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ABSTRACT

The investigation of plant proteins as emulsifiers has been
increasing significantly. The glutelin fraction from jackfruit
leaf protein concentrate shows promise as an emulsifier,
requiring characterization. As a result, this study aimed to
assess the radical scavenging activity (RSA), thermal profile
through thermogravimetric analysis, and the kinetic and
thermodynamic parameters of the glutelin fraction. Ultra-
sound was used to create oil-in-water (O/W) emulsions,
and their stability was evaluated under different simulated
conditions. The glutenin fraction exhibited 50 % ABTS* RSA at
0.377 £ 0.004 mg/mL and thermal stability up to 239.7 °C. The
kinetic and thermodynamic parameters indicated that the
glutelin’s thermal decomposition is an endothermic process.
The emulsion created by the glutelin fraction at 0.5 % (w/v)
exhibited an average droplet size of 2.4 um. The emulsion
remained stable for 5 days at both 4 °C and 25 °C, within a pH
range of 6.0 to 8.0. It demonstrated moderate stability when
NaCl was present. Glutelin appears to be an effective emul-
sifier with good thermal stability and RSA for creating O/W
emulsions (under certain conditions). This protein fraction is
a plant-based alternative to traditional emulsifiers.
Keywords: Antioxidants, particle size distribution, protein
fraction, thermogravimetric analysis.

RESUMEN

La investigacién de proteinas vegetales como emulsionantes
ha ido en aumento considerablemente. La fraccion de glu-
telina del concentrado proteico de hoja de yaca se muestra
prometedora como emulsionante. Este estudio tuvo como
objetivo evaluar la actividad de eliminacidon de radicales
(RSA), el perfil térmico mediante analisis termogravimétrico
y los pardmetros cinéticos y termodinamicos de la fraccién
de glutelina. Se utilizé ultrasonido para crear emulsiones de
aceite en agua (O/W), y se evalud su estabilidad bajo diferen-
tes condiciones simuladas. La fraccidon de glutenina exhibid
50% ABTS* RSA a 0.377 £ 0.004 mg/mL y estabilidad térmica
hasta 239.7 °C. Los parametros cinéticos y termodindmicos
indicaron que su descomposicidon térmica es un proceso
endotérmico. La emulsion creada con glutelina al 0.5% (p/v)
exhibié un tamano promedio de gota de 2.4 um. La emulsion
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se mantuvo estable durante 5 dias tanto a 4 °C como a 25 °C,
fue estable en un rango de pH de 6.0 a 8.0, con estabilidad
moderada en presencia de NaCl. La glutelina puede ser un
emulsionante que posee buena estabilidad térmica y RSA 'y
eficaz para crear emulsiones O/W (en ciertas condiciones). .
Esta fraccidon proteica es una alternativa vegetal a los emul-
sionantes tradicionales.

Palabras clave: Antioxidantes, distribucion del tamafo de
particulas, fraccion proteica; analisis termogravimétrico.

INTRODUCCION

El consumo de compuestos lipofilicos como vitaminas,
polifenoles, carotenoides y acidos grasos poliinsaturados se
ha asociado con diversos beneficios fisioldgicos. Estos be-
neficios suelen verse reducidos por varios factores, como la
limitada solubilidad en agua de los compuestos lipofilicos, su
baja permeabilidad membranal e inestabilidad en entornos
fisioldgicos (Gongalves et al., 2018; Gomes y Sobral, 2021).

En ese sentido, las emulsiones de aceite en agua (O/W)
mejoran eficazmente la absorcién oral y la eficacia de dichos
compuestos y por ello tienen amplia aplicacién en diversos
sectores, como el alimentario, el cosmético y el farmacéutico
(Gomes y Sobral, 2021). Las emulsiones O/W son dispersio-
nes coloidales formadas por dos fases inmiscibles (oleosa y
acuosa), en la cual una fase oleosa esta dispersa en forma de
gotitas microscopicas dentro de una fase acuosa (Calderon-
Santoyo et al., 2022).

Generalmente, las proteinas de origen animal se utilizan
para estabilizar emulsiones O/W debido a que confieren alta
estabilidad. Sin embargo, las preocupaciones ambientales
generadas por la produccién primaria de estas proteinas, asi
como cambios en los habitos alimentarios, han incitado la
busqueda de proteinas alternativas con propiedades emulsi-
ficantes. En ese sentido, las proteinas vegetales se consideran
una fuente sostenible y renovable. Las proteinas vegetales
son una opcidén atractiva para la industria alimentaria debido
a sus numerosos beneficios, como la versatilidad quimica y
estructural, su biodegradabilidad y biocompatibilidad, asi
como su alta capacidad para encapsular de forma efectiva
compuestos lipofilicos y para estabilizar emulsiones O/W
(Samborska et al., 2021). Entre ellas destacan las proteinas
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de cereales, legumbres, semillas oleaginosas y frutos secos
(Fasolin et al., 2019; Gao et al., 2024).

