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RESUMEN

En este trabajo se examind la factibilidad de preparar emulsiones aceite en
agua en geles de k-carragenina con una temperatura de transicién gel-sol de
37 °C. Se seleccion0 esta temperatura porque es la temperatura fisioldgica del
cuerpo humano y porque los geles que “funden en la boca” tienen gran
potencial de uso para liberar sustancias o materiales atrapados en ellos, en
este caso la emulsion. Para el estudio, la estrategia consistio en determinar
primero la proporcion de carragenina y iones potasio que permite tener geles
que fundan a 37 °C. Para ello se fijo la concentracién de carragenina en 0.5%
en peso y se varid la concentracion de cloruro de potasio para tener diferentes
concentraciones ionicas totales. Se examinaron sus propiedades viscoelasticas
y se determind su temperatura de transicion usando técnicas reoldgicas. En los
geles individuales de x-carragenina la transicion ocurrié a 37° C, para una
concentraciéon idnica total de 0.0125 eq /L la cual corresponde a una mezcla
con 0.5% p/p de k-carrageninay 6 mM KCI.

Una vez determinada la proporcion de componentes, se prepararon emulsiones
aceite en agua (o/w) usando agua desionizada (pH 7 ajustado con KOH) y
aceite de maiz (o/w) con una proporcién en peso de 80:20, respectivamente y
empleando como emulsionantes, separadamente, lecitina de soya, concentrado
de proteina de suero, proteina de soya hidrolizada, albumina de huevo y
proteina de soya nativa a una concentracion neta en solucion (CNS) de 2%

(p/p). El tamafio de gota y su distribucién fue examinado por difraccion laser. El

tamafo de particula promedio fue de 60 um para la fase dispersa. Con base en

este criterio, principalmente, se seleccionaron los mejores emulsionantes.



Finalmente se prepararon las emulsiones para incluirlas posteriormente en el
gel, y se examino el efecto de su inclusién sobre la temperatura de transicion
gel-sol y las propiedades reoldgicas de los geles de k-caragenina solos, asi
como dichas propiedades para los geles resultantes ya con emulsion. Después
de realizar las modificaciones necesarias a la concentracion ionica total de las
emulsiones fue posible mantener la temperatura de transicion gel-sol deseada
sin modificar sustancialmente las propiedades viscoelasticas de los geles en

relacion con aquellos de k-carragenina sin la emulsion.



Capitulo 1

ASPECTOS GENERALES

Se cree que el nombre “carragenina” fue tomado del pueblo de Carragheen,
ubicado en la costa sur de Irlanda, muy conocido en esa region del mundo por
el famoso “mousse” de algas marinas hervidas con leche que sus mujeres
preparaban alrededor de los afios 20 del siglo XX. Posteriormente, y como la
mayoria de los descubrimientos, algun aldeano tuvo la idea de hervir las algas
en agua y descubrio una bebida que se tornaba muy espesa una vez enfriada,
a la cual decidio llamar “carragenina”.

Las emulsiones en geles de polisacaridos de distinta naturaleza, representan
uno de los campos mas estudiados en los dltimos afios, siendo las industrias
de cosméticos, alimentos y farmacia, donde este tipo de matrices encuentran
su mayor aplicacion al ser empleadas como vehiculos para la liberacion de
sabores, olores, colores y farmacos.

Los polisacaridos son ampliamente utilizados en la industria de alimentos
debido a las propiedades funcionales que poseen en solucion. Entre las mas
importantes estan el incrementar la viscosidad del disolvente y formar geles.
Con frecuencia se emplean también para estabilizar productos alimenticios
durante su transporte y almacenamiento.

Los distintos tipos de carragenina se diferencian entre si por el nUmero de
grupos sulfato presentes en su unidad estructural basica. La k-carragenina
tiene un solo grupo sulfato, mientras que las formas iota y lambda tienen dos y

tres, respectivamente.



La k-carragenina, pertenece a un grupo de polisacaridos lineales solubles en
agua, que son extraidos de diferentes especies de algas rojas y esta formada
por una estructura compuesta de n subunidades alternadas de a-(1-3)-D-

galactosa-4-sulfato y p-(1-4)-D-galactosa (Fig. 1.1) (Knutsen et al. 1994).

Fig. 1.1. Unidad estructural basica de la k-carragenina.

En solucién acuosa y en presencia de cationes, como Na*, K" y Ca®, la
k—carragenina en solucion forma geles termorreversibles durante su
enfriamiento (Manggione et al. 2007). La estructura del gel, asi como sus
propiedades fisicas y mecéanicas, pueden ser reguladas al variar el tipo y
concentracién de cationes presentes en solucion. Tal es el caso de los iones
Na® y K, a los cuales se les atribuye un papel fundamental en el mecanismo
de gelificacién, e incluso sobre las propiedades viscoelasticas de los geles
resultantes (Tecante y Doublier, 1999).

Es su estado de sol, la k-carragenina mantiene una estructura interna
desordenada en forma de “espiral” (coil), sin embargo en presencia de iones
K", esta estructura de espiral es inducida a un cambio conformacional que trae
como resultado la formacion de una doble hélice (Fig. 1.2) por efecto de las
fuertes interacciones electrostaticas entre el ion potasio presente y los grupos

SO3 del polisacarido, completando el mecanismo de gelificacion la agregacion



de estas dobles hélices, dando como resultado geles muy estables como lo

demuestran los estudios realizados por Mangione et al. 2004; Nufiez y Tecante

2007).
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Fig. 1.2. Estructura de la doble hélice de k-carragenina (Yuguchi et al. 2002).

La concentracion ionica total, Ct, esta dada por la siguiente ecuacion:
Cr=vyCp +Cs [1]
donde Cp es la concentracion de polimero (eg/L), Cs es la concentracion total
de iones potasio (eq/L) y y es el coeficiente de actividad idnica promedio (0.55)
para la sal de potasio de la k-carragenina (Rochas & Rinaudo, 1984). EI cambio
conformacional ha sido representado en el diagrama de transicién sol-gel
mostrado en la Fig. 1.3 (Rochas & Rinaudo, 1980). Se ha propuesto que el
mecanismo de gelificacion involucra la formacion y asociacion de dobles
hélices (Anderson et al. 1969). Sin embargo, se ha postulado también que la
asociacion ocurre entre hélices sencillas (Paoletti et al. 1984). No obstante, la
evidencia experimental actual parece favorecer la formacion de dimeros
helicoidales o dobles hélices en lugar de hélices simples a partir de cadenas

simples.
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Fig.1.3. Diagrama de transicion sol-gel de la sal de potasio de la k-carragenina
(Rochas & Rinaudo, 1980). En este diagrama se muestra la relacion entre la
concentracion ionica total Ct y el inverso de la temperatura absoluta (1/T). En
rojo se muestra la zona de histéresis térmica y en el rombo verde Cy critica
(CT).

La temperatura es el factor mas determinante en la transicion sol-gel de
matrices formadas a partir de polisacaridos. Las bajas temperaturas son un
factor muy importante en el mecanismo de gelificacion, ya que promueven la
rotacion y enroscamiento de la anhidro galactosa, fenOmeno que sirve de
iniciador para la gelificacion; mientras que las altas temperaturas desestabilizan
los puentes de hidrégeno formados entre los grupos sulfato e hidroxilo de la k-
carragenina, promoviendo en mecanismo de fusion del gel. De acuerdo con
Cernikova et al. (2007), mientras los grupos sulfato de la k-carragenina en
solucion se encuentren separados entre si a una distancia mayor a 0.5 nm,

esta se mantendra en su estado desordenado de espiral, mientras que al

reducir estos grupos la distancia entre si hasta 0.4 nm por efecto de las



interacciones electrostaticas del grupo sulfato con el i6n K* , la doble hélice
comenzara a existir.

