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RESUMEN

Se estudiaron las propiedades mecanicas y reolégicas, mediante compresion
uniaxial y cizalla oscilatoria de baja amplitud, respectivamente, de mezclas de un
concentrado de proteinas de suero de leche en polvo (WPC) y diferentes
concentraciones de gelana de alto acilo (GAA), gelana de bajo acilo (GBA) y k-
carrageninas (xC). Las mezclas se prepararon a 90 °C, pH 7.0, 20 y 30% de WPC
y diferentes concentraciones de polisacaridos. Estas condiciones se
seleccionaron a partir de pruebas iniciales de comportamiento del WPC bajo
diferentes temperaturas, concentraciones, pH y fuerza iénica. Los geles formados
con GBA y xC fueron heterogéneos. El aumento de la concentracion de WPC,
provocé mayor heterogeneidad produciéndose geles mas débiles. En compresion
uniaxial, los geles con 30% de WPC mostraron esfuerzos de fractura y modulos
de Young menores. En cizalla oscilatoria ambas concentraciones de WPC
formaron geles firmes que soportan bajas deformaciones. En los geles con xC, G’
y G” aumentaron con incremento de la concentracion de polisacaridos mostrando
un mayor caracter elastico. En los geles con GBA, G’ y G” no mostraron un
comportamiento caracteristico en relacion con la concentracion de WPC o de
polisacéaridos. Los geles con GAA fueron homogéneos; en compresion uniaxial y
cizalla oscilatoria soportaron altas deformaciones con una notoria flexibilidad; fue
necesario aumentar la velocidad de compresion para fracturar la mayoria de ellos.
En los geles con GBA, GAA y «C, la fuerza iénica (I) aument6 al usar diferente
polisacérido, pero fue mayor con kC. El aumento de la concentracion de WPC
incremento I considerablemente, pero el aumento de la concentracion de
polisacarido no modificé Ien las tres mezclas. El cambio en el contenido de WPC
tiene una gran influencia en el comportamiento mecanico y reoldgico de los geles.
Por medio de los diagramas de transicion sol-gel de GBA y kC, se ubico el tipo de
comportamiento predominante en estas mezclas. La actividad total, ar, a 25 °C
para los geles con WPC y GBA se encuentra en la zona “SOL” del diagrama, de
acuerdo a esto, para las ar de esas mezclas a 25 °C no hay formacién de geles y
por tanto en este sistema, la GBA tiene una mayor afinidad hacia las proteinas
para formar geles. En los geles con xC los valores de ar se ubican en la zona
“GEL” del diagrama, indicando su mayor afinidad hacia el i6on potasio para la

formacion de estos geles.



ABSTRACT

The mechanical and rheological properties were studied of mixtures of whey
protein concentrate (WPC) and high acyl gellan (HAG), low acyl gellan (LAG) and
Kk carrageenans (kC) by means of uniaxial compression and low amplitude
oscillatory shear, respectively. Mixtures were prepared at 90 °C, pH 7.0, 20 and
30% WPC and different polysaccharide concentrations. These conditions were
selected from initial tests on the behavior of WPC at different temperatures,
concentrations, pHs and ionic strengths. Mixtures with AC did not form gels. Gels
with LAG and kC were heterogeneous. High concentrations of WPC, resulted in
more heterogeneous and weaker gels. In uniaxial compression, gels with 30%
WPC had lower failure stresses and Young moduli. In oscillatory shear both WPC
concentrations formed firm gels withstanding low strains. In gels with kC, G’ and
G” increased with polysaccharide concentration showing a larger elastic character.
In gels with LAG, G’ and G” did not show a characteristic behavior in relation to
WPC or polysaccharide concentrations. Gels with HAG were heterogeneous; in
uniaxial compression and oscillatory shear they withstood high strains with
remarkable flexibility; it was necessary to increase the speed compression to
fracture most of them. In gels with LAG, HAG and «C, ionic strength () increased
on using different polysaccharide, but it was larger with «C. Increasing WPC
concentration increased | considerably, but increasing polysaccharide
concentration did not modify noticeably | in the three mixtures. Changing the WPC
content had a great influence on the mechanical and rheological behavior of the
gels. By means of the sol-gel transition diagrams of LAG and «C, the dominant
behavior of the mixtures was located. The total activity, ar, at 25 °C for the gels
with WPC and LAG was found in the “SOL” zone of the diagram, accordingly, for
the ar of these mixtures at 25 °C gelation did not occur, therefore, in this system,
the LAG has a greater affinity for the protein to form gels. With «C, values of ar
corresponded to the “GEL” zone in the diagram, indicating a greater affinity to the

potassium ion for the formation of gels.



INTRODUCCION

Los concentrados de proteina de suero de leche (WPCs por sus siglas en
inglés) son subproductos de la industria lactea resultantes de la elaboracién de
queso o de la separacion de caseina a partir de leche desnatada. EIl WPC es
usado en la industria de alimentos por sus propiedades como emulsionante, para
aumentar la capacidad de mezclado e incorporar la grasa con saborizantes en
alimentos preparados. Por otra parte, las proteinas del suero tienen la habilidad
de formar geles fuertes al ser calentadas, por lo que pueden ser usadas para
impartir textura a los alimentos.

Cuando se mezclan dos diferentes polimeros naturales en solucion, pueden
ocurrir interacciones asociativas 0 segregativas. La asociacion ocurre
normalmente, aungue no exclusivamente, por atracciones electrostaticas entre un
polianién y un polication, conduciendo a la precipitacion o formacion de
estructuras de gel o complejos solubles, dependiendo de factores como el
ambiente i6nico y la concentracibn de los polimeros. Las interacciones
segregativas o de incompatibilidad termodinamica son las mas usuales si las
interacciones entre los diferentes polimeros son repulsivas o cuando dos tipos de
polimeros muestran distinta afinidad por el disolvente como consecuencia de una
baja entropia de mezcla, lo que resulta en una separacion de fases (Picullel &
Lindmann, 1992; Tolstoguzov, 1991).

Pérez et al. (2006) estudiaron la influencia de la hidroxipropilmetilcelulosa
(HPMC) sobre las propiedades gelificantes de proteinas del suero de leche (WPC)
bajo condiciones de incompatibilidad termodindmica a pH neutro y temperatura
ambiente. Se construyd el diagrama de separacion de fases de los sistemas
WPC/HPMC determinando en él la separacién de fases o bien los sistemas
WPC/HPMC en los que ésta ocurre. Ademas, se estudié por separado la
formacion de geles de la HPMC mediante diferentes técnicas, e.g. diagrama de
transicion sol-gel, dinamica de gelificacion y viscoelasticidad, calorimetria
diferencial de barrido y propiedades de textura, con la finalidad de interpretar el
comportamiento de los sistemas WPC/HPMC. Las mezclas de estos
componentes a pH neutro y 25 °C son termodindmicamente incompatibles y
exhiben separacion de fases por arriba de una concentracion de 5%. El

calentamiento da lugar a varios eventos complejos muchos de los cuales ocurren



simultaneamente. Por ejemplo, deshidratacién de las cadenas de HPMC con
exposicion de grupos hidrofobicos y su interaccion, agregacion y gelificacion de la
HPMC deshidratada, desnaturalizacion de WPC, agregacion y gelacion de WPC y
separacion de fases. La dinamica de gelificacion y la macroestructura de los geles
durante el calentamiento y el enfriamiento sefiala que hay dos fenémenos
competitivos: separacion de fases y la gelificacion de ambos biopolimeros.

Syrbe et al. (1998) estudiaron disoluciones de polisacaridos aniénicos con
proteinas del suero incluyendo, pectina de alto metoxilo, alginato de sodio o
carboximetilcelulosa de sodio a pH 6 y 7. Se encontr6 que la segregacion
polimérica en estos sistemas no ocurre a menos que las proteinas del suero se
desnaturalicen térmicamente o por tratamientos de altas presiones. Después
ocurre de manera paralela la separacion de las fases y la gelificacion de las
proteinas y el sistema queda atrapado en un estado de no equilibrio.
Dependiendo de las condiciones de procesamiento, las estructuras de los geles
de las proteinas del suero pueden variar de redes de particulas muy
interconectadas a microgeles de esferas que fluyen libres, distintos de los geles
de ramificaciones finas observados en ausencia de los polisacéridos anionicos. La
gelificacion térmica de disoluciones de B-lactoglobulina-pectina de bajo metoxilo
se ve influenciada significativamente por la presencia de iones calcio en ambos
lados del punto isoeléctrico. A pH 3.5 el incremento de la autoasociacién de la
pectina de bajo metoxilo en presencia de altos niveles de Ca** reduce la habilidad
para formar complejos insolubles con la region positiva de la B-lactoglobulina. A
pH 6.5, el Ca**, parece reducir las interacciones repulsivas entre la proteina y el
polisacérido, llevando a geles mas homogéneos y estructurados.

Ould Eleya y Turgeon (1999) investigaron la formacion y fusién de geles de k-
carragenina en presencia de [-lactoglobulina usando técnicas de reologia
dindmica asi como una secuencia experimental de barridos de tiempo,
temperatura, frecuencia y deformacion. Se prepararon mezclas a 45 °C, las
cuales mostraron ser homogéneas y por tanto encabezan la formacion de las
redes de gel de k-carragenina conteniendo incluso a la B-lactoglobulina en su
forma nativa durante el control en la fase de enfriamiento de 45 a 20 °C. En este
estado nativo, la proteina parece debilitar la red del polisacéarido particularmente
cuando esta presente en altas concentraciones. Después de 90 °C, los geles de

WPC/k-carragenina presentan un perfil bifasico: la primera fase, esta
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caracterizada por wuna disminucion del modulo de almacenamiento,
correspondiente a la formacién de una red de proteinas. Estos resultados
muestran la falta de asociacion entre los polimeros naturales y sugiere una
separacion de fases. La fase final de enfriamiento de los geles de la mezcla, de
90 a 20 °C, induce la consolidacion de una red de proteinas y la gelificacion de k-
carragenina. Dicho comportamiento reoldgico sugiere entonces que la gelificacion
de k-carragenina en presencia de la red de gel de proteinas podria encabezar la
formacion de una red bicontinua de fases separadas.

SedImeyer et al., (2003) estudiaron las caracteristicas de geles hechos a partir
de mezclas de proteinas lacteas y k/i carragenina, variando tres factores: (1) la
relacion proteinas de suero-caseina; (2) la concentracién de carragenina y (3) la
adicion de KCl y CacCl; en el sistema lacteo. Estas caracteristicas se determinaron
por medio de reometria oscilatoria. En el modelo en el que se usaron todos los
ingredientes como parametros se observo que el médulo de almacenamiento G’
depende linealmente de los ingredientes minoritarios, KCl y CaCl,. La influencia
de la concentracion de carragenina muestra un comportamiento no lineal. Cuando
el contenido total de proteina fue constante (5%), el incremento lineal de G’
debido a las altas cantidades de caseina se puede explicar por el conocimiento de
las interacciones caseina y carragenina. Estas interacciones fueron estudiadas
posteriormente por Spagnuolo et al. (2005), quienes mencionan dos propuestas
para explicar las interacciones de la k-carragenina con las micelas de caseina. La
primera propuesta postula que las cargas negativas de la k-carragenina
interaccionan con la regidn cargada positivamente de la k-caseina y debido a esto
la k-carragenina se adsorbe sobre la superficie de la micela de caseina. La
segunda propuesta postula que la separacién se previene via la formacién de un
gel débil de k-carragenina, que mantiene las micelas de caseina suspendidas,
aunqgue las concentraciones que se requieren para estabilizarlas estan por debajo
de la concentracién critica de gelificacion (0.03%). Las interacciones se
observaron por medio de micrografias (FE-SEM y DLS), los datos sugieren que la
K-carragenina en su forma de hélice interactia con la superficie de la micela de
caseina, quiza por el grado de sulfatacion y el incremento en la densidad de
cargas cuando esta en la forma de hélice. Los experimentos de separacion de
fase sugirieron que tanto la interaccion de k-carragenina con las micelas de

caseina como la agregacion de la hélice de k-carragenina se requieren para
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prevenir la separacion de la micela de caseina y para suministrar estabilidad
visual. Estos estudios muestran que la interaccién entre un polisacarido aniénico y
las proteinas de la leche es determinante para el desarrollo de las propiedades
fisicoquimicas y particularmente las propiedades reoldgicas. Por ello se espera
que en el caso de nuestro estudio tales interacciones jueguen también un papel
importante.