Otra fuente de proteina vegetal es la derivada de bio-
masa verde (hojas) de diversos cultivos. Este material vegetal
es de bajo costo y ampliamente disponible para el procesa-
miento y la produccidn de concentrados de proteina de hoja
(LPC) (Kaur y Bhatia, 2022). Ademas, la obtenciéon de protei-
nas vegetales de la biomasa verde amplia significativamente
la gama de fuentes proteicas disponibles tanto para el consu-
mo como para aplicaciones industriales. Este enfoque abor-
da las necesidades y preferencias nutricionales, ambientales
y culturales de diversos grupos poblaciones, ofreciendo una
solucién viable a los problemas ambientales actuales (Phiri et
al., 2024). LPC de Medicago sativa, Spinacia oleracea (Nynds et
al., 2023), Azolla Pinnata (Qoms et al., 2022), rdbano (Kaur y
Bhatia, 2022), y Artocarpus heterophyllus (Calderén-Chiu et al.,
2024) son potenciales fuentes de proteinas comestibles que
han mostrado propiedades emulsionantes.

Aunque estos LPCs han emergido como una nueva
fuente de proteina vegetal es necesario profundizar en
el fraccionamiento de estas proteinas y sus propiedades
emulsificantes. Especificamente, el LPC de A. heterophyllus o
yaca tiene fracciones de glutelina que exhiben buenas pro-
piedades emulsionantes, tales como el indice de actividad
emulsionante (EAI) y el indice de estabilidad de la emulsion
(ESI) (Calderon-Chiu et al., 2024). Sin embargo, no hay infor-
mes sobre el tamafo de gota de emulsiones O/W estabili-
zadas por esta fraccién de glutelina ni de sus propiedades
antioxidantes o estabilidad térmica. Por ello, este estudio
evalué la actividad de eliminaciéon de radicales (RSA), las
propiedades térmicas mediante analisis termogravimétrico
y la subsecuente obtencién de los pardmetros cinéticos y
termodindmicos de la fraccién de glutelina. De igual forma
se investigd la capacidad de esta fracciéon de glutelina para
crear emulsiones O/W mediante ultrasonido, asi como su
estabilidad bajo condiciones de procesamiento simuladas en
almacenamiento, fuerza idnica y pH. Los resultados de este
estudio ampliarian la caracterizacion de esta fraccion protei-
cay sentar las bases para su posterior uso en el desarrollo de
sistemas de liberacion de sustancias lipofilicas.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal y sustancias quimicas

Las hojas de yaca se recolectaron en Zacualpan, Compostela,
Nayarit, México (21°15" N 105°10’ O). Las hojas se lavaron y
secaron a 60 °C durante 24 h en una estufa de secado con-
vectivo (HS60-AID, Guadalajara, Jalisco, México). Una vez
secas, las hojas se molieron y se tamizaron con una malla de
100. La harina resultante (con 24 % de contenido proteico) se
empaco y almacené a temperatura ambiente hasta su uso. El
persulfato de potasio, el acido 2,2'-azinobis—(3—-etilbenzotia-
zolina-6-sulfénico (ABTS*) y el 4cido 6-hidroxi-2,5,7,8—tetra-
metilcroman-2-carboxilico (Trolox) se adquirieron de Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO, USA.). El NaCl, NaOH y etanol se
obtuvieron de Jalmek’® (San Nicolas de los Garza, Nuevo Ledn,
México).
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Extraccion del concentrado proteico de hoja (LPC) de jaca
Para la extraccion de LPC, se realizdé una mezcla de harina de
hoja (30 g), agua destilada (563 mL) y NaOH 0.2 M (188 mL). La
mezcla se sometid a extraccion asistida por ultrasonido (CD-
4820, Shenzhen, Guangdong, CHN) a 42 kHz durante 20 min
(22-25 °C). Posteriormente, la mezcla se centrifugd a 6195 x
g durante 20 min a 4 °C (Hermle Z 326 K, Wehingen, DEU) y se
recupero el sobrenadante. El sobrenadante fue ajustado a pH
a 4.0 utilizando HCI 1 N para precipitar las proteinas, las cua-
les fueron recuperadas mediante centrifugacion y liofilizadas
-50 °C y 0.12 mbar. El LPC resultante tuvo un contenido de
proteina de 65% (Calderén-Chiu et al., 2021).

