciones

estandar de Q y B respectivamente y 0QB representa la co-

rrelacién entre Q y B.

Con el fin de evaluar el grado de ajuste de 1la
ecuacién (25) a los datos experimentales, se calcul6 el error re-

lativo porcentual (e%) como:

0t
q; - =
n B + t.
. 100 i
€% = = — i§1| ' | (28)
q;
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~

En la Tabla 13 se muestran los valores de 6, B, los estimadores
de sus desviaciones estandar (GQ y GB) y el €% obtenido aplican-
do el tratamiento matem&tico descripto anteriormente a las emul-
siones formuladas con proteinas de diferente origen.

Se observa que el ajuste de la ecuacién (25) a
los datos experimentales es satisfactorio ya que el €% oscila en-
tre 1 y 7%.

Los valores de GB Yy SQ indican que el par&metro
B esti mds indeterminado que 6. Esto puede ser debido a la difi-
cultad de obtener valores experimentales del incremento de agua
de la fase inferior de la emulsién para tiempos inferiores a 30
minutos, que es un tiempo superior en todos los casos al pardme-
tro g (que est& comprendido entre 3 minutos para la PPS500E y 22
minutos para el caseinato de sodio).

El m&ximo valor de 6 se obtuvo para la gelati-
na y el menor para la clara de huevo, esto filtimo debido a la ca-
pacidad de gelificacién de las proteinas de la clara a la tempe-

ratura de almacenamiento.

IV.2.2. Cinética del proceso de desestabilizacién

La velocidad de desestabilizacién- fue obteni-

da diferenciando la ecuacién (25) respecto al tiempo:
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dqi¢)
ac

= OB (29)

(B + t)2

Introduciendo luego en esta dltima ecuacién la
expresién del tiempo obtenida a partir de la ecuacién (25) se ob-
tuvo la siguiente expresifén cinética para la velocidad de deses-
tabilizacién:

dg"’

(t) _

1 L2

(30)

Donde (Q - q}t))representa la cantidad de agua que afin puede ga-
nar la fase inferior de las emulsiones para alcanzar el valor
correspondiente a la desestabilizacifn mixima.

El factor (QB)_1 es la constante especifica
(K) de velocidad del proceso de desestabilizacién. Entonces R

puede ser calculada como:

R = 1o (31)
QOB
Con lo cual la expresi6n de velocidad (ec. (30)) resulta:
dqg’
(t) _ I 2
3t = K(Q q(t)) (32)

El estimador de la desviacién estandard de ﬁ fue calculado usan-

do la siguiente expresién:
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2

ok? = (3k/30)2 602

+ (aK/aB)2 582

+ 2(3K/3Q) (3K/3B) GQB (33)
GQB fue obtenido a partir de la matriz de covarianza (27).

Las constantes especificas de velocidad del
proceso de desestabilizacién de las emulsiones,asi como los esti-
madores de la desviacién estandar de R y 0QB se muestran en la
Tabla 14. En la misma se puede apreciar que los valores de K es-

t&n predichos con una certeza aceptable.

Velocidad inicial de desestabilizacién

La misma se obtuvo diferenciando la ecuacién

(25) respecto al tiempo y evaludndola a tiempo cero (t = 0).

dg'
R = (t)

o= TFt t=0 " (34)

w0

Los valores de R, correspondientes a las emulsiones estabiliza-
das por protefnas de distinto origen se incluyen en la Tabla 14.
La determinacién de la velocidad inicial para
evaluar la pérdida de estabilidad de las emulsiones ha sido usa-
do por otros investigadores (Pearce y Kinsella, 1978; Kato y col.

1985).
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IV.2.3. Conclusiones

Los resultados indican que cuatro criterios
pueden ser usados para evaluar la habilidad de proteinas de ori-

gen diferente para estabilizar una emulsidn:

a) La cantidad mdxima de agua ganada por la fase inferior de la.
emulsién (Q).

b) El1 tiempo necesario para ganar la mitad de la cantidad mixima
(B).

c) La constante especifica de velocidad del proceso de desesta-
bilizaci6n (K).

d) La velocidad inicial de desestabilizacién (Ro).

Q es un criterio adecuado para evaluar la méxi-
ma desestabilizacién que puede ocurrir durante un perfodo largo
de almacenamiento de la emulsi6n. Desde este punto de vista la
clara de huevo es la proteina que muestra la propiedad estabili-
zante mis elevada; por el contrario la emulsién formulada con ge-
latina es la que presenta el grado m&s alto de desestabilizacién.

Sin embargo los valores de Q por si solos no
describen completamente el proceso de desestabilizacibén de una
emulsién ya que no pfbporcionan ninguna informacién respecto a

la velocidad con que se produce dicho proceso. Para caracterizar

11/



la velocidad con que se produce la desestabilizacién es necesario
recurrir a los valores de B o K.

A partir de la ecuacién (31) se observa que K
depende de Q y B. Sin embargo como las variaciones en los valo-
res de Q son muy pequenas en relacién a las variaciones de B, re-
sulta que las constantes especificas de velocidad est&n determi-
nadas principalmente por los valores del par&metro B.

En efecto una correlacién significativa fue obtenida
(R=0,763; P < 0,01) entre las constantes especificas de velo-
cidad y los valores de B de las distintas emulsiones. As{ la emul-
sién estabilizada por la PP500E que tiene el valor de B menor,
presenta la constante especifica de velocidad de desestabiliza-
cibn més elevada.

La emulsién estabilizada por la gelatina pese
a que presenta el valor m8s alto de Q, muestra la constante de
velocidad menor debido a que el valor de B es elevado. Las emul-
siones formuladas con las proteinas cdrnicas solubles en solucién
salina y el caseinato de sodio, también muestran valores muy pe-
quenos de constantes especificas de velocidad de desestabiliza-
ci6én, debido a la misma razén (altos valores de B).

Porotra parte si lo que interesa, es determinar
las primeras etapas de la desestabilizacifn, el pardmetro més ade-
cuado como iIndice de inestabilidad es R, ya que el mismo mide la

velocidad inicial de desestabilizacién. Como se puede apreciar
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a partir de la Tabla 14 para la gelatina y la clara de huevo las
velocidades iniciales de desestabilizacidén no estdn correlacio-
nadas con la constante especifica de velocidad del proceso total
de desestabilizacién.

Los procesos cinéticos que determinan la velo-
cidad total de la desestabilizaci6én incluyen cremado, flocula-
cibn, coalescencia y maduracién de Ostwald. En los sistemas rea-
les estos cuatro procesos pueden ocurrir simultdneamente o se-
cuencialmente en cualquier orden (Tadros y Vincent, 1983). La ve-
locidad total del proceso de desestabilizacibén va a estar deter-
minada por la velocidad del proceso mds lento de los cuatro men-
cionados.

