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RESUMEN

Influencia de la relacion proteina de altramuz/ten-
sioactivo en las propiedades de flujo y texturales de emul-
siones aceite en agua.

En el presente trabajo se ha estudiado la influencia que
ejerce la proporcién proteina de altramuz/emulsionante de bajo
peso molecular en el comportamiento viscoso y en las
propiedades texturales de emulsiones alimentarias aceite en
agua con el fin de investigar un posible efecto sinérgico entre
ambos tipos de emulsionantes. Con este propdsito, se efectuaron
medidas de tamafio de gota, flujo viscoso y propiedades
texturales en emulsiones estabilizadas por proteina de altramuz y
tensioactivos de diferente HLB (Tween 20 y tres estearatos de
sacarosa). De los resultados experimentales, se concluye que las
emulsiones estabilizadas por ambos tipos de emulsionantes
muestran valores de la viscosidad en estado estacionario y de las
propiedades texturales estudiadas inferiores a los encontrados en
la emulsion estabilizada Unicamente con proteina de altramuz, a
pesar de poseer esta Ultima un mayor tamafio medio de gota. La
dependencia de los pardmetros de flujo y texturales con la
composicién de la mezcla de emulsionantes empleada puede
explicarse atendiendo al comportamiento de fases que presentan
los emulsionantes de bajo peso molecular, asi como a la
estructura de la pelicula interfacial y las interacciones entre
ambos tipos de emulsionantes.

PALABRAS-CLAVE: Emulsion — Flujo viscoso — Proteina de
altramuz — Reologia — Tensioactivo - Textura.

SUMMARY

Effect of the lupin protein/surfactant ratio on the flow
and textural properties of oil-in-water emulsions.

The influence of different surfactant/lupin protein ratio on the
shear-flow and texture properties of oil-in-water emulsions was
investigated in this work in order to find a synergistic effect
between both types of emulsifiers. With this aim, texture,
steady-shear flow and droplet size measurements were carried
out. Different surfactants (Tween 20 and three sucrose esters)
showing different phase behaviour in water solution were studied.
From the experimental results it can be concluded that emulsions
stabilised by mixtures of both, low- and high-molecular-weight
emulsifiers, show lower values of steady-state viscosity and
textural parameters than those found when lupin protein was the
only emulsifier used, in spite of a higher average droplet size. The
evolution of emulsion textural and flow parameters with the
composition of the mixture used as emulsifier can be explained on
the basis of the phase behaviour of the low-molecular-weight

emulsifier, modifications on the composition at the interface and
hydrophobic interactions between both type of emulsifiers.

KEY-WORDS: Emulsion — Lupin protein — Rheology — Shear-
flow — Surfactant - Texture.

1. INTRODUCCION

La existencia de un efecto sinérgico positivo en la
estabilizacion de emulsiones aceite en agua, como
resultado de la adicion de un emulsionante de bajo
peso molecular a las tradicionales proteinas, ha sido
ampliamente contrastada en diferentes tipos de sis-
temas (Nakamura et al., 1988; Clark et al., 1992;
Franco et al., 1995; Hong y Dickinson, 1996; Dickin-
son y Yamamoto, 1996, Franco et al., 1997). Este
efecto positivo se ha atribuido a la existencia de di-
versos tipos de interacciones entre ambos tipos de
emulsionantes, que modifican las propiedades vis-
coelasticas de las emulsiones y conducen a un au-
mento de su estabilidad. Sin embargo, el efecto
contrario ha sido detectado en determinadas emul-
siones estabilizadas por mezclas proteina/tensioac-
tivo, dependiendo de la naturaleza del tensioactivo
empleado y de su proporcion en la mezcla emulsio-
nante total. Este comportamiento reolégico complejo
puede relacionarse con el desplazamiento que sufre
la proteina situada en la interfase, que es sustituida
parcialmente por las moléculas de tensioactivo de
bajo peso molecular, lo que produce un descenso en
la viscoelasticidad de la capa interfacial (Dickinson y
Hong, 1995, Dickinson et al., 1996, Dickinson y
Hong, 1997). La pérdida de viscoelasticidad interfa-
cial cuando se usan ambos tipos de emulsionantes
es, ademas, debida a que las moléculas de proteina
poseen bajas velocidades de difusién en compara-
cién con la de emulsionantes de menor peso mole-
cular, tanto mas cuanto mayor es la viscosidad del
medio continuo.

