VISCOELASTICIDAD LINEAL DE EMULSIONES ALIMENTARIAS O/W
ESTABILIZADAS CON GELATINAS

LORENZO, G.»"2: CHECMAREV, G.; ZARITZKY, N."?: CALIFANO, A}

! Centro de Investigacién y Desarrollo en Criotecnologia de Alimentos (CIDCA),
CCT La Plata - CONICET. Facultad de Ciencias Exactas, UNLP. 47 y 116, La
Plata (1900). Argentina; > Area Departamental de Ingenieria Quimica, Facultad de
Ingenieria, UNLP.

e-mail: lorenzogabriel@gmail.com

Resumen

Se realiz6 un estudio reoldgico sobre emulsiones o/w de bajo contenido lipidico (15%)
empleando gelatina comestible de distintos pesos moleculares (60, 80 y 120 kDa) como
emulsificante (3%). Los ensayos dindmicos mostraron un comportamiento de gel fuerte
en todos los sistemas estudiados. Se model6 el efecto del peso molecular de la proteina
sobre la viscosidad compleja, obteniéndose parametros estructurales que permitieron
caracterizar los sistemas. Se aplico el principio de superposicion sobre el tiempo de
almacenamiento, en las emulsiones estabilizadas con gelatina de 120 kDa. La teoria de
“rubber elasticity” permitié la vinculacion de la variacion en el mdédulo de
almacenamiento (G’) con el incremento del nimero de entrecruzamientos de la matriz
proteica. EI empleo de alta cizalla durante la emulsificacién permitio obtener un sistema
gelificado sin incrementar la temperatura. Esta caracteristica, sumada a la capacidad de
las proteinas de proteger a los acidos grasos poliinsaturados de su oxidacion, tornan
estos sistemas como potenciales vehiculos de sustancias termolabiles en la fase
lipidica.

1. Introduccion

Las emulsiones aceite en agua (o/w) se utilizan en numerosos procesos industriales y
son la base de muchos productos alimenticios. Dado que el contacto entre el aceite y las
moléculas de agua es energéticamente desfavorable, las emulsiones son sistemas
termodinamicamente inestables (McClements, 1999). En sistemas de reducido
contenido lipidico esta inestabilidad se hace mayor y resulta imprescindible el agregado
de emulsificantes y/o agentes espesantes para lograr emulsiones cinéticamente estables.
Los emulsificantes pueden ser proteinas con capacidad de adsorcion sobre la superficie
de las gotas de aceite, disminuyendo la tension superficial, previniendo el acercamiento
de las gotas, e impidiendo, asi, su agregacion. (Dickinson, 2003; McClements, 2004).
La gelatina es la proteina mas ampliamente estudiada debido a sus diversas aplicaciones
en distintos campos, principalmente la industria alimenticia. La materia prima de este
producto es el colageno extraido de los tejidos conectivos presentes en huesos, pieles y
cueros que la tornan una fuente abundante y facilmente disponible. La estructura del
tropocolageno (componente principal de la fibra de colageno) esta conformada por tres
cadenas polipeptidicas que se enrollan formando una hélice levogira debido al elevado
impedimento estérico causado por el alto contenido de residuos pirrolidinicos presentes
en las moléculas. En la produccién de gelatina el tropocolageno pierde esa estructura de
varilla rigida que resulta imposible de regenerar totalmente. En esta tendencia de
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regeneracion de la triple hélice se fundamenta el poder de gelificacion que tiene la
gelatina (Eluk, 2007; Harrington y Rao, 1970)

En la literatura se ha estudiado la capacidad de la gelatina para actuar como
emulsificante (Lobo y Svereika 2003; Muller y Hermel, 1994). Sin embargo, algunos
autores informan que usualmente produce un tamafio de gota relativamente grande
durante la homogeneizacion de la emulsion (Dickinson y Lopez, 2001).

Una de las ventajas mas significativas de emplear proteinas como agentes
emulsificantes es su habilidad de proteger a los acidos grasos poliinsaturados (PUFA)
de su oxidacién (Hu y col, 2003). Esta caracteristica sumada a su capacidad de gelificar,
convierten a la gelatina en una alternativa interesante para ser empleada en sistemas
emulsionados que sirvan como vehiculo de vitaminas liposolubles.

La reologia resulta una herramienta imprescindible a la hora de caracterizar las
emulsiones alimenticias, que permite la vinculacion de atributos de calidad con el
comportamiento del sistema a nivel microestructural (Barnes, 1994; Lorenzo y col.,
2008a; Quintana y col., 2007).

El objetivo del presente trabajo es estudiar el efecto de gelatinas de distinto peso
molecular empleadas como estabilizantes en emulsiones o/w de bajo contenido lipidico,
sobre las caracteristicas viscoelasticas y microestructurales y su evolucion durante el
almacenamiento.

