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RESUMEN

El presente estudio se llevo a cabo en un sistema de tres componentes macromoleculares
formado por almidéon de maiz modificado quimicamente (CH10), k-carragenina (kC) y
proteina aislada de suero lacteo (WPI), para estudiar las propiedades viscoelasticas y la
microestructura de sus mezclas con diferentes concentraciones. Se estudid el
comportamiento de los componentes individuales y posteriormente de las mezclas con dos
componentes, para entender la manera en que interaccionan y definen el comportamiento
de las mezclas con tres componentes. El principal objetivo de este trabajo fue conocer la
manera en que interaccionan los componentes a nivel de su microestructura y relacionarla
con su comportamiento viscoelastico. Para ello se hicieron pruebas de cizalla oscilatoria, de
microscopia confocal de barrido laser, microcalorimetria de barrido diferencial y difraccion
laser. Las concentraciones fueron 1.0 a 4.0% masa para el CH10, 0.25, 0.5, 0.75 y 1.0%
masa para la kC y 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 3.5 y 3.9% masa para el WPI en una soluciéon con 100
mM de NaCl y pH 7.0. Tanto los componentes individuales como las mezclas recibieron el
mismo tratamiento térmico. Los resultados de microscopia confocal mostraron que la
adicion de kC en el sistema CH10-WPI provoca que la kC y los agregados de WPI formen
el sistema continuo. Sin embargo, para una concentracion de WPI mayor de 2% ya no se
observaron agregados sino un medio continuo uniforme con granulos de CH10 embebidos
en la red de WPI y «C. Los resultados reoldgicos demostraron que la adicion de kC resulto
en geles mas fuertes, sin embargo, mas alld de 2.0% de WPI el sistema tendido a
comportarse como un sistema CH10-WPI. La calorimetria diferencial de barrido demostr6
que las transiciones para la gelatinizacion del CHI10 y la desnaturalizacion del WPI se
vuelven de tipo “cooperativo”, sin embargo, la fusion de la «C ocurre a temperaturas
menores que la gelatinizacion del CH10, la temperatura de gelificacion de la kC también
ocurre a temperaturas bajas y no se ve afectada por la presencia de CH10 y WPI. Cuando el
CH10 estuvo presente, se formaron mezclas de dos fases, ya sea con kC o con WPI. En
mezclas de los tres componentes, se formaron mezclas sin separacion de fases cuando las
concentraciones de kC y WPI fueron bajas; 0.25 y menos de 2.0%, respectivamente. Sin

embargo, para concentraciones mayores de kC y WPI, los granulos hinchados de CH10

estuvieron rodeados por un sistema de dos fases formado por kC y WPIL El grado de
separacion de fases dependid, sin embargo, de la proporcion de estos ultimos dos

componentes.



ABSTRACT

This work was conducted in a three-component system of macromolecular components
formed by cross-linked waxy corn starch (CH10), k-carrageenan (kC) and whey protein
isolate (WPI), to study the viscoelastic properties and microstructure of their mixtures with
different concentrations. The approach was to study the behavior of individual components
and two-component mixtures, to understand how the components interact and understand
the behavior of three-component mixtures. The main goal of this thesis was to know the
way in which these components interact and to relate the microstructure with observations
from rheological tests. For this purpose, oscillatory shear tests, confocal laser scanning
microscopy, differential scanning microcalorimetry and laser diffraction techniques were
used. The concentrations (wt%) were 1.0 to 4.0% for CH10, 0.25, 0.5, 0.75 and 1.0% for
kC and 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 3.5 to 3.9% for WPI in 100 mM NaCl solutions at pH 7.0. The
individual components and mixtures underwent the same heat treatment. Confocal
microscopy showed that addition of kC to CH10-WPI mixtures resulted in kC and WPI
aggregates forming the continuous phase. However, for WPI concentrations greater than
2.0%, aggregates were not observed but a uniform continuous medium between the WPI
network and kC with embedded CH10 granules. Rheological data showed that addition of
kC resulted in strong gels, but for WPI concentrations greater than 2.0%, the system
behaved like a binary mixture of CH10-WPI. Differential scanning calorimetry showed that
CHI10 gelatinization and WPI denaturation are “cooperative”, however, melting of «kC
occurred at temperatures below starch gelatinization, gelation temperature kC also took
place at low temperatures and this was not affected by the presence of CH10 and WPI.
When CH10 was present, two-phase mixtures were formed, either with kC or with WPI. In
three-component mixtures, two-phase mixtures were formed when «C and WPI
concentrations were low; 0.25 and less than 2.0%, respectively. However, for higher
concentrations of kC and WPI, the swollen CH10 granules were embedded in a two-phase
system formed by kC and WPI. The extent of phase separation depended, however, of the

proportion of these two latter components.



1.INTRODUCCION

La relacion entre el las propiedades mecanicas y las propiedades sensoriales es compleja
y varia entre los materiales alimenticios. La percepcion de las propiedades fisicas en al
boca pueden ser visualizadas considerando la compresion de una pieza de huevo cocido
entre los dientes. El gel es comprimido al punto de fractura con la continua deteccion de la
relacion fuerza-deformacion relacionada con la fractura. Después de la fractura, hay
diferentes propiedades que pueden ser evaluadas, tales como nimero de particulas, la

cohesividad de las particulas y la sensacion del gusto entre el gel y la boca.

Las propiedades mecanicas correspondientes del material iniciarian con la determinacion
de la region de viscoelasticidad lineal para después pasar a la medida de la region no lineal
poniendo fin a la ruptura. Normalmente, la evaluacion mecanica generalmente se detiene
una vez que el gel es fracturado, mientras que percepcion sensorial evalua el resultado de la
fractura inicial y posteriormente se continlia la fractura varias veces hasta que el alimento
es ingerido. Hay que tener en cuenta que también es probable que los niveles de estrés y
deformaciones asociadas a la region viscoelastica lineal estan por debajo del umbral de

percepcion sensorial (Foegeding, 2004).

La meta de relacionar las propiedades mecanicas con las propiedades sensoriales tiene al
menos dos rutas con diferentes enfoques. La primera es la imitacion, el objetivo es
desarrollar la imitacion de la masticacion donde las propiedades mecénicas se relacionen
con las propiedades sensoriales. Como rara vez las mediciones fuerza-deformacion se

pueden convertir en tensiones, su proposito es servir como sustituto al analisis sensorial.

El otro enfoque consiste en la determinacion de las propiedades mecanicas en la zona de
viscoelasticidad lineal, en la region no lineal y en la rotura y posteriormente observar la
combinaciéon de estos relacionando estos elementos con el analisis sensorial. Las
propiedades mecéanicas se pueden entender mejor si se utilizan datos microestructurales y
de retencion de agua. La ventaja de este ultimo enfoque es que permite la aplicacion de las
teorias sobre la estructura de gel de las propiedades mecanicas, y por lo tanto el desarrollo
de principios cientificos que se pueden utilizar para obtener estructuras precisas en los

alimentos. Este enfoque se resume en la Figura 1.
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Textura sensorial Geles alimenticios

Propiedades Reoldgicas / Fractura
y  Microestructura

Materiales y Modelos de Polimeros Mecanismos quimicos
(material compdsito, gel particulado, (cambios molecularesy
gel polimérico, gel entrecruzado) enlaces intermoleculares)

Figura 1. Relaciones entre la textura sensorial, materiales y modelos poliméricos y mecanismos quimicos para
geles alimenticios. (Foegeding, 2004)

Las proteinas de la leche, debido a su alto valor nutricional y propiedades fisicoquimicas
unicas, son componentes clave en muchos alimentos procesados. Existen muchos grados y
tipos de de productos enriquecidos con proteinas que son manufacurados por las industrias
lacteas: caseinas y caseinatos, Concentrado de proteina de suero (WPC por sus siglas en
inglés Whey Protein Concentrate) y aislado de proteina de suero (WPI, Whey Protein
Isolate), polvos de concentrados de proteina de leche (MPC, Milk Protein Concentrate) y
mezclas especificas de proteinas especificamente disefiadas para aplicaciones particulares.
Estos ingredientes desempefian un aplio rango de funciones clave en los alimentos
preparados, incluyendo emulsificacion, espesamiento, gelificacion y espumacion. A través
de estas funciones, las proteinas también contribuyen a las caracteristicas sensoriales y la

estabilidad de alimentos manufacturados (Pouzot, Benyahia, Durand & Nicolai, 2004).

Problemas no resueltos

Se han realizado diversos estudios en mezclas de almidén con polisacaridos no
amilaceos y de proteinas con polisacaridos por medio de reometria, dispersion de luz,
microscopia electronica y microscopia confocal, entre otras. Sin embargo, los polimeros
naturales son generalmente muy sensibles a factores ambientales como fuerza i6nica, pH y
temperatura. Por ello, es dificil generalizar las conclusiones a partir de resultados con
diferentes macromoléculas y no existe un estudio similar para mezclas de tres componentes

como el que se realiz6 en la presente investigacion. Existen estudios fundamentales que se
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ocupan de estudiar la manera en que gelifican o gelatinizan los componentes. No obstante,
hay ciertas cuestiones que permanecen sin respuesta, como por ejemplo:

- (Cuales son los factores mas importantes para la gelificacion de polimeros

naturales?

- (Como interaccionan las proteinas con los polisacaridos?

- ¢ Qué condiciones son necesarias para la gelificacion?

- (Como afectan estas condiciones la estructura del gel?

- (Cudl es el mecanismo de gelificacion?

- (Cudl es el papel de una proteina, un polielectrolito y una macromolécula neutra en

un gel?

Responder estas preguntas ayudard a entender el comportamiento basico de los
polimeros naturales en un sistema mas complejo. Cabe mencionar que el comportamiento
reologico de los polielectrolitos es muy diferente de aquel de macromoléculas neutras,
debido al efecto de la densidad de carga a lo largo de la cadena que define la estructura
primaria del macroidn. El efecto de la densidad de carga es significativamente sensible a las
condiciones ambientales, por lo que el polielectrolito muestra cambios reoldgicos notables
cuando estos factores cambian (Tobitani, 1995). Una de las cuestiones que se discute en
este documento es el efecto que se provoca en el modulo de almacenamiento y de pérdida
(G 'y G"), por el hecho de variar la concentracion de cada componente y saber cual de las
tres macromoléculas es la que determina las caracteristicas viscoelasticas de la mezcla. Para
una mejor comprension del papel que juega la organizacion de la microestructura, la
observacion por microscopia confocal es una herramienta sumamente util en la

interpretacion de los resultados.

Dado que no existe informacion sobre mezclas de tres componentes macromoleculares y
hay muchas preguntas que responder al respecto, el presente proyecto tiene como objetivo
principal explicar de manera clara la forma en que interactian estos polimeros naturales.
Sobre la base de la fisicoquimica de estas macromoléculas se explica el comportamiento de
sus mezclas considerando el estudio de los componentes individuales y de las mezclas de
dos y de tres componentes. De esta forma, la estrategia adoptada se baso en el estudio del
comportamiento viscoelastico de los componentes individuales, las mezclas de dos y de tres

componentes, el analisis de la microestructura y de las transiciones térmicas de los
12



componentes individuales y de las mezclas de dos y de tres componentes. Ademas, se
aplico la herramienta estadistica de metodologia de superficie de respuesta para analizar el
efecto de las interacciones entre los componentes sobre el modulo de almacenamiento, el
modulo de pérdida no se consider6 para este estudio debido a que se tiene el mismo
comportamiento que G'. Se espera que la aproximacion sistematica, como la que se siguid

en el presente proyecto, ayude a entender el comportamiento de estos sistemas complejos.

La funcionalidad de productos de proteinas de leche pueden ser considerados el
resultado de las estructuras moleculares de las proteinas y sus interacciones con otros
componentes alimenticios, tales como grasas, azucares, polisacaridos, sales, compuestos
aromaticos y saborizantes. Estas interacciones pueden tomar lugar en dos niveles.
Primeramente, los procesos alteran las estructuras nativas de las proteinas de la leche, las
cuales pueden ejercer efectos positivos o negativos sobre la funcionalidad. En segundo
punto, los ingredientes tienden a interactuar con otros componentes alimenticios durante la
manufactura de alimentos preparados. Los tipos y fuerzas de las interacciones determinan
la estructura, textura, reologia, propiedades sensoriales y vida de anaquel de productos
alimenticios manufacturados. No existe suficiente informacion sobre la interaccion entre
diferentes componentes como resultado del procesamiento. Controlando estas interacciones
y comprendiéndolas se podran desarrollar productos novedosos y mejorados en lugar de los

convencionales (Pouzot, Benyahia, Durand & Nicolai, 2004).

En esta investigacion se seleccionaron los siguientes materiales: aislado de proteinas de
suero lacteo, almidon de maiz ceroso modificado quimicamente y k-carragenina, para
usarlos como un sistema modelo debido a sus importantes aplicaciones industriales. Se
aplicé un tratamiento térmico para después analizar sus propiedades viscoelasticas por

métodos reoldgicos y su microestructura por métodos opticos.

La presente tesis esta presentada en diez capitulos.

Capitulo 1. Introduccion. Se explica la relacion entre la reologia y la textura de los
alimentos asi como las interrogantes que dan lugar a este trabajo.

Capitulo 2. Almidones modificados. En esta parte se describe la estructura del almidon, la

transformacion quimica para la obtencion de almidones modificados, sus propiedades
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fisicoquimicas y una revision de la bibliografia donde se estudia el comportamiento
viscoelastico del almidon y su interaccion con otros hidrocoloides.

Capitulo 3. Proteina Aislada de Suero lacteo. Se describe la proteina aislada de suero
lacteo, su estructura, el proceso de obtencion, asi como la gelificacion de la proteina. Se
incluye la revision bibliografica de las propiedades de la proteina aislada de suero y su
interaccion con otros polisacaridos.

Capitulo 4. «k-carragenina. Se describe su estructura, el proceso de obtencion, y la revision
bibliografica de las propiedades viscoelasticas tanto con otros polisacaridos asi como su
comportamiento con diferentes cationes.

Capitulo 5. Hipotesis. Planteamiento de la hipotesis.

Capitulo 6. Objetivos. Se enuncia el objetivo general y los objetivos particulares

Capitulo 7. Estrategia Experimental. En este capitulo se describe la estrategia experimental
seguida asi como los materiales y métodos empleados en la presente investigacion.

Capitulo 8. Resultados y discusion. Se muestran los resultados obtenidos, asi como la
discusion de los resultados en base a los discutidos bibliograficamente.

Capitulo 9. Analisis Estadistico de los resultados. Se aplica el método de superficies de
respuesta para analizar la respuesta de cada componente en la mezcla.

Capitulo 10. Conclusiones Generales. Se presentan de manera concreta y resumida las
conclusiones mas importantes de este trabajo

La tesis finaliza con recomendaciones para trabajos futuros. Se incluyen ademas anexos en
los cuales se enlistan los exponentes obtenidos al aplicar la ley de la potencia en las
mezclas, la relacién potasio/sodio en las mezclas y una introduccién al tratamiento
estadistico aplicado y los resultados obtenidos. Al final de cada capitulo se incluye la lista
de referencias correspondiente. Se ha preferido hacerlo asi, en lugar de incluir una sola lista
al final del documento para facilitar su lectura.
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2. ALMIDONES MODIFICADOS

2.1 Componentes del almidon

2.1.1 Amilosa

La amilosa (Figura 2) es una cadena relativamente larga, lineal de a-glucano que
contiene alrededor de 99% de enlaces a(l—4) y diferentes tamafios y estructuras
dependiendo del origen botanico. En general, tiene un peso molecular promedio de 1 x 10°
a 1 x 10° Daltones (Buleon et al., 1998a; Biliaderis, 1986), con un grado de polimerizacién
por niumero (DP,) de 324 a 4920 y con alrededor de 9 a 20 puntos de ramificacion
equivalente de 3 a 11 cadenas por molécula. Cada cadena contiene aproximadamente 200 a
700 residuos de glucosa, equivalentes a un peso molecular de 32400 a 113400. En
soluciones acuosas, la amilosa adopta una conformacién de hebra flexible aunque con
cierta rigidez, con un radio hidrodindmico caracteristico de 7 a 22 nm (Buleon et al,,

1998b).

& CH:OH & FHAOH CH;OH CH:0H
5 CH:
5 0 - ;'75 o o] iy 9]
H/H H H H H H H H
4 . f 1 H,OH
OH H OH H s 0- Lo— H H
HC 5 2 3 2
_ s
H OH H OH H OH H OH

Figura 2. Representacion esquematica de la cadena de amilosa (Tester et al., 2004); n tiene un valor promedio
de 1000.

2.1.2 Amilopectina

La amilopectina se diferencia de la amilosa porque contiene ramificaciones que le dan
una forma molecular similar a la de un arbol. El peso molecular de la amilopectina es
mucho mayor que el de la amilosa y va de 1 x 10" a 1 x 10’ y una estructura pesada,
construida con alrededor de 95% de enlaces a(1—4) y el restante 5% de enlaces a(1—6)

(Figura 3). Las ramificaciones se encuentran unidas al tronco central por enlaces a(1—6),

27



localizados cada 12 a 23 unidades lineales de glucosa (Tester et al., 2004) en intervalos
regulares de 9 nm a lo largo de la molécula. El grado de polimerizacion fluctia entre 9600 a
15900, pero abarca tres intervalos de grado de polimerizacion: 13400 a 26500, 4400 a 8400
y 700 a 2100 (Takeda et al., 2003). Al igual que la amilosa, el peso, el tamafio molecular y
la estructura de la molécula varian con el origen de la especie botdnica. Una diferencia
fundamental con la amilosa es que las longitudes de las cadenas lineales son relativamente
cortas y con un patroén de ramificaciones amplio. Tipicamente tiene entre 18 y 25 unidades
de longitud en promedio (Takeda et al., 2003) aunque se puede extender desde 19 a 31
unidades, si se incluyen los almidones de alto contenido en amilosa (Jane et al., 1999). Sin
embargo, este tipo de almidones contienen una proporcion bastante alta de cadenas muy
cortas.

El modelo de ramificaciones se puede concebir de dos maneras: (1) con regiones lineales
exteriores de amilopectina en forma de dobles hélices cristalinas; y (2) con puntos de
ramificacion 1—6 que se encuentran distribuidos con cierta variacion periddica en puntos
densos de ramificacion (Thompson, 2000), lo que proporciona un caracter no aleatorio a los
puntos de ramificacion de la amilopectina.

CH»OH CH;OH

s OH

Figura 3. Representacion esquematica de la cadena de amilopectina (Tester et al., 2004). Para cadenas
exteriores, a = 12 a 23, para cadenas interiores, b = 20 a 30.

En relacion con la estructura de la amilopectina (Figura 4), las cadenas tipo A y B1 son
las cadenas ubicadas en la parte externa de la molécula y forman dobles hélices en los
granulos nativos. Las cadenas A se unen a las cadenas B mediante enlaces a-(1—6), las
cuales pueden estar enlazadas a otra cadena B o a la cadena principal de la molécula de
amilopectina. Dependiendo de la longitud de la cadena y el correspondiente nimero de
racimos radiales, las cadenas B son referidas como B1-B4, de uno a cuatro racimos. La
relacion de las cadenas A a B depende de la fuente botanica del almidon y tipicamente

estan en el orden de 1:1 a 2:1 en una base molar (Tester et al., 2004).
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Figura 4. Representacion esquematica de la amilopectina, indicando el patron de ramificaciones de las
unidades de cadenas a-1—4 (A, B1-B3) unidas por enlaces a-1—6 (puntos de ramificacion) (Hizukuri, 1986).

2.2 Gelatinizacion del almidon

Usualmente en la industria de alimentos, el almidon es procesado mediante tratamientos
térmicos y mecanicos en presencia de agua dando lugar a diversos fenomenos, entre los que
se encuentra la gelatinizacion. La gelatinizacion es el colapso o destruccion del orden
molecular, en el cual los granulos manifiestan un cambio irreversible en sus propiedades,
tales como pérdida del orden cristalino nativo, pérdida de la birrefringencia Optica
(observacion de la cruz de malta bajo luz polarizada), hinchamiento del granulo y
disociacion de las dobles hélices (Singh et al., 2003). La transicion orden-desorden ocurre
durante el calentamiento de una suspension de almidon en exceso de agua (> 60% masa)
(Liu et al., 2006). El punto inicial de la gelatinizaciéon o temperatura inicial (Tiy) y el
intervalo en el cual ésta ocurre estd gobernado por el tratamiento térmico, el tipo de
granulo, la homogeneidad de la poblacion de los granulos y en algunas ocasiones se ve
afectada por la presencia de compuestos almidon-lipido (Thomas & Atwell, 1999). Durante
la gelatinizacion, inicialmente se observan los granulos de almidon en estado nativo,
insolubles en agua fria, sin embargo, conforme la temperatura aumenta, las moléculas de
almidon vibran mas vigorosamente, rompiendo los puentes de hidrogeno intermoleculares y
dando origen a los puentes de hidréogeno con las moléculas de agua.

La gelatinizaciéon comienza en el hilio del granulo (Figura 5), el cual se hincha
rapidamente hacia la periferia, por tanto ocurre inicialmente en las regiones amorfas
(Jenkins & Donald, 1998) porque los puentes de hidrégeno son mas débiles en estas areas.
Conforme esto ocurre, el incremento de translucidez se debe a que el indice de refraccion

de los granulos hinchados es cada vez mas cercano al del agua. En el estado inicial de la
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gelatinizacion no se observan cambios en las laminas de amilopectina, sin embargo, al final
del proceso, adicionalmente a la pérdida del orden cristalino, las observaciones realizadas
con rayos X han demostrado que se observa también la pérdida del orden laminar (Jenkins

& Donald, 1998).

Figura 5. Representacion del hilio de los granulos de almidén (Donald et al., 1997).

Cuando la amilosa estd presente, se disuelve inclusive a temperaturas menores que la
temperatura de gelatinizacion, debido a su localizacion en las regiones no cristalinas y al
hecho de que su tamafio es relativamente pequefio y la molécula lineal emigra fuera del
granulo (Whistler & BeMiller, 1997). Por otro lado, existe la posibilidad de que algunas
cadenas pequefias de amilopectina se disuelvan también (Mizukami et al. 1999) debido a
que el rompimiento del dominio cristalino solamente proporciona una disolucion parcial, y
la amilopectina atraviesa dominios o laminillas y esto hace méas dificil su disolucion.

Conforme la temperatura aumenta, el agua pasa hacia las 4&reas cristalinas,
desestabilizando esta zona y los indices de cristalinidad tienden a cero (Jenkins & Donald,
1998). Dado el gran numero de grupos hidroxilo en las moléculas de almidoén, los granulos
pueden absorber grandes cantidades de agua, lo que se traduce en un crecimiento de los
granulos, siendo varias veces mayor que su tamafio original (Parker & Ring, 2001).
Combinando técnicas de difraccion de rayos X de amplio y corto angulo (SAXS por sus
siglas en inglés) con la microcalorimetria de barrido diferencial (microDSC por sus siglas
en inglés). Vermeylen et al. (2006) mostraron que en los almidones tipo A, la pérdida del
caracter cristalino se presenta rapidamente en el intervalo de temperatura registrado por
micro DSC, mientras que los almidones tipo B presentan la existencia de laminas
remanentes al final de la endoterma de gelatinizacion, lo que sugiere que durante la
gelatinizacion, las endotermas de la fusion de cristales de amilopectina se acompanan por la

formacion exotérmica de una red amorfa.
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En general, el proceso de gelatinizacion ocurre sobre un intervalo limitado de
temperatura para un solo granulo, sin embargo, considerando que la poblacion de éstos no
es homogénea, la gelatinizacion puede ocurrir en un amplio intervalo de temperaturas
(Whistler & BeMiller, 1997). Algunos almidones presentan mayor resistencia al
tratamiento mecanico que otros. Por ejemplo, los almidones de maiz ceroso modificados
quimicamente, muestran una mayor resistencia cuando se calientan mas alla de la
temperatura de gelatinizacion (Loisel et al. 2000), sin embargo, la gran mayoria de los
almidones nativos extraidos de variedades silvestres, tienden al rompimiento de los

granulos una vez hinchados.

2.3 Microcalorimetria de barrido diferencial

La gelatinizacion del almidon es un proceso de absorcion de energia que puede ser
estudiado por microcalorimetria de barrido diferencial (microDSC por sus siglas en inglés),
con la cual es posible medir la temperatura y la energia de gelatinizacion. Es conocido que
el tratamiento térmico de los almidones es bastante complejo, porque los cambios
fisicoquimicos que ocurren durante el calentamiento de éstos o de sus productos involucran
gelatinizacion, fusion, transicion vitrea, cristalizacion, cambios de la estructura cristalina,
expansion volumétrica y degradacion molecular (Yu & Christie, 2001), que dependen del
contenido de agua presente en los almidones durante la etapa previa al calentamiento. Sin
embargo, en este contexto, se ha demostrado que en exceso de agua (> 60%) ocurre el
fenomeno de gelatinizacion (Liu et al., 2006).

Un termograma caracteristico durante la gelatinizacion del almidon se muestra en la
Figura 6. El agua es un plastificante para el almidon y su movilidad mejora al invadir
inicialmente la region amorfa del mismo. Cuando los granulos son calentados en presencia
de cantidades mayores de 60% de agua (Biliaderis et al., 1986) y su temperatura de
transicion vitrea, T, es rebasada, la region amorfa plastificada de los granulos pasa de una
transicion de un cristal amorfo a una estructura “gomosa” (Whistler & BeMiller, 1997). Sin
embargo, ¢l pico de absorcion de energia para esta transicion, a menudo no se observa,
porque la fusion de las regiones cristalinas sigue muy de cerca la de la transicion vitrea. La
endoterma correspondiente a la gelatinizacion, parte de una temperatura incial (Tiy)

caracteristica para cada sistema, sin embargo, la temperatura de gelatinizacion (T gelar)
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reportada en la literatura, es aquella a la cual se obtiene el valor maximo de flujo de calor
(Tmax en la Figura 6). Es muy usual que también se reporte la temperatura del final de la
transicion (Tna) por considerarla la parte final del fendmeno de gelatinizacion del almidon.

La temperatura (Tgla) y las entalpias de gelatinizacion (AHgl.) medidas por DSC asi
como el hinchamiento, son controladas en parte por la estructura molecular de la
amilopectina; longitud de la cadena unitaria, cantidad de ramificaciones, peso molecular y
polidispersidad (Tester & Morrison, 1990: Jane et al., 1999), por la composicion del
almidon; relacion amilosa-amilopectina y contenido de fosfatos (Liu et al., 2006) y por la

arquitectura del granulo; porcentaje del cardcter cristalino de los granulos (Singh et al.,
2003).

Flujo de calor (mW)

45 50 55 60 65 70 75
Temperatura (°C)

Figura 6. Termograma en microDSC de gelatinizacién de una suspension con 4% de almidon de maiz ceroso
reticulado quimicamente. Tasa de calentamiento 1.2 °C/min.

Es un hecho que la gran diversidad de almidones existentes en la naturaleza presenta un
numero igual de posibilidades en la conformacion de los granulos de almidon y con
diversos grados de cristalinidad, composicion y arquitectura de los mismos. La Tabla 1
muestra un resumen de los parametros de gelatinizacion de almidones de diferentes fuentes

botéanicas obtenidas por microDSC. En general, se ha observado que las altas temperaturas
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Tabla 1. Parametros de gelatinizacion de almidones de diversas fuentes botanicas obtenidos por DSC.

Fuente Tii (°C) Tiax (°C) Tinar (°C) AHgejoe (J/g almidon) Referencia
Papa 59.7-66.2 62.9269.6 673a754 12.6a17.9 Singh & Singh 2003
Maiz normal 62.9 70.5 81.1 12.6 Tester et al. 2000
Maiz normal 69.8 74.8 78.1 10.9 Singh & Singh 2003
Maiz normal 65.7 71.0 - 12.0 Li & Yeh 2001
Maiz ceroso 64.2 69.2 74.6 15.4 Jane et al. 1999
Maiz normal 68.3 72.5 77.9 14.4 Liu et al. 2006
Maiz ceroso 66.6 73.6 - 14.2 Li & Yeh 2001
Maiz ceroso 62.6 72.6 84.4 15.6 Tester et al. 2000
Amilomaiz 67.7 91.0 104.8 17.7 Tester et al. 2000
Amilomaiz 66.8 73.7 - 13.7 Li & Yeh 2001
Arroz 61.1a758 67.0a79.2 73.7a83.6 8.8.a8.1 Singh et al. 2006
Arroz 57.7 65.1 - 11.5 Li & Yeh 2001
Arroz 66.0a67.3 69.7a71.9 74.1a74.0 8.2a10.9 Singh & Singh 2003
Arroz 70.3 76.2 80.2 13.2 Jane et al, 1999
Sorgo - 69.3a70.1 - 15.1a16.3 Ahmad et al. 1999
Trigo 571 61.6 66.2 10.7 Jane et al. 1999
Trigo 51.9 58.2 69.6 10.1 Tester & Morrison 1990
Avena 447a473 56.2a7377 68.7a733 8.1a9.2 Tester & Karkalas 1996

- no reportado

de gelatinizacién son mayores cuando el grado de cristalinidad es mayor y éste a su vez
se ve favorecido con altos contenidos de amilopectina y con la existencia de cadenas mas
largas de este polisacarido al interior del granulo (Singh et al., 2003). Por el contrario, el
almidon con altos contenidos de amilosa tiene regiones mas amorfas y menos cristalinas, lo
cual produce Tglar mas pequefias. Sin embargo, en almidones con altos contenidos de

amilosa de cadenas de grandes longitudes, producen Tga: €levadas (Jane et al., 1999).

2.4 Hinchamiento y solubilidad

Como se ha citado previamente, el calentamiento continuo de los granulos de almidon
en exceso de agua, resulta en su hinchamiento y la lixiviacion de los componentes solubles
(principalmente la amilosa). Cuando el hinchamiento y la solubilidad se completan, el
sistema resultante es una suspension de particulas hinchadas, dispersas en una solucion

macromolecular, generalmente compuesta por amilosa, que constituye el medio continuo,
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en otros casos, las moléculas de almidon se disuelven totalmente. Con el hinchamiento de
la amilopectina contenida en los granulos, tales como el de maiz, algunas de las moléculas
mas pequefias de amilosa se disuelven y son conducidas fuera del granulo, para reasociarse
y precipitar si la concentracion de almidon es baja, o pueden formar un gel si la
concentracion es alta.

Histéricamente, el hinchamiento del almidon se ha estudiado con un método que no
distingue entre el agua intragranular y el agua intergranular o intersticial. Para corregir este
error, se desarrolld un método que considera Unicamente el agua intragranular y se ha
reportado como el verdadero factor de hinchamiento a una temperatura dada.

La base de este método es la cuantificacion de la concentracion de azul dextrana (Mw =
2 x 10%) que no penetra en los granulos de almidén hinchados y se conoce como el método
de azul dextrana (Tester & Morrison, 1990).

Por otro lado, el poder maximo de hinchamiento se define como la relacion entre el
volumen maximo y el volumen inicial, calculado como la relacion cibica del diametro
maximo y el diametro inicial: (D1/D,)’, donde D; puede ser D[v,0.5], el diametro mediano
de los granulos hinchados, y D, es D[v,0.5] del almidon nativo sin cocer (Tecante &
Doublier, 1999). La aplicacion de este método produjo resultados similares con el
hinchamiento calculado por el método de azul dextrana en suspensiones con 4% de maiz
ceroso modificado quimicamente, en procesos de calentamiento de 90 a 130 °C (Nayouf et
al., 2003).

A partir de este valor de hinchamiento de los granulos de almidon y considerando que
éstos son particulas deformables que absorben el disolvente, la fraccion volumen es
equivalente al producto C-H cuando C-H < 1, donde C es la concentracioén de los granulos
de almidén y H es el hinchamiento (Bagley & Christianson, 1982). Asi, inicialmente se
propuso que la fraccion volumen de los almidones hinchados en una suspension libre de
material soluble, se puede estimar simplemente por el producto C-H. Cuando C-H < 1,
existe un exceso de disolvente entre las particulas, para C-H >1, todo el disolvente esta
absorbido por las particulas (Bagley & Christianson, 1982). Sin embargo, cuando parte del
almidon se disuelve, esta condicion se puede extender a la siguiente expresion (Doublier,
1987):

® =[1-(S/100)]-C-H (1)
Se ha establecido que el incremento de la fraccion volumen de los granulos de almidon

en la suspension, produce un incremento en la viscosidad de las pastas (Acquarone & Rao,
34



2003). Esto ha servido como soporte para que los resultados del comportamiento reologico

sean interpretados con base en la fraccion volumen del almidon.

2.5 Almidon de maiz ceroso nativo

El almidéon, en general, contiene dos tipos de polimeros, amilosa, la cual es
esencialmente lineal y amilopectina la cual es ramificada. El almidon de maiz ceroso
continene una cantidad significativamente mayor de amilopectina que el almidon de maiz
comun, esto le da caracteristicas especiales en aplicaciones donde el almidon se utiliza
primordialmente como espesante o estabilizador, y donde es deseable un sol estable que
resista la retrogradacion.

Para satisfacer las demandas necesarias de la industria de alimentos, el almidon de maiz
ceroso nativo es frecuentemente modificado por numerosas técnicas como las mencionadas
anteriormente. En particular, la modificacion es realizada para incrementar la tolerancia al
proceso y la estabilidad de la dispersion acuosa. Las dispersiones acuosas de almidon
entrecruzado nativo son frecuentemente utilizadas bajo condiciones que involucran
almacenamiento prolongado a relativamente bajas temperaturas o la exposicion de ciclos
repetidos de congelacion, descongelacion. Por ejemplo, las pastas de almidon utilizadas en
productos congelados, particularmente preparados de frutas, rellenos para pays, sopas y
alimentos para bebé. En el caso de comida enlatada, son almacenados en lugares que no
tienen calentamiento y soportan bajas temperaturas por periodos prolongados y pueden
congelarse durante el transporte. Los alimentos congelados son también sometidos a largos
periodos de almacenamiento a muy bajas temperaturas y también a periodos de
congelacion-descongelacion durante la distribucion. Bajo ciertas circunstancias que
involucran la exposicion a bajas temperaturas, hay una pérdida del poder de hidratacion del
almidon presente, resultando en sinéresis, junto con un marcado deterioro de textura, color
y claridad del alimento. Aunque los soles de almidon de maiz ceroso son superiores a los de
almidones de maiz regulares, son propensos a la asociacion intermolecular durante el
almacenamiento a una temperatura cercana a la de congelacion. El almidon de maiz ceroso

se obtiene del homocigoto del alelo sugary-2 (Campbell, 1994).
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2.6 Almidones entrecruzados

El proposito del entrecruzamiento en la preparacion de almidones alimentarios
modificados es reforzar los enlaces quimicos entre los enlaces de hidrogeno responsables
de la integridad del granulo. Cuando los almidones nativos, es decir, aquellos que contienen
amilosa y amilopectina, son calentados en agua arriba de su temperatura de gelatinizacion,
los puentes hidrogeno (Figura 7) retienen la estructura intacta de los granulos,
permitiéndoles hincharse tangencial e irreversiblemente muchas veces su volumen original
mientras absorben agua (Wurzburg, 1972). Cuando esto ocurre, los granulos pierden su
birrefringencia, su viscosidad se incrementa inicialmente y la dispersion se aclara. Al
continuar la coccion, los granulos hinchados se colapsan y se fragmentan, liberando
moléculas, agregados y fragmentos. La viscosidad del medio desarrolla una textura
cohesiva y elastica inconveniente para los sistemas alimentarios. La forma y la extension en
la cual estos cambios ocurren dependen de un gran numero de factores. Algunas raices y
almidones cerosos se hinchan en mayor grado y producen una mayor viscosidad que los
cereales de almidon, como aquellos de maiz o avena regular, mostrando una gran
disminucion en la viscosidad sobre el cocimiento y una mayor tendencia a desarrollar
texturas eldsticas cohesivas. La acidez del cocimiento también ejerce un marcado efecto.
Las condiciones acidas aceleran el hinchamiento del granulo, incrementan la estabilidad de
la viscosidad y disminuyen la temperatura de gelatinizacion. Aditivos como la sacarosa, la
dextrosa y otras moléculas solubles en agua como los hidroxidos, podran en suficiente
concentracion, inhibir el hinchamiento de los granulos.

Los almidones entrecruzados fueron desarrollados para minimizar y prevenir la ruptura
del granulo durante la coccidén, provocando que los almidones se desarrollen un minimo o
previniendo la ruptura del granulo, lo que le provee al granulo una mejor viscosidad final y
una corta y no cohesiva textura de pasta; una textura de goma caracteristicas de las
dispersiones de almidones no modificados. El entrecruzamiento del almidon es tipicamente
producido mediante una reaccion alcalina a pH 7.5 a 12 de una dispersion granular con 30 a
45% de s6lidos con un reactivo para el entrecruzamiento apropiado.

Existen dos tipos de entrecruzamientos para los almidones alimentarios. Los almidones
adipato y los almidones fosfato. Los primeros estan hechos por el tratamiento de una
solucion acuosa de almidén granular con una mezcla de anhidrido adipico y acético

mezclado bajo condiciones ligeramente alcalinas para formar el adipato de dialmidon
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(Caldwell, 1960; Wurzburg, 1972). Como el anhidrido acético estd también presente
durante la reaccion, algunos grupos acetato se introducirdn y el nivel de acetilacion
dependerd de la cantidad de anhidrido acético presente en la mezcla. Después de que el
nivel deseado ha sido alcanzado, la pasta es neutralizada y el almidon es lavado en extenso

y posteriormente es secado.

Figura 7. Esquema de la estructura de un granulo de almidon entrecruzado (Thomas & Atwell, 1999). Cada
“Xx” representa un enlace covalente de entrecruzamiento.

Este tipo de derivado de almidén es ampliamente utilizado (Wurzburg, 1986). En
general, el procedimiento es el siguiente: una suspension acuosa de almidon, tratada
previamente con peroxido de hidrogeno, se ajusta a pH preferentemente entre 8 y 8.5,
mediante la adicion de NaOH. La cantidad de acido adipico es generalmente hasta de
0.12% del peso seco del almidén y la del anhidrido acético puede ser desde 3 a 7%. La
reaccion se lleva a cabo a una temperatura que puede situarse alrededor de 40 °C. El tiempo
de reaccion es usualmente de 0.5 a 1 hora y al final de la reaccion el pH de la suspension se
reduce a aproximadamente 5.5 mediante la adicion de HCI, y el producto solido es separado
del liquido por centrifugacion. Finalmente es lavado y secado (Fitton & Gozne, 1988). La
mezcla de reactivos anhidridos empleados en esta reaccion (Figura 8), transforma enlaces
de ésteres organicos en almidones que son relativamente estables bajo condiciones de pH
neutros. Sin embargo, bajo condiciones extremas de pH, estos tipos de entrecruzamientos
son menos estables que otros con ésteres o enlaces ésteres inorganicos, por lo tanto, la
mezcla de reacciones anhidridas se conduce a pH menores de 9. Cuando se emplea la
mezcla de reactivos anhidridos, el almidon es sustituido por el grupo acetilo.