Recientemente Flett y Corredig (2009) estudiaron el efecto de la carga negativa
de la k-carragenina, sobre el comportamiento de agregacion de las proteinas del
suero durante el calentamiento. Utilizaron soluciones acuosas de aislados de
proteinas del suero (WPI) a 0.5% las cuales fueron calentadas en presencia de k-
carragenina (0.1%) a pH 7. Estas condiciones fueron escogidas ya que son
Optimas para detectar los agregados intermediarios durante el analisis por
cromatografia. Los residuos no agregados de proteina, los agregados
intermediarios y la solubilidad de los agregados fueron examinados en funcién del
tiempo de calentamiento y la temperatura, usando cromatografia por exclusion de
tamafo a la par con deteccion por dispersion de luz. En este estudio encontraron
que la presencia de k-carragenina no afecta la agregaciéon de las proteinas del
suero a 75 °C; sin embargo, un cambio en el mecanismo de agregacion parecia
ocurrir a altas temperaturas y los intermediarios con masa molecular alta se
forman a 85 °C. A 90 °C, la presencia de k-carragenina afecta significativamente
el comportamiento de las proteinas del suero en la solucion, en la medida en que
la agregacion de WPC era mucho mas grande, los agregados solubles ya no
estaban presentes.

Las proteinas y polisacaridos son de gran importancia en los sistemas
alimentarios ya que desempefan un papel esencial en su estructura, la textura y
la estabilidad. Por otro lado, la forma, la textura y la estabilidad general de los
productos alimenticios depende no solo de las propiedades de las proteinas y
polisacéaridos, sino también de la naturaleza y la fuerza de sus interacciones
(Dickinson, 1995).

En este trabajo se plante6 examinar las interacciones proteina-polisacarido a
través de la formacion de geles y disoluciones de mezclas de un concentrado de
suero lacteo con diferentes polisacaridos aniénicos, e.g. gelana de alto y bajo
acilo, k y A-carrageninas, buscando y seleccionando las mejores combinaciones y

condiciones para posteriormente estudiar sus propiedades reoldgicas y asi
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conocer la influencia de las interacciones de estos polisacéridos con las proteinas
del suero sobre las propiedades viscoeldsticas y encontrar de esta forma la
relacion entre la composicion y las propiedades reoldgicas de las mezclas.
Existen varias publicaciones en donde se ha estudiado el sistema proteinas
lacteas/k-carragenina, sin embargo, en este estudio se trabajé con un
concentrado de proteinas de suero lacteo que no forma geles ademas de que las
condiciones de trabajo son diferentes. Por otro lado, el sistema proteinas lacteas-
gelana de alto y bajo acilo no ha sido estudiado; no existen en la literatura
cientifica trabajos que reporten las propiedades de estas mezclas.

Por lo tanto, el conocimiento de los fenbmenos que ocurren en estos sistemas
mixtos aumentara el potencial de las aplicaciones de las proteinas del suero lo
cual es importante para desarrollar propiedades deseables en los alimentos
(Hemar et al. 2001).

12



CAPITULO | ASPECTOS GENERALES

Proteinas del suero de leche

Las proteinas mas abundantes de la leche son las fosfoproteinas: caseina o y
caseina f; la caseina x es una fosfoglicoproteina. Las proteinas mas simples de
la leche son las holoproteinas, las mas importantes del lactosuero son: [-
lactoglobulina y a-lactoalbimina. En la leche las proteinas tienen una estructura
definida, que puede modificarse bajo la accién de diversos tratamientos aplicados
en el laboratorio o en la industria, especialmente calentamiento a mas de 70 °C.
También por reactivos desnaturalizantes variados como &cidos, alcalis, urea y
detergentes. La desnaturalizacion es una modificacion sin ruptura de los enlaces
covalentes, ni separacion de fragmentos, que consiste en una ruptura de enlaces
gue aseguran las estructuras secundarias y terciarias, seguida de reagrupamiento
que conduce a una nueva conformacién. La disminucion de la solubilidad y la
pérdida de la actividad son las consecuencias de una modificacion estructural
profunda de la molécula, que en general, es irreversible y corresponde con el
paso de un estado de orden superior a un estado de orden inferior.

Las proteinas del lactosuero forman una fraccion compleja. Son las sustancias
no dializables contenidas en el “suero isoeléctrico”, obtenido tras la precipitacion
de la caseina a pH 4.7, y en el “suero de cuajada”, aunque éste también contiene
caseinoglicopéptido. Si se exceptla una parte de las glicoproteinas, las proteinas
del lactosuero precipitan casi en su totalidad con el acido tricloroacético al 12%.
Estas proteinas representan 17% de las materias nitrogenadas de la leche de
vaca (Alais, 1985). Las proteinas principales del suero son:B-lactoglobulina y a-
lactoalbumina. La B-lactoglobulina es una proteina globular de 162 residuos de
aminoacidos en una cadena simple, mientras que la a-lactoalbumina es una
proteina globular de 123 residuos de aminoacidos con una conformacion muy
estable entre pH 5.4 y 9 (Bottomley, 1990).

En la leche de la vaca la B-lactoglobulina (Figura 1) es la proteina del suero
mas abundante (2.5 a 3.1 g/L). Es una proteina globular con una masa molecular
de 18,400 g/mol y un mondémero con un radio de 2 nm. La cadena esta replegada
sobre si misma, estando asegurada la estructura terciaria por dos puentes S-Sy
gueda un grupo sulfidrilo libre. La B-lactoglobulina es el principal portador de

grupos sulfidrilo, que son modificados o separados en el curso de la
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desnaturalizacion y que intervienen en la formacion del “gusto cocido” de la leche

tratada térmicamente.

Figura 1. Estructura terciaria de B-lactoglobulina.

La a-lactoalbumina (Figura 2) es el componente proteinico mas caracteristico
del suero lacteo, pues parece estar presente en la leche de todos los mamiferos.
Esta proteina es considerablemente rica en triptéfano: cuatro restos por mol, o
sea, alrededor de 6%. Es también una proteina globular con una masa molecular
de 14,200 g/mol. Las estructuras tridimensionales de estas proteinas se han
determinado por cristalografia de rayos X. La estructura ternaria de la [-
lactoglobulina contiene un motivo estructural en B-tonel (barril o cuba) y una sola
a-hélice corta superficial. EI centro del B-tonel forma una bolsa hidrofoba
existiendo también un bolsillo superficial entre la a-hélice y B-tonel. Como
consecuencia, la B-lactoglobulina se une a muchas moléculas hidrofobas

pequefias con diferentes afinidades.

Figura 2. Estructura terciaria de a-lactoalbumina.
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La funcionalidad de la B-lactoglobulina (B-lg) est4 gobernada por estos bolsos
hidréfobos y zonas superficiales y quizd e incluso mas importante, por la
presencia de enlaces disulfuro y un grupo sulfidrilo parcialmente enterrado. Por
ello bajo las condiciones apropiadas esta proteina participa rapidamente en
reacciones de intercambio sulfidrilo-disulfuro consigo misma o con otras proteinas
tal como la k-caseina. Las interacciones de la -lactoglobulina dependen del pH.
Al pH de la leche forma dimeros con una geometria parecida a dos esferas
unidas, por debajo de pH 3,5 el dimero se disocia en los dos mondémeros
ligeramente expandidos, a pH entre 3.5 y 5.2 el dimero se tetrameriza formando
un octémero y por encima de pH 7.5 el dimero se disocia con los consiguientes
cambios conformacionales originando monémeros expandidos. A temperaturas
mayores de 65 °C esta proteina sufre cambios estructurales; uno o mas de sus
residuos de cisteinas comienzan a ser reactivos por lo tanto las interacciones
inducidas por calentamiento y si la concentracion es alta y suficiente, la (B-1g)
formas redes de gel. La estereoestructura tridimensional de la a-lactoalbumina es
muy compacta, siendo la proteina globular casi esférica conteniendo 4 a-hélices,
varias 31p-hélices y una -antiparalela. Con los enlaces disulfuro intactos, tal como
la proteina se encuentra en la leche, la estructura terciaria se despliega y repliega
reversiblemente. Aunque la a-lactoalbumina se desnaturaliza a una temperatura
mas baja que la B-lactoglobulina, la transicion es reversible excepto a
temperaturas muy altas. Ambas proteinas al igual que la caseina, tienen una
carga negativa neta al pH de la leche, sin embargo, a diferencia de las caseinas,
la secuencia de la distribucién de los residuos hidrofobos, polares y cargados es
bastante uniforme. Consecuentemente, estas proteinas se pliegan
intramolecularmente para alojar interiormente a la mayoria de sus residuos
hidrofobos para que no ocurran grandes autoasociaciones o interacciones con
otras proteinas.

La gelificacién de las proteinas del suero es el resultado de dos tipos de
interacciones; fisicas, i.e. electrostaticas e hidrofobicas, y quimicas, i.e. puentes
disulfuro, entre las moléculas constitutivas de la proteina. La desestabilizacion del
plegamiento terciario nativo de las proteinas aumenta sus interacciones a un nivel
gue causa en Ultima instancia la formacion de una red y gelificacion estables. Las
proteinas del lactosuero se desnaturalizan facilmente por el calor y se vuelven

insolubles. La disminucion de la solubilidad y la pérdida de actividad son las
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consecuencias de una modificacion estructural profunda de la molécula, que en
general, es irreversible y corresponde al paso de un estado de orden superior a
un estado de orden inferior. Este fendmeno parece que no concierne a las
caseinas.

Aplicaciones de las proteinas del suero de leche en la industria alimentaria

En el cuadro se resumen las principales aplicaciones del WPC en productos
alimenticios.

Propiedades Modo de accion Alimentos
funcionales
Retencion de agua | Las proteinas atrapan agua por e Carnes

Interacciones puente de hidrogeno, lo e Bebidas
gque produce mejores texturas en e Panes
alimentos y ayudan a mantener sus e Tortas
cualidades, como la humectacion del e Salchichas
alimento.

Gelacion / Viscosidad | Las interacciones proteina-proteina e Sopas
retienen agua lo que afecta la e Postres
viscosidad, a través del espesamiento e Yogures
y la gelacion. e Productos

horneados
Emulsificacién Las proteinas actian en las interfaces e Salsas
O/ faciltando la formacién de e Bebidas lacteas
emulsiones y estabilizandolas. e Panes
e Comida infantil
Espumado / Batido Las proteinas acttan en las interfaces e Mousses
aire / agua formando un film estable e Tortas
gque rodea las burbujas, influyendo en e Merengues
la textura y el aspecto del alimento e Helados
Tostado / Sabor / Las proteinas contribuyen al tostado e Confituras
Aroma (Browning) por reaccion durante la e Carnes en
coccibn con la lactosa y otros microondas
azucares reductores presentes e Salsas
(Reaccion de Maillard). Los WPC no e Panes
afectan el sabor de las preparaciones. e Productos
lacteos
e Sopas
Solubilidad Por solvatacion de las proteinas. e Bebidas lacteas
e Jugos de frutas
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Gelana
La gelana es un polisacéarido producido por la bacteria Sphingomonas elodea, y

se encuentra en tres formas diferentes (Rodriguez-Palacios, 1997):

e Gelana de alto acilo: obtenida directamente del caldo de cultivo por
precipitacion con isopropanol; se caracteriza por tener grupos acetilo en un
alto porcentaje, sus geles son termorreversibles y elasticos.

e Gelana de bajo acilo: obtenida por un proceso de desacetilacion, sus
geles son firmes y quebradizos.

e Gelana desacetilada y clarificada: proporciona geles firmes quebradizos
y de una gran transparencia.

La gelana (Figura 3) consiste en unidades repetidas de un tetrasacarido formado
por residuos de glucosa, &cidos gluco urénico y ramnosa en una relacion molar de

2:1:1, respectivamente, en una cadena lineal [(— 3)-B-D-glucosa-(1— 4)-BD-

Glucosa-(1— 4)-a-L-ramnosa-(1— )], (Nickerson et al., 2004).

Figura 3. Estructura quimica de la gelana nativa (Sanderson, 1990).