2. Metodologia

Se prepararon emulsiones de bajo contenido lipidico (15% o/w) a partir de fases
continuas conteniendo gelatina bovina comestible (3%) de tres pesos moleculares
diferentes (60, 80 y 120 kDa), proporcionadas por PB Leiner, Argentina. Las mismas
fueron previamente hidratadas durante 24 horas a 25°C. Para evitar el desarrollo de
microorganismos se agrego 0.01% de azida sddica en todos los sistemas en estudio. La
emulsificacion se realizd en dos etapas. Una pre-emulsificacion en un equipo Ultra
Turrax T25 (Ika, Alemania), a 11500 rpm durante 4 min, a temperatura ambiente.
Luego, la pre-emulsion se hizo circular 4 veces por un homogeneizador a valvula de alta
presion usando dos valvulas reguladas en 40 y 4 MPa.

Se realizaron ensayos reoldgicos dindmicos a distintos tiempos del almacenamiento, en
un redémetro de esfuerzo controlado RS600 (Haake, Alemania), con una geometria
plato-plato rugoso (d=35mm), evaluandose los médulos elastico (G’) y viscoso (G”) en
funcién de la frecuencia, previa determinacion del rango de viscoelasticidad lineal
mediante ensayos de barridos de esfuerzo a una frecuencia constante de (6.28 rad/s).
Los ensayos se realizaron por triplicado.

Se colocaron dos alicuotas de cada emulsion ensayada en probetas de 25 ml de modo de
seguir visualmente su estabilidad. Las probetas fueron almacenadas a 20°C en un cuarto
de temperatura controlada y observadas periédicamente. De manera complementaria se
observaron alicuotas de las distintas formulaciones, diluidas previamente (1:20), en un
microscopio optico provisto de una camara digital (Leica DC100).

3. Resultados

3.1. Estabilidad

La estabilidad de las emulsiones estuvo significativamente relacionada con el peso
molecular de la proteina estudiada, detectandose la aparicion de una interfase a los 8
dias en las emulsiones estabilizadas con la gelatina de 60 kDa y a los 20 dias en aquellas
que se empled gelatina de 80 kDa. Las emulsiones que contenian gelatina de 120 kDa



permanecieron estables por mas de 6 semanas. En la micrografia (Fig 1) se observa que
las emulsiones presentaron una distribucion de tamafio de gotas con una media por
debajo de 1um.

Fig 1. Micrografia de una emulsion 15% aceite en agua con 3% de gelatina de 120 kDa en la fase
continua (dilucién 1:20; aumento 1000x).

3.2. Efecto del peso molecular

Los ensayos oscilatorios (G y G’* vs. frecuencia) mostraron en todos los casos un
comportamiento cualitativamente similar. La evolucidn del modulo de almacenamiento
(G’) fue practicamente independiente de la frecuencia (region “plateau”). En sistemas
poliméricos, la aparicién de una regién “plateau” para G’ o de un minimo en G’ en la
dependencia de los modulos con la frecuencia se atribuye a la formacion de una
estructura tridimensional tipo gel originada por entrecruzamientos fisicos entre las
cadenas de polimeros. En la Fig 2 se muestra este comportamiento para las emulsiones
o/w estabilizadas con las tres gelatinas estudiadas.
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Fig 2. Evolucion de los médulos eléstico (G”) y viscoso (G’’) con la frecuencia (w) para emulsiones
estabilizadas con gelatinas de distintos pesos moleculares

El incremento en el peso molecular de la proteina utilizada como estabilizante se vio
reflejado en un aumento tanto en el mddulo de almacenamiento como en el mddulo
viscoso. El incremento en la viscosidad compleja (n*) puede ser modelado de acuerdo
con la teoria de Friedrich y Heymann (1988). En la zona de altas frecuencias (“gel
point”), n* puede expresarse de acuerdo con la siguiente ecuaciéon (Lorenzo y col.,
2008b):
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Donde o es el orden de la funcién de relajacion y A, representa una medida de la
resistencia del material, asociada a la fuerza de los entrecruzamientos de la matriz
polimérica. En la Fig 3 se observa el ajuste para cada caso. Los valores de o estuvieron
por debajo de 0.1 para las tres formulaciones relacionados con un comportamiento de
gel fuerte (Steffe, 1996). Por otro lado, se observo un significativo incremento (P<0.05)
de A, con el peso molecular con valores de 10.8, 77.4 y 190.8 (Pa.s”) para las
formulaciones conteniendo gelatina de 60, 80 y 120 kDa, respectivamente.
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Fig 3. Efecto del peso molecular del estabilizante (gelatina) sobre la viscosidad compleja (n*) de
emulsiones o/w de bajo contenido lipidico y el modelado de las mismas de acuerdo con la teoria de
Friedrich y Heymann (1988)

En estos sistemas, el espesor del film interfacial resulta critico tanto para la estabilidad
como para las caracteristicas reoldgicas expuestas (Olijve y col., 2001). Cuando la
gelatina estda compuesta por las moléculas mas pequefias (60 kDa), el espesor del film
interfacial se vuelve muy delgado resultando insuficiente para proveer proteccion
estérica contra la desestabilizacion, lo cual se traduce en un menor valor de A,,.

