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E! propdsito del presente trabajo fue el de analizar el efecto del pH y fuerza idnica
sobre las propiedades fisicoquimicas (tensién superficial, indice de consistencia de la fase
continua} y espumantes (rendimiento y estabilidad de espuma) de las proteinas Hyfoama
88 y Prolac H estabilizadas con polisacéridos anidnicos.

Se evaluaron los sisternas proteicos con polisacaridos aniénicos: carragenina
{lamado comercialmente Genuvisco-C y J) y carboximetilcelulosa (lamado Macrocel) a
concentraciones de 1.3% de proteina y 0.45% polisacérido. Se descartaron dos sistemas
de acuerdo a las propiedades espumanies obtenidas, trabaf'éndose con los sistemas
Hyfoama 88-Macroce! y Hyfoama B8-Genuvisco-C a cuatro diferentes pH.

Ei pH afectd de forma determinante las propiedades espumantes al modificar el
estado de carga tanto de la proteina como del polisacérido, lo que causa cambios de
conformacidn, solubilidad, fiexibilidad y propiedades superficiales. Se observé que Ia
carga de los polisacéridos es factor determinante en los sistemas lo que influyé en la
formacion, estabilidad y rendimiento de las espumas.

Al adicionar sales con diferentes fuerzas idnicas los resultados fueron muy
parliculares para cada sistema, pero en general, las sales causaron poco aumento de
estabiidad y rendimiento, con sus excepciones. En estas condiciones atin es el pH e
factor determinante en estas propiedades. Las sales NaCl y CaSO, fueron las que
proporcionaron los mejores resultados y ta sal Na, S0, provocd mayor inestabilidad en
estos sistemas. En general al comparar ambos, Hyfoama 88-Genuvisco C con las tres
sales presentd mejores rendimientos de espumas a todos los pH's y mejor estabitidad en
pH acido con NaCl y el sistema H88MC fue mas estable con las tres sales a pH basicos.



INTRODUCCION

Las proteinas, cuyo nombre significa “el primero”™ son las macromoléculas mas

abundantes en las células y constituyen casi la mitad del peso seco de la mayor parte de
los organismos. Las proteinas desempefian un papel muy importante en las funciones
biolégicas del organismo humano entre las que se encuentran principaimente la
regeneracion y formacién de tejidos, la sintesis de enzimas, anticuerpos , hormonas ¥
come constituyente de la sangre (2).
La importancia nutricional de las proteinas reside en que son fuente de aminodécidos.
Veintidds aminoécidos son generalmente los constituyentes de las profeinas, nueve de
ellos se han de proporcionar forzosamente a través de la dieta, para mantener la salud
fisica y mental, puesto que el organismo es incapaz de sintetizarios, son los flamados
aminoécidos esenciales que se unen covalentemente medianje enlaces peptidicos para
formar proteinas, e resto los sintetiza el organismo a partir del nitrégeno de las proteinas
de la dieta (39).

Los alimentos ricos en proteinas como la came, la leche, el huevo y el pescado
son los mas escasos en la mayoria de los paises , sobre todo, en aquellos que estan en
vias de desarrollo; son ademas los mas costosos de producir y por tanto fos mas dificiles
de adquirir. Por o que es un gran problema el proporcionar proteinas adecuadas para
aumentar su uso en el mundo, debido a que se tienen grandes crisis de hambre, Aparte
de su significado nutricional, las proteinas juegan un papel importante en las propiedades
organolépticas de los alimentos, ejercen influencia sobre la texiura de los alimentos de
proteinas animales y fienen muchas otras propiecdades funcionales. Las proteinas
frecuentemente estan presentes en los alimentos en combinacién fisica o quimica con
carbohidratos o lipidos. El envejecimiento de alimentos esta asociado con cambios
quimicos en proteinas, durante el calentamiento (al hervir, cocer o rostizar) las cadenas
aminoacidas se degradan o se afecta su interaccién con otros componentes y dan



sabores tipicos. El excesivo calentamiento por otro lado, reduce el valor nutritivo de la
mayoria de las proteinas (39).

Al ser las proteinas polimeros con carga y con grupos hidrofilicos, presentan una
importante reactividad con ctros componentes de los alimentos y consigo mismas; lo que
da lugar a una amplia gama de propiedades funcionales de importante aplicacién en
alimentos, como gelificacién, texturizacién, emulsificacion formacion de espumas. Estas
'propiedades pueden ser controladas o dirigidas variando entre otras cosas, e pH o la
fuerza i6nica, ya que afectan ef estado de carga y solubilidad de la proteina y en
consecuencia su funcionalidad (2).

En la actualidad la tecnologia de alimentos aplica ampliamente las propiedades

funcionales de proteinas de leguminosas (soya principalmente), de leche (caseinas),de
huevo, de cereales, etc., en una variedad de alimentos.
Una de las aplicaciones importantes de algunas proteinas es su capacidad espumante,
debidas a sus propiedades tensoactivas. Asi pues, aungue tradicionalmente se ha
utiizado a ia albdmina de hueva como proteina espumante en alimentos, en la actualidad
esta siendo sustituida por otras proteinas como el suero de la albumina de bovine,
proteinas del suero de la feche, proteinas de trigo (especiaimente las gluteninas) y
proteinas de soya (36).

En estudios previos se han analizado proteinas de origen diferente a ia albimina
de huevo, como la caseina hidrolizada (PROLAC H) y el hidrolizado de proteina de gluten
de trigo (HYFOAMA 88) junto con polisacéridos aniénicos como estabilizantes {(4,36) los
resutados muestran que pueden utifizarse alemativamente éstos en las mismas
aplicaciones que la albimina de huevo, presentando ventajas econdmicas, puesto que se
utilizan a concentraciones més bajas que la albumina de huevo y al utilizarse las proteinas
con los estabilizantes adecuados dan caracteristicas superiores de rendimiento y
estabilidad, al pH natural de éstas proteinas (alrededor de 9 por ser proteinas con
hidrélisis alcalina). La varacién de pH y fuerza idnica son parédmetros muy importantes en
el desarrollo de las propiedades funcionales finales de la proteina ya que afectan su
estado de carga y solubilidad. Los polisacaridos anidnicos como carragenina y
carboximetil celulosa, han mostrado ser buenos estabilizantes de espumas de proteinas
debido a que al ser polimeros cargados al igual que éstas, adoptan un estado de carga y
solubilidad que depende del pH y fuerza idnica. Al coexistir ambos polimeros en &l mismo
medio forman diferentes tipos de sistemas en funcién del pH y fuerza ibnica y bajo



determinadas condiciones, {as propiedades funcionales como la formacién y estabilidad
de espumas son mejoradas de manera importante.

Los estudios antes mencionados se realizaron sin modificacién de factores externos,
como lo son la variacién de pH y fuerza idnica, parametros muy importantes en el
desarrollo de las propiedades funcionales finales de las proteinas, por lo que se plantea el
estudio de estos pardmetros en relacion con los sistemas proteinas-polisacaridos
anidnicos teniéndose asi un conocirrﬁenlo mas amplio de estas proteinas en un sistema
con condiciones parecidas a las de un alimento.

1w



CAPITULO |
ANTECEDENTES

1.1.0 AMINOACIDOS

Los aminoécidos son los mondmeros constituyentes de las proteinas, por lo que
su distribucién y concentracién determinan fundamentalmente las propiedades de cada
proteina. Los aminodcidos tienen caracter anfotérico, debido a la presencia de los grupos
amino y carboxilo y son alfa amino&cidos porque los grupos carboxilo y amino se
encuentran en carbono affa de la molécula (2,29).

La figura 1 muestra la estructura basica de los aminoécidos,
COOH

HN !: H

Fig. 1 Estructura general de los aminoacidos encontrados en las proteinas mostradas en forma no iénica. R
representa la cadena lateral o grupo R en cada aminoécido Fuente: Lenninger L. A. Bioquimica, Editorisl
Omega Espaiia. 1991 p. 96.

1.1.1 CLASIFICACION DE AMINOACIDOS

Los aminoAcidos se pueden clasificar como esenciales y no esenciales,
dependiendo de la capacidad que tiene el cuerpo humanco para sintetizaros. Los
esenciales son aquellos que forzosamente se deben obtener de ia dieta, ya que
bioquimicamente no se sintetizan en las cantidades requeridas por el hombre, mientras
que los no indispensables son normalmente producidos en concentraciones suficientes



por el erganismo humano, de tal manera que no es tan necesaria su presencia en las
proteinas que se consumen provenientes de los alimentos {2).

Los amino4cidos también pueden agruparse en famiias basadas en las
propiedades de los grupos R, en particular de su polaridad, es decir, su tendencia a
interactuar con el agua al PH biolbgico (en las proximidades del pH 7), ios grupos R de los
aminogcidos varian mucho en polaridad, desde los grupos R no polares o hidrofébicos
(repelentes al agua) hasta los grupos R muy polares o hidrofilicos (que atraen al agua).
Los aminoacidos se agrupan en cuatro familias principales :

1} Grupos R no polares o hidrefébicos, (todos como se hallarian a pH 7), ejemplo:

coo- Coo-
HN+—C — H HN+ — € — H
CH; CH;

/4 CH,

CH;

Fenilatanina Metionina



2) Grupos R polares, sin carga, ejemplo:

CoO-
{
H3N+ —C—H

H;
OH

Tirosina

3) Grupos R con carga negativa:

Acido Aspartico

CO0o-
|
HN+ —C——H

CH;

SH

Ciste]na

COO-

[
HiNe— C—H

CH;

t
CHz

|
coQ-
Acido Glutamico



4) Grupos R con carga positiva,

CQO- COOo-
H3N+__é__,H H3N+___é__H
| |
CH; CH,

J:H2 | J:H2
Er, bn,

| |
CH; NH

+NH, L= N+H,
[
NH,
Lisina Arginina

Fig. 2 Aminodcidos representativos de las cuatro familias basadas en las propiedades de los grupos R
(polaridad). Se muestran con sus grupcs emino y carboxile ionizados, como se hallarian a pH 7.0 Fuente;

Lenninger L. A. Bioquimica, Editorial Omega Espafia. 1991 p.101,

Cuando un aminoécido cristalizado se disuelve en agua, se encuentra en forma de
ion dipolar, puede actuar como un acido (donador de protén) o como una base (aceptor
de protén) las sustancias que poseen esta doble propiedad son llamadas anfotéricas (del
griego amphi, ambos) y se laman frecuentemente anfolttos, por lo cual, los amino4cidos
son mas solubles en agua que en disolventes no polares.

Debido a sus grupos ionizables, los aminodcidos tienen la capacidad de
desarrollar cargas, de acuerdo al pH al que se encuentren. Esta situacion hace que exista
el estado quimico conocido como punto isoeléctico o de doble ion, en el que el
aminodacido tiene el mismo nimero de cargas positivas y negativas, por lo tanto su carga
neta es cero. En pH menores de su punto isceléctrico se encuentran en forma protcnada
o catidnica, y por encima de} punto isceléctrico adquieren un carga negativa en forma
anidnica (29).

Para el establecimiento de la estructura de una proteina ¥ conocimiento del punto
isoléctrico se disponen de métodos sensibles y resoiutivos para llevar a cabo la tarea con



rapidez, en particular la cromatografia del intercambio iGnico y la electroforésis. Ambos
métodos aprovechan las diferencias en comportamiento 4cido base de los diferentes
amincacidos, es decir, las diferencias en el signo y en la magnitud de sus cargas
eléctricas netas a un pH determinado (11).

1.2.0 CLASIFICACION DE PROTEINAS

Existen varios métodos de clasificacién de las proteinas, pero los principales
estan basados en la composicién, forma, solubilidad y la funcidn biclégica de éstos
biopolimeros, Las proteinas simples son aquellas que estan compuestas exclusivamente
de aminoécidos, mientras que las conjugadas contienen, ademas un grupo no proteico.
Las glucoproteinas son las que tienen una fraccién de carbohidrato que es generalmente
un monosacdrido o algun derivado nitrogenado. Las lipoproteinas se encuentran en la
sangre y forman pare estructural de muchas células siendo los fosfolipidos,
triaciiglicéridos y el colesterol. Las nucleoproteinas son complejos de proteina y Acidos
nucleicos y suimportancia radica en las funciones biolégicas que desempefian.

Dentro de la clasificacién por solubilidad, las albuminas solubles en agua y globulinas
solubles en soluciones salinas diluidas, son tal vez las mas importantes.

Por su funcion  bioldgica pueden clasificarse como: enzimas, proteinas de

transporte, de reservas y nutrtivas, contricties y motiles, estructurales, de defensa,
reguladoras.
Las proteinas pueden dividirse también en dos grandes clases sobre la base de su forma
y ciertas caracteristicas fisicas; son éstas: globulares y fibrasas. En las proteinas
globulares la cadena polipeptidica o cadenas se hallan plegadas de modo muy-compacto,
adoptando formas esféricas o globulares. L.as proteinas globulares son habitualmente
solubles en sistemas acuosos y se difunden con facilidad, muchas de ellas desempena
una funcién mévil o dindmica, como en el caso de las enzimas, o las albimina de huevo.
Las proteinas fibrosas son insolubles en el agua, tienen moléculas finas y alargadas, con
las cadenas polipeptidicas extendidas a lo largo de un eje en lugar de hallarse plegadas
en forma globular. La mayor parte de las proteinas fibrosas desempedian un papel
protector o estructural, ejempld colageno, elastina, queratina, miosina, actina etc.
{2,6,11,29,39),



1.2.1 ESTRUCTURA DE LAS PROTEINAS

Las propiedades y caracteristicas de las proteinas dependen fundamentalmente
de la conformacion en que se encuentren, es decir, para que una proteina tenga una
determinada actividad biolégica es necesario que adquiera una conformacion especifica,
unica y con secuencias diferentes de sus unidades aminodcidas, ello explicado en las
diferentes estructuras de las proteinas.

ESTRUCTURA PRIMARIA: Esta determinada por la forma secuencial y ordenada
en que se encuentran distribuidos los aminoécidos a lo largo de la cadena de proteina y
€s una propiedad altamente reproducible, controlada genéticamente y unica para cada
fraccién proteica. Debido a la influencia de los diferentes grupgs R la estructura primaria
determina en gran medida e! tipo y la intensidad de la estructura secundaria y terciaria de
la proteina.

ESTRUCTURA SECUNDARIA: Es la ordenacién en el espacio, es decir, la
conformacion de los residuos de aminoacidos adyacentes en lgs cadenas polipeptidicas.
Existen tres tipos principales de estructuras secundarias: la héfice a, la conformacion By
la hélice del coldgeno, todas estabilizadas por diferentes fuerzas, siendo las mas
importantes las electrostaticas, los puentes de hidrégeno, las interacciones hidrofobas y
las interacciones dipolo-dipolo (Van der Waals).

ESTRUCTURA TERCIARIA : Se le designa de esta forma al modo como se
hallan plegadas las cadenas polipeptidicas de las proteinas globulares para que puedan
adoptar las formas esféricas o globulares a diferencia de las proteinas fibrosas que
presentan estructuras lineales sencillas, las globulares tienen sus cadenas plegadas en
forma compacta con estructuras tridimensionales atamente organizadas. De todos los
puentes y enlaces (como los enlaces de hidrégeno entre los grupos R de los residuos
adyacentes de la cadena, las atracciones idnicas entre grupos R con carga opuesta, las
atracciones hidrofobicas, y los enlaces covalentes transversales), que intervienen en la
estructura terciaria, el enlace disuffurc es el mas fuerte e imparte una afta estabilidad a la
proteina.

ESTRUCTURA CUATERNARIA: Se refiere a la asociacion de dos o mas cadenas
de proteinas a través de uniones covalentes y no covalentes. Esta estructura pone de
manifiesto la forma fisica en que se disponen en el espacio las cadenas polipeptidicas
individuales de una proteina que est4 compuesta por mas de una cadena (2,29).



1.2.2 FUERZAS DE UNION DE LAS PROTEINAS

Los péptidos y las proteinas son el producto de la unibn heterogénea de
amino#cidos a través de enlaces peptidicos, que se forman por una condensacién entre
el carboxilo de un aminoécido y el grupo amino de otro, con la eliminacidn de una
molécula de agua, ello se muestra en la siguiente figura :

g 0 5

1
HN—CH—= C—OH + H - CH- COOH — H,N— CH-C—N- CH— COOH

I | |

Rt R2 R1 R2

Fig. 3 Enlace peptidico formado por condensacién de grupos carboxilo y amino de amincécidos y
eliminacién de una molécula de agua. Fuente: Badui, Salvador. Quimica de los Alimentos. Editorial Alhambrs
Mexicana Méx. D.F. 1888, p.115.

La condensacién de aminodcidos a través de enlaces peptidicos produce los
polipéptidos, de tal forma que cuando tienen pesos moleculares de mds de 5000
daltones, se les denomina proteinas. Los péptidos y las proteinas tienen un grupo amino
¥ un carbono terminal correspondiente a los dos aminoacidos que se localizan en los
extremos de la cadena.

Para que una proteina tenga una determinada actividad bioldgica es necesario
que adquiera una conformacion especifica y Gnica. La destruccién de dicha conformacién
de la proteina trae consigo la pérdida de su actividad.

Las fuerzas de unidn de las proteinas son;



UNION COVALENTE: Que son las responsables de la estructura basica de
la proteina, y se producen como resultado de un reparto de elpctrones entre dos o mas
atomos de los aminoacidos. Los grupos que interaccionan son C-C, C-N, C=0, S-5,
C-N-C. '

En general, las proteinas tienden a adquirir la conformacion méas estable que es la
que se encuentra a los niveles méas bajos de energia libre, y se produce debido a las
diferentes uniones quimicas que intervienen para la conformacion del polipéptido. El
establecimiento de uniones covalentes entre residuos de cisteina contribuye a su
estabilizacién. Asi, las moléculas proteicas que contengan varias uniones disuffuro son
acusadamente estables, sobre todo bajo las condiciones que conducen para la mayor
parte de las proteinas, a una desnaturalizacién irreversible (2,6).

PUENTES DE HIDROGENO: Estos enlaces pueden prgsentarse entre el oxigeno

de un grupo carbenilo de un enlace peptidico y el H del NH de gtra unién peptidica.
Este tipo de enlace tiene una funcidn fundamental en la estabilizacién de estructuras
secundarias, tal como la hélice « , las hojas plegadas p y asi mismo en la estabilizacién
de estructuras terciarias. Los grupos polares de los aminodcidos, situados en la superficie
de las proteinas, pueden formar con las moléculas del agua, un gran nimero de enlaces
hidrégeno contribuyendo asi a la estructura especifica y a a solubilidad de algunas
proteinas (2,6).

INTERACCIONES DE VAN DER WAALS: Las fuerzas atractivas de London-van
de! Waals se producen por una induccidn mutua de un momento dipolar entre grupos
eléctricamente apolares.

La naturaleza de la interaccién (atractiva o repulsiva) depende de la distancia entre los
atomos y en el caso de las proteinas también de los 4ngulos de torsidén en tormo de los
atomos de carbono a (fig. 4), interaccionan por tanto los grupos apolares de las
proteinas. Con grandes distancias, las interacciones son inexistentes, pero a medida que
la separacidn disminuye, aparece una fuerza atractiva y cuandp esta distancia se acorta

aun mas surge una fuerza repulsiva (2,6).