El otro tipo de almidon entrecruzado es el fosfato de dialmidon. Se obtiene por el
tratamiento de la pasta acuosa de granulos de almidon bajo condiciones alcalinas con

oxicloruro de fosforo o trimetafosfato de sodio (Felton, 1943).
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StOH + CHsCOC(CH,),COCCH; ——  StOC(CH,),COSt + CH:CONa

pH 8

Figura 8. Reaccion quimica para entrecruzamiento de almidon por una mezcla de anhidridos adipico y acético.
St = almidon (Thomas & Atwell,1999).

En cada caso, después de que el nivel deseado ha sido alcanzado, el almidon se recupera
como se describid anteriormente. La reaccion con oxicloruro de fosfato es comunmente
empleada para producir ésteres de almidones entrecruzados. La reaccion se realiza
tipicamente a pH de aproximadamente 11.5 con o sin la presencia de fosforo. Las sales
comunmente empleadas son el cloruro de sodio y el sulfato de sodio. La reaccion respectiva
se muestra en la Figura 9. Dicha reaccion generalmente se completa en una hora a
temperatura ambiente. Dependiendo de la extension del entrecruzamiento, los fosfatos
dialmidones que se generan producen un almidon con mejores capacidades de viscosidad y

mayor estabilidad termomecénica de los procesos (Thomas & Atwell, 1999).

Figura 9. Reaccion quimica para el entrecruzamiento de almidon con oxicloruro de fésforo en medio alcalino
(Singh et al., 2007). St = almidon.

En la reaccion con trimetafosfato de sodio, de manera similar que con el oxicloruro de
fosfato, el producto obtenido es un fosfato de dialmidon con enlaces éster (Figura 10). Sin
embargo, requiere un mayor tiempo de reaccion que aquella con el oxicloruro de fosfato

debido a la baja reactividad del trimetafosfato de sodio.

Figura 10. Reaccion quimica para entrecruzamiento de almidon con trimetafosfato de sodio. St = almidon
(Singh et al., 2007).
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Los reactivos utilizados para el entrecruzamiento son destruidos a través de una reaccion
con los hidroxilos del almidon o hidrdlisis por el agua y alcali. Los subproductos de la
reaccion, i.e. adipato, acetato o sales de fosfato o cloruro de sodio son removidos en el
lavado.

Bajo condiciones neutras o acidas (pH 3) la viscosidad del almidon de maiz ceroso sin
modificar se incrementa rapidamente arriba de la temperatura de gelatinizacion y luego
disminuye drasticamente con el calentamiento continuo en el viscoamildgrafo Brabender.
Este descenso corresponde a la ruptura y colapso de los granulos de almidon. Las
condiciones 4cidas agravan el descenso de la viscosidad. Con un solo entrecruzamiento por
cada 1330 unidad de anhidroglucosa, el comportamiento del almidon se modifica de
manera drastica. Bajo condiciones neutras, el hinchamiento de los granulos mantiene su
integridad y bajo estas condiciones, no alcanza la maxima hidratacion. Cuando son cocidos
en acido se mantiene la integridad del granulo y la viscosidad es mucho mas grande que
para el almidon de maiz ceroso sin modificar.

A pesar de las variaciones en el grado de entrecruzamiento, una amplia variedad de
almidones modificados puede ser utilizada para satisfacer la demanda de una variedad
igualmente amplia de aplicaciones alimentarias, involucrando temperaturas de
procesamiento que tienen un gran intrevalo de temperaturas asociadas con alimentos
cocidos y de procesamiento aséptico. Por ejemplo, el entrecruzamiento puede ser variado
para impartir la viscosidad optima bajo un amplio intervalo de acidificaciones. Ademas, se
incrementa la resistencia de los granulos hinchados a la cizalla asi que la viscosidad de las
dispersiones de almidon entrecruzado no disminuye bajo agitacion mecénica como lo hacen

las dispersiones de almidones modificados (Choi & Kerr, 2004).

2.7 Aplicaciones en alimentos de almidones entrecruzados

El almidon entrecruzado es utilizado en la industria de alimentos para espesar,
estabilizar y texturizar. Juega un papel importante en la suspension de otros ingredientes
para obtener alimentos nutricionalmente uniformes que son utilizados en relleno de
pasteles, pan (Mizoguchi et al., 1992), pudines, alimentos para bebé, sopas, salsas, aderezos

para ensalada (Kraetz et al., 1989), alimentos cocidos y procesos asépticos. Estos almidones
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no solo juegan un papel importante en términos de las propiedades del producto final sino

son también para facilitar los procesos y el almacenamiento.

2.8 Almidones estabilizados

Esta categoria de almidones modificados incluye aquellas realizadas por la reaccion de
los grupos hidroxilo sobre las moléculas de almidon con reactivos monofuncionales que
introducen grupos sustituyentes. En la mayoria de las instancias, el proposito fundamental
de este tipo de tratamiento es estabilizar la amilosa contra la retrogadacion y la fraccion de
amilopectina contra la asociacion intemolecular. Las propiedades especificas funcionales
pueden ser introducidas a través de algunos grupos sustituyentes.

La amilosa presente en la dispersion de almidon es muy susceptible a la retrogradacion,
la cual es causada por asociaciones intermoleculares entre hidroxilos de las moléculas
adyacentes. La retrogradacion es responsable de la tendencia del almidon de maiz cocido a
volverse opaco y a formar estructuras de gel rigidas en el enfriamiento. La amilopectina
presente en dispersiones de almidon normalmente no tiende a retrogradar como lo hace la
amilosa a temperatura ambiente, tiende a desarrollar asociaciones intermoleculares entre los
segmentos lineales de sus ramificaciones si es almacenada a bajas temperaturas por un
tiempo largo de congelacion. Este fendmeno es el responsable de la pérdida de claridad y
retencion de agua (sinéresis) y gelificacion de los soles que contienen amilopectina durante
la congelacion o enfriamiento a bajas temperaturas. La linealidad de la amilosa y las
porciones de las ramificaciones en la amilopectina, es considerada el factor causante de la
retrogradacion o de la asociacion entre ramificaciones.

A través de la introduccion de grupos sustituyentes sobre amilosa y las ramificaciones de
la amilopectina por reaccidon con reactivos monofuncionales, puede interrumpirse la
linealidad y como consecuencia las moléculas y las ramificaciones quedan estéricamente
ocultas, asi que no se aproximan lo suficiente para establecer asociaciones intermoleculares
o entre las ramificaciones.

Hay cuatro tipos de almidones modificados preparados por la reaccion del almidén con
reactivos monofuncionales: acetatos de almidon, monofosfatos de almidon, sodio octenil
succinato de almidon, hidroxipropil éter de almidon. Excepto los monofosfatos, el grupo
sustituyente reacciona con los granulos de almidén en soluciones acuosas. Las reacciones

son usualmente realizadas en almidon sin modificacion, en combinacién con conversiones
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como hidrolisis acida o bien la subsecuente dextrinizacion o en almidones entrecruzados.
Los subproductos son removidos por lavado. Los monofosfatos son aplicados sobre

granulos de almidon seco.

2.9 Comportamiento reologico del almidon de maiz entrecruzado quimicamente con
otros polisacaridos y con proteinas

En la caracterizacion viscoelastica de pastas y geles de almidon es frecuente el uso de
cizalla oscilatoria de baja amplitud. EI comportamiento de los modulos dindmicos, G’, G”
y G*, asi como el angulo de pérdida, 8, han proporcionado informacion del caracter
predominantemente elastico de estos sistemas (Evans & Haisman, 1979; Alloncle &
Doublier, 1991; Tecante & Doublier, 1999), mismos que se han estudiado bajo el modelo
de sistemas compuestos o “composites” (Elliason, 1986). Sin embargo, en los trabajos
realizados con almidon de maiz ceroso nativo y entrecruzado (Abdulmola et al., 1996;
Mohamed et al., 1998), donde el efecto de la amilosa en el medio continuo se ha descartado
y donde las condiciones de preparacion se controlaron para evitar el rompimiento de los
granulos, los espectros dindmicos mostraron el comportamiento de un material con caracter
elastico predominante, con G’ > G” y poca dependencia de los modulos con la frecuencia,
aun a bajas concentraciones de almidon, lo cual es debido a la fracciéon volumen y a la
capacidad de los granulos de almidon de deformarse.

En la literatura no hay muchos estudios de mezclas de almidon de maiz entrecruzado
con otros polisacaridos, a pesar de que los almidones no son empleados de manera aislada,
ya que se usan en asociacion con otros hidrocoloides a fin de mejorar las caracteristicas
reoldgicas y de textura, por ejemplo, mayor viscosidad y rigidez que los almidones o
hidrocoloides solos, optimizar el tratamiento térmico y mejorar la estabilidad de las
mezclas durante la conservacion de los alimentos (Lai et al., 1999; Lai et al., 2000). El
estudio de las mezclas almidon-hidrocoloide se justifica debido a los cambios que se han
observado en ellas, tales como: aumento en las temperaturas y entalpias de gelatinizacion
(Chaisawang & Suphantharika, 2006), disminucion en la retrogradacion de las dispersiones
de almidon (Kim et al., 2006), disminucion de la sinéresis en los geles de almidén (Lai et
al., 2000) y sobre todo, los cambios en el comportamiento reoldgico (Alloncle & Doublier,

1991; Abdulmola et al., 1996; Chaisawang & Suphantharika, 2006; Kim et al., 2006). De
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ahi la importancia que toma el conocimiento y comprension de las interacciones entre estos
sistemas.

En general, el almidon es preferido debido a que su modificacion quimica incrementa su
resistencia a la desintegracion de los granulos con tratamientos térmicos y mecanicos. Sin
embargo, la mayoria de los componentes del almidon permanecen dentro de los granulos
hinchados y una muy pequefia parte se disuelve en la fase continua, la cual probablemente
influencia la reologia de esta fase (< 0.2% amilosa, Tecante & Doublier 1999). Durante el
calentamiento, el polisacarido que gelifica, principalmente encontrado en la fase continua
(Doublier et al., 2004), se encuentra totalmente disuelto. Los granulos de almidon
hinchados provocan una reduccion en la fraccién volumen de la fase continua (Alloncle et
al., 1989; Lai & Lii, 2000). Aunque algunos autores han reportado que la adicion de
hidrocoloides puede incrementar la capacidad de hinchamiento de los granulos de almidon
(Alloncle et al., 1989; Tecante & Doublier, 1999; Loisel et al., 2000), el sistema resultante
es una suspension de particulas hinchadas dispersas en un medio macromolecular. Con el
enfriamiento, en el caso de polisacaridos gelificantes, tales como pectina o k-carragenina,
la fase continua gelifica, resultando en un cambio notable en la reologia del sistema
disperso (Figura 11) (Tecante & Doublier, 1999). Un gel composito se obtiene con los
granulos de almidon hinchados insertados en la red formada por el otro polisacarido. Por
otro lado, cuando el almidén es combinado con proteina aislada de suero, se producen geles
fuertes, en los cuales los mdodulos de almacenamiento de la mezcla resultan ser mayores
que aquellos de los componentes individuales, lo cual se refiere como sinergia reologica
producida por mecanismos propuestos por diferentes autores (Shim & Mulvaney, 2001;
Morris, 1990; Langton & Hermansson 1989). El efecto sinergistico puede ocurrir cuando
cualquiera de los dos componentes es estructuralmente compatible con el otro o uno de
ellos actia como “relleno”. Cabe aclarar que segin Bower (2002), los compositos son
materiales con propiedades diferentes que son afiadidos a un polimero, asi que ambos
componentes contribuyen a las propiedades del producto. La funcion del composito
consiste en incrementar la dureza y la rigidez del producto y se dice que lo refuerza.
También en este punto es importante aclarar que dependiendo de la fuerza y naturaleza de
las interacciones entre la proteina y el polisacarido, los geles macromoleculares pueden

formar redes interpenetrantes (homogéneas) o redes de fases separadas (heterogénas)
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(Morris, 1990) pero para describir el comportamiento resultante en la mezcla almidon con

proteina aislada de suero lacteo se ha utilizado el término gel composito.

Figura 11. (A) Granulos de almidon rodeados por hebras de k-carragenina; (B) Granulos de almidon rodeados
por hélices de k-carragenina por la adicion de KCI.

Matser & Steeneken (1997) estudiaron las propiedades reoldgicas de mezclas de
almidén de maiz entrecruzado con leche desnatada, sin embargo la mezcla es mantenida
bajo agitacion durante la desnaturalizacion de las proteinas, previniendo la formacién del
gel. De igual manera Ravindra, Genovese, Foegeding & Rao (2004) utilizan un método
similar interrumpiendo la formacion del gel y otro trabajo realizado por Vu Dang et al.
(2009) determinan el comportamiento reologico de los agregados de proteina
posteriormente al rompimiento. La explicacion del rompimiento del gel es, segin Vu Dang
et al. (2009), la imitacion de procesos industriales en la elaboracion de alimentos que

contienen estos dos componentes macromoleculares como se observa en la Figura 12.
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Figura 12. Granulos de almidon rodeados de agregados de proteina de suero aislado después del tratamiento
térmico.

Con la idea de analizar las interacciones en un modelo real, Yang et al. (2004),

estudiaron el comportamiento reoldgico en mezclas almidon de trigo con proteina aislada
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de suero lacteo, concluyendo que al incrementar la concentracion de proteina, el gel es mas
firme debido al aumento de interacciones hidrofobicas. La adicién de azlcar, clara de
huevo, leche entera, mantequilla, la adicion de concentrado de proteina de suero
sustituyendo al aislado de proteina de suero y polvo para hornear para crear un modelo real
de pan provocd una disminucion en los modulos de almacenamiento, debido a que ahora
estd limitada la cantidad de agua disponible para la gelatinizacion del almidon y la

gelificacion de las proteinas.

Por otro lado, existen otros reportes de trabajos realizados sin el rompimiento del gel.
Aguilera & Banficco (1997) aplican las leyes de mezclado a mezclas almidon de maiz de
yuca con proteina aislada de suero. Se reporta que la competencia por el agua entre ambos
provoca una reduccion en el hinchamiento de los granulos de almidon. A bajas
concentraciones de almidon observaron un incremento sustancial en G y a bajas
concentraciones de proteina se forma una red continua de almidén en la gelatinizacion del
mismo, la cual es fragmentada por la formacion de la red de proteina aislada de suero lacteo
(WPID).

Fitzsimons et al. (2008) concluyen que la afinidad de la proteina por el agua restringe la
extension del hinchamiento de los granulos de almidon en redes de proteina, aplicando las
leyes de mezclado a almidon de maiz entrecruzado quimicamente, en combinacién con

proteina aislada de suero.

Debido a que las propiedades funcionales mejoran y los valores nutricionales se
incrementan, los sistemas combinados almidén-proteina son aplicados en alimentos,
farmacos, cosméticos, medicinas y también encuentran aplicacion en el campo
biotecnologico. En la industria de alimentos estos sistemas pueden ser utilizados para
reemplazar grasa en alimentos que tienen carne, asi como para incrementar la textura y las

propiedades funcionales y estructurales (Ravindra et al., 2007).

2.10 Discusion

El almidéon de maiz ceroso contiene una cantidad significativamente mayor de
amilopectina que el almidén de maiz comln. Esto le da caracteristicas especiales en

aplicaciones donde el almidon se utiliza primordialmente como espesante o estabilizador y
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donde es deseable una dispersion estable que resista la retrogradacion. Los estudios
realizados para comprender el comportamiento de los granulos de almidon involucran
técnicas como la difraccion de rayos X, la resonancia magnética nuclear, la microscopia y
la calorimetria de barrido diferencial. En cuanto a los resultados reoldgicos se ha
considerado un sistema bifasico, formado por una fase continua constituida por el
disolvente y el material extraido del granulo durante la gelatinizacion y una fase dispersa
compuesta de granulos hinchados, los cuales son elasticos (Doublier, 1987). El incremento
en el tamafio del granulo provoca un incremento en la viscosidad. Durante la gelatinizacion
del almidén ocurre un proceso de dos etapas de acuerdo a Kokini et al. (1992); un
incremento abrupto correspondiente a la rapida absorcion de agua por los granulos, seguido
de un lento incremento que podria deberse a un mecanismo de difusion. De acuerdo con
Doublier et al. (1987) y Steeneken (1989), el comportamiento reoldgico de suspensiones de
almidén depende del intervalo de la fraccion volumen. Especialmente para @ superior a 0.7
(régimen concentrado), la deformabilidad de los granulos de almidén juega un papel
importante. Steeneken (1989) menciona que la habilidad de los granulos de almidén para
hincharse al maximo tamafio posible depende del valor de la fraccion volumen (régimen
diluido o concentrado). El régimen concentrado podria alcanzarse solo para 4.0% de

suspensiones calentadas a 120 °C (® = 0.92) (Lagarrigue et al., 2008).

Cuando el almidon es mezclado con otras macromoléculas, se observa un incremento en
ambos modulos, G’ y G”, y en la mayoria de los casos se explica como el hecho de que el
almidén disperso se puede considerar un “composito”, en el cual los granulos hinchados
que forman la fase dispersa controlan las propiedades viscoelasticas, mientras que la fase
continua normalmente forma una red (Alloncle et al., 1989; Tecante & Doublier, 1999;

Loisel et al., 2000).

En el estudio de las propiedades viscoelasticas de mezclas almidon ceroso-proteinas
aisladas de suero, con o sin rompimiento del gel, la afinidad de la proteina por el agua le
permite establecer una red continua que rodea los granulos hinchados de almidon. El
incremento en los valores de los mddulos de almacenamiento y de pérdida al incrementar la
concentracion de proteina, ha establecido la premisa simple de que los granulos de almidon

estan dispersos como particulas de “relleno” a través de una red continua de proteina
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después del tratamiento térmico que también afecta el grado de hinchamiento de los

granulos de almidon.
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3.1 Proteinas de la leche

La leche de bovino contiene numerosas proteinas clasificadas en dos grandes grupos:
Las caseinas insolubles a pH 4.6 y 20 °C y las proteinas del suero. La leche tiene un
contenido de proteina expresado como N x 6.38, de 30-35 g proteina/litro. Cerca de 78% de
estas proteinas son caseinas, las cuales consisten en cuatro principales componentes, o,
0s2, B y k. En la leche, estas caseinas estan organizadas en forma de micelas, las cuales son
complejos esféricos, cuyo didmetro varia entre 50 y 600 nm, con un promedio de 120 nm,
que contienen 92% de proteina y 8% de sales inorganicas, principalmente fosfato de calcio
(Swaisgood, 1992; Rollema, 1992). La estructura de las micelas no esta totalmente
establecida y todavia es materia de controversia entre los partidarios del modelo submicelar
y los del modelo nucleo-cubierto. Las micelas de caseina se disocian al remover el calcio
coloidal con quelantes de calcio (fosfato, citrato, EDTA) o por acidificacion. Los quelatos
son parcialmente responsables del color blanco de la leche. Su estabilidad resulta del
potencial zeta (aproximadamente -20 mV) y del impedimento estérico causado por
segmentos sobresalientes C-terminal de la k-caseina, la cual previene el acercamiento de las
micelas. La remocidon de estos segmentos sobresalientes por la quimosina, la principal
enzima presente en el estdbmago de un ternero recién nacido da como resultado la
coagulacion de micelas alteradas de caseina. La integridad de las micelas de caseina es
también afectada por el enfriamiento; a temperaturas inferiores a 4 °C, la B-caseina y el
fosfato de calcio se liberan dentro de la fase sérica de la leche. Esto ocurre cuando se

aplican altas presiones hidrostaticas (Schmidt, 1970) o con altas concentraciones de sal.

La fraccion de la proteina de suero contiene numerosas unidades proteinicas. Los
principales componentes en la leche de bovino son la B-lactoglobulina (B-Lg), la a-
lactalbimina (a-La), la seroalbumina bovina (BSA) y las inmunoglobulinas (Ig), que
representan aproximadamente 2.7, 1.2, 0.25 y 0.65 g/L, respectivamente (Alais, 1984). Hay
otras proteinas menores, que incluyen la lactoferrina (Lf), enzimas como la lipasa,

lipoproteina, fosfatasas acidas y alcalinas, lizosima, xantina oxidasa, lactoperoxidasa,
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catalasa, dismutasa superdxido, y o- amilasa, entre otras, factores de crecimiento y
hormonas (Alais, 1984). La fraccion de proteinas del suero de la leche humana es muy
diferente a la leche de bovino (Tabla 2), ya que no contiene B-Lg pero es muy rica en a-La,
en Lf, lisozima y factores estimulantes como factor de crecimiento bifidus, factor de

crecimiento de la epidermis, bombesina y factores de crecimiento de insulina, entre otros

(Fox, 1992).

Tabla 2. Composicion proteinica de la leche de vaca (Grasselli et al., 1997).

Proteina Leche de vaca (g/100 ml)
Caseina 2.8
a-lactalbimina 0.12
B-lactoglobulina 0.30
Inmunoglobulinas 0.05
Lactoferrina 0.02
Lactoperoxidasa 0.03
Totales 34

Las posibilidades tecnoldgicas para el aprovechamiento del suero liquido como materia
prima son muy amplias. La mas usual es la deshidratacion, por aspersion, para obtener
suero en polvo o concentrados de proteina de suero (WPC por sus siglas en inglés, “whey
protein concentrate”). En el primer caso, el suero es deshidratado directamente, mientras
que en el segundo, el suero es previamente enriquecido en proteina, eliminando sales y
lactosa mediante tecnologia de ultrafiltracion. La ultrafiltracion se caracteriza por poseer un
espectro de corte que va de 3000 a 100000 kDa. El corte mas comun para sistemas de
lecheria es 10000 kDa. Este es el tamafio de poro tradicional para separar las proteinas del
suero de la lactosa para producir WPC desde 35 a 85% de pureza. Durante el proceso de
ultrafiltracion las proteinas del suero no se desnaturalizan, por lo que sus propiedades
funcionales permanecen intactas. La innovacidon tecnologica en este ramo es la
nanofiltraciéon, que comenzd a aplicarse en el mercado industrial en la década de los
noventa y desde entonces ha tenido un gran auge. Entre los productos proteinicos del suero,
ademas de los concentrados con distintas proporciones de proteina, también se encuentran
los aislado de proteinas (WPI, por sus siglas en inglés, “whey protein isolate”) y proteinas
aisladas como la a-lactalblimina, B-lactoglobulina, lactoferrina y otras inmunoglobulinas.

Todos estos productos se obtienen por diafiltracién o cromatografia de intercambio ionico.
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3.2 Propiedades funcionales de las proteinas lacteas
Para explicar el complejo comportamiento funcional de las proteinas lacteas se presenta

un esquema (Figura 13) que muestra los diferentes factores que afectan a estas propiedades.

Figura 13. Esquema de los factores que influyen sobre las propiedades funcionales de las proteinas del suero
(de Wit, 1998).

Las proteinas nativas, tal y como son sintetizadas en la vaca, (parte superior de la Figura
13) poseen un niimero de propiedades funcionales en solucidon acuosa (parte central de la
Figura 13) las cuales son modificadas durante el procesado de los alimentos. En esta
secuencia, las propiedades funcionales son el resultado de propiedades intrinsecas de las
proteinas nativas y de un numero de factores extrinsecos. El conocimiento de la relacion de
las propiedades intrinsecas de las proteinas y los factores extrinsecos tales como
temperatura, pH, sales y concentraciéon de proteina es muy importante para deducir y
controlar las propiedades funcionales. Estas caracteristicas funcionales, sin embargo, dan
informacion sobre la historia del proceso y la composicion del suero proteinico involucrado
en el producto. Ademas, las propiedades funcionales definen el comportamiento de las

proteinas de suero en los alimentos y reflejan la manera en la cual las proteinas interactian
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con otros componentes de un alimento, tales como lipidos, azicares, sales y otras proteinas,
como se indica en la Figura 13.

Estas interacciones son gobernadas por los efectos del procesado y de las condiciones de
almacenamiento. Asi casi todas las aplicaciones requieren atributos funcionales especificos
para obtener el comportamiento deseado, el cual es usualmente alcanzado por prueba y
error. Las proteinas del suero son muy utilizadas como ingredientes en alimentos debido a
sus propiedades funcionales Uinicas: emulsificacion, gelificacion, espumado, capacidad de
retencion de agua, entre otras. Pero ademas, la demanda actual no tiene que ver sélo con

ingredientes funcionales, sino también saludables.

Tabla 3. Funcionalidad y aplicacion de las proteinas del suero en alimentos.

Funcion Mecanismo Alimento
Solubilidad Hidrofobicidad Bebidas
Gelificacion Retencion e inmovilizacion de agua, Carnes, geles, quesos, productos de
formacion de red. panificacion
Cohesion-adhesion Uniones hidrofébicas, ionicas y puentes Carnes, salsas, productos de
de hidrogeno panificacion
Emulsificacion Adsorcion y formacion de peliculas en Salsas, sopas, aderezos.

la interfase

Espumado Adsorcion interfacial y formacion de Coberturas para pasteles, helados,
peliculas postres.
Ligante de grasa y sabor Retencion, uniones hidrofobicas Roscas rellenas de mermeladas,

productos de panificacion bajos en

grasa

3.3 B-lactoglobulina

Como se mostrd en la Tabla 3, la B-lactoglobulina (B-Ig) es la proteina mas abundante
del suero lacteo (50-65% del suero y 7-12% del total de las proteinas de la leche). Es una
proteina globular con una cadena polipeptidica simple de 162 aminoacidos y tiene un peso
molecular de alrededor 18.4 kDa. Existen diferentes variantes genéticas de la f-lg, entre
ellas las mas abundantes son la variante A y la B (Eigel et al., 1984). Estas variantes
difieren de la sustituciéon de una glicina en la variante B por un acido aspartico de la

54



variante A (Kilara & Vaghela, 2004). Ambas estructuras estan estabilizadas por dos
uniones disulfuro (entre Cys 160-Cys 66 y Cys 119- Cys 106) y también contienen un
grupo sulfhidrilo libre (Cys 121). A pesar de diferencias menores en la composicion de
aminoacidos entre las diferentes variantes genéticas, todas poseen un alto contenido de
aminoacidos esenciales (Phillips et al., 1994). En la Figura 14 se muestra la estructura

primaria de la variante A de la B-lg.

1 "

Lau lle Val Thr Gin Thr Met lys Gly Leu Asp lle Gin Lys Val Ala Gly Thr Thr Tp
21 ki

Ser Leu Ala Mel Al Ala Ser Asp lle Ser Leuw Leu Asp Ala Gin Sar Ala Pro Leuw Am
41 Gln in Variant D 51 Variant C His

val Tyr Val Glu Glu Leu Lys Pro Thr Pro Glu Gly Asp Leu Glu lle Leu Leu Gin Lys
61 Gly in Variants B, C !

Asp Glu Asn Asp Glu Cys Ala Gin Lys Lys lle lle Ala Glu Lys Thr Lys lla Pro Ala
81 a1

Val Phe Lys lle Asp Ala Leu Asn Glu Asn Lys Val Leu Val Leu Asp Thr Asp Tyr Lys
101 111 Variants B, C Ala

Lys Thr Leu Leu Phe Cys Met Glu Asn Ser Ala Glu Pro Glu Gin Ser Leu Val Cys Gin
121 131

Cys Len Mal Arg Thr Pra Glo Mal Asp Asp Gl Ala Lain Gl lys Pha Asp lys Ala Lean
14 151

Lys Ala Leu Pro Met His lle Agr Leu Ser Phe Asn Pro Thr Gin Leu Glu Glu Gin Cys
181 162

His lle  OH

Figura 14. Estructura primaria de la B-1g bovina A. Se indica la ubicacion de las sustituciones de distintas
variantes genéticas (Kilara & Vaghela, 2004).

La B-lg ha sido estudiada mediante dicroismo circular y espectroscopia infrarroja para
determinar su estructura secundaria. Contiene 10-15% de estructura a-hélice, 43% de
regiones B-planas y 47% de estructura desordenada (Timasheff et al., 1966). Verheul et al.
(1999) describen el monomero de la B-lg como una estructura esférica de 4 nm de didmetro.
La estructura nativa de una proteina es una red tridimensional que resulta de un balance de
varias fuerzas atractivas y repulsivas que ocurren entre diferentes partes de la cadena
polipeptidica y entre la cadena polipeptidica y las moléculas de disolvente (Relkin &
Launay 1990). La conformacion tridimensional de la $-lg nativa se muestra en la Figura 15
(Phillips et al. 1994). La presencia simultinea de dos uniones disulfuro y de un grupo tiol

libre le imparte a la molécula de la B-lg una estructura espacial rigida.
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Figura 15. Estructura tridimensional de la B-lactoglobulina bovina. Las flechas indican las zonas planas (3,
nominada con letra. También se indica la ubicacion de las uniones disulfuro (S-S) y del grupo tiol libre (S-H)
(Phillips et al., 1994).

Existe un acuerdo general sobre la ubicacion de uno de los grupos disulfuro (Cys 66-
Cys 160), pero la ubicacién del otro no es precisa, pudiendo estar localizado entre los
residuos Cys 106 y Cys 119 o Cys 121 (Relkin et al., 1990). Por ultimo, la posicion del
grupo tiol libre es también imprecisa y parece estar repartida entre los residuos Cys 119 y
Cys 121. La conformacion de la molécula de la B-lg es fuertemente dependiente del pH.
Seglin la conformacion, el grupo tiol estard mas o menos accesible y podra participar en los
intercambios de uniones disulfuro que condicionan numerosas caracteristicas y en
particular la solubilidad. EI punto isoeléctrico (pI) de la B-Ig se encuentra entre 4.6 y 5.2
segin la variante genética (Barnett & Bull, 1960; Bromley et al., 2005; Das & Kinsella,
1989; Harnsilawat et al., 2006; Haug et al., 2009; Townend et al., 1964). Por abajo de pH 3
y por encima de pH 7, la B-Ig existe como monoémero. Entre pH 3.1 y 5.1 a bajas
temperaturas y altas concentraciones de proteina, la B-lg se asocia en forma octamérica.
Esta polimerizacion se da por medio de los grupos carboxilo, de esta manera, la variante A
tiene mas posibilidad de formar octadmeros que la variante B por la presencia de un acido
aspartico mas, en el lugar que la variante B tiene glicina. A otros valores de pH, incluyendo
el pH natural de la leche (pH 6.5), la B-lg se presenta generalmente en forma dimérica
(Kilara &Vaghela, 2004). Esta asociacion entre mondmeros de f-lg se debe a interacciones
electrostaticas entre los residuos Asp 130 y Glu 134 con los residuos de lisina en la

molécula vecina.
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La disociacion del dimero en monémeros de B-lg a pH mayor que 7, coincide con un
aumento en la actividad del grupo tiol. Por lo tanto, los reactivos que estabilizan la
conformacion nativa o asociada en dimeros de B-Ig, podrian reducir la actividad del grupo
tiol libre, al quedar ocultos en el interior de las moléculas asociadas. La asociacion que se
da entre las moléculas de proteina en diferentes condiciones del medio, afecta la estabilidad
de la misma frente a la desnaturalizacion irreversible, ya que limita la exposicion de grupos
ocultos (disulfuro y tiol) en las zonas de union de las moléculas, y la consiguiente

formacion de enlaces covalentes entre las moléculas parcialmente desplegadas.

3.3.1 Propiedades funcionales de la B-Ig

Aunque la B-lg tiene una importante cantidad de residuos hidrofobicos, es una proteina
muy soluble en agua ya que la mayoria de los residuos no polares estan ocultos en el
interior de la molécula y la mayoria de los grupos polares estdn expuestos en su superficie
(Mangino, 1984). Ademas, relacionado con esta alta solubilidad en agua, la B-lg es muy
activa superficialmente, lo que le proporciona buenas propiedades espumantes y
emulsificantes. Sin embargo, las propiedades superficiales dependen mucho del estado de
desnaturalizacion de la proteina; por lo tanto, estas propiedades se ven modificadas por
condiciones del medio como el pH y la fuerza ionica (Cayot & Lorient, 1996). La
capacidad de ligar agua y estabilizar productos luego de la coccidon como por ejemplo,
emulsiones céarnicas y salsas cuando el pH es cercano a la neutralidad. La ausencia de
sinéresis en productos hidratados es un criterio muy importante de calidad en la aceptacion
de un producto, por lo tanto, esta caracteristica de la B-lg es de suma importancia. La
capacidad gelificante de la B-1g la ubica entre las proteinas mas estudiadas. La gelificacion
de esta proteina puede lograrse por adiciéon de sales y enzimas a una solucion de B-lg
concentrada; el valor de concentracion critica para la gelificacion depende del pH, a pH

extremos o por calentamiento (Clark et al., 2001; Kilara & Vaghela, 2004).

3.4 a-lactalbumina

El segundo componente mas importante es la a-lactalbimina, que tiene un peso
molecular de aproximadamente 14 500 Da con homologacion de la cadena (forma bovina).

La estructura del cristal a 0.17 nm de resolucion esta disponible para la a-lactalbumina de
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babuino (Acharya et al., 1989). La estructura es muy similar a la lisozima; en la region
término C es mas flexible y se une a un ion calcio. La cadena sencilla de polipéptido de 123
residuos aminodcidos esta plegada en forma elipsoidal con dimensiones 2.3 x 2.6 x 4 nm y
los elementos de la estructura secundaria incluyen 4 secciones a-hélice (ca. 30% hélice) y
una seccion irregular de hojas B antiparalelas (ca. 15% hoja). Recientemente, estudios de
espectroscopia Raman (Byler & Susi, 1988) le asignan un contenido mas elevado (36 a
41%) para a-lactalbimina. Como sucede con la B-lg, la a-lactalbimina de la leche no es
conocida con certeza, sin embargo, tiene un papel importante en la sintesis de la lactosa. En
solucion a bajos valores de pH, la a-lactalbumina sufre un despliegue, el cual involucra la
pérdida de la estructura terciaria tridimensional, pero no hay cambio sustancial en la
estructura secundaria y esto ha sido descrito como la forma de “globulo fundido”

(Damaschun et al., 1986; Gast et al., 1986).

3.5 Seroalbumina

La seroalbimina es una proteina globular estudiada desde el punto de vista de su
comportamiento en el calentamiento, particularmente como seroalbumina bovina (BSA por
sus siglas en inglés). El peso molecular aproximado es de 66,500 Da y las cadenas sencillas
de BSA contienen cerca de 850 residuos entrecruzados por 17 puentes disulfuro (un grupo
tiol libre permanece). Se ha logrado observar la estructura cristalina de la seroalbimina
humana (HSA) a 0.4 nm de resolucion (Carter y He, 1990) confirmando los resultados
obtenidos anteriormente por Brown y Shockley (1982), en los que la molécula de BSA
consta de tres dominios estructurales homologos. La estructura propuesta originalmente
para cada dominio fue un cilindro formado por seis hélices a, y este cilindro contiene a su
vez subdominios de A y B. La BSA tiene proteinas en forma de hélice (ca. 50 y 60%
contenido de hélice), sin embargo, el contenido de hojas determinado por dicroismo
circular es de aproximadamente 30% (Byler & Susi, 1988). El estudio de la molécula en
solucion por dispersion de luz (Bendedouch & Chen, 1983) ha sugerido una forma
elipsoide compacta, la cual a pH neutro tiene dimensiones asignadas de un elipsoide (a, b,
b) con a = 7.0 nm y b= 2.0 nm. Estudios previos realizados por dispersion de luz
(Bloomfield,1966) han revelado una expansion considerable de la molécula por debajo de

pH 3.6. Esta desnaturalizacion 4cida es bien conocida para la BSA. La funcién in vivo de la
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BSA parece ser la de transportar sustancias (metales y acidos grasos por ejemplo) en

sangre, también establece la presion osmotica del plasma de la sangre.

3.6 Propiedades en solucion de proteinas nativas globulares

El primer paso en la preparacion de gel de proteinas por calentamiento es disolver la
proteina a bajas temperaturas en solucion acuosa. Esta solucion puede involucrar el control
de la fuerza idnica a través de la inclusion de sales, o controlar el pH por medio de una
solucion buffer o por simple ajuste de pH. La solucién es entonces agregada y gelificada
por subsecuente calentamiento controlado, con un incremento progresivo de la temperatura
a una velocidad predeterminada o a través de una tasa de calentamiento programado. Al
inicio, la solucidn se encuentra con proteinas globulares monoméricas, que se disuelven del
estado cristalino y adoptan una geometria tridimensional en la solucion cercana a la
estructura cristalina. La conformacion asumida no difiere mucho de la estructura cristalina,
excepto porque la molécula se vuelve mas solvatada y mas movil, sin embargo, algunos
cambios en la estructura y en la movilidad no son tan grandes. Esto ha sido discutido por
Koening & Frushour (1972) y Frushour & Koening (1975) en términos de cambios en la
espectroscopia Raman de las proteinas como la ribonucleasa, quimiotripsindgeno,
ovoalbumina y - lactoglobulina.

Una solucidn de proteina que no esté drasticamente alterada no tiene mayor viscosidad,
aun a concentraciones altas debido a su forma plegada (baja viscosidad intrinseca), pero
particularmente cuando el estado de carga es alto, estudios por dispersion de luz revelan
que hay presentes interacciones significativas proteina-proteina, las cuales gobiernan el
arreglo espacial de las moléculas (Matsuoka et. al., 1985). Los efectos de la viscosidad no
son pronunciados como resultado de dichas interacciones, por lo que las estructuras
facilmente se rompen. Sin embargo, el cardcter viscoelastico de la solucion bajo
cizallamiento ha sido reportado (Inoue & Matsumoto, 1996) para algunas soluciones de
proteinas globulares previas a su conversion por calor, como mas geles mas fuertes y mas
estructurados. Soluciones mas complejas son también posibles y comunes. El equilibrio de
asociacion-disociacion requerido para los mondmeros de B- lactoglobulina ha sido referido
como asociaciones de subunidades complejas y disociaciones de globulinas. El equilibrio

puede obviamente variar por cambios en el pH y en la fuerza idnica antes de calentar, y sin
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embargo, puede ser modificado por los cambios de temperatura aplicados de manera
subsecuente. Adicionalmente, el pH induce el despliegue de proteinas monoméricas o
también es posible la presencia de unidades disociadas. La expansion inducida por el acido
de las moléculas de seroalbimina es un ejemplo de esto y la transformacién de globulo
fundido de la a-lactalbimina es otra. Adicionalmente, el despliegue de la B-lactoglobulina
puede ser inducida a pH alcalinos (Frushour & Koenig, 1975). Algunas transformaciones
no producen geles debido a la alta carga involucrada, pero representan eventos preliminares
que en general modifican un comportamiento subsecuente de una soluciéon en
calentamiento. Finalmente, la calidad del disolvente, aparte de su pH y de los efectos de las
sales, puede ser determinante en la influencia de las propiedades de la solucion, como la
denaturalizacion de la proteina por adicion de pequefios componentes moleculares como
urea y alcoholes. Es un fendmeno bien conocido del comportamiento de las soluciones de

proteinas y la gelificacion puede ocurrir a temperatura ambiente.