El uso de proteinas vegetales en emulsiones ali-
mentarias presenta una serie de ventajas en compa-
raciéon con la adicion de la tradicional yema de
huevo. Asi, no contribuyen a un aumento del coles-
terol en la emulsion y su coagulacion ocurre a tem-
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peraturas mas altas (80-90°C). Entre dichas protei-
nas se encuentran las procedentes del altramuz,
cuyo uso como emulsionante puede revalorizar esta
planta leguminosa. En trabajos previos se ha com-
probado que las emulsiones estabilizadas con dicha
proteina presentan caracteristicas similares a las en-
contradas en emulsiones con emulsionantes tradi-
cionales (Franco et al, 1998a; Raymundo et al.,
1998a). El estudio sistematico llevado a cabo con
estas emulsiones debe incluir también la posible op-
timizacion de mezclas de emulsionantes de alto y
bajo peso molecular, como se ha descrito previa-
mente. Consecuentemente, el objetivo de este tra-
bajo ha sido el de estudiar la influencia de la relacion
proteina/emulsionante de bajo peso molecular sobre
los pardmetros de flujo y texturales de emulsiones
estabilizadas por mezclas de proteina de altramuz y
diferentes emulsionantes de bajo peso molecular.

2. MATERIALES Y METODOS

Se han preparado emulsiones alimentarias con
un contenido fijo de aceite (65% p/p) utilizando como
emulsionantes un aislado de proteina de altramuz
(L9020, Mittex Alangenbau GmbH, Alemania) y cua-
tro tensioactivos de bajo peso molecular. Se utiliza-
ron estearatos de sacarosa de HLB 7 y 15 (SS7 y
SS15 respectivamente, de la firma Mitsubishi Food
Corp., Japon), un laurato de sacarosa de HLB 15
(SL15, Mitsubishi Food Corp., Jap6n) y un monolau-
rato de sorbitano polietoxilado de grado de etoxila-

Tabla |

Informacion técnica del aislado proteico utilizado

Composicion media en base seca

proteina 89.9 %

lipidos 0.8 %

cenizas 3.6%
alcaloides 0.02 % max

Contenido medio de aminoacidos (% mol)

Glicina 3.7 Fenilalanina 4.0
Alanina 2.8 Triptéfano 0.1
Valina 3.7 Prolina 0.1
Leucina 7.7 Metionina 0.6
Isoleucina 4.3 Cisteina 3.2
Serina 5.6 Lisina 4.0
Treonina 34 Histidina 2.9
Tirosina 4.5 Arginina 10.7

Ac. aspartico 10.7 Ac- glutamico 28.0
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cién 20 (Tween 20), de Aldrich-Sigma (Reino Unido).
La informacién técnica del aislado proteico utilizado
se muestra en la Tabla I. La cantidad total de emul-
sionante se ha mantenido constante e igual a 6% p/p
en todos los casos. Se han estudiado proporciones
de ambos tipos de emulsionante de 0/6, 1.5/4.5, 3/3,
4.5/1.5 y 6/0. Los diferentes tensioactivos y el aisla-
do proteico que se han utilizado como emulsionan-
tes se dispersaron, por ese orden y bajo condiciones
de agitacion, en agua destilada a 60°C con el fin de
favorecer la disolucién vy, por otra parte, conseguir
cierto grado de desnaturalizacién que, como se ha
comprobado (Raymundo et al., 1998a), favorece la
estabilizacion de las emulsiones al aumentar su hi-
drofobicidad.

La emulsificacion se llevéd a cabo en un homoge-
neizador del tipo «rotor-estator» Ultra Turrax T-25 de
Ika (Alemania) a temperatura ambiente. Ocasional-
mente, debido a la intensa agitacion aplicada, se al-
canzan temperaturas de hasta 50°C. Las variables
mecanicas de procesado se seleccionaron (14250
rpm durante 5 min) segun el criterio de minimo tama-
flo medio de gota encontrado en emulsiones estabi-
lizadas con proteina de altramuz (Franco et al.
1998a).