Fig. 4 Enlace peptidico que muestra que solo el carbono a tiene posibilidad de rotacién. Fuente: Badui,
Salvador, Quimica de los Alimentos. Editorial Alhambra Mexicana, México D.F. 1988, p. 117.

INTERACCIONES ELECTROSTATICAS: Es la atraccién coulémbica entre
grupos cargados opuestamente. Donde os grupos ionizables originan fuerzas atractivas o
repulsivas que contribuyen a estabilizar la estructura secundana ¢ terciaria. - Varias
interacciones proteina-idn contribuyen a estabilizar las estructuras proteicas cuaternarias,
Asi, las interacciones electrostéticas del tipo “proteina Ca*'- proteina™ contribuyen a la
estabilidad de las micelas de la caseina. En otros casos, el complejo proteina-ibn, posee
una actividad biolégica como el transporte de iones o una aclividad enzimética (6,11).

INTERACCIONES HIDROFOBAS: La hidrofobicidad de la cadena lateral de los
residuos de aminoacidos se debe a su estructura quimica apolar, estas cadenas laterales
no interfieren (salvo por las interacciones de Van der Waals) con molécuias polares, tales
como las del agua. Tienen asi tendencia a asociarse (interacciones hidréfobas) en las
regiones hidréfobas internas de la proteina (2,6,11).



1.2.3 FUNCIONALIDAD DE LAS PROTEINAS

El término propiedad funcionat con aplicacién a los ingredientes afimenticios, se
define como toda propiedad que influencia ia utiidad de un ingrediente en un alimento.
La mayor parte de las propiedades funcionates influyen sobre el caracter sensorial de éste
(en especial la textura), pero también pueden tener un papel decisivo en el
comportamiento fisico de los alimentos o de los ingredientes alimenticios durante su
preparacian, transformacién o almacenamiento (1,12).

Las propiedades funcionales de las proteinas, son propiedades fisicoquimicas que
permiten contribuir a la caracterislicas deseables de un alimento. Son varias las
propiedades funcionales que intervienen habitualmenite en algin afimento en particular.

Se han utiizado muchas formas de clasificacién de propiedades funcionales de
productos proteicos, una de ellas es la siguiente en funcion del tipo de interaccién con
olros compuestos o consigo misma (bioquimica):

8} propiedades de¢ hidratacién (que dependen de las interacciones proteina-agua)
b) propiedades relacionadas con las interacciones protelna-proteina.

¢} propiedades superficiales.

E! primer grupo abarca propiedades como absorcién y retencidn de agua, adhesion,
dispersabilidad, solubilidad y viscosidad.

El segundo grupo de propiedades se relaciona con procesos como la precipitacion,
gelificacion y la formacidn de varias estructuras (por ejemplo fibras y pastas proteicas).

El tercer grupo de propiedades se ralaciona con las caracleristicas de tensidn superficial,
emulsificacién y espumado. Estos grupos no son totalmente independientes, por
ejemplo;

La gelificacién no solamente implica las interacciones proteina-proteina, sino también las
interacciones profeina-agua, mientras que la viscosidad y solubilidad dependen, una y
otra de las interacciones proteina-agua y proteina-proteina (6).

Nakai y Powrie (1981)(39) agrupan las propiedades funcionales de las proteinas

en los alimentos y su efecto en la calidad de éstos:

1) Propiedades sensoriales. Como sabor, color, olor y textura.

2} Hidratacién. Dispersabilidad, solubilidad y humectacién.

3} Propiedades de superficie activa. Como emulsificacién, espumado, adsorcion,



Incluyendo retencién de grasa.

4) Las propledades reolbgicas que incluyen gelificacion y texturizacion.
5) Otras propiedades como adhesién, cohesividad, elaboracién de pastas,
peilculas y fibras.

La conformacion de una proteina en solucién depende fundamentalmente de sus
interacciones con el agua. La mayor parte de los alimentos son sistemas sélidos
hidratados y el comportamiento fisicoquimico y reolégico de las proteinas y los otros
constituyentes del alimento, estd influenciado, no solo por la presencia de agua, sino
también por la actividad de agua.

En la figura S se muestran las etapas del proceso de hidratacién de proteinas.

Adsorcion de ‘
Proteina moléculas de Adsorcitn Condensa-
seca —» | agua por fija- | — de capas —> cién de ——# | Hinchamiento
cién sobre muttiples
zonas polares de agua

Fig. 5 Representacion esquemdtica de la interaccidn proteina-agua que es producida durante el proceso de
hidratacién de un polvo proteico. Fuente: Cheftel, J. C. , Lorient D., Proteinas Alimentarias. Acribia 1989,
p.52.



Muchas de las propiedades funcionales de una preparacién proteica estan en
relacion con esta hidratacion progresiva. La absorcién del agua, (lamada también
afinidad, fijacién de agua), el hinchamiento, mojabilidad, capacidad de retencién de agua,
asi como la cohesidn y adhesion, estdn en relacién con las cuatro primeras etapas del
proceso, mientras que la dispersibilidad y viscosidad ( © poder espesanie) implican
también la quinta etapa. El estado inicial de la proteina, soluble o insoluble (parcial o
totalmente) también en relacién con importantes propiedades funcionales, tales como la
solubilidad. La gefficacidn implica la formacion de una masa insoluble bien hidratada,
donde las interacciones proteina-proteina son importantes.

Las propiedades fisicoquimicas y funcionales de las proteinas son influenciadas
por la presencia de polisacéridos (en particular aniénicos, lo cual es muy comin en
alimentos). La presencia en un mismo sistema de polisacarido y proteinas, puede
resultar en una interaccion o completa incompatibilidad, dependiendo del tipo de
polisacénido y proteina, su concentracién, el pH y fuerza iénica.

Lo anterior puede manejarse adecuadamente y orientarse hacia mejorar o favorecer
propiedades funcionales de polisacérido y proteinas como gelffficacién, modificacion de
propiedades reoldgicas, formacion y estabifizacién de emulsiones y espumas (12).

Las propiedades funcionales de las proteinas son influenciadas por factores
intrinsecos y extrinsecos. Dentro de fos intrinsecos estan:

« tamafio

+ forma

+ conformacion

+ composicién de amincacidos

« tamafo de unidades moleculares

e enlaces disulfuro

¢ hidrofobicidad

+ enlaces covalentes

¢ puentes idnicos

« puentes de hidrégeno

= fuerzas atractivas de Van der Waals
Los factores extrinsecos que influyen de manera determinante son:

+ métodos y condiciones de aislamiento {refinacién, secado, almacenamiento)
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» grado de purficacion (alteraciones de proceso)

» modificacion fisica (calentamiento)

» modificacién quimica (derivacidn, hidrélisis)

s procesos enzimaticos

¢ interaccion con otros componentes

« almacenamiento

+ impurezas presentes en las proteinas.

» los métodos empleados en la determinacion de las propiedades funcionales
» ¢l tipo de equipo utilizado

« los métodos de medicitn, etc.

1.3.0 DESNATURALIZACION

La desnaturalizacién definida como la pérdida de las estructuras secundaria,
terciaria y cuatemaria de las proteinas sin que exista una hidrélisis del enlace peptidico,
es un fendmeno donde nuevas conformaciones aparecen aunque son frecuentemente
intermediarios o de corta vida (2,6). Este proceso provoca las siguientes modificaciones:

1) mayor sensibilidad del enlace peptidico a los fenémenos de hidrblisis
provocados por enzimas proteciiticas,

2) disminucién de Ila solubllidad,

3) descenso e incluso, pérdida de la actividad enzimética,

4) imposibilidad de cristalizaci6n,

5} aumento de viscosidad intrinseca

6) aumento del poder rotatorio especifico de la proteina.

El incremento de la viscosidad intrinseca parece indicar que la molécula pierde su

estructura propia, con lo que crece la asimetria, Asi los grupos hidréfobos, antes
orientados hacia ¢! interior, originan un descenso de la solubilidad (12).
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La desnaturalizacién puede ser reversible o irreversible. Cuando los enlaces disulfurcs
contribuyen a la conformacion del la proteina y si se rompen, la desnaturalizacion es
frecuentemente ireversible.

Los agentes causantes de la desnaturalizacién y que por tanto afteran las
propiedades funcionales de los productos proteicos son:

= Agentes Fisicos.

La aplicacidn de calor es e mas importante agente fisico causante de la
desnaturalizacién de las proteinas. La velocidad de desnaturalizacién de una proteina
depende mucho de la temperatura. Asl, en la desnaturalizacién de proteinas la velocidad
de reaccién aumenta aproximadamente unas 600 veces para el incremento de 10 °C .
Debido a ésto, la manipulacién de proteinas a temperaturas bajas evita o reduce de
manera considerable estos fendémenos que ademas estdn en funcidn de diversos
factores. Uno de ellos es el contenido de agua (especialmente en el caso de productos
desecados), por ejemplo, la gliadina del trigo se desnaturaliza en igual grado en una hora
en condiciones de 24% de humedad a 60 °C que con un 18% de humedad y a 70°C. La

-fuerza ibnica, el pH, y la naturaleza de los iones presentes son factores capaces de
modificar la susceptibilidad de la proteina a la desnaturalizacién por calor.

Las presiones elevadas (100 Kgfcm® son capaces de provocar la
desnaturalizacion de las proteinas, debido a que se modifican las estructuras de las
moléculas y adquieren mayor densidad. Las radiaciones ultravioleta inactivan
determinadas enzimas y disminuyen la solubilidad de ciertas proteinas.

- Agentes Quimicos.

El pH de! medio tiene gran importancia en ios fendmenos de desnaturalizacion de
proteinas. La mayoria de éstas son estables en un reducido intervalo de pH y los valores

del mismo que se apartan de él provocan la desnaturalizacion.

Concentraciones altas de solutos (6-8 M), tales como urea o guanidina, son capaces de
ocasionar la ruptura de enlaces de hidrégeno y, en (ttimo término, la desnaturalizacion de

la proteina.



Los detergentes sintéticos son los agentes mas enérgicos para causar la
desnaturalizacién, debido a sus propiedades de neutralizar a los grupos hidréfobos,

bloqueando asi las fuerzas necesarias para el mantenimiento de la estructura (12).

La desnaturalizacién no siempre es dafina y en muchos casos es necesaria,
como por ejemplo en la fabricacion del pan, en la produccién de la proteina de soya
texturizada, en la estabilizacién ‘de leches concentradas, etc., en donde se persigue el
cambio de |a5 propiedades funcionales como parte esencial del proceso. Ademas , las
proteinas desnaturalizadas pueden ser mas facimente atacadas por las enzimas
protecliticas del estémago y por tanto se asimilan con mayor velocidad. Este es el caso
de las proteinas del huevo, que son mas digeribles después de un tratamiento térmico (2).

1.3.1 PROPIEDADES DE HIDRATACION

La conformacién de una proteina en solucidn depende, fundamentalmente, de sus
interacciones con el agua. La mayor parte de los alimentos son sistemas sdlidos
hidratados y el comportamiento reoldgico y fisicoquimico de las proteinas y los otros
constituyentes de! alimento estén influenciados, no solo bor la presencia de agua, sino
también, por la actividad de agua.

La absorcién o hidratacion es considerada por algunos como el paso critico y el
primero en impartir las propiedades funcionales de las proteinas. Las interacciones con
agua son imporlantes en las propiedades tales como hidratacién, hinchamiento,
solubilidad, viscosidad y gelificacidn. Las propiedades superficiales tales como la
emulsificacién y formacidn de espumas, necesitan elevadas tasas de hidratacién y
dispersidn de la proteina, ademas de otras caracteristicas (6).

Las interacciones proteina-agua ccurren inicialmente en los sitios polares de los
aminoécidos en las moléculas de las proteinas. La retencién de agua de las proteinas se
relaciona con los grupos polares, tales como carbonil, hidroxil, amino, carboxif y grupos
sulfhidrilo; la mayoria de las proteinas contienen numerosos lados polares de su cadena a

lo largo de sus constituyentes peptidicos, formando con ello cadenas hidrofilicas (2,6).
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Las proteinas presentan diferentes capacidades de relencidn de agua debido a la
facilidad que tienen de interaccionar con las moléculas de este disolvente a través de
puentes de hidrégeno. Estos grados de hidratacién se deben en parte a las diferencias
que existen en la relacién de aminoAcidos polares y no polares de cada proteina y
ademas a factores exirinsecos como e pH, la fuerza iénica y la temperatura.

El tipo de aminoacido ejerce influencia en las intergcciones proteina-agua; la
naturaleza cationica, anidnica y no aniénica determina la capacidad de retenci6n de agua.
Los sitios activos més importantes de los aminoacidos con capacidad para formar
puentes de hidrdgeno son los -COOH, -NH,, -OH (alifatico y fendlico), =C=0y -NH-y
tienen una mayor capacidad de retencién de agua cuando se encuentran en forma
ionizada; por lo que la influencia del pH de! sistema en que se encuentren  es de
fundamenta! importancia. La conformacién tridimensional de la proteina ejerce a su vez
una influencia muy grande en su hidratacién, ya que los grupos activos deben estar
expuestos hacia el exterior en contacto con el agua para permitir una mayor interaccion
(2).

1.3.2 FACTORES QUE INFLUENCIAN LAS PROPIEDADES DE
HIDRATACION

Diversos factores , tales como la concentracion, pH, temperstura, tiempo, fuerza
ibnica, y presencia de otros constituyentes, afectan a las fuerzas que intervienen en las
interacciones proteina-proteina, y proteina-agua. La mayoria de las propiedades
funcianales vienen detemminadas por el equilibrio entre éstas fuerzas.

Las varaciones de pH al modificar la ionizacién y carga neta de la molécula
proteica, afteran las fuerzas atractivas y repulsivas entre proteinas ¥ la capacidad de
éstas uUltimas para asociarse con el agua. En el punto isoeléclrico las interacciones
proteina-proteina son méximas y las proteinas asociadas y replegadas sobre ellas
mismas, manifiestan el minimo de hidratacién e hinchamiento. Generalmente |a fijacién
de agua por las proteinas decrece cuando la temperatura se eleva, debido a la
disminucién de enlaces hidrégeno. Puesto que durante el calentamiento se produce una



desnaturalizacidn y agregacion de proteinas, puede reducirse la superficie de la molécula
proteica y la disponibiliélad de grupos polares para fijar agua. Sin embargo, cuando se
calientan proteinas de estructura muy compacta, se produce una disociacion Yy
desdoblamiento de moléculas, pueden llegar a la superficie enlaces peptidicos y cadenas
laterales polares antes inactivos que mejoran la fijacién de agua.

La naturaleza y concentracién de los iones, tienen efectos significativos sobre la
absorcién de agua, hinchazon y solubilidad de las proteinas. Por lo general hay enlaces
competitivos entre agua, sales y grupos laterales de amino4cidos (6).

1.3.3 SOLUBILIDAD DE LAS PROTEINAS EN EL AGUA

Las proteinas dependiendo de su estabiidad estructural (compactibilidad,
flaxibilidad, carga, enlaces disulfuro, hidrofobicidad) tienden a desdoblarse al establecer
un nuevo equilibrio termodinamico (44). Muchas de las propiedades funcionales y
moleculares de las proteinas alimenticias estd4n relacionadas con el contenido de
amino4cidos hidréfobos, y su distribucion en la estructura primaria (23).

Las caracteristicas superficiales de la proteina se afectan por el desdoblamiento, que est4
dirgido por la secuencia de amincacidos y las condiciones del solvente: en este
desdoblamiento la mayoria de los residuos no polares quedan dentro y los residuos
polares se quedan en la superficie expuestos al solvente, asi que la energia libre global
de la proteina es minima bajo las condiciones del medio. De acuerdo con esta regla
general, en las proteinas globulares es comin que los residuos hidréfobos se encontraran
escondidos en el interior y los residuos hidrofilicos estaran localizados en la superficie,
aunque no todos los residuos hidrifobos estan totalmente escondidos, esto puede ser
debido a Ia gran hidratacién y las fuerzas repulsivas electrostaticas de la superficie
proteica. La solubilidad de las proteinas puede ser expresada como la manifestacién del
equilibrio entre las interacciones proteina-solvente (hidrofilicos) y proteina-proteina, ésto
es:



—_—
Proteina-Solvente ... Proteina-Proteina + Solvente-Solvente  (44).

La solubilidad de las proteinas es un importante premequisito para la formacién de
peliculas debido a la rapida migracidn y a la adsorcion de la interfase que es critica (23)y
el desarrolio de las propiedades funcionales de las proteinas; aunque no siempre es
correcto afirmar que las proteinas deben tener una elevada solubilidad inicial para que las
otras propiedades funcionales sean buenas. La absorcion de agua de un ingrediente
proteico puede algunas veces, mejorarse con una desnaturalizacién e insolubilizacion
previa. Todo esto estd de acuerdo con el hecho de que la formacién de emulsiones,
espumas y geles presupone diversos grados de desdoblamiento, agregacién e
insolubilizacién de ia proteina.

La ventaja principal de la solubilidad inicial es que permite una dispersion rapida y
completa de las moléculas o particulas proteicas. Esto conduce a un sistema coloidal
finamente disperso, con una estructura macroscdpica homogénea y una textura suave.
La solubilidad inicial facilta la difusibn de la proleina en las interfases airefagua y
aceite/agua, mejorando asi su actividad superficial (6).

La solubilidad de las proteinas estd determinada por tres factores principales:
+ Su grado de hidratacién
¢ Su densidad y distribucién de carga a lo largo de la cadena,

« La presencia de compuestos no proteicos como fosfatos, carbohidratos y
lipidos que pueden tener efecto estabilizante.

La solubilidad se afecta con faclores como lo son la relacidn de aminoacidos
hidréfobos-hidréfilos, su secuencia de aminoacidos o estructura primaria y la longitug de
su cadena. Los principales agentes extrinsecos que afectan la solubilidad de las proteinas
son: la fuerza iénica, el pH, las propiedades dieiéctricas del disolvente y la temperatura

().



1.3.4 EFECTO DE LA FUERZA IONICA

Las sales compiten con el agua para la captura de sitios de enlace en las cadenas
laterales de los aminoécidos; la cantidad de agua ligada a la proteina es funcidn de la
concentracién de sal. El efecto de la fuerza idnica en la funcionalidad de la proteina ha
sido concentrado en la solubilidad. Generalmente la solubilidad de la proteina se
incrementa a bajas concentraciones de sal y disminuye a altas concentraciones de sal
{18).

La fuerza ibnica se expresa como:
M= % smZ*
M = fuerza idnica
m = molalidad de la solucién
Z = carga del ion.

Y no solo contribuye la medida de la concentracién, sino también del nimero de cargas
eléctricas provenientes de los cationes y aniones aportados por la sal (2).

Las sales pueden afectar las interacciones electrostiticas en macromoléculas en
contribucién con la fuerza ibnica. Sin embargo, aunado a semejantes efectos no
especificos en las interacciones eleclrostdticas, las sales también exhiben efectos
especificos sorprendentes en la conformacidn de proteinas (22).