Obtencion de la fraccion de glutelina del LPC

La fraccion de glutelina se obtuvo mediante fraccionamiento
de Osborne (Calderon-Chiu et al., 2024). Para ello el LPC fue
sometido a extracciones secuenciales con agua (pH 7.0),
NaCl 0.5 M, etanol al 70 % y NaOH 0.1 N en una proporcién
de 1:30 (LPC: disolvente de extraccidn). El proceso de extrac-
cién consistié en la agitacion mecanica de la mezcla a 700
rpm durante 60 min, seguido de centrifugacion a 6195 x g
(Hermle Z, 326 K, Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen,
DEU) durante 20 min a 25 °C para recuperar secuencialmente
las fracciones solubles de albumina, globulina, prolamina y
glutelina. La fraccion de glutelina se liofilizé y fue usada para
posteriores analisis.

Actividad de eliminacion de radicales ABTS*

La actividad de eliminacion de radicales (RSA) ABTS* se deter-
miné utilizando el método propuesto por Re et al. (1999) con
modificaciones. Para ello, se preparé una solucién stock de
ABTS*a 7 mM en 2.45 mM de persulfato de potasio en con-
diciones de completa oscuridad a temperatura ambiente y
con agitacién durante 16 h antes de su uso. La solucion stock
se diluyd en agua destilada hasta obtener una absorbancia
de 0.70 £ 0.02 a 734 nm (Cary 50 Bio UV-Visible Varian, AUS).
Para analisis, se combinaron 50 pL de solucién de proteina
(0.1-1.0 mg/mL) con 950 pL de solucién de ABTS diluida. La
mezcla se agitd en vértex durante 10 s y después de 7 min, se
midio la absorbancia (ABS) a 734 nm. La RSA ABTS* se calculé
conlaEc. 1.

ABSABTS - ABSMuestra x 100

ABTS™ RSA (%) =

El valor IC,, la concentracién de proteina (mg/mL) nece-
saria para alcanzar el 50% de RSA, se calculé utilizando una
ecuacion de regresion lineal de la curva que ilustra la relacion
entre el RSA (%) y la concentracién de la muestra (mg/mL).

Analisis termogravimétrico (TGA) de la fraccion de glu-
telina

La fraccion de glutelina (5-10 mg) se sometio a calen-
tamiento de 25 a 800 °C a una velocidad de 10 °C/min en at-
mosfera de nitrdgeno en un equipo TGA 550 (TA Instruments,
New Castle, DE, USA). El termograma resultante fue analizado
con el software TRIOS 5.0.0.44616, en el cual, la primera eta-
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pa de descomposicion se refirio al contenido de agua en la
muestra, mientras que la temperatura inicial de la segunda
etapa de descomposicidn se considerd como la temperatura
de descomposicién (T, (Calderdn-Chiu et al., 2022).
Determinacion de parametros cinéticos y termodinami-
cos

Los parametros termodindmicos de la fraccién de glutelina
se determinaron a partir de la curva TGA utilizando la versién
modificada del método Coats-Redfern (Ec. 2) descrita por
Calderén-Santoyo et al. (2025):

ART?

BE,

donde A= factor pre-exponencial, = velocidad de
calentamiento (10 °C/min), R= constante general del gas
(8.3143 J/mol-K), E = energia de activacién, T= temperatura
(K) y X= grado de conversidn. El grado de conversion fue
calculado utilizando la Ec. 3.

E,
— %7 ()

In[—In(1 -X)] =In RT

X = (W; = Wo)/(W; — Wp) (3)

Donde Wi= peso inicial de la muestra, Wi= peso de la
muestra en el tiempo t y Wf= peso final de la muestra. Las
relaciones entre In[-In(1-x)] y 1000/T se emplearon para
determinar los pardmetros cinéticos (A y Ea). Los parametros
termodinamicos como AH (variacién total de entalpia), AS
(variacién total de entropia) y AG (energia libre de Gibbs)
para cada etapa de descomposicion se determiné con las Ec.
4-6, respectivamente. Donde k= Constante de Boltzmann y
h=la constante de Planck.