3.7 Estados desnaturalizados de la proteina

3.7.1 Termodinamica de las proteinas desplegadas

El estado plegado de las proteinas globulares es estable al calentamiento a cierta
temperatura, la cual depende de las condiciones ambientales como presion, pH y calidad
del disolvente. Arriba de estas temperaturas el despliegue de las proteinas nativas estd
asociado con una absorcion de calor. El andlisis termodinamico detallado de los picos de
absorcion muestra que el repliegue de las proteinas es un proceso cooperativo y hay algunas
proteinas globulares que existen en dos estados bien definidos: plegados (P) y deplegados
(D). Cualquier estado intermedio es considerado como una poblaciéon muy escasa, la cual
puede ser ignorada. El repliegue de las proteinas es comunmente aproximado a dos
modelos de estado: P «» D. Los dominios en las proteinas multidominios usualmente se
despliegan independientemente unas de otras, asi que pueden ser tratadas como unidades

aisladas (Privalov, 1989).

3.7.2 El estado de globulo fundido
En la teoria clasica de dos estados en el despliegue de proteinas globulares (Privalov,

1979), la transformacion del estado nativo al estado desordenado es un proceso
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cooperativo, que ocurre bajo ciertas condiciones de desnaturalizacion, sin involucrar ciertos
estados intermedios. Mas recientemente, sin embargo, se ha definido que al menos un
intermediario cinético bien definido, existe indudablemente a través de la ruta de repliegue
entre los estados desordenados y nativos. El estado de estructura intermedia es
caracterizado por una globularidad molecular compacta, teniendo estructuras secundarias
en el estado nativo, pero con estructuras terciarias desplegadas, llamado estado de globulo
fundido (Ohgushi & Wada, 1983). Este estado de globulo fundido parece ser relevante en
varios aspectos, debido a la funcionalidad de las proteinas globulares, como es la
gelificacion (Hirose, 1993) y la emulsificacion (Dickinson & Matsumura, 1994; Matsumura
et al., 1994). La a-albimina de la leche toma su estado de globulo fundido bajo una
variedad de condiciones en la solucion. Las propiedades del glébulo fundido de la a-
lactalbumina producidas en un pH 4cido (llamado el estado “A”) han sido investigadas
extensivamente. Los rasgos mds primordiales en este estado son:
1) El estado A no esta completamente desplegado y existe en su estado nativo como
estructura secundaria.
i1) El ambiente en las cadenas de la proteina es indicativo de una completa pérdida de
la estructura terciaria.
iii) El estado A es compacto, pero es en cierto modo mas expandido que en el estado
nativo.
iv) El estado A tiene una superficie mas hidrofobica que el estado nativo.
v) La transicion térmica del estado A al estado completamente desordenado involucra
una cooperatividad no significativa.

vi) La estructura del estado A posee una flexibilidad conformacional substancial.

De manera general, los rasgos estructurales similares se conservan en el estado de
gloébulo fundido formado por calentamiento, adicién de desnaturalizantes, formacion de
enlaces disulfuro o remocion de los iones calcio. El estado de globulo fundido puede
presentarse por la desnaturalizacion por calor y la gelificacion de proteinas globulares (e.g.
B-lactoglobulina). La primera etapa involucra el despliegue parcial de las proteinas, con un
incremento en la disponibilidad de grupos hidrofébicos mientras que se retiene la forma
nativa de la estructura secundaria. Las interacciones intermoleculares hidrofobicas entre
grupos expuestos pueden causar la agregacion de las moléculas en el estado de globulo

fundido. Los agregados son fuertemente impulsados por la formacion de uniones disulfuro,
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via intercambio sulthidril-disulfuro o reacciones de oxidacion sulfhidrilo. Pareceria que el
desarrollo de estructuras reoldgicamente significativas no comienza hasta que la mayoria de

las proteinas se ha agregado por la combinacion de enlaces covalentes y no covalentes

(McSwiney et al., 1994).

3.8 Interacciones entre polimeros naturales

Segtin las condiciones del medio en que se encuentre la proteina, ésta se comportara de
diferentes maneras ante diferentes tratamientos, por ejemplo, el calentamiento, la adicién de
sales, la mezcla con otros polimeros naturales. Todos estos comportamientos estan dados
por diferentes tipos de interacciones entre las moléculas proteinicas o entre ellas y las de
otros polimeros naturales, como por ejemplo, otras proteinas y polisacaridos. Las
interacciones entre estos polimeros naturales involucran diferentes tipos de fuerzas

intermoleculares, que se describen en la Tabla 4.

Tabla 4. Tipos de fuerzas intermoleculares que contribuyen a las interacciones entre polimeros naturales
(Dickinson, 1998; McClements, 2006).

Covalentes: union muy fuerte formada entre grupos reactivos especificos de diferentes macromoléculas.
Por ejemplo, uniones por puentes disulfuro.

Electrostaticas: interaccién que puede ser repulsiva o atractiva segiin las cargas eléctricas sean de signo
igual u opuesto, respectivamente. La fuerza de estas interacciones disminuye con el aumento de la fuerza
ibnica.

Volumenes de exclusion: es una interaccion repulsiva dada por el gran volumen ocupado por algunos
polimeros naturales en solucion, produciendo un importante efecto sobre la exclusion esférica, es decir hay
una reduccion en el volumen disponible a ser ocupado por una molécula de polimero natural.

Uniones hidrogeno: interaccion atractiva moderadamente fuerte entre atomos de hidrogeno y otros atomos
mucho mas electronegativos. Las uniones puente de hidrogeo son menos importantes cuando aumenta la
temperatura.

Hidrofobicas: interaccion atractiva moderadamente fuerte de origen entropico entre grupos no polares. Las
uniones hidrofébicas aumentan su fuerza con el aumento de la temperatura.

Puentes i6nicos: tipo especifico de interaccion que involucra la unién de cationes polivalentes
(especificamente Ca"™) con dos grupos aniénicos diferentes.

Van der Waals: interaccion atractiva débil de origen electromagnético entre grupos con dipolos inducidos

0 permanentes.
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Estas interacciones pueden ocurrir tanto en sistemas proteina-proteina como en sistemas
proteina-polisacarido. La importancia relativa de estas interacciones en un sistema
particular depende del tipo de polimero natural involucrado (peso molecular, densidad de
carga en funcion de pH, flexibilidad, hidrofobicidad), las caracteristicas de la solucion (pH,
fuerza ionica) y las condiciones ambientales (temperatura, cizalla) (McClements, 2006).
Conociendo y manejando estos pardmetros, es posible controlar las interacciones entre los
polimeros naturales y por lo tanto, crear atributos funcionales diferentes en un sistema

alimentario.

3.9 Interacciones proteina-polisacarido

Las interacciones entre proteinas y polisacaridos también juegan un papel muy
importante en la estructura y estabilidad de muchos alimentos procesados. Las propiedades
funcionales de las proteinas, es decir, solubilidad, actividad superficial, estabilidad
conformacional, propiedades gelificantes, espumantes y emulsificantes, se ven afectadas
por su interaccion con polisacaridos. Las interacciones entre proteinas y polisacaridos se
pueden dividir en dos grupos, interacciones atractivas y repulsivas. Estos dos tipos de
interacciones entre polimeros naturales son los responsables de la formacion de complejos
y de la inmiscibilidad de polimeros naturales, respectivamente. Al mezclar una solucion de
proteinas con una de polisacéridos, se pueden observar algunos de los comportamientos que

se representan en la Figura 16.

Figura 16. Representacion esquematica de los cuatro posibles sistemas obtenidos al mezclar soluciones de una
proteina y un polisacérido (de Kruif & Tuinier, 2001; McClements, 2006).
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Las interacciones de los dos polimeros naturales puede ser segregativa o asociativa; en la
primera, los polimeros naturales se repelen entre si y entonces se definen como
incompatibles. En la segunda, los polimeros naturales se atraen entre si formando
complejos (de Kruif & Tuinier, 2001; McClements, 2006; Tolstoguzov, 1986; Tolstoguzov,
2003). En soluciones diluidas la mezcla es estable debido al efecto predominante de la
entropia de mezclado, y la proteina y el polisacarido son cosolubles; sistema b. Cuando se
aumenta la concentraciéon de los polimeros naturales pueden ocurrir fendémenos de
asociacion o segregacion. En condiciones en las que existe atraccion entre las moléculas de
los distintos polimeros naturales (los polimeros naturales poseen carga neta opuesta),
puede producirse la formacion de complejos no solubles que precipitan, obteniéndose dos
fases separadas: una fase “coacervada” que contiene a los complejos y otra fase diluida, con
baja concentracion de ambos polimeros naturales. Este fenomenos se llama “coacervacion
compleja” y es un fendmeno de acomplejamiento, sistema d. En ciertos casos las
atracciones electrostaticas pueden llevar a la formacion de complejos solubles,
obteniéndose un sistema de una sola fase. En este caso estamos en presencia del efecto de
solubilidad por acomplejamiento, sistema c. Por ultimo, en condiciones donde predominan
las fuerzas de repulsion entre los polimeros naturales (ambos poseen la misma carga neta),
puede obtenerse un sistema de dos fases (emulsion agua en agua), en el cual ambos
componentes macromoleculares estdn concentrados en diferentes fases. Esto se debe a la
incompatibilidad entre proteinas y polisacaridos en medio liquido, entonces estamos en
presencia del fendmeno de segregacion: sistema a.

La diferencia entre los sistemas liquidos de dos fases a y d reside en que en los distintos
sistemas, los polimeros naturales estan concentrados juntos en una fase inferior (d) o en
diferentes fases (a).

Todos los sistemas descritos de soluciones mixtas (estados estables o de fases
separadas), difieren en estructura y propiedades, por lo tanto también variaran las
propiedades funcionales de los sistemas de los que forman parte (Tolstoguzov, 1986;
Tolstoguzov, 1990; Tolstoguzov,1991; Tolstoguzov et al., 1985). Entonces, las soluciones
acuosas de mezclas de polimeros naturales, son susceptibles a la separacion de fases por
dos de los siguientes mecanismos 1) coacervacion compleja o ii) incompatibilidad

termodinamica.

64



1) Coacervacion compleja

Como lo definié originalmente (Bungenberg de Jong, 1949), la coacervacion compleja
es una separacion espontanea de un sistema de dos fases liquidas. La fase mas concentrada
en polimeros naturales es el coacervado y la otra fase es la solucion en equilibrio. La
separacion de fase asociativa de dos polimeros naturales en agua, ocurre si existe una
atraccion electrostatica. La coacervacion compleja es causada por la interaccion de dos
polimeros naturales con cargas opuestas (de Kruif et al., 2004), esto se origina en
condiciones donde se favorece la atraccion entre los dos tipos de macromoléculas. Esto es,
a pH por debajo del pl de la proteina y a baja fuerza idnica. La formacién de estos
complejos es usualmente reversible, dependiendo de las condiciones del medio. Las
interacciones atractivas no especificas, se dan como resultado de multiples interacciones
quimicas entre grupos laterales de los polimeros naturales: idnicos, dipolares, van der
Waals, puente de hidrogeno, hidrofébicas. Las atracciones mas fuertes pueden ocurrir entre
los grupos positivamente cargados de la proteina (pH < pl) y polisacaridos anidnicos,
especialmente a bajas fuerzas ionicas y las atracciones débiles se dan entre grupos no
cargados o negativamente cargados de las proteinas (pH > pl) y polisacaridos (Dickinson,
1993). Durante la formacién de complejos electrostaticos, la carga neta de los polisacaridos
anionicos va disminuyendo a medida que estos se acomplejan a los grupos polares de las
proteinas. Esta disminucion de carga neta opuesta reduce la hidrofilicidad y la solubilidad
del complejo resultante. La formacion de complejos solubles ocurre generalmente cuando
la relacion entre los reactivos estd lejos de la necesaria para que las cargas opuestas sean
equivalentes (Baeza, 2003).

Las particulas dispersas de complejos no solubles se agregan y precipitan. La agregacion
de estos complejos en solucion se da mediante uniones puente de hidrogeno, interacciones
hidrofébicas, interacciones dipolo-dipolo (Baeza, 2003). Existe una relacion entre la
formacion de complejos con la composicion, la estructura y las propiedades de los
polimeros naturales. Los polimeros naturales se ponen en contacto durante el
acomplejamiento y forman zonas de unién que son regiones donde se juntan segmentos de
dos o mas moléculas de diferentes polimeros naturales. La heterogeneidad de las zonas de
union entre términos de tamafio y estabilidad se debe a diferencias en la estructura quimica,
el tamano y la forma de las cadenas que interactuan (Tolstoguzov, 1993; Tolstoguzov,

1994). El area de contacto entre moléculas de proteinas globulares estd limitada por su
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topografia. La conformacion rigida y compacta de las proteinas globulares restringe el
numero de grupos con cargas opuestas capaces de interactuar unos con otros. El nimero de
posibles zonas de union en proteinas esféricas como las globulares (por ejemplo la B-Lg) es
menor que para otras proteinas con estructuras mas desordenadas y flexibles, e.g.
polisacaridos anionicos lineales (Tolstoguzov, 1997). Los principales usos de los complejos
son como reemplazantes de grasa, debido a sus propiedades nutricionales y funcionales.
Ademas, se utilizan los complejos texturizados en forma de fibra para la obtencion de
analogos de carne bajos en grasa. Los complejos también se utilizan en la produccion de
peliculas comestibles, que poseen varias ventajas respecto a peliculas formadas con un solo

polimero natural (Baeza, 2003).

i1) Incompatibilidad termodindmica

Por el contrario, en el fenomeno de incompatibilidad termodindamica, existe una
separacion espontanea en dos fases también pero en este caso, una es predominantemente
rica en proteina y la otra rica en polisacarido (Tolstoguzov, 1991). Generalmente, esta
separacion ocurre cuando la concentracion total de componentes macromoleculares excede
4% (Tolstoguzov, 1986). Incluso a concentraciones totales de 1%, se han observado
fendmenos segregativos en algunas soluciones mixtas de polisacaridos y proteinas
(Doublier et al., 2000). La presencia de una interacciéon repulsiva desfavorable
(endotérmica) entre segmentos quimicamente diferentes de polimeros en solucion, conduce
a una alta probabilidad de exclusion mutua de cada componente polimérico. La
incompatibilidad de los polimeros naturales depende de la intensidad de las interacciones
entre ellos, entre las moléculas de cada uno consigo mismas y con el disolvente (diferencias
en la hidrofilicidad de los polimeros naturales) y se origina bajo ciertas condiciones, las
cuales inhiben la formacion de complejos entre polimeros naturales. A una concentracion
total de polimero natural moderada, la separacion del sistema en dos fases depende de la
carga del polimero natural, del pH y la fuerza idnica (Alves et al., 1999). La
incompatibilidad se favorece a alta fuerza ionica o a valores de pH mayores que el pl de la
proteina. Ademas, la incompatibilidad puede aumentar por el efecto de otros factores: 1) el
aumento de peso molecular y la rigidez estructural de los polimeros naturales; ii) la

desnaturalizacion de proteinas globulares debido al incremento de la hidrofobicidad y el
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tamano de las cadenas polipeptidicas agregadas; iii) el aumento de la concentracion de sales
y de la temperatura (Tolstoguzov, 1997).

La estructura quimica de los polisacaridos es el factor que mdés afecta la
incompatibilidad y la separacion de fases en sistemas de proteinas y polisacaridos. La
incompatibilidad disminuye en el siguiente orden: polisacaridos con grupos carboxilo,
polisacaridos neutros (galactomananos como goma tara, goma guar, goma de algarrobo),
polisacaridos con grupos sulfato (polielectrolitos como alginatos, agar, carragenanos,
pectinas). Ademas, los polisacaridos lineales son mas incompatibles con las proteinas que
los polisacaridos ramificados (Grinberg & Tolstoguzov, 1997). La incompatibilidad
termodinamica también varia por la presencia de otros componentes como moléculas
lipofilicas y moléculas de sacarosa, los cuales presentan en general un efecto negativo y
positivo, respectivamente (Semenova, 1996).

El comportamiento de incompatibilidad se representa en la Figura 17, donde se muestra
el diagrama de fases (Grinberg & Tolstoguzov, 1972; Tolstoguzov et al., 1985; Grinberg &
Tolstoguzov, 1997; Polyakov et al., 1997; Tolstoguzov, 1997; Tolstoguzov, 2001). La linea
gruesa es la curva binodal, y marca el limite de cosolubilidad de los polimeros naturales.
Cuando la composicion del sistema, respecto a los dos polimeros naturales, se encuentra
por debajo de la curva binodal, el sistema permanece como una fase simple homogénea
(sistema b de la Figura 16). En cambio, cuando la composicion de un sistema se encuentra
por encima de la curva binodal, es inestable y se separa en dos fases liquidas, una rica en
proteina y la otra en polisacédrido; sistema a de la Figura 16 (Dickinson & McClements,
1995; Tolstoguzov, 1997; Tolstoguzov, 2003). El concepto de curva binodal estd definido
por Teraoka (2002), el cual menciona que es la curva de equilibrio de fases que delimita el
campo de existencia de los sistemas heterogéneos. Esta descrita por el conjunto de puntos
que cumplen la condicion de igualdad de potenciales quimicos en ambos componentes en
ambas fases. Su posicion depende del peso molecular del polimero. Las mezclas cuya
composicion se encuentra dentro de la curva binodal, se separan en dos fases liquidas de
composiciones coincidentes con la curva.

Se han reportado una gran cantidad de diagramas de fases para sistemas mixtos de
proteinas y polisacaridos (Grinberg & Tolstoguzov, 1997; Tolstoguzov, 1997). Las
diferencias en volumenes de exclusion entre los polimeros naturales incompatibles afecta el
resultado de la competencia entre los polimeros naturales en el seno de la fase. Esta

competencia entre los polimeros naturales o un fendmeno de exclusiéon mutua entre las
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macromoléculas contribuye a la asimetria de los diagramas de fase en sistemas de proteinas
y polisacaridos (Tolstoguzov, 1997). El grado de asimetria de los diagramas de fase, refleja
una mayor hidrofilicidad y un volumen efectivo superior de los polisacaridos
(especialmente para los lineales) comparado con las moléculas compactas de proteinas
globulares. De acuerdo a esto, una fase menos concentrada rica en polisacarido se
encuentra en equilibrio con una fase mas concentrada rica en proteina. En muchos casos, la

concentracion de proteina se ve aumentada de modo que gelifica.

Figura 17. Representacion esquematica de un diagrama de fase tipico de una solucidon acuosa de proteina y
polisacérido, mostrando la posicion de la curva binodal. Se incluye el comportamiento descrito en la Figura
16 de los sistemas por debajo y por encima de la curva binodal.

3.10 Gelificacion por calor de proteinas globulares

La Figura 18 muestra un esquema del fenomeno de gelificacion para proteinas
globulares. Se pueden caracterizar varias etapas (Foegeding & Hamann, 1992):
1) La proteina se desnaturaliza por accion del calor.
i1) Las moléculas proteinicas desnaturalizadas interaccionan entre si generando
agregados.
ii1) Luego de un cierto tiempo se llega al “punto de gel”, donde la interaccioén entre
agregados es suficientemente importante como para generar una matriz primaria, que

exhibe propiedades de solido viscoeldstico. Estas propiedades pueden ir cambiando
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con el tiempo y con el enfriamiento, hasta formar la matriz de equilibrio o sea la

estructura final del gel.

Existen basicamente dos teorias para describir la gelificacion: la teoria de Flory-
Stockmayer (1953; 1974) y la teoria de la percolacion atribuida a De Gennes (1979). Segliin
el modelo de Flory—Stockmayer, la gelificacion es un evento subito que ocurre cuando es
alcanzado cierto grado de entrecruzamiento entre el polimero, valor critico llamado punto
de gel, en el cual la viscosidad diverge al infinito. En la teoria de la percolacion, se
considera que los monomeros forman agregados pequefios y que en un cierto momento, se
llega al punto de gel en el cual los agregados se entrecruzan. El fendomeno mostrado en la
Figura 18 puede ser visto desde el punto de vista reoldgico como la transicion de una
solucion (sol), que va aumentando su viscosidad mientras se forman los agregados
proteinicos, a la formacién de un sdlido viscoelastico (gel) (Baeza, 2003). La
desnaturalizacion de las proteinas del suero se puede describir como un proceso de dos
etapas: 1) un despliegue de la molécula de proteina, el cual puede ser reversible o
irreversible y 1) una agregacion irreversible (de Wit & Klarenbeek, 1981; Mulvihill &
Donovan, 1987).

Figura 18. Esquema del proceso de gelificacion, involucrando la desnaturalizacion y la agregacion
proteinicas.

El mecanismo aceptado clasicamente para describir la desnaturalizacion y la agregacion
de proteinas globulares es el siguiente (Morr & Ha, 1993)
(Px)n - nPy — nPp (2)
nPp — (Pp)n 3)
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donde Py es la proteina nativa, Pp es la proteina desnaturalizada y n es un numero pequefio
de subunidades o mondmeros de proteina. Las reacciones iniciales (2) de este proceso
implican un debilitamiento y ruptura de uniones disulfuro e hidrogeno, de modo que se
altera la conformacion nativa de la proteina y se disocian agregados proteinicos.

La segunda etapa (3), si el tiempo de calentamiento y la concentracion de proteina son
suficientes, es una polimerizacion de moléculas de proteina disociadas y desplegadas para
producir una estructura tridimensional (gel) mediante la formacion de enlaces
intermoleculares de tipo disulfuro, hidrofobicos o electrostaticos (Mangino, 1984; Morr &
Ha, 1993). Si bien el estado gelificado final estd formado por agregados de proteina
principalmente desnaturalizada (Pp),, no se sabe ciertamente cual de las siguientes
reacciones esta implicada:

nPy < (Px)n — (Pp)n 4)
nPy < nPp — (Pp)n %)

Segun se produzca una u otra reaccion, el tipo de uniones que forman los agregados y el
tamano y forma de los mismos sera diferente, produciendo asi diferentes tipos de geles.

La reaccion (4) ocurre en condiciones que favorecen las interacciones proteina-proteina
en solucidn. Estas condiciones pueden ser pH cercano al pl de la proteina, presencia de una
considerable concentracion de sales o a bajas temperaturas de calentamiento (Verheul et al.,
1999). Este tipo de reaccion puede dar lugar a la formacion de agregados de proteina
previamente a la desnaturalizacion (Baeza, 2003) y luego se dara la desnaturalizacion de los
agregados formados. La reaccion (5) se da por calentamiento en condiciones mas
favorables a la desnaturalizacion o desdoblamiento de la proteina, que a la agregacion de la
misma; pH por encima del pl de la proteina, fuerzas i6nicas débiles, presencia de ciertos
tipos de iones, presencia de agentes disociantes como la urea o detergentes, altas
temperaturas de calentamiento. En estas condiciones durante el calentamiento, se liberan
los grupos tiol internos y se promueve la formacion o intercambio de uniones disulfuro
entre moléculas vecinas, lo que lleva a la formacion de agregados lineales. El calentamiento
ademas favorece las interacciones hidrofobicas, ya que también se activan grupos
hidrofébos antes ocultos en el interior de la molécula proteinica. La formacion de la red
tridimensional final, implica también enlaces puente de hidrégeno que se favorecen durante
el enfriamiento. Ademas, desde el punto de vista microestructural los geles se pueden
clasificar en geles formados por una red de filamentos finos y geles agregados o

particulados (Pilosof, 2000).
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El hecho de que se forme uno u otro tipo de gel, se relaciona con que las condiciones
mencionadas anteriormente den lugar a la reaccion (5) y (4), respectivamente. Asi, los geles
de filamentos finos estdn formados por una asociacioén ordenada de moléculas de proteina y
el grosor de los filamentos es muy pequeio, de tal forma que estos geles son transparentes,
mientras que los geles agregados se forman a partir de una agregacion desordenada, son
opacos y tienen menor capacidad de retencion de agua. Las diferencias en las interacciones
moleculares y en el equilibrio de las fuerzas atractivas y repulsivas dependientes de las
condiciones del medio mencionadas anteriormente, se reflejan en la apariencia
macroscopica de los geles de proteinas globulares. En la Figura 19 se muestra un esquema

de los dos tipos de geles mencionados anteriormente.

Figura 19. Esquema de los diferentes tipos de microestructura de geles de proteinas globulares: (A) de
filamentos finos (B) geles agregados o particulados (Pilosof 2000).

Todo lo mencionado hasta aqui respecto al fenémeno de gelificacion esta definido por la
interaccion proteina-proteina. Sin embargo, los geles de proteinas pueden formarse también
en presencia de otros polimeros naturales como polisacaridos, sean o no gelificantes. Este
fenomeno esta dado a partir de ciertos tipos de interacciones proteina-polisacarido
ilustrados en la Figura 16. La mayoria de los estudios de gelificacion de mezclas de
proteinas y polisacaridos se dan en condiciones de incompatibilidad termodindmica
(Fernandes, 1994; Syrbe et al., 1995; Ndi et al., 1996; Zasypskin et al., 1996; Walkenstrom
et al.,, 1998; Beaulieu et al., 2001; Turgeon & Beaulieu, 2001). La presencia de
polisacaridos en estos sistemas se pone en evidencia de diferentes formas: disminucion de
la concentracion de proteina minima necesaria para gelificar o concentracion critica (Ndi et
al., 1996; Zasypkin et al., 1996; Turgeon & Beaulieu, 2001), disminucion de la temperatura
o tiempo de gelificacién respecto a los geles de proteina sola (Bryant & McClements,

2000), modificacion en la textura de los geles obtenidos (Olsson et al., 2002; Zasypkin et
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al., 1996), cambios en la microestructura del gel, es decir, geles particulados o filamentos
finos (Olsson et al., 2002 ; Zasypkin et al., 1996), modificacion de la apariencia y de la
capacidad de retencion de agua de los geles (Beaulieu et al., 2001; Olsson et al., 2002). En
presencia de polisacaridos no gelificantes, se obtienen geles en los cuales el polisacarido se
encuentra disperso en la fase acuosa de la matriz gelificada de proteina o en forma de
relleno (Baeza, 2003). Aun sin que se produzca una separacion macroscopica de fases, la
existencia de interacciones repulsivas entre proteina y polisacarido, puede producir
importantes efectos en la cinética de gelificacion de uno o ambos componentes, asi como

en la microestructura y reologia del gel resultante (Dickinson, 1993).

3.11 Caracterizacion del fendmeno de gelificacion

La esencia del fendmeno de gelificacion es sin duda el punto de gel, es decir el punto
donde ocurre la transformacion de liquido a solido. Esto indica que las propiedades que
caracterizan esta transicion son fundamentalmente mecanicas. Pero el método para
determinarlas debe cumplir ciertos requerimientos: la medicion debe ser muy rapida, no
debe perturbar el sistema fuera del intervalo de la respuesta lineal, debe proveer magnitudes
fisicas objetivas e indicadoras de las caracteristicas de la red formada y con una base
tedrica (Pilosof, 2000). Estos requerimientos eliminan a los métodos transitorios como las
mediciones de fluencia (creep) o de relajacion del esfuerzo, quedando solamente los
métodos reoldgicos dinamicos, en los cuales se aplica un esfuerzo o deformacion
oscilatoria, como Unica alternativa de seguimiento de la gelificacion (Pilosof, 2000), asi
como la evolucion de los modulos con la temperatura. Este método es el que se uso6 en el

presente trabajo.

3.12 Comportamiento reologico del WPI con otros polisacaridos

Las proteinas del suero son bien conocidas por sus propiedades funcionales y
nutricionales (de Wit, 1998), por estas razones son incorporadas en muchos productos
alimenticios. Por otro lado, las proteinas del suero ofrecen algunos cambios para la
industria de alimentos, tales como costo, variabilidad en las propiedades gelificantes, asi
como la proclividad a agregarse bajo ciertas condiciones. En general en la industria, no se

emplea solo proteina, sino una mezcla con uno o mas polisacaridos, ampliando la gama de

72



posibilidades para obtener diferentes propiedades reoldgicas y de textura, mejorando las
propiedades de los sistemas. Dentro de estas combinaciones, Noisuwan et al. (2008),
estudiaron la interaccion de WPI en combinacion con 10% de almidén de arroz nativo y
con almidén de arroz ceroso, utilizando mediciones reoldgicas y por calorimetria
diferencial de barrido. Reportan que la adicion de WPI afectd, el comportamiento de las
pastas de almidon de arroz nativo y el almidon ceroso (waxy) de manera diferente. Para el
almidén nativo, la temperatura del pico de viscosidad primero se increment6 de 85 a 89 °C
cuando se tenia 2.5% y 5.0% de WPI, posteriormente disminuy6 a 85 °C cuando estuvo
presente 10.0% de WPI. El pico de viscosidad disminuy6 a bajas concentraciones de WPI
(2.5 y 5.0%) y aument6 a concentraciones de 7.5% y 10.0%. La viscosidad final de las
mezclas WPI/almidon normal aumento6 con la adicion de WPIL. Cuando el WPI fue afiadido
al almidon de arroz ceroso, la temperatura del pico se increment6 ligeramente, sin embargo,
la viscosidad del pico disminuy6 con la adicion de WPI, la viscosidad final se incremento,
particularmente al 10% de WPIL. El WPI no afectd la temperatura de inicio del pico de
gelatinizacion observada en el calorimetro para almidéon normal, tampoco se afecto la
entalpia, ni la temperatura del pico maximo. Sin embargo, todos estos pardmetros se
incrementaron cuando se afiadié almidon ceroso. van de Berg et al. (2007), relacionan las
propiedades de fractura de geles de WPI mezclados con otros polisacaridos, asi como su
efecto en la percepcion sensorial, justificando la respuesta con la microestructura del gel.
Reportan como un gel de estructura homogénea la combinacion de WPI con 0.01% de
gelana, como un gel tipo de hebra gruesa la combinacion WPI con 0.05% «k-carragenina.
Como un gel bicontinuo, la mezcla WPI con 0.09% de pectina y la combinacion WPI-
0.025% y 0.04% de gelana y como un gel continuo de proteina formado por WPI con
algarrobo (0.05, 0.1 y 0.14%). Los geles con alta porosidad tales como el bicontinuo y de
hebra gruesa, liberan con la compresion uniaxial, gran cantidad de “suero”. Los geles
homogéneos y continuos liberan poca cantidad de “suero”. El “suero” liberado afecta
fuertemente las propiedades de deformacion y de fractura de los geles. Se concluye que la
matriz de proteinas, determina las propiedades de fractura del gel y en lo sensorial, los
geles que liberan gran cantidad de suero, son denominados como “acuosos” y los que no

liberan tanta cantidad de suero, son denominados como “untables”.
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Por otro lado Lutz et al. (2009), estudiaron las condiciones de los complejos asociados
entre WPl y pectina enzimdticamente modificada, con medidas reologicas y por
microscopia confocal. Se reporta la formacion de complejos asociados, los cuales se
observan como pequenos agregados. La viscosidad de las mezclas era mayor que la de los
constituyentes individuales, lo cual indicaba una sinergia de interacciones de atraccion que
ocurrian en la solucion. Los componentes individuales exhibieron un comportamiento no
newtoniano, sin embargo, las mezclas de ambos componentes se comportaron como
estructuras poliméricas “enredadas” o de geles débiles. El valor del moddulo de
almacenamiento era igual o mayor que el modulo de pérdida, por lo que concluyeron que la
formacion de complejos es formada a pH 6 y 4.0% de WPI con un intervalo de

concentraciones de pectina de 0.1 a 0.75%.

Turgeon & Beaulieu (2001) realizaron un estudio sobre las modificacion en la textura
del gel del proteina, utilizando diferentes polisacaridos. En este caso se analizo el
comportamiento a altas deformaciones de geles de WPI-k-carragenina y geles WPI-pectina,
anadiendo sales de calcio, potasio y sodio. En este estudio se reporta que el WPI y la «-
carragenina en presencia de sodio (> 100 mM) y potasio (= 100 mM) forma geles que
presentan mayor resistencia a la fractura, sin embargo, presentan menos brillo, esto se debe
a la forma de gelificacion de la k-carragenina en presencia de dichos cationes. En los
sistemas WPI-k-carragenina, se observan dos tipos de comportamiento, a bajos niveles de
k-carragenina anadida (0.1%), los geles resultantes son muy similares a los geles de WPI,
tienen valores muy similares de dureza, firmeza y deformacion a la fractura. En algunos
casos, con calcio afiadido, la adicion de 0.1% de k-carragenina incrementa la dureza y la
fractura de los geles de proteina. Se concluye que a bajos niveles de k-carragenina hay
compatibilidad con el WPI y entonces la k-carragenina esta uniformemente distribuida en la
red de proteina. La k-carragenina tiene una pequefia contribucién en la mejora de la
capacidad de retencion de agua del gel, y tiene un efecto menor en las propiedades
texturales. Cuando la concentracion de k-carragenina aumenta a 1%, el comportamiento del
polisacérido es el que determina las propiedades texturales en los geles. Cuando las
soluciones son calentadas, el WPI y la k-carragenina se vuelven incompatibles, resultando
en un gel bicontinuo de fases separadas. Por otro lado, la mezcla WPI-pectina resulta en la
formacion de un gel, sin embargo, para 8.0% de WPI, no hay formacién de un gel auto-

sostenible sin la adicion de sal. Afiadiendo cloruro de sodio se forma un gel con separacion
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de fases. Esta separacion de fases es dirigida por el comportamiento de cada polimero
natural en la solucidn, antes de que tenga lugar la formacion del gel. Las repulsiones entre
WPI/pectina son mas fuertes que las repulsiones WPI-WPI y pectina-pectina, lo que da
lugar a un patron de gelificacion de fases separadas. El tratamiento térmico debilita la
energia de los enlaces responsables de la codisolucion de WPI y la pectina. Después de
romper el equilibrio, ocurre una competencia entre la separacion de fases y la gelificacion
de la proteina en el sistema. Las repulsiones electrostaticas son bajas, considerando que
ambos polimeros naturales no tienen tantas cargas negativas. El efecto pequeiio por la
adicion de sodio sobre la firmeza de los geles, es un indicador de las débiles repulsiones

electrostaticas.

Nishinari et al. (2000) han hecho observaciones importantes en la formacion de geles
entre proteinas y polisacaridos. Reportan que los geles de leche formados con kappa-
carragenina se forman debido a que la k-caragenina actia como una especie de adhesivo
molecular para incorporar micelas de caseina en la red. Por otro lado en este mismo trabajo,
se menciona que la interaccion de las proteinas de la leche con pectina de bajo metoxilo,
forma un gel debido a que la caseina actia como un recurso de iones calcio, siendo
responsable de promover la gelificacion de la pectina. Otros estudios de proteina con
polisacéridos, tales como el de Bertrand & Turgeon (2007) con WPI y goma xantana a pH
neutro y con 100 mM de NaCl, reportan que existe una separacion de fases entre las
proteinas de suero desnaturalizadas y la goma xantana cuando se aplica calor. Por ultimo,
el estudio realizado por Tavares et al. (2005) describen la existencia de sistemas bifasicos a
pH 7 entre WPI y galactomananos provenientes de goma Algarrobo, goma Guar y goma
Tara, donde se observa por microscopia confocal una fase enriquecida de polisacarido,
dispersa sobre una matriz de proteina a bajas concentraciones de polisacarido. Tanto en los
trabajos de Bertrand et al. (2007) y Tavares et al. (2005), se habla de mecanismos

sinergisticos que provocan aumentos en los modulos de almacenamiento de las mezclas.

3.13 Discusion

La gelificacion de proteinas involucra la modificacion de la estructura nativa en un

desdoblamiento parcial y posteriormente la agregacion. La estructura, las propiedades
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reoldgicas y otras propiedades en algunos alimentos, estin determinadas por el
comportamiento de las proteinas y su interaccion con los polisacaridos presentes.
Profundizar en el estudio la relacion proteina-polisacarido ayuda a entender las propiedades
funcionales de las macromoléculas alimentarias y la formacion de mecanismos en
estructuras alimentarias. Como se mencion6 anteriormente en la Figura 17, son varios los
eventos que pueden ocurrir en esta relaciéon y cada uno de ellos afecta las propiedades
funcionales de las mezclas.

La adicién de proteina a un alimento incrementa su valor nutricional, ademads, con el
calentamiento, ésta se desnaturaliza y forma una red que constituye el medio continuo del
sistema, en forma dispersa se encuentran los otros polisacéaridos tales como el almidon.

En el caso de la adicion de almidon, su baja estabilidad termodindmica y la afinidad por
el agua en el caso de la proteina, conduce a mezclas de dos fases; este fendmeno ha sido
estudiado por Turgeon et al. (2001), Ravindra et al. (2004), Vu Dang et al. (2009), quienes
realizan el analisis reologico de los agregados de proteina. Esto significa que cuando se
logra la desnaturalizacion térmica de la proteina, la agitacion en el proceso experimental no
se detiene y la posible formacion de la red de proteina es destruida, por lo que los
resultados reportados corresponden a la cantidad de agregados presentes, dependiendo de la
concentracion de la proteina utilizada. Sin embargo, se puede resaltar que el
comportamiento de dichos agregados provoca un incremento en el médulo elastico G, al
incrementar la cantidad de proteina (Vu Dang, 2009) y que afadiendo algin otro
polisacarido tal como pectina (Turgeon, 2001), se forman dos fases, en donde la fase
continua estd constituida por agregados de proteina y la fase dispersa por pequefios
agregados de pectina. Shim & Mulvaney (2001) reportan que para almidon de maiz ocurre
de manera muy similar, una fase continua formada por agregados de proteina, que tiene
insertados los granulos de almidon hinchado, lo cual refuerza la red y por esta razon, se
incrementan los moddulos de almacenamiento. La revision de la literatura parece ser
consistente en que la interaccion WPI-polisacarido, incluye una separacion de fases y esto

puede explicarse debido a la alta afinidad de WPI por el agua.
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4. CARRAGENINAS

4.1 Generalidades de las carrageninas

Las carrageninas forman parte de un grupo de polisacaridos sulfatados, que constituyen
la estructura principal de ciertas variedades de algas rojas, de la clase Rhodophyceae. Estos
polimeros son fuertemente aniénicos debido a la presencia de grupos sulfato, lo cual facilita
su interaccion con moléculas catidnicas y anfotéricas como las proteinas, a su vez, se
caracterizan por ser solubles en agua, formando soluciones de alta viscosidad o bien geles,
por lo que son ampliamente utilizadas en diversos productos en la industria alimentaria
(Whistler & BeMiller, 1993). Los diferentes tipos de carragenina comercial se presentan de
dos formas, de acuerdo con el grado de refinacidon que tengan en su proceso de elaboracion.
Conforme a lo anterior, se encuentran la carragenina refinada, con un bajo contenido de
impurezas y material celulosico y la semi-refinada, compuesta de carragenina y otros
materiales de la pared celular. Ambos tipos se utilizan en diversas aplicaciones industriales,
como en productos carnicos, lacteos y otros.

En la extraccion de la carragenina se utilizan algas rojas de la clase Rhodophyceae,
siendo los géneros Euchema, Chondrus y Gigartina, las principales fuentes de materia

prima para la elaboracion de carragenina de importancia comercial.

4.2 Estructura quimica de las carrageninas

Fennema (2000), define la carragenina como cadenas lineales de unidades repetitivas de
D-galactosa y 3,6 anhidro D-galactosa (3,6 AG), unidas a través de enlaces glicosidicos -
1,3 y B-1,4, a excepcion de la A-carragenina, que solo estd compuesta de unidades de D-
galactosa. También contienen grupos éster sulfato en diferentes proporciones, de acuerdo al

tipo de carragenina.
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Tabla 5. Contenido de componentes quimicos y peso molecular (Solis-Bravo, 2007).