Las sales neutras son conocidas por ejercer efectos notables en la solubilidad, en
el equilibrio asociacién-disociacion de las proteinas, en la estabilidad de las estructuras
globulares y fibrilares y en la transicidn conformacional de proteinas, polipéptidos y acidos
nucleicos.

La solubilidad de las proteinas esta en funcidn de la concentracion de sal; ésta se
incrementa al disminuir la concentracion de sal, fendmeno llamado solubilizacién por
salado, después de alcanzar un maximo de solubilidad empieza a disminuir ofra vez,
llamado insolubilizacién por salado, donde las sales a concenfraciones elevadas tienen
un efecto deshidratante sobre las proteinas que se refleja en que la proteina pierde parte
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del agua que le rodea y que sirve como agente estabilizante, Las proteinas se estabilizan
y permanecen solubles debido a que interaccionan con las moléculas de agua a través de
sus grupos hidréfilos idnicos, por 1o que la eliminacién de dicha agua estabilizante ias
obliga a reaccionar entre ellas mismas, de tal manera que se agregan y precipitan (7). La
solubitidad aumenta cuanto se reduce el grado de interaccién de las propias moléculas
del soluto y el disolvente. Los cationes y aniones de las sales neutras tienen afinidad por
los grupos idnicos, provenientes de los aminoacidos ionizables, por lo que evitan la
interaccién entre moléculas de proteina & través de fos grupos cargados (2).

Estudios de compuestos simples como purinas, aminas, efc., revelan que el efecto
de las sales neutras con moléculas polares y no polares de éstos compuestos y con
ciertos iones exhiben efectos positivos mientras otros tienen efectos negativos en la
solubilidad. En general el efecto de insolubilizacidn por salado, en los iones y cationes

sigue el orden:
$0.2 > Cr >Br >NOy > CIO, > SCN > CICCOO
NH.' > K*, Na* > Li* > Mg®* > Ca* > Ba®

que son llamadas series liotrépicas.

En general, la solubiizacién ¢ insclubilizacion de proteinas por sales a varias
concentraciones es el resultado neto de la maximizacién o minimizacién de las fuerzas
electrostaticas e hidrofébicas a diferentes concentraciones de sal. £slo podria también
depender de [a relacion de superficie no polar y la densidad de carga en la superficie de la
proteina. Si la proteina tiene grandes édreas de superficie no polar, la disminucion en la
interaccion electrostitica a bajas concentraciones de sal podria provocar la agregacion
hidrofébica de tales proteinas resutando en una disminucion de la solubiidad. A altas
concentraciones de sal, ademas la disminucidn o aumento de solubilidad depende de la
naturaleza liotropica del ion. Si el &rea superficial hidrofébica en la proteinas es menor y la
densidad de carga es alia, la proteina se insolubilizara a bajas concentraciones de sal ya
concentraciones mas altas de sal, la solubilidad seguiria los efectos liotrépicos de iones
diferentes (7).
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1.3.5 EFECTO DEL pH

El pH del medio tiene gran importancia en los fenémenos de desnaturalizacion de
proteinas. La mayoria de las proteinas son estables en un reducido intervalo de pH y
valores del mismo que se aparten de &l provocan la desnaturalizacidn. A medida que el
pH del medio se aleja del valor éptimo de estabilidad, aumentan las cargas en los grupos

R y {ambién las que ejercen repulsion entre diferentes zonas de la molécula, Esto causa
la modificacién de la estructura, aunque si éstos cambios no son excesivos, la proteina
puede adquirir de nuevo su configuracion nomal cuando se restablece el valor de pH
Gptimo (12).

Debide a su naturaleza anfétera, la solubifidad de proteinas globulares estd muy
influenciada por el pH al que se encuentren; es minima en su punto isoeléctrico, pero
aumenta considerablemente al alejarse de él. Dependiendo del pH del sistema, las
proteinas pueden actuar como cationes o aniones, de tal manera que al tener la misma
carga eléctrica desarrollan fuerzas de repulsién entre elias que repercuten en aumento de
solubilidad y estabilidad. En el punto isoeléctrico, las fuerzas de repulsién son minimas, lo
que hace que las proteinas tiendan a agregarse con la consecuente precipitacion (2).

1.3.6 EFECTO DE DISOLVENTES

Los disolventes también ejercen una influencia muy marcada en la estabilidad y
solubilidad de proteinas, de tal manera que la constante dieléctrica del medio en que se
disuelven es un factor determinante. La fuerza de atraccién entre dos moléculas de
proteina puede aumentar si se coloca un disolvente con un valor bajo de su constante
dieléctrica, ya que se disminuyen las fuerzas electrostaticas de repulsidn existentes entre
las moléculas proteicas, lo que contribuye a su agregacién y precipitacién. Los disolventes
(tales como &l etanol o la acetlona) entran asi en competencia por las moléculas de agua
y por lo tanto pueden reducir la solubilidad de las proteinas (2).
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1.3.7 EFECTO DE LA TEMPERATURA

Dentro de un intervalo limite de 0 a 50°C, ia solubilidad de la mayoria de las
proteinas se aumenta al incrementar la temperatura, sin embargo existen algunas
excepciones (2). Por encima de 40-50°C el movimiento de las moléculas es suficiente
para romper los enlaces implicados en la estabilizacién de las estructuras secundaria y
terciaria. Esta desnaturalizacion Qa seguida frecuentemente, de una agregacién y la
solubilidad de la proteina desnaturalizada llega a ser inferior a la de la proteina natural (6).
Los efectos del calentamiento pueden aparecer de dos diferentes formas al considerar la
hidrofobicidad :

» Desdoblamiento de las moléculas, con la consecuente exposicién de siios
hidréfobos

s Agregacién Inducida por el calentamiento, dando como resultado el de la
disminucion en la exposicion de sitios hidréfobos y pérdida de solubliidad.

Las propiedades alimenticias pueden diferir marcadamente en su respuesta al
calentamiento. Contrariamente a la creencia popular de que el calentamiento resulta en la
desnaturalizacién que se acompaiia por disminucidén de seolubiidad y funcionalidad, de
hecho, existen algunos ejemplos donde la funcionatidad de las proteinas se mejora por el
tratamiento térmico.

Para la extraccion salina de proteinas de misculo, e calentamiento a 50°C o més
attas temperaturas resulta en incremento de la hidrofobicidad y disminucidn de la
solubilidad, que se acompafia por disminucién de las propiedades de emulsificacién. en
brusco contraste, el calentamiento de aislado de proteina de soya provoca un incremento
de hidrofobicidad y solubilidad, asi como una marcada mejoria en el indice de actividad
de emulsificacion (35).
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1.4.0 ESPUMAS DE PROTEINAS

Las espumas son sistemas coloidales termodinamicamente inestables, donde el
gas estd principalmente como fase dispersa, dispersada en un liquido matriz. Las
burbujas estan separadas entre si por paredes liquidas llamadas lamelas (12). El
espumado es principalmente un proceso fisico, y la espuma es un ejemplo de un sistema
disperso en el cual los fenémenos fisicos juegali un papel importante (27).

Las espumas alimenticias son generalmente, dispersiones de burbujas de gas en
una fase liquida continua o semisélida que contiene un surfactante soluble, Las espumas
son utilizadas para proporcionar textura, consistencia y apariencia a los alimentos. Una
gran varedad de espumas alimenticias existen con texturas muy diferentes como el
merengue, pasteles, malvaviscos, y otros productos de confiteria, crema batida, helados,

sufiés, mousses, cerveza espumosa y pan {11,27).

1.4.1 FORMACION DE ESPUMAS

Existen varias formas de hacer un producto alimenticio aereado en casa o en la
industria,

Primero se distingue entre los siguientes procesos:
1. Agitacién de una cantidad de liquido dada en una cantidad ilimitada de aire,

2. Agitacién de una mezcla de gas y lfiquido en la cua{ ambos volumenes son
dados.

3. Permitir que el gas se genere desde el liquido en forma de burbujas,

La clara de huevo batido es un ejempio de un proceso en el cual la cantidad del
liquido es dada y la cantidad de aire es ilimitada (caso 1). En el batido, el aire es
introducido dentro del liquido en la forma de grandes burbujas, las cuales disminuyen su
tamaiic como resultado de una agitacién mecanica. La cantidad limitada de aire tomada
por el liquido en estado estacionario esta relacionada de alguna forma con la geometria
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del aparato y las propiedades espumantes, ya que tan pronto como las aspas se
empiezan a cubrir por la espuma, no hay aire nuevo que se pueda atrapar en el sistema.

En la industria alimentaria, la aireacién en proceso continio {tipo 2} es
frecuentemente realizada, al principio inyectando la cantidad de gas requerida en una
cantidad de liquido dada. Las burbujas se forman en un orificio y éstas salen de éi de un
tamafio que se determina entre otras cosas por la viscosidad o fuerza de empuje ejercida
por el liquido que fluye.

Las burbujas de gas pueden formarse del tipo 3, de dos diferentes formas:

¢ El gas es generado ‘in situ” en el liquido, lo que significa que el liquido ha sido
salurado con gas o

e EI llquido es sobresaturado con gas y las burbujas se forman por nucleacién
helerogénea.

Un ejemplo de la produccién in situ de gas es la obtencion de dioxido de
carbono que se genera por las células de levadura; los ejemplos de formacion de
burbujas de gas de un liquido sobresaturado por medio de la nucleacién heterogénea se
encuentra en la produccidén de espuma en cerveza y ctras bebidas carbonatadas (40).

Debido a la gran produccién de espuma, las burbujas de forma polihédricas se
presionan mutuamente, por lo que se empiezan a deformar, construyéndose una clase de
estruclura de panal, en ia figura 6 se muestra Iz estruclura de una espuma donde se
muestra esta estructura:
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\) K/ 1. fase dispersa

2b 1 2fase continua :
2a borde de Plateau

2a /\| (\ 2b lamela

Fig. 6 Representacion esquemética de la estructura de las espumas. Fuente: Halling J.P. Protefn-stabilized
foams and amutsions. C.R.C. Critical Reviews in Food Science and Nutrition. October, p. 158.

Entre las burbujas se forma una pelicula delgada, casi plana , la cual se rodea por
el llamado borde de Plateau. En un borde de Plateau tres peliculas se encuentran
siempre a un angulo de 120° entre eflas, para cumplir la condicién de equilibrio mecanico
(40).

1.4.2 ESTABILIDAD DE ESPUMAS

Cuando las espumas son inicialmente formadas, las burbujas de aire san esféricas
{debido a la presion intema) y la lamela es espesa y contiene grandes cantidades de
agua. Con el tiempo, el liquido drena de las espumas, la lamela se adelgaza, las burbujas
de aire se empiezan a cemar y asumen formas polihédricas, Ef drenado del liquido de la
lamela es la principa—l fuerza desestabilizante de las espumas, pues esto permite que las
burbujas se junten més. haciendo que el tamafio de las burbujas crezca a expensas de
las mas pequedias. Para minimizar esto es necesaria la retencién de humedad en la
lamela y tener una pelicula fuetemente impermeable (25).
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1.4.3 FACTORES QUE DETERMINAN LA ESTABILIDAD DE
ESPUMAS

La formacidn y estabilidad de espumas de proteinas depende en gran medida de
las propiedades de la pelicula interfacial. Los limites de las interacciones moleculares y las
propiedades de la pelicula dependen de la proteina en particular y las condiciones
previas de tratamiento (método de obtencidn, tratamientos térmicos, etc.). Diferentes
fuerzas pueden ser mas o menos deseables en diferentes estados de formacién de
pelicula; ademas la electronegatividad neta en la superficie acuosa de la pelicula, causa
repulsion entre burbujas contiguas, que es deseable para la estabilidad de la espuma. La
estabilidad de las espumas refleja un balance entre ias fuerzas con la pelicula (la cual le
imparte viscoelasticidad) y varias fuerzas (repulsion electrostitica y estérica entre
burbujas adjuntas, efectos osméticos y fenémenos viscosos en la fase lamelar y accion
capilar), todas tienden a estabilizar las espumas (25).

Varios factores intrinsecos y extrinsecos afectan las propiedades espumantes de
las proteinas como lo son la estructura de la proteina y estabilidad conformacional, las
interacciones secundarias, pH, sales, agentes oxidantes/reductores, propiedades de la
mezcla de proteinas, interacciones proteina-proteina en la pelicula, temperatura y grado
de modificacién. La formacién de una espuma alimenticia requiere de una rapida
formacién de una pelicula cohesiva viscoeldstica con alta dilatacién y médulo de corte,
para minimizar & escape de aire y la coalescencia de burbujas adjuntas (25).

Los tres faclores més importantes que contribuyen a estabilizar las espumas son:
una baja tensitn entre fases, una alta viscosidad de la fase liquida y peliculas de proteina
absorbidas resistentes y elésticas, ademds de una rapida difusion de proteinas en la
interfase (11).

La flexibilidad molecular es considerada como un factor determinante en la -
actividad emulsificante y espumante de las proteinas y con algin cambio en el nimero de
enlaces sulfuro en una proteina en particular es posible afectar estas propiedades
funcionales. Para la glicina, una reduccién de algunos enlaces disulfuro causa una
pérdida de estructura terciaria produciendo una mayor flexibiidad molecular, capaz de
permitir un rapido desdoblamiento en las interfases aire-agua o agua-aceite (26).
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La velocidad del drenado se retarda por la sustitucién de grupos polares (por
captacion de agua) en la fase lamelar y por adicién de azicar e hidrocoloides, los cuales
avidamente captarén el agua y aumentaran la viscosidad de la. fase continta.

El drenado de una delgada peficula liquida se puede detener completamente si las
superficies de la pelicula se repelen mutuamente. Cuando la repulsion es lo
suficientemente fuerte para compensar la succién del borde de Plateau, la atraccién de
Van der Waals entre las superficies y los disturbios causados por los movimientos
térmicos, se dice que ha liegado af equilibrio de pelicula. Las peliculas estabilizadas por
surfactantes idnicos de bajo peso molecular proporcionan estabilidad y también la
presencia de iones en la pelicula liquida. La formacién de la doble capa eléctrica en la
superficie conduce a una repulsidn que depende fuertemente del potencial superficial y la
concentracién y valencia de los iones. Tales peliculas tienen grosor de equilibric de 4-10
nm, las espumas alimenticias generalmente contienen surfactantes macromoléculares,
tales como proteinas o polisacéridos; el medio es estabilizado estéricamente con el grosor
de equilibrio que seré mayor del proporcionado por surfactantes de bajo peso molecular
(40).

La estabilidad de las espumas (por retencién del volumen y humedad) es un
refisjo de la integridad de la pelicula, la permeabilidad del gas y la pelicula
mecanicamente resistente, Varios factores afectan la estabilidad de las espumas espesor
de la pelicula, fuerza mecanica, propiedades viscoelasticas de pelicula, repulsién estérica
entre burbujas, fenémenos osméticos, presién de separacién, repulsionss electrostéticas,
atraccion de Van der Waals, viscosidad de la fase acuosa, efectos de capilaridad,
permeabilidad de la pelicula y velocidades de drenado. El pH de la fase acuosa afecta el
espumado al determinar la magnitud y naturaleza de la carga neta en las proteinas. La
variaci6n del numero y disposicién de las cargas, las cuales varian con el pH de las
proteinas afectan las interacciones proteina-proteina en la pelicula y repulsién entre la
burbujas de las espumas, e incluso la capacidad de que la espuma se forme.

Las propiedades de espumado de las proteinas pueden relacionarse con Ia
hidrofobicidad de la superficie. Por lo cual, debido a las regiones hidrofébicas o
segmentos que estan generalmente restringidas en el interior de las proteinas globulares
ganan considerable entropia por desdoblamiento dentro de la fase de aire (apolar) en la
espuma, que favorece la adsorcidn y las interacciones moleculares hidrofébicas entre
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polipéptidos contiguos en la interfase y puede ser importante en la estabilizacién de
peliculas.

La manipulacién del pH puede explotarse al alterar las cargas de las proteinas y
aumentar las propiedades de superficie activa. Por lo cual, la tensién superficial inicial
desarrollada por las proteinas es marcadamente dependiente del pH mostrando su
méaximo alrededor de los pH cercanos a su punto isoeléctrico.

En solucion la velocidad de adsorcion de las proleinas en la interfase se
incrementa al acercarse a su punto isoetéctrico. Las proteinas adsorbidas ejercen menor
repulsidn electrostatica en la interfase haciendo que las interacciones proteina-proteina se
faciliten. Esto se refleja en el aumento de las propiedades de espumado de las proteinas
{25).

1.4.4 MEDICION DE LA ESTABILIDAD DE ESPUMAS

La estabilidad de una espuma puede ser valorada por medicion de:

a)lLa cantidad de liquido drenado o por la espuma colapsada (reduccion del

volumen dado).

b)EI tiempo total o el lempo medio de drenado (tiempo requerido para que

drene ef total o la mitad def volumen def liquido).

c)El tiempo en e que ef drenado comienza.

La expansidn (frecuentemente medida via disminucidn en la densidad de las
espumas) generalmente fiene un maximo, que refleja un balance dindmico enire la
formacién de burbujas y la destruccién por batido excesivo. Existen dos caracteristicas
cbvias en la estabilidad de las espumas:

« El goteo de liquido (sinéresis)

+ El colapso.

Estos procesos visibles nc corresponden directamente al drenado lamelar y ruptura.

Cuando la ruptura ocurre, se produce un colapso desordenado con grandes vacios que
directamente conectan con la atmdsfera, mientras pequefias bbrbujas permanecen
intactas y la medicidn del volumen de espuma se hace dificit (6).

N
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1.4.5 DRENADO

Debido a que las espumas tienen areas superficiales muy grandes, son inestables.
Existen tres mecanismos principales de desestabilizacion;

1. Drenadoa del liquido de Ia lamela debido a la gravedad, diferencias de presién y/o
evaporacion.

En las espumas de baja densidad las burbujas tienden a presionarse
estrechamente entre si, lo que aumenta la pérdida de liquido de las laminillas. Tensiones
interfaciales bajas y didmetros de burbujas grandes disminuyen la presién intema y existe
una pérdida de liquidos.

La presién intema dentro de las burbujas es dada por la presion capilar de Laplace, que
tiene la siguiente ecuacién: '

P=Pam+ 2Y
R

P atm : Presidn atmosférica (Pa)
T : Tensién interfacial {N/m)
R: Radio de curvatura de la burbuja {m)

2. Difusién de gas de las burbujas pequefias a las grandes.

Tal ruptura resulta de la solubilidad del gas en la fase acuosa.

3. Ruptura del liquido lamelar que separa a las burbujas.

Tal ruptura da como resultado incremento en el tamafio de burbujas que provoca
coalescencia y el colapso de la espuma (B).

El drenade de liquido de una espuma y la formacién de las burbujas son
fendmenos que estan retacionados en la medida en que ambos describen el movimiento
relativo de burbujas y medio de dispersi6n, en el batido el movimiento de burbujas es mas
grande que el movimiento de liquido; en el drenado el movimiento de liquido es mas
importante que el movimiento de burbujas. La gravedad es la fuerza que dirige el drenado
de una pelicula delgada, ésta fuerza actia de dos formas: directamente en el liquido, en
una pelicula no horizontal e indirectamente a través de succion del borde de Plateau (40).
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1.5.0 INTERACCIONES PROTEINA-POLISACARIDO

La estabilidad fisica de los sistemas alimenticios es un factor determinante en el
juicio de calidad, asi como la vida de anaquel de los productps. La inestabilidad de los
productos es frecuentemente causada por ka incompatibiidad de los componentes o por
la interaccién entre éstos.