Las medidas de tamafio de gota se realizaron en
un analizador de particulas, Malvern Mastersizer-X
(Malvern, Reino Unido). Los valores de tamafio me-
dio de Sauter, que son inversamente proporcional a
la superficie especifica de las gotas, se ha obtenido
de la siguiente manera (Sprow, 1967):

ds\/:z n,d?/z n,'d,? (1)

donde n; es el numero de gotas de un determinado
diametro di.

Se han efectuado medidas de flujo viscoso apli-
cando rampas de esfuerzos entre 1 y 500 Pa en un
reébmetro de esfuerzo controlado (RS-75) de Haake
(Alemania) usandose una geometria de platos parale-
los serrados (didmetro: 20 mm, distancia entre platos:
1 mm ) con el fin de eliminar fendmenos de desliza-
miento en las paredes (Franco et al, 1998b). En
cada punto de la curva de flujo se ha aplicado el es-
fuerzo correspondiente hasta que la pendiente de la
evolucion de la velocidad de cizalla con el tiempo
sea de 0.01%, de forma que puede considerarse
gue, practicamente, se ha alcanzado el estado esta-
cionario.

Las medidas de textura se obtuvieron a partir de
un analisis de perfiles texturales llevado a cabo en
un texturémetro TA-XT2 (Stable Micro Systems, Reino
Unido). Los ensayos de penetracion se realizaron con
probetas cilindricas de 38 mm de diametroy 5 mm de
altura, en una celda de 5000 g y 2 mm/s de velocidad
de penetracién. De la evolucion de la fuerza registrada
en funcion del tiempo se calcularon pardmetros tales
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como la adhesividad y la firmeza. La firmeza se defi-
ne como el valor maximo registrado de la fuerza,
considerado como la méaxima resistencia a la pene-
tracion del cilindro. Por otra parte, la adhesividad se
define como la resistencia del material durante el re-
ceso de la probeta, registrandose como el area ne-
gativa bajo la curva del texturograma. Un andlisis
mas detallado de los perfiles texturales se ha realiza-
do en estudios previos (Raymundo et al., 1998b). To-
das las medidas se llevaron a cabo a 20 = 1°C,
obteniéndose al menos tres replicados de cada en-
sayo.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

a) Tamafio de gota

En la Tabla Il se muestran los valores del diame-
tro de Sauter obtenidos en emulsiones que contie-
nen diferentes mezclas proteina/tensioactivo. Como
puede observarse, los valores mayores del diametro
medio de Sauter corresponden a la emulsion estabi-
lizada Unicamente por proteina de altramuz. Valores
inferiores se obtienen, sin embargo, cuando se incluye
un emulsionante de bajo peso molecular en la formula-
cion. Teniendo en cuenta los errores de preparacion y
medida sobre el diametro de Sauter (+ 0.1 um), puede
concluirse que las emulsiones preparadas utilizando
proteina 0 SS15 como Unicos emulsionantes poseen
tamarfios medios de gota significativamente mayores
gue los del resto de emulsiones (p<0.05). Por el con-
trario, los menores tamafos de gota se obtienen
cuando se usa Unicamente Tween 20 o SL15 en la
formulacion, aunque con valores similares a los de
emulsiones preparadas con mezclas de estos emul-
sionantes y la proteina. Un comportamiento diferen-
te se observa cuando se analiza la evolucién del
tamafio de gota con la proporcion de emulsionantes
en emulsiones estabilizadas por mezclas SS15/pro-
teina. Asi, se produce inicialmente una reduccion del
diametro de Sauter cuando se afiade SS15 a la pro-

Tabla Il

Valores del diametro medio de Sauter paras las
diferentes emulsiones estudiadas

dsv

(Hm)
Tween20 SL15 Ss7 SS15
0%P 100%S 1.9 1.8 2.3 2.7
25%P 75%S 1.9 2.0 2.3 2.3
50%P 50%S 2.0 1.9 2.2 2.3
75%P 25%S 2.2 1.9 2.3 2.3
100%P 0%S 3.1 3.1 3.1 3.1
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teina, tamafio que permanece casi constante para
todas las proporciones proteina/SS15 estudiadas.
Sin embargo, un importante aumento de este tama-
flo medio se observa cuando se preparan emulsio-
nes utilizando SS15 como Unico emulsionante.