Tipo de carragenina ~ Peso molecular (kDa)  Ester sulfato (%) 3,6 Anhidro galactosa (%)

K-carragenina | 100-300 24-25 34-36

K-carragenina I 300-500 25-28 32-34
A-carragenina 500-700 32-39 0
-carragenina >700 28-39 25-30

Como se muestra en la Tabla 5 y de acuerdo con van de Velde et al. (2001), las
carrageninas son clasificadas de acuerdo a la presencia de 3,6 AG y a la posicién y numero
de grupos éster-sulfato, por lo tanto, estos componentes determinan las caracteristicas y
propiedades de los diferentes extractos de carragenina. De acuerdo con lo anterior, existen
los tipos k-carragenina I, x-carragenina II, iota (1) y lambda (A), que son de interés
comercial, y otros tipos denominados mu(p), nu (v), xi (£), theta (0) y pi (), que se pueden
encontrar en las carrageninas nativas o cuando se utilizan métodos de extraccion suaves. En
la Figura 20, se muestran las estructuras quimicas de los tipos de carragenina de
importancia comercial.

La unidad principal de la k-carragenina I, estd compuesta de unidades de galactosa 4-
sulfato, unidas a través de enlaces a-1,3 y gran cantidad de unidades de 3,6 AG, unidas a
través de enlaces B-1,4. Segin Glicksman (1969), Millane et al. (1988) y Whistler &
BeMiller (1993), un aumento del contenido de 3,6 AG implica una mayor capacidad de
gelificacion y sensibilidad al ion potasio, lo cual explica de algin modo, la textura firme y
quebradiza de los geles que forma la k-carragenina I en soluciones acuosas. Ademas, su
estructura quimica permite la interaccion con sales de potasio a través de los grupos sulfato,
lo cual intensifica la fuerza del gel.

Para Glicksman (1969), la presencia de un grupo sulfato con el carbono-2 de la unidad
3,6 AG en la iota-carragenina, es la principal diferencia estructural con la k-carragenina 1.
De acuerdo a Millane et al. (1988), a medida que aumenta el contenido de grupos sulfato en
esta posicion, disminuye la sensibilidad a los iones potasio y produce un debilitamiento en
la fuerza del gel, sin embargo, aumenta la sensibilidad a los iones calcio, por lo cual, éstos

usualmente se emplean para incrementar la fuerza del gel de 1-carragenina.
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Figura 20. Estructura quimica de las carrageninas de importancia comercial (Solis-Bravo, 2007).

Las diferencias de la estructura quimica y en el contenido de componentes quimicos
entre las carrageninas k, A, ¢ 1 (Tabla 5), implican que ésta tltima sea mas soluble y que el
gel que forma tenga mayor elasticidad, tanto en sistemas acuosos como lacteos, libre de
sinéresis y ademas, resistente a los cambios producidos por ciclos de congelacion —
descongelacion (Millane et al, 1988). La k-carragenina II es un polimero hibrido ya que
contiene carragenina iota, y k-carragenina [ en su estructura, en la cual la proporciéon molar
de esta ltima puede variar entre 80 a 45%, segun la familia y especie de alga de la cual sea
extraida (Whistler & BeMiller, 1993; Villanueva et al, 2004). van de Velde et al. (2001),
estudiaron la estructura quimica de estos polimeros hibridos, con el fin de determinar la
conformacion de las cadenas x, A, y t dentro de la molécula y concluyeron que ésta
consiste en cadenas mezcladas, en las cuales ambos tipos de carragenina se encuentran
presentes en la misma cadena. Villanueva et al. (2004), compararon quimica y
funcionalmente, extractos de k-carragenina Il y mezclas de k-carragenina I- 1-carragenina
con un contenido mayoritariamente de iota, mientras que la deformacion de los geles, es
similar a mezclas con una mayor proporcion de k-carragenina I. Ambos autores coinciden
en que los extractos de k-carragenina II, al tener una conformacion estructural diferente, no
so0lo combinan las propiedades de los tipos k-carragenina I, lambda y iota, sino que ademas,

tienen caracteristicas y propiedades reoldgicas especiales. Por ejemplo, la alta reactividad
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que se produce entre ésta y los sistemas lacteos y la formacion de geles de textura firme y
elastica, que la diferencian de una mezcla de k-carragenina I- 1-carragenina elaborada.

Segun van de Velde et al. (2001), la razdén de k, A, y 1 de los diferentes extractos de «-
carragenina II y el peso molecular, pueden determinar en gran manera sus propiedades
reoldgicas, reportan una clara disminucion de la fuerza del gel a medida que Ia
concentracion molar de k-carragenina I también disminuye y gran variabilidad en el peso
molecular entre las diferentes especies, en las que los mayores valores determinan una
mayor viscosidad.

Como se ha sefialado anteriormente, la fase tetrasporofitica de las algas de la familia
Gigartinaceae, hace que sinteticen otros tipos de carragenina, donde sélo la carragenina
lambda es de importancia comercial. Como se muestra en la Tabla 5, este tipo de
carragenina es altamente sulfatada y por tanto, tiene como principal componente galactosa
2-sulfato y galactosa 2,6 disulfato (Figura 20), esta composicion quimica implica que posee
una alta solubilidad, tanto en caliente como en frio y principalmente, permite formar
soluciones de alta viscosidad. La ausencia de unidades de 3,6 AG en la molécula impide la

formacion del gel (Glicksman, 1969).

4.3 Propiedades de las carrageninas

Las carrageninas son polimeros fuertemente anidnicos, de gran tamafio y peso
molecular. Estas caracteristicas, le confieren la capacidad de reaccionar con otras moléculas
a través de diversos mecanismos, entre los que se incluyen los enlaces i6nicos, puentes de
hidrogeno y fuerzas de van der Waals, para formar estructuras complejas que usualmente
implican cambios en las propiedades fisicas del sistema en que se aplican. Estas
propiedades son aprovechadas ventajosamente en multiples aplicaciones en la industria
alimentaria (Glicksmann, 1969).

Fennema (2000), sefiala que las carrageninas tienen las siguientes funciones como aditivo
alimentario:
- Determinar diferentes propiedades reolodgicas con el fin de espesar y suspender
particulas insolubles o de gran tamafio.
- Formar geles termorreversibles a temperatura ambiente, transparentes, de texturas
rigidas a elasticas y con distintos grados de retencion de agua.

- Formar complejos con las proteinas para obtener geles o suspensiones.
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Para llevar a cabo estas funciones en los distintos alimentos en que se aplican, las
carrageninas poseen diversas propiedades, cuyas caracteristicas varian principalmente
segun el tipo de carragenina y el medio en el que son aplicadas.

La k-carragenina se encuentra constituida por cadenas lineales alternadas de (1—3)-B-
D-galactosa-4-SO3-(1—4)-3,6-anhidro-a-D-galactosa (Chandrasekaran, 1998). Debido a
que las moléculas tienen una carga negativa, a la k-carragenina se le clasifica como un

polielectrolito, por lo que es sensible a las interacciones con aniones y cationes.

4.4 Conformacion ordenada de la carragenina: Conformacion en hélice en el estado
solido

Estudios de difraccion de rayos X en muestras de fibras de una sal de potasio de «-
carragenina, han demostrado que la i-carragenina y la k-carragenina forman hélices
ordenadas en el estado solido (Cairns, 1991). Se ha identificado que la k-carragenina
produce patrones de difraccion difusos debido a que las fibras de k-carragenina no se
organizan en microcristales. Como consecuencia, la evidencia de una estructura particular
en hélice es menos directa. Sin embargo, Millane et al. (1988) demuestran que la x-
carragenina se encuentra en una conformacion de doble hélice. Las dobles hélices se
estabilizan en forma paralela siguiendo la direccion de la mano derecha, con ambas
estructuras torcidas en forma escalonada, de tal forma que cuando un residuo de galactosa
anhidra se encuentra frente a un grupo sulfato de otra molécula, existe un puente de
hidrogeno que estabiliza la hélice (lineas punteadas de la Figura 21). Los grupos sulfato se

ubican en la periferia de la doble hélice y son las que interactiian con otros iones.
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Figura 21. Estructura cristalina de la k-carragenina. Una cadena se presenta clara y la otra obscura para
diferenciarlas entre si (Chandrasekaran, 1998).

4.5 Propiedades en solucion de carrageninas desordenadas

Se han realizado algunos estudios de las propiedades conformacionales de las
carrageninas en su forma desordenada (Morris et al., 1978; Vreeman et al.,, 1980)
empleando las técnicas de dispersion de luz, viscosidad y experimentos de sedimentacion
para deducir la conformacion y datos termodindmicos en varias muestras de K-carragenina
de diferentes pesos moleculares y a diferentes fuerzas ionicas. Los estudios demostraron
que las carrageninas desordenadas son hebras aleatorias con flexibilidad intrinseca, pero las
cuales se expanden debido a los efectos polielectroliticos. Asi, para cualquier grado de
polimerizacion, el radio de giro <r*>, de una hebra de carragenina en solucion diluida varia
con el grado de sulfatacion y con el contenido de sal de la solucion.

La relacion entre la viscosidad intrinseca, [n] y el peso molecular M, de una hebra de
carragenina esta expresada por la ecuacion de Mark-Houwink:

[n] = KM (6)

Los valores de los parametros de K, y o varian con la fuerza idnica y con el tipo de peso
molecular promedio utilizado en su determinacion. A bajas concentraciones de sal, el valor
del exponente o en la ecuacion de Mark-Howink es ligeramente menor que la unidad,

indicando una configuracion expandida.
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El tipo de contraiones empleados en soluciones de k-carragenina, es el que determina su
conformaciéon como consecuencia de la disminucion de la carga efectiva del polimero
(Takemesa & Nishinari, 2004). En soluciones de NaCl, la k-carragenina adopta una
conformacion desordenada (Snoeren, 1976), mientras que en soluciones i6nicas con Nal,
adopta una conformacion ordenada en forma helicoidal (Slootmaekers et al., 1988). En el
estado desordenado la k-carragenina se describe como una hebra aleatoria (random coil),
expandida como resultado del volumen excluido y de las repulsiones electrostaticas que se
establecen entre los segmentos de las cadenas (Snoeren, 1976; Vreeman et al., 1980) con
una gran capacidad de absorcion de agua. En esta conformacion, las cadenas son flexibles y
sensibles a la presencia de iones. De las observaciones por difraccion de luz, se concluy6
que la conformacion ordenada tiene el doble de la masa molecular de una hebra aleatoria,
hecho que se interpreta como la formacion de una doble hélice (Viebke et al., 1995). Asi, la
transicion de la k-carragenina se describe de un estado desordenado a un estado ordenado
como 2 hebras aleatorias <> 1 doble hélice.

Meunier et al. (2001) demostraron que la conformacion de dobles hélices no es
precisamente el doble de la masa molecular de una hebra aleatoria y que la relacion entre
las masas moleculares y los radios de giro ente una y otra conformacion, dependen del
intervalo de la masa molar de las hebras aleatorias. Los estudios de las soluciones de -
carragenina en estado ordenado en Nal, muestran que es una estructura rigida (Chronakis et
al., 2000) con una alta densidad de carga (Takemesa & Nishinari, 2004). De igual manera
que en otros polielectrolitos, como la gelana (Milas et al., 1996) y la t-carragenina (van de
Velde et al.,, 2002), la transicion desorden-orden de la k-carragenina ocurre a una
temperatura dada, llamada temperatura de transicion, T4, (Rochas, 1982), cuyo valor
depende de la naturaleza del contraion y de la concentracion ionica total.

La «-carragenina presenta mayor afinidad hacia algunos iones. Considerando la
secuencia para estabilizar la conformacion ordenada deducida a partir de las T,.q, €l orden
decreciente de afinidad es (Rochas, 1982):

- Cationes monovalentes: Rb" > Cs">K'>NH4"> (CH3)4N+ >Na">Li"
- Cationes divalentes: Ba*" > Ca*"> Sr*"> Mg*" > Zn*" >Co*"

De acuerdo con esta clasificacion, los cationes monovalentes que provocan la transicion

a temperaturas mas bajas son el Rb", el Cs” y el K'. A diferencia de otros polielectrolitos, la

transicion desorden-orden de la k-carragenina, también es sensible a la presencia de ioduro
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como producto de repulsiones electrostaticas entre €ste y el sulfato de la k-carragenina, sin
que exista una agregacion de las dobles hélices precursoras de la formacion de gel. Debido
a esta particular caracteristica, algunos investigadores la han aprovechado en el estudio del
mecanismo de gelificacion de este polisacarido (Slootmaekers et al., 1988; Viebke et al.,
1995; Meunier et al., 2001; Takemesa & Nishinari, 2004), asegurando asi que la transicion

desorden-orden es precursora de la formacion de geles.

4.6 Transicion sol-gel

Rochas & Rinaudo (1982), propusieron el diagrama de transicion sol-gel para una sal de
K" y de Na' utilizando técnicas de polarimetria y conductividad eléctrica, durante el
calentamiento y el enfriamiento, para establecer la dependencia con la temperatura de
transicion de la concentracion ionica total (Cr), debida al polimero y la concentracion de sal
afladida. La Figura 22 muestra el diagrama de transicion para Na', debido a que es el cation
que se utilizé en el presente trabajo.

En el diagrama de transicion sol-gel se puede destacar que el gel es termorreversible y
que la temperatura de transiciéon depende del tratamiento térmico aplicado (enfriamiento o
calentamiento), produciendo una diferencia entre las temperaturas de gelificacion (durante
el enfriamiento Ty) y fusion (durante el calentamiento Tg,), conocida como histéresis
térmica. La histéresis térmica aparece como una consecuencia de la agregacion de las
estructuras helicoidales durante la formacion del gel. Sin embargo, para una concentracion
limite llamada concentracion idnica critica, Cqit, a la cual corresponde una temperatura
critica, Terit, (Ct < 0.1 eq/L), la histéresis térmica no existe. La concentracion idnica total se
calcula como

Cr = Csa + 7 Cpolimero (7
Donde Cr es la concentracion idnica total (eq/L), Cga s la concentracion i6nica debido a la
sal externa (eq/L), Cpolimero €S 1a concentracion ionica debida al polimero en solucion (eq/L)
y v es el coeficiente de actividad promedio, (Ydesorden T Yorden)/2, cuyo valor depende del ion
agregado y que en el caso del ion sodio es 0.72. De acuerdo a la ecuacion (7) y al diagrama
de transicion sol — gel (Figura 22), Ty es afectada tanto por la concentracion del polimero,
como por la sal externa en solucidn, obteniendo geles a bajas concentraciones de k-
carragenina con altas concentraciones de Na' y viceversa, lo que deriva en diferentes
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comportamientos reoldgicos en ambos casos. El modelo de calculo para Cr; propuesto por
Rochas (1982), considera la temperatura de gelificacion, T, como aquella para la cual el
50% del polimero se encuentra en forma de hebra aleatoria y el otro 50% en forma de
hélices. Por otra parte la actividad total esta dada por el producto de la concentracion ionica
total (Cr) y el coeficiente de actividad (yo). En el caso de soluciones de baja concentracion
se puede suponer que o -1 (Sanchez-Basurto, 2006). Por lo que la actividad total es igual a
la concentracion ionica total. El coeficiente de actividad promedio se calculd bajo la
consideracion de que el Na' permanece como estado de hebra, a diferencia del potasio que
forma una estructura ordenada de hélice.

Rochas (1982) defini6 tres regiones sobre el diagrama de transicion, donde la «-
carragenina adopta diferentes conformaciones:
I: Region de dominio macromolecular en forma de hebra aleatoria no ordenada, donde la
temperatura es superior a T ;.
I1.- Region de conformacion ordenada en forma de hebras, sin que exista una agregacion de
éstos. La temperatura es inferior a Ty y Cr es inferior a Cyit.
IIT: Region de conformacion de agregados, formando una red tridimensional, donde Cr es

superior a Cerit y T es inferior a Tl

4.7 Mecanismo de gelificacion

El mecanismo de gelificacion de la k-carragenina en presencia de Na', no ocurre como un
proceso dividido en etapas, como en el caso del ion potasio (Nuiiez et al., 2011), partiendo
de la existencia de la conformacion de hebra aleatoria, el polimero estd en solucion para
una concentracion inferior a Cet y una temperatura superior a T (a en la Figura 23) que

corresponde a la region I en el diagrama de transicion sol-gel (Figura 22).
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Figura 22. Diagrama de transicion sol-gel de k-carragenina en presencia de Na’ (Rochas, 1982). El
significado de C., I, Il y III, se explica en el texto, La linea punteada representa la division entre la zona Il 'y
1L

Una disminucion de temperatura por debajo de Ty para una concentracion constante, o
un aumento de concentracion a temperatura constante, conservan la hebra aleatoria (b en la
Figura 23) que corresponde a la region Il en la Figura 22. Para una temperatura dada, un
aumento de la concentracion i6nica total por arriba de C.i;, no conduce a la union de estas
hebras, como ocurre con el potasio y tampoco a la formacion de una red tridimensional
(Rochas; 1982; Chen et al., 2002; Takemesa & Chiba, 2001: Yoshiaki et al., 2002).

Mangione et al. (2005) han establecido que para que exista la formaciéon de una red
tridimensional, debe haber una relacion entre las concentraciones de los iones de potasio y
sodio, [K+]/[Na+], de 0.33. La presencia de sodio afiadido a soluciones de k-carragenina ha
sido estudiada por métodos como resonancia magnética nuclear (Rochas & Rinaudo,
1980a), polarimetria y conductividad eléctrica (Rochas & Rinaudo, 1980b), reologia
(Rochas & Rinaudo, 1984; Mangione et al., 2005), dispersion de luz (Slootmaekers et al.,
1988). Todas estas técnicas han confirmado que el efecto del ion sodio en la k-carragenina,

solo es de hebra aleatoria a una asociacion de hebras durante la gelificacion.
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Figura 23. Modelo de gelificacion de la x-carragenina en presencia de Na' (adaptado de Rochas, 1982).

Sin embargo, no se ha podido aclarar por qué no hay asociacion doble como en el caso
del potasio (Slootmaekers et al., 1988). En este sentido, Semenova et al. (1988) sugieren
que el proceso de agregacion de las macromoléculas en el enfriamiento de soluciones
diluidas, ocurre en dos etapas. La primera, consiste en la asociacion de macromoléculas
desordenadas, la cual se verifica con un aumento en el indice de refraccion y el segundo

paso, a bajas temperaturas, es la asociacion en hebras de las macromoléculas.

4.8 Comportamiento reologico de geles de k-carragenina

El caracter solido de los geles de x-carragenina, surge de la formacion de una red
tridimensional, la cual se extiende continuamente a través de todo el sistema y atrapa el
medio disperso en la estructura de ésta. La red tridimensional se origina a través de enlaces
no covalentes con un tiempo de vida finito. Entre las interacciones estan las fuerzas de van
der Waals, puentes de hidrogeno, transferencia de cargas, interacciones idnicas,
interacciones hidrofilicas e hidrofobicas. En consecuencia, los geles de k-carragenina se
clasifican como geles fisicos por no existir enlaces covalentes en la formacion de su red.
Los enlaces covalentes pueden estar formados por uno o mas mecanismos listados
previamente, combinados con mecanismos mas especificos y complejos implicando zonas
de interaccion (Morris, 1990; Michel et al. 1997; Kavanaugh & Ross-Murphy, 1998)
realizaron mediciones reologicas en una mezcla de 21.6 g/ de k-carragenina a diferentes
concentraciones de sal para diferentes contraiones; como se puede apreciar en la Figura 24,
el mdédulo de almacenamiento varia de la siguiente manera:

KCl1> CaCl, = CuCl,>> NaCl
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a bajas concentraciones de sal. Esta es la consecuencia de la afinidad especifica de la k-
carragenina. Sin embargo, los iones potasio se unen a las hélices de k-carragenina y
consecuentemente, crean una mejor proteccion contra las repulsiones electrostaticas de
cationes divalentes y mucho mas efectivas que para cationes monovalentes.

El valor de “meseta” para G’ en la Figura 24, corresponde a sistemas heterogéneos
turbios, excepto para sistemas con KCI. Asi, un incremento en la concentracion de sal y la
afinidad (K™ > Ca®" = Cu®" >> Na"), permiten un alto grado de asociacion s6lo cuando el
gel formado es homogéneo (transparente). Para sistemas heterogéneos, los cationes no
inducen el fendmeno de entrecruzamiento. Probablemente, la adicion de cationes mas alla
del valor critico, incrementa una heterogeneidad local del sistema y contribuye a la
separacion de fases. Mangione et al. (2005) también estudiaron los efectos del ion sodio
sobre la gelificacion de k-carragenina, reportando que se requiere una concentracion de 300
mM de sal para observar gelificacion. Sin embargo, aunque la gelificacion macroscopica
ocurre, no existe la transicion conformacional. Determinan el modulo de almacenamiento y
de pérdida en una solucion de 0.4% k-carragenina con 300 mM de NaCl en el redmetro, los
barridos de temperatura fueron de 65 a 10 °C, utilizando una geometria de cono y plato y a
bajas deformaciones. De acuerdo a la Figura 25, el médulo elastico aumenta rapidamente
cerca de 30 °C y se vuelve mas grande que el médulo de pérdida (G”); a esta temperatura se
define la agregacion del sistema. Sin embargo, la estructura es de un gel débil ya que el

valor de G’ es de 3 Pa.
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Figura 24. Influencia de la naturaleza y concentracion de diferentes cationes sobre el médulo G’ para «-
carragenina (21.6 g/L) (Kavanaugh & Ross-Murphy, 1998).
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Figura 25. Dependencia de la temperatura del moédulo de almacenamiento (circulos negros) y el médulo de
pérdida (circulos blancos) (Kavanaugh & Ross-Murphy, 1998).

La conclusion es que en una region de alta concentracion de sal, el entrecruzamiento de
K-carragenina es favorecido y la gelificacion comienza, permitiendo a las estructuras
locales mas compactas, menos interconectadas (bajo valor de G’) y heterogéneas
macroscopicamente, lo cual se justifica con una alta turbidez de la mezcla. Sin embargo,
una contribucion importante del trabajo de Mangione et al. (2005), es la consideracion de la
relacion de ambos iones potasio/sodio y analizar el efecto combinado para proponer la
factibilidad de las rutas de gelificacion. Explican que el K* contenido en la solucion, es
capaz de formar hebras y hélices, pero la presencia de sodio introducirda un nimero de
defectos en estas estructuras, mejorando la flexibilidad y el nimero de enlaces. En este
caso, se reporta la obtencion de regiones de dobles hélices parcialmente formadas o mas
flexibles, asi como hélices mas cortas. En este trabajo se concluye que hay dos
mecanismos que pueden inducir la gelificacion de la k-carragenina cuando ambos iones
estan presentes en la solucion. El entrecruzamiento y la estructura de red, estd dominada
por alguno de estos dos procesos:

- La formaciéon y crecimiento de la longitud de las hélices inducida por los iones
potasio
- Por la agregacion de las hebras inducidas por la separacion de fases.
Estos mecanismos estan modulados por la temperatura y por la concentracion de las sales,
la eleccion apropiada de la relacion [K']/[Na'] hace posible la obtencion de un gel. Esta

relacion se ha establecido como [K']/[Na'] de 0.3394.

4.9 Interaccion con proteinas

La capacidad de las carrageninas de interaccionar con las proteinas depende de multiples

factores, tales como la concentracion de carragenina, tipo de proteina, pH y punto
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isoeléctrico de la proteina (FAO, 1987). Los productos lacteos constituyen una de las
principales aplicaciones de las carrageninas, la cual se emplea como agente gelificante,
espesante y estabilizante, debido principalmente a la capacidad que poseen las
carrageninas, a diferencia de otros hidrocoloides, de interaccionar con las proteinas de la
leche (Drohan, 1997; Langendorff, 1997). Segiin Glicksman (1969), la capacidad de
interaccion se debe a los grupos sulfato y a las unidades 3,6 AG, cuya presencia es
fundamental para la formacion del gel en medio lacteo. Este fendmeno de interaccion se
presenta en las carrageninas del tipo kappa, especialmente en la x-carragenina II, cuya
importancia comercial se debe precisamente a su funcionalidad especifica en aplicaciones
lacteas (Villanueva, 2004; Xu, 1992; Langendorff, 1997). La alta reactividad que se
produce entre la carragenina y la leche, se debe especificamente a los grupos de éster
sulfato cargados negativamente, presentes en la carragenina, que interaccionan con la
region positiva de las micelas de k-caseina de la leche y a la presencia de iones calcio, que
actian como puentes electrostaticos entre ambas moléculas. Segun lo que sefialan Drohan
(1997) y Villanueva (2004), las interacciones entre la carragenina y la k-caseina adquieren
mayor importancia cuando la concentracion de carragenina en el sistema es baja (< 0.018%
p/p), ya que a una concentracion mayor, capaz de permitir la gelificacion del sistema lacteo,
la formacion del gel es predominantemente el resultado de la asociacion de las hélices de
carragenina. El mecanismo de estabilizacion mediante la aplicacion de carragenina, se logra
en primera instancia, a través del aumento de la viscosidad que se produce en el sistema
lacteo, pero es atribuido principalmente, a la formacién de un gel de estructura débil e
imperceptible, capaz de suspender particulas de cacao y soportar la agitacion. Ademas, se
consigue una mejor textura y palatabilidad en el producto (Villanueva, 2004).

Gaaloul et al. (2009), estudiaron como afecta el cizallamiento a las caracteristicas
fisicas y al comportamiento reoldgico de las mezclas WPI-xC. El procedimiento de
mezclado que reportaron para ambos componentes a diferentes concentraciones es como
sigue: se prepara cada uno de ellos en solucidn por separado y posteriormente, se efectiia
el mezclado de las soluciones con agitacion a temperatura ambiente. Posteriormente, se
colocan las mezclas en tubos de plastico que son calentados a 80 °C por 30 minutos sin
agitacion y antes de que ocurra el enfriamiento, las mezclas son sometidas a centrifugacion.
Se observa una separacion de fases donde la fase superior estd compuesta por k-carragenina

y la fase inferior compuesta por WPI (Figura 26). Este experimento se realizd con el
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objetivo de realizar el diagrama de fases y determinar el limite de cosolubilidad entre los
biopolimeros, entendiendo como co-solubilidad la miscibilidad a nivel molecular y
formacion de una fase. Posteriormente, se realiza el mismo experimento pero aplicando
cizallamiento a las muestras a una frecuencia de 28 s y determinando después de la
centrifugacion el diagrama de fases. Los resultados, muestran que en el experimento sin
cizalla con bajas concentraciones de WPI y k-carragenina, las mezclas son homogéneas
después del calentamiento, pero al aumentar las concentraciones de WPI o k-carragenina
ocurre una separacion de fases o bien la gelificacion, arriba de la fase de frontera, la cual
depende de la concentracion de WPI o k-carragenina; la solucion se separa en dos fases
después de la centrifugacion. Cuando la concentracion de WPI es mayor o igual a 8%, la
fase inferior fue una fase solida compacta. En el caso de los geles, cuando la concentracion
de proteina fue de 4.0 a 10%, la formacion de gel con el incremento en la concentracion de
K-carragenina para una concentracion constante de WPI, resultdé en un incremento en la
fuerza del gel con transiciones del estado sol a geles débiles y posteriormente a geles
fuertes. La concentracion de WPI necesaria para obtener un gel inducido por calor en
ausencia de k-carragenina a estas condiciones fue cerca de 12% (w/w). Al aumentar la
concentracion de k-carragenina, inicialmente ocurrid la separacion de fases y al aumentar la
concentracion, ocurrid la gelificacion. La conclusion es que la concentracion de
polisacarido afecta la cinética de la separacion de la fase segregativa, asi como en la
mezcla, la gelificacion compite con la separacion de fases. Los cambios en la apariencia de
un gel claro y transliacido a turbio son debidos a la transicion de una red de gel de hebras
finas a mezcladas y finalmente a estructuras de particulas. Un mayor incremento en la
concentracion de K-carragenina, permite la separacion segregativa de fases. Cuando la
concentracion de WPI fue superior al punto de gel, el incremento en la cantidad de x-
carragenina causo la transicion de un gel suave a un gel firme y turbio. Por otro lado, las
mediciones reologicas, muestran que el modulo de almacenamiento a 80 °C es mucho mas
pronunciado cuando la concentracion de k-carragenina es mayor de 0.2%. Este intervalo de
concentracion, corresponde al limite de incompatibilidad termodinamica entre el WPl y la
k-carragenina. Por arriba de 0.4% en las mezclas, G’ se incrementa para diferentes
sistemas, pero el incremento es mas pronunciado para mezclas que contienen 4.0% de WPIL.
Este incremento puede estar relacionado, porque la agregacion de la proteina se ve
favorecida en la separacion de fases, dando como resultado una red de proteina mas firme
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porque esta interconectada. Para mayores concentraciones de WPI, los modulos fueron
altos tanto para la proteina sola como para las mezclas WPI- k-carragenina. Cuando se
observa la dependencia del modulo elastico final sobre la concentracion del polisacarido en
las mezclas que contienen 4.0% y 5.0%, es posible distinguir dominios: 1) En ausencia de
k-carragenina, el modulo de elasticidad final es bajo y depende de la concentracién de
WPI; 2) Para bajas concentraciones de WPI y para concentraciones de k-carragenina entre
0.2 y 0.4% la dependencia del modulo, G’, sobre la concentraciéon es muy bajo; 3) Para
altas concentraciones de k-carragenina (> 0.4%), cuando el sistema esta en el dominio
inmiscible, G’ muestra una fuerte dependencia con el incremento en la concentracion de x-
carragenina. Para geles con 8.0% de WPI, el comportamiento es diferente asi como cuando
pequenas cantidades de «x-carragenina afectan fuertemente el moddulo elastico final,
mientras que para concentraciones de k-carragenina (> 0.4%), el modulo muestra una
pequeiia dependencia con la concentracién. Estas concentraciones corresponden a los
puntos binodales. Otra conclusion importante es que los sistemas mezclados de soluciones
WPI- k-carragenina a pH 7, son compatibles a temperatura ambiente. Con el tratamiento
térmico, las interacciones proteina-proteina se ven favorecidas y el WPI forma agregados.
El sistema evoluciona promoviendo la separacion de fases segregativa. Los agregados de
WPI se forman primero durante el tratamiento térmico, la k-carragenina gobierna la
separacion de fase segregativa a altas temperaturas y puede reforzar el gel cuando el
sistema es enfriado. Para altas concentraciones de k-carragenina, se observa una mas rapida
agregacion de proteina y formacion del gel. El médulo elastico se incrementa abruptamente
cuando la concentracion de k-carragenina es mayor que 0.2%. Sin embargo, el mddulo de
almacenamiento se incrementa cuando existe un desplazamiento de un dominio compatible

a uno incompatible.
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Figura 26. Observacion visual de dos muestras después del tratamiento térmico (80 °C por 30 minutos) y

centrifugacion. (a) 5% WPI con 0.2% k-carragenina; (b) 5% WPI con 0.4% «-carragenina, ejemplo de
separacion de fases.

En otro trabajo reportado por Flett & Corredig (2009), se determiné el efecto de la k-
carragenina sobre el tamafio de los agregados de WPI, utilizando la técnica de
cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC). Para una concentracion dada de -
carragenina, el calor que induce la agregacion de la B-lactoglobulina no es afectado por el
polimero presente en solucion, al menos hasta que los agregados de proteina alcanzan cierto
tamafio y la separacion de fases ocurre. Al incrementar la temperatura, la presencia de k-
carragenina afecta el comportamiento de agregacion. La k-carragenina y la proteina
muestran incompatibilidad termodindmica y esto afecta la formacion de “bloques
intermedios” en la agregacion. La presencia del polisacarido causa la formacion de
agregados intermedios polidispersos, modificando el arreglo de los bloques de construccion

en la estructura de geles de WPI (Figura 27).
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Figura 27. Agregados de proteina rodeados por hebras de k-carragenina en ausencia de sal.

Por otro lado Mleko et al. (1997), reportaron que hay un efecto moderado de la «-
carragenina en la exposicion de grupos hidrofobicos del WPI a pH 7, después del
tratamiento térmico, es de 92.5%' y con la adicion de k-carragenina, es de 84.8%". Para
bajos valores de pH, hay un incremento en la superficie hidrofébica; a pH 3, el valor de la
superficie hidrofobica es 1176 %™ y a pH 5, de 121%™ siendo los valores para WPI a pH 3
de 548%"' y a pH 5 de 119%"'. Los resultados se expresan como %' porque la
hidrofobicidad de superficie es expresada como la pendiente de una grafica de intensidad
de fluorescencia relativa de blancos de proteina, contra porcentaje de concentracion de
proteina.

Harrington et al. (2009), reportaron que para mezclas 10% WPI con k-carragenina a
concentraciones de 0.05 a 3.0% posterior al tratamiento térmico, la gelificacion de la k-
carragenina en los poros de una red formada de WPI, forma una estructura de un gel
bicontinuo y por otro lado, la formacion y la disociacion de la red de carragenina no causa

interrupcion en la red de WPIL.

4.10 Discusion

Se ha estudiado la transicion de k-carragenina en presencia de sodio por diversos
métodos, sin embargo, todavia no ha quedado bien asentado el fenomeno de gelificacion de
este polielectrolito en presencia de sodio. Semenova et al. (1988), afirmaron que hay una
asociacion de las hebras para que se realice la gelificacion en presencia de sodio a bajas

temperaturas y basan sus observaciones en el aumento del indice de refraccion. Sin
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embargo, Mangione et al., (2005) afirmaron que la asociacién de hélices para que exista la
formacion de un gel, debe existir una relacion entre los iones potasio y sodio presentes en la
disolucion.

Como se ha mostrado en la Figura 24, los iones pueden tener distintos efectos sobre las
propiedades reoldgicas de la «-carragenina, aunque los efectos dependen de la
conformacion de un hidrocoloide. Tal como sefala Chronakis et al., (2000) al relacionar el
efecto de diversos contraiones con la rigidez de los geles, en conformacion desordenada,
los contraiones disminuyen el volumen hidrodindmico de la molécula, mientras que cuando
hay agregacion, los iones incrementan la rigidez de los geles. Sin embargo, el exceso de
iones conduce a la disminucion de G’ por la extensa formacion de agregados asi como por
la precipitacion. El ion yoduro (I') puede hacer que la k-carragenina forme dobles hélices,
sin embargo, estos no se agregan y como resultado, se forma un “gel débil” ya que no se
autosostiene. Por otro lado, la adicion de WPI ya ha sido estudiada por Turgeon &
Beaulieu, (2001); Mleko et al. (1997), quienes afirmaron que la variacion en la firmeza de
estos geles puede ser atribuida a un cambio en la estructura de hebras a particulas. Este
fenomeno puede ser explicado por la formacion de complejos entre las proteinas y la k-
carragenina, debido a que las moléculas de carragenina estan conectadas a las proteinas
globulares, lo cual provoca un incremento de la densidad electronica del medio circundante
(Turgeon et al., 2001). Cabe resaltar también las observaciones de Turgeon et al., (2001)
quienes mencionaron que si se incrementa la concentracion de k-carragenina (Cy.car), €l
sistema se aleja de una solucion diluida hacia un sistema biopolimérico mas concentrado
(C* < Cyecar < C**) y la incompatibilidad termodindmica entre el WPI y la k-carragenina
del sistema aumenta. En las mezclas ocurren algunas reacciones de competencia al mismo
tiempo: 1) gelificacion de WPI (cambio en el tamafio de los agregados), i1) incremento en la
asociacion k-carragenina-K-carragenina y iii) separacion de fases segregativa inducida por
la incompatibilidad termodinamica. Sin embargo, el calentamiento a pH neutro provoca que
la B-lactoglobulina desnaturalizada exponga los grupos positivos de los aminoacidos, los
cuales se vuelven disponibles para su interaccion con k-carragenina y podrian permitir la

formacion de complejos (de la Fuente et al., 2004).
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5. HIPOTESIS

En la Introduccion se han resaltado las propiedades de los compuestos
macromoleculares. Se discutieron los diferentes comportamientos de las mezclas proteina-
polisacarido. Se hizo notar que la k-carragenina en presencia de sodio no forma estructuras
ordenadas de dimeros helicoidales, sino que permanece como hebra y se han puesto de
manifiesto las propiedades espesantes del almidon. Con base en esto, la hipdtesis de esta
tesis es la siguiente:

Las propiedades viscoelasticas de las mezclas de almidon de maiz ceroso modificado
quimicamente-proteinas séricas lacteas-k-carragenina, dependeran de la morfologia y
arquitectura resultantes del tratamiento a 90°C, de tal manera que mientras mayor sea la
concentracion de k-carragenina, mayor sera el predominio del caracter elastico sobre el
viscoso y menor sera la asociacion fisica entre los granulos hinchados de almidon y las
proteinas séricas lacteas desnaturalizadas con respecto a la k-carragenina. Lo anterior
significa que dependiendo de las proporciones de las mezclas, podran generarse diferentes
morfologias y arquitecturas y comportamientos reologicos, como resultado de diferentes
formas de interaccion fisica entre los componentes.

Cabe mencionar que la fraccién volumen de los granulos hinchados de almidon, tendra
su aportacion en el comportamiento reologico de las mezclas, reforzando la estructura de
red formada por la fase continua, que estd constituida por la k-carragenina y por el aislado

de proteina de suero.
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6. OBJETIVOS

6.1 Principal

Determinar el comportamiento viscoelastico de mezclas de almidéon de maiz ceroso
modificado quimicamente, proteinas aisladas de suero lacteo y k-carragenina, por medio
del examen de su comportamiento reologico y relacionarlo con su morfologia y arquitectura

asociada al tratamiento a 90 °C.

6.2 Particulares

% Determinar, por medio de pruebas de cizalla oscilatoria, el comportamiento
viscoelastico de las pastas de almidéon de maiz ceroso reticulado quimicamente
(CH10), de los sistemas acuosos de aislados de proteina de suero (WPI) y de las
mezclas preparadas con diferentes concentraciones de k-carragenina (kC), almidon
y WPI, para conocer el espectro de comportamiento reologico de suspensiones
diluidas, semidiluidas y concentradas que se obtienen a 90 °C.

¢ Determinar por medio de pruebas reoldgicas si la presencia de la k-carragenina
modifica la temperatura de gel de las proteinas y en las mezclas proteina-almidon

¢ Determinar, por medio de difraccion laser, el tamafo y distribucion de tamafios de
los granulos de almidon de las pastas, y de los granulos de almidon en las mezclas
preparadas a diferentes concentraciones de almidon, para conocer el espectro de
estado fisico de las suspensiones diluidas, semidiluidas y concentradas que se
obtienen a 90°C.

% Examinar por medio de microscopia, la morfologia de los granulos de almidon de
las pastas, asi como la morfologia y arquitectura de las mezclas de almidon y WPI
preparadas a 90 °C y diferentes concentraciones de almidon, WPI y k-carragenina,
para conocer el efecto a 90 °C y correlacionarlo con el comportamiento
viscoelastico.