Sin embargo, no siempre es posible crear un producto estable por manipulacion
de proceso y, en tales circunstancias es necesario ulilizar agentes estabilizantes. £l uso
de lales aditivos se conoce como una praclica benéfica en la manufactura de leche
evaporada, helados y otros tipos de bebidas (17). _

Los complejos que involucran inferacciones polisacarido-proteinas ocurren en el
mundo bioldgico en materiales como el 1ejido conectivo de animales y las diferentes
membranas encontradas en el huevo, por lo que no es sorpresa que in vitro éstas macro
+moléculas interaccionen cuando se mezcian bajo condiciones apropladas. La mayoria
de los trabajos reportados han sido hechos en sistemas que involucran polisacaridos
acidos {carboximetil celulosa, alginato, pectato y polisacaridos suffatados). Se ha visto que
existe poco o no hay interaccion entre proteinas y gomas no idnicas, por lo que el factor
estabilizante en éstas interacciones es idnico, siendo muy dependiente de la carga de las
macromoléculas, y la méxima interaccién ocumme a una carga neta minima (28).

Debido al potencial de estas interacciones en la remocién de proteinas para la
reduccion de la demanda bioldgica de oxigeno (BOD) o la recuperacion de proteinas para
la reutilizacién en productos alimenticios y en la texturizacién de proteinas para nuevos
tipos de alimentos, no es de sorprender que una gran cantidad de investigadores se haya
dedicado al estudio de éstos sistemas proteina-polisacarido. Los trabajos reportados en
éstos sistemas sugieren que la mayor fuerza responsable para éstas interacciones son de
naturaleza electrostética,

Como ejemplo Ganz (1974) determiné la viscosidad de varios sistemas proteinas-
CMC en funcién del pH encontrando que, mientras el pH disminuye a valores donde se
aproxima al punto isoeléctrico de la proteinas, la viscosidad aumenta debido a la
formacién de un complejo soluble. Al disminuir el pH por debajo del punto isoeléctrico, el
complejo precipita debido a que la carga neta disminuye (28).

T



Imerson, Ledward y Mitchell, (1977) encontraron que las interacciones entre
mioglobina, albumina de suero de bovino (BSA) y los polisacéridos anidnicos (pectato,
alginato y CM) son muy dependientes de la carga de las macromoléculas, de su
naturaleza electrostatica, debido a que las interacciones disminuyen con el incremento de
{a fuerza ibnica y se aumentan cuando el pH disminuye de 7 a 5; con el incremento de la
carga positiva en la proteina. La naluralgza electrostética de las interacciones también es
explicada porque a pH 6 las interacciones son mas fuertes con mioglobina, que posee
carga neta positiva a éste pH gue con BSA, la cua! tiene carga neta negativa. Aunque las
interacciones son muy dependientes de las fuerzas electrostéticas, no parece racional
que unos simples enlaces salinos sean capaces de mantener en solucién acuosa, bajo
éstas condiciones a los grupos cargados que estdn fuertemente hidratados. Por lo que
con unas simples sales ibnicas, las interacciones deben ser minimas en el agua y, por

T w220, uno debe suponer que algunas fuerzas importantes cooperativas se involucran en
la prodEoETén d;;t: Edﬁlf)féjt:’solubl_e_x Es_igble de alio peso molecular, Cualquiera que
sea la naturaléza precisa de éstas interacciones la dependencia de carga sugiere que los
grupos carboxilatos de los polisacaridos deben estar involucrados, junio con algunas o
todas las cargas positivas de los residuos aminoacidos como o $on e-amino, a-amino,
guanidinina e imidazol, y la fuerza real de las interacciones se relaciona con el nimero y
distribuci6n de éstos sitios asi como la carga total en la proteina (28).

En la mezcla de soluciones acuosas de proteinas y polisacaridos se pueden tener
en general, tres resultados diferentes:

1)Un sistema liquido de dos fases {(emuisiones agua en agua} que se pueden
obtener donde dos componentes macromoléculares estan principaimente en dos fases
distintas. Esto es debido a la limitada compatibifidad termodindmica de las proteinas y
polisacdridos en medio acuoso.

2)Un sistema de dos fases donde ambos componentes macromoléculares
estdn concentrados en la misma fase. Este fendmeno (complejo coacervado) se
atribuye a la formacién de un complejo electrostitico insoluble proteina-polisacérido
anidnico.

3)Soluciones  homogéneas estables donde dos componentes
macromoléculares no interactuan o alternativamente existen como compiejos
solubles (46).

El tipo de sistema que se forme dependera de:
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« el tipo de proleina y polisacéndo

e elpH

o lafuerza idnica

¢ la concenfracidn de ambos componentes.
Lo que afecta las propiedades funcionales, por ejemplo, en una dispersién de leche con
carragenina pueden formarse geles o estabilizar las suspensiones de cocoa dependiendo

del tipo de carragenina de que se frate y los tipos de iones presentes.

1.6.0 POLISACARIDOS ANIONICOS

L.a mayoria de los estabilizantes utilizados en la industria alimenticia se derivan de
plantas o algas marinas. Con la variacién de las estaciones, edades y la diferencia del
medio ambiente local de estas especies de plantas, es posible que estos estabilizantes

extraidos se desempeidien de forma diferente segun la época.

1.6.1 CARRAGENINA

La carragenina proviene de algas marinas rojas (rodoficeas), Chondrus crispus;
los diferentes polisacandos derivados de la camagenina tienen una férmula quimica
similar, que consiste en unidades de D-galactosa unidas por enlaces glucosidicos o-{1-3)
y $-(1-4) en forma altemada. Se diferencian entre ellos por la cantidad de moléculas de
los azicares anhidros 3,6-anhidro-D-galactosa que contengan y por la posicion en que los
grupos sulfato se encuentran en la molécula de D-galactosa. Las fracciones de
carragenina mas imporiantes son las denominadas «, Ao
Se le designa a la fraccion sensible al potasio como x-carragenina y A-carragenina a la
fraccidn no sensible al potasio, y otra sensible al calcio lamada 1-carragenina.

En la figura 7 se muestra la estructura de las carrageninas:
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Fig.7. Unidades repetidas de carrageninas. Fuente: Graham D:H: Food Colloids. AV Publishing Company,
1977, p. 349.

La cafragenina es un polielectrolito fuertemente anidnico de gran peso molecular y
tamafio. Esto da una propiedad inica de reaccionar con grandes o pequefias particulas,
por medio de varios mecanismos involucrando enlaces idnicos, entaces de hidrégeno o
fuerzas de Van der Waals (16).

La reactividad quimica de las carrageninas es debida principalmente al grupo -
503" el cual es fuertemente aniénico, siendo comparable con el 4cido sulfirico; el acido
libre inestable y las carrageninas comerciales estan disponibles en forma de sales de
potasio, de calcio o mas generalmente como mezcla de ellas

La hidratacién de las carrageninas es afectada por sales y solventes orgénicos.
Concentraciones suficientes de sal como cloruro de sodio o potasio retardan y previenen
la hidratacién de carrageninas x , 4 . La carragenina « es peculiar y Gnica ya que se
disuelve en soluciones salinas calientes.

La carragenina es completamente estable a pH arriba de 7, pero abajo de éste pH
la estabilidad disminuye, especialmente con el incremento de la temperatura, A niveles de
pH menores de 5-7 donde la degradacion es ya inminente, la carragenina se degrada
rapidamente al elevar la temperatura, por lo que es buena practica ajustar o bajar et pH
durante los pasos finales del proceso (16).

"



La x-carragenina, generaimente se hincha o espesa bastante, pero se disuelve
solo ligeramente en agua fria, dependiendo del método de preparacién, sin embargo
exhibe varios grados de hinchamiento en agua fria, y en concentraciones suficientes
forma geles térmicamente reversibles en presencia de iones de potasio. Es insoluble en
scluciones concentradas de varias sales en dispersiones frias y calientes.

La i-camagenina requiere de calor para solubilizarse. En dispersiones frias,
paricularmente en sales de calcio puede exhibir un alto grado de hinchamiento y
tixotropia (16).

Generalmente, en sistemas proteina-carragenina se involucran las interacciones
entre los grupos sulfatados de la camagenina y los grupos cargados de las proteinas. Las
reacciones dependen de Ia relacién de carga neta entre la proteina-carragenina y es
funcién del punto isoeléctrico de la proteina, el pH del sistema, y la relacidn de peso entre
carragenina-proteina. El alcance de la reaccién es mayor cuando la relacién de carga
neta es igual a 1. Generalmente ésto resulta en la precipitacion de un compiejo insoluble
proteina-carragenina. La formacién de complejos estd acompatiada por cambios en las
propiedades fisicas de las soluciones y geles (9).

La habilidad de la carragenina a reaccionar con proteinas depende de muchos
factores tales como la oonoeﬁtracién de carragenina, el tipo de proteina, temperatura, pH
Yy punto isoeléctiico de la proteina. La reactividad de ia caragenina parece ser
dependiente del nimero y posicidn de los grupos suifatos. El punto isoeléctrico de las
proteinas es importante en la reactividad de la carragenina-proteina. Una solucién de
proteina abajo del punto isoeléctrico tiene carga neta positiva, la carragenina esta
negativamente cargada a cualquier pH. Si una proteina est4 disuelta en agua y se mezcla
con carragenina se da una reaccidn simple:

calién de proteina + anién de carragenina _— carrageinato de potasio

Si la proteina y la carragenina estén por ariba del punto isoeléctrico de la primera,
ambas eslan cargadas negativamente y la reaccién anterior no ocurrira debido a la
repulsién electrostitica. En presencia de ciertos cationes, tales como calcio es posible
para esta mezcla formar una doble sal insoluble que pueda precipitar por abajo del punto
isoeléctrico, en el punto isoeléclico de las proteinas también es posible para la
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carragenina y la proteina reaccionar por medio de interacciones dipolo-ién al formar un
sistema tricomplejo (16).

1.6.2 CARBOXIMETIL CELULOSA DE SODIO (CMC)

Uno de ios mas importantes derivados de la celulosa, y el méas ampliamente
utilizado en la industria alimentaria es el CMC. La figura 8 muestra la estructura de la
carboximetil celulosa:

~~(ONa
~
~CH2
Q
\
H H2
[
H (4] H
H2 H H
~
%
NaQ~ =0

Fig. 8. Férmuta estructural de la carboximetil celutosa, Fuente: Ganz, A. Jerome, Cellulose Hydrocolloids. En
Food Colloids. Graham, D.H. AV Publishing Company. 1877, p 387.

La modificacién de la celulosa por la introduccién dentro de la molécula de un
nimerc controlado de grupos carboximetilos de sodio (NaOOC-CHy) proporciona la
solubilidad deseable en agua. Debido a la introduccién de los grupos carboximetilos el
resultado es un producto idnico. Esta es la sal de un acido débil, teniéndose una
constante de disociacién comparable con el 4cido acético.

El CMC es insoluble en solventes organicos y soluble en agua donde pueden ser
preparadas en un amplio rango de viscosidades alrededor de 50,000 ¢ps de una solucién
al 2% de CMC-7L1. El CMC en solucién tiene un comportamiento tipicamente no
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Newtoniano. Este comportamiento a velocidades de deformacion baja es primero
pseudoplastico debido a las largas cadenas moleculares que tienden a orientarse en
direccién del fluido. Cuando el esfuerzo de corte se incrementa la resistencia al flujo
(viscosidad) se disminuye. La viscosidad de ia goma de celulosa es dependiente de ia
temperatura, cuando ésta se incrementa, la viscosidad disminuye y, cuando Ia
temperatura disminuye la viscosidad se incrementa, éstos cambios de viscosidad con la
temperatura son reversibles (16,17).

Las soluciones de CMC son bastante estables en viscosidad sobre un amplio
A rango de pH de alrededor de 5-10, con la mejor estabilidad a pH de 7-9. La acidificacién
abajo de pH § tiende a reducir la viscosidad y la estabilidad de |a solucion. Abajo de pH 3,
la precipitacién del acido carboximetil celulosa se puede dar. La compatibilidad de las
solucicnes de celulosa con varias sales ionizables depende de la habilidad de la sal para
formar sales solubles de CMC. En general, los cationes monovalentes forman sales
solubles y tienen pequefios efectos en la viscosidad de las soluciones. Los cationes
divalentes son la frontera debido a que algunos cationes producen “peliculas® en la
solucidn a ciertas concentraciones.

El CMC es un polimero catiénico, que reacciona con proteinas en muchos casos,
para aumentar las propiedades funcionales; el CMC inhibe la precipitacién de la caseina
en un rango cercano a su punto isoeléctrico, las soluciones de CMC-caseina tienen una
viscosidad anormaimente alta. Las soluciones de CMC reaccionan con la gelatina y son
caracterizadas por un incremento anormal de la viscosidad. El grado de este incremento
se afecta por el pH, concentracién, tipo de gelatina y presencia de sales. Los compigjos
tienen propiedades fisicas y quimicas Gnicas y pueden ser preparadas por reaccién de la
gelatina y CMC bajo condiciones controladas (16,17).

Un gran namero de investigadores mostraron que es posible recobrar proteinas de
fluidos residuales y de ofros polisacéridos &cidos. Gillberg y Tomel! (1976) descubrieron
un metodo para la precipitacién de aislados proteicos de semilla de colza, usando
polimeros &cidos al precipitar soluciones proteicas diluidas seguido de una extraccion
alcalina inicial. Por lo que existe la posibilidad de un gran ndmero de precipitantes,
incluyendo alginato de sodio, CMC y carrageninas que son capaces de recuperar profeina
con un 90% de eficacia aproximadamente (28).

La recuperacién de proteina del suero del queso se ha estudiado mucho y se
encontré que entre otros, el CMC se puede utilizar para precipitar proteinas (Shank y



Cunningham 1968, Hansen y Gould 1971, Stemberg y Chiang 1976). Sin embargo, se
han estudiado mas ampliamente los sistemas donde se utiliza el CMC y se muestra que la
cantidad de proteina precipitada depende mucho del pH, fuerza idnica y grado de
substitucion de los derivados de celulosa. Bajo condiciones favorables, mas del 90% de
las proteinas se pueden remaver de la solucién y las proteinas extraidas por este método
tienen excelentes propiedades funcionales. La precipitacién de las proteinas del suero del
queso por CMC es seledi\;a y puede usarse como método en la separacidn de los
componentes proteicos. Hidalgo y Hansen (1969) encontraron que a pH 4 los complejos
precipitados se componian enteramente de f-lactoglobina y CMC, la o-lactalbumina
restante permanecit en solucién. Al disminuir posteriormente el pH a 3.2 la adicion del
CMC precipité la a-lactalbimina (28).
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CAPITULO 1[I

OBJETIVOS, METODOS Y MATERIALES



2.1 OBJETIVOS

OBJETNMO GENERAL.:
EVALUAR EL EFECTO DEL pH Y FUERZA IONICA EN LAS PROPIEDADES
FISICOQUIMICAS Y FUNCIONALES DE PROTEINAS ESPUMANTES
ESTABILIZADAS CON POLlSAQARIDOS

OBJETNO 1 EVALUAR LAS CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS (SOLUBLLIDAD,
COMPORTAMIENTC REOLOGICO, PUNTO ISOELECTRICO Y TENSION SUPERFICIAL)
Y PROPIEDADES ESPUMANTES DE LAS PROTEINAS HYFOAMA 88 Y PROLAC-H
SOLAS Y ESTABILIZADAS CON POLISACARIDOS ANIONICOS

OBJETIVO 2 SELECCIONAR LA PROTEINA CON LAS MEJORES
PROPIEDADES ESPUMANTES

OBJETNO 3 EVALUAR EL EFECTO DEL pH EN EL RENDIMIENTO,
ESTABLIDAD Y PROPIEDADES FISICAS DE ESPUMAS DE LA
PROTEINA HYFOAMA 88 ESTABILIZADA CON POLISACARIDOS
ANIONICOS CON GRUPOS CARBOXILO Y SULFATADO

OBJETNO 4 SELECCION DE LOS VALORES DE pH PARA
LOS QUE CADA MEZCLAPROTEINA-POLISACARIDO
PROPORCIONA EL MAYOR RENDIMIENTO Y ESTABILIDAD

OBJETVO 5 EVALUAR EL EFECTO DE LA FUERZA IONICA
EN LAS PROPIEDADES FISICOQUIMICAS Y ESPUMANTES
DE LOS SISTEMAS HYFOAMA 88-MACROCEL (H88MC) Y
HYFOAMA 88-GENUMVISCO C (H88GC) ADIFERENTE pH

OBJETMO 6 CONCLUIR SOBRE EL TIPO DE INTERACCIONES
PROTEINA-POLISACARIDOS A DIFERENTE pH Y FUERZA
IONICA Y LA POTENCIALIDAD DE APLICACION EN DIFE-
RENTES SISTEMAS ALMENTICIOS
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2.2.0 CUADRO DE VARIABLES MANEJADAS EN OBJETIVOS

OBJETIVO | CONDICIONES | VARIABLES NIVELES DE VARIABLES DE | METODOS DE
) CONSTANTES VARIACION RESPUESTA ANALISIS
ESTADISTICO
s 13% s tipode sulfatado GC  |* % solubilidad andlisis
proteina estabili- (caaragenina) |e punto factorial y
zante carboxilico MC isoeléctrico pruecba de
o 045% s fipode (CMO) e tensidn rango
estabilizante proteina |e ProlacH superficial maltiple
1,2 o Hyfoama88 |e indicedecon- | (Duncan)
s pHI1l.S sistencia de la
fase continua
* % estabilidad
Y
* % rendimiento
de espumas
¢ proteina e pH 3,57 115 o % solubilidad | factorial para
Hyfoama 88 e tensién cada mezcla
s 13% e tipode carboxilico MC superficial proteina-
3 4 proteina cstabili- y sulfatado GC | indice de polisacirido y
’ o 0.45% zante consistencia de | prueba
estabilizante 1a fase Duncan
continua
o % estabilidad
y
¢ % rendimiento
de espumas
s proteina s pH 3,57 115 e % solubilidad | factorial para
Hyfoama 88 ® tension cada mezcla
e 1.3% s fuerza tres fuerzas superficial proteina-
5 proteina iénica idnicas porsal |e indice de polisacarido y
o 0.45% " consistencia de | prusba
estabilizante la fase Duncan
¢ tipo de sales: continua
NaCl, » % estabilidad
Na2804, y
CaSO4 ® % rendimiento

de espumas
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2.4.0 MATERIALES Y METODOS

2.4.1 MATERIAS PRIMAS

Proteinas: i

Prolac H: Hidrolizado de Caseina de Arancia, S.A. (PH)

Hyfoama 88: Hidrolizado de proteina de gluten de trigo de Quest Intemacional, S.A. (H88).
Polisacaridos:

Carragenina lota: Genuvisco J de Quimica Hércules, S.A. (GJ).

Carragenina Kappa: Genuvisco C de Quimica Hércules, S.A. (GC)

Carboximetil Celulosa: Macrocel de DEMACSA, S.A. (MC)

{13,36).