Las emulsiones son definidas como la mezcla de al menos dos liquidos
inmiscibles, uno de los cuales esta disperso en el otro en forma de pequefas
gotas (Das & Kinsella 1990). El agua y el aceite son dos de los componentes
primordiales de los alimentos en conjunto con las proteinas, carbohidratos,
vitaminas y sales. El agua y el aceite son insolubles mutuamente, sin embargo
ambos pueden ser dispersados uno en el otro. Debido a que el contacto entre
el agua y el aceite es energética, y termodinamicamente desfavorable, la
presencia de un agente emulsionante adecuado es necesaria. Con respecto a
lo anterior existe una clasificacion muy general de los emulsionantes
empleados en alimentos de acuerdo con su peso molecular en dos categorias:
(1) Moléculas pequefias y (2) Macromoléculas. En el primero encontramos a
los Tweens y Spans asi como a sus sales, y dentro del segundo a las proteinas
basicamente. El término “emulsionante” debe ser usado para describir aquellos
compuestos que facilitan la formacion de una emulsion al disminuir la tensién
interfacial y proporcionar estabilidad parcial a corto plazo entre las fases al
formar una pelicula alrededor de la fase dispersa. Por otra parte, el término
“estabilizante” debe ser empleado para denotar compuestos que no teniendo
necesariamente actividad superficial producen estabilidad a largo plazo,
restringiendo las interacciones interfaciales en mayor medida que un
emulsionante. Debido a lo anterior, las proteinas, las cuales forman peliculas
interfaciales al ser afladidas a sistemas aceite en agua, o/w, 0 agua en aceite,

w/o, deben ser consideradas como emulsionantes, mientras que los



polisacaridos deben ser considerados como agentes estabilizantes (Das &
Kinsella 1990).

Las emulsiones, en general son clasificadas de acuerdo con el tamafio de

gota de la fase dispersa en tres categorias: Macroemulsiones (0.2 a 100 ym),

miniemulsiones (0.1 a 0.4 ym) y microemlusiones (10 a 100 nm), siendo las

tltimas las mas estables y las primeras las menos estables desde un punto de
vista termodinamico. Las emulsiones alimenticias en su gran mayoria se
encuentran dentro de la primera categoria debido a que la suma de energias
libres de sus componentes individuales, es menor que la energia libre que
expresan como sistema, por lo que como se ha mencionado, son
termodinAmicamente inestables y tienden a formar dos fases separadas.

La presencia de polisacaridos en la fase continua puede promover fuerzas
tanto atractivas como repulsivas entre las particulas de la fase dispersa
dependiendo de las condiciones del sistema. Este efecto, conocido como
“efecto de polimero libre”, ocurre debido al cambio en la presién osmatica en
diferentes regiones del sistema. Cuando dos gotas de la fase dispersa se
aproximan para coalescer, se genera una disminucion de la densidad en el del
segmento rodeado de polimero en la region de la fase continua entre las gotas
gue se aproximan, lo cual causa una reaccion de origen osmoético a esta accion
debida a la presencia de dicho polimero, que no permite que las gotas de la
fase dispersa se aproximen lo suficiente como para que ocurra la coalescencia.
Sin embargo, cuando el fenébmeno anterior ocurre, en alguna otra region del
sistema igualmente por efectos osmaticos, existird desplazamiento del agua

entre otras dos gotas de la fase dispersa, por lo que la presencia del polimetro



favorecera la interaccion entre esas gotas, que per se ya ocurria al interior del
sistema (Das & Kinsella 1990).

La caracterizacion reoldgica de materiales viscoelasticos como las
emulsiones en gel, se hace usando pruebas mecanicas dinamicas de baja
amplitud, las cuales consisten en la aplicacion de una deformacion oscilatoria
sobre un intervalo de frecuencias. Se determina el esfuerzo ondulatorio
resultante y se correlaciona con la deformacion ondulatoria aplicada, al mismo
tiempo que se miden las componentes viscosas Yy elasticas del material. Si éste
se comporta como un solido elastico ideal (solido de Hooke), el esfuerzo
resultante serd proporcional a la deformacion y las sefiales ondulatorias de
esfuerzo y deformacién estardn empalmadas o en fase. Por otro lado, si el
material se comporta como un fluido ideal puramente viscoso (fluido
Newtoniano), el esfuerzo serd proporcional a la rapidez de deformacién, es
decir, a la primera derivada de la deformacion con respecto al tiempo y las
sefiales ondulatorias de esfuerzo y deformacion estaran desfasadas entre si
+90°. Para los materiales viscoelasticos, el desfase angular (3) entre el
esfuerzo y la deformacion ocurre entre los dos extremos de comportamiento
ideal. La sefal ondulatoria de esfuerzo generado por un material viscoelastico
puede ser separada en dos componentes: uno elastico y otro viscoso. A partir
de ambos se pueden deducir los modulos correspondientes que dan cuenta del
caracter dual del material. El médulo de almacenamiento de energia, G,
representa la capacidad de un material para almacenar energia de manera

elastica. EI modulo de pérdida de energia, G”, representa la habilidad de un
material para disipar energia. La tangente de 9, (desfase angular) definida

como el cociente G”/G’ expresa la contribucion entre la energia disipada



y la energia almacenada, es decir, la contribucion viscosa debida al flujo
y la contribucion elastica debida a la deformacion. Mientras mas pequefio
sea el valor de tan 3, mayor sera el caracter elastico del material. Tanto
G’ como G” dependen de la frecuencia y de la temperatura; por ende tan
d también. Cuando G’ = G” (tan 6 = 1) no existe un predominio del
caracter elastico y del viscoso. Con frecuencia esta condicion es usada
para determinar el punto de ocurrencia de la transicién gel-sol o sol-gel
(Steffe 1996) ya que se supone que hay una coexistencia de cadenas
poliméricas desordenadas que muestran flujo, es decir disipan energia,
con cadenas poliméricas ordenadas que so6lo muestran deformacion
elastica, es decir almacenan energia. En muchos casos la transicion ha
sido corroborada por otras técnicas como la calorimetria y se ha
observado que los resultados de ambas técnicas son congruentes
(Nufiez-Santiago & Tecante 2007).

El objetivo general de esta tesis fue caracterizar el comportamiento
viscoelastico de geles individuales de k-carragenina en presencia de iones
potasio, asi como de geles de la misma naturaleza, pero con la inclusion de
una emulsion de tipo aceite en agua, (o/w). Los propdsitos asociados con este
objetivo fueron: 1) estabilizar la emulsién en presencia de k-carragenina para
retardar su separacion, 2) crear una matriz o gel que soporte la emulsion y que
pueda liberarla al ocurrir una transicion gel-sol a 37 °C ofreciendo la posibilidad
de liberar a la temperatura corporal cualquier otro componente o aditivo que

pudiera estar presente en la emulsion y 3) producir emulsiones en gel estables

a temperatura ambiente, i.e. 20 a 25 °C. El trabajo se realizé bajo la hipotesis



de que un gel de k—carragenina preparado en presencia de iones potasio a una
C+ que corresponda con una transicion gel-sol a 37 °C, podra atrapar y por lo
tanto estabilizar una emulsién de tipo o/w, sin que la inclusion de dicha

emulsién afecte la temperatura de transicién al no modificar la Ct del sistema.



Capitulo 2
ESTUDIOS PREVIOS

2.1 x-carragenina

Se han usado mezclas de iones Na' y K' para preparar geles de «-
carragenina y se ha demostrado que en presencia de ambos cationes, existe
una competencia entre los mecanismos de gelificacion promovidos por cada
uno de ellos e incluso se ha demostrado que el ion que logra establecer su
mecanismo propio al inicio, lo mantiene hasta el final de la gelificacion
(Mangione et al. 2004). La combinacion de ambos cationes, es un método muy
utilizado en la industria farmacéutica para la liberacion de principios activos de
matrices de gel (e.g geles antiinflamatorios deportivos). En los estudios hechos
por Mangione et al. (2007), se demostré que un gel formado con k-carragenina
en presencia de la proporcion correcta de Na* / K* tiene una mayor eficiencia
de liberacion de principio activo comparada con dos productos comerciales
disefiados para tal efecto. Ademas, se demostré que el principio activo no
afecta el mecanismo de gelificacion del gel formado con k-carragenina, lo que
indica el excelente caracter de agente transportador que en principio muestra la
K-carragenina para las emulsiones preparadas en este trabajo. La cantidad
minima necesaria de k-carragenina para estabilizar una emulsion dentro de su
red de gel, tal y como lo muestran los estudios hechos por Cernikova et al.
(2007), va desde 0.01 a 0.05%.