AH = E, — RT 4)

A = (kT /h) exp®S/®
(5)

AG = AH — TAS ©)

Preparacion de la emulsion usando la fraccion de glute-
lina

Para explorar el potencial de la fraccidn de glutelina de hoja
de yaca como posible emulsionante, se preparé una solucién
de glutelina al 0.5 % (p/v) en agua destilada (pH de 7.0), la
cual constituyd la fase acuosa de la emulsidn. En tanto, la fase
oleosa fue aceite de oliva. La fase acuosa (90 % p/p) y oleosa
(10 % p/p) se homogeneizaron con un ultraturrax basic (IKA
T10, IKA, Staufen, DEU) a 10 000 rpm durante 2 min para
obtener una preemulsion. Esta preemulsion se procesé con
una sonda ultrasénica (Digital Sonifier”, S-150D, Danbury, CT,
USA.) a 24 kHz durante 5 min. A la emulsion resultante se le
determiné la distribucién del tamafio de gota y se evalud su
estabilidad en diferentes condiciones (Calderén-Chiu et al.,
2022).

Estabilidad de la emulsion en el almacenamiento

La emulsidn recién preparada se almacend en un vial de vi-
drio a4y 25+ 1 °C. Se monitoreé la distribucién del tamaio
de gotay el didmetro de Brouckere (D[3,4])alos 0, 1,5, 10y
15 dias de almacenamiento como indicadores de estabilidad
de la emulsion (Calderéon-Chiu et al., 2022).

Estabilidad de la emulsion a diferente pH

A 20 mL de emulsidn recién preparada se ajusto el pH a dife-
rentes valores (2.0-8.0) utilizando HCl 1 N o NaOH. Tras agitar
en vortex, las muestras se almacenaron durante 24 h a 25 °C
(Zang et al., 2019). Posteriormente, se determiné la distribu-
cién del tamaio de gota y el didametro de De Brouckére (D[3,
4]).

Estabilidad de la emulsion a diferente concentracion de
Nadcl

A 20 mL de emulsién recién preparada, se anadié NaCl hasta
obtener concentraciones de 100 a 500 mM (Ozturk et al.,
2015). Tras 24 h de almacenamiento a 25 °C, se determin® la
distribucion del tamafo de gota y el didmetro de De Brouc-
kere (D[3,4]).

Distribucion del tamafo de gota

La distribucién del tamaio de gota se obtuvo con un equipo
Mastersizer 3000 Hydro EV (Malvern, Worcestershire, UK). Esta
evaluacion se realizé a 25 °C y ajustando el indice de refrac-
cién a 1.46 para la fase dispersa (aceite de oliva) y 1.33 para el
dispersante (agua). La emulsién se afiadié gota a gota (hasta
obtener un oscurecimiento del laser de entre el 8-12 %) a 400
mL de agua destilada en la unidad Hydro EV y se obtuvo la
curva de distribucién del tamafio de gotay el didmetro de De
Brouckere (D[3,4]) con el software Mastersizer v. 3.60.

Analisis estadistico

El analisis de datos se realizé utilizando un andlisis de varianza
de una via (ANOVA), sequido de una prueba de comparacion
de medias LSD con P < 0.05) con el software Statistica version
12.0 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA).

RESULTADOS Y DISCUSION

Actividad de eliminacion de radicales ABTS*

La actividad de eliminacién de radicales ABTS* de la fraccién
de glutelina aumenté significativamente con el incremento
de la concentracion (Figura 1). Esta fraccidn presentd un 50%
de RSA a 0.377 + 0.004 mg/mL. El valor de IC_ de la fraccién
de glutelina es menor al reportado para el LPC (1.01 mg/mL)
y los hidrolizados de pepsina de 30 a 180 min (0.37-0.50 mg/
mL) de la misma biomasa verde (Calderdon-Chiu et al., 2021).
Esta diferencia podria estar relacionada con el perfil de ami-
nodcidos, ya que hubo mayor rendimiento de aminoacidos
en la fraccion de glutelina. Especificamente, esta fraccion de
glutelina mostré altos contenidos de leucina (10.01 g/100 g),
valina (8.44 g/100 g), acido glutamico (7.30 g/100 g), alanina
(6.00 g/100 g) e isoleucina (5.83 g/100 g) (Calderon-Chiu et
al., 2024). Estos aminodacidos poseen grupos estables en la
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Figura 1. Actividad de eliminacién de radicales ABTS* de la fraccion de
glutelina de la hoja de yaca.