2.4.2 PREPARACION DE LAS DISPERSIONES

Proteina:

Las proteinas solas a una concentracién de 1.3%, se dispersaron a la
temperatura ambiente, disolviéndose con agitador magnético para evitar la formacién de
espuma excesiva.

Proteina-Polisacérido:

Las sistemas con proteina-polisacarido se elaboraron a concentracién de 1.3% de
proteina, y 0.45% de los estabilizantes utilizados. Primero, se adicioné el polisacarido al
agua, poco & poco con el agitador magnético se dispersé por espacio de 15 minutos para
luego adicionar la proteina agitando otros 15 minutos.

Con la carragenina se hicieron las pruebas de dispersién en frio y en caliente y se eligid
aquella que dio mejores resultados en cuanto a rendimiento y estabilidad de espuma,
para carboximetil celulosa todas las dispersiones se hicieron frio.

Proteina-Polisacarido- Sal:

Las dispersiones hechas con sales fueron elaboradas de |a siguiente forma:
primeramente se adicioné la sal al agua, agitandose por espacio de 10 minutos, luego se
agliciond el estabilizante en la forma anteriormente descrita, para dar paso a ia adicion de
la proteina.



Ajuste de pH:
El ajuste de pH se realizd con HCI 3M cuando todos los componentes estaban ya
disueltos. El cambio del pH se evalio con potenciémetro.

2.5.0 PRUEBAS REALIZADAS A DISPERSIONES DE PROTEINA

2.5.1 DETERMINACION DEL PUNTO ISOELECTRICO

Para conocer el punto isceléctrico de las proteinas usadas se hizo lo siguiente:
a)Determinacién aproximada del punto isoeléctrico por medio de una titulacién
potenciométrica.

Se tituld con HCI 3M una muestra de cada una de las proteina tomando, como
punto final de la titulacin, el primer indicio de aparicion de precipitado el cual es el punto

isoeléctrico aproximado.
Curva de Valoracién
2
1.5 &
i 1 . O
[ -7 B U UPUOUORORR
0 +
1 3 84 7 12
squivalentes da HCI

a7



b)Prueba confirmatoria aplicando electroforésis en papel .
ELECTROFORESIS
Se utilizé como buffer el pH que se encontré por titulacién y en el cual las proteinas
precipitan, es de esperarse que éstas no deberan migrar hacia ningin lado, ya que en
este pH la carga neta serd cero en la disolucién.
_Reactivos:

» Un litro de solucidn buffer pH 4.4 (250 mi de flalato 4cide de potasio 0.2 My 33 mi de
NaOH 0.2 M, diluyendo en agua hasta completar el litro), para a proteina PH.

+ Un fitro de solucién buffer pH 6.4 (250 ml de KH;PO, 0.2 M y 58 ml de NaOH 0.2 M,
diluyendo en agua hasta completar el litro) para la proteina H88.

Material:

¢ Lina cuba de electroforésis.

+ Fuente de poder.

+ Papel de acetato de celulosa.

« Solucidn de Ponceau (colorante) al 10%

+ Acido acético al 5%.

Procedimiento:

Se deposita una gota de la dispersién de proteina a 1.3% en el papel de acetato,
luego de colocar el buffer en la cuba de electroforésis, se coloca el papel en la cuba
dejandose por espacio de 30 minutos a 200 volts y 2.5 miliamperes. Luego de esto se
revela el papel con solucién de Ponceau, se deja por 10 minutos en la solucién, se saca,
se lava con acido acético para quitar el exceso de colorante y se seca al medio ambiente;
permmitiendo cbservarse perfectamente la migracién de las proteinas. Si existen proteinas
mezcladas éstas se mueven en distintas direcciones debido a las diferencias en el punto
isoeléctrico. En caso de no confirmarse el punto isoeléctrico se hacen mas pruebas con
valores de pH cercanos, hasta encontrar aquél en que no haya migracién de la proteinas
sobre el papel ya que serd el mismo de la proteina y el buffer luego de la electroforesis
(29,45).
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2.6.0 PRUEBAS REALIZADAS EN LAS DISPERSIONES DE
PROTEINA Y PROTEINA-ESTABILIZANTE, A DIFERENTE pH Y
FUERZA IONICA.

2.6.1 DETERMINACION DE LA TENSION SUPERFICIAL

Equipos y Materiales:
» Aparato de tension superficial Fisher para método capilar.
+ Agitador magnético.
» Vasos de precipitados de 500 mi,
« Balanza anatlitica.
+ Agua destilada.

El aparato de tension superficial consiste basicamente de un tubo capilar
de vidrio de borosificato de 0.5 mm de didmetro, acoplado a una escala graduada de 0 a
10 cm con incrementos de 1 mm, una probeta con un brazo a un lado, abierta cerca de
la tapa, un tapdn plastico con un orificio para que pase el tubo capital (19). A

Operacién:

Previamente se midié la densidad de la muestra a temperatura ambiente.

1. Colocar la cantidad de muestra en la probeta.

2. Insertar el tubo capilar dentro de la probeta de tal forma que el final del tubo capitat y la
escala se sumerjan en el liquido.

3. Soplar hacia dentro del brazo que contiene la probeta para que la muestra se mueva
completamente hacia arriba y abajo a lo largo del capilar para que las paredes del
capilar se mojen.

4. Soplar por el brazo hasta que el menisco del capital suba.

5. Dejar que la a®ttura de! menisco en el capilar alcance el equilibrio.

6. Usando ta escala, medir la distancia (en centimetros) entre el menisco inferior en la
probeta y el menisco del capilar.

7. Repetir los pasos 4, 5,y6
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8. Aspirar por el brazo de la probeta hasta que el menisco baje. Dejar que llegue al
equilibrio.

9. Usando Ia escala, medir la distancia (en centimetros) entre el menisco superior e
inferior,

10. Repetir los pasos 7, 8, 9.

11. Premediar las cuatro lecturas.

Por medio de la siguiente ecuacitn se obtiene el valor de tensién superficial:

y = t2hrdg

v = tension supefficial (dinas / cm)

h =diferencia de altura entre meniscos {cm)

r = radio de! capilar (cm)

d =densidad de la muestra (g fcm® a la temperatura de medicion)
g = aceleracion debida a la gravedad (cm / sec?)

2.6.2 CARACTERIZACION REOLOGICA DE LA FASE CONTINUA
(DISPERSION DE PROTEINA, PROTEINA-POLISACARIDO,
PROTEINA-POLISACARIDO-SAL)

La caracterizacién reoldgica se hizo en un viscosimetro Brookfiel Rheoset con
geometria de cono y plato; programado y manejado por oompl.lnadora. por medio de
software, donde se tiene control de la temperatura.

El equipo consta de lo siguiente:

¢ Bafio de control de temperatura.

¢ Cabeza de medicion

o Conoy plato

+ Computadora

Operacion:

1. Prender el bailo, para control de temperatura
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2. Cargar el software

3. Seleccionar la temperatura y cono a utilizar

4. Se ejecuta el autocero ( para calibracion del aparato).

5. Se ajusta la distancia entre ef cono y ef plato

6. Se selecciona el intervalo de rpm dentro del cual se obtenga un torque 100% : <T >
10% _

7. Se programa una operacidn ascendente-descendente en el intervalo de em fijado
para determinar si la muestra es dependiente del tiempo.

@

. Se coloca la muestra a trabajar, en éste momento empieza la caracterizacion

9. En caso de encontrarse dependencia del tiempo, la muestra es llevada al equilibrio a la
maxima velocidad e inmediatamente se programa una operacion descendente. Ya
encontradas las condiciones para cada muestra, se corren tres réplicas.

El software del equipo proporciona los datos de esfuerzo de corte “T* y velocidad

de deformacién y *y" (tanto en pantalla como impresos), los cuales se calculan con las

ecuaciones:
Y _ 2N
- tan @ R = radio del cono
T =torque
1 37 & = angulo del cono
= 2 zR? N=rpm

Con los valores de 1" y “y" para cada muestra, se busca el modelo reclogico al que

mas se aproximan.

Potencia T=KY" A>1, n<1

-1



Bingham T=Ty + N Y

Casson T "=y "anay™
Hersheli B. T=1Ty +KY"
Newloniano T=KY n=1, K=1n

y sa calcularon los paradmetros correspondientes (20).

2.6.3 DETERMINACION DE pH

Equipos y materiales:
Potenciometro Coming modelo 7.
Agitador magnético
Vasos de precipitados de 250 m.
Balanza analitica
Agua destilada
Se disolvid la proteina a concentracién 1.3% y se midié el pH inmediatamente a
temperatura ambiente.
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2.6.4. DETERMINACION DE LA SOLUBILIDAD

Para la determinacién de la solubilidad de proteinas existen métodos como el
[ndice de Nitrégeno Scluble (NS1} y el indice de Proteinas Dispersable (PDf). La definicién
de solubilidad de proteina difiere de la de nitrdgeno soluble por la utilizacion del
procedimiento Biuret para la primera y el de Kjeldahl para el segundo que cuantifica la
cantidad de nilrSgeno(43). La cuantificacién de la proteina se hizo por el método de
Biuret, que es especifica para enlaces peptidicos. Donde la solucién proteica adicionada
de sulfato de cobre y sosa da una coloracion, la cual tendré una intensidad proporcicnal a
la concentracidn en proteinas (2).

Equipo y reactivos:
« Reactivos y materiales comunes de laboratoric

Curva Patrén:
+ Se pesan 100 mg de muestra (0.1 g).
« Se adicionan 6 ml de NaOH 1N agitando.
« Aforar con NaOH hasta 10 ml.
« Tomar alicuotas apropiadas de la dispersién de 0.1 a 0.5 ml para tener una
concentracién de proteina final de 0-0644 mg/ml.
« Llegar a un volumen de 1 ml.
« Adicionar 4 mi del reactivo Biuret.
e Agitar con vortex.
« Tomar absorbancias a 540 nm, [uego de mantener de 15-30 minutos para el desarrolio
del color.
Con estos datos se construye la curva patrdn (As v.s. Concentracién de proteina).
Se construyd una curva patrdn de absorbancia (As) v.s. concentracidn de proteina, con
una proteina de referencia (Supro 620) de solubilidad conocida (17.2 % solubilidad),
reportada por Mosr, German, Kinsella {33).
Luego de hacer la gréfica de (As v.s. Concentracién) y obtenerse casi una linea
recta, se prosigue con el método.
1. Se pesan exactamente 500 mg de proteina.
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. Agregar agua destilada para disolucidn, llegando a un volumen de 40 ml.

. Mezclar con agitador magnético.

. Determinacién rapida del pH y ajustar al pH deseado con HGl o NaOH 0.1 M.
. Agitar por una hora.

. Tomar el pH intermitentemente y ajustar si es necesario.

. La dispersion se transfiere a un matraz de 50 m.

@ ~N o G AW N

. Diluirla hasta la marca con el disolvente.

9. Agitar.

10. Una alicuota de la dispersion se centrifuga 30 min. .

11. Filtrar a través del papel filtro Whatman No, 1.

12. Tomar alicuctas apropiadas del fittrado.

13. Con las alicuotas tomadas se [eva hasta un volimen de 1mi.

14. Se le agregan 4 ml de reactivo Biuret.

15. Agitar con vortex.

16. Tomar absorbancias a 540 nm luego de mantener 15-30 min para desamollo de color,

Con los valores obtenidos de absorbancia se buscara en la curva patrn el valor
de concentracion de proteina (mg/ml) que corresponda con la absorbancia obtenida,
teniéndose luego que aplicar la férmula siguiente para obtener el % de solubilidad de la
proteina (contando anteriormente con &l % de proteina para cada muestra que se tomd
del proveedor) :

, % Proteina reportado para cada muestra:
= Supro 620 92.5%

» Hyfoama 88 40%
+ Prolac H 65%
% Sol. de Proteina = Concentracion de proteina (mg/ml) X 50 X 100

Peso de la muestra (mg) X % de proteina de la muestra

100
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Si los resuttados de solubilidad de la proteina de referencia {Supro 620) son
parecidos a los valores de solubilidad reportados por Morr, German y Kinsella (33) se
precede igual para nuestras proleinas, ajustando solo las condiciones del pH y disolvente
a utilizar, tomando como curva patron la gréfica de absorbancia contra concentracidn de
cada proteina (31,33).

2.7.0 PRUEBAS REALIZADAS A LAS ESPUMAS

2.7.1 DETERMINACION DE PROPIEDADES DE ESPUMADO

Equipos y Materiales:

« Batidora Oster de 12 velocidades.

« Tazé6n de batido.

+ Cronémetro.

» Probetas de 2000 ml.

= Agitador magnético.

+ Vasos de precipitados de 250 ml.

« Espatula

Las propiedades espumantes pueden dividirse en dos grupos:
- Rendimiento de espuma y
- Estabilidad de espuma.

La evaluacion fué hecha por el método de batido-drenado propuesto por Patel, Stripp y

Fry {37).

PROCEDIMIENTO :

Se preparan 250 mi de proteina-estabilizante al pH y fuerza idnica determinadas y
siguiendo el procedimiento de dispersién indicado al principio, mezclando con el agitador
magnético para formar la menor cantidad de espuma posible por 15 minutos, luego la
dispersién se bate a la maxima velocidad por 10 minulos, se transfiere la espuma luego a
una probeta, se miden los valores de espuma y liquido si existe, después de 30 minutos
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se vuelve a medir el volimen total de la espuma y del liquido y con éstos datos se calcuta
lo siguiente:

» Expansidn de Espuma, rendimiento (FE)

s Estabilidad del Volimen de la Espuma (FVS)

« Estabilidad de! Liquido en 1a Espuma (FLS) (36} (37).

% FE = Vol. inidal de espuma (ml) - 250 X 100

250

% FVS = Vol de Espuma a los 30 minutos X100

Vol. Inicial de Espuma Incluyendo Liquido

% LD (liquido drenado) = Vol. del Liquido Drenado Después de 30 min. X 100

250

% FLS = 100 - LD



CAPITULO 1N}
RESULTADOS

3.1.0 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS Y ESPUMANTES DE
PROTEINAS SIN.VARIACION DE pH

A las proteinas a su pH natural se les evalud el punto isoeléctrico, solubilidad,
tensién superficial, comportamiento reoldgico, pH y las propiedades de rendimiento y
estabilidad de las espumas formadas. Al poner en dispersion a las proteinas sin cambiar
condiciones iniciales se hicieron evidentes los cambios que se generaron al cabo de las
distintas condiciones a que se expusieron éstas. Las dispersiones fueron hechas a
temperatura ambiente a concentracién de 1.3 % (36). En el cuadro No. 1 se muestran los
resultados, que son la media de tres determinaciones.

CUADRO 1. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LAS DISPERSIONES PROTEINA-AGUA,

pH PUNTO % T.SUP. Kfc “HFE |*%FVS | %FLS
ISOELEC. | SOLUB. | (Dina/Cm) | (Pa.8")
Hyfoama 11.5 6.4 50.97 59.81 854,66 67.33 22.66
o8 R

Prolac-H 115 4.4 73.87 74.56 —_ 596 0.432 0
"F.E = axpansion de espuma PUNTO ISOELEC, = punio is08ieainco
* FVS = estabilidad del volumen de la espuma T. SUP. = tension superficiat
* FLS = eslabilidad del liquido de {a espuma Kfc = indice de consistencia de la fase

continua

Ambas proteinas debido a su forma de obtencién (hidrdlisis alcalina) presentan
inicialmente pH alcalinos.
Se obtuvo el punto isoeléctrico de ambas proteinas, por principio por medio de una
titulacién y comprobando los valores encontrados por medio de una electroforésis en
papel, teniendo que el punto isoeléctrico de Hyfoama 88 es 6.4 y el de Prolac-H es 4.4,
por lo cual al pH en el que se encuentran ambas proteinas que es 11.5 se encuentran en

forma aniénica y por tanto los grupos polares de los amino4cidos se repelen entre si
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teniendo mayor capacidad de retencidn de agua puesio que se pueden formar enlaces
hidrégeno contribuyendo a la formacién de la estructura especifica y a solubilizar
proteinas (2).

El indice de consistencia no pudo ser medido debido a la baja viscosidad
presentada por las proteinas obteniendo fecturas poco confiables por ser muy pequefias.
En las espumas formadas a pesar de que ambas proteinas mostraron muy poca
estabilidad, en especial la estabilidad del liquido (FLS), puede notarse una diferencia entre
ellas (cuadro 1) y es que la proteina Prolac H presenté menor estabilidad en comparacién
con la proteina Hyfoama 88 que presenta también mayor rendimiento. Ef tamafio de
burbuja formada por Hyfoama 88 es mas fino que el de Prolac-H, debido quizas a que
Hyfoama B8 retiene mas su estructura terciaria presentando mejores propiedades
viscoeldsticas y puede adaplarse a perturbaciones fisicas sin ruptura (25) dando como
resultado mayor estabilidad de espuma.

3.2.0 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS Y ESPUMANTES DE LOS
SISTEMAS PROTEiNA-POLISACARIDO SIN VARIACION DE pH

Debido a la poca estabilidad se hace necesaria la utilizacién de gomas y tomando
como referencia lo citado por diferentes autores (2, 4, 9,11, 12, 16, 17) respecto al papel
que juegan los polisacéridos anibnicos en las propiedades funcionales de {as proteinas se
seleccionaron dos tipos de polisacdridos : camagenina (con grupos sulfatos) y
carboximetil celulosa (con grupos carboxilo) para evaluar su efecto en las propiedades
fisicoquimicas y espumantes de este sisterna,

A continuacién en ef cuadro 2 se muestran resultados de las propiedades fisicoquimicas y
espumantes de ambas proteinas con los polisacéridos utlizados, para la combinacién
proteina-genuvisco se hizo la dispersién en frio y caliente, segun {36);
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CUADRO 2. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS Y ESPUMANTES DE PROTEINAS-POLISACARIDOS

% T. SUP. Kfc % % %
SOLUBILIDAD |  (Dina/Cm) (Pa.8" F.E. F.Vv.S. FLS.
HB8MC 56.14 64.53 1.247 686.69 100 100
HB8GC F 79.49 59.65 0.105 753.32 100 100
H88GC-C * . . 244 100 98.66
PHMC 99.27 67.95 2.218 476 98.63 100
PHGJ-F . . . 561.33 4426 52
PHGJ-C. 7298 64.72 8.318 872 100 100

*No se ftienen estos valores debido a que se observd que las propiedades espumantes de astas

combinacionies eran inferiores a las restantes por lo qua ya no se les aplicaron las otras pruebas.