El pH es un factor determinante en las interacciones electrostaticas entre las
cargas netas de superficie de la emulsion y el polisacarido. Por lo tanto conocer

el “punto isoeléctrico” del agente que se use como emulsionante es de gran
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importancia. Suk Gu et al. (2004), demostraron que la interaccion electrostatica
polisacarido — emulsionante (coacervacion) es posible a cualquier valor de pH
por arriba o abajo del “punto isoeléctrico” del compuesto proteinico
seleccionado como agente emulsionante. Sin embargo, en dicho estudio se
establecieron valores de pH para los cuales la interaccion es mas fuerte. Estos
autores determinaron también experimentalmente el pKa de los grupos sulfato
de la k-carragenina obteniendo un valor de aproximadamente 2, con lo que se
concluye que las interacciones electrostaticas de superficie son minimas a pH
menores que 5, ya que los grupos sulfato de la k-carragenina se encuentran
protonados, y por otra parte a pH mayores que 6, la carga neta de la
membrana de la emulsion indicoé que las interacciones eran bajas o en algunos
casos nulas.
2.2 Proteinas

Las proteinas cumplen con funciones de tensioactivo en muchas emulsiones
alimentarias. En dicha formacién de emulsiones, las moléculas de proteina
difunden y son adsorbidas hacia la interfase aceite/agua. La migracién de las
proteinas de su estado en solucion hacia alguna interfase es
termodinAmicamente favorable (Das & Kinsella, 1999), ya que algunas de las
energias libres de la proteina, tales como la conformacional y la de hidratacién
se pierden en la interfase. Una vez en la interfase, la mayoria, si no es que
todas, las proteinas se desdoblan, orientan y reorganizan para formar una
pelicula cohesiva y continua en la superficie. Las zonas hidrofobicas de la
cadena peptidica se orientan hacia la zona apolar constituida por el aceite,
mientras que los dominios polares con carga se orientan hacia la fase acuosa.

Sin embargo, la mayor parte de la molécula de proteina se encuentra en la
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interfase interaccionando con moléculas vecinas y en consecuencia
impartiendo fuerza y viscosidad a la pelicula formada alrededor de la fase
dispersa (Phillips, 1984), que para este caso es el aceite.

Los principales factores que afectan el desempefio de una proteina como
emulsionante son variados y de distinta naturaleza, entre los mas
determinantes se encuentran, en primer lugar, el medio en el que se
encuentren las proteinas (proporcién agua/aceite), la cinética de adsorcion
hacia la interfase que es especifica para cada una de las proteinas, el
abatimiento que la proteina pueda causar en la tension interfacial agua/aceite,
la reologia de la pelicula que forma la proteina alrededor de la fase dispersa y
la hidrofobicidad o hidrofilicidad de la superficie de la proteina, la cual estara
determinada primordialmente por la secuencia primaria de aminoacidos en la
proteina (Fig. 2.1), la cual indudablemente tendrd efectos sobre las demas
estructuras que pueda presentar la proteina, la estructura secundaria que se
forme a partir de la secuencia especifica de la mencionada estructura primaria,
e incluso, dicho desempefio puede considerar a las estructuras terciaria y

cuaternaria que presente cada una de las proteinas.

Desde hace ya muchos afos se han hecho estudios
tratando de establecer valores de hidrofobicidad confiables
gue muestren una buena correlacion con la funcionalidad
final que expresa una proteina, no solo como agente
emulsionante sino también como agente espumante y

gelificante. Pearce & Kinsella (1978) desarrollaron una
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técnica para evaluar via mediciones de turbidez Ia

capacidad emulsionante de diferentes tipos de proteinas.

At pH 2° At pH 7'
ophobic

Meutral

His . Glu -31
Pro -4 Pro -46 (used pH 2)
Asp -55

Fig. 2.1. Caracter hidrofilico/hidrofébico de los aminoacidos a pH 2 (Serenda et
al. 1994) y pH 7 (Monera et al. 1995).

Aunque es bien conocido el hecho de que la mayoria de
los residuos hidrofobicos de las proteinas permanecen en
el interior de su estructura nativa en solucidon acuosa,
algunos residuos hidréfobos pueden estar expuestos en la
superficie de la proteina, especialmente en el caso de las

proteinas de membrana y en las encargadas de transporte
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de material lipidico como las albuminas (Kato & Nakai,
1980).

No es estrictamente necesario desnaturalizar a las
proteinas para lograr que expresen funcionalidad como
emulsionantes. Sin embargo, al desnaturalizarlas ya sea
por métodos térmicos, mecanicos o quimicos, la eficiencia
emulsionante aumenta al ser expuestos los dominios
hidrofébicos que se encontraban en el interior de la
proteina nativa (Kato & Nakai, 1980). Sin embargo, se corre
el riesgo de llegar hasta un punto donde la proteina
“coagule” y forme geles debido a una sobreexposicion de
dominios hidréfobos, los cuales pueden interactuar entre si
causando agregacion de las moléculas de proteina,
disminuyendo su solubilidad e incluso promoviendo
reacciones de agregacion entre los grupos sulfhidrilo de los
residuos de cisteina que pudieran estar presentes
causando floculacion de la proteina, no permitiendo asi la

expresion de funciones emulsionantes (Nakai,1983).
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Las interacciones hidrofébicas de la proteina en la
interfase (Fig. 2.2), si bien son determinantes en la
funcionalidad deseada, no son las Unicas fuerzas
involucradas. De hecho la dnica contribucion para que la
entalpia (AH) y la entropia (AS) del sistema adquieran
valores positivos, esta dada por las interacciones ionicas e
hidrofobicas, mientras que los Unicos deltas negativos de
entalpia y entropia estan dados por la existencia de
interacciones de tipo van der Walls y la formacion de
puentes de hidrogeno (Ross & Subramaninan, 1981). Se
concluye entonces, que los valores resultantes de entropia,
entalpia, energia libre del sistema y capacidad calorifica
tendran siempre signo negativo y por lo tanto no puede ser
atribuida la funcionalidad de una proteina en la interfase
unicamente al caracter hidrofobico que esta presente en la
interfase, sino a diferentes factores, ademas de la
hidrofobicidad de la proteina, tales como, el pH del medio,

el punto isoeléctrico de las proteinas, la fuerza i6énica del
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medio, la temperatura, el area y la naturaleza de la
interfase.
El Cuadro 2.1 muestra las propiedades fisicoquimicas de

albumina de huevo, proteina de soya y proteina de suero.

Cuadro 2.1. Propiedades fisicoquimicas de las proteinas utilizadas para la
preparacion de las emulsiones.

Punto Peso indice de % Amino Puentes
Proteina | isoeléctrico | molecular Hidrofobicidad _acidos S-S
(pH) (kDa) (Pearce et al. hidrofobos- cisteina
P 1978) hidréfilos (%)
AlbUimina . . 20
de huevo 4.5 44.5 49 50 2.39
Proteina -G** *hkk 28.20
de soya 4-5 14.7 a 54 66 =180 1.06
Proteina x e 475
de suero 5.2 17.5 101 syt 2.56

*Purrie et al. (1985); ** Proteina de soya SSP, Texas A&M 2008, ***Walkenstrom &
Hermannson (1994), ****Prot. Soya Ohio State U, 2004, *****Sutton & Alliston-Mills (2001).

2.3 Lecitina

El termino lecitina designa a cualquier grupo de sustancias oleosas
existentes en tejidos animales y vegetales, compuestas por acido fosforico,
colina, acidos grasos, glicerol, glicolipidos, triglicéridos y fosfolipidos. Los
principales fosfolipidos presentes en las lecitinas de soya y de girasol son
fosfatidilcolina (Fig.2.3), fosfatidilinositol, fosfatidiletanolamina y acido
fosfatidico. Pan et al. (2002), analizaron el perfil de fosfolipidos de una
lecitina de soya y determinaron la siguiente composicion: Fosfatidilcolina
44.1%, fosfatidilinositol 13.4%, fosfatidiletanolamina 31.9% y fosfatidilserina

10.4%.
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B Dominio Hidr offlico

Inter fase

Dominio Hidr of ébico

Fig. 2.2. Representacion del acomodo de las distintas regiones de la proteina
en la interfase de acuerdo con su caracter hidréfilo/hidrofobo. A = Aceite, B =
Agua.

o ?
> p,o
B o
< >
<> >

/—/

Fig. 2.3. Estructura de la fosfatidilcolina; principal fosfolipido presente en las
lecitinas.

En algunas ocasiones, para modificar el desempefio de las lecitinas de
acuerdo con los resultados deseados, éstas pueden ser hidrolizadas para
eliminar algunas de las unidades conformacionales de fosfolipidos antes
mencionadas. Las modificaciones pueden ser via enzimatica o0 mediante un

proceso llamado fraccionamiento, durante el cual la lecitina es mezclada
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con etanol. Algunos fosfolipidos presentan una buena solubilidad en etanol
asi como algunos otros presentan una solubilidad baja, por lo tanto al
separar la fraccion soluble y evaporar el etanol se obtienen lecitinas
fraccionadas y de una mayor especificidad. Las lecitinas naturales o
modificadas de soya, han sido incluidas en muchos procesos tecnoldgicos
debido a su papel tan versatil al ser empleadas como emulsionantes,
reguladores de viscosidad y agentes dispersantes en productos de panaderia,

chocolate, productos instantaneos (leche en polvo) margarinas y mayonesas.