Figure 1. The ABTS* radical scavenging activity of jackfruit leaf of glutelin
fraction.

cadena lateral (alquilo y fenilo) que permanecen inertes a
los agentes oxidantes (Xu et al, 2017). Adicionalmente, la
alanina, valina, leucina e isoleucina, presentan cadenas late-
rales de hidrocarburos alifaticos apolares. Estas estructuras
mejoran las interacciones entre acidos grasos y proteinas,
lo que pueden mejorar la solubilidad en aceite, interactuar
con radicales libres, mejorar la actividad antioxidante (Agui-
lar-Toala y Liceaga, 2021; Pan et al., 2022) y las propiedades
emulsificantes. Por tanto, la RSA de la fraccion de glutelina
podria indicar su potencial para mitigar la oxidacién lipidica,
especialmente cuando se integra en una fase continua de
una emulsién de aceite en agua (Minch et al., 2024). Asimis-
mo, se ha demostrado que las proteinas con propiedades an-
tioxidantes pueden ayudar a reducir el dafo celular causado
por el estrés oxidativo asociado a las especies reactivas de
oxigeno. En ese sentido, los hidrolizados proteicos obtenidos
a partir de la hoja de jaca redujeron significativamente las es-
pecies reactivas de oxigeno intracelular en células normales
HaCaT (queratinocitos humanos) (Calderén-Chiu et al., 2024).
Por consiguiente, esta fraccion proteica de la misma hoja
podria tener importantes aplicaciones en este campo.

Analisis térmico y parametros cinéticos y termodinami-
cos de la fraccion de glutelina

La fraccién de glutelina presenté tres eventos térmicos (Figu-
ra 2A). El primer evento ocurrié entre 41.3y 89.48 °C (etapa 1),
con una pérdida de masa del 15.4 % que fue asociada con la
evaporacién de agua libre. El siguiente evento ocurrié entre
239.7 y 399.6 °C (etapa 2), lo que resulté en una pérdida de
masa del 36 %. Esta pérdida se relaciond con la volatilizacién
de fragmentos de proteina debido al inicio de la descompo-
sicion. El inicio de la descomposicion de la fraccion de gluteli-
na (239.7 °C) es similar a la temperatura de desnaturalizacién
obtenida por DSC en estudios previos (Calderon-Chiu et al.,
2024). Por otro lado, esta temperatura de descomposicion
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Figura 2. Andlisis térmico de la fraccion de glutelina: A) Andlisis
termogravimétrico (TG) y derivada termogravimétrica (DTG) y B) Grafico de
1000/T versus In[—In(1-x)].
Figure 2. Thermal analysis of the glutelin fraction: A) Thermogravimetric
(TG) and derivative thermogravimetric (DTG) analyses and B) Graph of
1000/T versus In[—In(1-x)].

fue superior a la reportada para los hidrolizados proteicos
derivados de la misma biomasa (217-230.7 °C) (Calderon-
Chiu etal., 2022), lo cual implica superior ventaja en procesos
industriales que requieren altas temperaturas de procesa-
miento. El ultimo evento térmico se observé entre 676.4 °Cy
786.2 °C (etapa 3) con una pérdida de masa del 25.1 %. Este
evento se relacion6 con la formacién de cenizas resultante de
la descomposicion de proteinas en la etapa anterior. Después
de los 786 °C se obtuvo un residuo del 23.5 % derivado de
la degradacion de materiales carbonosos (Chen et al., 2018).

Los parametros cinéticos y termodinamicos (Tabla
1) de la fraccion de glutelina se obtuvieron a partir de la
representacion grafica de 1000/T vs In[-In(1—x)] (Figura 2B).
Los coeficientes de determinacién (R? fueron muy cercanos
a 1.0, lo que indica una fuerte correlacién entre los datos
experimentales y el modelo de Coats-Redfern, asi como un
nivel significativo de precision y validez. Respecto a la ener-
gia de activacion (E), la fraccion de glutelina present6 altos
valores de energia de activacién durante la etapa inicial de
descomposicion. Esto indica que la fraccién de glutelina re-
quiere mayor energia de activaciéon para la descomposicion,
lo que podria ser atribuible al contenido de humedad, dado
que se requeriria un mayor consumo de energia debido al
calor latente de vaporizacién (Yiga et al., 2023). Por otro lado,
los valores de A inferiores a 10~ indican el predominio de re-
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Tabla 1. Parametros cinéticos y termodinamicos de la fraccion de glutelina.
Table 1. Kinetic and thermodynamic parameters of glutelin fraction.