PHG.J-F significa Prolac H y Genuvisco-J dispersados en agua fria (ambiente)

PHGJ-C es Prolac-H y Genuvisco-J dispersos en agua caliente 35°C

H8BGC-F es Hyfoama 88 y Genuvisco-C dispersos en agua fria (ambiente)

H88GC-C es Hyfoama 88 y Genuvisco-C dispersos en agua caliente 35°C

El Hyfoama 88 y el Prolac-H con Macrocel (H88MC y PHMC respectivamente) se
dispersaron en frio. Se utilizd la seleccién realizada en la referencia 36 para trabajar las
combinaciones a concentracion 1.3 % de proteina, 0.45% de goma. '

Se presentd un aumento considerable en la estabilidad de las espumas formadas
con respecto a la proteina sola (cuadro 1 y 2). La presencia de los polisacaridos aumento
el indice de consistencia de la fase continua (Kfc) de manera que éste ya pudo ser
evaluado. El aumento det Kfc es uno de los factores que contribuyeron al aumento de
estabilidad (cuadro 1-2) aunque no es regla generat que un alto valtor de Kfc determine la
estabilidad de las espumas, sino que se frata de un conjunio de faclores en los cuales las
proteinas podran desarrollar estas propiedades espumantes o no segun las condiciones
existentes en el medio, presentando mayor c menor importancia estos factores para cada
condicién en especifico.

Con respecto a la dispersién de la carragenina en frio o caliente, se observd que para
Genuvisco-C (GC) fue mejor la dispersion en frio ya que en caliente disminuyd
notablemente el rendimiento de la espuma. Para Genuvisco-J {(GJ) la dispersion en frio
bajé de manera importante la estabilidad.

Ambas proteinas dieron mejor rendimiento con carragenina (GC o GJ) que con Macrocel
(MC). Al comparar con la proteina sola la presencia de estabilizante disminuyé su
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rendimiento, para Hyfoama 88 con Genuvisco-C disuelta con agua caliente la disminucién
fue del 71% y para Hyfoama 88 con Genuvisco-C en frio del 22%. Para Prolac-H la
disminucion fue evidente con Macrocel (MC) de 20% y hubo un aumento de 18.7% con
Genuvisco -J disuelta en agua caliente.

La tension superficial para Hyfoama 88 aumenté con la presencia de Macrocel y
disminuyd ligeramente con Genuvisco-C. Para Prolac-H la tensién superficial disminuyé
con ambos polisacérides. La utilizacién de polisacaridos en Prolac H mostré la tendencia
de disminuir tensién superficial, a diferencia de lo que se presentd con Hyfoama 88.
Debido a que en todos los casos la estabilidad (F.V.S) y (F.L.S.) fue practicamente de
100% no puede concluirse sobre el efectc que tuvieron en la estabilidad los cambios en
tension superficial, puesto que ain en los casos en que la tensién superficial aumenté la
estabilidad fue de 100%. Esto indica que si bien la tensién superficial es un factor
importante en las propiedades espumantes, no es el (inico que las determina (cuadro 2).

En relacién a la solubiidad con respecto a la proteina sola disminuy6 para
Hyfoama 88-Macrocel y aumenté con Hyfoama 88-Genuvisco-C. Para Prolac-H
practicamente no cambia con Genuvisco-J y aumenta notablemente con Macrocel. En
Prolac-H y Macrocel donde el aumento de solubilidad fue importante, se presentd uno de
fos menores rendimientos de espuma (F.E.) con la presencia de polisacarido.

El pH del Prolac-H es de 11.5, lo que le da una carga negativa, con lo que la
proteina se estira dando una solubilidad alta en agua. Al adicionar Macrocel el rendimiento
disminuye un poco (cuadro 1y 2), perc la estabifidad se mejora notablemente, la tensién
superficial disminuye y la solubilidad aumenta bastante. A este pH, ambos componentes
presentan cargas negativas, lo que hace que se repelen entre si, con lo que se explica la
afta solubilidad de la proteina en el sistema. Disminuye la expansion de la espuma con
relacion a la proteina sola, lo cual puede atribuirse a la carga neta del sistema (47).
También el aumento de viscosidad del medio continuo causa la estabilidad de ia espuma
en el sistema y se puede considerar un sistema donde coexisten en solucién en la misma
fase o la formacién de un complejo donde alternativamente existen proteina-polisacarido
como complejos solubles (46),

En el caso del sistema formado por Prolac-H y Genuvisco-J se aumenta el
rendimiento de la espuma con respecto a la proteina sola y la estabilidad se mejora, el
porcentaje de solubilidad es casi el mismo que para la proteina sola y la tensién superficial
disminuye por debajo del valor inicial del Prolac-H. Este aumento en estabilidad tan
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notable del sistema Prolac-H y Genuvisco-J es explicable debido a que la viscosidad de Ia
fase continua se eleva por efecto del Genuvisco, atin por arriba de lo obtenido con el
Macrocel, haciendo que disminuya el drenado debido a que la mezcla se hace mas
elastica al formarse una pelicula mas flexible sin provocar la ruptura de la espuma . Se
tiene gran expansion de la espuma y aumento de estabilidad porque axiste gran
exposicidn de los componentes proteina-estabiizante debido a la repulsién de cargas,
causando que la proteina se encuentre totalmente desdoblada (25).

El analisis estadistico factorial, apoyado con la prueba de Duncan para
comparacitn de diferencia de medias indican como tendencia generat que, tanto e tipo
de proteina como el de polisacérido influyen por separado y en interaccién en las
propiedades fisicoquimicas evaluadas, con excepcion de la solubilidad que mostré que e
tipo de goma no afecta resultados pues presenta valores muy cercanos entre si y sies
significativamente importante el tipo de proteina adicionada en los resultados.

3.3.0 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS Y ESPUMANTES DE LOS
SISTEMAS PROTEINA-POLISACARIDO A DIFERENTE pH

A causa de que la estabilidad de las espumas es muy buena para las dos
proteinas y sus respectivas gomas utilizadas a pH 11.5 se elige una proteina y dos
polisacaridos de acuerdo al mayor rendimiento de las espumas formadas. A partir de este
momento se trabajé con la proteina Hyfoama 88 y dos polisacéridos Macrocel (MC) y
Genuvisco-C (GC) a diferente pH y temperatura ambiente.

Los pH's que se manejaron fueron los siguientes: 3,5.7, y el obtenido luego de
realizar la dispersién (pH 11.5), eligiendo éstos para abarcar una gama ampiia de
valores, que va desde los acidos hasta los basicos 'y los cercanos al punto isoeléctrico de
la proteina.

En el cuadro 3 se muestran los resultados obtenides luego de la variacién de pH.
Estos valores son una media de tres determinaciones.
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CUADRO 3. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS Y ESPUMANTES DE SISTEMAS HBBMC Y HBBGC A

DIFERENTE pH .
pH % TENSION Kfc % % %
SOLUBILIDAD | SUPERFICIAL |  (Pa.8") FE. FVS. F.LS.
{Dina/Cm)

HEBMCT1.5 56.14 64.03 124 6866 100 100
HBBMC-7 26.95 56.80 207 7122 96,58 50.85
HABMC6.4 : . 267 175 5445 85.07

HAGMCS 19.28 28.30 2.52 31 B.77 451
RBBMC3 17.88 5767 718 845.6 96.45 7420

HBBGC-11.5 79.49 59.65 0.103 7533 100 100
HBBGC-7 55.06 62.99 0.107 7179 86.07 22,64
HBBGCEA . . 0.108 6282 90.83 3974
HBBGC5 51.31 63.93 0.069 95.9 72.7 4455
HBBGC3 3638 5423 0.051 ar42 82.49 37.06

*  No pudieron ser evaluados por prasentar precipitacion de protsina.

Para tener una referencia mas clara del efecto del polisacérido sobre la proteina al
variar ef pH, se evaluaron las propiedades fisicoquimicas de la proteina a diferentes pH
sin estabilizante, lo que se muastra en el cuadro 4.

CUADRO 4. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS Y ESPUMANTES DE HYFOAMA 88 A DIFERENTE pH.

pH % TENSION SUP, % % %
SOLUBILIDAD {Dina/Crm) F.E. F.V.8. F.LS.
Hyfoama88-11.5 [ &3 59.8 854.66 67.33 2266
Hyfoamna88-7 43.91 446 4456 43.30 88.09
Hyfoama8t-6.4 ot * 278.25 41.88 9N
Hyfoama8s-5 39.50 39.2 8.88 631 9.90
Hyfoama88-3 34.84 402 87.42 0 0

* No se evaluaron estas propiedades por encontrarse en el punto isoeléctrico vy haber precipitacion de
protaina.

Al disminuir el pH disminuye la carga neta y la solubilidad de la proteina, asi como
el rendimiento y la estabilidad. La conformacién de la proteina & pH menores o cercanos
al punto isoeléctrico no favorece su desdoblamiento para acomodarse en ia interfase aire-
agua la cual provoca bajo rendimiento, tampoco proporciona adecuadas propiedades de
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pelicula para ta formacidn de espuma. A pH 11.5 presentd la proteina la mayor
solubilidad, rendimiento y estabilidad, la tensi6n superficial también sigue el mismo
comportamiento.

El tratamiento alcalino previo de la proteina ocasiona un rearreglo entre los grupos
sulfatos intermoleculares resultando para la proteina en mayor flexibilidad y por tanto alto
rendimiento (26). La proteina a pH 11.5 lleva carga neta negativa, lo que ocasiona
repulsién entre moléculas, se tiene alta solubilidad debido a que la proteina no tiene
condiciones para asociarse consigo misma, lo cual favorece un rdpido desdoblamiento y
migracion a la interfase, se produce una gran cantidad de espuma con pelicula mas fuerte
que para los restantes pH pero en si poco elastica, la baja viscosidad de la fase continua
ocasiona poca estabilidad, en particular con drenado répido . A pH 7 se esta cerca del
punto isoeléctrico que es 6.4. La carga neta de la proteina es negativa pero con menor
densidad de carga que a pH 11.5, lo cual ocasiona menor repulsion y mas tendenciz a la
asociacién, la proteina esta menos hidratada y su capacidad para dar un alto volumen de
espuma disminuye. La pelicula que puede ser poco eldstica y el indice de consistencia
(Kfc) pequefio ocasionan muy baja estabilidad. A pH 3 y 5 la proteina lleva una carga neta
positiva. Este estado de carga ocasiona un deterioro notable en las propiedades
espumantes de la proteina dandole un minimo de estabilidad. El pH 4cido por abajo del
punto isoeléctrico provoca precipitacion de proteinas que se refleja en la disminucion de
solubilidad y pérdida de la poca estabilidad de ia espuma hasta llegar a ser nula en pH 3.
El siguiente cuadro muestra las propiedades fisicoquimicas de los polisacaridos a
diferente pH con los cuales se trabaj6é con el objeto de ver como se comportaron y su

influencia con la proteina en dispersion.

CUADRO 5. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE POLISACARIDOS A DIFERENTE pH.

POLISACARIDO TENSION SUPERFICIAL (Dina/Cm) Kfc (PA.ST)
MACROCEL-11.5 41.98 4.87
MACROCEL-7 41.88 8.18
MACROCEL-3 43.21 0.32
GENUVISCO-11.5 47.09 0.13
GENUVISCO-5 45,30 0.15
GENUVISCO-3 26.44 012
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Cuando €l MC y el H88 se encuentran juntos en dispersion el comporiamiento del
Kfc es inverso al encontrado para el MC solo, donde disminuye el Kfc al disminuir e! pH y
unidos, el Kfc aumenta al disminuir el pH que es un indicalivo de una importante
modificacién de las propiedades de ambos componentes en el sistema estando en
funcidn de su relacién de carga neta y el pH (16). El GC disperso a diferente pH presenta
valores constantes y pequefios de Kic que ya en dispersién con la protelqa a pH béasico
resulta en Kfc ligeramente menores a los que se presentaron con el GC solo y al disminuir
el pH por debajo del punto isceléctrico 6.4 disminuye evidentemente el Kfc, indicando
algin cambio por efecto de las condiciones en la coexistencia en el mismo sistema con la
proteina.

Se nota que la tensidn superficial del Macrocel se mantiene casi constante a io
largo de los diferentes valores de pH, el Genuvisco disminuye la tensién superficial a pH's
menores de 5 lo que se nota en pH 3. El comportamiento de los sistemas Hyfoama 88-
Macrocel y Hyfoama 88-Genuvisco (cuadro 3) es diferente entre si y con respecto con ia
proteina sola (cuadro 4) y polisacérido solo (cuadro 5); ello debido a que en sistemas
proteina-polisacarido anidnico las reacciones dependen de la relacién de carga neta entre
componentes, siendo funcién del punto isoeléctrico de la proteina, el pH del sistema y su
relacidn de peso entre ambos, la diferencia entre polisacéridos que a pesar de ser ambos
aniénicos su constante de disociacién es diferente pues el Macrocel es una sal de acido
débil y el Genuvisco es fuertemente anidnico (16,17).

SOLUBILIDAD DE HYFOAMA 88 GENUVISCO-C A DIFERENTE pH

Se vané e pH al agregar HCl 1 N a femperatura ambiente. Los resultados
muestran que [a solubilidad va aumentando conforme aumenta el pH (gréfica 1). En los
pH acides la densidad de carga de la proteina es altamente positiva y la del estabilizante
negativa, existe una interaccion de cargas muy importante que hace que pueda formarse
un complejo con carga neta minima y de baja solubilidad que va aumentando conforme
se aumenta el pH. En pH 6.4 el complejo formade es soluble con carga neta negativa ;
para pH 11.5 tanto la proteina como el polisacérido presentan cargas netas negativas por
lo cual ambos componentes se repelen entre si encontrdéndose la proteina muy
desdoblada debido a su carga (16). La presencia en el medio de dos polimeros con carga
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negativa en este pH (11.5) ocasiona cambio conformacional que favorece el rendimiento
y estabilidad de la espuma formada (graficas 5-7) suponiendo que sin interaccién de
componentes se formd un sistema donde ambos coexisten en solucién en la misma fase
o se forma un complejo donde attemativamente existen la proteina-polisacérdo como
complejos solubles (46).

£l GC aumentd la solubiidad de la proteina en todo el intervalo de pH's
manejados. Lo anterior coincide con lo reportado por Tolsioguzov (46) referente a que
cuando se mezclan proteinas y polisacéridos sulfatados a pH alto y luego se baja el pH
abajo del punto isoeléctrico, se forman complejos solubles (Complejo T) a diferencia de
cuando la mezcla se hace directamente a pH bajo, se fnnl'nan complejos insolubles
{Complejo M).

SOLUBILIDAD DE HYFQAMA 88 MACROCEL A DIFERENTE pH

La solubilidad se incrementé al aumentar el pH, presentandose la solubilidad mas

alta a pH 11.5 (gréfica 1) en pH 5 probablemente no se permite la exposicién de los
grupos hidrofilicos ni el desdoblamiento de la proteina, dando como resultado que la
espuma y estabiidad sean minimas.
A todos los valores de pH la solubilidad fue menor con MC que con GC. Se presenta el
mismo comportamiento que con Hyfoama 88-Genuvisco-C debido a que los dos
polisacéridos son anidnicos. Eslo influenciado quizds por la diferencia en el grado de
ionizacién de las sales del Macrocel que forman electrolitos débiles en contraste con el
Genuvisco que tiene mayor grado de ionizacién, resuttando evidente en este pH (18,34).
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SOLUBILIDAD v.s. pH
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La tensién superficial en los pH extremos 3 y 11.5 disminuye con
respecto alos pH 5y 7 (gréfica 2). En el pH 7 aumenta la tensién superficial en disolucion,
al respecto Kitabatake y Doi (27) reportan que la tensién superficial es una propiedad
fisica importante para las espumas, siendo conocido que las soluciones con baja tensién
superficial presenta buenas propiedades espumantes , sin embargo, esta afimacion se
ha modificado ya que los mismos autores afirman que el valor absoluto de la tensién
superficial es importante pero que también es determinante la velocidad con que
disminuye, o sea la tension superficial dinamica.

At
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. TENSION SUPERFICIAL DE HYFOAMA 83 MACROCEL A DIFERENTE pH

A lo largo de todos los pH en el mas basico (11.5), se obtuvo ef valor
de tensién superficial més alto y el més bajo fue el pH 5.
No encontrndose una tendencia general para los dos polisacaridos con la proteing
(gréfica 2). Bibliogréficamente (27) se afirma que las proteinas con baja tensién superficial
no siempre presentan sHos valores de espumado.

INDICE DE CONSISTENCIA DE LA FASE CONTINUA (Kfc) DE HYFOAMA 88
GENUVISCO-C

Al aumentarse el pH disminuye drasticamente el indice de consistencia
de Hyfoama 88-Genuvisco C pero aln asi es medible esta propiedad, presentando un
comportamiento distinte del GC solo en todos los pH donde el comportamiento fue casi
constante, El polisacarido se comporta de manera distinta al agregar proteina por la
interaccidn de ambos componentes, su reaccion depende ya de la relacion de carga neta
entre la proteina-carragenina, estando en funcidn del pH de! sistema. En la grafica se
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puede observar que en la cercania del punto isceléctrico de la proteina sola (pH 6.4)
disminuye e Kfc (grafica 3).

GRAFICA 3

INDICE DE CONSISTENCIA DE LA FASE CONTINUA {Kfc) v.s. pH
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H38GC 0.519 0.06899 0.107 0.1031

GC 0.12 0.152 0.14 0.1322

iNDICE DE CONSISTENCIA DE LA FASE CONTINUA (Kfc) DE HYFOAMA 88
MACROCEL

El sistema Hyfoama 88-Macrocel disminuye su Kfc al aumentar el pH
de forma muy notoria, siendo su méaximo en pH 3 lo que indica que la viscosidad del
sistema esta en funcién del pH, al disminuir el pH por debajo del punto isoeléctrico el
complejo presenta menor solubilidad pero contrario a ello la viscosidad aumenta, que
indica que el Kfc no esta determinado solo por 1a solubilidad sino también por 1a relacién
de cargas del medio.

En la gréfica 4 se ve que el Kfc del Macrocel aumenta al aumentar el pH, teniendo su
méximo a pH 7. La acidificacién abajo de pH 5 reduce grandemente {a viscosidad y la
estabilidad de la solucidén (16). A pH 3 las espumas del sistema H8BMC formadas

AT



presenian el mayor rendimiento y buena estabilidad debida en parte al Kfc alto y a un

cambio en conformacién de los componentes ocasionados por su estados de carga.

GRAFICA 4

INDICE DE CONSISTENCIA DE LA FASE CONTINUA (Kfc) v.s. pH
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PROPIEDADES ESPUMANTES DE HYFOAMA 88-GENUVISCO-C

El rendimiento de espuma de! sistema H88GC mejord en todos los
pH's con respecto a la proteina sola, excepto para el pH 11.5 con ia tendencia general
que al aumentar pH disminuye rendimiento (gréfica 5).
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EXPANSION DE ESPUMA (F.E.) v.s. pH
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En el pH 3 se tuvo afto rendimiento de espuma debido a que el
complejo de carga neta minima que se forma en estas condiciones permite el
desdoblamiento de los componentes proporcionando volumen de espuma alto.

A pH 5 se presentd el mayor rendimiento de la espuma comparado
con la proteina sola y a los otros pH's junto con un ato valor de F.V.§ hace suporer la
existencia de un complejo que presenta buenas propiedades de interfase, ya que a pesar
del bajo Kfc y alta tensién superficial se tienen buenos resuliados; solo presentando bajo
FL.S.

En pH 7 se encontrd bajo rendimiento y la menor estabilidad del
volumen en la espuma (F.L.S.) por la cercania con el punto isoeléctrico de 1a proteina que
afect6 las propiedades del complejo existente.