Las velocidades de cremado dependen de la di-
ferencia de densidades entre la fase continua y dispersa, de los
pesos moleculares, de la presencia o ausencia de electrélitos,
asi como también de la viscosidad de la fase continua (Tadros y
Vincent, 1983). La velocidad de floculaci6én estd determinada por
el balance existente entre las fuerzas de atraccién de Van der
Waals y las de repulsién de naturaleza elé&ctrica (que determina
la energfa potencial entre las gotas en funcién de la distancia
de separacifn de acuerdo a la teoria de DLVO) y las fuerzas de
difusién térmica y conveccién aque tienden a que las gotas se pon-
gan en contacto. La velocidad de coalescencia depende de la rup-

tura del film de proteina adsorbida en la interfase aceite-agua
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y por lo tanto va a depender del espesor y propiedades viscoelds-
ticas del mismo, principalmente. La velocidad del proceso de ma-
duracién de Ostwald depender& fundamentalmente del grado de poli-
dispersibilidad de la emulsién.

Una velocidad del proceso de desestabilizaci6én
de orden cero (Hahn y Vold, 1975) indica que la coalescencia de
las gotas de aceite en la interfase entre la emulsién y la fase
aceite es la determinante de la velocidad del proceso total de
desestabilizacién. Una velocidad del proceso de orden uno indica
que la velocidad de coalescencia de las gotas de aceite en el se-
no de la emulsifén, es la etapa m&s lenta y por lo tanto la deter-
minante de la velocidad del proceso total y por Gltimo una velo-
cidad de desestabilizacifén de segundo orden es debido a que la
etapa determinante de la velocidad del proceso total de desesta-
bilizacién es la floculacién. En el caso de las emulsiones esta-
bilizadas por las proteinas estudiadas aqui, la floculacién po-
dria ser la etapa determinante de la velocidad del proceso total
de desestabilizacibén. En efecto la ecuacién (30) o su andloga
(32) muestran una dependencia de orden dos de la velocidad de de-

sestabilizacién.
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IV.3. Efecto de la concentracién de proteina y aceite y la

temperatura de almacenamiento en la cinética de deses-

tabilizacién de emulsiones formuladas con proteina de

soja

IV.3.1. Efecto de la concentracién de proteina y acei-

te sobre el indice de inestabilidad y la velo-

cidad inicial de desestabilizacién

La habilidad de una proteina para estabilizar
una emulsién estd determinada en primer término por las propieda-
des fisico-quimicas de la misma tal como se ha demostrado en
IV.1.2. Sin embargo la concentracit6n de la fase dispersa y de
proteina son factores que también afectan la estabilidad de la
emulsién.

Para estudiar la influencia de la concentracién
de aceite y protefina en la estabilidad de las emulsiones se eli-
gi6 una protefna de soja (Proteinmax 90NB) gque demostrd tener una
buena aptitud para estabilizar emulsiones aceite de mafz/agua en
el rango de concentraciones de aceite y de protefna de interés.
Las emulsiones se prepararon de acuerdo a la técnica descripta
en la parte experiméntal (I11.2.4). La concentracién de la P90ONB
en las dispersiones acuosas fue de 0,5, 1 y 2% (P/P), y la frac-

cién en volumen de aceite (#) de la emulsibén se varidé de 0,30 a
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0,58. El1 estudio de la estabilidad de las emulsiones se efectud
a 37, 45 y 60°C.

La pérdida de estabilidad de las emulsiones,
durante 24 horas de almacenamiento se determindé como el incremen-
to del contenido de agua de la fase inferior de las mismas
(g(t) - qo) en funci6én del tiempo.

En las Figs. 21-25 se muestran las curvas obte-
nidas para emulsiones de distinto contenido de protefna y aceite
y almacenadas a distintas temperaturas. Todas las emulsiones pre-
sentaron una desestabilizacif6n limitada. La velocidad de deses-
tabilizacién fue r&pida al comienzo, disminuyendo a medida que
el incremento del contenido de agua (g(t) - g(o)),se aproxima al
valor de equilibrio.

Aplicando un tratamiento matemético andlogo al
utilizado en IV.2.1 se verific6 que dichas curvas podfan descri-
birse por la ecuacién (25).

En la Tabla 15 se muestran los valores de los
parsmetros estadfsticos Q y B los estimadores de sus desviacio-
nes estandar 0Q Yy 0B y el grado de ajuste de la ecuacién (25) a
los datos experimentales (¢%) para todas las emulsiones estudia-
das. Los valores del error porcentual (€3%) indican que en la ma-
yorfa de los casos el ajuste fue muy bueno. En el caso de emul-
siones muy estables (emulsiones cuya fraccién en volumen de acei-

te es 0,5 6 0,58 a 37°C), el grado de ajuste fue menor (€% oscilé
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entre 13 y 20%).

El hecho de que en la Tabla 15 no figuren los
valores correspondientes a las emulsiones cuya fraccifn en volu-
men # es 0,3 y la concentracién de protefna 0,5 6 1%, se debib
a que estas emulsiones se desestabilizan muy répiéamente.

En IV.2.3 se demostr6 que existen diferentes
criterios cuantitativos para caracterizar la estabilidad de una
emulsién.

En la Tabla 16 se muestran dos indices que per-

miten caracterizar la estabilidad de la emulsibn:

a) El Indice de Inestabilidad de la emulsién (II)

24 q
o
II = ( ). 100
9o
donde: q24 : es el $ de agua de la fase inferior de la emul-
si6én al cabo de 24 horas de almacenamiento
q, ¢: es el % de agua inicial de la emulsibn

b) La velocidad inicial de desestabilizacién:

)
I
w o>

donde 6 Y B son los par@metros de regresibén de la ecuacién (25).