Las diferencias encontradas deben relacionarse
con el comportamiento del tensioactivo en agua. Asi,
en el intervalo de concentraciones empleado, el
Tween 20 es altamente soluble en agua (Courthau-
don et al, 1991). De forma similar, el SL15 forma
una fase micelar de baja viscosidad (Berjano et al.,
1993). Por el contrario, el SS15, por encima de 43°C
y 10% p/p, que corresponde aproximadamente a un
4.5% p/p en la emulsion, forma una fase liquido-cris-
talina laminar (Calahorro et al., 1992), mientras que,
como se ha comprobado previamente (Madiedo,
1996), el SS7 forma una estructura tipo gel en agua.
El desarrollo de estas estructuras, debidas en parte
a las elevadas temperaturas que pueden alcanzarse
durante el proceso de emulsificacion, actia como
barrera hidrodindmica a la ruptura consecutiva de
las gotas durante la manufactura de la emulsion,
dando lugar, consecuentemente, a tamafios mayo-
res de gota. Sin embargo, la adicion de proteina al
sistema SS15/agua modifica la estructura liquido-
cristalina favoreciendo un descenso del tamafio de
gota. Por otra parte, el tamafio de gota obtenido de-
pende también de la tension interfacial del emulsio-
nante, menor para emulsionantes de bajo peso
molecular, aunque, no obstante, debe también te-
nerse en cuenta la menor velocidad de transferencia
desde la fase continua hacia la interfase de las espe-
cies macromoleculares.

b) Flujo viscoso

Las curvas de flujo en estado estacionario mues-
tran en todos los casos un descenso de viscosidad
con la velocidad de cizalla, con una tendencia a al-
canzar una viscosidad limite, n,, @ muy bajas veloci-
dades de cizalla. La Figura 1 muestra las curvas de
flujo de las distintas emulsiones estudiadas. El com-
portamiento descrito puede ajustarse (r* > 0.95) a
un modelo de Carreau generalizado (Barnes et al.,
1989):

MN-N)/MNo-Ne)=/A+4)) (D

donde y.es la velocidad de cizalla critica a partir de la
cual se observa un descenso de viscosidad con la
velocidad de cizalla, «s» es un pardmetro relaciona-
do con la pendiente de esta zona de pseudoplastici-
dad y ne es el valor de la viscosidad limite a altas
velocidades de cizalla que, en este caso, se incluye
como simple parametro de ajuste al no encontrarse
una tendencia bien definida a alcanzarse este valor.
Los valores de estos parametros se muestran en la
Tabla Ill.
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Figura 1

Influencia de la relacién en masa proteina de altramuz /tensioactivo sobre las curvas de flujo estacionario de emulsiones estabilizadas
por mezclas a) proteina/Tween 20, b) proteina/laurato de sacarosa de HLB 15, c) proteina/estearato de sacarosa de HLB 7 y
d) proteina/estearato de sacarosa de HLB 15.

Tabla Il

Valores de los parametros del modelo de Carreau
para las diferentes emulsiones estudiadas

0 o
(Pr]as) (Igas) (gﬁ) s
0%P, 100% Tween20  1.810° 0.15 9.7110° 0.42
25%P, 75% Tween20 2.410*° 0.15 2.2210* 0.43
50%P, 50% Tween20 2.410° 0.20 6.9910° 0.45
75%P, 25% Tween20 4.010° — 1.1310* 0.47
100%P, 0% Tween20 8.710° — 1.9310° 0.46
0%P, 100% SL15 — 0.08 — 0.40
25%P, 75% SL15 3510° 0.18 85310° 0.44
50%P, 50% SL15 1.310° 0.32 1.8410° 0.48
75%P, 25% SL15 4510° 0.32 9.4510° 0.48
100%P, 0% SL15 8710° — 1.9310° 0.46
0%P, 100% SS7 7310° — 6.3510" 0.48
25%P, 75% SS7 7610° — 26310 044
50%P, 50% SS7 2610° — 3.1810" 0.46
75%P, 25% SS7 1.410° — 3.2610° 0.45
100%P, 0% SS7 8710° — 1.9310° 0.46
0%P, 100% SS15 1.110° 0.19 1.2010° 0.48
25%P, 75% SS15 6.310° — 1.8110* 0.45
50%P, 50% SS15 2.810° — 46410 044
75%P, 25% SS15 2410° — 7.6010" 0.46
100%P, 0% SS15 8710° — 1.9310° 0.46