En pH 11.5 no existe interaccion de componentes debido a ta carga
neta de ambos , aiin asi existié una conformacidn que favorecié rendimiento y estabilidad
aunque el tamaiio de burbuja fue grande y poco homogéneo.

La estabilidad de la espuma (F.V.S.) aumentd notablemente a todos
los pH's con respecto a la proteina sola, con minimo en pH 5 y valores maximos a pH
11.5 y 3 (grafica 6). La estabiidad del liquido en fa espuma (F.L.S) auments
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moderadamente en todos los pH's con respecto a la proteina sola con minimoen pH 7 y
méaximo en pH 11.5 {gréfica 7).

La estabilidad de las espumas en pH 3 no es muy buena quizas por la

baja solubilidad presentada en este pH. l

En pH 6.4 debido a que la proteina se encuentra en su punto
isoeléctrico, la carga de ésta es cero y el polisacérido tiene carga negativa, esto sugiere la
posibifidad de interaccién entre ambos, con lo que disminuye ia autoasociad{m de la
proteina, permitiendo su desdoblamiento con lo que aumenta el Kfc del medio dando
como resultado buena estabilidad de espuma F.V.S.

En pH 7 el sistema presenté mayor estabilidad F.V.S. y rendimiento
que la de la proteina sola que tiende a autoasociarse y tiene dificutades para
desdoblarse, por la cercania con el punto isoeléctrico. Esta autoasociacion se evita al
agregar el polisacérido, ya que la proteina con una pegueiia densidad de carga negativa
podra asociarse con el genuvisco, que tiene carga neta negativa pudiendo efectuarse
cierta interaccién de componentes para formar un complejo soluble con carga neta
negativa que aumenta e! Kfc del medio y la solubilidad provocando mayor estabilidad que
con la proteina sola; pudiendo existir interacciones de los iones sulfato del Genuvisco C
con los grupos cargados de las proteinas (2).

A pH 11.5 se tiene 100% de estabilidad de espuma y liquido, Se
observa que a pesar de tener un Kfc muy parecido al del pH 7 (gréfica 3) la estabilidad
del liquido es mucho mayor, atribuible al estado de carga de los componentes. Y si bien
el medio viscoso no es tan alto es suficiente para mantener la estabilidad de las espumas
formadas.
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PROPIEDADES ESPUMANTES DE HYFOAMA 88-MACROCEL

El sistema H8BMC disminuy6 rendimiento de espuma con respecto a la
proteina scla a todos los pH's excepto en el 3 (gréfica 5).

La eslabilidad de la espuma y liquido aumenté mucho con respecto a
la proteina sola , con excepcidon del pH 5 que tuvo la misma estabilidad que sin
polisacaride (gréficas 6-7).

En el pH 3 se encuentrz el sistema a un pH menor del punto
isoeléctrico, lo que da a la proteina una carga neta positiva y el MC se encuentra con un
ligero grado de ionizacion o no ionizado, lo que da lugar a una ligera interaccidn para la
formacién de un complejo con carga neta positiva, la carga neta del complejo proteina-
polisacérido es mayor que a pH 5, lo que ocasiona que se estire, aumentando el Kfc
dando el volumen més alto de espuma y estabifidad bastante buena, atribuible en parte al

alto Kfc del sistema y a las propiedades del complejo formado.
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En pH 5 la densidad de carga es menor, no se permite ia exposicién ni
estiramiento de grupos hidrofilicos, resultando en una formacién de espuma y estabilidad
minimos a pesar de que e! Kfc es ato pero menor que a pH 3. Pasado el pH critico (pH 5)
el rendimiento de la espuma aumenta, al igual que la estabifidad de fas espumas.

- GRAFICA 7
o
ESTABUDAD DEL UIQUDOENLAESPUMA(FLS) vs pH !
i
i
—e—HBBVC!

—&-HBB |

3 5 7 15

En pH 7 el sistema esta un poco por amiba del punio isoeléctrico,
existiendo para la proteina carga neta negativa pero con mucho menor densidad de
carga que a pH 11.5, por tanto existen aun cargas posilivas que pueden causar cierto
grado de interaccion con el polisacdrido que tiene carga negativa creando una ligera
interaccion de componentes que forman un complejo relativamente soluble con carga
neta negativa que mejora las propiedades espumantes evidentemente con respecto al
pH 5.

En el caso del pH 11.5 se tiene un alto rendimiento de espuma (grafica
5) y estabilidad (graficas 6-7) debido a que la proteina esta desdoblada, la estabilidad es
excelente debido en parte al alto Kfc que actéa disminuyendo el drenado de! liquido y

también a la conformacién de los componentes ocasionado por la repulsién de cargas

AR



pues no hay interaccion alguna entre proteina y polisacarido. Se supone que el tipo de
sistema es una solucién homogénea estable donde la proteina y polisacarido no
interactian entre si o alternativamente existen como complejo soluble (46).

Luego del andlisis estadistico factorial y prueba Duncan realizados en
los sistemas HB8GC y HBBMC a diferente pH los resultados indican que existe un efecto
muy marcado sobre las propiedades fisicoquimicas y espumantes al varar el pH y el tipo
de polisacarido, aunque se siga un comportamiento similar, pues ambos polisacérdos
son del tipo anidnico. El Macrocel es sal de un acido débil por lo que las interacciones
con la proteina son menores que las del Genuvisco que presenta mayor carga neta
negativa, el Genuvisco es una sal de un acido fuerte (16,17), siendo el GC mas reactivo
que el MC.

A cualquier pH ambos polisacéaridos en sistema con la proteina mejoraron notablemente
la estabilidad de las espumas con respecto a la proteina sin polisacarido, siendo
excepcion el sistema HB88MC en pH 5 que fue inferior. Comparando las dos sistemas se
tuvo que : .

Se presentaron los mayores rendimientos de espuma a todos los pH en el sistema
H88GC.

Los sistemas H8BMC tuvieron Kfc mayores a los presentados por H88GC a lo largo de
los diferentes pH que resultd en general en mayor estabilidad, La mayor estabilidad de
espuma {F.V.5)) y liquido (F.L.S.) a pH 3 y 7 se tuvo en e sistema H8BMC, en pH 5 el
sistema HB8GC tuvo mejor estabilidad y en pH 11.5 ambes sistemas fueron estables.

Los valores obtenidos de tensiin superficial no resultaron del todo
confiables debido a la dificultad de medicidn causado por la viscosidad, sobre todo para
el sistema Hyfoama 88-Macrocel, mas alin asi se realizaron. Motivo por e! cual se decide
no evaluar esta propiedad en las etapas siguientes.
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3.4.0 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS Y ESPUMANTES DE LOS
SISTEMAS PROTEINA-POLISACARIDO A DIFERENTE pH Y
FUERZA IONICA

HYFOAMA 88 y MACROCEL - NaCl

Para NaCl se manejaron tres fuerzas iénicas 0.01, 0.05, y 0.1 Mol/Kg.
a diferente pH.

SOLUBILIDAD EN INTERACCION CON FUERZA IONICA
Gréfica 8:
pH 11.5
La solubilidad aumenta al aumentarse la fuerza inica presentando su
méaximo de solubilidad a la fuerza i6nica 0.05 Mol/Kg. Inicialmente es en este pH donde se
presenté la mayor solubilidad. L

GRAFICA 8

SOLUBILIDAD v.s. FZA. IONICA K8BMC-NaCl
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pH7?

La solubilidad se incrementa al aumentar la fuerza idnica y es mas
notorio que en pH 11.5, con maximo en {a fuerza iénica 0.05 Mol/Kg. luego disminuye al
afectarse su estado de carga y la hidratacion del sistema adquiriendo una estructura tal
que ocasiona un bajo rendimiento de espuma, en la fuerza idnica mayor empieza
probablemente la insolubilizacidn por salado pues esta propiedad empieza a disminuir. La
presencia de! NaCl auments la solubilidad del complejo.

pH3

La solubilidad aumenta notablemente con la presencia de sales pero
en valores por abajo de los ofros dos pH para todas fas fuerzas idnicas. Las sales
aumentan la solubilidad del complejo (disminuyen su carga neta positiva) pero el cambio
de estructura no favorece la estabilidad de la espuma.

INDICE DE CONSISTENCIA DE LA FASE CONTINUA (Kfc)
Gréfica 9:
pH 1.5 )
El Kfc disminuye al aumentar la fuerza idnica a partir de 0.05 molkg. Al
no haber interaccién de componentes en este pH el NaCl afecté la viscosidad de los
componentes con la consecuente disminucion de la viscosidad del Macrocet {16).

pH7

Se fiene un efecto similar que en el pH anterior. El Kfc disminuye al
aumentar la fuerza ibnica conforme se inhibe mas la formacidn del complejo o se aftera su
estado de carga y por tanto su conformacion.

pH 3

E! comportamiento es parecido a los otros pH, pero con notable
disminucion del Kfc al agregar sales aan en la concentracion menor y sus valores estan
por debajo de los otros pH, lo cual hace suponer que el estado de carga generado a estas



condiciones cambia la conformacion del complejo o probablemente lo inhiba y el sistema
se separe en dos fases por efecto de la fuerza ibnica y en especial a la mas alta (46).

GRAFICA 9
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PROPIEDADES DE ESPUMADO (FE., F.V.S., F.L.S)

Gréficas 10-12;

pH115
La expansién de la espuma disminuye al adicionar NaCl y aumentar la

fuerza ibnica, aunque esta disminucion no es muy dréstica, debido a un cambio
estructural de la proteina por efecto de la sal; a este pH no hay interaccidn entre proteina
y polisacérido. El efecto del NaCl en la estabilidad es minimo.

™



pH7

La disminucién del Kfc por la presencia de NaCl ocasiona la pérdida
de estabilidad observada conforme aumenta la fuerza idnica. En cuanto a la expansion de
la espuma en la fuerza idnica mas baja se tiene un valor muy parecido al sistema sin

sales.
GRAFICA 10
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En las tres fuerzas idnicas se tiene rendimiento de espuma allo y
constante. Al aumentar la fuerza ibnica se disminuye drasticamente la estabifidad de la
espuma probablemente por el descenso de viscosidad a pesar de que el sistema
aumenta su solubilidad.

Para pH 3 y 7 la disminucidn de Kfc afecta la estabilidad de las
espumas no asi en pH 11.5 donde la estabilidad se presenta casi inalterable {(arriba del
90%), puede deberse a que el estado de carga que impera en este pH y el sistema de
solucién homogénea sin interaccion de componentes no permiten la desestabilizacion de
las espumas a pesar de la disminucion de Kfc.
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HYFOAMA 88 y MACROCEL - Na,S0Q,
Se manejaron para esta sal fres fuerzas idnicas 0.03,0.15, y 0.3 molkg.
SOLUBILIDAD

Gréfica 13
pH 115

La solubiidad aumenta al adicionar Na,S0, excepto para la fuerza
idnica mas alta donde se tiene un valor menor de solubilidad que para el sistema sin
Na;SO,; esta disminucion se explica porque a esta fuerza idnica se empieza a dar e
efecto de insolubilizacién por salado, para las otras dos fuerzas iénicas la proteina es mas
soluble pues existe mayoer contacto con el disolvente (12).

GRAFICA 13

SOLUBILIDAD v.s. FZA. IONICA HBSMC-Na2S04
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Al adicionar sal la solubilidad aumenta notablemente para las tres
fuerzas idnicas por efecto de la sal con su méximo en ia fuerza ibnica menor luego
disminuye al aumentar fuerza idnica pero a(n asi es alta.
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pH 3

Se dio una tendencia parecida con el anterior pH, pero por debajo de

éste. La solubilidad aumenta de manera importante cuando se adiciona Na,SO, que

modifica el estado de carga del complejo soluble de forma positiva para la solubilidad.

iINDICE DE CONSISTENCIA DE LA FASE CONTINUA (Kfc)
Gréfica 14:
pH 115

El Kfc disminuye cuando se atimenta la fuerza idnica, por un cambio

en conformacién de la proteina debido a la adicién de sal siendo mas evidente en la

fuerza idnica mayor.

GRAFICA 14
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pH7

El valor de Kic disminuye a la mitad al agregar esta sal, con un
minimo en la fuerza idnica mas alta debido al cambio conformaciona! operado en el
complejo proteina-polisacérido por efecto de sal y de carga que no resulta favorable para
asta propiedad.
pH3

El sistema sin sales tiene un alto Kfc que al agregar sal se hace casi
nulo y va disminuyendo al aumentar la fuerza ibnica de forma evidentemente dréstica.

PROPIEDADES ESPUMANTES (F.E.,F.V.S,F.LS)
Gréfica 15-17:
pH 11.5

La expansion de la espuma disminuye en este pH al aumentar la
fuerza ibnica, en cuanto a la estabilidad de espuma y liquido a la fuerza i6nica mayor esta
propiedad se disminuye pero en las otras fuerzas idnicas se presentan valores de casi el
100% en estabilidad, ello apoyado por una viscosidad y solubilidad moderadamente aita.
La sal influencié negativamente sobre el desdoblamiento de las proteinas disminuyendo la
expansion de espuma al incrementarse {a fuerza idnica.
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ESTA TESIS NO DEBE
SAUR BE LA BISLIGTECA

pHR7
Ei rendimiento se mantuvo bajo y constante, los resultados muestran
que al aumentar ia fuerza idnica disminuyen los valeres de estabilidad
de liquido y espuma, siendo evidentemente claro este comportamiento en la fuerza ibnica
mayor, los valores obtenidos en general son menores que los del pH 11.5 a pesar de
presentar un Kfc mayor.

GRAFICA 17

ESTABILIDAD DE VOLUMEN EN ESPUMA (F.L.S.) v.s. FZA.
IONICA HBBMC-Na2504
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La expansién de la espuma para las dos primeras fuerzas ibnicas s
ligeramente mayor que el sistema sin sales que fue buena, en la fuerza idnica mayor
disminuye casi & la mitad, aunque con respecto a los otros pH la expansion es muy alta.
La estabilidad de la espuma y liquido disminuyé al aumentar la fuerza ibnica debido al
efecto de las sales en la configuracién del complejo proteina-polisacarido o a que se
inhibe la formacién del mismo, ademas de que se disminuye notablemente el Kfc y la
proteina sola a este pH no es estable (46).
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HYFOAMA 88 MACROCEL-CaSO,

SOLUBILIDAD
Gréfica 18:
E! pH que tiene la solubitidad mas alta del sistema resufto ser el de
11.5 a las tres fuerzas inicas y esta propiedad disminuye al disminuir el pH. A la fuerza
jénica mas alta (0.4) los componentes empezaron a precipitar impidiendo la medicién, por
tal no se evalud solubilidad en esta fuerza idnica.

pH115

La solubilidad de la profeina disminuye al ir aumentando la fuerza
ibnica debido quizés a la formacién de un complejo poco soluble donde el calcio fue el
elemento que aclud como mediador en la unién de polisacarido y proteina, otra
posibilidad es que no haya interaccion y la disminucién de solubilidad se deba al efecto
de la sal al disminuir la hidratacién de la proteina.

GRAFICA 18

SOLUBILIDAD v.s. FZA. IONICA HBBMC-CaS04
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pH7

La solubitidad presenta valores mayores que sin sales debido a que el
complejo que se forma es diferente por los iones éalcio, éste complejo mas soluble
produce un mayor rendimiento de espuma .

pH 3

' La sclubilidad aumenta un poco por amiba del valor del sistema sin
sales. En referencia con los otros pH en éste se presentaron los valores de solubilidad
mas bajos.

INDICE DE CONSISTENCIA DE LA FASE CONTINUA (Kfc)
Gréfica 19:

pH115

Cuando aumentt la fuerza ibnica disminuyd el Kfc, o que puede
deberse al efecto causado por € descenso de la solubilidad de! sistema, la hidratacién de
los componentes no es completa pues hay competencia por el agua por aumento en la
densidad de carga o a la formacién de un complejo insoluble,

pH7

En este pH se tuvo la misma tendencia que en el pH anterior aunque la
disminucién del Kfc fue mas notoria a la fuerza idnica mas baja en relacién al sistema sin
sales. Esto puede atribuirse a la formacion de un compiejo en el que intervienen los iones
Ca", con diferentes propiedades que el complejo sin sales.
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0 0.04, 0.2 0.4
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7 2076 0.433 0.446 0.404
11.5 1.249 0.747 0.732 0.46

pH3

En este pH la disminucién de Kfc fue mas drastico que en los otros pH
puesto que el Kfc inicial era el mas alto de todos y al aumentar |a fuerza idnica disminuye
este por el cambio conformacional y de carga generado por la adicién de la sal.

PROPIEDADES ESPUMANTES (F.E.,FV.S., F.LS)
Gréaficas 20-22:

pH11.5
Aumento la expansién de las espumas ligeramente &l adicionarle esta

sal, para el caso de la estabilidad fue en este pH donde las espumas fueron mas estables
& todas las fuerzas ibnicas, teniendo casi constante el valor de 100% en estabilidad,
acorde con el Kfc mas alto y constante a lo largo de todas las fuerzas idnicas que
proporciona estabilidad a las espumas formadas. Los iones Ca++ no influyen en la
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estabilidad al formar uniones entre los grupos carboxilicos de la proteina y el Macrocel

(6).
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GRAFICA 22

ESTABILIDAD DE LIQUIDO EN LA ESPUMA (F.L.8.) v.s. FZA.
IONICA HBBMC-CaSO4

%F.LS.

FZA. IONICA {mobig)

pH7

A este pH la presencia de CaSQ, tiene un efecto favorable en el
rendimiento en referencia con el sistema sin sales, el F.V.S. Presema valores arriba de
90%, pero con disminucién en ia estabilidad (F.L.S.), ello debido por el Kfc que es
moderadamente alto, aunque disminuye con el aumento de fuerza ibnica y no resulta
suficiente para estabilizar el liquido de las espumas formadas.

pH3

Se presentd el mayor rendimiento en relacién al pH y los sistemas sin
sales y menor estabilidad a todas las fuerzas idnicas, atribuible a un posible cambio en el
estado de carga e hidratacion del complejo que lo hace ligeramente mas soluble y flexible
pero con un importante deterioro en la estabilidad de las espumas formadas pues el Kfc
disminuye drasticamente. Como tendencia general al incrementar la fuerza idnica con las

tres sales se aumenta la expansion de la espuma, la estabilidad disminuye en particular el

d



(F.L.S.). el Kfc disminuye para las tres sales y el pH donde se presenta la mayor
expansion es el mismo que tiene la menor estabilidad de espuma.

HYFOAMA 88 GENUVISCO-C Y NaCl

SOLUBILIDAD

Gréfica 23;
pH115

La solubilidad de! sistema disminuye al adicionar NaCl en las tres
fuerzas idnicas debido a un cambio en cenformacion de los componentes (proteinas y
polisacarido) que no resulta faverecedor para el sistema, este cambio en conformacion es
debido al efecto de la sal en el medio, pues se afecta la hidratacibn de ambos
componentes (7) y al estado de carga del sistema. Este cambio es diferente al del
sistema Hyfoama 88-Macrocel por el diferente tipo de grupos acidos en los polisacéridos
utilizados.