Comercialmente, la gelana ha sido clasificada en dos categorias: gelana de alto
acilo (GAA) y gelana de bajo acilo (GBA). En su forma nativa hay
aproximadamente uno y medio residuos O-acilo por cada unidad repetida.
Contiene un sustituyente O-acetilo y uno O-glicerilo en cada tercera glucosa
enlazada en el polimero, la forma tentativa los asigna en la posicién 6 y en la
posicién 2, respectivamente, predominando este ultimo (Sanderson, 1990). Las
diferencias estructurales entre la gelana de alto acilo y la gelana de bajo acilo dan
lugar a una gran disparidad en sus propiedades reologicas y funcionales (Huang

et al.,, 2004). La gelana en su forma desacilada requiere de la presencia de
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cationes para promover la gelificacion, los cationes divalentes promueven una
gelificacion mas fuerte y a mayor temperatura en comparacion con los cationes
monovalentes, aunque se ha observado que a concentraciones superiores de 1%
masa se forman geles débiles en ausencia de iones (Rodriguez-Hernandez,
1997).

La gelificacion de gelana de alto acilo como la de bajo acilo involucra dos
pasos: a) A altas temperaturas la gelana en disolucién acuosa se encuentra en
forma de cadenas aleatorias, al disminuir la temperatura se promueve la
transicion de éstas a doble hélice, seguida de la asociacion de los segmentos de
dobles hélices rigidas para formar los agregados lo que lleva a la formacion de

una red tridimensional como se ilustra en la Figura 4 (Goh et al. 2006).

Figura 4. Modelo propuesto para la gelificacion de la gelana. A) Cadenas aleatorias,

b) Formacion de las dobles hélices, c) Agregacién de dobles hélices (Goh et al. 2006)

Los cationes monovalentes y los divalentes estabilizan la red tridimensional
mediante enlaces cruzados entre dos dobles hélices de gelana via grupos

carboxilo del residuo gluco uroénico (Figura 5).

Figura 5. Representacion esquematica de la interaccion de doble hélice -M+ - agua-
M+ doble hélice (Goh et al. 2006).
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Sin embargo, los cationes monovalentes y divalentes siguen mecanismos
diferentes para la gelificacion de la gelana. Los cationes divalentes (M™) forman
entrecruzamiento de las dobles hélices directamente (doble hélice-M**-doble
hélice) mientras que los cationes monovalentes (M) lo hacen de forma indirecta
(doble hélice —M"-agua-M*-doble hélice). Como resultado de los diferentes
mecanismos de gelificacion, los cationes divalentes son mas efectivos en la
formacion del gel que los cationes monovalentes, debido a que se generan
enlaces hélice-hélice méas cortos y con menor numero de cationes involucrados, lo
cual explica la capacidad de los cationes divalentes de generar geles de fuerza y
textura similar a los formados a partir de cationes monovalentes pero con fuerza
iGnica significativamente menor.

Las propiedades de la gelana dependen fundamentalmente del grado de
acetilacion del polimero y de la naturaleza y concentracion de los cationes
presentes en el medio. Algunas caracteristicas en la gelana son: propiedades de
gelificacion, compatibilidad con otros hidrocoloides dando lugar a una variedad de
texturas de gel, alta sensibilidad a sales, facilidad de modificar los atributos de
textura del gel modificando la concentracion del polisacéarido y la de los iones que
favorecen la gelificacion, buena estabilidad sobre un amplio intervalo de pH en el
medio, factibilidad de obtener geles a concentraciones tan bajas como 0.05% y de
convertir sus geles de termoreversibles a termoirreversibles con s6lo modificar la

concentracion del polisacarido y la fuerza ionica.

Carrageninas

Las carrageninas son galactanos sulfatados anionicamente solubles en agua,
son extraidas de especies de las algas marinas rojas, la estructura de las
carrageninas depende de la especia de alga y de su etapa de vida. Las
carrageninas son hidrocoloides ubicados en la pared de las células y en la matriz
intercelular del tejido de las algas marinas de diversos géneros y especies de la
clase Rodophyta, las cuales producen carrageninas de diferentes tipos: kappa,
iota y lambda, las especies productoras de carragenina tipo kappa son la Hypnea
musciformis, la Gigartina stellata, la Eucheuma cottonii, la Chondrus crispus y la
Iridaea. De acuerdo a su estructura (Figura 6), la carragenina es un polisacarido
de alto peso molecular con contenido de éster sulfato de 15 a 40% formado por

unidades alternadas de D-galactosa y 3,6-anhidro-galactosa (3,6-AG) unidas por
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ligaduras a-1,3 y B-1,4-glucosidica. La posicion y el nimero de grupos de éster
sulfato asi como el contenido de 3,6-AG determinan las diferencias primarias
entre los tipos de carragenina kappa, iota y lambda. Los mayores niveles de éster
sulfato implican en una menor fuerza de gelificacion y baja temperatura de
disolucién. Con respecto a sus propiedades gelificantes la carragenina es
clasificada de acuerdo con su estructura y propiedades fisico-quimicas:

Kappa - gel rigido, quebradizo, termorreversible, de alta fuerza, muestra
sinéresis.

lota - gel elastico, termorreversible, sin sinéresis.

Lambda - soluble en frio, no gelificante, produce altas viscosidades.

Figura 6. Unidad estructural basica de la kappa carragenina.

Las soluciones calientes de las carrageninas kappa y iota poseen la habilidad
de formar geles termorreversibles a través de su enfriamiento. Este fenbmeno
ocurre debido a la formacion de una estructura de doble hélice. La carragenina
kappa es sensible al ion potasio y produce geles rigidos y quebradizos en
soluciones acuosas con sales de potasio, sus geles presentan sinéresis, i.e.
exudacién espontanea de agua a través de la superficie del gel en reposo, y
cuanto mayor es la concentracion de potasio en la solucion mayor es la sinéresis.
La k-carragenina posee diversas funciones de acuerdo con su aplicacion:
gelificacion, espesamiento, estabilizacion de emulsiones, estabilizacion de
proteinas, suspension de particulas, control de fluidez y retencién de agua y es
extensamente empleada en industrias de alimentos, e.g. postres a base de leche,
chocolate con leche, helados y productos similares, farmacéuticas y cosméticas

como espesante, gelificante y agente estabilizante.
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Gel

Desde un punto de vista reoldgico un gel tipico es un material que muestra un
umbral de fluencia y tiene propiedades viscoelasticas. Cuando sobre el gel actia
un esfuerzo pequefio (o = fuerzal/area), se comporta elasticamente; se deforma
inmediatamente. Existen geles quimicos y fisicos. En los primeros el
entrecruzamiento de polimeros ocurre mediante enlaces covalentes, mientras que
en los segundos ocurre mediante interacciones de diferentes tipos. En ambos
casos se forma una red capaz de atrapar el disolvente y otras sustancias de bajo
peso molecular. Las redes de geles que estan soportadas fundamentalmente por
interacciones no covalentes son termorreversibles, es decir pueden gelificar y
fundir al disminuir y aumentar la temperatura, respectivamente. Esto sucede sobre
todo cuando quienes mas contribuyen al mantenimiento de la red son los puentes
de hidrogeno.

Desde el punto de vista estructural, un gel consta de una matriz continua de
material interconectado y una gran cantidad de disolvente, retenido en los
intersticios. Las moléculas poliméricas en disolucibn se comportan como Si
estuviesen enrolladas al azar, inmovilizando eficazmente gran cantidad de
disolvente (agua), aumentando, por lo tanto, considerablemente la viscosidad. Si
la concentracién de polimero no es baja, las moléculas tienden a entrecruzarse y
enmarafarse. La gelificacibn es consecuencia de la formacion de enlaces
entrecruzados intermoleculares. Estos enlaces pueden ser covalentes, salinos o
regiones microcristalinas. En el caso de los polimeros cargados eléctricamente, la
gelificacion puede ser inducida por la formacion de puentes salinos. Desde el

punto de vista reologico

Reologia

La reologia es la ciencia que estudia la deformacion y flujo de la materia
(Barnes et al. 1992). El modo en el que los materiales responden a un esfuerzo o
deformacion (Steffe, 1996). La reologia estd basada en los principios de la fisica
clasica y la mecéanica de fluidos, el sélido perfecto de Hooke y el liquido viscoso
perfecto de Newton, respectivamente. Sin embargo, las caracteristicas de solido o
liquido viscoso perfecto, no estan presentes en la mayoria de los materiales
reales. Se fundamenta en ecuaciones constitutivas, las cuales relacionan

variables dinamicas como la presion, el esfuerzo y la fuerza con variables
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cineméticas como la deformacion, la velocidad de deformacién o cizalla, para dar
como resultado entidades o propiedades reoldégicas como el moddulo de
almacenamiento, el mdédulo de pérdida y la viscosidad, entre muchas mas,

conocidas como funciones materiales (Pérez, 2008).

En la industria de alimentos la reologia tiene numerosas aplicaciones:

A. En el célculo de procesos de ingenieria que implican un gran nimero de
equipos como  tuberias, bombas, extrusores, mezcladores,
intercambiadores de calor, homogeneizadores, viscosimetros.

B. En la determinacién de la funcionalidad de algin ingrediente en el
desarrollo de nuevos productos.

C. En el control de calidad de algun producto final o intermedio.

D. En pruebas de vida de anaquel.

E. En la evaluacion de textura en correlacion con el andlisis sensorial de algun

producto alimenticio.

Deformacion

Para hablar de deformacién es necesario considerar simultaneamente el
concepto de fuerza, esto es porque los dos conceptos coexisten en una masa
dada. La fuerza es una accién fisica cuya aplicacién provoca un cambio en el
movimiento o en la forma o en las dimensiones de algun cuerpo. Si al aplicar una
fuerza sobre un cuerpo se altera su estado de movimiento o de reposo se habra
provocado un deslizamiento, es decir, se habra movido el cuerpo entre dos puntos
en el espacio. Por otro lado si al aplicar la fuerza se cambia el tamafo, por lo
tanto el volumen, o forma del cuerpo entonces se habra provocado una
deformacion (Steffe, 1996). La deformacion es expresada como la relacion de un
cambio dimensional dividido por la dimension inicial. También se expresa como el
incremento de la longitud (dL) o extension dividida por la longitud original (Lo) la
cual es conocida como ingenieril o deformacién de Cauchy (e) o bien como el
logaritmo natural de la longitud extendida dividida por la longitud original In (L/Lo)
conocida como deformacion de Hencky (Figura 7).
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Figura 7. Objeto sometido a deformacion axial de traccion.

La definicion de la deformacién de Cauchy es satisfactoria para deformaciones
elasticas pequefas pero para materiales que experimentan largas deformaciones
donde el cambio de la longitud original es considerable, la definicién ingenieril es
inadecuada debido a que est4 basada enteramente en las dimensiones originales.
Muchos materiales en alimentos son deformados en exceso hasta llegar a un
100%. La deformaciéon de Hencky (enq) es mas adecuada para definir las
deformaciones que sufren este tipo de materiales ya que estd basada en los
cambios incrementales de las dimensiones del material (dL) denominado como la

longitud instantdnea durante el estiramiento (L), por lo tanto:

e =dL/Lo (deformacion de ingenieria o de Cauchy)

L
ey = [dUL=In(L/L,) ~(Deformacion de Hencky)
LO

La deformacion de cizalla, se genera cuando una fuerza se aplica de forma
paralela a la superficie del cuerpo; se define como el angulo (y) formado en
respuesta a un esfuerzo cortante (c). Durante este tipo de deformacion solo la

forma del producto cambia, mientras que el volumen es el mismo (Figura 8):
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Figura 8. Objeto sometido a deformacion en cizalla.
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Esfuerzo

Se define como la fuerza por unidad de area y regularmente es el causante de
un cambio de movimiento o de dimensiones del cuerpo sobre el cual se esta
aplicando (Figura 9). Usualmente se expresa en Pascales (N/m?):

o=F/A

Normalmente la fuerza es dividida entre el area original (A,) de la muestra, pero
si se tienen largas deformaciones es necesario tomar en cuenta el é&rea
instantanea en diferentes puntos. Se han definido varios estados de esfuerzo
dependiendo de como es aplicada la fuerza. Los esfuerzos se dividen en
esfuerzos normales; esfuerzos de tensidbn y comprension, y esfuerzos
tangenciales también conocidos como esfuerzos cortantes o de cizalla. Los
esfuerzos normales son aquellos que resultan de la aplicacion de un esfuerzo
perpendicular a la superficie del material. Los esfuerzos tangenciales se generan

cuando la fuerza actua paralela o tangencial a la superficie.