Las interacciones entre proteinas y lecitina fueron estudiadas por Comas et
al. (2006), quienes describieron las interacciones entre fosfolipidos y proteinas
las cuales pueden dar lugar a modificaciones en la carga neta de las proteinas,
y por lo tanto en su incorporacion a la interfase para formar micelas. Otro
estudio (Beckwith 1984), mostré6 mas especificamente que la interaccion entre
proteinas de soya y lecitina de soya es debida a la desnaturalizacién de las
unidades 7S y 11S de esta proteina. En el estudio se encontré que la
interaccion entre la lecitina y la proteina tuvo un efecto sinérgico en la
capacidad emulsionante después de un tratamiento térmico previo debido a la
desnaturalizacion de la subunidad 11S. Las lecitinas, al igual que la mayoria de
las moléculas anfifilicas, presentan valores de pH para los cuales la carga neta
de la molécula es cero. En el caso de la lecitina de soya dicho valor es pH 5.5

(Comas et al. 2006).
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Capitulo 3
DESARROLLO EXPERIMENTAL

3.1 Materiales

Se usaron productos comerciales de grado alimenticio. k-carragenina (Degusa
Texturant Systems, Baupte, France) con un contenido de iones potasio,
determinado por absorcion atémica de 192 ppm, proteina de soya
(FABPSAPROY®, Industrias alimenticias FABP S.A. de C.V., México), albtimina
de huevo SD (Inova Avibel S.A de C.V, México), lecitina de soya (Yelkin®
Archer, Daniels & Midlands, EUA), concentrado de proteina de suero (WPC)
(Hilmar 8000®, Hilmar S.A., México), proteina hidrolizada de soya (Sigma-
Aldrich, EUA), cloruro de potasio grado analitico (Mallinkrodt, EUA), hidréxido
de potasio (J.T. Baker ACS, EUA), aceite de maiz (Mazola®), albumina sérica
bovina (BSA) ( Sigma - Aldrich, USA), reactivo de Biuret (hidréxido de potasio y
sulfato de cobre pentahidratado (J.T Baker, USA); Tartrato de sodio y potasio,(
J.T Baker, USA), reactivos de Kjeldahl, (Acido sulfarico concentrado, cloruro de
potasio, (Mallinkrodt,USA); sulfato de cobre pentahidratado, acido bdrico, e

hidroxido de sodio, (JT Baker, USA;)) y agua desionizada.

3.2 Métodos

3.2.1 Determinacion de humedad

La humedad promedio fue determinada por el método descrito por la AOAC
(1990) para “harina”. Se pesaron 2 g de cada preparacidon comercial de
proteina y se desecaron dentro de una cépsula de aluminio en un horno a
presion atmosférica durante 3 horas a 130 °C. El contenido de humedad se

determind por triplicado determinando la diferencia de peso una vez que las
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muestras alcanzaron nuevamente la temperatura ambiente al interior de un
desecador de vidrio con tapa. El Cuadro 3.1 muestra las humedades de los
materiales.

Cuadro 3.1 Humedad promedio de los materiales usados en este estudio.

Componente Humedad (%)
K—carragenina 10.0 £ 0.053
Proteina de soya nativa 6.73 £ 0.040
WPC 6.60 + 0.100
Proteina hidrolizada de soya 6.30 + 0.100
Albumina de huevo 7.83 £0.080

3.2.2 Determinacion de contenido de proteina real (CPR)

Para determinar el contenido real de proteina en las muestras se uso la
técnica de micro Kjeldahl (AOAC, 1990). Para calcular la concentracion de
proteina final se utilizaron los factores de conversion, N, sugeridos por Pernell
et al. (2002) y por la AOAC (1990). Se uso el valor 6.25 para la albumina de
huevo, la proteina de soya hidrolizada y la proteina de soya nativa, y 6.38 para
el WPC. Como referencia se utilizé hemoglobina (92% proteina). El contenido
de proteina (%) se calcul6 con la siguiente relacion

14 x N x V x 100 x factor N
Proteina (%) = ------------=-===-mmmmmmemmmoo-
m x 1000
3.2.3 Determinacion de proteina neta soluble

La solubilidad de cada una de las proteinas en agua desionizada pH 7 fue

determinada por el método de Biuret (Hall, 1996). Se construyd una curva de

referencia con albimina sérica bovina hasta una concentracion maxima de 9
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mg/mL. Se leyo la absorbancia en un espectrofotometro (Thermo, Genesys 10
series) a 540 nm y la concentracion real en solucién de las proteinas fue
determinada por referencia a dicha curva. Los ensayos se hicieron por
triplicado. Las soluciones fueron preparadas con una concentracion de 5
mg/mL tomando en cuenta la cantidad de proteina real en ellas. Se hidrataron

durante 12 h a temperatura ambiente con agitacion continua y se filtraron en

una membrana Millipore® de 0.67 ym para eliminar la fraccién insoluble. Se

utilizé la cantidad necesaria de una solucion de KOH 0.1 M para ajustar el pH
del agua.
3.2.4 Preparacion de emulsiones aceite en agua (o/w).

Las emulsiones se prepararon de acuerdo con la técnica propuesta por
Saito et al. (2005). La proporcién agua/aceite fue de 80:20, respectivamente.
Se considero el CPR y la solubilidad de cada una de las proteinas para tener
una concentracion de 2% p/p de proteina neta en solucion después de la
eliminacion de la fraccion insoluble determinada previamente. La fase continua
(proteina en agua desionizada pH 7) se colocd junto con la fase dispersa
(aceite de maiz) en un tanque enchaquetado de acero inoxidable para producir
la emulsion a 1500 rpm durante 3 minutos en un homogeneizador de tipo rotor-
estator (Rayneri “Turbo test”, Nantes, Francia) y finalmente las emulsiones ya
preparadas fueron almacenadas en refrigeracion hasta el momento de ser
utilizadas.

3.2.5 Andlisis de distribucion de tamafo de gota en las emulsiones

Para el analisis de distribucion de tamafio de gota de la fase dispersa en la

fase continua se siguieron dos procedimientos, el primero fue por observacion

20



al microscopio de luz de las emulsiones después de su preparacion, y el
tamafo de las particulas de aceite fue medido usando el software de andlisis
de imagenes del microscopio (Olympus, Image Pro-Plus.v 1.1). El segundo
procedimiento fue un analisis de distribucion de tamafo por difraccion laser en
una unidad Malvern “Mastersizer 2000” (Malvern, UK) usando una cuba con
agua desionizada “Hydro 2000“ para dispersar la muestra hasta un nivel de

obscuraciéon aproximado de 15% en un intervalo de tamafio entre 0.020 a 2000

um. En la Figura 3.1 se representa esquematicamente el fundamento del

analisis.

Fig. 3.1. A mayor tamafio de particula mayor angulo de difraccion del haz de
rayo laser incidente sobre las particulas.

3.2.6 Preparacion de geles

Los geles fueron preparados de acuerdo con la técnica propuesta por
Nufiez y Tecante (2007) la cual se esquematiza en la Figura 3.2. La «-

carragenina (0.5% p/p) fue dispersada con agitacion constante a temperatura
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ambiente en agua desionizada. Una vez dispersada completamente, se calent6
(2 °C/min) hasta 92 °C, se adicion0 el KCl necesario y se mantuvo 10 min bajo
condiciones isotérmicas. Posteriormente, la solucion se coloc6é en un molde
para geles de 25 mm de didmetro y 3 mm de espesor y se enfrid hasta
temperatura ambiente. Los geles formados fueron almacenados en

refrigeracion durante 24 h para su posterior caracterizacion reologica

10 min @92° C

0 |

90 - M|olde pgeles
80
70
60 O
50
40
30
20

Adicion de KCI

Temperature ['C)

oo | D

25 mm

0 T T T T T T T T T T T T T T T

0 § 10 15 20 25 30 35 40 45 S0 S5 e0 €S 70 S 8O
Time ()
Dispersion k-Carragenina

Fig.3.2. Diagrama de preparacion de los geles de k-carragenina y KCI.

3.2.7 Preparacion de las emulsiones en gel

Para la preparacion de las emulsiones en gel, se siguieron por separado las
metodologias anteriormente descritas (3.2.4 y 3.2.6) y posteriormente ambos
sistemas fueron homogeneizados a 1500 rpm por 3 minutos. Las cantidades de
componentes a mezclar se determinaron por medio de un balance de masa
tomando como base la cantidad deseada de mezcla. Al término de la
homogeneizacion (40 °C) las emulsiones en gel fueron moldeadas vy

refrigeradas durante 24 horas previamente a su caracterizacion reolégica.
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3.2.8 Caracterizacion reoldgica de los sistemas de gel y de emulsion en gel.
Para la determinacion de las caracteristicas reologicas de los diferentes
sistemas se llevaron a cabo pruebas mecanicas dindmicas de baja amplitud a
20 °C y en algunos casos a 40 °C en un redmetro de deformacién controlada
(ARES RFS Illl, TA Instruments, EUA) empleando una geometria de placas
paralelas estriadas (Fig. 3.3) de 25 mm de diametro con una separacion de
aproximadamente 2 mm. Para las determinaciones, que se describen a

continuacion, las muestras se atemperaron previamente a 20 °C.