* Examinar por medio de microcalorimetria diferencial de barrido, las temperaturas
de transicion de gelatinizacion del almidon, de desnaturalizacion de la proteina, de
la fusion y gelificacion de la k-carragenina, asi como el comportamiento de cada

uno de los elementos en la mezcla ternaria.
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7. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

7.1 Diagrama general

El diagrama general de la investigacion realizada se presenta en la Figura 28,

Posteriormente se describen los materiales y métodos empleados.

Figura 28. Metodologia Experimental de la investigacion
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7.2 Materiales

Los materiales incluyeron aislado de proteina de suero lacteo, WPI por sus siglas en
inglés, (Nutrical, Lactoprot, México), almidon de maiz ceroso modificado quimicamente
con acido adipico y estabilizado con acetato, Clearam CH10® (Roquete Freres, Lestrem
Francia) y k-carragenina (KC) grado alimenticio (Degusa Texturant Systems, Baupte,
Francia), extraida de Euchema cottoni. El contenido de iones fue determinado por
absorcion atomica. La composicion del WPI y la k-carragenina se muestra en la tabla 6 y 7,

respectivamente.

Tabla 6. Contenido de iones del aislado de proteina de suero lacteo.

K" Na" Ca®® Mg’

Concentracion (mg/kg) 3868  749.2 2328 474.1

Tabla 7. Contenido de iones de la x-carragenina.

K’ Na'

Concentracion (mg/kg) 64423 15807

Como fluorocromos se emplearon isotiocianato de fluoresceina (FITC por sus siglas en
inglés) para el almidon. Para el WPI se empleo6 el acido 8-anilin-naftalensulfonico (ANSA)
y el isotiocianato de rodamina B (RITC por sus siglas en inglés) para la k-carragenina. El
dimetilsulfoxido (DMSO), la azida de sodio (NaN3), el dibutiltin dilaureato (DBTDL), la
piridina, el cloruro de sodio (NaCl) y la dextrana azul (M, = 2 x 106, Sigma D5751-5QG),
fueron grado analitico. El disolvente fue agua desionizada a menos que se indique lo
contrario. Los fluorocromos empleados asi como el DMSO, el DBTDL y la azida de sodio

pertenecen a la marca Sigma-Aldrich, México.
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7.3 Métodos

Figura 29. Esquema de la preparacion de geles.

7.3.1 Preparacion de las pastas y geles de k-carragenina-CH10-WPI

Se peso la cantidad de polvo de WPI y se disolvié en una disolucion de cloruro de sodio
100 mM a temperatura ambiente (20 °C) con agitacion magnética a 560 rpm por dos horas.
Posteriormente, se ajust6é el pH a 7 con NaOH 0.1M y se mantuvo la disolucion a 4 °C
durante toda la noche. Para preparar las diferentes mezclas, la disolucion de WPI se
atempero a 25 °C en un tanque enchaquetado, conectado a un bafio programable con
circulacién externa de agua (Polystat, Cole Parmer, EUA). Una vez alcanzada dicha
temperatura, se afiadid poco a poco la cantidad necesaria de polvo de almidén y de «-
carragenina. Se dispersd con agitacion magnética a 260 rpm para prevenir la sedimentacion
del almidén y la agregacion de la k-carragenina. Se calentd desde 25 °C hasta 90 °C, a una
tasa de 1.5 °C /min. Cuando se alcanz6 una temperatura de 60 °C, se detuvo la agitacion y

se vaciaron 50 mL de la mezcla en dos moldes de aluminio de 10 c¢m de altura, con
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diametro interno de 2.5 cm. Los moldes se colocaron en el bafio, se llevaron a 90 °C, se
mantuvieron a esa temperatura 10 minutos y se enfriaron hasta 25 °C, con la misma tasa
que durante el calentamiento. Este mismo procedimiento se aplicO a las muestras
individuales y a las mezclas de dos componentes en las concentraciones siguientes: CH10;
1.0, 2.0, 3.0 y 4.0%, WPI; 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 3.5 y 3.9% y x-carragenina; 0.25, 0.5, 0.75 y
1.0%. El contenido de humedad en CH10 fue de 9.2%, para la «C fue de 5.20% y para el
WPI 5.50%.

7.4 Mediciones

7.4.1 Hinchamiento, solubilidad y fraccion volumen

Estas determinaciones se realizan con el fin de obtener la fraccion volumen que ocupan
los granulos de almidon hinchados y describir el estado fisico de las pastas. El
hinchamiento y la solubilidad terminales, es decir, al final de la coccidn, se determinaron de
acuerdo con el procedimiento descrito por Tecante & Doublier (1999). La pasta se diluy6
con agua caliente (60 °C), tomando una alicuota necesaria para obtener una concentracion
final de 0.5% de almidon. La dilucién se enfrio rapidamente a 25 °C y se centrifugaron 8
mL de ésta a 700g durante 15 min (Mohammed et al., 1998) en una centrifuga de
laboratorio (Hermle Z200A, Labnet, Germany). Los restantes 8 mL se secaron en una
estufa durante 24 h a 100 °C para obtener la masa de almidén seco. La solubilidad, [S],
referida a la masa de almidon seco, se calculd a partir de la concentracion de almidén
soluble en el volumen total de sobrenadante, determinada por el método de fenol-sulfurico
(Tollier & Robin, 1979), el cual cuantifica la cantidad de azicares totales. El hinchamiento
del granulo, H, se calculo a partir de la masa de residuo de la centrifugacion y la masa de
almidon seco. Se calculod la fraccion volumen, @, usando la relacion @ = [1-(S/100)]cH,
donde c es la concentracion inicial de almidon (Ellis et al., 1989).

Se emple6 también el método dextrana azul (Ellis et al., 1989) para determinar el
hinchamiento como se decribe a continuacion. Una porcion de 75 g de una dispersion de
almidén cocido de concentracion conocida, se mezcld con 25 g de una solucion 0.1% de
dextrana azul (My,= 2 x 10°) en un matraz de boca ancha. La mezcla se agit6 varias veces y
se tomaron alicuotas de 10 g para separar los granulos a 1000g por 5 minutos en una

centrifuga de laboratorio (Hermle Z200A, Labnet, Germany). El sobrenadante fue separado
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y se ley6 su absorbancia a 620 nm en un espectrofotdémetro (Genesys 10 UV, Thermo
Electron Corporation, E.U.A.). Previamente se obtuvo una curva de calibracion estandar,
preparada con dextrana azul, con ocho concentraciones diferentes (Cg,), €n un intervalo de
0.01 a 0.1% (m/v). Resultando la siguiente ecuacién de regresion (r* = 0.989) de dicha

curva:

C, =—4x10*+0.117A
(8)

donde A es la absorbancia (Unidades de Absorbancia). Todas las mediciones se hicieron
por triplicado.

El hinchamiento (g de residuo humedo /g de residuo seco) se calculé como:

_m, +my

my (9)

H

donde my es el peso de los granulos secos (g), my es el peso del agua absorbida por los

granulos de almidon (g) calculado como:

m —m —m (01]
b t da Cda (10)

donde my es el peso total de agua (agua en la dispersion de almidon + agua en la solucion de
dextrana azul) (g), mg, es el peso de la solucion 0.1% de dextrana azul (g), Cq, es la
concentracion (%) de dextrana azul en el sobrenadante. El producto myq (0.1/Cq4,) toma en

cuenta el agua intersticial entre los granulos de almidon.

7.4.2 Distribucion de tamafios de particula

La distribucion de tamanios de particula se determind por quintuplicado a temperatura
ambiente (25 °C) en un equipo de difraccion de rayo laser (Malvern Master SizerS 2000,
Malvern Instruments, Ltd) provisto de una unidad de dispersion (Hydro 2000 MU). Una
vez preparada la pasta y enfriada a 60 °C, la suspension de almidon, se dispersé en agua
desionizada caliente (60 °C), haciendo una diluciéon 1 en 10. Se enfrié rapidamente a
temperatura ambiente a fin de evitar la posibilidad de un hinchamiento subsecuente de
almidon. Posteriormente, 10 mL de la dilucion 1 en 10 se dispersaron en 800 mL de agua
desionizada en el modulo Hydro 2000 MU, para obtener una concentraciéon final de
almidén del orden de 5 x 10°%. Los resultados se expresan como el didmetro mediano
D[v,0.5]. Este didmetro es la medida a la cual el 50% de las particulas en volumen son
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pequefias y 50% son grandes. La difraccion laser requiere la media de los indices de
refraccion. El indice de refraccion del almidon y de la fase liquida fue 1.5295 y 1.3300,

respectivamente (Tecante & Doublier, 1999)

7.4.3 Microcalorimetria de barrido diferencial (uDSC)

Se utilizé un microcalorimetro de barrido diferencial (DSC7 Evo, Setaram, France) con
celdas de Hastelloy C276. En una celda (didmetro interno 6.4 mm, altura 19.5 mm) se
coloco una masa de agua igual a la de la muestra (838 mg), la cual fue utilizada como
referencia. Las celdas de referencia y la de la muestra se cerraron con una tapa roscada. La
temperatura de gelatinizacion del almidon, de desnaturalizacion de la proteina y de la
fusion-gelificacion de la k-carragenina, fue determinada como una transicion endotérmica
con respecto a la linea base. La intencidon de realizar experimentos de calorimetria para
estas tres mezclas, fue la de relacionar los resultados obtenidos con las pruebas reologicas.
Asimismo, se analizaron los resultados con base en el diagrama de transicion de fases para

la k-carragenina, cuando se anade cloruro de sodio.

7.5 Microscopia

7.5.1 Microscopia de luz transmitida y polarizada

Una vez obtenidas las pastas de almidon a 25 °C, se diluyeron en una proporcion 1 en
10. Para ello se coloco una gota de la dilucion sobre un portaobjetos. Se adiciond una gota
de lugol (Sigma Chemicals, México) y se coloco un cubre objetos. Los granulos de almidon
se observaron por medio de una camara de alta resolucion acoplada a un microscopio
Olympus BX (Japon), con los objetivos 10 y 40x. La captura de imagenes se realiz6 con el
programa Image-Pro Plus Ver.1.00 (Media Cybernetics, L.P.). Las imagenes de luz
polarizada se obtuvieron por observacion directa de los granulos nativos sin cocer, usando

un filtro de luz polarizada (BX45-PO).

7.5.2 Microscopia confocal de barrido laser

La x-carragenina se marco de manera covalente con RITC, siguiendo el procedimiento

descrito por Nunez et al. (2011). Un gramo de «C fue disuelto en 50 mL de DMSO con
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agitacion magnética a temperatura ambiente por 15 min. Posteriormente, se afiadio 1.5 mL
de piridina, 0.06 g de RITC y 50 pL de DBTL. La mezcla fue calentada con agitacion
magnética por 2 horas a 40 °C. Después de este tiempo, la kC marcada fue precipitada con
etanol (95%), filtrada a través de una membrana porosa (40 a 60 pm) (Millipore, USA) y
deshidratada con etanol absoluto y acetona para remover el marcador libre y finalmente,
secada en un horno (Barnsted, Lab-line, USA) a 30 °C por 24 horas. La kC seca y marcada
fue disuelta en agua a 80 °C por 15 min, dializada (Spectra/Por 28.6 mm, Spectrum Medical
Industries, Inc. USA) contra agua desionizada con 0.02% de azida de sodio para prevenir el
crecimiento microbiano, liofilizada y almacenada a 4 °C. El fluorocromo fue excitado a 568
nm y la emision observada a 580-600 nm.

El WPI fue marcado de manera no covalente como sigue; 0.02 de ANSA fue disuelto en
100 mL de agua y agitado por 5 min. Un volumen de 50 pL de esta mezcla fue afiadido a
100 mL de la solucion de WPI. El ANSA fue excitado utilizando un laser UV a 364 nm y
su emision fue observada a 450 nm. El CH10 también fue marcado de manera no-covalente
con FITC; 0.02 g de fluorocromo fue disuelto en 10 mL de una solucion 50/50
(DMSO/H;0). Un volumen de 50 pL de FITC fue excitado a 488 nm, su emision fue
observada a 565 nm. Cuando las mezclas alcanzaron 90 °C, una muestra de 50 uL fue
depositada en el portaobjetos, sellada con barniz para ufias y guardada a 4 °C toda la noche.
Las observaciones fueron realizadas en el microscopio confocal Olympus FV1000
(Olympus, Japon), utilizando un laser Argon/Kriptdén y un objetivo de inmersion de aceite

40x.

7.6 Cizalla oscilatoria de baja amplitud

Las pruebas reoldgicas se llevaron a cabo en un redmetro ARES-RFS III (TA
Instruments, E.U.A.) usando placas paralelas estriadas de 25 mm de didmetro y una
separacion de 1.5 a 2 mm. Las mezclas almidon-WPI 1.0 + 0.5 y 1.0 + 1.0% fueron
examinadas en placas paralelas de 50 mm de diametro, con una separacion de 1 mm. Los
geles a temperatura ambiente fueron cortados en discos (25 mm de didmetro y 2 mm de
espesor) y colocados en la placa inferior del reémetro. La placa superior fue colocada sobre
la muestra y el exceso de muestra fue cortado. El borde de la geometria fue cubierto con

aceite de parafina para minimizar las pérdidas de humedad durante el experimento. Las
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pruebas realizadas fueron: a) Barrido de deformacion a 25 °C, iniciando desde 0.1 a 100%
con una frecuencia de 6.28 rad/s para determinar la region de viscoelasticidad lineal. B)
Barridos de frecuencia se realizaron a una deformacion constante de 1%. El intervalo de
frecuencia fue de 0.01 a 100 rad/s. Los resultados son expresados por medio del modulo de
almacenamiento (G’) y el modulo de pérdida (G”). Adicionalmente, la fuerza de los geles
fue interpretada en términos de la tan 6. En general, geles con tan 6 > 0.1 fueron
considerados como geles poco rigidos, mientras que los geles con tan & < 0.1 fueron rigidos
(Shim & Mulvaney, 2001). C) Barridos de Temperatura a una frecuencia angular de 6.28
rad/s como sigue: (1) Incremento de la temperatura a una velocidad de 1.5 °C/min de 25 a
90 °C a 50% de deformacion; (2) Diez minutos a 90 °C a 30% de deformacion; (3)
enfriamiento a la misma temperatura de calentamiento de 90 °C a 5 °C a 20% de
deformacién; (4) Diez minutos a 5 °C a 5% de deformacion. Se aplicaron diferentes
deformaciones verificando que las mediciones se llevaran a cabo dentro de la zona de

viscoelasticidad lineal.

7.7 Observacion de la separacion de fases

Las mezclas WPI- xC fueron centrifugadas para identificar las concentraciones en las
cuales existe la separacion de fases. Las soluciones de ambos componentes fueron
mezcladas a diferentes concentraciones a pH 7.0 y agitadas a temperatura ambiente en
tubos de centrifuga con tapa. Los tubos fueron sometidos al tratamiento térmico descrito
previamente y manteniendo a 90 °C por 10 minutos sin agitacion. Posteriormente los tubos
se colocaron en la centrifuga (Hermle Z200A, Labnet, Germany) a 5000 rpm por 30

minutos.

7.8 Analisis estadistico

El disefio experimental permite optimizar la influencia de varios parametros de
operacion minimizando el nimero de experimentos por parametro de salida, el cual es la
respuesta al disefio experimental. Se utilizo el programa Statgraphics Centurion (Version
XV para Windows) para reunir los datos en tres variables independientes y varios niveles

de combinaciones variables, para el CH10 se utilizaron cinco niveles (0.0, 1.0, 2.0, 3.0 y
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4.0%), para el WPI se utilizaron siete niveles (0.0, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 3.5 y 3.9%) y para la
k-C se utilizaron 5 niveles (0.0, 0.25, 0.50, 0.75 y 1.0%).
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Componentes individuales

8.1.1 Hinchamiento y solubilidad del almidon

La Tabla 8 muestra el hinchamiento (H) obtenido por el método de Ellis (1989) y la
solubilidad (S) del CH10 en las pastas cocidas por el método fenol-sulfurico. La solubilidad
es menor de 3.0% debido a la baja cantidad de amilosa que hay en este almidén. No se
encontraron diferencias significativas (p > 0.05) en la solubilidad para las diferentes
concentraciones de almidon. De igual manera, el hinchamiento disminuyé al aumentar la

concentracion.

Tabla 8. Solubilidad e hinchamiento del CH10 cocido a 90 °C.

Almidon (%) Solubilidad (%) Hinchamiento (g/g)

1.0 2.60 =£0.100 46.0 £1.93
2.0 242 +£0.120 364 £1.25
3.0 2.16 £0.084 347 £3.72
4.0 2.47 £0.068 30.7 £1.09

8.1.2 Tamaiio y distribucion de tamafios de los granulos de almidon

La Figura 30 muestra la distribucion de tamafnos de los granulos de pastas con diferentes
concentraciones de CH10. La distribucion de tamafios es muy similar para las diferentes
concentraciones de almidon. La Tabla 9 muestra el didmetro mediano y el poder de
hinchamiento de los granulos de CH10 cocidos a 90 °C. El poder de hinchamiento (PH) se
define como (Dmax/Di)3 (Ziegler et al., 1993), donde Dyux es el didmetro maximo de los
granulos cocidos y Dj es el didmetro inicial de los granulos de almidon nativo. Se usé el
didmetro mediano D[v,0.5], cuyo valor indica que 50% del volumen de la poblacion es

mayor v 50% es menor de dicho diametro. La relacion de didmetros se expresd como
yor 'y
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(D/D,)*, donde D, es el didmetro mediano del almidén nativo sin cocer y D es el didmetro

mediano en el almidon cocido (Tecante & Doublier, 1999; Nayouf, 2003). De manera

similar, se calculd el poder de hinchamiento con el método de azul dextrana (PHap), con el

procedimiento descrito previamente.

Volumen (%)

102

Tamanio de particula (um)

Figura 30. Distribucion de tamanos de los granulos de almidon cocido a 90 °C para diferentes concentraciones
(%) de CH10: 1.0 (linea continua), 2.0 (linea discontinua), 3.0 (linea discontinua con puntos) y 4.0 (linea de

segmentos largos).

Tabla 9. Didmetro mediano D[v,0.5] y poder de hinchamiento de CH10 cocido a 90 °C.

CHI10 (%)  D[v,0.5] (um) PH (D/D,)’ PHap
1.0 433+0.151 233+0.177 22.8+4.07
2.0 403+0.176  18.8+0.184  20.2+3.89
3.0 402+0.035 18.6+0.007 22.6+1.16
4.0 40.4+0.098 18.9+0.056 20.5+0.026

Nayouf et al. (2003) reportaron D[v,0.5] = 43.2 um, (D/D,)’ = 15.7 y H = 23 g/g para
4% de CH10 cocido a 90 °C. Por otro lado, Tecante & Doublier (1999) reportaron una

solubilidad en el intervalo de 1.1 a 2.0% mientras que el hinchamiento fue de 25.9 + 0.82,

273 4+0.76 y 29.3 + 1.90 g/g para 2.0, 3.0 y 4.0% de CH10, respectivamente. Asimismo, el
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poder de hinchamiento reportado por Tecante & Doublier (1999) fue de 10.9, 20.1 y 17.1
para 2.0, 3.0 y 4.0%, respectivamente.

El método empleado por Tecante & Doublier (1999) en la determinacion de H,
considera que los granulos hinchados ocupan todo el espacio disponible, desplazando al
agua que esta en el espacio intergranular. La temperatura de coccion afecta el hinchamiento
de los granulos de almidon. Cuando esa temperatura es superior a la temperatura de
gelatinizacion, el PHap de los almidones de maiz ceroso modificados quimicamente es de
16.7 y 20.7, para 90 y 130 °C, respectivamente (Nayouf et al., 2003). Sin embargo, para
temperaturas de coccion superiores a 120 °C, los granulos tienen una mayor fragilidad al
tratamiento mecéanico que a 90 °C. Los almidones de maiz ceroso no modificado (Li &
Yeh, 2001) muestran un aumento en el PH para T < T o (PH = 30), mientras que para T >
Tgclat, €l PH disminuye debido a la fragilidad de los granulos y su posterior rompimiento.
Almidones normales de avena cocidos a 80 °C muestran un PH = 9.0 (Tester & Karkalas,
1996), mientras que el almidon de maiz con alto contenido de amilosa cocido a la misma
temperatura, tiene un PH =10. Lo anterior demuestra que el PH depende de diversos
factores, pero principalmente de la resistencia al tratamiento térmico-mecéanico que los

granulos puedan tener durante su coccion.

8.1.3 Fraccion volumen

Con la solubilidad y el PH se calcul6 la fraccion volumen, ¢, ocupada por los granulos
hinchados (Bagley & Christianson, 1982; Doublier, 1981). Para ello se usoé la relacion ¢ =
(1-S/100)CH, en la cual C es la concentracion de almidén y H el hinchamiento. Este ultimo
fue reemplazado por el PH obtenido por la relacion de didmetros. Este cambio se hizo
considerando que bajo las condiciones actuales de coccion, ambos valores fueron muy
similares y puede servir de base para utilizar el PH en el calculo de ¢ en las mezclas
almidoén-hidrocoloide. La Figura 31 muestra la relacion entre ¢ y la concentracion de
almidén; la recta de regresion es ¢ = 17.078C + 4.1534 (r* = 0.9952). El intervalo de
concentraciones empleadas permitié tener sistemas con ¢ < 1.0. Lo anterior significa que en
todos los casos, existid un excedente de la fase continua y que los granulos de almidon

tuvieron suficiente disolvente para hidratarse completamente durante su coccion.
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Figura 31. Fraccion volumen de pastas de almidon cocido a 90 °C para diferentes concentraciones de almidon.

8.1.4 Microcalorimetria de barrido diferencial

La Figura 32 muestra el termograma para 1.0% de CH10. Las temperaturas durante la
gelatinizacion fueron: Tini = 59.4 °C, Timax = Tgelat = 64.7 °C y Thipa = 72.7 °C con AH = 1.25
(J/g muestra). Es importante aclarar que Tini, Tfina1 Y por tanto AH, dependen del criterio que
se emplee para localizar el inicio de la gelatinizacion en el termograma. Tin ¥ Tfinal
necesarias para calcular la entalpia, se determinaron utilizando como criterio la primera
derivada de la sefial. Esta primera derivada fue localizada analizando los datos en el
software del calorimetro. T, es la temperatura de transicion vitrea y Tl €5 la temperatura

de gelatinizacion, la cual es aquella a la cual se obtiene el valor maximo de flujo de calor

(Tmax en la Figura 32)
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Figura 32. Termograma de gelatinizacion de 1.0% de CH10. La temperatura de gelatinizacion (Tgelat) es de
64.7 °C.

8.1.5 Efecto del ion sodio sobre la temperatura de gelatinizacion del almidén

La Figura 33 y la Tabla 10 muestran el efecto de la adicion de NaCl sobre la
gelatinizacion de CH10. No se estudiaron diferentes concentraciones de NaCl debido a que
solamente se us6 una concentracion de 100 mM de ésta sal para preparar las mezclas de los
componentes macromoleculares. Para esta concentracion de NaCl, Tipi = 61.0 °C, Tgelat =
68.3 °C y AH = 0.18 J/g muestra. El pico es mucho menor que para el CH10 sin NaCl. La
adicion de ésta sal aument6 3.6 °C la temperatura de gelatinizacion (Tysx) y redujo casi
siete veces la entalpia. Lii et al. (2002) estudiaron la influencia de la presencia de sales
durante la gelatinizacion de almidones, a través de microscopia de luz polarizada,
difraccion de rayos X y resonancia magnética nuclear y concluyeron que inicamente el ion
litio retarda el hinchamiento, debido a que penetra en los granulos. Sin embargo, los

resultados mostrados aqui coinciden con los reportados por Chiotelli et al. (2002) donde se
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estudio el efecto del cloruro de sodio sobre la gelatinizacion del almidon por técnicas de
calorimetria de barrido diferencial, andlisis térmico y resonancia magnética nuclear en dos
tipos de almidon: almidon de trigo y almidon de papa. En este trabajo se reporta que con la
adicion de NaCl, la entalpia disminuye y la endoterma de gelatinizacion ocurre a
temperaturas mayores. Este ultimo hecho ocurre probablemente debido a que el cloruro de
sodio disminuye el agua disponible para el hinchamiento del granulo ya que el agua se
encuentra solvatando los iones Na™ y CI, provocando la migraciéon del agua hacia el
interior del granulo, retrasando la perdida de orden molecular y posteriormente, una
desestabilizacion de las regiones ordenadas del almidon en presencia de NaCl. El cloruro de
sodio impide las interacciones polimero-polimero, favoreciendo la relacion polimero-agua

lo que resulta en una menor entalpia para las regiones ordenadas que se funden (Chiotelli,

2002).

Tabla 10. Temperaturas de transicion y entalpia (J/g muestra) de las mezclas CH10.

Concentracion Tini (°C)  Tmax(°C) T (°C)  AH (J/g)
1.0% CH10 59.4 64.7 72.7 1.246
1.0% CH10 + 100 mM NacCl 61 68.3 74.4 0.18

@1 mw a)
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Figura 33. Efecto de la adicion de ion sodio sobre la gelatinizacion de CH10. a) 1.0% de almidon, b) 1.0% en
una solucién 100 mM de NaCl.
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8.1.6 Comportamiento viscoelastico

La Figura 34 muestra los barridos de frecuencia en la zona de viscoelasticidad lineal.
Estos se aplicaron en las pastas con 3.0 y 4.0% de CH10, que corresponden a una fraccion
volumen de 0.57 y 0.74, respectivamente, es notorio que en los perfiles predomin6 el
caracter elastico, con un comportamiento tipo sélido (Ferry, 1980; Giboreau et al., 1994).
En estas pastas G’ > G” y ambos modulos mostraron poca dependencia con la frecuencia

(G’ «a o™, ¥ =0.93; G’ o o™ *=0.94sobre todo el intervalo de frecuencias. Sin

embargo, los valores de la tan & (Figura 35) no fueron caracteristicos de un gel (< 0.01).
Dado que el sistema se encuentra compuesto por particulas en suspension, i.e. granulos de
almidon hinchados, con una baja solubilidad (< 2.0%), los espectros mecanicos
corresponden a pastas lo suficientemente concentradas para presentar propiedades

viscoelasticas (Sosa Herrera, 2002).
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Figura 34. Variacion con la frecuencia del modulo de almacenamiento (simbolos negros) y el modulo de
pérdida (simbolos blancos) para diferentes concentraciones (%) de CH10: 1.0 (circulos), 2.0 (triangulos), 3.0
(cuadrados) y 4.0 (diamantes). La deformacion aplicada para 1.0 y 2.0% de CH10 fue de 50%, mientras que
para 3.0 y 4.0% de CH10 fue del 1.0%
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Figura 35. Tangente de delta en funcion de la frecuencia para diferentes concentraciones (%) de CH10: 1.0
(circulos negros), 2.0 (circulos blancos), 3.0 (tridangulo negro invertido) y 4.0 (triangulo blanco).

Las pastas con 1.0 y 2.0% de CHI10 presentaron el comportamiento clasico de un
material viscoelastico, con los modulos G’ y G” dependientes de la frecuencia. La pasta con
1.0% mostré un comportamiento caracteristico de una suspension diluida. Los mddulos son
notablemente  dependientes de la frecuencia (G o o', r*=098; G «
®”*, 1 = 0.76 sobre todo el intervalo de frecuencia. Con lo anterior, se concluye que con
1.0% de CHI10 a 25 °C, la fase continua domina el comportamiento viscoelastico de la
pasta, dandole un caracter mas liquido. Como se observa en la Figura 35, G’ muestra un
comportamiento caracteristico de una suspension concentrada, con los modulos
dependientes de la frecuencia (G’ « 0)0‘81, r2=0.95; G” ao 0)0‘76, r2=0.99) sobre todo el
intervalo aplicado. En pastas con 3.0 y 4.0% de CHI10, los granulos hinchados que son
deformables y eldsticos, interactian generando un comportamiento tipo solido o gel,
mientras que en las pastas con 1.0 y 2.0% de CHIO0, la interacciéon entre los granulos es
menos dominante. Estos comportamientos se pueden explicar con base en la fraccion
volumen de los granulos hinchados. En las pastas con 3.0 y 4.0% (¢ > 0.4), el caracter
elastico se debe a los granulos de almidon hinchados (Acquarone & Rao, 2003), es decir, la
fase dispersa domina el comportamiento viscoeldstico. Nayouf (2003), reportdé un

comportamiento viscoeldstico similar en CH10 cocido a 90 °C y observado a 17.5 °C. En
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las pastas con ¢ < 0.4, su caracter liquido se debe a la fase continua. Esto permite establecer
que ¢ = 0.4 es la fraccion volumen critica. Mas alla de este valor, las pastas de almidon

exhiben el comportamiento de suspensiones de particulas hinchadas.

8.1.7 Microestructura

8.1.7.1 Luz transmitida y luz polarizada

La Figura 36a y 36b muestran las imagenes en luz trasmitida y bajo luz polarizada de los
granulos de CH10 sin cocer. Los granulos nativos (Figura 36a) son pequefios, compactos y
de forma esférica homogénea que no forman agregados. La luz polarizada (Figura 36b)
permitid observar los “puntos blancos” debido a la birrefringencia de los granulos de
almidon ceroso donde deberia observarse la cruz de malta, la cual no se observa
claramente. En la Figura 36¢ se muestran los granulos de almidon cocido. Estos granulos
crecieron en forma radial y mantuvieron una forma esferoidal con una superficie rugosa sin
desintegrarse. El almidon cocido no produce imagen bajo luz polarizada, porque durante la
gelatinizacion se pierde el orden cristalino de la amilopectina y por lo tanto la
birrefringencia. El tratamiento térmico y mecénico no rompi6 los granulos. Considerando la
temperatura de coccion empleada en este trabajo, las pastas se clasifican como subcocidas
(Nayouf et al., 2003) y estan constituidas esencialmente por una fase dispersa, formada por
granulos hinchados y una fase continua practicamente libre de amilosa y amilopectina,

debido a su baja solubilidad.
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Figura 36. Almidon nativo observado con luz transmitida, objetivo 40x (a), almidén nativo observado con luz
polarizada, objetivo 40x (b) y almidon cocido tefiido con lugol observado con luz transmitida, objetivo 40x
(c). En todos los casos la barra de escala es de 20 pm.

8.1.7.2 Microscopia confocal de barrido laser

En la Figura 37 se muestran granulos de almidon cocido marcados con FITC. El
fluorocromo fue adicionado antes de gelatinizar el almidon. El FITC no modifico la
distribucién de tamafios de los granulos de almidon, como se aprecia en la Figura 37. El
FITC es un fluorocromo muy afin a los granulos de almidon. La naturaleza de la
interaccion entre el marcador y el almidon aun no ha sido comprendida. En general los
almidones modificados tales como los almidones hidroxipropilados, muestran un
incremento en el hinchamiento atribuido a la reducciéon de interacciones entre las cadenas
de glucano debido al incremento en la hidrofilicidad del almidon por la introduccion del
grupo hidroxipropilo. Adicionalmente, los puentes de hidrogeno inter e intra moleculares

en las cadenas de glucano se interrumpen y de este modo, la estructura granular del almidon
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se debilita y quiza el movimiento libre de las cadenas de glucano en las regiones amorfas se
incrementa (Kaur et al., 2004; Choi & Kerr, 2004). Para el almidon entrecruzado no hay

ruptura de los granulos como se aprecia en la Figura 37.

Figura 37. Imagen de microscopia confocal de barrido laser de granulos de 1.0% de CH10 cocido marcado
con FITC. A = 565 nm, objetivo 60x. La barra de escala es de 20 pm.

A diferencia de otras técnicas de microscopia, la confocal no solamente provee excelente
resolucion entre la seccion de los planos (> 0.1 um en la direccion x e y) sino que también
provee una excelente resolucion entre los planos (= 0.1 um en la direccion z), lo que
permite observar la microestructura de los materiales (van de Velde et al., 2003). Una pila
de secciones seriales Opticas, ofrece la posibilidad de analizar en la computadora cada una
de las proyecciones compuestas o un volumen, proporcionando una representacion en tres
dimensiones del espécimen (Tromp et al., 2001). La Figura 38 muestra que al igual que en
la microscopia de luz transmitida, los granulos de almidon crecen de manera radial en todas
direcciones sin colapsarse o desintegrarse, gracias al entrecruzamiento quimico que los
refuerza (Loisel et al., 2000). También se observa que el marcador no penetré en los

granulos, sino que solamente permanecid en su superficie.

8.1.8 Discusion

El comportamiento viscoelastico de las pastas de almidon depende de su fraccion

volumen. Cuando la concentracion es 1.0% de CHI10, las pastas exhiben un
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comportamiento caracteristico de suspensiones diluidas de particulas deformables; G” es
mayor que G’ y los modulos se cruzan aproximadamente a 2 rad/s. Sin embargo, para 4.0%
de CH10, el comportamiento tipo solido corresponde al de una suspension concentrada en
la cual G’ es mas grande que G” sobre todo el intervalo de frecuencia. La imagen de
confocal muestra los granulos de almidén hinchados para 1.0% de CH10 y confirma que
estan rodeados por una fase acuosa que se ve negra debido a la falta de fluorescencia. Estos
resultados demuestran que las pastas de CH10 son sistemas de dos fases, con particulas
hinchadas rodeadas de una fase continua, en la cual hay una muy baja concentracion de

almidoén disuelto.

8.2 Propiedades de la k—carragenina

8.2.1 Microcalorimetria de barrido diferencial

La Figura 38 muestra el termograma para 0.75% de k—carragenina en 100 mM de NaCl.
Se observa un pico endotérmico durante el calentamiento y un pico exotérmico durante el
enfriamiento. Durante el calentamiento, los puentes de hidrogeno se rompen y los
agregados se deshacen, desintegrando la red que forma el gel. Como consecuencia, este se
funde y se produce una solucién. La temperatura maxima, T, fue tomada como la
temperatura de fusion, T,. Durante el enfriamiento (b en la Figura 38), la transicion de
hebra aleatoria a la formacion del gel es un proceso exotérmico, con una temperatura de
transicion sol-gel o temperatura de gelificacion Tgir, representada por la Trax en la sefial de

DSC.
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Figura 38. Termograma de 1.0% de k—carragenina en presencia de 100 mM de NaCl (1.2 °C/min).
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La diferencia entre T, y T, se conoce como “histéresis térmica”, la cual se asocia con la
agregacion de dobles hélices durante la formacion del gel (Mangione et al., 2003; Nayouf,
2003). Sin embargo, con el ion sodio se sabe que no hay formacion de hélices y por tanto,
tampoco la asociacion de dobles hélices, sino una separacion de fases (Mangione et al.,
2003). Cuando el sistema se aproxima a la separacion de fases durante el barrido de
temperatura, estos autores observaron un incremento en la dispersion de luz y una mayor
turbidez debido a la separacion en regiones de mayor y menor concentracion de
carragenina. En las regiones de alta concentracion, el entrecruzamiento de la k-carragenina
se favorece, e inicia la gelificacion, permitiendo que se formen estructuras localmente mas
compactas, menos interconectadas y macroscopicamente heterogéneas. Por ello Mangione
et al. (2003) sugieren diferentes rutas de ensamblaje polimérico, que podrian ser
responsables de las diferentes propiedades estructurales. Sin embargo, la agregacion
molecular de las cadenas de k-carragenina sin el orden impuesto por la transicion
conformacional, parece ser consistente con un estado mas desordenado y una estructura
compacta, observada en el gel formado en presencia de ion sodio. Los resultados aqui
mostrados muestran que la agregacion ocurre cuando los iones Na' se adicionan a la
K—carragenina, lo que hace que Ty, sea mayor que T, para la misma concentracion de NaCl.
Semenova et al. (1988) usando dispersion de luz y polarimetria, afirmaron que en la etapa
que precede a la formacion de la hélice en soluciones de k—carragenina con ion sodio, hay
regiones con una concentracion local mayor de polimero, es decir; agregados. La
transiciéon conformacional cooperativa toma lugar dentro de los agregados (Gringberg et
al., 1997). De acuerdo a la concentracion efectiva de las formas hebra y hélice, esta
controlada por una conversion dentro del agregado, pero es independiente del sistema. Kara
et al. (2003) han reportado que la histéresis térmica ocurre con o sin la adiciéon de NaCl,
como en el caso de la gelana de bajo acilo, cuyo mecanismo de gelificacion es muy similar
al de la k—carragenina. La histéresis térmica se puede asociar con la existencia de diferentes
niveles de energia entre las hélices empacadas (Milas & Rinaudo, 1996).

La variacion de T, Ty, AHn y AH, en presencia de 100 mM de NaCl durante el
calentamiento y enfriamiento de una solucion 1.0% de k—carragenina, se muestra en la
Tabla 11. Este tipo de polisacaridos exhibe una relacion lineal entre log Cr y

Twm ' (Rinaudo, 2001), donde Cr es la concentracion idnica total (equiv/L) calculada como
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Cs +yC,, donde Cs es la concentracion iénica debida a la sal externa, C, es la
concentracion idnica del polimero (equiv/L) y v es el coeficiente de actividad promedio,

0.72, para la sal de sodio de la k—carragenina (Rochas, 1982).

Tabla 11. Temperatura de fusion, gelatinizacion y entalpia (J/g muestra) para 1.0% de k-carragenina (100 mM NaCl).

Tini (°C)  Timax (°C)* T (°C)  AH (J/g)
Calentamiento 21.369 34.59 40.74 1.097
Enfriamiento 28.38 26.402 21.011 -0.351

®En calentamiento Ty, = Tr y en enfriamiento Ty, = T,

8.2.2 Comportamiento viscoelastico

La Figura 39 muestra el barrido de frecuencia para 0.25, 0.5, 0.75 y 1.0% de
k—carragenina en presencia de 100 mM de NaCl. El comportamiento fue tipico de un gel
(Ferry, 1980; Nishinari, 1997) atn a 0.25%, sin embargo, para esta concentracion de «-
carragenina, los modulos dinamicos muestran cierta dependencia con la frecuencia; G’ a
o' ?=0.94; G’ a o, 1> =0.94. Esto contrasta con los sistemas con 1.0% de -
carragenina, en los cuales G’ o (00'035, = 0.98; G” a 030'24, = 0.86,G’>G”ytand < 1.0
en todo el intervalo de frecuencia (Figura 40). La k—carragenina es un gel cuando Ct > C
(0.1 equiv/l) y T < T, (Nufiez-Santiago et al., 2011), lo cual concuerda con lo observado.
Como se puede observar, la rigidez de los geles se incrementd con la concentracion de
polisacarido y la dependencia con la frecuencia, es menor a concentraciones superiores de
0.25% de x-carragenina. La tangente de delta que se muestra en la Figura 40, muestra el
comportamiento de un gel débil para 0.25% de k-carragenina, a concentraciones mayores,
el comportamiento es de un gel verdadero, mostrando independencia con la frecuencia a
partir de 1 rad/s. Mangione et al. (2005) estudiaron el efecto de los iones sodio y potasio en
la gelificacion de la k-carragenina, determinando la viscosidad por métodos reométricos, la
turbidimetria y dispersion de luz, sugiriendo que la k-carragenina sigue una diferente ruta
de ensamblaje, la cual determina las propiedades caracteristicas de un gel, sin embargo, la

agregacion molecular de las moléculas de k-carragenina sin el orden establecido por la
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transicion conformacional que se observa con potasio, parece ser consistente con una
estructura desordenada y compacta, observada en el gel obtenido en presencia de sodio.
Otro elemento importante de consideracion es la presencia de iones potasio y sodio en la
K-carragenina, ya que existe una proporcion entre ambos iones para saber si el i6n potasio
provoca la formaciéon de dobles hélices. Mangione et al. (2005) expresan que esta
proporcion [K]/[Na'] debe ser igual o mayor a 0.33, utilizando los resultados del analisis
de absorcion atomica y considerando las concentraciones de k-carragenina utilizada, asi
como el ambiente i6nico (100 mM de NaCl), se realiz6 el calculo de esta relacion para las
diferentes concentraciones de k-carragenina usadas, determinando que la relacion es
0.0293, con lo que podemos concluir que el i6n potasio no determina el proceso de la

gelificacion de la k-carragenina.
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Figura 40. Tangente de delta de diferentes concentraciones de k—carragenina (0.25% circulos negros, 0.5%
circulos blancos, 0.75% triangulos blancos, 1% triangulos negros invertidos).