Parametros Parametros
cinéticos termodinamicos
Etapa T(°C) (KJ/El;lol) (:-\1) (Kﬁ:ol) (KJ/::)I-K) (Kﬁrﬁol)
1 239.7 22.86 4.53E-01 18.69 -0.26 149.95
2 399.63 19.12 2.08E-02  13.65 -0.28 204.60
3 786.18 1746  4.93E-03 8.84 -0.30 326.20

A: factor preexponencial; E : energia de activacién; AH: cambio de entalpia
total; AS: cambio de entropia total (AS); AG: energia de Gibbs libre.

A: preexponential factor; £ : activation energy; AH: Total enthalpy change;
AS: total entropy change; AG: free Gibbs energy.

acciones superficiales, en tanto, valores iguales o superiores
a 10? denotan un mecanismo mas complejo de reaccion.
Los valores de A de la fraccion de glutelina disminuyeron a
medida que avanzaban las etapas de descomposicion, con
diferencias en el orden de magnitud de 10°" a 10, Estos
valores de A indican que la fraccién de glutelina se descom-
pone térmicamente a través de reacciones superficiales
con diferentes niveles de energia. Los altos valores de A en
la etapa 1 sugiere colisiones moleculares mas sustanciales,
con nuevas reacciones que requieren mayor transferencia de
calor (Li etal., 2023).

Los pardmetros termodindmicos de la fraccion de
glutelina AH y AS (Tabla 1), fueron superiores en la etapa 1,
ambos parametros disminuyeron considerablemente en
subsecuentes etapas de descomposicién. Los valores de AH
positivos en todas las etapas indican que la descomposicién
térmica de la glutelina es un proceso endotérmico, es decir,
las moléculas absorben energia térmica para descomponerse
y formar nuevos enlaces quimicos no covalentes. Con respec-
to a AS, lafraccion de glutelina presentd valores negativos de
entropia en todas las etapas del proceso de descomposicion.
La tendencia descendente de los valores de AS indica que las
muestras redujeron la reactividad a medida que transcurria
el proceso térmico (Parthasarathy et al., 2022). Por otra parte,
la fraccion de glutelina present6 valores positivos de AG en
todas las etapas, con los valores mas altos de AG en la etapa
final de descomposicién. Los valores positivos de AG indi-
can que la descomposicion de esta fraccion proteica es un
proceso endergdnico que requiere energia externa para su
descomposicién (Marouani et al., 2020).

La entalpia y la entropia conformacional en un modelo
reticular de plegamiento de proteinas indican que la energia
se cuantifica mediante el numero de interacciones hidrofé-
bico-polar (van Gils et al., 2023). En ese sentido, los elevados
valores de entalpia durante la etapa 1 (41.3-89.48 °C) pueden
sugerir la existencia de interacciones hidrofébicas-polares
favorables y atribuidas a la presencia de agua en la muestra.
Por otro lado, la etapa 2 (239.7-399.6 °C) se podrian sugerir
mayores interacciones hidrofébicas-hidrofébicas como
consecuencia de la evaporacién de agua durante la etapa
1. El predominio de interacciones hidrofébicas-hidrofébicas
conlleva una disminucién de la entalpia. Como resultado,
esta condicién limita la libertad conformacional de la pro-

teina y disminuye su entropia (van Gils et al., 2023), lo cual
concuerda con los hallazgos en este estudio. Ademas, un
aumento de la temperatura del proceso puede facilitar la for-
macién de agregados como resultado de un aumento de las
interacciones hidrofobicas. La existencia de estos agregados
resulta en una disminucion de la entropia conformacional
y configuracional de las proteinas, aumentando la energia
libre de Gibbs de la fraccion de glutelina en la etapa final de
descomposicién (Nascimento et al., 2022). Esto indica que,
hasta 239 °C, la fraccion de glutelina puede mostrar una bu-
ena flexibilidad, esta caracteristica es esencial para algunas
propiedades tecno-funcionales como la emulsificacion.

Estabilidad de la emulsion en el almacenamiento

La emulsién estabilizada con la fraccion de glutelina presen-
t6 un didmetro promedio de 2.4 um (Figura 3A) y una distri-
bucién monomodal (Figura 3B). El tamafio de gota de esta
emulsién es menor que el observado en la emulsion estabili-
zada con hidrolizados proteicos (didmetro de 2.70 um) deri-
vados de la misma biomasa a concentraciones equivalentes
(Calderén-Chiu et al., 2022). La emulsion estabilizada con la
fraccion de glutelina mostré un aumento en el diametro de
gota a medida que transcurria el tiempo de almacenamiento
a4y 25°C(Figuras 3Cy 3D). La emulsion almacenada a 4 °C
tuvo un aumento en el tamafo de gota de 2.4 um (dia 0) a
10.24 pm (dia 15). En tanto, la emulsién almacenada a 25 °C
presentd una distribucién (Figura 3D) y tamano de gota més
amplios, con un aumento de 2.4 um (dia 0) a 62.3 um (dia 15).