UPPER FIXTURE

B SAWLE

LOWER FIXTURE

Fig.3.3. Geometria de placas paralelas (izq) y vista transversal de una muestra
entre las placas (der).

a) Barrido de temperatura

Mediante esta prueba se determiné la evolucién de los médulos dinamicos con
la temperatura a frecuencia y deformacion constantes. Esta informacion fue
usada para determinar la temperatura de transicién gel-sol de los geles y las
emulsiones en gel. Para ello se adopt6 el criterio de congruencia de los
mddulos dindmicos, es decir, G’ = G" y por lo tanto tan & = 1. De esta forma, la
temperatura de transicién fue aquella para la cual ocurrié esta condicion. La

validez y aplicacion de este procedimiento para geles individuales de «-
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carragenina ha sido discutida previamente (NUfiez-Santiago & Tecante 2007).
En esta tesis se ha asumido que la presencia de la emulsién en el gel no

modifica su temperatura de transicion.
b) Barrido de deformacion

Por medio de esta prueba se determind la zona de viscoelasticidad lineal i.e.
zona en la cual el esfuerzo es directamente proporcional a la deformacién. La
prueba se llevd a cabo a temperatura constante (20 °C) y una frecuencia de

6.28 rad/s

c) Barrido de frecuencia

Se determind la variacion de los moédulos dinAmicos con la frecuencia a

temperatura constante (20 °C) dentro de la zona de viscoelasticidad lineal.

20



Capitulo 4
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Temperatura de transicion gel-sol de los geles individuales de
K-carragenina

Se busco que los geles individuales de k-carragenina con i6n potasio,
tuvieran una temperatura de transicion gel-sol de 37 °C. Con este propdésito
Inicialmente los geles se prepararon tomando como referencia el diagrama de
transicion sol-gel de la sal de potasio de la k-carragenina que se muestra en la
Fig. 1.3. De acuerdo con este diagrama es posible predecir la temperatura de
transicion a partir de una concentracion i6nica total dada que incluye la
concentracion de polimero y de contraion. En este diagrama se muestra
también la concentracion iénica total critica (C1), alrededor de 0.0086 eg/L, por
debajo de la cual s6lo existe una transicion orden—desorden, es decir, no existe
la agregacion de dobles hélices y por lo tanto no hay gelificaciéon entendiéndose
esta como la agregacion de las dobles hélices para formar una red
tridimensional. Usando este procedimiento la temperatura de transicién que se
obtuvo experimentalmente no fue la esperada para la concentracion idnica
total, probablemente porque la carragenina que se uso en este trabajo no fue
purificada como la de Rochas & Rinaudo (1980) y porque el valor de Cy de
interés fue cercano a Cr. Ademés, fue necesario interpolar los datos
experimentales reportados por estos autores usando una regresion lineal lo
cual pudo ocasionar errores adicionales debido a las desviaciones propias de
dicha regresion.

Se decidié entonces, hacer referencia a los resultados de microcalorimetria

de barrido diferencial reportados por Nuiiez-Santiago & Tecante (2007) quienes
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heat flux

examinaron la misma preparacion comercial de carragenina usada en esta
tesis. En la Fig. 4.1 se observa que para el calentamiento, el desdoblamiento
de las dobles hélices existentes del gel formado con la sal de potasio,
representado por un pico endotérmico, ocurre en un intervalo de
concentraciones de 5 mM a 10 mM de dicho i6n. Con base en esta informacion,
se prepararon sistemas entre estas concentraciones de potasio y se determiné
su correspondiente temperatura de fusion, T, a partir de los barridos de
temperatura en el redmetro. La Fig. 4.2 muestra el cambio de tan & con la
temperatura y las correspondientes transiciones cuando tan 6 = 1. Asimismo,
para cada una de las concentraciones de potasio se calculé Cy. Los resultados

obtenidos se presentan en el Cuadro 4.1. La mezcla 0.5% «x-carragenina y 6

mM KCI produjo la temperatura de fusion deseada; 37 °C.

mM KCl

b N\ 0 mM KCI

| V_ 30 4 L
| L\OT — 10 1 F —_— \—40

| ﬁ/h’_ﬁo i i A 60

i — 801 [ A ~ 50

L L L L L L L L L L I L

10 20 30 40 50 60 70 80 10 20 30 40 50 60 70 80

Temperature (°C) Temperature (°C)

=

Fig. 4.1. Termograma de calentamiento (a) y enfriamiento (b) para 0.5% de k-
carragenina y diferentes concentraciones de KCI (Nufiez-Santiago & Tecante
2007).

Fig. 4.2. Variacion de la tan & con la temperatura para geles de k-carragenina
con diferente concentracién de i6n potasio. Deformacion 1%, frecuencia 1 Hz.
La linea roja sefiala la temperatura de transicion (T,) correspondiente.
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Cuadro 4.1. Cr y Tr, de los geles de k-carragenina con sal agregada.

k-caragenina (% p/p) | KCI(mM) | Cy(eg/L) | Tm (°C) Fig. 4.3

0.5 6 0.0125 37.0
0.5 8 0.0145 39.0
0.5 10 0.0165 40.7

4.2. Propiedades viscoeléasticas de los geles individuales de k-carragenina

En la Fig. 4.3 se aprecia la independencia que mostraron los modulos
dinamicos con la deformacién para deformaciones menores de 1%. En general,
el limite de viscoelasticidad lineal, esto es, la zona en donde la relacion entre el

esfuerzo y la deformacion es lineal, fue de 1% de deformacion.

La Fig. 4.4. muestra el cambio de los moédulos dinamicos con la frecuencia
en la zona de viscoelasticidad lineal de los geles cuya proporcién polimero-sal
se muestra en el Cuadro 4.1. A pesar de tener temperaturas de transicion
diferentes, los geles con 6 y 8 mM KCI tuvieron un comportamiento

viscoelastico similar. Sin embargo, para 10 mM el modulo de almacenamiento
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fue mayor, debido a la mayor rigidez de los geles para esta concentracion de
potasio. La tan & (Fig. 4.2) mostré que el caracter elastico de los geles se
acentué con el aumento de la concentracion de KCI, sobretodo a bajas
temperaturas (20 a 25 °C). Los geles mas elasticos fueron obtenidos con la
mayor concentracion de sal. La transiciéon gel-sol mostré el comportamiento
esperado, es decir, la temperatura de transicion aumento con el aumento de la
concentracion de sal. De esta forma los geles con 10 mM mostraron la mayor

temperatura de transicion.

r'y
A
r'y
P TR
A““.‘..
100 - N ...‘ A
Lanl ¢ ® G 6mM
R ETY LA e G'6mM
Lk soo?d A G'10mM
R s A G 10mM
n‘ “. A DS ¢ G 8mM
ls® 232 e G"8mM
® o
o
Agsgg
gasdd’
A‘ﬂ
cassdatdt’ i
Jesossesc®
10 : :
0.1 1 10 100
rad/s

49



Pa

Fig. 4.3 Variacion de los modulos dinamicos con la deformacion para
determinar la zona de viscoelasticidad lineal de los geles preparados con
diferente concentracion de KCI.
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Fig. 4.4. Dependencia de los modulos dindmicos con la frecuencia de los
sistemas preparados para una deformacién de 1%.
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4.3 Determinacion del contenido proteinico real y de proteina neta
soluble

Las cuatro muestras comerciales de proteina examinadas como
emulsionantes tuvieron un contenido real de proteina promedio de 80%
(Cuadro 4.2).

Cuadro 4.2. Contenido proteinico real (CPR) promedio de las proteinas
probadas como emulsionantes.

Proteina CPR (%) C.V. (%)
Soya FABPSA 85.2 £ 0.85 1.00
Concentrado de suero lacteo  76.0 + 1.38 1.82
Albumina de huevo 80.2 +£2.25 2.81
Hidrolizado de soya 80.5 + 0.50 0.78

El Cuadro 4.3 muestra la cantidad de proteina soluble de las proteinas
probadas como emulsionantes referida a albumina bovina sérica (Fig. A.1,
Anexo A). Las proteinas de soya fueron las menos solubles. De hecho a pesar
de haberse dispersado totalmente en el medio acuoso, la proteina hidrolizada
de soya mostré la solubilidad mas baja de todas las preparaciones
examinadas. Las proteinas de origen animal mostraron una solubilidad superior
al 90%.