8.2.3 Microestructura

La Figura 41 muestra la imagen confocal de 0.75% de carragenina marcada con RITC en
presencia de 100 mM de NaCl. En general, se forma un medio continuo de k—carragenina
con una distribucion homogénea del fluorocromo. No se observa ningin arreglo
tridimensional tal como sucede al afiadir iones potasio o calcio (Nufiez-Santiago, 2011), tal
como se ha mencionado en el parrafo anterior, la relacion potasio/sodio es de 0.0293, lo
cual sugiere que la cantidad de iones presentes de potasio no son suficientes para obtener
una estructura de red, por lo que el comportamiento esta determinado por el sodio (hebra-
hélice). Cabe mencionar que para las cuatro concentraciones trabajadas, se tiene el
comportamiento reologico de un gel (G™> G™’), sin embargo la imagen de CLSM muestra

un campo visual saturado con espacios intersticiales extremadamente pequenos.
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Figura 41. Imagen de microscopia confocal de barrido laser de 0.75% de k—carragenina marcada con RITC.
A= 580 nm. La barra de escala es de 2 um.

8.2.4 Discusion

La respuesta viscoelastica de la k-carragenina es de la de un gel en todo el intervalo de
concentraciones. Sin embargo, para una concentracion de 1.0% se forma un gel mas fuerte
que para 0.25%. El médulo dindmico del primero es independiente de la frecuencia, con G’
aproximadamente una década logaritmica mayor que G”, mientras que para 0.25%, ambos
modulos mostraron una mayor dependencia con la frecuencia. El gel con 0.25% de
carragenina fue el menos fuerte de la serie. La imagen en confocal muestra un medio
continuo en rojo, libre de zonas oscuras no fluorescentes. Por lo tanto, podemos concluir
que en presencia de iones sodio externos, la k-carragenina forma geles cuya rigidez

depende de la concentracion del polisacéarido.

8.3 Aislado de proteina de suero licteo

8.3.1 Microcalorimetria de barrido diferencial

La Figura 42 muestra el termograma para una solucion con 3.0% de WPI en 100 mM de
NaCl. La endoterma cuya Ty s 75.5 °C (Tabla 12) es atribuida a la desnaturalizacion de
las proteinas del suero lacteo, constituidas en su mayoria por la P-lactoglobulina. La
entalpia de la desnaturalizacién es 0.313 J/g de muestra. El despliegue de las proteinas

globulares durante la desnaturalizacion térmica, es un proceso en el que se absorbe energia
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para romper los enlaces intramoleculares no covalentes y en algunos casos disulfuro, y esto
explica el pico endotérmico. Sin embargo, la desnaturalizacion de proteinas globulares no
es suficiente para causar la gelificacion. Para ello las moléculas individuales deben
asociarse para formar una red continua (Clark & Lee-Tuffnell, 1986). De acuerdo a lo
sefalado por Fitzsimons et al. (2007), a pH neutro y en ausencia de sal externa, la
agregacion se ve inhibida debido a las repulsiones electrostaticas entre los globulos
desnaturalizados. Una manera de promover la agregacion y la gelificacion es reduciendo la
carga sobre las moléculas de proteina, disminuyendo el pH hacia el punto isoeléctrico. Sin
embargo, también se puede promover por adicion de sal para apantallar las cargas de las
repulsiones intermoleculares, procedimiento que se usd en este trabajo. Un pico de
gelificacion deberia aparecer como un pico exotérmico aproximadamente en 87 °C
(Fitzsimons et al., 2007), pero que en nuestro caso se observa a 75.5 °C. Cabe aclarar que
no se llevd a cabo un estudio calorimétrico con cada concentracion de WPI, ya que la
técnica fue utilizada con el objetivo de confirmar que ocurria la desnaturalizacion de la
proteina en el intervalo de temperaturas en el que se desarrollo el presente estudio, por eso

no se dan mas conclusiones sobre el mismo.

Tabla 12.Temperaturas de transicion y entalpia (J/ g muestra) de las mezclas WPI (100 mM NaCl).

Concentracion (%)  Tini(°C)  Tmax(°C) T (°C)  AH (J/g)
3.0 62.794 75.565 83.945 0.313

132



0.1 mwW

endo

Flujo de calor (mW)

Tdesnaturalizacion

30 40 50 60 70 80 90 100 110
Temperatura (° C)

Figura 42. Termograma para 3.0% de WPL Tasa de calentamiento 1.2 °C/min.

8.3.2 Comportamiento viscoelastico

La Figura 43 muestra el barrido de frecuencia para 0.5, 1.0, 2.0 y 3.0% (a) y 3.5 y 3.9%
de WPI (b). El barrido de frecuencia para concentraciones de WPI inferiores a 3.5%,
presenta el comportamiento de una suspension de agregados, en la que los moddulos
dindmicos aumentan conforme aumenta la cantidad de proteina, debido a la mayor cantidad
de agregados que se forman con el calentamiento. En todos los casos G” > G’, con un cruce
de mddulos en aproximadamente 0.5 rad/s y con G’ o 030'64, = 097;G” coo'69, =0.99
entre 1 a 10 rad/s. Para 3.5 y 3.9%, el comportamiento es tipico de un gel (Ferry, 1980;
Nishinari, 1997), con ambos modulos poco dependientes de la frecuencia. Por ejemplo,
para 3.9%, G’ >G”, tan 6 << 1.0, G’ a 0)0'092, =0.99 yG” a (00.051’ = 0.87,entre 0.1 a

100 rad/s. La rigidez del gel se increment6 con la concentracion de WPI.
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Figura 43. Espectro mecanico para diferentes concentraciones (%) de WPI. a) 0.5 (circulos), 1.0 (triangulos),
2.0 (cuadrados) y 3.0 (diamantes). b) 3.5 (circulos), 3.9 (triangulos). G’ (simbolos negros) y G” (simbolos
blancos). La deformacion aplicada fue del 50% para 0.5, 1.0, 2.0 y 3.0% de WPI, para 3.5% de WPI fue del
5.0% y para el 3.9% de WPI fue del 1.0%

8.3.3 Microestructura

La Figura 44 muestra la imagen confocal de 2.0% de WPI, marcada con ANSA, después
del tratamiento térmico. Se aprecia un conjunto de agregados que fluorescen en azul con el
disolvente obscuro por ausencia de fluorescencia. Estos agregados estan entonces dispersos

en un medio liquido.
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Figura 44. Imagen de microscopia confocal de barrido laser de 2.0% de WPI marcada con ANSA. A= 450
nm.

8.3.4 Discusion

Dependiendo de la concentracion de WPI se forman soluciones, suspensiones o geles.
Por ejemplo, a 3.9% de WPI, se forman geles que no se colapsan por su peso, cuya
respuesta viscoelastica es caracteristica de estos materiales. G’ fue mayor que G’’ por
aproximadamente una década logaritmica y ambos modulos fueron practicamente
independientes de la frecuencia, con muy bajos angulos de pérdida (< 5°). Estos materiales
no fluyen en el intervalo completo de frecuencia ni en el tiempo de observacion
experimental. La imagen de confocal muestra la presencia de pequefias particulas, que
resultan de la agregacion de las proteinas desnaturalizadas de WPI debida al tratamiento
térmico. Los agregados, que aparecen en azul debido a la exposicién de regiones
hidrofébicas de proteinas de suero marcadas con ANSA, estan rodeados por zonas no
fluorescentes. En conclusion, el WPI puede formar sistemas de dos fases con agregados de

proteina dispersos en una fase continua.

8.5 CH10-WPI

8.5.1 Microcalorimetria de barrido diferencial
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La Figura 45 muestra el termograma para mezclas con 1.0% de CH10 con 2.0 y 3.5% de
WPI. En la Tabla 13 se muestran los parametros térmicos. Como se puede observar la
entalpia se muestra en J/g de muestra y no como J/g de componente debido a que las

transiciones de cada componente no estan separadas.

&2 mw (@)
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Figura 45. Termograma de mezclas con 1.0% de CH10 con 2.0 (a) y 3.5% (b) de WPL. (1.2 °C/min).

Tabla 13.Temperaturas de transicion y entalpia (J/g muestra) de las mezclas CH10-WPL

Concentracion (%) Tini(°C)  Tmax(°C)  Tana (°C)  AH (J/g)
1.0 CH10 + 2.0 WPI 62.9 68.4 72.7 0.20
1.0 CH10 + 3.5 WPI 63.7 68.43 72.49 0.26

La Figura 45 muestra dos transiciones endotérmicas, cuyos picos son muy similares. La
entalpia de gelatinizacion es ligeramente mayor cuando hay mayor cantidad de WPI. A
pesar de que se tienen dos compuestos, solo se observa una transicion endotérmica. Esto
puede deberse a que tanto la temperatura de gelatinizacion del almidon, como la
temperatura de desnaturalizacion de la proteina, ocurren en intervalos muy cercanos de
temperatura, provocando la formacidn de un solo pico. Estas observaciones no concuerdan
con lo reportado por Fitzsimons et al. (2008), quienes realizaron estudios viscoeldsticos y
calorimétricos a mezclas WPI-almidon de maiz ceroso reticulado quimicamente,
estabilizado con fosfato. En los resultados calorimétricos mencionan la existencia de dos
picos. Incluso cuando se determina la calorimetria del WPI solo se observan las
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transiciones de desnaturalizaciéon de la P-lactoglobulina y de a-lactalbimina por
separado, la endoterma principal que corresponde a la B-lactoglobulina aparece en 74 °C, la
endoterma de la a-lactalbimina se observa como un pequeiio hombro a 62 °C, mientras que
la endoterma de gelatinizacion del almidon, aparece en 63 °C. Las mezclas 2.0% WPI con
2% de almidon y 10% WPI con 2% de almidon, dan como resultado dos endotermas, donde
se aprecia la transicion del almidén a 63 °C y la transicion de la B-lactoglobulina en 72 °C.
Sin embargo, ya no se aprecia la transicion de la a-lactalbumina. Con estos resultados estos
autores concluyen que no existen interacciones de unién que mejoren la estabilidad de los
granulos de almidon o los globulos de proteina. Estos resultados que son totalmente
diferentes a los obtenidos en el presente trabajo, lo cual puede deberse a la tasa de
calentamiento. El experimento realizado por Fitzsimons et al. (2008) fue realizado a 0.4

°C/min mientras que los resultados obtenidos en el presente, se obtuvieron a 1.2 °C/min.

8.5.2 Comportamiento viscoelastico

La Figura 46 muestra la variacion del modulo de almacenamiento con la frecuencia para
diferentes mezclas CH10-WPIL. Aunque G’ no fue notablemente dependiente de la
frecuencia, el grado de la misma fue particular para cada mezcla. Si se considera una
dependencia de tipo ley de potencia expresada como G* « ®" y G” ®°, entonces el valor de
cada exponente puede ayudar a distinguir entre comportamientos con un mayor caracter
elastico o viscoso, ya que cuando a = 1 y b = 2, se tiene un comportamiento viscoso
caracteristico de la zona terminal o zona de flujo, mientras que cuando a y b tienden a cero,
el comportamiento es caracteristico de la zona elastica. Los exponentes a y b a 25 °C se
muestran en las Tablas A y B del Anexo. Los parametros a y b representan la velocidad de
cambio logaritmico de G’ y G” con la frecuencia, respectivamente. Para mezclas CHO-WPI
con 4.0, 3.0, 2.0 y 1.0% de CH10 y con 0.5 a 3.9; 0.5 a 2.0; 0.5 a 1.0 y 0.5% de WPI,
respectivamente, G’ muestra una ligera dependencia (a < 0.06) con la frecuencia. El valor
del exponente se incrementa ligeramente para las mezclas que tienen menor cantidad de
almidoén, tales como 2.0% CHI10 con 0.5 y 1.0% de WPl y 1.0% CH10 con 0.5% WPI. En
estos casos 0.08 < a < 0.15, lo que sugiere que la dependencia con la frecuencia aumenta
ligeramente en esas concentraciones de almidon. Por otro lado, para G” hay una mayor
dependencia con la frecuencia (0.35 < b < 0.14). En el caso de los geles en los cuales la

concentracion de WPI es dominante; (CH10/WPI = 1.0/2.0,1.0/3.0,1.0/3.5, 1.0/3.9, 2.0/3.0,
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2.0/3.5,2.0/3.9, 3.0/3.5, 3.0/3.9), G’ exhibe una menor dependencia con la frecuencia (0.06
>a > 0.08) que para los geles con CH10. Para G”; 0.27 <b < 0.14, aunque estos valores de
igual forma son menores comparados con los geles con almidon. Los geles intermedios
(CH10/WPI = 1.0/1.0, 2.0/2.0 y 3.0/3.0), tienen valores de a = 0.11, 0.097, 0.063,
respectivamente, en los dos primeros el comportamiento es como el de los geles, donde
domina la presencia de almidoén y el Gltimo cae en el intervalo donde domina la
concentracion de WPI, mientras que para G”, b = 0.53, 0.15 y 0.16, respectivamente, con
comportamientos muy parecidos a aquellos donde domina la concentracion de almidon.
Todas estas diferencias en la dependencia con la frecuencia se observan en la Figura 47,
que muestra la dependencia con la frecuencia de la tan 6 para todos los geles. Notandose
que los que contienen una mayor cantidad de WPI presentan el mismo tipo de

comportamiento, es decir G* > G”.
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Figura 46. Variacion del moédulo de almacenamiento con la frecuencia de mezclas con 1.0 (a), 2.0 (b), 3.0 (¢)
y 4.0% (d) de CH10 y diferentes concentraciones (%) de WPI: 0.5 (circulos negros), 1.0 (circulos blancos),
2.0 (triangulos negros invertidos) 3.0 (triangulos blancos invertidos), 3.5 (cuadrados negros) y 3.9 (cuadrados
blancos). La deformacion para 1.0% CHI10 y todas las concentraciones de proteina fue de 10% mientras que

para 2.0, 3.0 y 4.0% CHIO0 fue de 1%.
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Figura 47. Dependencia de la tan & con la frecuencia de mezclas con concentraciones (%) de CH10 de 1.0 (a),
2.0 (b), 3.0 (c) y 4.0 con diferentes concentraciones (%) de WPI: 0.5 (circulos negros), 1.0 (circulos blancos),
2.0 (triangulos negros invertidos), 3.0 (tridngulos blancos invertidos), 3.5 (cuadrados negros), 3.9 (cuadrados
blancos)

De acuerdo con Ravindra et al. (2007) los geles son agrupados como estructuras de
particulas agregadas, estructuras finas o redes mezcladas. Estas diferencias estructurales
afectan las propiedades viscoelasticas del WPI. Los geles de particulas agregadas son mas
dependientes de la frecuencia y tienen mayores modulos elasticos que los geles de
particulas finas. El incremento en G’ se ha interpretado como la formacién de una red,
debida a la agregacion de cadenas de proteinas desnaturalizadas, a través de interacciones

hidrofébicas y puentes disulfuro. Los resultados reoldgicos sugieren ademds, que los
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granulos hinchados de almidon dentro de una matriz continua de WPI gelificado, refuerzan
dicha matriz cuando la fraccién volumen de los granulos es pequena y el WPI forma la fase
continua. Si la fraccion volumen es grande, puede ocurrir una inversion de fases, donde los
granulos de almidon se vuelven la fase continua y la proteina que queda atrapada entre los

espacios intersticiales de los granulos de almidon se vuelve la fase dispersa.

8.5.3 Microestructura

La Figura 48 muestra la imagen confocal de la mezcla 1.0% CHI10 con 2.0% WPI. En
este caso los granulos de almidon fueron marcados con FITC, debido a la afinidad de este
fluorocromo por la proteina. Sin embargo, se aprecia con claridad un sistema de dos fases,
en el cual los granulos de almidon hinchados se encuentran dispersos en un medio continuo
formado por la proteina desnaturalizada. Las zonas oscuras corresponden a los granulos de
almidén que no estdn marcados y las zonas azules, corresponden a la proteina marcada de
manera no covalente con ANSA. La superficie de los granulos hinchados no fluorescen,
pero las cavidades del almidén son ocupadas por el WPI, lo cual explica por qué las zonas
azules de proteina estan rodeadas por zonas oscuras, que corresponden a los granulos de
almidén no fluorescentes. Savary et al. (2008) reportan la misma observacion para sistemas
almidén-carragenina, sugiriendo que esto ocurre debido a que el hinchamiento de los
granulos provoca la abertura de los poros de la superficie de los granulos de almidon,
permitiendo a la carragenina penetrar dentro del almidon. Vu Dang et al. (2009) reportan
que para las mezclas almidon-WPI, hay una coexistencia de zonas ricas en proteina y zonas
ricas en almidon. La reparticion de los agregados de proteina a través de las dispersiones de
almidon, varia con la concentracion de WPI, sin embargo, mencionan que la proteina
rodea los granulos de almiddn y esto es mas evidente a mayores concentraciones de WPI,

sin embargo, no observa la introduccion de la proteina dentro de los granulos de almidon.
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Figura 48. Imagen de microscopia confocal de barrido laser de la mezcla 2.0% CH10 con 1.0% WPI marcado
con ANSA. A=450 nm.

8.5.4 Discusion

La variacion de G’ a 6.28 rad/s con las diferentes concentraciones de WPI para diferentes
concentraciones de CH10, muestra que los valores del modulo de almacenamiento para
0.5, 1.0 y 2.0% WPI se encontraron en el intervalo de 4.20 a 8.30 mPa (circulos en la
Figura 49). Arriba de 2.0% de WPI, G’ se incrementd hasta 40.1 Pa para 3.9%. Este
considerable incremento es el resultado de la gelificacion de las proteinas. Para 0.5, 1.0 y
2.0% de WPI (circulos en la Figura 49), no hubo formacion de geles posteriormente al
calentamiento, pero la agregacion fue observada como se indica en la Figura 48, que
corresponde a la imagen de confocal para 2.0% de WPI. Esto significa que la concentracion
de los agregados de proteina es muy baja para formar una red continua. Arriba de 3.0% de
WPI, el agua es atrapada por los agregados de proteina y se forman geles que se auto-
sostienen. Estos geles son, sin embargo, termoirreversibles. Las proteinas se desnaturalizan
térmicamente, independientemente de la concentracion de WPI, pero la agregacion de las
proteinas conduce a la formacion de redes, dependiendo de la concentraciéon de WPI. La
asociacion de las proteinas ocurre por las interacciones hidrofobicas entre los sitios
expuestos de las cadenas desplegadas. Estos sitios se encuentran ocultos cuando las
proteinas se encuentran en su estado nativo. Las proteinas de suero térmicamente tratadas

forman un sistema de dos fases, en el cual el disolvente constituye la fase continua. Sin
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embargo, arriba de 2.0% de WPI, el disolvente es atrapado por los agregados de proteina y
se forman geles fuertes. Por debajo de esta concentracion, las proteinas se encuentran
suspendidas en la fase continua. Shim & Mulvaney (2001) expresan que los geles de
proteina tienen las caracteristicas de redes entrecruzadas. La adicion de WPI a un gel
formado por almidéon de maiz normal, exhibe un comportamiento viscoelastico de gel
entrecruzado. Al incrementar la concentracion de proteina, hay un mayor numero de
enlaces disulfuro intermoleculares, esto incrementa la polimerizacién debido al incremento
del intercambio disulfuro-sulfhidrilo. De manera similar, el entrecruzamiento de los
agregados ocurre a 90 °C. Esto podria explicar por qué G’ y G” aumentan con la cantidad
de proteina como se muestra en la Figura 46. Los valores de G’ de las mezclas CH10-WPI
fueron notablemente mas grandes que aquellos de sus componentes individuales. Este
comportamiento es frecuentemente llamado sinergia, debido a que G* y G” de las mezclas,
son mayores que los de sus componentes separados. En los geles, la sinergia reologica
puede ocurrir debido a que alguno de los dos componentes actian como “relleno” (Shim
&Mulvaney, 2001), esto es, uno de los componentes refuerza al otro.

El mddulo de almacenamiento de las mezclas con 1.0% de CH10 y 0.5, 1.0 y 2.0% de
WPI fue 100 a 180 veces mayor que el de aquellos que corresponden al WPI solo
(cuadrados en la Figura 49). Las mezclas con 1.0% de CH10 y 3.0, 3.5 y 3.9% de WPI,
tuvieron valores de G de 1300, 50 y 7 veces mayores, respectivamente, que aquellos con
las mismas concentraciones de WPI solo (cuadrados en la Figura 49). Este incremento es el
resultado de la coexistencia de los granulos de almidon hinchados, con los agregados de
proteina. En el caso de concentraciones de 0.5, 1.0 y 2.0% de WPI, combinado con CH10
(circulos en la Figura 49), los agregados de proteina no son suficientes para formar una red
continua y por lo tanto, geles auto-sostenibles. Por lo tanto, los granulos de almidon
refuerzan el sistema debido a que coexisten con las proteinas de suero desnaturalizadas. La
fraccion volumen seria ahora la suma de aquella de los granulos de almidon hinchados
(20%, 28%, 55%, 72% para 1.0, 2.0 ,3.0 y 4.0% CHI10, respectivamente) y la de los
agregados de proteina. Por arriba de 2.0% de WPI, los granulos de almidon estan rodeados
por agregados de proteina que sirven de “relleno” en la red proteinica. Sin embargo, como
la concentracion del WPI en la mezcla se ha incrementado, la contribucion de los granulos
de almidon en G’ los vuelve débiles. En este punto, la rigidez de los geles esta

principalmente dada por la matriz de proteina.
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Por otro lado, las mezclas con 2.0% de CH10, 0.5 WPI; 2.0% CH10, 1.0 WPI y 2.0%
CH10, 2.0% de WPI (tridngulos en la Figura 49) tuvieron valores de G’ superiores a los de
las mezclas con 1.0% de CH10, 0.5 WPI; 1.0% CH10, 1.0% WPl y 1% CH10 2.0% de
WPI. Esto confirma el efecto de reforzamiento de los granulos de almidon hinchados
cuando el WPI no forma geles. El efecto seria el mismo que el observado en las mezclas
con 1.0% de CHI10. Sin embargo, los valores de G’ de las mezclas con 2.0% de CH10 y
3.0, 3.5y 3.9% de WPI (tridngulos en la Figura 49), fueron practicamente los mismos que
aquellos para las mezclas con 1.0% de CH10. Mientras que el efecto de reforzamiento de
los granulos de almidon, se observo para las concentraciones de WPI en un intervalo de 0.5
a 2.0%, dicho efecto es marginal para concentraciones de WPI mayores. Mayores
incrementos en las concentraciones de almidon, es decir, 3.0 y 4.0% de CH10, muestran un
incremento moderado de 107 a 644 Pa 'y 152 a 1031 Pa, respectivamente, sobre el intervalo
de concentraciones de WPI de 0.5 a 3.9% (triangulos invertidos y rombos en la Figura 49).
A estas concentraciones de almidon, la fraccion volumen de los granulos de almidon es
mayor que la de las mezclas que se comportan esencialmente como pastas de almidon
individuales, aun para concentraciones de WPI de 0.5 a 2.0%.

Esto se confirma por las veces que se incrementa G’, de 5.5 a 2.5, para las pastas
individuales de almidon, respectivamente, observadas en la Figura 49 para 0.0% de WPL
Dicho incremento contrasta con aquellos para 1.0 y 2.0% de CH10, que fueron cerca de dos
y mas de tres décadas logaritmicas, respectivamente. Algunos incrementos pueden ser
atribuidos a la presencia de agregados de proteina, cuya influencia debilita la concentracion
de almidén incrementada. Los sistemas de dos fases formados por los granulos de almidon
dispersos en la fase continua de WPI, pueden ser observados en la imagen confocal de la
Figura 48, la cual corresponde a la mezcla con 1.0% CH10 y 2.0% de WPIL. Las zonas
oscuras corresponden a los granulos de almidén que no estan marcados y las zonas azules

corresponden a la proteina marcada de manera no covalente con ANSA.
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Figura 49. Variacion de G’ a 6.28 rad/s con la concentracion de WPI para diferentes concentraciones (%) de
CHI10: 0.0 (circulos), 1.0 (cuadrados), 2.0 (triangulos), 3.0 (tridngulos invertidos) y 4.0 (rombos).

8.6 Aislado de proteina de suero lacteo (WPI)- k-carragenina

8.6.1 Microcalorimetria de barrido diferencial

La Figura 50 muestra el termograma de las mezclas con 2.0% WPI + 0.75% «x-
carragenina y 3.5% WPI + 0.75% «k-carragenina. Una mayor cantidad de proteina resulta en
picos endotérmicos mas pronunciados, debido a la cantidad de energia que se necesita para
desnaturalizar una mayor cantidad de esta. Gaaloul et al. (2009) han demostrado sin
embargo, que cuando la proteina de suero lacteo es tratada térmicamente a pH neutro, la -
lactoglobulina se desnaturaliza, exponiendo los grupos con carga positiva de los
aminoacidos, haciéndolos disponibles para interaccionar con la K-carragenina anionica (de
la Fuente et al., 2004). Capron et al. (1999) demostraron que la agregacion inicial de la B-
lactoglobulina en pequefios agregados no es afectada por la presencia de k-carragenina,
pero una agregacion mayor de pequeios agregados forma particulas fractales; esta
formacion es acelerada en presencia de la k-carragenina. La Tabla 14 muestra las

temperaturas de transicion y las entalpias correspondientes.
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8.6.2 Propiedades viscoelasticas

La Figura 51 muestra los espectros mecéanicos de diferentes mezclas WPI-xC. Los
moédulos dindmicos dependen de la frecuencia en diferentes grados en funcion de la
combinacion particular WPI-xC. Siguiendo el mismo tipo ley de potencia expresada como
G’ « 0 y G” o, los parametros a y b a 25 °C se muestran en la Tabla C del Anexo. Se
calcularon los parametros a y b correspondientes a la ley de la potencia, los cuales
representan la dependencia logaritmica de G’ y G” con la frecuencia, respectivamente y
podrian interpretarse como la velocidad de cambio de los moédulos dindmicos con la
frecuencia. Para todas las mezclas, G’ fue practicamente independiente (0.03 < a < 0.04)
de la frecuencia, incluso en las mezclas con menor cantidad de x-carragenina, es decir,
(xC/WPI) 0.25/0.5, 0.25/1.0, 0.5/0.5. Esto sugiere que la dependencia con la frecuencia, es
independiente de la concentracion de k-carragenina, esto se observa en la Figura 51, un

comportamiento lineal para todo el rango de frecuencias.

flujo de calor (mW)

0 20 40 60 80 100
Temperatura (°C)

Figura 50. Termogramas de las mezclas WPI-k-carragenina: 2.0% WPI+ 0.75% «-carragenina (linca
punteada), 3.5% WPI +0.75 k-carragenina (linea continua). (1.2 °C/min)
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Tabla 14. Temperaturas de transicion y entalpias (J/g muestra) para la mezclas 2.0% WPI+ 0.75% xC y 3.5% WPI + 0.75% kC.

Concentracion (%) Timi (°C)  Tmax(°C)  Thna (°C)  AH (J/g de muestra)
0.75 k-carragenina (fusion) 27.0 323 39.5 0.110
2.0 WPI 62.6 68.9 74.3 0.205
0.75 k-carragenina (gelificacion) 26.7 24.2 18.4 -0.228
0.75 k-carragenina (fusion) 27.8 33.0 423 0.128
3.5 WPI 62.7 69.2 75.6 0.265
0.75 k-carragenina (gelificacion) 28.7 25.7 19.8 -0.249

El médulo G muestra una mayor dependencia con la frecuencia (0.13 <b <0.49), en el
intervalo de 0 a 1.0 rad/s. Todas estas diferencias entre la dependencia con la frecuencia de
las mezclas se observan en la Figura 52 (a, b, ¢ y d). En ella se muestra la dependencia con
la frecuencia de tan o para todos los geles. Aquellos que contienen una mayor cantidad de
WPI presentan el mismo tipo de comportamiento, es decir, G’ > G”. La variacion de G’ y
G” con la concentracion de k-carragenina se muestra en la Figura 53.

Para el WPI, los médulos G* y G” son muy pequefios en comparacion con las mezclas
con k-carragenina. Ambos modulos dindmicos aumentan al incrementar la concentracion
de k-carragenina. El aumento de G’ y G” de los geles puede atribuirse a un cambio en la
estructura de hebras finas a particulas (Turgeon & Beaulieu, 2001, Mleko et al., 1997). Este
fenomeno puede ser explicado por la formacién de complejos entre el WPI y la «-
carragenina, debido a que las moléculas lineales del polisacarido se “conectan” a las
proteinas globulares, incrementando la densidad electronica del medio (Mleko et al., 1997).
La influencia de la concentracion de proteina sobre la gelificacion de las mezclas WPI/k-
carragenina se muestra en la Figura 51 (a, b, ¢ y d); ambos mddulos dinamicos aumentan
con el incremento de concentracion de WPI. Este incremento puede estar relacionado con
la agregacion de las proteinas, la cual se favorece por la separacion de fases resultante en
una red interconectada. Parece que el balance entre k-carragenina y WPI contribuye a la
formacion del gel.

Gaaloul et al. (2009), estudiaron la viscoelasticidad de mezclas WPI/k-carragenina.

Cuando se incrementa la concentracion de k-carragenina (Cic), el sistema estd lejos de ser
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una solucién diluida y puede considerarse una solucion semidiluida en la cual C* < Cyc
<C** haciendo que la incompatibilidad termodindmica entre los componentes aumente. En
estas mezclas ocurren simultdneamente varios eventos que podrian competir: 1)
Gelificacion del WPI debida a cambios en el tamafio de los agregados, 2) aumento en la
asociacion entre cadenas de k-carragenina y 3) separacion de la fase segregativa inducida
por incompatibilidad termodindmica. Esta afirmacion fue confirmada por Croguennoc et al.
(2001), quienes reportan que en presencia de k-carragenina hay crecimiento de los
agregados de P-lactoglobulina, sin embargo, la estructura de los agregados no es
modificada. Estos eventos se atribuyen a los efectos de volumen excluido, originados por la
incompatibilidad termodinamica entre los polimeros naturales. Cuando la B-lactoglobulina
se agrega, alcanza cierto tamafo, la floculacion de los agregados puede ocurrir porque entre
ellos se agota localmente la k-carragenina, de tal modo que existe un incremento en la
concentracion de agregados y consecuentemente, mayores interacciones entre ellos. Este
fenomeno es conocido como floculacion por agotamiento.

Observando el comportamiento de G” en las mezclas proteina-carragenina, podemos
afirmar que existe una competencia entre la gelificacion y la separacion de fases. Debido a
que la tasa de calentamiento es baja (1.5 °C/min) es posible que la separacion de fases

ocurra antes que la gelificacion.

La Figura 53 muestra la variacion de G” con la temperatura para 3.9 % de WPI y sus
mezclas a diferentes concentraciones con xC. La temperatura de gel, Ty, es obtenida
cuando la tan d = 1 y ocurre cerca de lo 76 °C para el WPI. La presencia de kC acelera la
agregacion de WPI disminuyendo la temperatura de gel a 70 °C para mezclas con 1.0% de
kC. Por debajo de esta temperatura, hay un incremento en G” con un maximo a 40 °C para
las mezclas con 0.75 y 1.0% xC. Esto puede ser debido a la disolucion de la xC seguido
por una disminucion en la viscosidad por el calentamiento (Tecante y Doublier, 1999). Este

maximo no se observa a bajas concentraciones de kC, es decir, 0.25 y 0.5%.
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Figura 51. Modulo de almacenamiento de diferentes mezclas WPI-«C con diferentes concentraciones (%) de
kC, a) 0.25,b) 0.5, ¢) 0.75 y d) 1.0 y de WPL, 0.5 (circulos negros) 1.0 (circulos blancos), 2.0 (triangulos
negros invertidos) 3.0 (triangulos blancos invertidos), 3.5 (cuadrados negros) y 3.9 (cuadrados blancos). La
deformacion aplicada fue del 1.0% para todas las combinaciones, excepto para 0.5% WPI con 0.25% kC con
las que fue del 10.0%
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Figura 52. Variacion de tan 6 con la frecuencia para diferentes mezclas WPI-«C con diferentes

concentraciones (%) de kC, a) 0.25,b) 0.5, ¢) 0.75 yd) 1.0 y de WPL, 0.5 (circulos negros) 1.0 (circulos
blancos), 2.0 (triangulos negros invertidos) 3.0 (tridngulos blancos invertidos), 3.5 (cuadrados negros) y 3.9
(cuadrados blancos).

En la Tabla 15 se muestra el esquema de separacion de fases que se realizd para la
observacion visual de la separacion de fases mostrado en el cuadro ocurre para todas las
mezclas con 3.9 % de WPI sin importar la concentracion de kC. Entre los 40 °C y Ty, la
gelificacion de la proteina ocurre con el incremento de G'. Durante el periodo isotérmico a

90 °C, G’ tiende a ser constante. Cuando las mezclas son enfriadas de 30 a 40 °C, G’ se
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incrementa debido a la gelificacion. Entonces, la carragenina esta separada del WPI en su

propio dominio.

105 : : : : 100
104 190
480
103
170
2 (@]
10 leo <
= ©
>
L 1o 150 &
o S
100 140 £
[
130
10"
420
2
10 110
10% : : : : 0
0 2000 4000 6000 8000 10000

Tiempo (s)

Figura 53. Variacion de G” (Pa) durante el calentamiento (la linea continua muestra el perfil de temperatura)
para (a) 3.9% WPI; (b) 3.9% WPI + 0.25% «C; (c) 3.9% WPI+ 0.50 % kC; (c) 3.9% WPI + 0.75% «C; (d)
3.9% WPI + 1.0% «C.

Tabla 15. Observacion visual de la separacion de fases

WPI
(%)

KC (%) 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 3.9
0.15 + + + + + + + +
0.25 + + + ++ ++ ++ ++ ++

0.5 + + ++ ++ ++ ++ ++ ++
0.75 + ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
1.0 + ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

+ una fase, ++ dos fases.

8.6.3 Microscopia confocal de barrido laser

La Figura 54 muestra las imagenes de confocal de las mezclas WPI-xC. Los agregados

de proteina formados como consecuencia del tratamiento térmico aparecen en azul,
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mientras que en rojo se observa el medio continuo formado por la kC. En la imagen en azul
existen partes oscuras debido a la falta de fluorescencia y al excitar el marcador de la
carragenina que fluoresce en rojo, esas partes oscuras aparecen formando un medio
continuo en ese color. La imagen colocalizada de la mezcla 2.0% WPI + 0.75% de x-
carragenina aparece en rosa. En ella se aprecia que un sistema formado por agregados de
proteina rodeados de k-carragenina. Cuando la B-lactoglobulina es calentada a pH neutro, la
proteina se desnaturaliza exponiendo los grupos amino cargados positivamente, los cuales
podrian estar disponibles para su interaccion con las cadenas anidnicas de la k-carragenina,
dando como resultado la formacion de complejos (de la Fuente et al., 2004). Cuando este es
el caso, generalmente hay una notable separacion de fases ya que se forman coacervados

complejos. La formacion de este tipo de sistemas no se observo en estas mezclas.

8.6.4 Discusion

La Figura 55 muestra la variacion de G’ a 6.28 rad/s con la concentracion de WPI, para
diferentes concentraciones de k-carragenina. El comportamiento del WPI ha sido discutido
en la seccion previa. La adicion de 0.25% de k-carragenina resultd en un incremento
notable de G’ con respecto al WPI solo sobre todo el intervalo de concentraciones de
proteina de suero (cuadrados en la Figura 55). La adiciéon de 0.5, 0.75 y 1.0% de «-
carragenina resultd en un incremento de G’ con respecto a los modulos obtenidos para
WPI(tridngulos, tridangulos invertidos y rombos en la Figura 55), asi como para las mezclas
con 0.25% de k-carragenina. Sin embargo, para una concentracion constante de «x-
carragenina, entre 0.5 a 1.0%, G’ se incrementa moderadamente en el intervalo de
concentraciones de WPI; 407 a 2111 Pa (5 veces), 1162 a 3737 Pa (3 veces) y 2906 a 5751
Pa (2 veces) para 0.5, 0.75 y 1.0% de k-carragenina, respectivamente. Cabe resaltar que una
mayor cantidad de k-carragenina en la mezcla, debilita la contribucion del WPI sobre la
rigidez, G’, del sistema, es decir, la carragenina define el comportamiento viscoelastico de

la mezcla aun para altas concentraciones de WPI.
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Figura 54. Imagenes en confocal de WPI (azul) y kC (rojo). La imagen colocalizada de la mezcla 2.0% WPI+
0.75% kC se observa en rosa.

Este comportamiento es producto de la habilidad de la k-carragenina de formar geles
inclusive en concentraciones de 0.25%, aunque para esta concentracion, el gel es mas débil
que para las otras concentraciones. La gelificacion de k-carragenina es el resultado de la
interaccion del polisacarido con contraiones de sodio afadidos y los cationes presentes en
la preparacion comercial. Por lo tanto, la interaccion con iones sodio y potasio permite la
formacion del gel. La interaccidon con iones potasio es mas fuerte que con iones sodio
(Rochas & Rinaudo, 1980) y por tanto los geles de k-carragenina formados con iones
potasio son mas fuertes que los formados con ion sodio.