/77



-148-

@1qetxea elos ap eursjoxd

da_ gt tA_t b St tA_ot N _ tn_ _
T'03L°T 9%032'€ T°032°L §%039°9 L0391 1;22 s'0;L2 1;1¢ Z
4 - 4 - - —— - - 4 - 4 - —_——
S'07€'v 1712 vivL _m 0;6C ‘078 €£'05S¢ 1 09
- -—- 0676971 ~ -—- ---  g'0;8¢ --- S0
|
¢3S 1502 zeLoL _ ¢zST 10379z z'070¢€ 1 Sb
T'03€'T TiozE‘T T'0v'v Tio;L 34 2781 T'0;T'6T €£l07veT 1 LE
4 - 4 - _ —— 4 - 4 - 4 - —— "
L0799 ;L 1552 ,T'036T 8'0-€C T'076¢ ! 1
-—- -—- 9.8 -—- -—- T-LE -— S‘0
i 8570 050 0v‘0 0€‘0 85’0 060 ov‘o 0€‘0 I(a/a %)
euyezoxd| (Do),
|
93T90F SpP USUNTOA U2 uQIdOeIg a2p ‘ouo)| *dusyl
. j
ugrsTnua b 001
(T enbe 5 )
110 - II
%20 - %y )
v +

K ®392T0® 9p UQTORIJUDOUOD

UOd SJUOTSTNWS Sp UQTORZTITQR}ISISOP ©p TRTIOTUT PEPTIOOTSA A pepITTIqe3lsaul op 20Tpul

91 ®eIqel



-149-

Los estimadores de las desviaciones estandar
GII Yy 8RO que se incluyen en dicha Tabla fueron calculados apli-

cando las sigulentes expresiones:

(35)

Q
—
[
1l

.QI)
o O

Yy 8Ro usando la ecuacién (33).

En general se observa que tanto el II como RO
disminuyen al aumentar la fraccibén en volumen de aceite o la con-
centracién de protefna. Sin embargo existe una diferencia entre
ambos fIndices. Un incremento en la fraccibén en volumen de aceite
(#) de 0,3 a 0,58 produce una disminucién similar en el II a 1 vy
2% de protefina. En el caso de RO, por el contrario el efecto de
incrementar § de 0,3 a 0,58 fue altamente dependiente de la con-
centracién de protefna. A una concentracién de proteina de 2% R,
disminuye levemente cuando la concentracién de aceite de la emul-
sién se incrementa de # = 0,3 a # = 0,58. A 1% un incremento si-
milar en la concentracién de aceite produce una disminucién muy
marcada en los valores de Ro' Titus y col. (1968) demostraron
gue un aumento de la concentracién del agente emulsificante, pro-
duce un incremento en la estabilidad de crema de leche o en emul-
éiones aceite de soja/agua. Acton y Saffle (1970,1971) hallaron
que la tasa de estabilidad de las emulsiones aceite en agua es-

tabilizadas por caseinato de sodio, gelatina y proteinato de soja,
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se incrementaba, al aumentar la concentracién de proteina de la
fase acuosa (0,5-2,5%) o el porcentaje en volumen de aceite
(20-50%) . Ademds, ambos factores mostraron estar interrelaciona-
dos, en forma significativa.

Para cuantificar el efecto combinado de la
concentracién de aceite y proteina de la emulsién en el II y RO
se aplicaron modelos de regresi6n lineal simple y mdltiple.

En la Tabla 17 se muestran los modelos de re-
gresi6én lineal simple y mGltiple entre 1ln II y las diferentes va-
riables independientes.

Los coeficientes de determinacidén (Rz) del mo-
delo de regresién lineal simple entre 1ln II a 37-60°C y la varia-
ble independiente @.C (término de interaccién que tiene en cuen-
ta que ¢ y C estén interrelacionados) fueron altamente significa-
tivos (P < 0,01). Los valores de R2 indican que 86,2% y 90,5% de
lasvariaciones de 1n II pueden ser explicadas por esta variable
(#.C) a 37 y 60°C respectivamente. Al incluir a @ como segunda
variable independiente, en un modelo de regresién mGltiple, 1los
valores de R2 se incrementaron a 0,913 y 0,948 a 37° y 60°C res-
pectivamente. Los valores negativos de los coeficientes de regre-
sién de las variables independientes # y #.C, indican que la
inestabilidad de las emulsiones disminuye al incrementar la con-
centracién de aceite y/o protefna. Ademds teniendo en cuenta que

los valores de los t de Student de los coeficientes de regresibn

/17



1’0 > 4 :p ¢ 2’0 >4 2 ¢ 1000 >d :q ¢! 10°0 > 4 :®
rANANIE .UHo\N G590~ 1)
£v8’'0- nmm~n GsL'o0- vam.o o'¢ 09 9TdT3TDW TESUTT:
0T’V @3ue3lsuo)
-—- Qmm~h 9G68‘0- o°g
2506°0 09 9TduTS TeaUTT
€88°¢ ®3ue3suo)d
| m
96z'0- oNn.ﬁ 9LL'0~- )
_ 1
'608‘ 0~ Mvv~m S9L‘0~ mMHm.o o°¢ LE 9TdT3ITDW TeauT]
Lye'e @3ue3sSUO)
4 4 ] . _
-—- Qmﬁ 9 8L8°0- 29870 o°'¢ ;
LE o7duts TeauTT]
€99’¢ 93Uur3suo0d . ;
J
g JuspPNIS-3 upTsaxbax sp - o3usaTpuadepur Do II ul eaxed
33UdTOTIS0) 4 oTqeTaeA eanjexsdws] uQISseIbax 9p OTOPOW
pPepTITqe3sauT op 90Tpul 9 us vlos ap evugsjoad X
93T90® 3P UPTORIJUIOUOD BT SP OPPUTqUWOD 03083J9 o ITo°9paid eaed ugrsaxbax op SOTOPOW

LT e1qeLl



parciales fueron altamente significativos, tanto @ como @§.C afec-
tan el Indice de Inestabilidad de la emulsién. El valor de los
coeficientes de regresién estandarizados (B) que indican el peso
relativo de las variables incluidas, sugiere que el término de
interaccién (#.C) contribuye mé&s a determinar el II de la emul-
sién que la fraccibén en volumen de aceite ({).

En la Tabla 18 se muestran los modelos de re-
gresi6én hallados para predecir el efecto combinado de la concen-
traci6én de aceite y protefina sobre la velocidad inicial de deses-
tabilizacién a 37 8 60°C. A ambas temperaturas el modelo m&s ade-
cuado fue &aquel que incluy6 a 1ln Ro como variable dependiente y
al término P.C como variable independiente. Los valores de R2
fueron altamente significativos (P < 0,01) e indican que 91,2% y
86,2% de las variaciones en el 1ln RO pueden ser explicadas por
el término de interaccibén (¢.C).

Cuando se incluy6 a # o C como segunda varia-
ble independiente en un modelo de regresi6én mfiltiple no se obser-
v6 incremento alguno en los valores de R2.

En IV.1.2.2 se demostr6 que la cantidad de acei-
te y agua absorbidos por una proteina determinan la estabilidad
de las emulsiones fqrmuladas con la misma.

De acuerdo al modelo propuesto (Fig. 18), el es-

pesor de la doble capa que estabiliza las gotas de aceite, depen-

de de la capacidad de absorcién de agua y aceite de la proteina
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y de la concentracién de la misma. En el caso de emulsiones for-
muladas con la misma protefna, pero con concentraciones variables
de la misma y de aceite, la extensién del concepto de capacidad
de absorci6n de agua serfa la cantidad de agua absorbida por la
protefna presente respecto al total de agua de la emulsién.