Pruebas mecéanicas

Los alimentos son materiales y por lo tanto tienen propiedades mecanicas.
Dentro de las acciones que se llevan a cabo a lo largo de la preparacién de los
alimentos se tiene “la trituracion”, la cual puede relacionarse con la fractura
mecanica. En los alimentos, la “textura” se rige por una combinacién de
propiedades mecanicas y de fractura, las modificaciones de éstas y su expresion
dentro de la boca durante la masticacion. Los alimentos en la boca, estan
cambiando continuamente sus propiedades como: temperatura, contenido de
agua y pH, esto los hace ser materiales mecanicamente complejos y ademas las
transformaciones mecanicas que sufren en la masticacion son una combinacion
de muchos procesos, los cuales la ciencia de materiales ha tratado de separarlos
y cuantificarlos para entenderlos mejor. Por lo tanto, es probablemente imposible
medir la textura de los alimentos en una maquina, pero si es posible identificar los
principales factores que rigen la textura de un producto alimenticio los cuales

pueden ser medidos.
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Dos formas principales de medir estos factores involucrados en la textura de

los alimentos son:

e El primer enfoque, mas comun e intrinsecamente mas facil, consiste en
aplicar cualquier tipo de deformacion mecanica en la muestra, se mide la
respuesta, y se trata de correlacionar el resultado con los resultados de un
panel sensorial.

e El segundo enfoque consiste en tratar de entender la forma en la que los
alimentos responden a un tipo de deformacion mecanica y de esta forma

saber cual es la que mejor describe al alimento que esta siendo sometido.

Comprension uniaxial

Las grandes deformaciones y la fractura son propiedades en los alimentos
sélidos y semisdlidos las cuales son importantes para:

e manejo de propiedades de almacenamiento o posterior al proceso.

e las propiedades de uso.

e calidad de los alimentos.
Se considera que ocurre una fractura cuando los enlaces entre los elementos
estructurales en un determinado plano macroscépico se rompen, resultando en
una degradacion de las estructuras del material. La comprensiéon uniaxial entre
placas paralelas lisas es la técnica mas simple y popular para la determinacion de

las propiedades de deformacion y fractura de los alimentos (Figura 9).

Figura 9. Tension simple uniaxial, o = F/A.
Normalmente, se aplica una tasa de compresion constante, midiendo la fuerza
necesaria para llevar a cabo dicha compresion. Para calcular la deformacién en
funcién del esfuerzo se requiere hacer una correccién debido al cambio en el
area de la muestra. La deformaciéon de Cauchy o deformacion “ingenieril” (AL/Lo)

es adecuada para deformaciones pequenfas, e.g. 0.1. En el caso de los alimentos
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existen grandes deformaciones y por lo tanto es adecuado utilizar la deformacion
de Hencky:

£ =_[ i =In ﬂ
4 L(t) L,

La principal ventaja es que esta prueba y la preparacién de las muestras son
faciles. A partir de este tipo de pruebas se obtiene la curva esfuerzo —
deformacion (Figura 10), por medio de la cual es posible calcular el médulo de
Young E. Cuando la muestra estd siendo deformada aplicando una fuerza
constante, presenta cierta dificultad para ser deformada, lo cual se conoce como
“rigidez” que se expresa como la relacion que existe entre el esfuerzo y la
deformacion o bien la pendiente de la parte lineal de la curva esfuerzo-

deformacion.

Esfuerzo

=== Pendiente = Médulo

Deformacion

Figura 10. Grafico esfuerzo-deformacion en el que se muestra la pendiente que

corresponde al modulo de Young.

La ley de Hooke establece que para muchos materiales en condiciones de baja
a moderada deformacion, el esfuerzo es proporcional a la deformacién. Sin
embargo, Hooke no tomé en cuenta que esta proporcionalidad depende de la
geometria de la muestra. Thomas Young en 1800 fue quien demostré que para
describir la relacion en términos de esfuerzo y deformacion, era necesario eliminar
la dependencia de la geometria y por ello en su honor se denominé a la
propiedad material “modulo de Young”. La relacion esfuerzo-deformacion de la
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mayoria de los materiales es lineal solo a bajas deformaciones, a mas altas
deformaciones la relacién se convierte en no lineal. La linealidad generalmente
significa que el material tiene un comportamiento elastico, o bien que retomara
sus dimensiones originales al ser retirada la fuerza como sucede en una banda
elastica. Es por esto que la rigidez 0 modulo de Young es denominado a veces
como madulo elastico.

Los alimentos son materiales viscoelasticos y sus curvas esfuerzo-deformacion
son no lineales (Figura 11). En algun punto, la curva esfuerzo-deformacion se
desvia de la linealidad; este es el limite de elasticidad y limite de esfuerzo. Mas
alla del limite de elasticidad, el material se deforma plasticamente, y al interrumpir
la fuerza aplicada, el material no recupera sus dimensiones originales. Este
comportamiento se puede ver generalmente en materiales plasticos como las
masas de moldear. Otro término es la ductilidad que se define como la capacidad
que tiene un material de fluir como plastico al ser deformado o bien al ser
deformado no muestra fractura. Si un material se fractura en la regién ddctil, las
fracturas de las superficies son muy bruscas y por tanto se encuentran muy
deformadas lo cual hace imposible que las superficies se vuelvan a incorporar.

Los materiales que se fracturan en la region elastica son generalmente fragiles
por lo que la fractura ocurre rapidamente. La fractura fragil elastica muestra una
relacion lineal y una caida subita de la fuerza a la fractura mientras que la
fractura ductil plastica resulta en una curva no lineal y se produce en un periodo

de deformacion.
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Figura 11. Diagrama de las zonas principales y los parametros que pueden ser

determinados en la curva esfuerzo-deformacion.

Pruebas reoldgicas

Los rebmetros son instrumentos con los que se determinan distintas funciones
materiales. Aquellos capaces de determinar las propiedades reologicas
fundamentales de alimentos fluidos y semisdlidos, se dividen en dos categorias:
rotacionales y axiales. En los instrumentos oscilatorios, el material a examinar es
sometido a variaciones arménicas de esfuerzo y deformacion. Los resultados son
muy sensibles a la composicion quimica y estructura fisica, ademas estas
pruebas algunas veces son referidas como “pruebas de cizalla de baja amplitud”
ya que se deben aplicar pequeias deformaciones para mantener el
comportamiento viscolelastico lineal. En las pruebas reologicas de cizalla
oscilatoria, se obtienen los modulos G y G. ElI primero describe el
comportamiento elastico, similar al de un sdlido, mientras que el segundo describe

el comportamiento viscoso similar al de un liquido.

28



Barridos de deformacion

Los barridos de deformacion son llevados a cabo a una frecuencia constante y
son utilizados para examinar la dependencia de G’y G” con la amplitud de la
deformacion para de este modo determinar la extension de la zona de
viscoelasticidad lineal (ZVL). Para deformaciones inferiores a un valor critico, G’ y
G’ tienen un valor constante con el incremento de la deformacion (Figura 12). El
limite de la ZVL se excede cuando G y G” empiezan a decrecer
significativamente. En la ZVL las propiedades reolégicas no dependen de la
deformacion o el esfuerzo. Ademas de identificar la ZVL, los barridos de
deformacion han sido utilizados para distinguir geles débiles de geles fuertes: en
los geles débiles la extensidon de la zona de la ZVL es mayor que en los geles

fuertes.

- ot i ZVL
Maodulo de almacenamiento
4

Médulos | Modulo de pérdida

4

Valor critico
-

Deformacion

Figura 12. Respuestas esquematicas tipicas a la deformacion mostrando la zona de
viscoelasticidad lineal (ZVL) (Steffe, 1996).

Barrido de frecuencia

Los barridos de frecuencia son las pruebas méas comunes. En ellas la
frecuencia aumenta mientras la deformacion se mantiene constante. Cuando una
disolucién diluida, una disolucién concentrada y un gel de un polimero natural
dado son sometidos a barridos de frecuencia, muestran diferentes
comportamientos y producen diferentes espectros mecanicos propios de cada
sistema. En una disolucion diluida (Figura 13), G” es mayor que G’ sobre todo el

intervalo de frecuencias pero tienden a igualarse a altas frecuencias.
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Figura 13. Espectro mecéanico de una solucion diluida

En las disoluciones concentradas, se observa una alta dependencia de los
modulos a frecuencias bajas, predominando G” sobre G’ y al aumentar la
frecuencia, G” y G’ se igualan para luego mostrar un comportamiento mas sélido

a altas frecuencias (G’ > G”) con poca o nula dependencia con la frecuencia

(Figura 14).
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Figura 14. Espectro mecanico de una solucion concentrada.

30



Para un gel fuerte (Figura 15), G’ es significativamente mayor que G” a lo largo
de todo el intervalo de frecuencia. Los médulos dependen mas de la frecuencia
cuando se trata de disoluciones diluidas o concentradas pero son practicamente
constantes cuando se trata de un gel. En el espectro de un gel débil, G’ es
superior a G” pero ambos muestran una alta dependencia con la frecuencia y

pueden entrecruzarse a altas frecuencias.

100,000 = 1
30,000 Gel
10,000 G
T g ® & #® & s 8 ® s s s *?
O 3000
9
= 1,004
ey ¥ a"
(1] - I ) ;
fall ani - O 0O ]
© 100 |
|

10
0.1 003 il L] 1 L] 1 A 100

[} {radis)

Figura 15. Espectro mecénico de un gel fuerte.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar el comportamiento reoldégico y mecanico de mezclas de
concentrado de proteina de suero lacteo con polisacaridos gelificantes y
espesantes en medio acuosa bajo diferentes condiciones de temperatura, pH y
fuerza idnica para examinar la gama de propiedades que pueden obtenerse

mediante la combinacion de componentes proteinicos y de polisacaridos.

OBJETIVOS PARTICULARES

» Examinar el comportamiento viscoelastico de geles de mezclas
polisacarido-proteinas lacteas, preparados con diferentes proporciones de
ambos componentes para conocer el intervalo de propiedades mecéanicas
de los sistemas resultantes.

» Examinar la influencia de tratamientos de calentamiento y enfriamiento
sobre las propiedades viscoelasticas de los geles de las mezclas
polisacarido-proteinas lacteas para determinar su estabilidad térmica.

» Determinar el comportamiento mecanico de geles de mezclas polisacarido-
proteinas lacteas en régimen de compresion uniaxial para conocer la

resistencia a la deformacion y la fractura.
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CAPITULO Il METODOLOGIA

La Figura 16 muestra el diagrama general de la metodologia usada en este trabajo.

Caracterizacion de los componentes
WPC 80: Humedad, contenido de iones
mono y divalentes y pH.

Polisacaridos gelificantes y espesantes:
Gelana de alto y bajo acilo, k-carragenina,
A-carragenina: Humedad y contenido de
iones mono y divalentes.

»| Efecto de la temperatura
y concentracién de WPC
\ 4
Gelificacidn bajo diferentes
condiciones de:
Temperatur.z? > Efecto del pH
Concentracion
pH
Fuerza iénica
\ 4 . S
» Efecto de la fuerza idnica

Seleccidn de condiciones para
realizar mezclas con los
polisacaridos

A 4

Preparacion de mezclas con WPC
80 y polisacaridos bajo las
condiciones seleccionadas

Pruebas mecanicas

v

Seleccién de geles para pruebas
posteriores >

Pruebas reoldgicas

Figuran 16. Diagrama general de la investigacion.



Materiales

Se usaron preparaciones comerciales grado alimenticio de concentrado de
proteinas de suero lacteo (WPC 80, América Alimentos S.A. de C.V.) con 80% de
proteina, gelana de bajo acilo (Kelcogel, CPKelco, San Diego, EUA), gelana de
alto acilo (LT-100, CPKelco, San Diego, EUA), «-carragenina (HMR-XZ/250,
Degussa Texturant Systems, Baupte, France) y A-carragenina (Viscarin GP 109,

FMC BioPolymer, México). En todos los casos se us6 agua desionizada.