Cuadro 4.3. Concentracion de proteina neta soluble (PNS) promedio por el
método de Biuret.

Proteina PNS (%) C.V. (%)
Soya FABPSA 51.7 +3.14 6.06
Concentrado de suero lacteo 94.7 +0.12 0.13
Albumina de huevo 96.4 +1.14 1.18
Hidrolizado de soya 27.2 +0.41 1.52

La informacion detallada de cada una estas determinaciones se muestra en la

seccion de anexos de este trabajo.
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4.4 Caracteristicas de las emulsiones

Se probaron las cuatro preparaciones comerciales de proteina y lecitina de
soya. Solamente tres de ellas fueron seleccionadas con base en el examen
bajo el microscopio de las emulsiones formadas. Los criterios de seleccién
fueron: 1) la uniformidad de tamafo de las gotas de aceite emulsionadas, 2) el
diametro de las gotas medido con el software de analisis de imagenes y 3) su
apariencia después de un tiempo de tres dias de almacenamiento en
refrigeracion, considerado suficiente para observar la coalescencia de las gotas

de aceite.

Las Figs. 4.5 a 4.9 resumen las emulsiones observadas. Con excepcién a la

proteina hidrolizada de soya, en todas ellas se observé una formacion de gotas

individuales de aceite bajo las condiciones de emulsificacion.
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Fig. 4.5 Imégenes (10x) de microscopio de luz, de emulsiones preparadas con
albumina de huevo a 500 rpm por diez minutos (arriba), 1500 rpm por tres
minutos (en medio) y después de tres dias de almacenamiento refrigerado
(abajo).
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Fig. 4.6 Imagenes (10x) de microscopio de luz, de emulsiones preparadas con
proteina no hidrolizada de soya a 500 rpm por diez minutos (arriba), 1500 rpm
por tres minutos (en medio) y después de tres dias de almacenamiento
refrigerado (abajo).

49




% microns

Fig. 4.7 Imagenes (10x) de microscopio de luz, de emulsiones preparadas con
lecitina de soya a 500 rpm por diez minutos (arriba), 1500 rpm por tres minutos
(en medio) y después de tres dias de almacenamiento refrigerado (abajo).
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Fig. 4.8 Imagenes (10x) de microscopio de luz de emulsiones preparadas con
proteina hidrolizada de soya a 500 rpm por diez minutos (arriba), 1500 rpm por
tres minutos (abajo).
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Fig. 4.9 Imagenes (10x) de microscopio de luz de emulsiones preparadas con
concentrado de proteina de suero lacteo a 500 rpm por diez minutos (arriba),
1500 rpm por tres minutos (abajo).
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Como se muestra en el Cuadro 4.3, la solubilidad de la proteina hidrolizada
de soya fue la mas baja no obstante el alto contenido de proteina de esta
preparacion comercial (Cuadro 4.2). Por ello, los fragmentos de proteina
presentes en solucibn no fueron capaces de actuar como agentes
emulsionantes, por lo que es posible afirmar que la existencia en solucion al
menos de la estructura secundaria integra de las proteinas es un factor
determinante en la expresion de la funcionalidad deseada. Con base en lo
anterior fueron seleccionadas las emulsiones que presentaron las mejores
caracteristicas en relacion con cada uno de los criterios de seleccion ya
mencionados; albumina de huevo y proteina no hidrolizada de soya,
adicionalmente a la lecitina de soya.

La lecitina de soya fue el mejor emulsionante. Se trata de una molécula de
estructura mas sencilla que las proteinas, que ademas no se ve afectada por
los numerosos factores intrinsecos que afectan a las proteinas tales como la
existencia de dominios hidr6fobos no disponibles en estado nativo y las
interacciones (electostaticas, van der Walls, hidrofébicas) entre las propias
cadenas de aminoacidos que pueden disminuir la capacidad emulsionante de
una proteina. La funcionalidad de la lecitina en solucién es similar a la de un
tensioactivo con una cabeza polar y una cola hidrofébica. Cabe mencionar que
el concentrado de proteina de suero lacteo, que tiene un mayor indice de
hidrofobicidad (Cuadro 2.1) comparado con las otras dos proteinas utilizadas
no fue tomado en cuenta para la preparacion de las emulsiones en gel. Sin
embargo, al observar su punto isoeléctrico (Cuadro 2.1) y compararlo con las

condiciones establecidas para la emulsificacion (pH 7) se puede explicar por
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qué no presentod la funcionalidad esperada al ser la proteina mas cercana a su
punto isoeléctrico.
Las emulsiones correspondientes también fueron analizadas por difraccion

laser (Figs. 4.10 a 4.12). Para la lecitina de soya se observé una distribucion de

tamafio unimodal (Fig. 4.10), con un didmetro de volumen medio de 21.753 ym

y con el 90% en volumen de las gotas de aceite dispersas con un tamafio de 41

um.
Particle RI: Absorption: Size range: Obscuration:
1.490 0 0.020 o 2000000 um 1666 %
Dispersant Name: Dispersant RI: Weighted Residual: Result Emulation:
Water 1.330 1.112 % Off
Concentration: Span: Uniformity: Result units:
0.0269 %Vol 1.800 0.549 Volume
Specific Surface Area: Surface Weighted Mean D[3,2]: Vol. Weighted Mean D[4,3]:
0.566 mig 10.606 um 21.753 um
d(0.1): 6.156 um d(0.5): 19.329 um d{0.9): 40956 um
10 Particle Size Distribution
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Fig. 4.10. Distribucion de tamafo de gota de emulsiones con lecitina de soya.

Con base en propiedades fisicoquimicas de las proteinas, mostradas en la
Seccién 2.2, y el perfil de aminoacidos para cada una de las proteinas
utilizadas como emulsionantes, presentado en el Anexo C, es posible explicar
la funcionalidad observada de las proteinas de soya y la albimina. Con ambas
proteinas se observé una distribucion de tamafos de gota bimodal. Sin

embargo, para la albumina (Fig. 4.11) se observa un diametro volumen medio

menor, 30.051 uym, que para la proteina de soya, 37.036 um, (Fig. 4.12). Esto
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se interpreta como una mayor estabilidad de la emulsion ante la coalescencia

(Fig. 4.5y 4.6 abajo).

Particle RI; Absorption: Size range: Obscuration:
1433 0 0.020 to 2000000 um 1526 %
Dispersant Name: Dispersant RI: Weighted Residual: Result Emulation:
Water 1.330 0.774 % off
Concentration: Span: Uniformity: Result units:
0.0276 TeVol 2558 0.778 Volume
Specific Surface Area: Surface Weighted Mean D[3,2]: Vol. Weighted Mean D[4,3]:
0542 mig 6.371 um 30,081 um
d{0.1): 2.337 um d(0.5): 24.296 um d{0.8): 64.491 um
Particle Size Distribution
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Fig. 4.11 Distribucién de tamafio de gota de emulsiones con albumina de
huevo.

Particle RI: Absorption: Size range: Obscuration:
1.433 0 0.020 to 2000000 um 1548 %
Dispersant Name: Dispersant RI: Weighted Residual: Result Emulation:
Water 1.330 0.758 % off
Concentration: Span : Uniformity: Result units:
0.0391 Vol 2142 0.652 Volume
Specific Surface Area: Surface Weighted Mean D[3,2]: Vol. Weighted Mean D[4,3]:
0.643 milg 9.327 um 37.036 um
d{0.1): 7.046 um d{0.5): 31.650 um d{0.9): 74.844 um
Particle Size Distribution
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Fig. 4.12 Distribucion de tamafio de gota de emulsiones con proteina no
hidrolizada de soya.
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La bimodalidad de las distribuciones para ambas proteinas se explica por la
existencia de regiones hidrofébicas de las proteinas de soya y albumina de
distinta magnitud, i.e. cantidad de aminoéacidos, por lo que la existencia de
tamanos variados de gotas de aceite es la esperada. Igualmente, las proteinas
se comportan de diferentes maneras al momento de recibir un tratamiento
mecanico durante la emulsificacion. Es probable que la albumina, por su mayor
contenido de cisteina (puentes disulfuro) sea la mas resistente a dicho
tratamiento y por lo tanto sufra un menor dafio en su estructura. Con ello se
podria explicar el hecho de que a pesar de que la proteina de soya presenta un
mayor indice de hidrofobicidad (Cuadro 2.1) la alblumina expresa una mejor
funcionalidad de acuerdo con los criterios establecidos para seleccionar a los

emulsionantes que se utilizaron para la preparacion de las emulsiones en gel.