Las propiedades viscoelasticas de la mezclas fueron definidas por la k-carragenina, lo
que sugiere un menor grado de interaccion con las proteinas del suero, posiblemente debido
a las condiciones de pH neutro. La variacion en la rigidez de geles de WPI-k-carragenina
ha sido atribuida a los cambios de estructura de hebras finas a estructuras de particulas
(Turgeon & Beaulieu, 2001; Mleko et al., 1997). Este fendmeno puede ser explicado por la
formacion de complejos entre proteinas del suero y la k-carragenina; las moléculas largas y
lineales de carragenina “conectadas” a los globulos de proteina hacen que aumente la

densidad electronica del medio circundante (Mleko et al., 1997). La influencia de la
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concentracion de proteina sobre la gelificacion de mezclas WPI-k-carragenina demuestra
que G’ y G” se incrementan con la concentracion de WPI hasta 2.0% y para 0.25% de -
carragenina. Este incremento puede estar relacionado con el mejoramiento de la agregacion
de proteinas bajo condiciones donde ocurre separacion de fases. Probablemente hay un

balance entre la contribucion de la mezcla k-carragenina-WPI a la rigidez existente del gel.
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Figura 55. Variacion de G’ a 6.28 rad/s con la concentracion de WPI para diferentes concentraciones (%) de
«C: 0.0 (circulos), 0.25 (cuadrados), 0.50 (triangulos), 0.75 (triangulos invertidos) y 1.0% (diamantes).

8.7 Almidoén ceroso quimicamente modificado (CH10)-k-carragenina

8.7.1 Microcalorimetria de barrido diferencial

La Tabla 16 muestra las temperaturas de transicion y las entalpias de los termogramas
mostrados en la Figura 56. Las entalpias de las mezclas son menores que aquellas de los
componentes individuales. Esto es particularmente notable en el caso del pico de fusion de
la kC; la presencia de histéresis térmica muestra que hay una transicion asociada con la
formacion de un gel. Como se mencion6 anteriormente, la kC forma geles menos rigidos en
presencia de sodio, sin embargo, la estructura que resulta de la asociacion de hélices de
carragenina es reforzada por los granulos hinchados de almidén, como se analiza en la

siguiente seccion.
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Figura 56. Termograma correspondiente a 1.0% CHI10 + 0.75% «C. La linea continua indica el calentamiento

y la linea punteada indica el enfriamiento. (1.2 °C/min)

Tabla 16. Temperaturas de transicion y entalpias (J/g muestra) para la mezcla 1.0% CH10 + 0.75% «C.

Concentracion (%) Tii (°C) Tmax(°C) T (°C)  AH (J/g de muestra)
0.75 k-carragenina (fusion) 24.003 31.434 39.06 0.169
1.0 CH10 63.88 69.099 73.40 0.127
0.75 x-carragenina (gelificacion) ~ 24.403 22.15 16.56 -0.202

8.7.2 Propiedades viscoelasticas

Los espectros mecanicos (Figura 57) muestran que los modulos dindmicos dependen de
la frecuencia en diferentes grados, de acuerdo con la combinacion particular kKC-CHI10.

Siguiendo el mismo tipo ley de potencia expresada como G* « » y G” ®°, los parametros a

y b a 25 °C se muestran en las Tabla D del Anexo. Estos pardmetros expresan la
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dependencia logaritmica de G’ y G” con ® y representan la pendiente de la recta obtenida
de una grafica del log G’ contra el logaritmo de la frecuencia, lo mismo para log de G’’.
Para todas las mezclas, G’ muestra una ligera dependencia con la frecuencia (0.037 <a <
0.18). El exponente 0.037 corresponde a la mezcla 4.0% CH10 + 1.0% «C; concentraciones
mayores tanto de kC como de CH10 disminuyen el valor del exponente, es decir, en todo el
intervalo de frecuencia, la dependencia es menor. El médulo G” muestra una mayor
dependencia con la frecuencia (0.079 < b < -0.37), en el intervalo de 0 a 1.0 rad/s. Las
diferencias entre la dependencia de los modulos con la frecuencia se muestran en la Figura
58 (a, b, c y d), en la cual se presenta la variacion de la tan o para todos los geles. Los geles
que contienen una mayor cantidad de kC presentan el mismo tipo de comportamiento, es
decir G’ > G”. La variacion de los médulos G’ y G” con la concentracion de k-carragenina
se muestra en la Figura 57. Mayores concentraciones de k-carragenina resultan en un
aumento de G’ y G”. Las pastas de almidon preparadas en presencia de k-carragenina
muestran modulos dindmicos mayores que las pastas de almidon sélo. Es importante
resaltar la sinergia exhibida por las mezclas con un comportamiento tipo solido en el cual
G’ > G”, con ambos modulos independientes de la frecuencia por debajo de 0.1 rad/s. La
adicion de k-carragenina aument6 los modulos sobre los del almidén solo. Los granulos
hinchados de almidon forman la fase dispersa de la suspension, mientras que la carragenina
esta en la fase continua. Debido a la modificacion quimica, los granulos de CH10 son mas
resistentes a la desintegracion y esto reduce considerablemente su rompimiento. E1 CHI10
es un material interesante porque esta libre de amilosa y tiene una mayor resistencia a
tratamientos térmicos y mecanicos. Es posible aprovechar las condiciones que promueven
el hinchamiento de los granulos sin destruirlos, evitando o minimizando la presencia de
amilopectina en la fase continua. De hecho puede ocurrir una disolucion parcial del
componente durante el cocimiento, pero es tan baja que se considera que no tiene influencia
alguna en el comportamiento viscoelastico de esta fase. Con este tipo de almidon, se espera
que los granulos hinchados se encuentren dispersos en la fase constituida solo por agua o

una solucidn acuosa del hidrocoloide afiadido (Tecante & Doublier 1999).
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Figura 57. Espectro mecanico de mezclas kC-CH10 con diferentes concentraciones (%) de xC; a) 0.25, b)
0.50, ¢) 0.75, d) 1.0 y almidon; 1.0 (circulos negros), 2.0 (circulos blancos), 3.0 (triangulos negros invertidos)
y 4.0 (triangulos blancos invertidos). La deformacion aplicada en las mezclas 0.25% «C- CH10 fue de 10.0%
para 1.0% CHI10 y para 2.0, 3.0 y 4.0% de CH10 de 1.0%. Para las mezclas 0.5% xC-CH10, 10% de
deformacion. Para 0.75% xC-CH10, 1.0% de deformacion y para 1.0%«C-CHI10 se aplico 0.3% de

deformacion.
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8.7.3 Microscopia confocal de barrido laser

La Figura 59 muestra las imagenes de confocal de CH10, k-carragenina y la mezcla 1.0%
CH10 + 0.75% x-carragenina. Los granulos de almidon se observan en verde, aunque
también se observan en rojo cuando se excita el fluorocromo de la k-carragenina. La
imagen colocalizada aparece en amarillo, sugiriendo que los granulos no estdn inmersos en
la k-carragenina, sino que esta en la vecindad o incluso adsorbida sobre su superficie. Si
existiera alguna interaccion entre ambos componentes se esperaria que estuviera
conformada por puentes de hidrogeno. Sin embargo, esto es consistente con el

comportamiento viscoelastico de la mezcla particular.

Figura 59. Imagenes de confocal de CH10 (verde), kC (rojo) y de la imagen colocalizada correspondiente a la
mezcla 1.0% CHI10 + 0.75% xC (verde-amarillo).

Savary et al. (2008), estudiaron la estructura de geles formados con kC-CH10 y pectina

con CH10 por reologia y microscopia confocal, entre sus principales conclusiones afirman,
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que el hinchamiento de los granulos de almidén permite la abertura de los poros en la
superficie del granulo y permite a la kC introducirse en el granulo de almidon, sin embargo,
en estas micrografias no se pueden confirmar las mismas observaciones de Savary et al.,
una de las diferencias incluidas en la forma de preparacion de las muestras, es el uso de un
buffer acido en la preparacioén de las muestras para tener un pH de 3.8, lo cual sugiere la

hidrélisis de la carragenina combinado con el tratamiento térmico.

8.7.4 Discusion

La Figura 60 muestra la variacion de G’ a 6.28 rad/s con la concentracion de CH10 para
diferentes concentraciones de k-carragenina. El modulo de almacenamiento del CH10
(circulos en la Figura 60) se incrementa de 7.60 a 28.0 mPa para 1.0 y 2.0% de almidon,
respectivamente, y luego se incrementa de 19 a 60 Pa para 3.0 y 4.0% de CHIO,
respectivamente. Dicho incremento es el resultado del aumento en la fraccion volumen de
los granulos de almidon. El tipo especifico de almidén es muy estable al tratamiento
térmico y mecanico utilizado en este trabajo; los granulos no se colapsan o se rompen como
consecuencia de la coccion. Adicionalmente, el CH10 no forma geles al enfriarse, asi que,
las pastas individuales de almidon son sistemas en los cuales los granulos hinchados estan
dispersos en la fase acuosa. La adicion de k-carragenina resulta en un incremento sustancial
en G’ para 1.0 y 2.0% de CH10 (cuadrados y triangulos en la Figura 60), pero el modulo de
almacenamiento de las pastas con 3.0 y 4.0% CHI10 (tridngulos invertidos y rombos en la
Figura 60), respectivamente; solo se incrementa 1.6 y 1.06 veces mas que el modulo para
las pastas sin k-carragenina para las mismas concentraciones de almidon. Sin embargo,
para una concentracion constante de k-carragenina, la adicion de 1.0 a 4.0% de CHI0
resultd en un aumento en G’ no mayor del doble, es decir, de 296 a 595 Pa, 1427 a 2299 Pa
y 4318 a 1945 Pa para 0.5, 0.75 y 1.0% k-carragenina, respectivamente. Sobre este mayor
intervalo de concentraciones de k-carragenina y para una concentracion constante de CH10,
de 1.0 a 4.0%, G’ aument6 solamente dos o tres veces. Por otro lado, excepto para 0.25%
de k-carragenina, la adicion de CH10, no resultdé en un aumento significativo en G’ en
relacion con los geles de k-carragenina sola (0.0% CHI10). En las mezclas CH10-k-

carragenina, los granulos hinchados forman la fase dispersa y la k-carragenina estd en la
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fase continua, formando un gel aun para una pequefia concentracion de almidon, es decir, <
2.6% de este se disuelve en la fase continua. Las propiedades viscoelasticas de los geles
compuestos dependen esencialmente de la fraccion volumen de los granulos de almidon

que refuerzan la red de k-carragenina (Tecante & Doublier, 1999).
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Figura 60. Variacion de G’ a 6.28 rad/s contra la concentraciéon de CH10 para diferentes concentraciones (%)
de kC: 0.0 (circulos), 0.25 (cuadrados), 0.50 (triangulos), 0.75 (triangulos invertidos) y 1.0% (rombos).

8.8 Mezclas de tres componentes

8.8.1 Microcalorimetria de barrido diferencial

La Figura 61 muestra los termogramas para dos concentraciones diferentes de proteina,
2.0% WPI (linea punteada) y 3.5% WPI (linea continua), con 1.0% de CH10 y 0.75% de x-
carragenina. La Tabla 17 muestra los parametros térmicos correspondientes. El pico de
fusion de la k- carragenina es mas ancho en el segundo termograma a pesar de que es la
misma concentracion (0.75%). Esto se atribuye a que los agregados de proteina que se
forman son de mayor tamafio y quedan recubiertos por la capa de k- carragenina como se

observa en la Figura 61.
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Figura 61. Termograma para 2.0%WPI + 0.75% K-carragenina + 1.0% CHI10 (linea punteada) y 3.5% WPI +
0.75% k-carragenina + 1.0% CH10 (linea continua). (1.2 °C/min)

Tabla 17. Temperaturas de transicion y entalpias (J/g muestra) para 2.0% WPI + 0.75% «-carragenina + 1.0%
CH10 y 3.5% WPI + 0.75% K-carragenina + 1.0% CHI10.

Concentracion (%) Tini (°C) Tmax(°C) T (°C)  AH (J/g de muestra)
0.75 x-carragenina (fusion) 26.6 32.275 39.505 0.11
1.0 CH10 + 2.0 WPI 62.64 68.89 74.31 0.205
0.75 x-carragenina (gelificacion) ~ 26.657 24.20 18.35 -2.228
0.75 x-carragenina (fusion) 267.80 33.05 42.33 0.128
1.0 CH10 + 3.5 WPI 62.67 69.16 75.55 0.265
0.75 k-carragenina (gelificacion) 28.67 25.749 19.83 -0.249

El pico del primer termograma en 68.89 °C aparece en el segundo ligeramente
desplazado en 69.1°C. Estos picos corresponden a la desnaturalizacion de la proteina, cuya
endoterma tiene una entalpia de tipo cooperativo junto con la gelatinizacion del almidon. Se
ha sugerido que la presencia del polisacarido causa la formacion de agregados mas grandes

y polidispersos, modificando el arreglo de los bloques finales en la estructura de los geles
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de proteina (Flett et al., 2009). Sin embargo, como en este trabajo no se interrumpié la
formacion de gel, el tamafo de los agregados para 3.5% de WPI es mayor que con 2.0% de
proteina. Asimismo, la entalpia de transicion es ligeramente mayor para 3.5% que para
2.0%. El despliegue de proteinas globulares durante la desnaturalizacion térmica, involucra
la absorcion de calor para romper los enlaces intermoleculares que son no covalentes y en
algunos casos disulfuro dando por resultado una endoterma.

La agregacion de las proteinas desnaturalizadas involucra la formacién de nuevos
enlaces intermoleculares que generan un pico endotérmico. Fitzimons et al. (2008) indican
que a menor concentracion de proteina, hay mayor disposicion de agua y de NaCl presente,
tanto para disminuir las repulsiones electrostaticas de la proteina, como para que la -
carragenina cambie de hebra a hélice durante el calentamiento. Cabe mencionar que el
estudio calorimétrico no se realizo para todas las mezclas de tres componentes debido a que
este trabajo se enfocd solamente en la importancia de los estudios reologicos y de
microestructura. Sin embargo, las pruebas de microcalorimetria que se hicieron, sirvieron

para apoyar los datos reoldgicos y de microscopia confocal.

8.8.2 Propiedades viscoelasticas

La Figura 62 muestra el comportamiento viscoeldstico de mezclas de tres componentes
que contienen la misma concentracion de CH10 y «-carragenina, pero diferentes
concentraciones de WPI. El comportamiento viscoeladstico de cada mezcla corresponde al
de un gel fuerte con G’ mayor que G” sobre todo el intervalo de frecuencia y con una tan 6
menor que 0.1. Algunas de las mezclas de dos componentes y todas las mezclas con tres
componentes muestran un comportamiento caracteristico. En las mezclas de tres
componentes, la k-carragenina fue el agente gelificante a pesar de su concentracion,
mientras que el WPI forma suspensiones de agregados de proteina o geles, es decir, redes
de agregados de proteina, dependiendo de su concentracion. El almidon no forma geles,

pero contribuye con sus granulos hinchados como ya se ha discutido en secciones previas.
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Figura 62. Variacion de los médulo dinamicos con la frecuencia para: (a) 1.0% CHI10 + 2.0% WPI + 0.75%
k-carragenina y (b) 1.0% CH10 + 3.5% WPI+ 0.75% x—carragenina. G’ (simbolos negros), G”’ (simbolos
blancos). La deformacion aplicada fue de 1.0%.

En el caso de sistemas de tres componentes, es posible representar la contribucion de
cada uno de ellos sobre la respuesta viscoeldstica de la mezcla de varias maneras. En este
trabajo, el analisis se hizo considerando el efecto de la k-carragenina, dado que este
componente tiene la mayor influencia. Esto se corrobora con el analisis multifactorial de los
resultados, es decir, la respuesta global de las mezclas depende principalmente de la
concentracion de k-carragenina y su efecto es mayor que el mostrado por el CHIO y el
WPIL.

La Figura 63 muestra la variacion de G* a 6.28 rad/s con la frecuencia para mezclas de
WPI-k-carragenina con diferentes concentraciones de almidon. Esta frecuencia fue
seleccionada debido a que es un valor intermedio y por lo tanto, representativo de la
tendencia global del comportamiento viscoelastico de las mezclas. La tendencia global de
G” para las mezclas fue esencialmente la misma. Por ello, el analisis se hizo considerando

unicamente la variacion de G’.
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Figura 63. Variacion de G’ a 6.28 rad/s versus diferentes concentraciones de «C para diferentes
concentraciones de WPIy 1% CHI10 (a), 2% CH10 (b) y 4% CHI10 (c). 0.5% WPI (circulos), 2.0% WPI
(triangulos), 3.5% (triangulos invertidos) and 3.9% (estrellas).

La Figura 63a muestra el cambio de G’ a 6.28 rad/s con la concentracion de «-
carragenina para diferentes concentraciones de WPI y 1.0% de CH10. Cuando la
concentracion de k-carragenina es cero, los valores de G’ corresponden a aquellos de la
mezcla de dos componentes que contiene 1.0% de CHI10 y diferentes concentraciones de
WPIL. Estos valores son mas pequefios que aquellos de las mezclas con k-carragenina. Por
ejemplo, para la mezcla de dos componentes 1.0% CH10 + 0.5% WPIL, G’ es 0.537 Pa. La
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adicion de 0.25% de «k-carragenina aumenta G’ a 24.4 Pa y el modulo aumenta
gradualmente con el incremento en la concentracion de k-carragenina; asi que para 1.0% de
K-carragenina, G’ fue 4315 Pa. La adicién de WPI result6 en un incremento significativo de
estos modulos. Por ejemplo, para la mezcla 0.5% WPI + 0.25% «-carragenina + 1.0%
CHI10 G’ = 24.4 Pa, mientras que para la mezcla con 3.9% WPI+ 0.25% «-carragenina +
1.0% CH10, G’ = 468 Pa debido a que a esta concentracion de proteina se forma un gel.

La Figura 63b demuestra el efecto de la adicion de CHI10. En ausencia de «-
carragenina, los valores de G’ corresponden a aquellos para mezclas de dos componentes
con 2.0% CHI10 y diferentes concentraciones de WPI. La convergencia de G’ para
diferentes concentraciones de WPI a altas concentraciones de k-carragenina, puede ser
explicada por la formacion de gel de la proteina para concentraciones superiores de 2.0%.
En esta region, las proteinas de suero inducen la rigidez de los geles sobre la -
carragenina. La concentracion de CH10 de 2.0% es la frontera entre las dispersiones
diluidas y las semidiluidas. Como consecuencia, la concentracion de 2.0% de CH10 podria
representar un valor de transicion para este componente, por debajo de la cual la fraccion
volumen es tan pequefia, que la adicion de pequenas cantidades de k-carragenina y WPI
tiene un efecto significativo sobre el médulo de las mezclas de tres componentes, mientras
que concentraciones superiores, cuya fraccion volumen de granulos hinchados es lo
suficientemente grande para tener un efecto dominante en la rigidez de las mezclas provoca
que la contribucion de k-carragenina y WPI sea marginal.

La Figura 63c muestra el efecto de una concentracion de 4.0% de CH10. En este caso,
en ausencia de Kk-carragenina, G’ corresponde a las mezclas con dos componentes con 4.0%
de CH10 y diferentes concentraciones de WPI. Estos valores son méas bajos para 0.5, 1.0 y
2.0% de WPI que para aquellos con 0.25% de k-carragenina. Tomando en cuenta que el
WPI no forma geles para concentraciones de 0.5 a 2.0%, el incremento en G’ puede ser
atribuido al efecto reforzador de la k-carragenina. Sin embargo, para 3.0, 3.5 y 3.9% de
WPI, la adiciéon de 0.25% k-carragenina resulté en un ligero incremento en G’, el cual fue
muy cercano a la mezcla de dos componentes. La contribucion del WPI a la rigidez de las
mezclas estd de alguna manera debilitando aquella de la k-carragenina. La adicion de
0.25% de k-carragenina a las mezclas CH10-WPI con altas concentraciones de almidon no

mejora la rigidez de los sistemas de dos componentes. Este efecto fue gradual para 2.0 y
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3.0% CHI10 (datos no mostrados). Sin embargo, solo para 0.25% k-carragenina, la adicién
de WPI caus6 un incremento en G’. Para 0.5, 0.75 y 1.0% «-carragenina, el incremento en
la concentracion de WPI no mejor6 la rigidez del gel. Para 4.0% de CH10, los valores de
G’ fueron practicamente independientes de la concentraciéon de WPI. Esto es similar a lo
que ocurre para altas fracciones volumen de granulos hinchados, los cuales interfieren con
la formacion completa de las redes de k-carragenina y WPI o bien interrumpen su
continuidad, provocando que las mezclas de tres componentes tengan modulos mas bajos,

especialmente con 4.0% de CH10.
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La variacion de G’ con la temperatura en la Figura 64 para diferentes concentraciones de
WPI muestra una gran diferencia en el modulo de almacenamiento entre las mezclas de
1.0% WPI + 0.25 % «C ((a) en el grafico) y mezclas de tres componentes que contienen
4% CH10 con 1.0% WPI + 0.25% «C, 2.0% WPI + 0.75% «xC , 3.0% WPI + 0.75% xC y
3.9% WPI + 1.0% «C (b, c, d y e respectivamente). El valor mdximo G” debido a que la kC
se solubiliza a 38 °C, posteriormente el punto Ty para WPI, cerca de 74 °C muy cercano a
la temperatura de gelatinizacion del CH10. Durante el enfriamiento la gelificacion de la kC
toma lugar alrededor de los 21 °C. El efecto de reforzamiento debido al hinchamiento de los
granulos de almidon es notable. El modulo de almacenamiento también se incrementa
debido a la concentracion de WPI. Este incremento es atribuido a la separacion de fase
segregativa como se observa en las imagenes de la Figura 65. La mezcla 1.0% WPI +
0.25% xC no muestra separacion de fase. La adicion de 4.0% CHI10 a esta mezcla es
producida por un sistema de dos fases en la cuales los granulos hinchados estan insertados
en una sola fase, que es a su vez, la fase continua. Las demés mezclas de tres componentes
resultan en sistemas de tres fases, la separacion de fase entre WPI y «C probablemente
ocurre antes de la gelatinizacion del almidoén y la desnaturalizacion de WPI con la

gelificacion de kC entre 21 y 35 °C dependiendo de la concentracion en las mezclas.
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Figura 64. Variacion de G’ (Pa) durante el calentamiento (la linea continua muestra el perfil de temperatura)

para: a) 1.0% WPI+ 0.25% «C; (b) 4.0% CHI0 + 1.0% WPI + 0.25% kC; (c) 4.0% CHI10 + 2.0% WPI +
0.75% «C; (d) 4.0% CHI10 + 3% WPI + 0.75% KC; (¢) 4.0% CHI10 + 3.9% WPI + 1.0% kC
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Figura 65. Mezclas después del tratamiento térmico y centrifugacion: (a) 1.0% WPI+ 0.25% «kC; (b) 4.0%
CHI10 + 1.0% WPI + 0.25% kC; (c) 4.0% CH10 + 2.0% WPI+ 0.75% «C; (d) 4.0% CHI10 + 3% WPI +
0.75% «C; (e) 4.0% CHI10 + 3.9% WPI + 1.0% kC

8.8.3 Microscopia confocal de barrido laser

Las Figuras 66, 67, 68 y 69 muestran las imagenes individuales y colocalizadas de
mezclas ternarias con 1.0% CHI10 + 0.25% x-carragenina + 2.0% WPI, 1.0% CHI10 +
0.75% x-carragenina + 2.0% WPIL, 1.0% CHI10 + 0.75% «-carragenina + 3.5% WPI y
finalmente 1.0% CH10 + 1.0% «-carragenina + 3.5% WPI, respectivamente. Los granulos
hinchados de almidén estan claramente rodeados por una fase continua, formada por WPI y
K-carragenina. En las Figuras 66 y 67, los agregados de WPI y k-carragenina se aprecian
claramente. Sin embargo, para 3.5% de WPI, en la Figura 68, la fase continua estd
esencialmente formada por una red de proteina con k-carragenina, que probablemente la
refuerza. Los agregados se aprecian en la imagen colocalizada, por lo que altas
concentraciones de WPI producen mezclas en la cuales la interaccion entre almidon y WPI,
prevalece sobre la interaccion entre almidon y k-carragenina, tal como se observa también
en la Figura 69. A bajas concentraciones de WPI, el mayor efecto se debe a la interaccion
sinérgica entre CHI10-x-carragenina (Tecante & Doublier, 1999). Estos autores han
reportado que en presencia de 20 mM de KCl se forman geles, cuya rigidez depende de la
concentracion de almidon. La gelificacion ocurre mas rapido en dispersiones mas
concentradas de almidon, posiblemente debido a la concentracion de la carragenina en la
fase continua, la cual aumenta cuando la fraccion volumen aumenta. Alloncle et al. (1989)

propusieron que la concentracion de k-carragenina en la fase continua, se incrementaria con
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el hinchamiento de los granulos de almidon, como resultado en una reduccién del volumen
de la fase continua.

Por otro lado, tomando en cuenta la interaccion entre WPI y k-carragenina, Tolstoguzov
(1986) ha resaltado la importancia del volumen excluido y de su efecto sobre la textura de
los alimentos. La reduccion en el volumen excluido se debe al incremento en la cantidad y
la movilidad de las particulas que llenan espacios o agregados macromoleculares, formando
una red de gel. También sefiala que la adicion de pequefias cantidades de un hidrocoloide,
puede incrementar el moédulo de almacenamiento de un gel debido a la exclusion mutua y a
un incremento en la concentracion de cada componente macromolecular en las mezclas. El
tamafo de los agregados de WPI, esta limitado por la presencia de los granulos de almidon
hinchados y su asociacion entre las cadenas de k-carragenina, promovida por el contenido
total de iones sodio y potasio presentes en el WPI y la k-carragenina, asi como la adicion de
un ambiente idnico en la solucion (100 mM NaCl). Mangione et al. (2005) han establecido
que si la concentracion de los iones sodio o potasio es suficiente (20 mM/100 mM), puede
existir un comportamiento sinérgico entre los dos iones.

Para todas las mezclas de tres componentes, la proporcion [K']/[Na'] fue menor de 0.33,
lo cual sugiere que el mecanismo de gelificacion estd determinado por el ion sodio. So6lo
para las mezclas con 3.5% WPI + 0.25% «x-carragenina y 3.9% WPI con 0.25% «-
carragenina, el mecanismo de gelificacion podria ser dominado por el ion potasio,

permitiendo la transicion hebra—hélice— doble hélice (ver Tabla E en el Anexo).
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Figura 66. Imagenes individuales y colocalizadas de mezclas con 1.0% CHI10 + 0.25% «x-carragenina + 2.0%
WPIL. Objetivo 60x.
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Figura 67. Imagenes individuales y colocalizadas de mezclas con 1.0% CHI10 + 0.75% «x-carragenina + 2.0%
WPL Objetivo 60x.
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Figura 68. Imagenes individuales y colocalizadas de mezclas con 1.0% CH10 + 0.75% k-carragenina + 3.5%
WPL Objetivo 60x.
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Figura 69. Imégenes individuales y colocalizadas de mezclas con 1.0% CHI10 + 1% k-carragenina + 3.5%
WPIL. Objetivo 60x.
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8.8.4 Discusion

El hinchamiento de los granulos de almidén puede estar afectado por la disponibilidad
del agua en un sistema de dos fases. El estudio de sistemas de tres componentes es
complejo, debido a la presencia simultanea de particulas agregadas de proteina, cadenas
auto-asociadas de k-carragenina y granulos de almidon hinchados. Adicionalmente, la
incompatibilidad termodindmica resultante de la combinacion de constituyentes
macromoleculares, juega un papel importante. Cada componente contribuye a la respuesta
viscoelastica de las mezclas, pero su contribucion depende de la concentracion relativa de
cada uno de ellos en la mezcla. Las interacciones entre los agregados de WPI y la «-
carragenina, el WPI y los granulos hinchados de almidon, la k-carragenina y los granulos
hinchados de almidon, pueden existir y contribuir a la respuesta viscoelastica. Los iones
sodio son requeridos para disminuir las repulsiones electrostaticas de la proteina, asi como
para estabilizar la estructura de la k-carragenina. La separacion de fases entre el WPI y la
kC parece ocurrir antes de la gelatinizacion del almidon y la desnaturalizacion de la
proteina.

Para poder entender las diferencias observadas en el comportamiento viscoelastico, se
realizaron las observaciones de microscopia confocal de barrido laser, para caracterizar la
fase continua y la fase dispersa del gel, por medio del marcaje de cada uno de los
componentes. Fue posible visualizar las zonas ricas de polisacarido en la mezcla. Fue util
usar el ANSA, ya que este fluoresce en la zona de luz ultravioleta cuando se adsorbe en las
zonas hidrofobicas. Esto permite que las proteinas sean observadas sin el marcaje
covalente. La k-carragenina fue marcada de manera covalente con rodamina B, asi, fue
posible observar las mezclas de los tres componentes. Las Figuras 66 y 67 muestran que los
granulos de almidon conservan su integridad y que el medio continuo esta formado por

agregados de WPI y k-carragenina.
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9.1 Modelo de superficies de respuesta

El moédulo de almacenamiento de las mezclas, se puede medir en funcion de las
concentraciones de CH10 (X, simbolo codificado), WPI (X;) y k-carragenina (X3). Los
niveles de CH10 son cinco (0.0, 1.0, 2.0, 3.0 y 4.0%), los niveles de WPI son siete (0.0, 0.5,
1.0, 2.0, 3.0, 3.5 y 3.9%) y los niveles de k-carragenina son cinco (0.0, 0.25, 0.5, 0.75 y
1.0%). Los datos obtenidos se muestran en la Tabla F del Anexo. Estos datos fueron
ajustados con el modelo bifactorial de segundo orden, dado que en este modelo, se pueden

tomar en cuenta las interacciones entre los componentes (Khuri & Cornell, 1987)
Y =Bo+ 5 B Xi + 260 B XA+ 2 2N i By Xi X te (1)

Los resultados experimentales son interpretados en funcién de la determinacion de la
variaciéon de Y dependiendo de diferentes X; arreglados con modelos de superficie de

respuesta de segundo orden como sigue:
Y =B+ 20 B Xi+ 2P P X 2 Dl By X Xte  (12)

En este modelo Y es la respuesta, G mddulo de almacenamiento promedio, ya que los
experimentos se hicieron por duplicado. By es un coeficiente constante, B; es el coeficiente
lineal, B; es el coeficiente cuadratico, Bjj es el coeficiente de interaccion y X; y X| son los
valores codificados de las variables independientes. Las variables X, X, y X3 se codifican

utilizando las transformaciones siguientes:

X, = ([CH10]-2)2, Xo=(WPI]-2)/3  X;=([kC]-0.5)/0.5
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Las variables codificadas son:

CHIO (%) Xi WP (%) X:  kC(%) X3
0.0 1 0.0 1 0.0 1
1.0 0.5 0.5 0.66667 025 0.5
2.0 0 1.0 03333 050 0
3.0 0.5 2.0 0 075 0.5
4.0 1 3.0 0.3333 1.0 1

3.5 0.66667
3.9 1

La respuesta del modelo de superficies, puede ser ilustrada mediante graficas
tridimensionales por medio de la presentacion de la respuesta, como funcioén de los otros
dos factores conservando uno constante. Se utiliz6 el “software” Statgraphics como paquete
estadistico (Version para Windows, Manugistics Inc., USA) para determinar el disefio
experimental para analizar el modelo y generar las curvas de respuesta cuadratica en tres
dimensiones, a partir de los datos experimentales, y su efecto sobre el modulo de
almacenamiento. El andlisis de varianza (ANOVA), se realiz6 con un nivel de confianza de
95%.

El modelo ajustado para la relacion entre el modulo de almacenamiento y las diferentes

concentraciones y su interaccion, se muestra en la siguiente ecuacion:

Y =932.2 +224.0%X; + 628.4%X, + 2439.5% X5 + 2.772* (X;)* - 50.1* X;* X, + 197.8*
X * X3+ 153.5%( Xo)* +589.5% Xp* X5 + 1680.1* (X3)* . (13)

El valor F y su significancia estadistica se muestran en la Tabla 18.
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Tabla 18. Significancia estadistica de los coeficientes del modelo de respuesta.

Bo Bi B2 B3 BiB>  PBiBs B2Bs B’ B’ Bs’
B; 9322 224.0 628.4 2439.5 -50.1 197.8 589.5 2.772 1535 1680.1
F 47.1%* 325.6* 4472.1%* 1.07 17.0%* 136.2* 0.00 6.59%* 867.5%
*a=0.05

De acuerdo con estos datos, se demuestra que la concentracion de k-carragenina tiene el
mayor efecto sobre el aumento del moédulo de almacenamiento. Este efecto estd seguido por
el término cuadratico de la concentracion de xC, al cual le sigue la concentracién de WPI,
posteriormente la interaccion entre WPI y k-carragenina y finalmente, la concentracion de
CH10, la interaccion CH10-k-carragenina y la concentracion de proteina. La interaccion
CH10-WPI no es significativa, ni el término cuadratico de la concentracion de almidon.

Eliminando los términos que no tienen efectos significativos, se tiene la siguiente ecuacion:

Y =947.3 + 618.6*X, + 2489* X3 - 12.1%( X;)* + 52.7* X1* X3 + 149.4%( X,)* + 596.4*
Xo* X3 + 1606.2%( X3)°. (14)

El modelo polinomial fue utilizado para obtener las graficas de superficie de respuesta
para todas las interacciones con la concentracion de CH10, WPI y k-carragenina. Los
resultados del ANOVA para este modelo, indican un buen ajuste con r> = 0.9479. El valor
de r* debe ser de al menos 0.88 para un buen ajuste del modelo (Ixtaina et al., 2010). El
valor de r* implica que el 94.79% de las variaciones asociadas con el modulo de
almacenamiento, son atribuidas a las variables independientes seleccionadas (concentracion

de CH10, WPI, k-carragenina).

9.2 Analisis de la superficie de respuesta

Las superficies de respuesta tridimensionales para la concentracion de CH10, WPI y -
carragenina, fueron obtenidas por la variacion de las otras variables dentro del intervalo
experimental, manteniendo a las otras variables a partir del punto central. La superficie de
respuesta se muestra en la Figura 70. Como se demuestra en la prueba estadistica para los
modelos de regresion discutidos arriba, la interaccion entre la concentracion de k-
carragenina y la concentracion de WPI tiene el efecto mas significativo que cualquier otro

parametro.
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Figura 70. a) Efecto de la concentracion de CH10 y WPI para 0.0% k-carragenina en el médulo de
almacenamiento (G"). b) Efecto de la concentracion WPI y k-carragenina a 0.0% CH10 en G'. ¢) Efecto de la
concentracién de CH10 y k-carragenina en G'.
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La Figura 70a demuestra el efecto de la concentracion de CH10 y WPI para una
concentraciéon constante de k-carragenina (0.0%). El méddulo de almacenamiento se
incrementa con la concentracion de CH10 y dicho aumento tiene un efecto directamente
proporcional con la concentracion de WPI. Sin embargo, los valores de los modulos de
almacenamiento son muy pequeios y como se observo en el analisis estadistico, no son
significativos (p > 0.05); este resultado es consistente con la interaccion poco significativa
entre el CH10 y el WPL. La elevacion en el modulo de almacenamiento, se debe a que los
granulos de almidoén refuerzan a los agregados de proteina, dependiendo de Ia
concentracion de esta ultima, como se habia explicado anteriormente. Para altas
concentraciones de WPI, el modulo se incrementa debido a que la red de proteina es
reforzada por los granulos hinchados de almidon insertados en dicha red.

La Figura 70b muestra el efecto de la concentracion de WPI y de la concentracion de k-
carragenina para una concentracion fija de CH10 (0.0%). El modulo de almacenamiento se
incrementa al adicionar mayor cantidad de WPI y de k-carragenina de manera lineal, lo
cual se demuestra en el andlisis estadistico y cuyos valores son los mas altos.

La Figura 70c muestra el efecto de la concentracion de CH10 y k-carragenina para una
concentracion constante de WPI (0.0%). El modulo de almacenamiento se eleva con la
concentracion de CH10 y para altas concentraciones de k-carragenina. Sin embargo, los
valores de los modulos no son tan altos como para el WPI y la k-carragenina, posiblemente
por que los grupos hidrofébicos del WPI a este pH, no estdn tan expuestos para
interaccionar con los grupos sulfato de la k-carragenina, como ya se habia explicado

anteriormente.
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10. CONCLUSIONES GENERALES

El almidon cocido (CH10) esta formado por granulos hinchados, rodeados por
una fase acuosa de baja viscosidad. El comportamiento reoldgico esta controlado
por los granulos en suspensioén y por su fraccion volumen.

El aislado de proteinas de suero lacteo, dependiendo de su concentracion, se
obtienen soluciones o geles.

El comportamiento viscoeldstico de la k-carragenina, muestra la presencia de
geles con diferente rigidez, aun para una concentracion de 0.25%. En los geles,
G’ es mayor que G”, sin embargo, existe una ligera dependencia de ambos
modulos con la frecuencia. En presencia de iones de sodio externos, la «-
carragenina forma geles cuya rigidez depende de la concentracion del
polisacarido.

En las mezclas CH10-WPI, los granulos de almidén se encuentran embebidos en
el WPI, formando un sistema de dos fases. Las mezclas muestran un efecto
sinérgico, es decir, los mdédulos dinamicos de las mezclas son mayores que los de
los componentes individuales.

Se concluye que para concentraciones de WPI de 0.5 a 2.0%, los granulos de
almidén estan suspendidos en soluciones de WPI, cuyos moddulos de
almacenamiento son mayores que en agua. Para concentraciones de WPI
mayores que 2.0%, los granulos hinchados refuerzan los geles de proteina
actuando como relleno. No obstante, este efecto no es muy notable cuando la
concentracion del CH10 va de 2.0 a 4.0%.

El andlisis térmico refleja un solo pico en 68.43 °C, lo cual indica que la
temperaturas de gelatinizacion del almidon y de desnaturalizacion de la proteina
son muy cercanas.

Para las mezclas WPI-k-carragenina, la adicion de x-carragenina acelera la
formacion de agregados de WPI. A bajas concentraciones de proteina y
polisacdrido no hay separacion de fases, sin embargo a altas concetraciones de
proteina la separacion de fases favorece el aumento en los modulos de

almacenamiento y pérdida..
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El anélisis térmico se observan tres picos, el primero que corresponde a la
hidratacion de la k-carragenina en 32 °C, posteriormente la desnaturalizacion de
la proteina en 70.3 °C y finalmente la gelificacion de la k-carragenina en 23.2 °C,
lo cual favorece la separacion de fases.

Para la mezcla CH10-k-carragenina, los granulos de almidon refuerzan los geles
de k-carragenina aumentando su rigidez. Sin embargo, la adicion de 0.5 a 1.0%
de k-carragenina para concentraciones de CH10 mayores de 2.0%, no produce
incrementos significativos en el modulo de almacenamiento por sobre aquel de
los geles individuales de este hidrocoloide.

El analisis térmico refleja la existencia de tres picos. El primero indica la
hidratacion de la k-carragenina en 32 °C, posteriormente la gelatinizacion del
almidon en 69 °C y en el enfriamiento se observa la gelificacion de la -
carragenina en 22 °C.

En las mezclas con los tres componentes, se forman sistemas de dos y tres
componentes, con un amplio intervalo de comportamientos viscoelasticos. Los
granulos de almidon hinchados estan insertados en una fase continua, formada
por el WPI y la k-carragenina, formando un sistema de dos fases. Para bajas
concentraciones de CH10 y WPI, este tltimo y la k-carragenina permiten la
formacion de geles mas fuertes (tan & < 1), con mdédulos de almacenamiento
mayores que aquellos que se obtienen con la mezcla CH10-WPI. Para mayores
concentraciones de CH10 y WPI, la x-carragenina muestra un comportamiento
mas débil, con modulos dindmicos mas bajos. Los granulos de CH10 actuan
como relleno, reforzando las propiedades viscoelasticas de la fase circundante.
Estos resultados concuerdan con la hipétesis planteada.