Metodologia
Previamente a las pruebas con el concentrado de suero de leche (WPC) y con
sus mezclas con los polisacéaridos, se determindé su humedad y su contenido de

iones mono y divalentes por absorcién atomica.

Analisis del concentrado de suero de leche en polvo (WPC 80)

Humedad. Se pes6 1 g de WPC en un pesafiltros metélico con tapa previamente
llevado a peso constante. Se colocé en una estufa de secado (HCF-45, MG, USA)
a 90 + 1 °C, durante 24 horas hasta peso constante. Se midi6 el peso de la
muestra y por diferencia de pesos se determind el contenido de humedad. La
determinacién se hizo por triplicado.

Absorciéon atomica (Método de flama). El analisis fue realizado en la Unidad de
Servicios de Apoyo a la Investigacion (USAI) de la Facultad de Quimica en el

laboratorio de Absorcion Atémica con un espectrofotometro Varian SpectrAA 22.

Andlisis de los polisacaridos

Humedad. Se pesé 1 g de polisacarido en un pesafiltros metalico con tapa a
previamente llevado a peso constante. Se colocé en una estufa de secado (HCF-
45, MG, USA), a 90 = 1 °C, durante 24 horas hasta peso constante. Se midio el
peso de la muestra y por diferencia de pesos se determind el contenido de

humedad. La determinacion se hizo por triplicado.
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Pruebas de gelificacion con WPC

Efecto de la temperatura y concentracion de WPC. Se prepararon dispersiones
con 2, 5, 10, 20, 30, 40 y 50% de WPC en agua desionizada. Las dispersiones de
WPC se agitaron durante 1 h a temperatura ambiente y se calentaron a 60, 80, 85

y 90 °C por 60 minutos.

Efecto del pH. Se prepararon nueve dispersiones con 20% de WPC en agua
desionzada (esta concentracién de WPC se considera 6ptima para el estudio con
pH, ya que es en donde se comienza a observar agregacion de las proteinas). Se
ajusto el pH de 2 a 10 con HCI 0.1 M o con NaOH 0.1 M. Las dispersiones se
agitaron en una parrilla de agitacibn magnética (SP13425, Barnstead/thermolyne,
USA), durante 1 h y se calentaron hasta 90 °C. Posteriormente se dejaron enfriar

a temperatura ambiente.

Efecto de la fuerza idnica. Se prepararon dos series de dispersiones, cada serie
con concentraciones de 2, 5, 10, 20 y 30% de WPC. Para cada concentracion de
WPC se adicion6 NaCl en concentraciones de 0.5, 1, 1.5, y 2 M. Las mezclas de
WPC y NacCl fueron dispersadas en agua desionizada y posteriormente se ajusto
una serie a pH 6 y otra serie a pH 7. Las dispersiones se dejaron en agitacion
continua durante una hora a temperatura ambiente, se calentaron a 90 °C y se

dejaron enfriar a temperatura ambiente.

Preparacién de mezclas con WPC 80y los polisacéaridos

El WPC 80 en concentraciones de 20 y 30% se dispersé conjuntamente con
cada polisacarido individual; gelana de bajo acilo (GBA), gelana de alto acilo
(GAA), k-carragenina (kC) y A-carragenina (AC), en concentraciones de 0.1, 0.5,
0.8% en una parrilla (SP13425, Barnstead/thermolyne, USA), con agitacion
continua. Las mezclas se dejaron en agitacion 24 horas a temperatura ambiente
para permitir y asegurar la hidratacion y disolucion de los componentes. Después
de este tiempo se ajustd el pH a 7.0 con NaOH 0.5 M, se dejaron en agitacion
nuevamente durante 10 minutos y posteriormente se vaciaron las disoluciones
calientes en moldes de 20 mm de diametro interno y 114 mm de longitud para las

pruebas mecanicas y 26.1 mm de diametro interno y 114 mm de longitud para
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pruebas reoldgicas. Las disoluciones se calentaron en bafio de agua (Polysat
12101-50, Cole Parmer, USA) a 90 °C durante 60 minutos. Posteriormente se
dejaron enfriar a temperatura ambiente y se colocaron en refrigeracion durante 24

horas para realizar las pruebas posteriores.

Pruebas mecéanicas

Se llevaron a cabo pruebas de compresién uniaxial a 25 °C en una maquina de
pruebas mecanicas Sintech 1/S (MTS System Corporation, EUA) con una celda
de carga de 100 N. Los discos de gel se obtuvieron de los moldes de 20 mm de
diametro interno y una longitud de 80 y 90 mm. Los geles se cortaron con ayuda
de un dispositivo mecanico disefiado para este fin hasta obtener un cilindro de 20
mm de longitud. Se colocaron en la placa de soporte y se comprimieron con un
cilindro sélido de 3 cm de diametro a una velocidad de 50 mm/min o 400 mm/min,
segun fuese posible fracturarlos, dependiendo de y una deformacion relativa de
80%. Las pruebas mecéanicas fueron realizadas a los geles de WPC con los
polisacaridos gelana de alto acilo, gelana de bajo acilo y k-carragenina que
formaron estructuras lo suficientemente fuertes para autosostenerse. Las
determinaciones se realizaron por duplicado. En las formulaciones con GAA
0.5% y WPC 20% no fue posible realizar esta prueba debido a que el gel formado
fue demasiado débil como para autosostenerse. En el caso de las mezclas de
WPC con A-carragenina no fue necesario realizar esta prueba ya que no hubo
gelificacion. Con los datos expresados como esfuerzo normal verdadero y
deformacion relativa normal verdadera (ver apéndice A), se construyeron las
graficas oy (Pa) vs ¢4 (adimensional) para cada espécimen y posteriormente se
determinaron los valores del modulo de Young (Pa) determinando la pendiente de

la porcion inicial de la curva oy vs €4
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Determinaciones reolégicas

Se llevaron a cabo pruebas de cizalla oscilatoria de baja amplitud a 25 °C en un
reometro ARES- RFS lll (TA Instruments, USA), usando geometrias de placas
paralelas estriadas. Los discos de gel se obtuvieron de los moldes cortandolos de
un espesor de 2 y 3 mm. Los discos se colocaron en la placa inferior del re6metro
y la placa superior se hizo descender lentamente. Las determinaciones realizadas
fueron: (1) Barrido de deformacion para verificar que las mediciones se llevaran a
cabo en la zona de viscoelasticidad lineal (ZVL), es decir, en la zona en la cual la
relacion esfuerzo-deformacion es lineal y por lo tanto las funciones materiales son
constantes. Para esto se impuso un movimiento oscilatorio de frecuencia
constante, 6.28 rad/s, y amplitud variable sobre la placa inferior, (2) barrido de
frecuencia en la amplitud para la cual se observé la ZVL. El intervalo de

frecuencia fue de 0.1 rad/s a 100 rad/s.

Fuerza idnicay concentracion idnica total

Se calculé la fuerza idnica para los sistemas WPC-GAA, WPC-GBA y WPC-kC,
utilizando la ecuacién de Lewis y Randall.
1

Por otro lado, se calculé la concentracién ionica total de estas mezclas y el

valor se refiri6 a los diagramas de transicidbn sol-gel de la sal de potasio

correspondientes a los polisacaridos GBA y kC con la finalidad de ubicar en dicho

diagrama el tipo de sistema.

Anélisis estadistico
Se hizo un andlisis estadistico para determinar la desviacion estandar y el
coeficiente de varianza en las pruebas mecanicas. En las pruebas reologicas solo

se determind la desviacion estandar.
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CAPITULO Il RESULTADOS Y DISCUSION

PRUEBAS DE GELIFICACION
Efecto de la temperatura y la concentracién

La gelificacion de las proteinas inducida por calor esta gobernada por un
balance entre fuerzas de atraccion y repulsién (Egelandsdal, 1980). Las fuerzas
de repulsién se atribuyen a las cargas que existen en la superficie y las fuerzas de
atraccién a varios grupos funcionales expuestos por el desplegamiento térmico de
las proteinas (Kojima y Nakamura (1985). La gelificacion se refiere a la
transformacién de una proteina en solucion a una estructura tipo gel por
calentamiento u otros agentes (Damodaran & Paraf, 1997). La gelificacion
mediada por calor de los sistemas proteina-agua ha sido descrita por un proceso
de dos estados, primero la desnaturalizacion de la proteina nativa seguida de una
interaccidn proteina-proteina dando como resultado una malla de proteina
tridimensional la cual forma finalmente la estructura del gel ( Ferry, 1948; Shimada
and Matsushita, 1980).

En el Cuadro 1 se observan los resultados del efecto del tratamiento térmico y
la concentracion de lactosuero (WPC). Para concentraciones menores de 20% y
las cuatro diferentes temperaturas no se observé gelificacion sino disolucién de
WPC en agua. A partir de 20% comenz6 a observarse coagulacion, para las
cuatro temperaturas. La coagulacion térmica, es la interaccién aleatoria de las
moléculas proteinicas por un tratamiento térmico, encabezando la formacién de
agregados que podrian ser solubles o insolubles, formando asi una malla
tridimensional que exhibe cierto grado de orden (Damodaran & Paraf, 1997). A 85
y 90 °C la coagulacién fue mas firme. Una mayor concentracion de WPC (40 y
50%) vy un tratamiento térmico a 85 y 90 °C por 60 min resulté en una mayor
coagulacion. Sin embargo, estas concentraciones se consideraron muy grandes e

inadecuadas para pruebas posteriores.

38



Cuadro 1. Efecto de la temperatura y concentraciéon de WPC.

WPC (%) Temperatura (°C)

60 80 85 90
2 NG NG NG NG
5 NG NG NG NG
10 NG NG NG NG
20 CH)| C(+) | C(++) | C(+H)
30 C(+) | C(++) | C(++) | C(+++)
40 | - | - C(+++) | C(+++)
50 | - | - C(+++) | C(+++)

NG = no gelifica; C = Coagulacion, (+) = débil; (++) = moderada; (+++) = firme

Se ha demostrado un incremento de viscosidad de las dispersiones de WPC a
65 °C, independientemente de la concentracion, temperatura a la cual la a-
lactoalbimina es desnaturalizada y la gelificacion fue observada por arriba de 70
°C; temperatura muy cercana a la de desnaturalizacion de la B-lactoglobulina
(Joyce, 1995). El concentrado de suero lacteo (WPC 80) unicamente coagula sin
formar geles y la coagulacion es mas firme a temperaturas mayores. Esto permitié
seleccionar una temperatura para poder llevar a cabo pruebas posteriores. Dicha
temperatura fue 90 °C, temperatura a la cual las proteinas globulares se
encuentran desnaturalizadas permitiendo interaccionar con otras macromoléculas
en el medio.

Con respecto a la concentracion de WPC, el hecho de no observar coagulacion
por debajo de 20% aun a 85 y 90 °C se debe a que la agregacion de las proteinas
es un paso gue no depende de la concentracion de proteina, pero la formacion de
geles a partir de la agregaciéon de las proteinas si depende de la concentracion
(Ferry, 1948; Trautman, 1966). Dicho de otra forma y en relacion con los
resultados obtenidos, para las concentraciones de 2, 5y 10% si hay agregacion
de las proteinas, sin embargo, a 80, 85 y 90 °C aunque las dos proteinas
globulares se encuentran desnaturalizadas no es suficiente la concentracion de
éstas para poder coagular; fendbmeno que si fue observado a partir de 20% de
concentracion de WPC. Por lo tanto, se requiere una concentracion critica a una

cierta temperatura para que comience a ocurrir la coagulacion.
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Efecto del pHy la fuerza ionica
El pH y la fuerza iénica de las dispersiones de proteina tienen un efecto profundo
en la gelificacion debido a la influencia sobre el balance de residuos polares y no
polares. En el Cuadro 2 se muestra el efecto del pH sobre las nueve dispersiones
con 20% de WPC.

