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Resumo

Cajanus cajan (CC) es una leguminosa con elevado contenido proteico (20-23%). Las
proteinas de CC pueden actuar como emulsificantes, lo cual resulta interesante para la
industria alimentaria. El objetivo fue estudiar el efecto del pH en la formacién y estabilidad de
emulsiones utilizando aislado proteico de CC como agente tensioactivo y estabilizante. Se
obtuvo aislado proteico a pH8 (A8) por precipitacion isoeléctrica. Se prepararon soluciones
buffers a pH2, pH4, pH6 y pH8 (u=0,1), y se determiné la solubilidad proteica (So) de A8 en
las mismas. Se prepararon emulsiones aceite/agua (O/W) a los distintos pH a partir de
aceite de girasol comercial y dispersiones proteicas (0,5% p/v) en una proporcién (1:5), se
determiné el tamafio de gota (sin y con SDS) y la estabilidad de cada emulsién formulada.
La So fue minima (5,23%) a pH4, mientras que fue maxima (80-100%) a pH2 y pH8. Todas
las emulsiones presentaron una distribucién de tamafio monomodal, donde las de pH2 y
pH8 presentaron menor tamafio de gota. La presencia de SDS caus6 una disminucion en el
tamafio de gota por ruptura de fléculos y su efecto fue similar en todas las emulsiones, salvo
a pH4. Las emulsiones a pH4 y pH6 se desestabilizaron mas rapidamente, presentando una
disminucion del % de Back Scattering (%BS) (>10%) en la parte inferior del tubo a la hora y
a las cuatro horas de almacenamiento, respectivamente. Las emulsiones a pH2 y pH8
alcanzaron esta disminucion a las 24 horas. Este fendbmeno se produce por migracion de
gotas hacia la parte superior del tubo, aunque sin cremado evidente (constancia del %BS).
El aislado A8 forma emulsiones O:W en las condiciones ensayadas, resultando mas
estables a pH2 y pH8, donde la solubilidad de las proteinas fue mayor y por lo tanto su

concentracion en la interfase.

Palavras chave: solubilidad, back scattering, emulsiones



o/ Z
%/ | g 5 \
23 A 25 DE OUTUBRO DE 2019 WH#* 8 ‘? §
=1 v 7N
= e
=
Introducéo (M=0,1). Las mismas fueron preparadas y

Cajanus cajan (CC) es una leguminosa con
un elevado contenido de proteinas (20-23%)
de buena calidad nutricional (Acevedo y col.,
2013).
proteinas vegetales son importantes para la

Las propiedades funcionales de
industria alimentaria y gracias a su
naturaleza anfifiica y su flexibilidad se
pueden acomodar en distintas interfaces
liquido-liquido, caracteristica que les otorga
funcionalidad como emulsificante en la
interface aceite-agua. Ademas, las proteinas
son moléculas anfoteras dependientes del
pH, por esta razén son capaces de formar
pequefias gotas de emulsién y prevenir los
fendmenos de desestabilizacion de las
emulsiones como ser la coalescencia y el

cremado (Oboh y col., 2009).

Objetivos

El objetivo de este trabajo fue estudiar el
efecto del pH en la formacion y estabilidad
de emulsiones utilizando aislado proteico de

CC como agente tensioactivo y estabilizante.

Materiais e Métodos

1-Material

Aislado proteico obtenido por solubilizacién
a pH 8 (A8) y posterior precipitacion
isoeléctrica, a partir de harina desgrasada
de CC (método de extraccion modificado por

Horax y col., 2004).

2-Dispersiones proteicas
Fueron preparadas al 0,5% p/v utilizando
soluciones buffers en un rango de pH

especifico (2 a 8) a fuerza ionica constante

homogeneizadas previo a su uso (450 rpm;
1 hora; 20°C). El pH y fuerza iénica fueron
seleccionados teniendo en cuenta aquellas

de uso frecuente en la industria alimentaria.

3-Solubilidad proteica (So)

Se determiné por el método de Bera &
(1989)
modificaciones. El contenido proteico de los

Murkherjee con ligeras
sobrenadantes se midi6 por el método de
Lowry (Lowry y col., 1951; Stoschek, 1990).

Se utilizé seroalbimina como estandar.