La viscosidad limite a bajas velocidades de ciza-
llay la velocidad de cizalla critica estan significativa-
mente influenciadas tanto por el tipo de tensioactivo
utilizado como por la relacion en masa proteina/ten-
sioactivo. Como puede observarse en la Figura 2 y
en la Tabla Ill, los valores de dicha viscosidad limite
aumentan con las relaciones en masa protei-
na/Tween 20 y proteina/SL15 mientras que pasa por
un minimo en emulsiones estabilizadas por mezclas
proteina/SS15. Una variacion peculiar se observa en
el caso de emulsiones que contienen proteina de al-
tramuz y SS7 como mezcla emulsionante, puesto
gue usando una mezcla 3:3 de ambos tipos de emul-
sionantes, se encuentran valores de n, significativa-
mente superiores al de emulsiones que contienen
mezclas en otras proporciones.

Por otra parte, las emulsiones estabilizadas con
SS7 0 SS15 muestran valores de la velocidad de ci-
zalla critica mas altos que las emulsiones estabiliza-
das por mezclas de uno de dichos emulsionantes y
proteina de altramuz. Esto indica que la microestruc-
tura de emulsiones que contienen mezclas de am-
bos tipos de emulsionantes es menos resistente a la
cizalla que la de emulsiones estabilizadas Unica-
mente por uno de ellos. Una influencia similar a la
encontrada en la evolucién de n, con la relacién ten-
sioactivo/proteina se ha observado al estudiar algu-
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Figura 2
Evolucion de la viscosidad limite a bajas velocidades de
cizalla (no) con la relacion en masa proteina de
altramuz /tensioactivo (P/S).

nos parametros viscoelasticos de estas emulsiones
(Raymundo et al., 1999). Asi, el efecto predominante
sobre la reologia de estas emulsiones puede atri-
buirse a la disminucion de la viscoelasticidad interfa-
cial al reducir la concentracion de proteina, a pesar
de que el tamafio medio de gota se reduce al incor-
porar un emulsionante de bajo peso molecular. Sin
embargo, los elevados valores de viscosidad encon-
trados en las emulsiones estabilizadas por SS7 y
SS15 estan relacionados con la elevada viscosidad
de la fase continua inducida por estos tensioactivos.
Finalmente, el comportamiento peculiar encontrado
en la emulsién estabilizada por una mezcla 3:3 de
proteinay SS7 debe explicarse mediante las interac-
ciones de tipo hidrofébico que se dan entre ambos ti-
pos de moléculas, tal como ha sido propuesto por
Dickinson y Hong (1997), al ser éste el tensioactivo
de mayor hidrofobicidad de los estudiados.

c) Pardmetros texturales

Las Figuras 3 y 4 recogen la evolucion de la fir-
meza y la adhesividad de las emulsiones en funcién
de la relacion en masa proteina/tensioactivo. Ambos
parametros texturales siguen aproximadamente la
misma tendencia que la viscosidad limite, n,, es de-
cir, un incremento con la relacién proteina/Tween 20
y proteina/SL15, un minimo a proporciones interme-
dias de proteinay SS15, mas pronunciado en la evo-
lucion de la adhesividad, y la anteriormente
comentada evolucién con la relacién proteina/SS7.
Esto indica que, como ha sido probado (Franco et
al., 1998a), existe una estrecha relacion entre la reo-
logia y algunos parametros texturales. Asi, una rela-
tivamente buena correlacion se ha encontrado entre
el logaritmo de los pardmetros texturales estudiados
y el logaritmo de la viscosidad limite, n, (Figura 5), a
pesar de que los parametros correlacionados perte-
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Figura 3
Evolucién de la firmeza con la relacién en masa proteina de
altramuz/tensioactivo (P/S). (Error relativo medio: 3.2%).
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Figura 4
Evolucién de la adhesividad con la relacién en masa proteina de
altramuz/tensioactivo (P/S). (Error relativo medio: 2.5%).

Figura 5
Correlacion entre los parametros texturales (firmezay
adhesividad) y la viscosidad limite a bajas velocidades
de cizalla (no)
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necen a emulsiones estabilizadas con emulsionantes
de muy diversa naturaleza. Estos resultados indican
gue la viscosidad limite medida a bajas velocidades de
cizalla puede ser una propiedad adecuada para prede-
cir algunos parametros de tipo sensorial como han
sugerido Hill et al. (1995).
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