Esta magnitud depende de la capacidad de absor-
cién de agua de la protefna y de la composicién de la emulsién

de la siguiente manera:

ml de agua absorbidos por laproteina presente _

% de agua absorbida= ml agua/100 ml emulsi6n B

(% AR)
_ (Ceml agua/100 ml emulsi&n) CAA _
- ml agua/100 ml emulsi&n = C.CAA  (36)
donde: C : concentracién de proteina de la fase continua % (P/P)

CAA: capacidad de absorcién de agua de la proteina (ml
agua/g protefina)
Anilogamente,la cantidad de aceite absorbida
por la proteina presente respecto al aceite total de la emulsién

resulta:

ml de aceite absorbidos por la proteina presente =
ml aceite/100 ml emulsién

% de aceite absorbido =

(%AcA)
_(C.ml agua/l100 ml emulsién) CAAc

ml aceite/100m]1 emulsibn (37)

/17
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donde: CAAc = capacidad de absorcibén de aceite de la proteina
(ml de aceite/g proteina).

En la Tabla 19 se muestran el % de agua y acei-
te absorbidos por la proteina presente en cada emulsién.

Se propusieron distintos modelos de regresién
para describir la dependencia del II y de R, a 37 y 60°C con el
% de agua y aceite absorbidos por la protefina presente.

En la Tabla 20 se muestran los modelos de re-
gresién lineal hallados para el II a 37 y 60°C. A ambas tempera-
turas el modelo m&s adecuado fue un modelo de regresién lineal
mGltiple que incluy6 al %AA y la relacién entre el %AA y el $ACA
(¥AA/%AcCA) como variables independientes.

Los coeficientes de determinacién (R2) fueron
altamente significativos (P < 0,01) y sus valores indican que el
92 y 93% de las. variaciones del Indice de inestabilidad pueden
ser explicadas por ambas variables a 37 y 60°C respectivamente.

Los coeficientes de regresién estandarizados
(B), indican que el %AA y el %$AA/%AcA contribuyen en igual medi-
da a determinar el iIndice de inestabilidad.

Los coeficientes de regresién parciales, pre-
sentan valores aproximadamente iguales, a ambas temperaturas. Es-
to permite afirmar qﬁe las variaciones en la temperatura de al-
macenamiento de las emulsiones tiene un efecto muy moderado en

el proceso total de desestabilizacién de las mismas (al menos en

/17
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el rango de temperaturas estudiado).

La Tabla 21, muestra que para la velocidad ini-
cial de desestabilizacién, el modelo m&s adecuado fue también el
modelo de regresién lineal mGltiple que incluy$ a %$AA y $%AA/%ACA
como variables independientes. Sin embargo, en este caso los va-
lores de los coeficientes de determinacién (R2) 0,72 a 37°C y
0,77 a 60°C, indican que para la velocidad inicial de desestabi-
lizaci6n existen otros factores que contribuyen a determinar su
valor. Entre ellos podrfan mencionarse, la polidispersibilidad
de la emulsién y el incompleto recubrimiento de los gl6bulos de
grasa con el film proteico, situacién &sta que se hace evidente
en los primeros momentos del almacenamiento (que es cuando se
evalia Ro).

Los coeficientes de regresién estandarizados
(B) indican que las variaciones en el $%AA afectan mucho mis a R
que las correspondientes variaciones en %AA/%AcA. Ademds, en es-
te caso, la temperatura de almacenamiento, tiene un efecto nota-
ble. En efecto los coeficientes de regresién a 60°C, son tres ve-
ces mayores gque a 37°C.

La ecuacibén de correlacién mdltiple hallada pa-

ra el II:

$AA
$ACA

(38)

II = A + B(%AA) + D( )

/17
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puede expresarse en funcién de la composicién de la emulsién y
las propiedades fisico-quimicas de la proteina usando las ecua-

ciones (36) y (37):

CAA ) g (39)

II = A + B(C.CAA) + DI(Gapa) T =)

donde @ : fraccibén en volumen de aceite
A, By D : coeficientes de regresién de la correlacién

mGltiple

Pero de acuerdo a (17) CAA/CAAc es el IAAAc,
entonces resulta:

II = A + B(C.CAA) + D IAAAC (40)

9
(1 - 9)

Con el fin de determinar si la ecuacién (40)
podria aplicarse para predecir el II de emulsiones formuladas con
cualquier proteina alimenticia, la ecuacién (40) se usb para
predecir el II de las emulsiones formuladas con las protefnas in-
cluidas en la Tabla 9 y se lo comparS con el determinado experi-
mentalmente. Pese a gue este Gltimo fue determinado a 45°C (Tabla
9), la comparacién es valida porque los coeficientes de regresién
(A, B, D) varfan muy poco con la temperatura. No obstante, consi-

derando que 45°C es una temperatura intermedia entre 37 y 60°C,
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los coeficientes de regresién de la ecuacién (40), se calcularon
como promedio de los valores a 37 y 60°C. Ademds c0nsiderando que
en dicho caso todas las emulsiones se formularon con una concen-
tracién de protefina de 1%(P/P) y fracci6én en volumen de aceite de

0,50, la ecuacién (40) resulta:

II = 49,08 - 0,421 CAA - 1,22.IAAAC (41)

En la Tabla 22 se muestra el II experimental
y el predicho usando la ecuacifén (41) para todas las emulsicnes
formuladas con las protefnas incluidas en la Tabla 9. Por aplica-
cién de un modelo de regresién lineal simple entre ambos valores
se obtuvo una muy buena correlacién (R = 0,917, P < 0,001).

Este resultado permite concluir que la ecuacién
(41), puede usarse para predecir el II de emulsiones formuladas
con proteinas alimenticias de diferente origen y composicién va-
riable.

En la Fig. 26 se muestran las lineas de isoines-
tabilidad (igual II) obtenidas a partir de la ecuacién (38).