Cabe destacar que, a pesar de no incrementar la temperatura de la emulsion por encima
de los 25°C, los altos esfuerzos de corte a los que es sometida la muestra producen la
gelificacion de la emulsion por desnaturalizacion de la proteina, como se ve mediante
los ensayos oscilatorios. Esto resulta de gran importancia dado que la velocidad de
oxidacion de los PUFA se incrementa sustancialmente con la temperatura.

3.3. Efecto del tiempo de almacenamiento

Dada la alta estabilidad evidenciada por las emulsiones que contenian gelatina de 120
kDa, se evalué el comportamiento viscoelastico de las mismas durante su
almacenamiento. Se observd un marcado incremento de G’ y G’’ con el tiempo de
almacenamiento de las emulsiones, manteniendo en todos los casos un comportamiento
de G’ independiente de la frecuencia de oscilacion en el rango analizado (Fig 4a).

De acuerdo con las caracteristicas de las curvas, se empled para el anélisis un principio
empirico de superposicion en funcion del tiempo de almacenamiento. Como factor de
normalizacion se utilizé el modulo “plateau” Go, que corresponde al valor de G’ a la
frecuencia en que se encuentra un minimo en la evolucion de la tangente de pérdida (tan
d =G”’/G’). La curva maestra de superposicion se muestra en la Fig 4b.
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Fig 4. a Efecto del tiempo de almacenamiento sobre los médulos de almacenamiento (G”) y pérdida (G*’)
para emulsiones o/w con 15% de aceite estabilizadas con gelatina de 120 kDa. b Curva maestra de
superposicidn para las emulsiones estabilizadas con gelatina 120 kDa en funcion del tiempo de
almacenamiento.

Este parametro (Go) puede considerarse como una medida de la cantidad de
entrecruzamientos entre moléculas poliméricas y se ha relacionado con la formacion de
una red estructural en emulsiones o/w debido a los enlaces entre las moléculas de
proteinas situadas en la interfase aceite-agua (Ferry, 1980). En este caso se observa un
marcado incremento del mddulo “plateau” con el tiempo de almacenamiento derivado
de un continuo incremento en el nimero de uniones entre moléculas de gelatina
produciendo una red mas el&stica con el tiempo de maduracion del gel (Tabla 1).

Tabla 1. Mddulo “plateau” para distintos tiempos de almacenamiento de emulsiones o/w estabilizadas
con gelatina 120 kDa.

Tiempo (dias) 1 7 14 28 42
Gy (Pa) 193.6 344.1 433.0 441.8 496.1

Debido a que el comportamiento viscoelastico de este tipo de emulsiones alimenticias
es de tipo gel fuerte, la evolucion temporal de la microestructura puede analizarse
mediante la teoria de “rubber elasticity” (Flory, 1953; Nakamura y col., 1987),
considerando que la estructura tridimensional del sistema se debe exclusivamente a las
interacciones entre las cadenas proteicas, y que las gotas de aceite actian como esferas
inertes que rellenan la matriz polimérica.
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Donde: G’ es el médulo de almacenamiento; C es la concentracion de gelatina; R la
constante de los gases ideales; T es la temperatura absoluta y M es el peso molecular
promedio de los segmentos de cadenas poliméricas ubicadas entre dos
entrecruzamientos adyacentes de las cadenas proteicas.
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Fig 5. Evolucién del peso molecular promedio de los segmentos poliméricos entre zonas de uniones
intermoleculares (Mc) con el tiempo de almacenamiento en emulsiones estabilizadas con gelatina 120
kDa

Como se observa en la Fig 5, a medida que transcurre el almacenamiento el peso
molecular de los segmentos poliméricos entre dos entrecruzamientos adyacentes
disminuye. Este efecto puede asociarse con la tendencia de las cadenas polipeptidicas de
retornar a una estructura mas ordenada, ya sea por el crecimiento de las zonas de union
existentes o por la formacion de nuevos enlaces tanto intermoleculares como
intramoleculares (Ledward, 1986).

Conclusiones

Se obtuvieron emulsiones estables de bajo contenido lipidico, con caracteristicas de gel
fuerte. Se observd un incremento en el parametro de resistencia del material (A,) a
medida que aumenta el peso molecular de la proteina. El efecto fue adjudicado al
incremento en el espesor del film interfacial que se traduce en una mayor proteccion
estérica y un incremento en el caracter sélido del sistema.

A lo largo del almacenamiento, el aumento del caracter elastico de la emulsion fue
analizado mediante el principio de superposicion. El incremento en médulo “plateau”
fue modelado con la teoria de la “rubber elasticity”, reflejando un incremento en el
namero de entrecruzamientos inter e intramoleculares.

Dado que durante su preparacion no fue necesario incrementar la temperatura para
obtener la formacién del gel, este tipo de emulsiones resulta una adecuada alternativa
para sistemas que contengan productos termolabiles en la fase lipidica, tales como
vitaminas A, Dy E.
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