Tras un dia, las emulsiones almacenadas a 4 y 25 °C
presentaron una distribucién monomodal. Después de cin-
co dias, las emulsiones almacenadas a 4 °C mostraron una
distribucién bimodal (Figura 3B). Por el contrario, a 25 °C las
emulsiones mostraron una distribucién trimodal (Figura 3D).
Este comportamiento puede estar asociado a alteraciones en
la conformacion proteica debido al proceso de envejecimi-
ento, en el que las proteinas participan en interacciones no
covalentes (como enlaces de hidrégeno e interacciones hi-
drofébicas) con proteinas adyacentes en sus interfaces. Esta
union entre las moléculas proteicas adsorbidas modifica la
capa de adsorcidn, lo que resulta en una capa fragil y quebra-
diza. Cuando la superficie se expande o deforma, esta capa
puede romperse, lo que provoca la floculacion de las gotas
y un aumento de tamafo (Lam y Nickerson, 2013; Ling et
al., 2020). Cabe destacar que la emulsién almacenada a 4 °C
mostré un menor aumento del tamafio de gota (P<0.05), lo
que indica un menor nivel de floculaciéon y mejor estabilidad
que la emulsién almacenada a 25 °C.

Las emulsiones estabilizadas con hidrolizados proteicos
derivados de la misma biomasa mostraron una menor esta-
bilidad en refrigeracion después de un dia de almacenami-
ento (Calderéon-Chiu et al., 2021). Esta observacion subraya
el impacto del método de obtencién de proteinas vegetales
en sus propiedades funcionales, destacando el potencial del
fraccionamiento de la proteina de hoja de yaca como una
estrategia eficaz para mejorar estas propiedades emulsio-
nantes.
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Figura 3. Estabilidad de la emulsién durante el almacenamiento. Tamafio de gota (A), distribucién del tamafo de particula el
dia 0 (B) y almacenamiento a 4 °C (C) y 25 °C (D) durante 15 dias. Letras diferentes indican diferencias significativas (P < 0.05)

entre los tratamientos.

Figure 3. Emulsion stability during storage. Droplet size (A), particle size distribution at day 0 (B) and storage at 4 (C) and 25 °C
(D) for 15 days. Different letters indicate significant differences (P<0.05) between treatments.

Estabilidad de la emulsion a diferentes pHs

El tamano de gota y el patrén de distribucion de la emulsién
fue influenciada por el nivel de pH (Figura 4). Las emulsiones
con un pH de 2.0 mostraron los mayores tamafos de gota
(19.2 um) (P<0.05), y a medida que el pH aumenté de 4.0 a
8.0, el tamano de gota se redujo significativamente de 15.1

Mm a 2.4 um. Esta observacién sugiere que las emulsiones
exhiben una mayor estabilidad a niveles de pH alcalinos
(Figura 4A). Las emulsiones a niveles de pH de 2.0 y 4.0
exhibieron distribuciones bimodales y caracterizadas por
una concentracion sustancial de gotas con tamafios de 10
a 100 um (Figura 4B). Este fendmeno ocurrié debido a que

Figura 4. Estabilidad de la emulsién a diferentes pH. A) Tamano de gota y (B) Distribucion del tamafio de particula. Letras diferentes

indican diferencias significativas (P < 0.05) entre tratamientos.

Figure 4. Emulsion stability at different pH. A) droplet size and (B) particle size distribution. Different letters indicate significant

differences (P<0.05) between treatments.
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el pH del medio se aproxima al punto isoeléctrico (pl) de
la proteina. Bajo estas condiciones, la cantidad de grupos
amino cargados positivamente es equivalente a la cantidad
de grupos carboxilo cargados negativamente en la interfaz
aceite/agua (O/W). En consecuencia, la carga neta de la gota
es insuficiente para inhibir la atraccién de van der Waals en
el punto isoeléctrico. Por tanto, el aumento del tamafio de
la gota se atribuye a la agregacién, lo que contribuye a una
mayor inestabilidad (Ozturk et al., 2015).