Dichas rectas indican que existen diferentes
combinaciones de las, dos variables independientes (%AA, %AA/%AAc)
que dan emulsiones con el mismo II. Sin embargo, si una emulsién
presenta un dado gradb de inestabilidad los valores del % de agua

absorbido por la proteina quedan acotados dentro de un intervalo

117/



Tabla 22
Valores del indice de inestabilidad experimental y predicho usando
la ecuacién (40) para emulsiones? formuladas con diferentes pro-

tefnas alimenticias. a: C=1% (pP/P), # = 0,5

! II Experimental II Predicho

Concentrado proteina de suero | 50,4 48,7
ZProteinas c8rnicas | 44,0 48,1
ﬁlbﬁmina bovina 48,0 ! 48,4
Eoncentrado proteina de zapalio 44,3 ! 47,1
Aislado proteina de poroto 43,4 ; 45,4
iCaseinato de sodio 45,8 | 45,7
purina 710 ! 46,0 45,6
;Aislado proteina de soja | 35,6 42,9
?Purina 660 39,5 41,3
;Purina 500E 36,0 40,4
iPurina 630 43,9 40,6
gPurina 760 32,0 ' 38,0
Proteinmax 90HG 31,8 | 33,9
EProteinmax 90NB 27,9 ; 26,0
L : |
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determinado. Asf si una emulsién presenta un II de 5, el %AA es-
t& comprendido entre 100 y 61.
Debido a que $AA = C.CAA y

$AA )
$AAC _ IAAAC T @

se puede predecir el grado de inestabilidad de la emulsifn a par-
tir de la composicién de la emulsién (C y @) y el tipo de proteina

usada, utilizando el gr&fico de la Fig. 26.

IV.3.2. Efecto de la temperatura sobre el fndice de inesta-

bilidad y la velocidad inicial de desestabilizacién

_En la Tabla 16 se puede observar que el Indice de
inestabilidad se incrementa al aumentar la temperatura de 37 a
60°C. Esto se verifica para todos los valores de § y C conside-
rados. En el caso de la velocidad inicial de desestabilizacién,
aumenta al elevar la temperatura de 37 a 45°C. De 45 a 60°C se
puede afirmar que no existen diferencias significativas entre
los valores de R0 o que disminuye levemente (seqGn cudl sea el
valor de § de la emulsién). Este (Gltimo comportamiento aparente-
mente anémalo puede explicarse de la siguiente forma: experimen-
talmente se observé que al cabo de 24 horas de almacenamiento y

a todas las temperaturas las muestras habfan gelificado parcial-

/17



mente. La velocidad con que ocurre este proceso depende de la
temperatura, concentracién de proteina y aceite.

Este factor adicional contribuye a aumentar la esta-
bilidad de las emulsiones por formacién de una estructura tridi-
mensional que actda como soporte de los glébulos de aceite. Dicho
factor se hace evidente sobre la velocidad inicial de desestabi-
lizacién solo a 60°C que es una temperatura suficientemente altg
como para que en la primera hora de almacenamiento ocurra una
gelificacién parcial. La gelificacifén a temperaturas menores (37
y 45°C) ocurre en tiempos m&s largos. Esto da como resultado que
RO a 60°C sea igual o menor que a 45°C. Al cabo de 24 horas de
almacenamiento, momento en el cual se evalda el II, el tiempo es
suficiente para que las emulsiones almacenadas a 37 y 45°C, tam-
bién gelifiquen. El1 factor adicional de estabilidad, entonces es-
t& presente a todas las temperaturas. Por lo tanto el II aumenta
cuando se eleva la temperatura de 37 a 60°C.

Con el fin de estimar la energia de activacién del
proceso total de desestabilizacién se propuso una relacién tipo
Arrhenius entre el II y la temperatura:

—Ea/RT
II = Ae (42)

donde:

E, 6 = Energfa de activacién
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H
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temperatura absoluta en K°

A = constante

cal
mol K°

o
n

constante universal de los gases = 1,98

En la Fig. 27 se muestran las rectas obtenidas al
graficar el 1n II en funcién de la inversa de la temperatura ab-
soluta, para emulsiones con una concentracién de protefna de 1%
(P/P) y diferentes fracciones en volumen de aceite. En todas los
casos se observa que se cumple la relacién de Arrhenius.

Los valores de energia de activacién estimados por
regresién lineal se muestran en la Tabla 23.

Los valores que oscilan entre 2 y 4 Kcal/mol

Tabla 23

Valores de Energfa de activacién (Ea)

fraccién en volumen Ea (Kcal/mol)

de aceite

0,40 3
0,50 2
0,58 4

indican que las variaciones de temperatura de almacenamiento en

el rango 37-60°C tienen poca influencia en el grado de desesta-
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bilizacién de las emulsiones. Este valor es inferior al informa-
do por Karel (1973), quien considerando que dicha Energfa de ac-
tivacién representaba la barrera energética que debian superar
los gl6bulos de aceite para coalescer (y que representa el traba-
jo necesario para que se produzca la ruptura del film de proteina)
encontré un valor que oscilaba entre 4 y 8 Kcal/mol.

La expresifn cinética de orden dos que describe la
velocidad de desestabilizaci6n de las emulsiones aqui estudiadas,
indicarfa que la floculacién serfia la etapa determinante de la
velocidad global de desestabilizacién. E1l hecho de que la barrera
energética para la floculacién sea menor que para la coalescencia
concuerda con los bajos valores de energia de activacién aqui en-

contrados.

IV.4. Efecto de la concentracién de aceite y proteina en los

par&metros reolégicos de emulsiones formuladas con

proteinas de soja

IV.4.1. Descripcién matemdtica de las curvas de flujo

En. la seccién anterior hemos visto que la de-
sestabilizacién de las emulsiones era funcién de la concentra-
cién de aceite y proteina de la emulsién.

Teniendo en cuenta que las propiedades reol6gi-
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cas, pueden proporcionar informacién respecto a la estructura de
las emulsiones y por lo tanto estdn vinculadas a la estabilidad
de las mismas (Sherman, 1963; Halm y Ericksen, 1980); se proce-
di6 a determinar las curvas de flujo de emulsiones formuladas

con Proteinmax 90NB (P90NB). La composicién de las emulsiones cu-
yas curvas de flujo fueron determinadas, se detalla en la Tabla
24. Todas las emulsiones fueron, adem&s estabilizadas por agrega-
do de 0,4% (P/P) de Carboximetil Celulosa (CMC) en la fase conti-
nua.

Las curvas de flujo de las emulsiones se mues-
tran en las Figs. 28 a 30. En las mismas se aprecia que todas
nresentaron comportamiento pseudoplistico y umbral de fluencia
(t15) -

Las emulsiones en general presentan este com-
portamiento (Becher, 1965; Dickinson y Stainsby, 1982; Sherman,
1983) . En particular para emulsiones aceite/agua formuladas con
protefnas, Halm y Ericksen (1980) encontraron que las emulsiones
aceite/agua preparadas con un concentrado de proteina de papa y
un aislado de proteina de soja (Purina 500E) presentaban compor-
tamiento pseudopldstico. Ramanatham y col. (1978), hallaron lo
mismo para emulsione§ aceite/agua formuladas con proteina de nuez.