4-Preparacion de emulsiones
Se prepararon emulsiones  aceite/agua
(O/W) a partir de aceite de girasol comercial
y la dispersion proteica en un proporcion
(1:5),

homogeneizadas con un homogeneizador

las cuales  fueron primero

Ultraturrax T25 (20.000 rpm, 1 min) y luego

con un homogeneizador ultrasénico

(Sonics&Materials-750Watts)

standard a 50% de potencia, aplicando

con punta
pulsos de 30 s durante 5 min en bafio de
hielo para reducir el calentamiento durante

el proceso de homogeneizacion.

5-Distribucién de tamafio de gota

Las medidas se realizaron en un analizador
Malvern Mastersizer 2S (Malvern Instrument
Ltd, UK) en presencia y en ausencia de
dodecilsulfato de sodio (SDS). La muestra
fue diluida en 600 ml de agua con agitacion
constante (2000 rpm), de manera de lograr
un nivel de obscuracion adecuado (10 y

20%) para realizar la medida. A partir de la
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distribucion de tamafio de gota se obtuvieron
los diametros promedio: D3,2 (didmetro
D4,3

(diametro promedio de volumen equivalente)

promedio de volumen-superficie),

y span (grado de polidispersion). Para el
calculo se tuvieron en cuenta el indice de
refraccion y la densidad del aceite de girasol
(1,47; 0,942 g/cm3), asi como el coeficiente
de absorcion (0,001).

6-Estabilidad global de las emulsiones

Las emulsiones fueron analizadas en un
analizador oOptico vertical de barrido modelo
QuickScan,

preparacion

desde el momento de su

(t=0) vy
almacenamiento a 4°C (24h, 48h, 72h y
96h).
cremado-floculacion y
del

variacién del porcentaje de back scattering

durante su

Se obtuvieron las cinéticas de
coalescencia-
floculacibn a partir registro de la
(%BS) en funcion del tiempo en la parte
inferior del tubo (10-15 mm desde la base) y
en la parte superior (40-50 mm desde la

base), respectivamente.

Resultados e Discusséo

En la tabla 1 se presentan los porcentajes
de So de A8 en funcion del pH, donde el
minimo de So ocurre a pH4, cercano al
punto isoeléctrico (pl) de estas proteinas, y
el maximo de So (80-100%) a los pH
extremos (2 y 8). A pH acidos y alcalinos la
carga superficial neta de las proteinas es
mayor por lo que se producen repulsiones
electrostaticas entre éstas que favorece su

solubilidad. Por el contrario, a pH cercanos

TS Co

UFSCar

al pl, la carga superficial neta es menor, lo
cual reduce la So de las proteinas.

Tabla 1: Solubilidad proteica (So) de A8 en
funcion del pH.

pH So (%)
2 95,93+0,21 a
4 5,23+0,11d
6 55,65+1,06 c
8 88,97+£1,86 b

a, b, c, d, letras iguales en la misma columna
significa que los promedios no presentan
diferencias significativas (p=0,05).

En la figura 1 se presentan las distribuciones
de tamafio de gota obtenidas para cada
emulsiéon O/W. En ausencia de SDS, todas
las emulsiones presentaron una distribucion
de tamafio monomodal, donde a pH2 y pH8
se observd la presencia de un ligero hombro
gue representa una poblacién de particulas
mas pequefias. A pH4 y pH6, las gotas de
emulsién resultaron de mayor diametro. Esto
se corrobora con los parametros de
caracterizacion de emulsiones detallados en
la tabla 2, ya que los valores de DJ[3,2]
obtenidos indican la existencia de gotas de
menor tamafio en las emulsiones
preparadas a pH2 y pH8, aunque con mayor
polidispersidad (span) que la emulsion
preparada a pH4. La presencia de SDS
caus6 una disminucién en el tamafio de gota
por ruptura de fléculos y su efecto fue similar
en todas las emulsiones, salvo la preparada
a pH4. Ventureira y col. (2012) reportaron
gue la floculacion es un fendmeno
importante en emulsiones formuladas a

partir de dispersiones proteicas.
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Figura 1: Distribucion del tamafio de particula de emulsiones O/W preparadas con

dispersiones de A8 a distintos pH.

Tabla 2: Valores de D[3,2], D[4,3] y span, en ausencia y presencia de SDS.