GRAFICA 23
SOLUBILIDAD v.s. FZA. IONICA HB8GC-NaCl
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pHS5

La solubilidad de la proteina se incrementa ligeramente al adicionar
sales aunque el aumento no es muy importante , presentandose un méaximo en la fuerza
ionica mas pequefia. Este pequefio aumento puede atribuirse a un cambio en
conformacion del complejo formado en la menor fuerza idnica, el estado de cargas, o ala
inhibicién de [a formacién del complejo a fuerzas idnicas allas, puesto que el cambio
conformacional de los componentes individuales limita la interaccién entre si. La
formacién del complejo a este pH sin sales mejord las propiedades espumantes en
relacién a la proteina sola.

pH3

En este pH se aumenta la solubilidad del sistema por efecto de la sal y
disminuyen asi las atracciones electrostéticas entre cargas opuestas de moléculas
cercanas (12). Inhibiendo probablemente la formacidn del complejo o alterando su
conformacién y carga neta que favorecié las propiedades espumantes en relacién a la
proteina sola.

INDICE DE CONSISTENCIA DE LA FASE CONTINUA (Kfc)

Gréfica 24:
pH 115

&l cambio en conformacién aumentd ligeramente e Kfc cuando se
incrementd la fuerza idnica . A este pH los valores de Kic son mayores. En medio alcalino
la viscosidad de la mayoria de las proteinas aumenta por las cargas eléctricas negativas
que presuponen un desdoblamiento y alargamiento maximos (6). La viscosidad del GC
disminuye por la presencia de sales,
pH5

El Kfc aumentd al incrementar la fuerza idnica de forma muy ligera.
pH3

En este pH se sigue el mismo comportamiento que en los otros pH,
cuando se aumenta la fuerza idnica-aumenta e! Kfc, ligeramente a fqetza ibnica baja y de

QA



manera notoria a valores de 0.1 de fuerza idnica, esta diferencia atribuida a cambios en la
estructura y conformacién del complejo proteina-polisacarido.

GRAFICA 24

L. DE CONSISTENCIA DE FASE CONTINUA v.s. FZA. IONCA HBBGC-
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PROPIEDADES ESPUMANTES (F.E.,FV.S,FLS)
Gréficas 25-27:
pH 11.5

Para la expansion de las espumas se observa que al aumentar la
fuerza idnica aumenta ligeramente la expansion.
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En cuanto a la estabilidad, disminuye con respecto a las espumas
donde no se adiciond sal, siendo evidente en el FL.S. que disminuye hasta un 40%
debido a la disminucién de solubilidad y a posible cambio en conformacion de la proteina
que no favorecen las propiedades de interfase que proporcionen estabilidad a pesar del
aumento en consistencia.

pHS

La expansién de la espuma disminuye cuando se aumenta la fuerza
idnica, pero no de forma muy drastica. La estabilidad disminuye notablemente al
aumentar la fuerza iénica (graficas 26,27) y es este pH donde todas las propiedades
espumantes son menores con respecto a los otros pH sobre todo a la fuerza idnica
mayor. Esto significa que el complejo sin sales tiene mejores propiedades de interfase y la
estructura y conformacién del mismo en presencia de sales no resulta favorecedor en la

formacién y estabilidad de espumas.
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pH3

Al incrementarse la fuerza idnica aumenta ligeramente la expansién de
la espuma, lo mismo sucedit en la estabilidad de la espuma y liquido y para las dos
primeras propiedades en valores supefiores a los otros pH. Esto puede atribuirse a que el
complejo en presencia de sales tiene caracteristicas que lo hacen mas apto para la
estabilizacién de la espuma.
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Gréfica 28:
pH 11,56

ibnica menor para ir disminuyendo drésticamente al aumentar la fuerza idnica hasta
estar por abajo de la solubilidad obtenida sin sales, se cree que se efectud un cambio
conformacional en la estructura de los componentes individuales a fuerza idnica afta y

HYFOAMA 88 GENUVISCO-C Y Na,SO,

SOLUBILIDAD

La solubilidad del sistema aumenta de forma considerable en la fuerza

pudo ocumir una insolubifizacidn por salado.

pHS

desplazandose hacia una fuerza iénica mayor (0.15) el maximo de solubilidad. En este

En este pH se observa un comportamiento similar que a pH 11.5,

caso, el efecto de las sales fue sobre la sotubilidad del complejo (46).

an
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pH 3

La solubilidad del sistema presenta valores mayores que el sistema sin
sal excepto para 1a fuerza idnica mas alta, el complejo es mas insoluble que a pH 5 y el
efecto de [as sales es similar con el valor maximo desplazado hacia la fuerza idnica mas
baja.

INDICE DE CONSISTENCIA (Kfc) Y PROPIEDADES ESPUMANTES (F.E.,F.V.S.,
F.LS.)

Gréficas 29-32:
pH 115

En este pH se presentan los valores mas altos de Kfc y un
comportamiento casi constante a lo largo de las {res fuerzas idnicas teniendo un maximo

en la menor fuerza iénica dada por esta sal y una tendencia similar a la de la solubilidad.

al
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[T CONSISTENCIA DE FASE CONTINUA (Fa.5"n) HB8GC-Na2504 |
| 0 0.03 0.15 03]

3| 0.0519 0.042 0.0563 0.0567

5 0.0699 0.0807 0.0886 0.0876

11.5 0.0956 01192] = 0.1084 0.1016

Al adicionar sales tanto (F.V.S.) (F.L.S) como la expansién a fuerza ibnica alta

disminuyen por abajo del valor inicial que es alto.
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El cambio de conformacion probablemente hizo al sistera menos flexible deteriorando
sus propiedades espumantes y su estructura terciaria que disminuyeron la estabilidad (25)
a pesar de un alto valor de Kfc. Para la expansién de la espuma se mantiene casi
constante a lo largo de las dos primeras fuerzas iGnicas.

pHS

El Kfc aumenta al incrementar la fuerza ibnica a pesar de ello, la
estabilidad y rendimiento se ven reducidos de forma muy importante; ello debido
posiblemente a que la estructura y conformacion del complejo tiene propiedades pobres
para la formacion y estabilidad de espuma, a pesar de tener solubilidad y Kfc
relativamente altos.
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pH3

Se presentaron valores de Kfc muy bajos a lo largo de las ires fuerzas
idnicas. El rendimiento de la espuma con la adicién de esta sal en pH 3 permanece casi
constante en lodas las fuerzas idnicas al igual gue et F.V.S. que en ambos casos es alto y
aumentando un poco el F.L.S. Ila adicion de esta sal favorecié las propiedades
espumantes, alin contando con [os valores mas bajos de Kfc en todas las fuerzas
ibnicas, por lo que se deduce un cambio conformacional del complejo con poca
solubilidad (46) que le presenté propiedades de interfase favorecedoras para la
estabilidad y rendimiento de espumas.

HYFOAMA 88-GENUVISCO-C Y CaSO,

SOLUBILIDAD

No se evalué solubilidad a la fuerza iSnica mayor por precipitacion de los componentes.
Gréfica 33:
pH115

La solubilidad del sistema con la adicibn de CaSQO, disminuye al
aumentar la fuerza idnica pero es mas alta que con los oftros pH's. El cambio en
solubilidad puede atribuirse al efecto de las sales en la proteina o a la posible formacién
de un complejo proteina-polisacarido mediado por calcio.

pHS

La solubilidad de la proteina aumenta ligeramente a la fuerza iénica
menor luego disminuye a la fuerza iénica mas atta. La disminucién de la solubilidad del
complejo se puede atribuir al efecto de |a sal, que al aportar iones Ca"™, aumenta los sitios
de unidn proteina-polisacéndo disminuyendo la carga neta del complejo similar al
reportado para carragenina-caseina (8), que disminuye la atraccion electrostatica del
complejo entre cargas opuestas que se afectaron sus propiedades espumantes al inducir

cambios conformacionales (7).

as



pH3

El valor inicial de solubilidad de la proteina sin sales se ve rebasada
positivamente en la fuerza iénica menor para luego volverse casi insoluble y de los tres
pH es en este donde esta propiedad es menor, puede deberse al mismo efecto del pH &
pero mas marcado.

GRAFICA 33

SOLUBILIDAD v.s. FZA. IONICA H88GC-CaS04
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iNDICE DE CONSISTENCIA DE LA FASE CONTINUA {Kfc)

Gréfica 34:
pH 11.5

El Kfc disminuy6 ligeramente con respectc a su valor inicial en
particular en la fuerza ibnica intermedia, para tlegar a su valor inicial nuevamente en la
fuerza iGnica mayor.
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pHS

El Kfc aumenta notablemente en la fuerza iénica intermedia para

disminuir casi a su valor inicial.

pH?3

El Kfc no presenta gran variacién a lo largo de las tres fuerzas iénicas y
de los tres pH, en este se presentan los valores mas pequefios. Al disminuir pH disminuye

el Kfc a cualquier fuerza iénica.

Los cambios observados en Kfc a pH 3 y 5 pueden atribuirse a los cambios en

conformacién y solubilidad de los complejos.
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PROPIEDADES ESPUMANTES (F.E.,F.V.5,F.LS)
Graficas 35-37:
pH11.5

El rendimiento aumentd ligeramente al incrementar la fuerza idnica
teniéndose un mejor resuliado en rendimiento en la fuerza ibnica menor. La estabilidad
(F.V.S.) disminuye ligeramente cuando se%grega sal, el FL.S. disminuye de forma mas
evidente al aumentar la fuerza ibnica a pesar de que ambas propiedades conservan
valores altos todo ello debido al cambio en conformacion de la proteina inducido por la
adicién de sal que resultd favorecedor en rendimiento y estabilidad con respecto a los
otros pH's. También es posible la formacién de un complejo mediado por calcio con baja
solubilidad.
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pHS

El rendimiento (F.E.) disminuye en la fuerza i6nica mayor, para las
otras fuerzas idnicas es casi la misma que para la espuma formada sin sal, siendo en
este pH donde esta propiedad resulté mayor con respecto a los etros pH; la estabilidad no
es muy buena pudiendo deducir con esto una estructura con propiedades de interfase
pobres.

GRAFICA 35
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pH3
Aumenta el F.L.S., conservandose arriba del 90 % que favorece la
formacién y estabilidad de espuma.

Luego del analisis estadistico de range muttiple, se evidencia en las
medias muestrales que el pH y fuerza idnica en conjunto afectan significativamente la
solubilidad de los sistemas proteina-polisacarido, pero sobre todo el pH fue el factor
determinante en estas modificaciones.

No se presentd una tendencia general sobre las otras propiedades
estudiadas, siendo muy particular para cada sistema. Para las propiedades espumantes
la utilizacion de las tres sales en el sistema H88GC mejord la estabilidad del liquido en la
espuma (F.L.S.) y conservd el (F.V.S) y el rendimiento (F.E.) a pH 3. En e} sistema
HB88MC con CaS0, se obtuvo buen rendimiento , en especial a pH 7 pero con mediana
estabilidad siendo mejor a pH 11.5. En general, tanto para H88GC y H88MC la utilizacion
de Na,30, provocd los rendimientos y estabilidades menores que con las otras sales.



CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La proteina Hyfoama 88 (H8B) sin estabilizante forma espumas con mayor
rendimiento y estabilidad que aquellas elaboradas con Prolac H (PH) que no presentaron
estabilidad alguna.

Cuando se varié el pH de la proteina Hyfcama 88 en solucién se tuvo el mas alto
rendimiento en pH 11.5 y fue disminuyendo en pH’s &cidos , disminuyé la estabilidad al
descender el pH, siendo nula en el 3.

Con la adicién de los polisacaridos Macrocel y Genuvisco C al sistema y sin variacion de
pH; se disminuy6 el rendimiento y aumentd Ia estabilidad de las espumas si se compara
con la proteina sola, la estabilidad de ambos sistemas es la misma, pero con un Kfc
muche menor en Hyfoama 88-Genuvisco C (H88GC} que en Hyfoama 88-Macrocel
(H88MC).

Al variar el pH de ambos sistemas disminuy6 el rendimiento de espuma con
réspecto a la proteina sola a todos los pH's para H88MC, con excepcién en el pH 3 en el
cual se tuvo gran rendimiento, en cuanto a estabilidad aumentd mucha con la adicién del
polisacarido a todos los pH's. Con H88GC el rendimiento de espuma aumentd en casi
todos los pH's, la excepcion se presenté en pH 11.5, la estabilidad también se aumentd
con la excepcion en FLS para el pH 7 que junto con el sistema HBBMC en pH 5 fueron
los mas inestables ain por debajo de lo que se tuvo con Ia proteina sola, posiblemente
por su cercania con el punto isoeléctrico de la proteina que cred este efecto en los
sistemas. Al comparar los dos sistemas se obtuvo lo siguiente: en H88GC se tuvo mayor
rendimiento de espuma que con H8BMC a todos los pH's y el sistema H8BMC tuvo mayor
estabilidad apoyado por Kfc mayores a los de H88GC, la excepcion se presentd en pH 5
donde H8B8GC fue més estable.

Los polisacaridos aniénicos empleados aumentaron la estabilidad de las espumas
en todos los pH por une o mas de los siguientes factores:
« aumento del indice de consistencia de la fase continua

= modificacién de la conformacion de las proteinas

1Nl



+ formacion de complejos de diferente solubilidad
e cambios en la carga neta y conformacién de la proteina y/o complejo proteina-
polisacarido.

Las propiedades espumantes y fisicoquimicas de las proteinas son afectadas
evidentemente por el pH siendo en los extremos donde se evidencia méas este efecto
debido a ia carga neta que tienen los sistemas en estas condiciones. Para el medio
basico se forma un sistema donde coexisten er; la misma fase protelna-polisacérido sin
interaccion o alternativamente existen como complejo scluble; en el cual éstos estan
desdoblados sin posibilidad de interaccién por la igualdad de cargas presentando
estabilidad por contar con viscosidades altas. Para pH é&cidos la carga de los
componentes hace evidente su interaccién entre si y con el medio, existiendo la
posibifidad de formacién de complejos de baja solubilidad mas flexibles que permiten
aumento de estabilidad.

En cuanto a las sales no se tuvo una tendencia muy clara en el efecto causado
sobre las propiedades estudiadas, siendo muy particular para cada sistema, pero en
general, influye la fuerza ionica de las sales sobre el estado de carga y la solubilidad de!
polisacarido y proteina ocasionando cambios en la conformacién de los componentes que
afectd la interaccién de estas macromoléculas. Las sales mejoran poco las propiedades
espumantes de los sistemas, en general conserva las propiedades iniciales, Aunque
existieron casos de excepcidn; los mejores resultados con respecto a) sistema sin sal
fueron los sisternas H88GC:

ConNaCl:EIFE. y FV.S. seconservaronen pH 3y 11.5y el F.L.S. aumentd en pH 3.
Con Na,SQ,:EiF.E. y F.V.S. se conservaron en pH 3 y el F.L.S. aumenté en pH 3.

Con CaS0Q, :El F.E., F.V.S. se mantienen constantes en los tres pH's, la estabilidad F.L.S.
aumenté en pH 3.

Para el sistema H88MC sin sales comparado con los de sales se tuvo:

Con NaCl : F.E. aumentd un pocoapH 3yel F.V.S. se conservéenpH 115y 7.

Con Na,S0, : Aumenta ligeramente rendimiento en pH 7.

Con CaSQ, :Aumenté mucho el rendimiento a pH 7 y moderadamente en pH 3 y 11.5, se
conservé FV.S. apH7y 11.5 ytambién el F.L.S. a pH 11.5.
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Los factores que motivaron todos fos resultados anteriores fueron:

*+ la conformacién de la proteina que cambio en las diferentes condiriones de los
sistemas formados

 por efecto de la formacion de complejos de diferente solubilidad y conformacion

* los complejos creados en medios basicos donde coexisten los componentes en la
misma fase sin interaccién o altemativamente existen como complejos solubles

* l|os sistemas de pH Acidos donde ambos componentes esién concentrados en la
misma fase con baja solubilidad.

Estos factores influyen en el Kfc de la fase continua y las propiedades de interfase que

afectan directamente la estabilidad y rendimiento de las espumas formadas,

Se recomienda la utilizacién de otro método de medicion de tensién superficial
donde se eviten problemas con tubos capilares en la toma de lecturas de sistemas
visCos0s, una altemnativa es por medio de! tensiometro de Du Notly.

Efectuar pruebas mas especificas que permitan confirmar el tipo de sistema
formado por efecto de las variables manejadas, como puede ser: centrifugacion para ver
si existe separacion de fases y cuantificacion de polisacérido y proteina en cada uno,
espectros de adsorcion de la luz, separacién por cromatografia, cambios en propiedades
térmicas RMN,

Cabe adarar que en el presente estudio se mantuvieron constantes las
concentraciones de proteina (1.3%) y polisacaridos (0.45%) y que otro factor
determinante en la compatibilidad termodinamica y sistemas formados por estos
componentes es la concentracién de cada uno de ellos y que el cambio de concentracion
puede dar resultados distintos, por lo que es otro factor a estudiar.

Aplicar los resultados en sistemas especificos de alimentos como lo son helados,
pan, bebidas, merengues y en general reposteria,

Desde el punto de vista de la aplicacion de los resultados se recomienda lo
siguiente;

* La adicién de azicar y otros polisacarides no idnicos para aumentar la estabilidad de
los sistemas en los cuales fue bajo

* Los sistemas HBBMC a pH 7 con CaS04 y H8BGC a pH 5 sin sales tienen buen
rendimiento y estabilidad que se puede reforzar con azacar o algin estabilizante no
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ibnico para incrementar el indice de consistencia de la fase continua y obtener de esta
forma sistemas que conserven por mas tiempo el volumen inicial de las espumas

¢ El sistema H88GC a pH 3 con la adicién de sales tuvo mayor estabilidad de las
espumas formadas que la del sistema sin sales por o que se puede ufilizar este
sistema en medios écidos y si se desea aumentar esta estabilidad se puede hacer con
la adicién de azicar, con la ventaja de que el rendimiento de espumas es muy alto
también . —

» El sistema HBBGC presentd alto rendimiento de espuma a todos los pH, especialmente
alos mas acidos, si se adiciona sal al sistema en concentraciones bajas el rendimiento
se mantiene, pudiendo utilizar este sistema en cualquier pH y obtener mayor
estabilidad con la adicién de aztcar

+ Si es necesaria la adicidn de sales a los sistemas H88GC en pH 3 y se quiere tener
rendimiento y estabilidad de espumas resulta recomendable la adicién de NaCl, NaSQ,
y CaSQ, a bajas concentraciones y en los sistemas H88MC en PH 7 se puede
aumentar rendiméento de espumas con CaS0O, y Na,SO,.

Los estudios de interacciones de proteinas y polisacardos y su efecto en las
propiedades funcionales han estado mas enfocadas a la generacién de! conocimiento
basico utilizando proteinas de estructura mas conocida como mioglobina, albumina de
suero de bobina, caseina, gelatina globulina de soya y a aspectos de aplicacién en lo
referente a las propiedades funcionales de estos sistemas en la texturacion, formacion de
geles, precipitacién de proteinas para su recuberacién. solubilizacidn de proteinas en sy
punto isoeléctrico y con respecto a la funcionalidad para la formacién de espumas se
reporta mucho menos informacion, por lo que es imporiante generar estudios sobre esta
érea,
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