En ningGn caso se observ6é un comportamiento
tixotr6pico al estudiar el efecto del tiempo en condiciones de ve-

locidad de deformacién constante. Los siguientes modelos fueron
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usados para describir las curvas de flujo de las emulsiones:

I) Modelo de Herschel y Bulkley (ec. (13))

esfuerzo de corte (N/m2)

donde: T =
T, = umbral de fluencia (N/mz)
D = velocidad de deformacidn (s_l)
n = Indice de comportamiento de flujo (adimensional)
K = Iindice de consistencia (N ;n)

m

Por linealizacién de dicha ecuacifén se obtene la siguiente ex-

presién:

log(t - To) = log K + n log D

(43)

a partir de la cual por aplicacién de un programa de regresién

lineal se pueden evaluar los paré@metros K y n.

II) Modelo de Casson (ec. (14))

donde K, Y K, son constantes, y Kg es igual al umbral de
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fluencia del modelo de Casson (Toc) {Charm, 1963; Hermansson,
1975b).
Si se aplica un programa de regresién lineal entre ‘r;i Y D%,

de la ordenada al origen y la pendiente se pueden obtener los

pardmetros K1 Yy Ko respectivamente.

IV.4.2. Efecto de la concentracién de proteina y de acei-

te sobre los pardmetros reolé6gicos (t_, K, n, Napp)

El umbral de fluencia fue determinado experimen-
talmente en la forma ihdicada en III.3.2. También se obtuvo a par-
tir del modelo de Casson como Kg. El ajuste de la ecuacién de Ca-
sson a los datos experimentales fue muy bueno con coeficientes de
correlacién R comprendidos entre 0,999 a 0,983 (p < 0,01).

En la Tabla 25 se muestran los valores del um-
bral de fluencia determinado experimentalmente, y a partir del

modelo de Casson (To ); en la misma se aprecia que los valores

c
del umbral de fluencia predichos por el modelo de Casson son ma-
yores que los determinados experimentalmente. Resultados simila-
res han sido hallados por Vitali y Rao (1984) y Bianchi y col.
(1985).

La precisién lograda en la medicién del umbral

de fluencia permite afirmar que todos los valores de 1_ que figu-

O

ran en la Tabla 25 fueron significativamente diferentes. En la
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misma puede apreciarse que si se mantiene constante la concen-
traci6n de proteina los valores del umbral de fluencia sufren un
incremento muy marcado al aumentar la fraccién en volumen de acei-
te (). La magnitud del aumento es funcién del porcentaje de pro-
tefna. Asf a 0,5 y 1% de proteina el umbral de fluencia aumenta
aproximadamente 12 veces cuando @ es llevada de 0,3 a 0,58. A

una concentracién de proteina de 2% (P/P) un incremento similar
en @ provoca un aumento en T de 28 veces. Ademds se aprecia que
los mayores cambios en el umbral de fluencia se producen para

@ entre 0,5-0,58. Al aumentar la concentracién de proteina los
valores del umbral de fluencia se incrementan, sin embargo este
efecto fue menor gue el provocado por un aumento de la concentra-
cién de aceite (¥).

El indice de comportamiento de flujo (n) y el
coeficiente de consistencia (K) fueron obtenidos a partir de la
expresién linealizada del modelo de Herschel y Bulkley (ecuacién
(43)) aplicando un programa de regresién lineal entre log (T - To)
y log D. El umbral de fluencia utilizado fue el determinado ex-
perimentalmente pues se verificé que con este se obtenfia un ajus-
te mejor a los datos experimentales que con el predicho por el
modelo de Casson (Toc).

En la Tabla 26 se muestran los valores del in-

dice de consistencia (K), indice de comportamiento de flujo (n),

.. . +
los coeficientes de correlacién (R), los errores en K (- AK) y

/17
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+ . . .
en n (- An). Dichos errores fueron calculados de la siguiente ma-

nera:

- El error absoluto en n (i An) fue calculado a partir de la des-
viacién estandar de la pendiente (Sn) obtenida a partir del
programa de regresién lineal y el paré&metro "t" de Student pa-

ra un nivel de confianza de 95% (t ) como:

95%

Sn t 95% (44)

+ . .
- El error en K (- AK) se calculd de la siguiente manera:
El error absoluto de cualquier ordenada y' de una correlacién
lineal (x,y) puede ser estimado por medio de la siguiente expre-

sién (Steel y Torrie, 1960):

(45)

Donde Sb = desviacifén estandar de la pendiente
N = nfimero de puntos (pares (x,y'))
_ N
X =(z, x)/N

Para el punto (y,0) (ordenada al origen) resulta

/17
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oy’ = 958 5p X § (46)

En nuestro caso la desviacién estandar de la pendiente Sb es
N
igual a S, Ay' = Alog Ky X = iZ1 logD/N. Con lo cual la ex-

presién (46) se transforma en

N
.L. log D
+ i=1
blog K = = tgoo S, -—5375“_ (47)
Luego el error t AK fue calculado como
AK = * (A log K) K . 2,303 (48)

En todos los casos se aprecia que el ajuste del
modelo de Herschel-Bulkley a los datos experimentales fue muy bue-
no con coeficientes de correlacifén (R) comprendidos entre 0,999 a
0,995 (p < 0,01).

El efecto de la concentracifn de proteina sobre
el iIindice de consistencia depende de la fraccién en volumen de
aceite (@). Asf a # = 0,3 no hay diferencias significativas cuan-
do la concentracién de protefina se incrementa desde 0,5 a 2% (P/P).
Para § = 0,4, 0,5 y 0,58, un incremento similar en la concentra-
cidén de proteina produce un aumento notable en los valores de K
especialmente entre 1 y 2% (P/P).

Al mantener constante la concentracién de pro-

/17



-181-

tefna un incremento en la fraccién en volumen de aceite, produce
un aumento en el Indice de consistencia, en especial al aumentar
@ desde 0,50 a 0,58. Este efecto depende de la concentracién de
proteina siendo m&s pronunciado a 2%.

Todas las emulsiones muestran valores de n me-
nores de uno, lo que indica que tienen comportamiento pseudoplé&s-
tico. Como en el caso de To Y K, el indice de comportamiento de
flujo cambia abruptamente, cuando la fraccién en volumen de acei-
te se aproxima a 0,58 y/o la concentracién de proteina a 2%. En
estos casos n disminuye en forma notable (la emulsidn se vuelve
mds pseudoplédstica).