Sin SDS Con SDS
pH D [3,2] D [4,3] span D [3,2] D [4,3] Span
2 6,79+#0,13 ¢ 10,41+0,31c 1,65+0,01a 2,26x0,01 ¢ 2,79+0,03c 1,24+0,01 Db
4 18,11+0,20a 20,65+0,00 b 0,98+0,05b 16,70+0,00a 18,60+0,00a 0,88+0,00c
6 11,89+0,39b 25,00+1,27a 1,67+0,02a 3,1940,13 b 5,17+0,01b 1,87+0,12a
8 6,03+t0,08 d 10,51+0,28c 1,72+0,02a 1,84+0,00 d 2,37#0,00d 1,10+0,01 b

a, b, c, d, letras iguales en la misma columna significa que los promedios no presentan diferencias

significativas (p=0,05).

El %BS inicial de las emulsiones preparadas
a pH4 es inferior a las demas y esto se
tamafio de

relaciona con el las gotas

presentes, ya que mayor tamafio la
dispersién de la luz es menor. En cuanto a la
estabilidad de las emulsiones, aquellas
preparadas a pH4 y pH6 presentaron una
disminucion del %BS (>10%) en la parte
inferior del tubo a la hora y a las cuatro
horas de almacenamiento, respectivamente
(figura 2). En cambio, esta disminucion
ocurri6 a las 24 horas en las emulsiones
preparadas a pH2 y pH8. Este fendbmeno
ocurre por la migracién de gotas hacia la
parte superior del tubo. Por otra parte, es

importante destacar que si bien se detecta la

migracion de gotas, ésta no se encuentra
acompafiada, en principio, por un cremado
evidente, tal como lo indica la constancia de
los valores del %BS obtenidos en la parte
superior del tubo (cinética de floculacion-
coalescencia). Este fenbmeno puede estar
asociado a la migracion insuficiente de gotas
hacia la parte alta del tubo, debido a una
baja velocidad de migracion o a la
ocurrencia simultanea de cremado vy
coalescencia de las gotas. Suarez y col.
(2018) encontraron que la estabilidad de
emulsiones formuladas a pH2 es mayor que

aquellas formuladas a pH6.

% i 5 \V/
23 A 25 DE OUTUBRO DE 2019 ,{.7’ 8 ‘? §’
el vl 7N
D ™ Asociacion de Universidades
.& GRUPO MONTEVIDEOQ
169  sin SDS —=— pH 169 con SDS o oH 2
144 pH 14 | o —e—pH4
al —4—pH ® | 4 pHE
12 [ 2Y H 124 [ p
[ T ° | ~vopH8
S ? e £ 104
S 8- ‘Ax & 8-
IS i \‘ IS
2 6 £ \ <—:3 6
= $ 1t >
44 4 o 44
A |
2 & 2.
0 . ; *‘. SR 0 s \
0,1 1 10 100 0,1 100 1000



-
I e 5/ V%
23 A 25 DE OUTUBRO DE 2019 gi.y’ 8 \ ‘? §
A P 7N
D ™ Asociacion de Universidades
.& GRUPO MONTEVIDEOQ
100 pH2 1004 pH4 cremado-floculacion
—@— floculacion-coalescencia
L s . s et
] ) e
E\Q—Q/’.
60 - 60 4
0
» k)
o R
R 40 40+
20 204
0 T T T —7// T T T 0 T T T —7/4 T T T
0 1 2 3 4 24 48 72 96 0 1 2 3 4 24 48 72 96
t (horas) t (horas)
100, pH6 1004 pHs
PP S P SE— o o o o o —9o — & —o
80 4 80
60 60
3 2
X B
40 40
204 20
0 T T T T /I T T T T 0 T T T T /I T T T T

t (horas)

0 1 2 3 4 24 48 72 96
t (horas)

Figura 2: Variacién de Back Scattering (%BS) en funcion del tiempo de emulsiones al 0,5%

de proteina (p/v) a distintos pH. Cinética de cremado-floculaciéon (10-15 mm) y cinética de

floculacién-coalescencia (40-50 mm).

Conclusobes

El aislado A8 de CC forma emulsiones O/W
en las condiciones ensayadas en este
trabajo (0,5% de proteina p/v; 1:5), siendo
aquellas preparadas a pH 2 y pH8 las de
mayor estabilidad, lo cual esta relacionado a

la mayor solubilidad de las proteinas a esos
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