Cuadro 2. Efecto del pH.

ge]
T

Observaciones

Soluble
Soluble
Soluble
Coagulacion (+)
Coagulacion (+)
Coagulacion (++)
Coagulacion y oscurecimiento(+++)
Solo oscurecimiento
Solo oscurecimiento

Disoluciones con 20% de WPC
(+) = débil; (++) = moderado; (+++) = firme

OO N[O O B WDN

[EEN
o

A pH 2 y 4 solo se observd disolucion de WPC en agua, a partir de pH 5
comenz6 a coagular. La region isoeléctrica de la a-lactalbumina y la p-
lactoglobulina esté en el intervalo de pH de 4 a 6. En esta region el pH y la falta
de fuerzas de repulsién podrian conducir a una menor expansion, menor
hidratacién y por lo tanto la formacion de coagulos débiles. Los coagulos de
mayor firmeza se obtuvieron en una region de pH alcalino (7 a 8) ya que para
estos valores de pH las proteinas del suero pueden estar sometidas a una
desnaturalizacion extensa, mayor expansion y por lo tanto atrapar mas agua. El
hecho de no observar coagulacion en los intervalos de pH de 2 a4y de 9 a 10
demuestra que no hay interaccion entre proteinas lo cual puede deberse a que se
requieren temperaturas mas altas para desnaturalizar las proteinas a pH &cido o
pH muy alcalino (Joyce, 1995). Analizando estos resultados, se seleccionaron los
valores de pH 6 y 7 para el estudio del efecto de la fuerza idnica.

En el Cuadro 3 se muestran los resultados del efecto de la fuerza ionica de las
dispersiones con 2, 5, 10, 20 y 30% de suero lacteo con adicién de 0.5, 1, 1.5,y 2
M de NaCl a pH 6 y pH 7 para cada caso todas calentadas por 60 min a 90 °C.

Para una concentracion de 2% de WPC no se observo gelificacion ni formacion de
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coagulos en ninguna de las dispersiones adicionadas con sal, pero a partir de 5%
de WPC se observé formacion de coagulos cuya firmeza fue mayor en las
dispersiones con mayor contenido de sal adicionada. El coagulo mas firme se
observé para una concentracién de sal de 2 M. En las dispersiones con 10% de
WPC los coagulos mas firmes se observaron para una concentracion de sal de
15 M. Para 20 y 30% de WPC los coagulos fueron mas firmes para
concentraciones de sal de 0.5 y 1 M, mientras que para 1.5y 2 M de sal, los
coagulos fueron de mayor firmeza. Cabe mencionar que los coagulos formados
fueron de mayor firmeza que los coagulos observados en las pruebas anteriores.
La formacion de agregados de proteinas depende del pH y de la fuerza iénica.
Para un pH cercano al punto isoleléctrico y una fuerza iénica grande, la formacién
de agregados de proteinas fue mayor de acuerdo con lo reportado en la literatura
(Aymard et al. 1996; Hoffmann et al. 1997).

Cuadro 3. Efecto de la fuerza i6nica.

WPC (%) Observaciones
NaCl (0.5 M) NaCl (1 M) NaCl (1.5 M) NaCl (2 M)

pH 6 pH 7 pH 6 pH 7 pH 6 pH 7 pH 6 pH 7
2 NG NG NG NG NG NG NG NG
5 C C C () C () C () C(4) C(t+) | C(#4)
10 C c C(+) C(#) C (++) C(t+) | C(++) | C(++4)
20 C (++) C (++) C (+++) C (+++) C (++) C (++) C (++) C (++)
30 CHHyO C(++) C (+4) C (+++4) C (+++4) C (+++4) C (+++4) C (++4)

NG = no gelifica; C = Coagulacién; O = oscurecimiento. +, ++ y +++ indican un aumento de
firmeza y tamafio del coagulo.

MEZCLAS DE WPC 80 CON LOS POLISACARIDOS INDIVIDUALES
Considerando las observaciones anteriores, estas mezclas se prepararon a 90
°C, pH 7, sin adicién de sal con 20 y 30% de WPC. En el Cuadro 4 se muestran
los resultados de las pruebas realizadas. Para 0.1% de polisacarido (GBA, GAA,
KC, AC), no hubo gelificacion, solo se observé formacion de coagulos. A partir de
0.5% de polisacarido comenzé a observarse gelificacion excepto en el caso de las
mezclas con AC, en las que no hubo formacion de geles sino solo coagulacion
mas firme para una mayor concentracion de este polisacarido y por tanto no se

consideraron para ser estudiadas sus propiedades mecdnicas y reoldgicas.
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Cuadro 4. Mezclas de polisacaridos con 20 y 30% de WPC 80 a pH 7.

GBA* (%) Observaciones KC (%) Observaciones
WPC 20% WPC 30% WPC 20% WPC 30%
0.1 NG NG 0.1 NG NG
0.5 G (+): HT G (+); HT 0.5 G (+); HT G (+); HT
0.8 G (++); HT G (++); HT 0.8 G (+++); HT G (++); HT
1 G (+++); HT G (++); HT 1.0 G (+++); HT G (++); HT
GAA** (%) |  WPC 20% WPC 30% AC (%) WPC 20% WPC 30%
0.1 NG NG 0.1 NG NG
0.5 G (+); HM G (+); HM 0.5 NG NG
0.8 G (++); HM G (++); HM 0.8 NG NG
1.0 G (++); HM G (++); HM 1 NG NG

* Geles quebradizos; ** Geles elasticos; HT= Heterogéneos; HM = Homogéneos, NG = no
gelifica; G = gelifica, +, ++ y +++ indican un aumento de firmeza.

Los geles formados con GAA, fueron elasticos y homogéneos; no se observo
separacion de fases y para una mayor concentracibn de polisacarido se
obtuvieron geles mas firmes. Los geles formados con GBA fueron quebradizos y
heterogéneos, es decir, hubo partes del gel en las que se encontraron agregados
de la mezcla proteina-polisacérido y en otras partes agua-polisacarido para las
diferentes concentraciones de gelana. La GAA tiene un voluminoso sustituyente
L-glicerilo, localizado en el interior de la doble hélice. Esto altera los puentes de
hidrogeno dentro y entre las dobles hélices y enmascara estéricamente los grupos
glucurénicos alterando la unién de cationes como el potasio (Jay et al. 1998;
Kasapis et al. 1999), lo que puede explicar las débiles propiedades gelificantes de
la GAA ya que los voluminosos grupos acetilo y glicerilo previenen la asociacion
cercana entre las cadenas de la formacion de la doble hélice y dificultan el
empaquetamiento de las uniones cruzadas en la red tridimensional. La GAA es
tratada con un alcali a altas temperaturas para remover los grupos acilo y obtener
la forma desacilada (Mao et al. 2008), la cual produce geles duros, no elasticos y
guebradizos.

Con la kC los geles obtenidos fueron quebradizos y mas heterogéneos que
los geles formados con GBA. El mecanismo de gelificacién de la k-carragenina
ocurre en un proceso de dos etapas; a partir de hebras aleatorias o bien de un
estado desordenado a la formacion de hélices o bien estado ordenado, seguido
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por la agregacion de cada una de estas hélices para formar redes al presentarse
el enfriamiento (Rochas & Rinaudo 1980). La gelificacion de kC esta fuertemente

influenciada por el tipo de iones en solucion especialmente por el ion potasio.

Si las proteinas y los polisacaridos muestran una atraccion neta, usualmente a
través de interacciones electrostaticas, cuando tienen grupos con cargas
opuestas, ocurre la coacervacion compleja o una separacion de fases asociativa,
dando lugar a la formacién de complejos proteina-polisacarido, o bien, la mezcla
se separa en dos fases: la fase inferior contiene el complejo proteina polisacarido
y la fase superior contiene principalmente al disolvente (Ye, 2008).

Polisacarides Proteinas
,;'!. % > o0
. o8
+ .o ®®
s »

EE N

Incompatibilidad Co-solubilidad  Complejos

Separacion sy separacion - Solible nsolubla
de fases fetases (separacion da
fases)

Figura 17. Principales tendencias en la interaccion en sistemas de proteinas-
polisacéaridos (Ye, 2008).

Con respecto a la heterogeneidad en los geles formados con GBA y kC se ha
demostrado que las mezclas de proteinas y polisacaridos son inestables, como se
observa en la Figura 17. A pH neutro, como el de este trabajo, tanto las proteinas
del suero como los polisacaridos anionicos, se encuentran cargados
negativamente por lo tanto hay una repulsién electrostatica entre ambos. Ademas,
cada uno muestra una afinidad variable hacia el disolvente y dependiendo de la
concentracion, ya sea de WPC como de polisacarido, estos sistemas muestran un
comportamiento diferente, resultando ya sea en una co-solubilidad o bien en
formacion de complejos. Los geles con GBA al tener una concentracion de 20 %
de WPC y 0.5 % de GBA muestran una co-solubilidad, ya que existen zonas en
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donde se observa hay interaccion de las proteinas, con el polisacérido y en otras
zonas solo se observan pequefios espacios transparentes los cuales se
consideran son polisacéarido y disolvente, a medida que aumenta la concentracion
de polisacarido se observa un sistema mas homogéneo sin embargo se sigue
observando co-solubilidad. Al aumentar la concentracion de WPC el sistema es
mas inestable y los geles formados son mas débiles, observando también un
fendbmeno de co-solubilidad. Los geles con k-C, son sistemas de mayor
heterogeneidad que los de GBA. En éste caso, al tener una concentracion de 20%
de WPC y concentraciones de k-C de 0.5% y 0.8% se observo hay una formacion
de complejos (insoluble), es decir, se exhiben dos fases: una rica en proteina que
se observa en el fondo del tubo y otra rica en polisacarido. A esta misma
concentracion de WPC y con una concentracion de k-C del 1% hay formacion de
complejos: proteina-polisacarido y polisacérido-disolvente sin resultar este en una
separacion de fases. A concentraciones de 30 % de WPC, se observa una co-
solubidad, exceptuando en el gel con 0.8 % de k-C en el cual se distingue una
separacion de fases: una rica en proteina (fase inferior) y otra rica en polisacarido

(fase superior).

En la GAA el voluminoso grupo glicerol tiene efectos estabilizantes en la
estructura de la doble hélice ya que los tres atomos de oxigeno en el grupo
glicerol estabilizan la estructura de la doble hélice formando cuatro nuevos
puentes de hidrégeno inter o intracatenarios (Kassapis et al. 1999). Puede ser por
esto que a pesar de que los geles de GAA son normalmente mas suaves que los
de GBA, la estructura de los primeros es mas estable, lo cual puede explicar
también el hecho de que al mezclar GAA con proteinas del suero los geles
resultantes son homogéneos.

En el caso de los geles con kC, en otros estudios (Ould Eleya, 1999) se
observé que mezclas preparadas con B-Ilg y kC a 45 °C forman un sistema
homogéneo aun a altas concentraciones de proteina. Estas mezclas al ser
llevadas a 90 °C muestran un perfil bifasico, sin embargo, esta temperatura es la
requerida para una completa desnaturalizacion de la B-lg y la formacion de
agregados. Por lo tanto, a 90 °C se ve totalmente favorecida la incompatibilidad
termodinamica de la B-Ig y la kC. Este fendbmeno ocurre en el presente trabajo y

puede explicar la heterogeneidad de los sistemas WPC/GBA.
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La compatibilidad entre proteinas y polisacaridos aparece donde éstos forman
complejos solubles estabilizados por interacciones electrostaticas y puentes de
hidrogeno. La incompatibilidad ocurre cuando se inhibe la formacién del complejo
proteina-polisacérido. La separacion de fases en disoluciones mixtas de los
biopolimeros estudiados es muy sensible a factores de entropia provocados por el
volumen de exclusion de las macromoléculas. Ademas, la incompatibilidad de los
biopolimeros incrementa las condiciones favorables para la autoasociacion y la
ampliacion de las macromoléculas, por ejemplo, la transiciébn conformacional de
hebra a hélice (Tolstoguzov, 1991), afiadiendo también a esto la temperatura,

concentracion, pH y fuerza ionica.