Teniendo en cuenta que las emulsiones presenta-
ron comportamiento pseudopl&stico, la viscosidad es funcién de

la velocidad de deformacién y se denomina viscosidad aparente

(napp)’

La viscosidad aparente (12 s_l) de las emulsio-

nes fue calculada como ©

T
T _ _©O n-1
napp =5 =7 + KD (49)

En la Tabla 26 se incluyen los valores de la
viscosidad aparente a 12 s_1 y los errores absolutos correspon-

. + . . .
dientes (- Ana p) de 'las diferentes emulsiones. Dichos errores

P
estdn determinados por la precisién que asegura el viscosimetro

/17



y que es el 1% del valor maximo de viscosidad que puede medirse.
Este valor m&ximo depende de la geometria del cono, y de la ve-
locidad a la cual se evalfa la viscosidad. Asf a 12 s-l para el
cono 52 el valor m&ximo es 15,53 poise y para el 41, 1,92 poise.
Si se calcula el 1% de dichos valores resulta An = 0,15 poise y
An = 0,02 poise respectivamente.

En la Tabla 26 se puede ver que la napp presenta
un comportamiento similar a los demds parémetros reoldgicos. Es
decir que un aumento en el porcentaje de aceite y/o proteina,

provoca un aumento en la ng Yy que este incremento alcanza su

PP
mayor magnitud cuando la fraccién en volumen de aceite se acerca
ap=0,58.

Los resultados mostrados indican que se procu-
cen cambios muy significativos en el comportamiento de flujo de
las emulsiones cuando la fraccién en volumen de aceite se aproxi-
ma a § = 0,58 (cerca del punto de inversi6n de la emulsidn) y/o
cuando la concentracién de proteina es de 2%. Bajo estas circuns-

tancias, T Ky n aumentan bruscamente y n disminuye signifi-

o’ app

cativamente.

Sherman (1959) trabajando con emulsiones esta-
bilizadas por deterqentes i6énicos, halld resultados similares a
los nuestros encontrando que cerca del punto de inversién Tor K
Y ng aumentaban enormemente. Halm y Ericksen (1980) trabajan-

|19
do con emulsiones aceite/agua formuladas con un concentrado de

/17
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proteina de papa y un aislado de proteina de soja (Purina 500E)
encontraron que la napp aumenta al incrementarse el procentaje
de aceite de la emulsién aumentando bruscamente al acercarse al

punto de inversién de la emulsibén y que la N, aumenta exponen-

ppP
cialmente con la concentraci6n de protefina.

Cerca del punto de inversifén los gl6bulos de
aceite rodeados por la pelicula de proteina se encuentran muy
préximos entre si produciéndose fuertes interacciones entre 1los
mismos. Ademds en emulsiones muy concentradas, los gl&bulos de
aceite estdn separados por peliculas muy delgadas de fase conti-
nua (Sherman, 1970), cuya viscosidad es muy superior a la visco-
sidad en el seno de la fase continua (no) (Sherman, 1970). Esto
explicaria los valores anormalmente altos de K, 6 Y napp en las
proximidades del punto de inversién.

Con el fin de poder explicar los cambios nota-
bles que se producen en los par&metros reol&6gicos de las emulsio-
nes para concentraciones de proteina comprendidas entre 1 y 2%
(P/P) se determinaron las curvas de flujo de las dispersiones
proteicas. Las mismas no presentaronumbral defluencia y se mues-
tran en la Figura 31. Por aplicacién de un programa de regresién
lineal a la expresi6n de la ley de la potencia linealizada
(log Tt = log K + n lég D) se obtuvieron los valores de K y n de

las dispersiones proteicas.

En la Tabla 27 se muestran dichos valores, asi
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como sus correspondientes errores. Estos fltimos se determinaron
utilizando un tratamiento andlogo al indicado anteriormente para
las emulsiones.

El Indice de consistencia se incrementa a medi-
da que aumenta la concentracién de protefna, sin embargo en mu-
cho menor medida que para la emulsidén. Ademds se puede afirmar que
no existen diferencias significativas en el indice de comporta-
miento de flujo para las diferentes dispersiones. Por lo tanto
la magnitud de los cambios que se producen en los pardmetros reo-
1l6gicos de las emulsiones, en el rango de concentraciones compren-
dido entre 1 y 2% (P/P), no puede ser atribuido simplemente a la
modificacién de los paré&metros reolb6gicos de la fase continua en
dicho rango. La influencia de la concentracién del agente emulsi-
ficante en las propiedades de flujo de las emulsiones es complejo
y la magnitud de su efecto depende de la fraccién en volumen de
aceite ().

Sherman (1959) encontrd que incrementos simila-
res en la concentracifn del agente emulsificante producen un au-
mento mucho mayor en el indice de consistencia umbral de fluencia
y viscosidad en emulsiones concentradas que en diluidas.

Shimada y col. (1982) trabajando con emulsio-
nes aceite/agua estabilizadas por proteinas de pescado modifica-
das quimicamente y gelatina hallaron también que el aumento de

la concentracién de proteina en emulsiones concentradas (@) = 0,85)

/17
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produc? un incremento mucho mayor en K y 5 Y disminucién en n
que en las mds diluidas.

La obtencién de una ecuacidén que permita prede-
cir el efecto combinado de la concentracién de proteina y la frac-
ci6én en volumen de aceite, sobre los paré@metros de flujo, es im-
portante pues va a permitir determinar cudl es la formulacién més
adecuada para obtener una emulsién que presente ciertas propieda-
des de acuerdo al uso de la misma. Asi por ejemplo, un aderezo y
una mayonesa deben poseer un alto umbral de fluencia pero la Gl-
tima debe poseer una viscosidad o indice de consistencia mayor.

Con este objeto se plantearon modelos de regre-
si6n mltiple para predecir el efecto combinado de la concentra-
cién de proteina y fraccién en volumen de aceite de la emulsién

sobre los pard@metros reolbgicos (To, Ky N, al2 S_l).

PP
Se encontrd que el modelo mis adecuado era el

siguiente:
ln P = a + bp + ($.C) (50)

Donde: a, b, ¢ son los coeficientes de regresifn de la correlacifn

P:T,Ko'ﬂa:

o segdn el caso

PP
@ : fraccién en volumen de aceite

C : concentracién de proteina (%(P/P))
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La inclusién del término de interaccién (¢.C)
como variable independiente se debe a que como ya se menciond
el efecto de la concentracién de proteina sobre los parémetros
de flujo es funcién de la fraccién en volumen de aceite (0).

En la Tabla 28 se muestran los valores de los
coeficientes de regresibn (a, b, c) coeficientes de determinacién
(Rz), t-Student y coeficientes de regresién norﬁalizados (B) de
las correlaciones mfiltiples mencionadas para los distintos paré&-
metros reolbgicos.