A medida que el pH asciende a 6.0, el patrén de distribu-
cién se orienta hacia particulas mas pequenas (0.2 y 6 um) y
con una configuracion bimodal, mientras que a pH 8.0, la dis-
tribucion del tamafo de gota cambia a monomodal (Figura
4B). Los resultados indican que la fraccion de glutelina tiene
potencial para formular emulsiones O/W en un rango de
pH de 6.0 a 8.0 y con potencial para incorporar compuestos
lipofilicos, como vitaminas, aceites y extractos. No obstante,
se requiere investigacién adicional para optimizar las condi-
ciones de formulacion y corroborar esta hipdtesis.

Estabilidad de la emulsién a diferentes concentraciones
de NaCl

Las emulsiones mostraron un aumento notable en el tamafo
de gota y un cambio en el patrén de distribucién hacia parti-
culas mas grandes al aumentar la concentracion de NaCl de 0
a 300 mM (1.5 a 6.40 um, Figura 5). El aumento en el tamafio
de gota es debido a los efectos del cribado electrostatico y la
unioén idnica. Cuando la concentracién de cloruro de sodio
(NaCl) supera un umbral especifico, las fuerzas de repulsion
electrostatica no pueden contrarrestar adecuadamente las
interacciones atractivas entre las gotas, lo que resulta en la
agregacion (Zang et al., 2019). Por otro lado, el aumento en
la concentracién de cloruro de sodio a 400 mM no produjo
alteraciones sustanciales en el tamafo de gota. Este com-
portamiento podria indicar que mayores concentraciones
de glutelina pueden contrarrestar el cribado electrostatico,
reduciendo el tamano de las gotas y produciendo distribu-

ciones monomodales. Por otro lado, dado que la sal es uno
de los aditivos mas utilizados en la industria alimentaria, esta
emulsién podria ser til para formulaciones alimentarias que
requieren grandes porciones de NaCl.

Las proteinas con buenas propiedades emulsionantes
se caracterizan por estabilizar emulsiones con un aumento
minimo del tamano de gota durante el almacenamiento, y
por permanecer estable a factores ambientales como el pH o
la fuerza idnica (Mlinch et al., 2024). Con base en ello, la frac-
cién de glutelina podria ser un agente eficaz para estabilizar
emulsiones a pH de 6.0 a 8.0 y a concentraciones de NaCl que
no superen los 100 mM. Cabe destacar que estas emulsiones
se estabilizaron a una concentraciéon de proteina del 0.5 %,
lo que es relativamente baja. En consecuencia, se prevé que
la emulsion estabilizada con esta fraccidon proteica mejore su
estabilidad cuando se aumente su concentracién en la fase
acuosa. No obstante, en la formulacion actual, la emulsion
ha mostrado estabilidad durante 5 dias de almacenamiento,
manteniendo un tamafo de gota relativamente pequeno.
Esta caracteristica la hace adecuada para su procesamiento
mediante secado por aspersién. Este método mejoraria las
propiedades de almacenamiento, procesamiento y manipu-
lacion, a la vez que facilita la encapsulacién de compuestos
lipofilicos.

CONCLUSIONES

Se investigd el potencial de la fraccién de glutelina de hoja
de yaca para estabilizar una emulsion O/W. Los hallazgos
mostraron que la fraccién de glutelina mantuvo la estabili-
dad de la emulsion durante 5 dias a 4 °C'y 25 °C, con superior
estabilidad a 4 °C, lo que indica su posible uso en formulacio-
nes industriales que requieren refrigeracion. De igual forma,
la emulsion fue estable a un pH superior a 6.0 y a concen-
traciones de NaCl menores a 100 mM. Esta fraccion proteica
también mostrd una alta estabilidad térmica y propiedades
antioxidantes, lo que podria retrasar la oxidacién lipidica
en emulsiones de aceite en agua. No obstante, se requieren
estudios adicionales para validar estos hallazgos y evaluar el

Figura 5. Estabilidad de la emulsion en diferente concentracion de NaCl. A) Tamafio de gota y B) Distribucion del tamafio de particula.
Letras diferentes indican diferencias significativas (P < 0.05) entre tratamientos.
Figure 5. Emulsion stability at different NaCl concentrations. A) droplet size and B) particle size distribution. Different letters indicate

significant differences (P<0.05) between treatments.
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potencial de esta proteina para prevenir la oxidacién lipidica
o reducir los niveles de especies reactivas de oxigeno intrace-
lulares. Aun asi, los resultados son alentadores y se prevé que
futuras investigaciones mejoren significativamente la estabi-
lidad de las emulsiones a través de procesos de optimizacién
o al combinarlas con otros polimeros. Esto proporcionaria
una alternativa vegetal a los emulsionantes tradicionales,
diversificando las opciones en la industria alimentaria.
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