La proporcién de [K']/[Na'] confirma que para la mayoria de las mezclas que
contienen WPI y k-carragenina, el mecanismo de gelificacion esta determinado
por los iones sodio. La interaccion entre las proteinas del suero y la x-
carragenina determinada por la microestructura de las mezclas observadas, da

como resultado su comportamiento mecanico.
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PERSPECTIVAS

Debido a que la microcalorimetria de barrido diferencial, empleada en este trabajo, solo
se utilizo con el fin de saber si a la temperatura de trabajo provocaba el hinchamiento de los
granulos de almidon, la desnaturalizacion de la proteina y la transicion fusion-gelificacion
de la «k-carragenina, no se realizd6 un estudio mas profundo sobre el efecto de la
concentracion de estos componentes sobre los intervalos de temperatura y de energia
necesarios para llevar a cabo las transiciones. En consecuencia, seria de gran interés
estudiar estos sistemas, para complementar los resultados que se obtienen de los estudios
reoldgicos y de microscopia.

El estudio de sistemas de tres componentes se vuelve muy complejo, ya que si no se
sigue una estrategia adecuada, se puede caer en afirmaciones falsas. Sin embargo, uno de
los elementos que estd presente y que impacta en el comportamiento de estas
macromoléculas, es el ambiente i6nico. Este trabajo puede servir de base para entender el
comportamiento de sistemas de tres componentes, pero variando la cantidad de sal para
poder observar diferentes asociaciones y por lo tanto, diferentes respuestas viscoelasticas.

La técnica de microscopia confocal, es muy util para observar la microestructura, sin
embargo, es importante conocer toda la gama de experimentos que se pueden realizar con
¢ésta técnica. Uno de ellos es mediante la técnica de deconvolucion espectral, la cual
permite separar la fluorescencia de las sefiales en una mezcla, a pesar de que la excitacion
de los diversos fluorocromos observados sea muy cercana. Cuando se trabajé con las
mezclas de tres componentes, se tuvo que eliminar el FITC del almidon, ya que su sefial se
traslapaba con la de la k-carragenina. Por ello, tal vez seria conveniente repetir los
experimentos con esta técnica, para finalmente resolver la interrogante de si la k-
carragenina se adsorbe o no sobre la superficie de los granulos de almidén.

Finalmente, seria de gran interés utilizar otro tipo de marcador debido a que el FITC y el
RITC, se “fotoblanquean” muy rapido con la emision de luz. Se podria buscar una
alternativa, incluso para ver si alguno de ellos se introduce en los granulos de almidon y

poder realizar la proyeccion tridimensional del interior de los mismos.
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11. ANEXOS

En el Cuadro A se muestran los valores de a y ben G’ o ©® y G” a ©° de los espectros

mecanicos. Se indican dos valores debido a que los espectros tienen un punto de inflexion.
Cada ntimero, i.e. bl, b2, indica el intervalo de frecuencias para el cual su valor fue

calculado. Este intervalo se muestra en el Cuadro B.

Cuadro A. Valores de a y b del barrido de frecuencia para las mezclas CH10 y WPI.

CH10 (%)
WPI (%) 1.0 2.0 3.0 4.0

0.5 a=0.15(r=0.85) a=10.095 (r=0.99) a=0.08 (r=10.98) a=10.068 (r=10.99)
b1=10.004 (r=0.039) | bl =0.16 (r=0.99) bl =0.17 (r=0.97) bl =0.052 (r=0.98)
b2 =10.35 (r=10.99) b2 =0.22 (r=0.98)

1.0 al =0.11 (r=0.97) a=0.085 (r=10.98) a=0.069 (r=0.97) a=0.071 (r=10.98)
a2=0.18 (r=10.94) b=0.21(r=0.99) b=0.31(=0.99) b=10.068 (r=0.90)
b1 =0.09 (r=0.86)
b2 =0.53 (r=0.99)

2.0 a=0.086 (r=10.97) a=0.097 (r=10.98) a=0.065 (r=0.98) a=0.049 (r=10.98)
b1 =0.023 (r=10.25) bl =0.15(r=10.93) bl =-0.16 r=-0.96) | bl =-0.010 (r=-0.42)
b2 =0.57 (r=10.99) b2=0.20 (r=0.96) b2=0.24 (r=0.98)

3.0 a=0.086 (r=10.97) a=0.080 (r=10.99) a=0.063 (r=10.99) a=0.062 (r=10.99)
bl =0.023 (r=0.25) bl =-0.006 (r=-0.18) | bl =-0.18 (r=-0.96) | bl =-0.05 (r=-0.89)
b2 =0.57 (r=0.99) b2=0.23 (r=10.99) b2 =10.16 (r=10.95) b2 =10.17 (r=0.98)

3.5 a=0.090 (r=10.99) a=0.074 (r=0.99) a=0.063 (r=10.99) a=0.067 (r=10.99)
bl =-0.04 (r=0.84) bl =-0.092 (r=-0.88) | bl =-0.13 (r=-0.96) | bl =-0.05 (r=-0.87)
b2 =10.17 (r=-0.96) b2=0.14 (r=0.97) b2 =10.15(r=0.97) b2 =10.15 (r=0.98)

3.9 a=0.086 (r=10.99) a=0.07 (r=0.99) a=0.067 (r=10.99) a=0.072 (r=10.99)

bl =-0.098 (r=-0.81)

b2 =0.27 (r = 0.96)

bl =-0.029 (r=-0.62)

b2 =0.21 (r=0.98)

bl =-0.15 (r=-0.93)

b2 =0.14 (r = 0.97)

bl =-0.095 (r=-0.91)

b2 =0.14 (r = 0.98)
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Cuadro B. Intervalo de frecuencias (rad/s) usado para determinar a y b mostrados en

el Cuadro A.
CH10 (%)
WPI (%) 1.0 2.0 3.0 4.0

0.5 a=0.1a25 a=0.1a100 a=0.1a100 a=0.1a100
bl=0.1a1.0 b=0.1a100 b=0.1a100 b=0.1a100
b2=1.252a100

1.0 al=0.1al.0 a=0.1a100 a=0.1a100 a=0.1a100
a2=125a100 | b=0.1a79 b=3.16a100 b=0.1a20.0
bl=0.1al.0
b2=1.25a100

2.0 a=0.1a31.62 a=0.1a100 a=0.1a100 a=0.1a100
bl1=0.1al.0 b=0.1a79 bl=0.1al1.0 bl=0.1a2.5l1
b2 =1.25a 100 b2=125a100 | b2=3.162a100

3.0 a=0.1a31.6 a=0.1a100 a=0.1a100 a=0.1a100
bl=0.1a1.0 bl =0.1a3.98 bl=0.1a1.0 bl1=0.1a1.0
b2=251a100 | b2=5a79 b2=125a100 | b2=1.25a100

3.5 a=0.1a100 a=0.1a100 a=0.1a100 a=0.1a100
bl=0.1al1.0 bl =0.1a1.0 bl=0.1a1.0 bl=0.1a1.0
b2=251a100 | b2=125a100 | b2=125a100 |b2=1.25a100

3.9 a=0.1a63 a=0.1a100 a=0.1a100 a=0.1a100
bl1=0.12a398 | bl=0.1a3.16 bl=0.1al.0 bl=0.1al.0
b2 =5a100 b2=398a100 | b2=125a100 | b2=1.252a100

188



Cuadro C. Valores de a y b del barrido de frecuencia para las mezclas WPI y «C. El
intervalo de frecuencias fue 0.1 a 100 rad/s.

KC (%)

WPI (%)

0.25

0.50

0.75

1.0

0.5

a=0.03 (=0.99)

b=-0.49 (=-0.99)

a=0.045(r=0.99)

b=-0.22(r= -0.94)

a=0.04(r=0.99)

b=-0.16(r=-0.90)

a=0.03 (= 0.99)

b=-0.49(r= -0.94)

1.0

a=0.04 (r=0.99)

b=-0.44 (r=-0.94)

a=0.034 (=0.98)

b=-0.44(r=-0.95)

a=0.043(=0.96)

b=-0.49(r=-0.97)

a=0.04(r=0.99)

b=-0.44 (=-0.94)

2.0

a=0.035(r=0.99)

b=-0.43(=-0.94)

a=0.032 (r=0.99)

b=-0.35(r= -0.95)

a=0.040 (= 0.99)

b=-0.40(r= -0.95)

a=0.035(r= 0.99)

b=-0.043(1=-0.94)

3.0

a=0.039 (1=0.99)

b=-0.28 (r=0.93)

2a=0.039(=0.99)

b=-0.24(r=-0.97)

2a=0.036 (= 0.99)

b=-0.31(r=-0.94)

a=0.039(r= 0.99)

b=-0.28(r=-0.95)

3.5

a=0.036 (1=0.99)

b=-0.34(r=-0.93)

a=0.045 (r=0.99)

b=-0.19 (r=-0.95)

a=0.039 (= 0.99)

b=-0.29 (r=-0.94)

a=0.036 (1= 0.99)

b=-0.34 (= -0.93)

3.9

a=0.034 (1=0.99)

b=-0.28 (r=-0.93)

a=0.044 (r=0.99)

b=-0.13 (1=-0.96)

a=0.038 (= 0.99)

b=-0.19 (r=-0.97)

a=0.039 (1= 0.99)

b=-0.28 (r=-0.93)
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Cuadro D. Valores de a 'y b del barrido de frecuencia para las mezclas CH10 y «C. El
intervalo de frecuencias fue 0.1 a 100 rad/s.

KC (%)
CH10 (%) 0.25 0.50 0.75 1.0
1.0 a=0.18 (r=0.96) a=0.042 (r=0.97) a=0.037 (r=0.98) a=0.04 (r=0.99)
b*=0.027(= 0.99) b*=-0.35 (=-0.92) | b*=-0.38 (=-0.93) | b*=-0.37 (=-0.95)
2.0 a=0.16 (r=0.96) a=0.049 (r=0.97) a=0.038 (r=0.99) a=0.034 (r=0.99)
a=0.27 (r=0.98) b=0.18 (r=0.93) b*=-0.20 (=-0.91) | b*=-0.39 (r=-0.95)
3.0 a=0.13 (r=0.97) a=0.051 (r=0.97) a=0.039 (r=0.98) a=0.035 (r=0.99)
b=0.24 (r=0.99) b=0.22 (= 0.98) b=-0.17 (=-0.94) | b=-0.26 (r=-0.95)
4.0 a=0.11(r=0.97) a=0.037 (r=0.96) a=0.03 (r=0.99) a=0.037 (r=0.99)

b=0.23(r= 0.99)

b=0.12 (=0.84)

b=0.11 (= 0.91)

5=0.079 (= 0.82)

* El intervalo de frecuencias fue de 0.1 a 1.0 rad/s.
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Cuadro E. Relacion de iones [K+]/[Na+]| para cada una de las mezclas kC-WPI.

WPI% | Kc% | [K']lg | [Nalg| K'/Na"
0.5 025 | 0.0412 | 0.5790 | 0.0711
0.5 0.5 | 0.0582 | 1.1577 | 0.0502
0.5 0.75 | 0.0751 | 1.7363 | 0.0433
0.5 1 0.0921 | 2.3150 | 0.0398

1 025 | 0.0654 | 1.1577 | 0.0565
1 0.5 | 0.0824 | 1.1581 | 0.0711
1 0.75 | 0.0993 | 1.7367 | 0.0572
1 1 0.1163 | 2.3154 | 0.0502
2 025 | 0.1138 | 0.5802 | 0.1961
2 0.5 | 0.1308 | 1.1589 | 0.1128
2 0.75 | 0.1477 | 1.7375 | 0.0850
2 1 0.1647 | 2.3162 | 0.0711
3 025 | 0.1622 | 0.5810 | 0.2792
3 0.5 | 0.1792 | 1.1597 | 0.1545
3 0.75 | 0.2203 | 1.7387 | 0.1267
3 1 0.2131 | 2.3170 | 0.0920
3.5 025 | 0.1864 | 0.5814 | 0.3206
3.5 0.5 | 0.2034 | 1.1601 | 0.1753
3.5 0.75 | 0.2203 | 1.7387 | 0.1267
3.5 1 0.2373 | 2.3174 | 0.1024
3.9 025 | 0.2057 | 0.5817 | 0.3537
3.9 0.5 | 02227 | 1.1604 | 0.1919
3.9 0.75 | 0.2397 | 1.7390 | 0.1378
3.9 1 0.2567 | 2.3177 | 0.1108

Para cantidades donde la relacion [K+]/[Na+]es menor a 0.33 significa que el mecanismo
de gelificacion estd determinado por el sodio (hebra-hélice) y solamente en una
combinacion donde estd presente el WPI en 3.9 con 0.25% «xc se tiene que el mecanismo
estd determinado por el potasio (hebra - doble hélice). Otra combinacion cercana a este
mecanismo es 3.5% WPI con 0.25% «c.
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INTRODUCCION A LA METODOLOGIA DE SUPERFICIES DE RESPUESTA

La metodologia de superficies de respuesta (RSM) es un conjunto de técnicas
matematicas utilizadas en el tratamiento de problemas en los que una respuesta de interés
estd afectada por varios factores cuantitativos. El proposito inicial de estas técnicas es
disefiar un experimento que proporcione los valores razonables de la variable de respuesta.
Cuando se dice que el valor real esperado, 1, que toma la variable de interés considerada es
modificada por los niveles de k factores cuantitativos, X;, Xo,...,Xk, esto significa que
existe alguna funcioén de X, Xs,...,Xx (que se supone continua en Xi, V i = 1,....,k) que

proporciona el correspondiente valor de 1 para alguna combinacion dada de niveles:

n= (X, Xa,...,Xk) (1)

de tal forma que la variable respuesta puede expresarse como

Y=n+e=1{X, Xs,...,.Xx) t & (2)

donde ¢ es el error observado en la respuesta. La relacion n = (X, Xa,...,Xk) existente
entre 1 y los niveles de los k factores puede representarse a través de una hipersuperficie a
la que se denomina superficie de respuesta. Una técnica utilizada para ayudar a visualizar la
forma que puede tener una superficie de respuesta tridimensional consiste en representar la
grafica de contornos de la superficie, en la que se trazan lineas denominadas de contorno,
que son curvas correspondientes a valores constantes de la respuesta sobre el plano X;X;
(plano cuyo ejes coordenados vienen dados por los niveles X; y X, de los factores).

Geométricamente, cada linea de contorno es una proyeccion sobre el plano X; X, de una
seccion de la superficie de respuesta al intersectar con un plano paralelo al X;X,. La grafica
de contorno resulta util para estudiar los niveles de los factores en los que se da un cambio
en la forma o altura de la superficie de respuesta. La existencia de graficas de contorno no
esta limitada a tres dimensiones a pesar de que en el caso en que haya mas de tres factores
de influencia no es posible la representacion geométrica. No obstante, el hecho de poder
representar graficas de contorno para problemas en que haya dos o tres factores permite

visualizar mas facilmente la situacion general.
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Superficies de respuesta polindmicas. Modelos de primero y segundo orden

La forma de la funcion f que determina la relacion entre los factores y la variable de
respuesta es en general desconocida. Por ello el primer objetivo de la RSM consiste en
establecer experimentalmente una aproximacion apropiada de la funcion f. Para ello, se
propone un modelo de ecuacion, generalmente polindémico, en los k factores (X, Xa,...,Xk)
y se selecciona un conjunto de tratamientos sobre los que hay que realizar las observaciones
experimentales que se utilizaran para obtener estimaciones de los coeficientes en el modelo
propuesto (por ejemplo, a través del método de minimos cuadrados) y una estimacion de la
variacion del error experimental (para lo cual es necesario tener al menos dos
observaciones por cada tratamiento). Entonces, se contrastan las estimaciones de los
parametros y el ajuste del modelo. Si el modelo se considera adecuado, entonces puede
utilizarse como funcion de aproximacion. En tal caso, el estudio de la superficie de
respuesta se hace en términos de la superficie ajustada, pues su analisis sera
aproximadamente equivalente al del sistema real.

Los polinomios usados con mayor frecuencia como funciones de aproximacion son los

de o6rdenes uno y dos, los cuales proporcionan, respectivamente, los siguientes modelos:

Primer orden Y =B+ Zki 1 BiXite 3)
Segundo orden Y = BO +Zki =1 Bi X;+ Zki -1 Bii Xiz + Eki -1 Bi X+ e (4)

Utilizacion de variables codificadas

En la construccion de modelos de superficies de respuesta es muy comun la codificacion
de los valores reales de los niveles de los factores, pues las distancias medidas sobre los
ejes de las variables codificadas en el espacio k-dimensional se convierten en estandar, lo
que facilita considerablemente los calculos que deben llevarse a cabo para obtener el
modelo de aproximacion e incrementa el ajuste en la estimacion de los coeficientes. Una

formula que suele resultar util para codificar los valores de los factores es la siguiente:

_ XiNInf +XiNSup
1 2 X -(X) .
X, = = i=1,2,...,k (5)
XiNSup _XiNlnf XiNSup _XiNlnf
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donde Xinmr es el valor del nivel mas bajo del factor 1, Xinsyp €s el valor del nivel mas alto

del factoriy

N4 XiNInf + XiNSu
— p
Xi=— (6)
2
es la media entre los valores mas alto y mas bajo del nivel i = 1, ...., n. La formula anterior

verifica que ¥ x;=0 y transforma las medias

X, Xy

en el punto (Xj,....Xx) = (0,...,0) al que se denomina centro del disefio. Las formulas
empleadas para la codificaciéon dan lugar a transformaciones biyectivas entre variables
reales y codificadas. Por lo tanto, a partir de ahora se trabaja con variables codificadas pues

las conclusiones obtenidas sobre ellas pueden extrapolarse a las variables reales.

Modelos de primer orden

Cuando no se tiene suficiente informacion acerca de la forma que presenta la superficie
de respuesta, el primer intento de ajuste se hace, generalmente, aproximando a través de un
modelo de primer orden. La forma general de un modelo de primer orden con k factores,

Xi, X5,.... X €s:

Y=Bo+Z i Xite (7)

donde Y es la variable de respuesta, Bo y Bi son coeficientes desconocidos y € es el error

aleatorio. El equivalente de la ecuacion (7) en forma matricial es

Y=XB+e (8)

donde la matriz X puede escribirse alternativamente como X = [1:D], en la cual D es la

matriz de combinaciones de niveles de los factores, denominada matriz de disefio. Si la
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matriz X es de rango completo, entonces el estimador de P obtenido por el método de

minimos cuadrados es
b=X'X)'X'Y 9)

que es, de hecho, el mejor estimador lineal no sesgado de B y la matriz de varianzas-

covarianzas de b viene dada por

Var(b) = (X'X)'o* (10)
El modelo de primer orden ajustado es, entonces:

Y =bo + =, biX; (11)

Si el modelo esta bien ajustado, la parte no aleatoria del modelo representa la respuesta
real esperada y € es el error experimental. Sin embargo, si el modelo no esta ajustado a la
funcion respuesta real, lo que ocurre cuando la relacion entre la respuesta y los factores esta
demasiado simplificada, € contiene, ademas del error experimental, una parte de error no

aleatorio que se debe a la falta de ajuste.
Modelos de segundo orden

Cuando no existe curvatura en la superficie de respuesta, el modelo de primer orden no
es una aproximacion adecuada y es necesario utilizar un modelo que se ajuste mejor. Se
emplea entonces el modelo de segundo orden. La forma general de un modelo de segundo

orden con k factores, X;, Xs,...., Xk es:
Y = o+ 201 Bi Xi + it Bi X+ 2 TN i By Xi Xy e (11)

donde Y es la variable de respuesta, o, Bi, Bii, Bij son coeficientes desconocidos y € es el
error aleatorio. De manera analoga a los modelos de primer orden se obtiene que el modelo

ajustado de segundo orden es:
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Y =bo+ . by X+ = by X2+ 26 ij:2,>i by Xi X; (12)

Naturaleza secuencial de la RSM

La RSM es una técnica secuencial. A menudo, la estimacion inicial de las condiciones
optimas de operacion esta alejada del optimo real, asi que el objetivo es, usando un método
lo méas simple y menos costoso posible, moverse rapidamente hacia las cercanias del
optimo. En general, se sabe muy poco o nada acerca de la relacion existente entre la
variable respuesta y los factores, asi que, en un principio, se propone el modelo de
aproximacion mas simple posible, el de primer orden, que suministra la base para ejecutar
un conjunto inicial de experimentos que proporcionan datos correspondientes a los puntos
de disefio de primer orden. Si los datos recogidos permiten hacer una estimaciéon de la
varianza del error, se puede llevar a cabo un contraste para evaluar el ajuste del modelo. La
segunda etapa consiste en localizar dreas de region experimental en las que se sospeche que
pueden estar los valores mas deseables de la variable de respuesta. La estrategia a seguir es
conocer los valores maximos de la respuesta, con el método de maxima pendiente en

ascenso o en descenso si lo que se desea es minimizar los valores de la respuesta.

Método de maxima pendiente en ascenso

El método de maxima pendiente en ascenso consiste en ejecutar una secuencia de
experimentos a lo largo de la linea de maximo incremento de la respuesta. Si el modelo
ajustado de primer orden es adecuado, la informacidén que este proporciona se utiliza para
determinar una direccion en la cual se espere observar mayores valores de la variable de
respuesta. A medida que se avanza sobre la superficie ajustada en la direccion en que se
incrementan los valores de la respuesta y se va llegando a una regién en la que haya
curvatura en la superficie real, el incremento en la respuesta se estabilizara en el punto mas
alto de la superficie ajustada. Si se continlia en esta direccion y la altura de la superficie
disminuye, se lleva a cabo un conjunto de experimentos y se ajusta de nuevo el modelo de
primer orden. Se determina una nueva direccion hacia valores crecientes de la respuesta y
se egjecuta otra secuencia de experimentos en la direccion determinada. Este proceso
continia hasta que se hace evidente que a partir del modelo no se puede obtener un

incremento en la respuesta o este es muy pequefio.
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Si las pruebas de ajuste detectan que puede haber curvatura en la superficie, se aumenta
un grado al modelo afiadiéndole los términos del producto cruzado o los términos
cuadraticos puros y se completa el disefio de primer orden afiadiéndole los puntos
necesarios para ajustar el nuevo modelo de segundo orden. Si el modelo de segundo orden
para localizar, en el lugar en el que la pendiente de la superficie ajustada es cero, las
coordenadas del punto estacionario, que es el punto que proporciona el valor optimo de la
variable de respuesta y, si se detecta que este se encuentra dentro de los limites de la region
experimental, se pasa a determinar su naturaleza, i.e. si es maximo, minimo o punto de
silla. Si, por el contrario, el punto estacionario no se halla dentro de la region experimental,
se realiza una nueva experimentacion en la direccion en la que este se encuentra. Una vez
que se ha localizado el punto que proporciona valores optimos de la variable respuesta, se

describe la superficie en un entorno proximo a este.

Disefios de superficies de respuesta
La eleccion de un disefio adecuado del experimento a realizar es fundamental para
modelar y explorar la superficie de respuesta usada para ajustar el modelo polindmico al
conjunto de datos recogidos en los puntos de disefio. Asi, seria deseable que el disefio
tuviera, de las caracteristicas que se enumeran a continuacion, y dado que algunas de ellas
resultan conflictivas entre si, las que mas sirvan al interés del experimento:
1. Generar una distribucioén razonable de puntos y, por tanto, de informacién, en toda la
region de interés, pero utilizando el menor nimero posible de puntos experimentales.
2. Asegurar que, para cada punto x, el valor ajustado, Y(x), esta tan cerca como sea posible
del valor real, Y(x).
. Permitir la deteccion de falta de ajuste en el modelo.
. Permitir la ejecucion de los experimentos en bloques.
. Permitir la construccion secuencial de disefios en orden creciente.

. Proporcionar una estimacion interna de la varianza del error.

N N n B~ W

. Asegurar simplicidad en los calculos de las estimaciones de los parametros del modelo.

Ademas de las propiedades mencionadas sera muy conveniente que el disefio elegido sea
ortogonal o invariante por rotacion. Un disefio ortogonal es aquel en el que los términos del
modelo ajustado estan relacionados y, por tanto, también las estimaciones de los parametros

lo son, en cuyo caso, la varianza de la respuesta esperada en cualquier punto de la region
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experimental se puede expresar como la suma ponderada de las varianzas de los parametros
estimados del modelo.

Por otro lado, en un disefio invariante por rotacion, la varianza Y(x), que depende de la
situacion del punto x, es funcion Gnicamente de la distancia del punto al centro de disefio,
lo que significa que es la misma en todos los puntos equidistantes del centro de disefio.
Teniendo en cuenta que el objetivo de la RSM es la optimizacion de la respuesta y que se
desconoce la localizacion del optimo antes de ejecutar el experimento, esta propiedad
resulta muy interesante, puesto que garantiza que el disefio proporciona estimaciones
igualmente precisas en todas las direcciones. Dado que la naturaleza de los datos y de las
combinaciones experimentales se ajustan mejor a un modelo de segundo orden, se

describen a continuacion los criterios para disefios de segundo orden.

Disefios de segundo orden

Los disefios de segundo orden tener, al menos, (k + 1)(k + 2)/2 puntos, que es
precisamente el nimero de coeficientes del modelo que se necesita estimar y deben
involucrar, como minimo tres factores, dado que el modelo contiene términos cuadraticos
puros. Por otro lado, seria conveniente, por las razones que se han comentado, que fueran
ortogonales o invariantes por rotacion. Asi pues, se consideran los disefios factoriales 3k,
que son ortogonales, pero no invariantes por rotacion, y los disefios compuestos centrales,

que verifican ambas propiedades.

Diseiios factoriales 3k

En los disefios factoriales 3k cada uno de los k factores presenta tres niveles, de manera
que el numero de observaciones experimentales es N = 3k. Este numero puede hacerse
excesivamente grande, especialmente cuando se estin estudiando muchos factores, de
manera que en ocasiones conviene mas considerar disefios fraccionales 3k-m de los disefios
factoriales 3k, tal y como se hizo para los disefios factoriales 2k. Los disefios 3k y sus
fracciones presentan el inconveniente de que, aunque son ortogonales, no son invariantes
por rotacion, lo que hace que no sean muy buena eleccion como disefos de superficies de
respuesta de segundo orden (Khuri, 1987).

El andlisis de respuestas por el método de superficies ha sido aplicado al estudio de

optimizacion de extraccion de aceite de semilla de chia (Ixtaina et al. 2010), la
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optimizacion del proceso de extraccion de proteina de avena (Guan & Yao, 2008) y la

extraccion supercritica del aceite de semilla de rosa mosqueta (Machmudah et al., 2007).
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Cuadro F. Valores estadisticos decodificados para el analisis de respuesta por métodos
de superficie.

Variables Codificadas

Valores de la concentracion

Variables de respuesta

% peso
Desv.
CH10 WPI kC | CH10 WPI kC G’(Pa) Estandar.

-1 -1 -1 0 0 0 0 0
-0.5 -1 -1 1 0 0 0.008 0.001
0 -1 -1 2 0 0 0.028 0
0.5 -1 -1 3 0 0 19.269 1.003
1 -1 -1 4 0 0 60.149 0.848
-1 -0.6667 -1 0 0.5 0 0.005 0
-0.5 -0.6667 -1 1 0.5 0 0.538 0.06
0 -0.6667 -1 2 0.5 0 39.677 3.285
0.5 -0.6667 -1 3 0.5 0 143.025 2.356
1 -0.6667 -1 4 0.5 0 141.247 2.847
-1 -0.3333 -1 0 1 0 0.005 0.001
-0.5 -0.3333 -1 1 1 0 0.416 0.016
0 -0.3333 -1 2 1 0 63.783 7.727
0.5 -0.3333 -1 3 1 0 105.6 0
1 -0.3333 -1 4 1 0 172.412 4.359
-1 0 -1 0 2 0 0.008 0
-0.5 0 -1 1 2 0 1.511 0.282
0 0 -1 2 2 0 65.464 4.78
0.5 0 -1 3 2 0 124.985 15.828
1 0 -1 4 2 0 261.924 11.639
-1 0.33333 -1 0 3 0 0.027 0
-0.5 0.33333 -1 1 3 0 87.727 0
0 0.33333 -1 2 3 0 144.466 18.903
0.5 0.33333 -1 3 3 0 321.025 23.193
1 0.33333 -1 4 3 0 400 0
-1 0.66667 -1 0 3.5 0 6.39 0
-0.5 0.66667 -1 1 3.5 0 328.615 43.773
0 0.66667 -1 2 3.5 0 307.676 50.867
0.5 0.66667 -1 3 3.5 0 435.925 12.488
1 0.66667 -1 4 3.5 0 618.013 12.313
-1 1 -1 0 39 0 40.06 3.56
-0.5 I -1 1 3.9 0 279.867 12.093
12.907

0 1 -1 2 39 0 374.187
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Variables Codificadas

Valores de la concentracion

Variables de respuesta

% peso
Desv.
CH10 |WPI kC CH10 | WPI kC G’(Pa) Estandar.

0.5 1 -1 3 39 0 720.899 15.736
1 1 -1 4 39 0 853.981 8.573

-1 -1 05 0 0 0.25 0.908 0.089
-0.5 -1 05 1 0 0.25 9.648 0
0 -1 0.5 2 0 0.25 10.859 0.463
0.5 -1 0.5 3 0 0.25 31.076 1.641
1 -1 0.5 4 0 0.25 64.623 4.86

-1 -0.6667 -0.5 0 0.5 0.25 2.121 0.122
-0.5 -0.6667 -0.5 1 0.5 0.25 24.35 0.129
0 -0.6667 -0.5 2 0.5 0.25 54.587 2.786
0.5 -0.6667 -0.5 3 0.5 0.25 115.523 1.261
1 -0.6667 -0.5 4 0.5 0.25 189.43 0.436

-1 -0.3333  -0.5 0 1 0.25 25.305 2.831
-0.5 -0.3333  -0.5 1 1 0.25 60.106 5.313
0 -0.3333  -0.5 2 1 0.25 54.562 4.051
0.5 -0.3333  -0.5 3 1 0.25 160.858 5.299
1 -0.3333  -0.5 4 1 0.25 235.675 18.467

-1 0 -0.5 0 2 0.25 125.777 7.901
-0.5 0 -0.5 1 2 0.25 166.702 13.627
0 0 -0.5 2 2 0.25 153.545 4919
0.5 0 -05 3 2 0.25 196.575 16.934
1 0 -05 4 2 0.25 301.628 21.623

-1 0.33333 -0.5 0 3 0.25 275.615 2.079
-0.5 0.33333 -0.5 1 3 0.25 135.921 4.429
0 0.33333 -0.5 2 3 0.25 243.14 0.604
0.5 0.33333 -0.5 3 3 0.25 289.459 8.452
1 0.33333 -0.5 4 3 0.25 354.613 2.3

-1 0.66667 -0.5 0 3.5 0.25 314.739 23.934
-0.5 0.66667 -0.5 1 3.5 0.25 218.837 3.831
0 0.66667 -0.5 2 3.5 0.25 286.219 1.828
0.5 0.66667 -0.5 3 3.5 0.25 374.089 7.276
1 0.66667 -0.5 4 3.5 0.25 405.182 8.999

-1 1 -05 0 39 0.25 481.032 20.613
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Variables Codificadas

Valores de la concentracion

Variables de respuesta

% peso
CH10 |wpPI kC |CcH10 |wpI kC G'(Pa)  |Desv. Estandar.

-0.5 1 -05 1 3.9 0.25 467.901 35.226
0 1 -05 2 3.9 0.25 304.919 5.294
0.5 1 -05 3 3.9 0.25 505.703 40.243
1 1 -05 4 3.9 0.25 669.827 29.8

-1 -1 0 0 0 0.5 406.953 38.131
-0.5 -1 0 1 0 0.5 295.963 9.124
0 -1 0 2 0 0.5 444708 15.348
0.5 -1 0 3 0 0.5 544.571 4.868
1 -1 0 4 0 0.5 594.459 8.735

-1 -0.6667 0 0 0.5 0.5 538.04 40423
-0.5 0 0 1 2 0.5 699.49 13.823
0 0 0 2 2 0.5 1364.09 209.521
0.5 0 0 3 2 0.5 1106.31 112.043
1 0 0 4 2 0.5 1067.59 12.692

-1 0.33333 0 0 3 0.5 1620.76 25.618
-0.5 0.33333 0 1 3 0.5 1196.49 34.779
0 0.33333 0 2 3 0.5 1065.94 38.514
0.5 0.33333 0 3 3 0.5 1065.94 38.514
1 0.33333 0 4 3 0.5 1566.45 68.018

-1 0.66667 0 0 3.5 0.5 1571.96 51.407
-0.5 0.66667 0 1 3.5 0.5 1323.82 104.201
0 0.66667 0 2 3.5 0.5 1456.96 37.028
0.5 0.66667 0 3 3.5 0.5 1570.36 26.401
1 0.66667 0 4 3.5 0.5 1523 52.578

-1 1 0 0 39 0.5 2111.08 132.562
-0.5 1 0 1 39 0.5 1560.38 30.831
0 1 0 2 3.9 0.5 1434.19 45924
0.5 1 0 3 3.9 0.5 1362.57 56.657
1 1 0 4 3.9 0.5 1782.13 40.282

-1 -1 0.5 0 0 0.75 1162.45 23.393
-0.5 -1 0.5 1 0 0.75 1427.44 82.732
0 -1 0.5 2 0 0.75 1634.21 2.458
0.5 -1 0.5 3 0 0.75 1874.79 141.556
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Variables Codificadas

Valores de la concentracion

Variables de respuesta

% peso
CH10 | WPI kC |cH10 |wpl kC G'(Pa) | Desv. Estandar.

1 -1 0.5 4 0 0.75 2298.79 108.023

-1 -0.6667 0.5 0 0.5 0.75 3029.65 115.142
-0.5 -0.6667 0.5 1 0.5 0.75 1190.29 42.156
0 -0.6667 0.5 2 0.5 0.75 3024.65 111.06
0.5 -0.6667 0.5 3 0.5 0.75 2426.94 158.637
1 -0.6667 0.5 4 0.5 0.75 2165.29 42.266

-1 -0.3333 0.5 0 1 0.75 1707.77 133.122
-0.5 -0.3333 0.5 1 1 0.75 949.241 51.047
0 -0.3333 0.5 2 1 0.75 2543.1 27.377

-1 0 0 0 2 0.5 1076.7 0
0.5 0.33333 0.5 3 3 0.75 3041.41 102.63
1 0.33333 0.5 4 3 0.75 2676.12 2.494

-1 0.66667 0.5 0 3.5 0.75 3163.46 213.743
-0.5 0.66667 0.5 1 3.5 0.75 2463.26 48.851
0 0.66667 0.5 2 3.5 0.75 3330.53 375.286
0.5 0.66667 0.5 3 3.5 0.75 3282.24 332.71
1 0.66667 0.5 4 3.5 0.75 3651.48 58.571

-1 1 0.5 0 3.9 0.75 3737.18 30.116
-0.5 1 0.5 1 3.9 0.75 2335.36 104.042
0 1 0.5 2 3.9 0.75 2875.62 81.029
0.5 1 0.5 3 3.9 0.75 3198.05 12.509
1 1 0.5 4 3.9 0.75 3869.12 127.896

-1 -1 1 0 0 1 2905.77 271
-0.5 -1 1 1 0 1 4317.94 155.759
0 -1 1 2 0 1 3618.16 243 835
0.5 -1 1 3 0 1 5265.95 84.899
1 101 4 0 1 494525 72.244

-1 -0.6667 1 0 0.5 1 3391.64 237.368
-0.5 -0.6667 1 1 0.5 1 4315.28 97.722
0 -0.6667 1 2 0.5 1 4262.27 23213
0.5 -0.6667 1 3 0.5 1 4578.56 347.779
1 -0.6667 1 4 0.5 1 4726.59 33.24

-1 -0.3333 1 0 1 1 3331.59 27.246
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Variables Codificadas

Valores de la concentracion

Variables de respuesta

% peso
CH10 | WPI kC |cH10 |wpl kC G'(Pa) | Desv. Estandar.

-0.5 -0.3333 1 1 1 1 4084.43 55.636
0 -0.3333 1 2 1 1 4637.25 59.343
0.5 -0.3333 1 3 1 1 4387.41 186.88
1 -0.3333 1 4 1 1 4622.53 270.959

-1 0 1 0 2 1 3618.16 243.835
-0.5 0 1 1 2 1 4402 .83 65.532
0 0 1 2 2 1 6108.2 273.49
0.5 0 1 3 2 1 5547.64 180.348
1 0 1 4 2 1 4586.18 55.669

0 0.33333 0.5 2 3 0.75 3253.78 191.75

-1 1 1 0 3.9 1 5751.81 125.083
-0.5 1 1 1 3.9 1 5826.79 78.082
0 1 1 2 3.9 1 7599.71 294.135
0.5 1 1 3 3.9 1 8081.05 64.564
1 1 1 4 3.9 1 6723.72 194.269
-0.5 -0.6667 0 1 0.5 0.5 448.877 3.794
0 -0.6667 0 2 0.5 0.5 699.491 13.822
0.5 -0.6667 0 3 0.5 0.5 598.149 2.957
1 -0.6667 0 4 0.5 0.5 895.14 37.836

-1 -0.3333 0 0 1 0.5 295.963 9.124
-0.5 -0.3333 0 1 1 0.5 542.554 7.452
0 -0.3333 0 2 1 0.5 605.84 22.772
0.5 -0.3333 0 3 1 0.5 778.807 0.598
1 -0.3333 0 4 1 0.5 988.929 26.798

1 0.66667 1 4 3.5 1 5994.22 125.871
0.5 -0.3333 0.5 3 1 0.75 2356.83 38.714
1 -0.3333 0.5 4 1 0.75 2417.72 28.079

-1 0 0.5 0 2 0.75 2465.08 59.772
-0.5 0 05 1 2 0.75 2244.03 26.283
0 0 05 2 2 0.75 2779.17 61.682
0.5 0 05 3 2 0.75 2834 .41 50.353
1 0 05 4 2 0.75 3111.66 128.643

-1 0.33333 0.5 0 3 0.75 3357.15 39.482
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Variables Codificadas

Valores de la concentracion

Variables de respuesta

% peso
CH10 WPI kC |CH10 WPI kC G’(Pa) ‘ Desv. Estandar.

-0.5 0.33333 0.5 1 3 0.75 220991 81.984
-1 0.33333 1 0 3 1 6157.1 103.434
-0.5 0.33333 1 1 3 1 4746.47 268.966
0 0.33333 1 2 3 1 6109.14 373.51
0.5 0.33333 1 3 3 1 6140.8 92.248
1 0.33333 1 4 3 1 5497.2 48.859

-1 0.66667 1 0 3.5 1 6048.83 185.3
-0.5 0.66667 1 1 3.5 1 4765.71 228.635
0 0.66667 1 2 3.5 1 6071.94 530.159
0.5 0.66667 1 3 3.5 1 6666.73 216.119
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