El coeficiente de determinacién (R2) entre

1n X, 1n Tor 1n n b y las variables independientes @ y @#.C fue

ap
altamente significativo (P < 0,01). El1 86,2% de las variaciones
en el umbral de fluencia pueden ser explicadas por las dos va-
riables independientes @§ y #.C. Los valores de t-Student de los
coeficientes de regresibén parciales son altamente significativos
({para § P < 0,001, y para #.C p < 0,02) indicando que ambas va-
riables afectan el To® Sin embargo los coeficientes de regresién
estandarizados (B8) que permiten determinar la importancia rela-
tiva de las variables incluidas, indican que # fue levemente més
importante que f#.C en su efecto sobre el umbral de fluencia.

Los valores de R? correspondientes a los mode-
los de regresién mGltiple para 1ln K y 1ln Napp fueron similares

indicando que 74,6 y 74,8 de la variacién de las mismas respec-

tivamente puede ser explicada por § y #.C. Los valores de

11/
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t-Student de los coeficientes de regresi6n parciales fueron al-
tamente significativos indicando que tanto @ como @#.C son impor-
tantes en determinar las variaciones de K y napp'

Para K el valor de los coeficientes de regre-
sién estandarizados (B) indica que @ y #.C tienen el mismo peso,
en tanto gue para la prediccién de la viscosidad aparente @, tie-

ne un efecto mayor que §.C (comparar el valor de B8 = 0,725 para

@, frente a 8 = 0,340 para 9.C).

VI.4.3. Conclusiones

Las ecuaciones de correlacién mGltiple halla-
das, para predecir el efecto de la fraccién en volumen de aceite
y la concentracién de proteina sobre los par8metros de flujo
confirman las conclusiones ya mencionadas en base al andlisis de

la Tabla 26.

1) El1 efecto causado por la concentracién de proteina es menor
gue el producido por la fraccién en volumen de aceite. Esto
se hace evidente en la ecuacién de correlacién que no incluye
a C como variable independiente sino a # y el té&rmino de in-

teraccién @.C.

2) El incremento de la fraccidn en volumen de aceite de la emul-

sién, provoca un cambio importante en los pardmetros reol&gi-

11/
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cos especialmente al acercarse al punto de inversifén de la emul-

sién.

3) El1l efecto causado por la concentracibén de protefna depende de
la fracci6én en volumen de aceite de la emulsién. Esto estéd
contemplado en la inclusifn del término #.C en la ecuacién de
correlacibén. Un aumento similar en la concentracién de pro-
tefina produce un incremento mayor en Tor Ky n, en las

pp
emulsiones concentradas que en las diluidas.
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V. CONCLUSIONES GENERALES

1) Se encontr6 que la capacidad de absorcién de agua y aceite
de la proteina,son propiedades fisicoquimicas adecuadas para
evaluar las caracteristicas hidrofilicas y lipofilicas de la
misma, que permiten predecir el comportamiento de la pro-

tefna en la interfase aceite/agua, pudiendo concluir que:

a) La capacidad de emulsificacién de la proteina depende de
la existencia de un balance adecuado entre las caracteris-
ticas hidrofilicas y lipofilicas de la protefna que se pue-
de describir a través del indice de absorcién de agua y
aceite (IAAAc), es decir de la relacibn entre la capacidad
de absorcién de agua y la capacidad de absorcién de aceite.
Un incremento en el caracter hidrofilico o lipofilico de
la proteina "per se" no produce modificacién en la capaci-

dad y eficiencia de emulsificacién.

b) La estabilidad de las emulsiones no depende del balance
entre las caracteristicas hidrofilicas y lipofilicas de
la proteina sino del valor absoluto de la capacidad de ab-
sorcién de agua y aceite. La viscosidad de la fase conti-
nua (no) también es un factor importante del cual depende

la estabilidad de las emulsiones.



2) El estudio de la cinética de desestabilizacién de emulsiones
formuladas con diferentes proteinas alimenticias permitié
obtener una ecuacibn general para describir la pérdida de es-
tabilidad de las mismas en funcién del tiempo. Se hallaron
distintos criterios cuantitativos (Q, B, K, Ro) para caracte-
rizar la estabilidad de las emulsiones.

La expresién cinética hallada de orden dos, indica que la
floculacién podria ser la etapa determinante del proceso to--

tal de desestabilizacién de dichas emulsiones.

3) Se hallé que un incremento en la concentracién de aceite y/o
proteina produce un aumento en la estabilidad de la emulsidén.
Las ecuaciones de regresifn halladas para predecir el efecto
combinado de la concentracién de aceite y proteina sobre la
estabilidad de la emulsién, indican que ambas variables es-

tdn altamente relacionadas.

4) El estudio reolfgico de las emulsiones demostrd que todas pre-
sentaban comportamiento pseudopldstico y umbral de fluencia.
Los modelos de regresién mGltiple hallados para predecir el
efecto combinado de la concentracién de aceite y proteina so-
bre los parimetros de flujo (ro, Ky napp) permitieron con-

cluir que:
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a) El1 efecto producido por la concentracién de proteina de-

pende de la fraccién en volumen de aceite.

b) Se producen cambios muy grandes en los pardmetros de flu-
jo cuando 1la fraccién en volumen de aceite de la emulsién
se acerca al punto de inversién de la emulsién; bajo estas
condiciones To! Ky napp aumentan enormemente.

5) Se encontré una ecuacién general que permite predecir la es-
tabilidad de las emulsiones en funcién de la capacidad de ab-
sorcién de agua y aceite de la proteina usada para su formu-

laci6n y de la composicién de la emulsién (es decir @ y C).

En sintesis podemos decir que:

- Los resultados obtenidos nos aportan un mayor conocimiento
de la relacibn entre las propiedades moleculares de las proteinas
y su funcién como agentes emulsificantes.Ademds proporcionan informacién
respecto a las mecanismos de desestabilizacibén y comportamiento

reolégico de las emulsiones alimenticias.
- Desde el punto de vista tecnolégico nos proporcionan infor-

macién aplicable en el control de calidad, disefio de equipos y

aplicaciones industriales en la fabricacién de emulsiones.

/17
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- Indican gqgue la capacidad de absorci6n de agua y aceite de
una proteina son propicdades fisicoquimicas que determinan su
aptitud como agente emulsificante; siendo esto de especial rele-
vancia desde el punto de vista tecnoldgico ya qué permite deter-
minar el tipo de procesamiento al que debe someterse la proteina
para tener las caractecristicas dec emulsificacién dcseadas. Es-
tos procesos pueden incluir la modificacién de la funcionalidad
a través de la desnaturalizaci6n, modificaciones quimicas y/o

enzimdticas.

/ /4ZEL¢.VZQ<:/¢(;/L
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