PROPIEDADES MECANICAS

La comprension uniaxial es una prueba utilizada para determinar las
propiedades mecanicas en alimentos sélidos y semisdlidos debido a que la
muestra no necesita sujetarse (Rodriguez-Hernandez, 2006). Los alimentos son
materiales viscoelasticos y las curvas esfuerzo-deformacion que se generan no
son lineales. De las pruebas mecanicas realizadas a los geles se trazé para cada
uno la curva esfuerzo-deformacion a partir de la cual se obtuvieron los valores de
esfuerzo de fractura, deformaciéon de fractura y médulo de Young o médulo de
elasticidad. Cabe mencionar que debido a la heterogeneidad de los geles con
GBA y kC y a las dificultades que presentaron los geles con GAA para ser
sometidos a compresion mecanica debido a que se colapsaban, al realizar las
pruebas por duplicado en la mayoria de los casos los valores obtenidos para cada
repeticion fueron muy diferentes entre si, por lo que en el analisis estadistico de
los valores obtenidos existe una gran diferencia en la mayoria de los casos
(Apéndice B, Cuadros 6, 7 y 8). No obstante, con la finalidad de mostrar el
comportamiento esfuerzo-deformacion de todos los sistemas estudiados, se
muestran las curvas de los geles que mostraron mayor homogeneidad y en el
caso de GAA mayor firmeza para no colapsarse por su propio peso. En estos
casos se tomaron en cuenta los valores de esfuerzo de fractura, deformacion de
fractura y modulo de Young, E, obtenidos de dichas curvas para describir su

comportamiento mecanico.
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En la Figura 18 (A, B, C y D) se muestran las curvas esfuerzo-deformacion
obtenidas para cada sistema estudiado. Todos los sistemas muestran diferentes
comportamientos de acuerdo con el tipo de polisacarido utilizado y a las diferentes
concentraciones utilizadas de ambos componentes. En la Figura 18 (A) se
muestran las curvas esfuerzo-deformacion para los geles de WPC y GBA. Para
cada concentracion de WPC, 20 y 30%, al aumentar la concentracién de
polisacéarido, aumento el esfuerzo de fractura. Sin embargo, para 20% de WPC y
con las tres diferentes concentraciones de GBA los esfuerzos de fractura fueron
mayores que para los geles con 30% de WPC (Apéndice B, Cuadro B1). Esto
puede atribuirse a que probablemente se favorezca la competencia entre los dos
componentes por interaccionar con el disolvente ya que ambos tienen diferente
afinidad por al agua. Ademés, se sabe que estos dos componentes son
termodinamicamente inestables y al existir una mayor concentracion de WPC en
el medio, lo cual conlleva a una mayor cantidad de iones, resulta un sistema mas
inestable de lo que ya es (Antonov et al. 1996; Picullel & Nilsson, 1995). Con
respecto a la deformacién de fractura, no se observdO un comportamiento
caracteristico de las curvas, esto es, que la deformacién se haya visto afectada
por la concentracion de WPC o de GBA, ya que los valores de deformacién de
fractura obtenidos son muy variados (Apéndice B, Cuadro B2). Los geles de kC y
WPC tuvieron el mismo aspecto que los geles con GBA; firmes y quebradizos.

En la Figura 18 (B), se observa que para ambas concentraciones de WPC el
esfuerzo de fractura aumenta al incrementar la concentracion de polisacérido.
Los esfuerzos de fractura son menores para los geles con 30% de WPC que para
20% (Apéndice B, Cuadro B1). Asimismo, para 20% de WPC con 0.5 y 0.8% de
KC las deformaciones fueron mayores que para los geles con 30% de WPC,
exceptuando en los geles con la mayor concentracion de kC (Apéndice B, Cuadro
B2), ya que el gel con 30% de WPC y 1% de kC soporté una mayor deformacion
antes de fracturarse. Esto quiere decir que es un gel mas débil que el que
contiene 20% de WPC. El resto de los geles con 20% de WPC son ligeramente
mas rigidos que para una concentracion mayor de WPC. Por lo tanto, al igual que
en el caso de los geles con GBA, una mayor concentracion de WPC promueve
una competencia por los iones presentes en el medio lo cual tiene como efecto

gue los geles formados sean de menor firmeza.
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Los geles con WPC y GAA soportaron deformaciones mayores de 1.2 (Figura 17
C). Solo en el caso del gel con la menor concentracién de suero y de polisacarido
(WPC 20% + GAA 0.8%) hubo fractura. Sin embargo, el esfuerzo necesario para
fracturarlo es de 23.30 KPa, el resto de los geles no fueron fracturados a pesar de
soportar mayores deformaciones que el anterior. Por lo tanto, se puede decir que
son geles muy flexibles, ya que pueden llegar a deformarse sin llegar a la fractura.
Al aumentar la velocidad de compresion hasta 400 mm/s fue posible fracturar
estos geles (Figura 17 D). Los esfuerzos de fractura fueron similares para WPC
30% + GAA 0.8%, 1% y WPC 20% + GAA 1%; 0.55, 0.53 y 0.54 KPa,
respectivamente. Para el gel con 30% de WPC y 0.8% de GAA se requirié un
esfuerzo de fractura menor que en los anteriores; 0.36 KPa. Sin embargo, la
deformacion de fractura fue similar en los cuatro casos (Apéndice B, Cuadro B2).

En general, el comportamiento mecénico de estos geles fue muy variado y por
lo tanto el utilizar diferentes polisacaridos  muestra un comportamiento
caracteristico. Los geles con GBA y GAA no mostraron una tendencia con
respecto al aumento de la concentracion de WPC o de polisacarido, mientras que
para los geles con kC el comportamiento de las curvas esfuerzo-deformacion si
mostro una tendencia con respeto al aumento de la concentracion de polisacérido.
Con respecto a los valores de deformacion de fractura, es destacable la diferencia
que existe entre los geles de GBA y kC con los de GAA. Los geles con GBA
soportaron deformaciones no mayores de 0.2, los geles con kC comenzaron a
fracturarse a partir de 0.3, pero no mas alla de 0.5, mientras que los geles con
GAA soportaron deformaciones mayores de 1.0 lo cual muestra su gran
flexibilidad.
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Figura 18. Curvas esfuerzo-deformacion para las mezclas WPC-polisacaridos; GBA (A), kC (B) y GAA (C, D).
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Esto indica claramente las diferencias entre un gel fuerte y rigido, lo cual le da esa
caracteristica de ser quebradizo con esfuerzos de fractura grandes que soportan
deformaciones pequenas como lo son los geles con GBA y kC y los geles suaves,
débiles y flexibles que pueden soportar grandes deformaciones como los geles con
GAA. Sin embargo, la gran flexibilidad de estos geles permite que tengan esfuerzos
de fractura similares a los de los geles firmes con GBA y kC o bien que para ser

fracturados se necesite aumentar la velocidad de compresion.
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Figura 19. Determinacion del Médulo de Young a partir de la curva esfuerzo-deformacion.
En este caso E = 13252 Pa con un coeficiente de correlaciéon r?=0.8017.

Para el calculo de el Modulo de Young se realiz6 una regresién polinomial a cada
curva (esfuerzo-deformacion), con la finalidad de obtener los datos que caen dentro
de ésta curva y eliminar el error para asi obtener una pendiente con un r?> mas
aceptable (Figura 20 y 21), y como consecuencia de esto, y como se puede observar
(Apéndice B, Cuadro B3), los moédulos calculados directamente de la curva fueron
diferentes de los calculados con la curva suavizada. Sin embargo, Estos resultados
se consideraron aceptables y por lo tanto se reportan aqui como médulos de Young

de cada mezcla.
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En los geles de WPC con GBA y kC hubo un aumento de los moédulos de Young
al aumentar la concentracion de polisacarido (Apéndice B, Cuadro B3). Dicho de otra
forma, al tener en los geles una mayor concentracion de polisacarido se pueden
aplicar mayores esfuerzos y el gel volver a su estado inicial al retirar la fuerza. Al
sobrepasar estos valores, la estructura del gel es modificada internamente y por lo
tanto es imposible regresar a su forma original. Sin embargo, para 30% de WPC, E
fue menor lo cual muestra que estos geles fueron mas débiles debido
probablemente a la competencia por el disolvente que se favorece en estos
sistemas. En el caso del gel con 30% de WPC y 0.8% de GBA, E fue menor que con
20% de WPC y la misma concentracion de polisacarido; 6.57 kPa y 8.92 kPa,
respectivamente. Para los geles con WPC y GAA sucede lo mismo; los valores de E
son mayores para aquellos que contienen 20% de WPC, pero en este caso al
aumentar la concentracion de polisacéarido, E disminuy6 (Apéndice B, Cuadro B3).
Ademas, los geles con GAA, tienen valores de E menores que aquellos geles con
GBA y kC y disminuyen mas al aumentar la velocidad de compresion para la cual si
hubo fractura (Apéndice B, Cuadro B2). Estos geles son muy flexibles y soportan
mayores deformaciones que los demas, y por lo tanto el valor de sus médulos de
Young es mas pequefio que aquellos geles mas rigidos, es decir, los geles de GAA
tienen menor dificultad para ser deformados que los geles con GBA y kC y con

mayor razon si se aumenta la velocidad de compresion.

PROPIEDADES REOLOGIAS

Barridos de deformacién y de frecuencia

Los barridos de deformacion permiten distinguir los geles “fuertes” de los
“débiles”. En ambos el espectro que se obtiene es esencialmente el mismo, con G’
(médulo de almacenamiento) mayor que G” (médulo de pérdida). Sin embargo, la
dependencia de estos moédulos con la deformacion es muy diferente para cada tipo
de gel. El barrido de deformaciéon es utilizado también para determinar la zona de
viscoelasticidad lineal (ZVL), zona en la cual la relacion esfuerzo-deformacion es
lineal y por tanto las funciones materiales no dependen de dichas variables.

En la Figura 22, se muestran los barridos de deformacion de cada mezcla de
WPCl/polisacarido. Los geles con 20% de WPC y 0.5y 1.0% de GBA mostraron una
amplia ZVL, pero para deformaciones menores que el gel con 0.8 % de GBA el cual

a pesar de soportar deformaciones mayores, tuvo una ZVL mas estrecha que no fue
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mas alla de 1%. Después, ambos modulos comenzaron a depender fuertemente de
la deformacion, con valores menores por debajo de los modulos de los geles de las
otras mezclas. Esto muestra que los geles con un caracter mas elastico son mas
sensibles a la deformacion que aquellos que soportan mayores deformaciones. Para
este mismo polisacérido con 30% de WPC, el gel con 1% de GBA mostré una ZVL
mas amplia que para los geles con 0.5 y 0.8%. En este caso sucedi6 lo contrario
para el gel con 0.8% de GBA, ya que es el que soportd menores deformaciones
teniendo una ZVL entre 0.01 a 0.1%. Sin embargo, sus modulos fueron 10 veces
mayores que para el gel con 0.5y 1.0% de GBA en los cuales la ZVL fue de 0.1 a
1% de deformacion. Por lo tanto, los comportamientos reolégicos de estas mezclas
fueron muy variados y no se observé una tendencia hacia un aumento de la
concentracion ya sea de WPC o bien de polisacérido.

En los sistemas con KC, los geles con menor concentracién de WPC tuvieron una
ZVL desde 0.01 hasta 0.1% de deformacién con 0.8 y 1% de polisacarido. El gel con
0.5% de kC mostré una mayor resistencia a la deformacién. En los geles con 30%
de WPC, la ZVL fue la misma para las tres concentraciones de kC. En general, la
ZVL es del mismo orden de magnitud para ambas concentraciones de WPC, pero su
limite se extiende hacia mayores deformaciones al tener una mayor cantidad de
WPC y por lo tanto, al soportar deformaciones mas altas su caracter elastico es
menor que para menores concentraciones de WPC. La ZVL para los geles formados
con GAA ademas de ser muy amplia, 0.1 a 10%, fue igual para ambas
concentraciones de WPC y las diferentes concentraciones de polisacarido. Ademas,
estos geles soportaron mayores deformaciones que los de las mezclas anteriores,
esto quiere decir que son geles mas débiles que los anteriores al tener una ZVL

amplia y a mayores deformaciones.
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Figura 22. Barridos de deformacion de los sistemas analizados de WPC/Polisacaridos
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En la Figura 23, se muestran los barridos de frecuencia para las mismas mezclas.
Como se observo en los barridos de deformacion, en todos los sistemas G™ fue
mayor que G”’, lo cual es caracteristico de un gel, sin embargo, cada sistema tuvo
un comportamiento diferente y no en todos los casos los médulos G™ y G” fueron
independientes de la frecuencia

Los geles con GBA tuvieron médulos con valores superiores de 1 KPa. El barrido
de deformacién de los geles con 0.5 y 1.0% de GBA mostré que son mas fuertes ya
gue son mas sensibles a la deformacién. Esto es congruente con el valor de sus
modulos, ya que son mas grandes que los del gel con 0.8% de GBA cuyo G’ es mas
dependiente de la frecuencia. En el caso de los geles con 30% de WPC sucedié lo
contrario, esto es, el gel con 0.8% de GBA mostro valores de modulos mas altos (> 1
KPa) lo cual no sucedié con 20% de WPC. Sin embargo, si es caracteristico que
siguid siendo altamente dependiente de la frecuencia y por otro lado los geles con
0.5 y 1% de GBA resultaron tener modulos con valores menores. No se logra
identificar algiin comportamiento caracteristico de estos geles con la concentracion
ya sea de suero de leche o de polisacarido. Ademas, es destacable también, sobre
todo con este polisacérido la variacion entre los datos obtenidos con respecto a la
repeticion de las pruebas ya que el andlisis estadistico de las pruebas realizadas
muestra una desviacibn grande entre cada repeticion. Esto se debe a la
heterogeneidad de los geles, que ademas influye altamente en el comportamiento
reolégico de los mismos el cual es muy variable resultando ser un sistema
demasiado complejo para analizar.