4.5 Emulsiones en gel

Las emulsiones en gel fueron preparadas teniendo los cuidados necesarios
para que al momento de mezclar la emulsion aceite en agua con la solucion de
carragenina precursora del gel, cada una por separado conservara sus
propiedades individuales, es decir, que la mezcla no resultara en una
separacién de fases con un gel de carragenina inmerso en una emulsion aceite
en agua.

La emulsificacion fue llevada a cabo en un tanque enchaquetado a 40 °C
para aumentar la fluidez del aceite de maiz y facilitar la formacion de la
emulsion. Por otro lado, a esa temperatura al momento de la adicion de la
solucién de k—carragenina se previene la formacion y asociacion de las dobles

hélices, es decir, que a esa temperatura no existe aun formacion de gel.
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Asimismo, la emulsion se encuentra a una temperatura estable que evita la
transferencia de calor desde la emulsion hacia la carragenina en estado sol, y
hace posible que la emulsion quede atrapada en la red del hidrocoloide al
momento de enfriar para formar el gel.

En las figuras 4.13, 4.14 y 4.15 se muestra el barrido de deformacion, de
frecuencia y de temperatura, respectivamente, para las proteinas de soya y
albumina, asi como para la lecitina de soya. En este caso fue necesario
considerar el contenido de iones potasio ya presentes en las proteinas y con
base en él corregir la concentracion idnica total reduciendo la cantidad de KCI
agregado. Los resultados se muestran en el Cuadro 4.4 donde la Cy real fue
estimada de acuerdo con las consideraciones antes mencionadas y la Cy
deseada es aquella en el cual T, es igual a 37 °C.

Se confirm6 nuevamente el efecto de la concentracion de sal presente en los
sistemas en relacion directa con la rigidez de los geles formados. Sin embargo,
para el caso de las emulsiones en gel se nota como los modulos tanto de
pérdida como de almacenamiento, aumentan en magnitud, principalmente por
la presencia de una mayor concentracién de ion potasio proveniente de los
emulsionantes, lo cual da lugar a un aumento en la proporcién de dobles
hélices agregadas en el sistema de gel. Otro posible factor para que haya
ocurrido este aumento de los médulos es la cantidad de sélidos presentes
debida a la adicibn de emulsionante la cual es mayor que en los geles
individuales. La excepcién fue el sistema preparado con lecitina, ya que esta
fue dispersada en aceite debido a su naturaleza fosfolipidica y por lo tanto no
presenta contribucién alguna a la Ct del sistema. Igualmente, se observa cémo

la inclusion de la emulsion, para el caso del sistema preparado con lecitina, no
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interfiere con el mecanismo de fusion del gel, lo que se explica debido a que la

lecitina es una molécula Zwitterionica al pH de trabaj6 en toda la
experimentacion. Por ello, las cargas en su superficie son minimas o nulas, lo
cual permite que el mecanismo de gelificacion sea independiente de su
presencia en el sistema ya que solo depende de la disgregacion de las dobles
hélices presentes en el gel y de las interacciones formadas por los puentes de
hidrogeno que se forman con su fraccion polar (cabeza) y mas especificamente
con el heteroatomo de nitrégeno y los de oxigeno que forman parte de la
estructura de la mayoria de las unidades fosfolipidicas que componen la lecitina

y que al aumentar la temperatura para fundir el gel, son desestabilizados

disminuyendo la fuerza de los mismos y permitiendo que la fusién ocurra.

Cuadro 4.4. Obtencion de la Ct de interés en las emulsiones en gel

Condiciones iniciales

Pa

Masa de , . . CT
Emulsionante | emulsionante [Kcaro;ag/emna] [K ]1 [K ]2 deseado ;rg r(;al;l
Q) °p/p (mM)" | (MM)" | (eq/L)

Prot. de Soya 4,824 4 40.2 | 0.0145
Lecitina 2.000 0.5 6 0 0.0125 | 37.0 | 0.0125
AlbUmina 2.706 6 44.0 | 0.0184

Condiciones después del ajuste de la concentracién de ién Potasio (Cs)
Cant. de , N . CT
Emulsionante | emulsionante [Kcar(;ag/enlna] [K ]1 [K ]2 deseado I(-:r rill
() °p/p (MM)”" | (MM)" | (eq/L)

Prot. de Soya 4.824 2 4 37.3
Lecitina 2.000 0.5 6 0 0.0125 |37.0 | 0.0125
Alblmina 2.706 0 6 34.0

! [K+] afladido como KClI; 2 [K*] estimada presente en los emulsionantes.
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Fig. 4.13. Barridos de deformacion para las emulsiones en gel previos a
la consideracion del aporte de i6n potasio por parte de los emulsionantes

utilizados.

1000

I

G’ Prot. Soya
G" Prot.Soya
G’Lecitina
G" Lecitina
G’ Ovoalbimina

G" Ovoalbumina

Ly AAAAA
lasaaaanaananaananassnasasag ]
mEE
(]
EE
£ m@mgma ozo
Melenstl sl .ooooO"zga sl
000......o.ooo:: AAAAﬁAA ”
10 ﬂAAAAﬁAAAAAAAA :
A
| |
=]
! 1
0|1 1 10 ‘}T-U
' rad/s

Fig. 4.14. Barridos de frecuencia para los sistemas de emulsion en gel previos
a la consideraciéon del aporte de i6n potasio por parte de los

emulsionantes utilizados.
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Fig. 4.15. Temperatura de transicion para los sistemas de emulsion en gel
previo a la consideracion del aporte de i6n potasio por parte de los
emulsionantes utilizados.

Es importante hacer notar que al ser adicionada la emulsién a la solucion
precursora del gel, los geles resultantes mostraron una mayor independencia
de la frecuencia (Fig. 4.14) que los geles individuales (Fig. 4.4), lo cual resulta
igualmente de la rigidez proporcionada por el mayor numero de dobles hélices
agregadas por efecto del aumento de la concentracion de i0n potasio y el
mayor contenido de sdlidos. Esto permite plantear la presencia de una sinergia
entre los sistemas al formar la emulsion en gel, ya que los geles individuales
son menos rigidos y con una mayor dependencia con la frecuencia. Las
emulsiones individuales son estables por un tiempo menor y mas susceptibles
a la coalescencia en ausencia del gel, debido a que la movilidad de las gotas
emulsionadas (movimiento Browniano) de aceite se ve considerablemente
disminuida por la gelificacion, disminuyendo con esto la cantidad de agua libre
que se tenia originalmente en la emulsion individual.

Una vez corregida la Cy para las emulsiones en gel en los que se utilizd
proteina como emulsionante, se determiné en el reGmetro la temperatura de
transicion gel-sol de estos sistemas. La figura 4.16 muestra que las
correcciones hechas fueron adecuadas ya que se observaron transiciones

incluso menores de 37 °C, como en el caso de la albumina, lo cual no es
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sorprendente si se considera que la tension superficial de las emulsiones fue

abatida por la presencia de los agentes emulsionantes.
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Fig. 4.16. Temperatura de transicion para las emulsiones en gel con la
concentracion idnica total corregida para tomar en cuenta la concentracion de

ion potasio en las proteinas (Cs).

Ademas, lo anterior permite afirmar que en las condiciones de trabajo el

anico factor determinante, aparte de la temperatura, en la transicion de las

emulsiones es la Ct a la cual se prepara la emulsion en gel, y que si bien es

sabido que las proteinas pueden interaccionar con los carbohidratos formando

estructuras mas complejas, i.e. coacervados, que pudieran intervenir con el

mecanismo de gelificacion y fusion de los geles, en este caso, las condiciones

de pH, temperatura y fuerza i6nica del medio fueron las adecuadas para evitar

gue la coacervacion tuviera lugar.
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Se observd también que la independencia de los modulos dindmicos con
respecto a la frecuencia de las emulsiones en gel que se habia logrado en las
primeras formulaciones, antes de corregir Cs, disminuye (Fig. 4.17). Sin
embargo, sigue observandose una mayor independencia de los modulos con
respecto a los geles individuales. De igual manera se observa que los geles
formados con la C; corregida son menos rigidos que los preparados
inicialmente sin correccién. Sin embargo, son mas rigidos que los geles
individuales aun cuando la Ct del sistema es la misma en ambos casos. Esto
confirma el hecho de que la rigidez de los geles preparados con la
concentracion ya corregida es debida también a la presencia de una mayor
cantidad de sdlidos solubles en el sistema, los cuales no interaccionan con la
matriz de gel individual a un nivel que impidan que la transicion gel-sol ocurra.

Por otra parte también se observa que la zona de visco-elasticidad lineal se
extiende casi hasta 3%, tanto en las emulsiones en gel con la concentracién de
ion corregida por el aporte de potasio de los emulsionantes, como para las no

corregidas (Fig. 4.18).
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CONCLUSIONES

Es factible preparar emulsiones en gel de k-carragenina a las condiciones de
trabajo estudiadas, con una transicion gel-sol de 37 °C para una concentracion
ibnica total de 0.0125 eqg/L. Las emulsiones en gel preparadas son
suficientemente rigidas para su manipulaciéon aun cuando la concentracion de
k—carragenina fue relativamente baja i.e. 0.5%.

La x-carragenina resultdé ser un vehiculo muy efectivo para retener las
emulsiones preparadas y aumento su estabilidad ante la coalescencia.

La presencia de una mayor cantidad de solidos al incluir la emulsion en el gel
de «-carragenina produjo geles mas rigidos haciéndolos mas manipulables
para su caracterizacion reolégica.

El factor que mas determina la ocurrencia de la transicion gel-sol es la
concentracion ionica total y la transicion es independiente de la concentracion
de sélidos totales presentes.

La transicion gel-sol de la k-caragenina no se ve afectada por la naturaleza
quimica del emulsionante a pH 7. Las interacciones que puedan existir entre la
K-carragenina y los emulsionantes no modifican la transicion gel-sol a este pH.
La lecitina es el agente emulsionante que menor tamafio de gota produjo y por
lo tanto el que mejor estabilidad confiri6 a las emulsiones sin carragenina
después de 3 dias de preparadas. Se demostro la eficacia emulsionante de las
proteinas a las condiciones de trabajo, ya que tanto la proteina de soya como
la albumina de huevo emulsionaron las fases aceite/agua con tamafos de gota

dentro del intervalo para una emulsién alimenticia. El indice de hidrofobicidad

50



de las proteinas empleadas no es el Unico factor que determina su
funcionalidad final como emulsionantes.

El contenido de puentes disulfuro en la estructura terciaria de las proteinas
afecta directamente la funcionalidad emulsionante que estas expresan bajo las
condiciones (ruptura mecanica de la estructura proteica) de trabajo. A mayor

contenido de puentes disulfuro mejor la funcionalidad expresada.
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ANEXO : A

Curva estandar de Albimina Sérica Bovina.

y = 0.0483x - 0.0096
R?*=0.9974

Fig. A.1. Curva patrén de albumina sérica bovina (BSA), para la cuantificacion de
PNS a 540 nm, y parametros de regresion lineal.
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ANEXO: B

Determinaciones de CPR y PNS.

Muestra Cant. de muestra (g) Blanco Hemo mL Vol (mL) gastado de HCI 0.1113N Vol (mL) real de HCI gastado % de N en muestra Factor Prot/N % Proteina
Fabsaproy 1 0.1017 0.50 9.50 9.00 13.79 6.25 86.18
Fabsaproy 2 0.1023 0.50 9.40 8.90 13.56 6.25 84.73
Fabsaproy 3 0.1035 0.50 9.50 9.00 13.55 6.25 84.68

Promedio 0.1025 0.50 9.47 8.97 13.63 6.25 85.20

WPI 1 0.1010 0.50 8.30 7.80 12.03 6.38 76.77
WPI 2 0.1035 0.50 8.50 8.00 12.04 6.38 76.84
WPI 3 0.1002 0.50 8.00 7.50 11.66 6.38 74.41
Promedio 0.1016 0.50 8.27 777 1191 6.38 76.01

Alb. de huevo 1 0.1190 0.50 10.00 9.50 12.44 6.25 77.75
Alb. de huevo 2 0.1090 0.50 9.70 9.20 13.15 6.25 82.20
Alb. de huevo 3 0.1148 0.50 10.00 9.50 12.89 6.25 80.59

Promedio 0.1143 0.50 9.90 9.40 12.83 6.25 80.18

Prot. Hid. Soya 1 0.1036 0.50 9.00 8.50 12.78 6.25 79.90
Prot. Hid. Soya 2 0.1029 0.50 9.00 8.50 12.87 6.25 80.45
Prot. Hid. Soya 3 0.1020 0.50 9.00 8.50 12.99 6.25 81.16

Promedio 0.1028 0.50 9.00 8.50 12.88 6.25 80.50

| C.V 0.7800 0.00 0.00 0.00 0.78 0.00 0.78 |

Fig. B1. Datos complementarios de la determinacién de CPR.

Muestra Cant de muestra original mg/mL Abs 540 nM [Prot. Solucién] mg/mL % Prot. Soluble
Fabsaproy 1 5.00 0.112 2.52 50.35
Fabsaproy 2 5.00 0.110 2.48 49.52
Fabsaproy 3 5.00 0.124 2.77 55.32

Promedio 5.00 0.115 2.59 51.73

WPI1 5.00 0.219 4.73 94.66
WPI 2 5.00 0.220 4.74 94.87
WPI3 5.00 0.219 4.73 94.66
Promedio 5.00 0.219 4.74 94.73

Alb. de huevo 1 5.00 0.225 4.86 97.14
Alb. de huevo 2 5.00 0.225 4.85 96.94
Alb. de huevo 3 5.00 0.220 4.75 95.07

Promedio 5.00 0.223 4.82 96.38

Prot. Hid. Soya 1 5.00 0.057 1.38 27.58
Prot. Hid. Soya 2 5.00 0.056 1.36 27.16
Prot. Hid. Soya 3 5.00 0.055 1.34 26.75
Promedio 5.00 0.056 1.36 27.16
(A% 0.00 1.786 1.52 152

Fig. B2. Datos complementarios de la determinacion de PNS.



Anexo C

Perfil de aminoacidos para las proteinas empleadas como emulsionantes.

Amino acid

Lysine
Histidine
Arginine
Aspartie acid
Threonine
Serine
Glutamic acid
Proline
Glyeine
Alanine
Cystine
Valine
Methionine
Isoleucine
Leucine
T'yrosine
Phenylalanine
Tryptophan

Protein (mg/g dry matter)

White Leghorn

.

New Hampshire
Ho

Group 8 Group 6 Group 5 Group 5

359
119
324
6zo
260
456
874
2106
206
359
185
431
236
332
517
240
386
121

845

394
137
334
6273
275
409
879
104
201
351
174
438
240
335
526
237
384
117
852

368
135
327
650
278
441
835
207
203
358
186
411
253
318
517
277

342
122

840

391
137
336
617
263
410
871
220
207
362
167
436
230
338
525
276
358
106
829

+~ Mean
value

378
132
330
628
272
429
869
200
208
357
178
429
240
331
521
257
308
116

841

Coefficient
of

variation

471
5-84
1-65
3'59
226
508
155
7770
1'92
1'50
745
279
410
258
1-50
829
4'97
615

FAO
(1970)

415
147
357
687
299
456
937
228
222
380
150
301
248
321
518
219
372

Fig. C1. Perfil de aminoéacidos de Albumina de la clara de huevo de dos diferentes

razas de gallinas.

Table 3: Amino acids profile (mg/100g) of sorghum flour, soy protein concentrate

Amino acids Sorghum flour SPC

Aspartic 517.81 5304.30
Thrionine 204.72 1910.50
Serine 23155 177810
Glutamic 995 .86 6520.40
Glycine 7222 2017.16
Alanine 984.00 2392.30
Valine 504 85 272820
Methionine 134 95 608.50
Isoleucine 411.73 2402.70
Leucine 1230.76 3896 .10
Tyrosine 147.33 1398.50
Phenylalanine 443 47 2620.90
Histidine 219.23 1546 .66
Lysine 10575 3306 .50
Ammonia ar7 22 2460 K7

Fig. C2. Perfil general de aminoacidos para proteinas de soya.
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TYPICAL AMINO ACID PROFILE
Amino acids represented as g/100g of product

Alanine 3.6
Arginine 25
Aspartic Acid 8.6
Cystine/Cysteine 1.7
Glutamic Acid 13.4
Glycine 1.5
Histidine 1.5
Hydroxyproline <0.1
Isoleucine™] 4.8
Leucine’l 9.0
Lysine* 7.2
Methionine™ 1.7
Phenylalanine® 2.6
Proline 5.7
Serine 4.8
Threonine* 5.0
Tryptophan® 1.3
Tyrosine 2.3
Valine™] 4.5

Fig. C3. Perfil general de aminoacidos del concentrado de proteina de suero
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