En los geles con kC, se observé que para ambas concentraciones de WPC el
valor de los modulos aumentd al ser mayor la concentracion del polisacarido. Esto
es, a mayores concentraciones de kC, los geles mostraron un comportamiento mas
elastico. Para frecuencias menores de 1 rad/s, se observo cierta dependencia de G,
pero comienza a ser independiente al aumentar la frecuencia. Para ambas
concentraciones de WPC los valores de los mddulos son practicamente similares,
por lo tanto el comportamiento reolégico en estas mezclas depende mas de la
concentracion de polisacarido tomando en cuenta que de acuerdo con sus barridos
de deformacion una mayor concentracion de WPC produjo geles mas débiles. Esto

€S congruente con su comportamiento mecanico.
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Figura 23. Espectros mecanicos de los sistemas analizados de WPC/polisacaridos
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En los geles con WPC y GAA, también se observa, que los mdédulos para la
menor concentracion de WPC son similares a los que tienen 30% de WPC y en esta
altima aumentan al ser mayor la concentracion de polisacarido ya que al tener 20%
de WPC los médulos para el gel con 0.8% de GAA estan por arriba que el de 1% de
GAA. Comparado con los geles de los sistemas anteriores, estos muestran modulos
por debajo de 1000 Pa e incluso G” llega a tener valores menores de 10 Pa para el
caso de la menor concentracion de GAA. Ademas, se observa que a partir de 1 rad/s
muestran una mayor dependencia de la frecuencia lo cual es mas caracteristico en
los geles con menor concentracion de WPC, en si estos geles se consideran débiles
y mas aun al tener 20% de WPC, ya que ademas no son geles que puedan

autosostenerse.

FUERZA IONICA

El comportamiento funcional de las proteinas de suero de leche al igual que de los
polisacaridos se ve afectado por una serie de fuerzas intrinsecas y extrinsecas.
Factores intrinsecos son por ejemplo, la composicion de aminoacidos, la
conformacién, el tamafio molecular, la flexibilidad, la carga neta y la hidrofobicidad
de las moléculas de proteina o bien del polisacérido. Entre los factores extrinsecos
se encuentran la temperatura, el pH, las sales y la concentracién de macromolécula.
Por lo tanto la informacion acerca de la relacién entre las propiedades intrinsecas y
extrinsecas es de gran importancia para comprender la conducta funcional de
sistemas en donde se encuentran mezclados proteinas y polisacaridos. Dado que
los iones presentes en una disolucion determinan en gran medida las propiedades
de aquellos iones participantes en un equilibrio quimico, es necesario establecer
cuantitativamente la presencia de los iones en una disolucién. Lewis y Randall
propusieron el concepto de fuerza ionica:

| = EleiZCi
2

donde C es la concentracion del elemento en mol/L y z la carga del elemento. Segun
la ecuacion anterior una disolucién presenta un valor elevado de fuerza idnica si la
concentracion de iones es muy grande o su carga lo es también y viceversa, por lo
que el valor de la fuerza ionica se asocia con una abundancia relativa de especies
iGnicas. Se calculo la fuerza idnica para los sistemas WPC/polisacarido estudiados,
determinando el contenido idnico en cada uno de los sistemas (Apéndice B, Cuadros
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10, 11y 12) y se usO la ecuacién propuesta por Lewis y Randall. En el Cuadro 5 se

muestran los valores de fuerza idnica para cada sistema.

Cuadro 5. Fuerza i6nica (mol/l x10%) de los sistemas WPC-Polisacarido.

Polisacarido (%) GBA GAA KC
WPC 20% | WPC 30% | WPC 20% | WPC 30% | WPC 20% | WPC 30%
0.1 4.217 6.331 4.217 6.291 4.218 8.832
0.5 4.217 6.331 4.217 6.331 4.277 8.832
0.8 4.217 6.331 4.217 6.332 4.218 8.832
1.0 4.217 6.331 4.218 6.332 4.218 8.833

Se observa un ligero aumento de la fuerza iénica al utilizar diferentes
polisacéaridos. Las mezclas con 20% de WPC tuvieron la menor fuerza iénica sin
importar el polisacarido. Las mezclas con 30% de WPC y kC tuvieron la mayor
fuerza ionica. El contenido de WPC aumento la fuerza idnica considerablemente, sin
embargo, el aumento de la concentracion de polisacarido produjo practicamente la
misma fuerza i6nica. Esto significa que las proteinas del suero tienen mayor
influencia debido a que su contenido de iones modific6 notablemente la fuerza
ionica. De esta forma, el cambio en el contenido de proteina afectard en mayor
medida las propiedades mecénicas y reoldgicas de los geles. Este efecto es mas
notable en las mezclas con kC, para las cuales una mayor concentracion de WPC
condujo a la formacion de geles mas débiles debido a la inestabilidad que se
presentd en estas mezclas. Este comportamiento puede atribuirse al efecto de un
exceso de concentracion de WPC. Estudios anteriores han reportado que al
aumentar la fuerza idnica en estos sistemas se induce una mayor inestabilidad
(Antonov et al. 1996, Picullel et al. 1995). Es probable que para los geles con GAA,
este sistema sea mayormente afectado por la interaccion proteina-polisacarido, lo
mismo puede suceder el caso de los geles con GBA en donde ademas su
comportamiento mecanico y reolégico es muy variado, sin embargo, para poder
confirmar esto, se deben realizar mas estudios.

Se utilizaron los diagramas de transicion sol-gel de los polisacaridos GBA y kC
(Apéndice B, Cuadros 8 y 9, respectivamente), con la finalidad de poder confirmar de
alguna manera qué tipo de interacciones son las que afectan estos sistemas. En la

Figura 24 se muestra el diagrama de transicion sol-gel de GBA para la sal de potasio
en el cual se incluyeron los valores de actividad total ar en el sistema WPC-GBA

(Apéndice B, Cuadro B10) a la temperatura de 25 °C. Se observa que los valores
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incluidos caen en la zona del diagrama que corresponde a la fase “SOL”, fase en la
cual para estos valores de ar y 25 °C no hay formacién de gel. Por ello se puede

decir que la GBA es mas afin a las proteinas que al i6n potasio para la formacion de
geles vy por tanto esta afinidad con las proteinas le confiere cierto comportamiento

mecanico y reoldgico.
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@ Calentamiento® Enfriamiento, OWPC 20 + GBA 0.1, OWPC 20 + GBA 0.5, QVPC 20 + GBA
0.8,0 WPC 20 + GBA 1, ¥ WPC 30 + GBA 0.1, ¥ WPC 30 + GBA 0.5, ¥ WPC 30 + GBA 0.8,
VWPC30+GBA1
FIGURA 24. Diagrama de transicion sol-gel de la Gelana de Bajo Acilo para la sal de
potasio. Se muestran también las intersecciones de los valores de Concentracion iénica total
de los sistemas WPC-GBA. (Shi X., 1984).

En la Figura 25 se muestra el diagrama de transicion sol-gel de la k-carragenina
con las inclusiones correspondientes a la actividad total ar de los sistemas WPC-
KC a 25 °C (Apéndice B, Cuadro B11). En este caso estos valores si caen en la zona
correspondiente a la fase “GEL”, por lo tanto a estos valores de ar, los sistemas de

WPC-kC forman geles, lo que indica que la afinidad hacia el i6bn potasio es

predominante en este sistema y ademas como se observo en los valores de fuerza
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iGnica, es en estos geles donde se observa un mayor aumento de la fuerza iénica al
aumentar la concentracion de WPC lo cual confirma aun mas el efecto de los iones
en este sistema. Es importante destacar que los geles formados con GBA fueron
mas homogéneos que los geles con kKC. Esta mayor homogeneidad se atribuye a
una mayor afinidad de GBA con las proteinas para la formacion del gel. En el caso
de kC hubo menor homogeneidad y esto podria atribuirse al mayor efecto de los
iones para la formacion de gel lo cual conduce también a una mayor incompatibilidad

termodinamica.

102 E
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® Calentamient) EnfriamientoO WPC 20 + kC 0.50 WPC 20 + kC 0.8,0 WPC 20 + kC 1,
v  WPC30+kCO0.5¥ WPC30+kCO0.8,¥ WPC 30 +«kC 1.
Figura 23. Diagrama de transicion sol-gel de k-carragenina para la sal de potasio. Se
muestran también las intersecciones de los valores de Concentracion iénica total de los
sistemas WPC-kC. (Shi X., 1984).
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APLICACIONES

En general, el estudiar el comportamiento reoldgico de las mezclas de proteinas del
suero de leche y polisacéaridos gelificantes nos permite obtener mayor informacion
para su adecuada y eficiente aplicacion en la industria alimentaria. Los sistemas de
WPC y kC son los mas conocidos en esta industria, sin embargo es aun necesario
seguir estudiando mas a fondo estos sistemas, para lograr una mejor interaccion
con otros componentes (azucares simples, lipidos y otros aditivos), al ser utilizado
en la formulacion de un producto alimenticio, como lo es en productos carnicos
(carnes procesadas: carne molida para hamburguesas, embutidos de res, pollo o
bien de pescad, productos para congelar, etc.), en donde se busca estabilizar
emulsiones, mejorar textura, evitar sinéresis, asi como lograr disminuir el contenido
de grasa sin afectar la textura y sabor del producto; en panaderia, bebidas lacteas,
helados, sopas y aderezos también se puede utilizar para estabilizar emulsiones,
impartir textura y debido a su alto contenido proteico, se aumenta el valor nutricional.
En si la kC, puede ser utilizada por si sola y llevar acabo las funciones anteriormente
mencionadas, sin embargo, al ser utilizada en conjunto con WPC, se puede tener
una mayor efectividad de dichas funciones al igual que encontrar nuevas
aplicaciones. En los sistemas con WPC y GBA no se conoce hasta ahora estudios
sobre su comportamiento reoldgico ni tampoco que este tipo de sistema sea utilizado
para la elaboracién de algun producto alimenticio. Ademas de ser geles firmes, tiene
la ventaja der tener mayor estabilidad que los geles con WPC y kC y pueden ser
utilizados con la misma finalidad y en el mismo tipo de productos e incluso si se
llegara a un sistema mas estable podria ampliarse sus aplicaciones. De acuerdo a
los resultados en este trabajo, una desventaja que presentan estos sistemas, es que
al tener una mayor concentracion de WPC el sistema se vuelve mas inestable, lo
cual puede limitar sus aplicaciones. Las caracteristicas débiles y suaves de los geles
con WPC y GAA, pueden ser muy bien aprovechados en la elaboracién de postres
tipo natillas, rellenos para pasteles e incluso postres y bebidas lacteas en donde se
sustituya en gran parte la leche por el WPC, ya que son geles muy estables y
ademas resultaria en un alimento altamente nutritivo debido a la calidad de las
proteinas presentes en el WPC. La flexibilidad que exhibe estos geles, puede ser

aprovechada para su posterior estudio en biopeliculas.
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CONCLUSIONES

e EI concentrado de proteinas de suero de leche en polvo no posee
propiedades gelificantes bajo las diferentes condiciones de temperatura, pH y
fuerza idnica. Sin embrago mediante estas pruebas se establecio la
temperatura de 90 °C y pH de 7, condiciones en las cuales tanto la a-
lactoalbumina y la B-lactoglobulina estan sometidas a una extensa
desnaturalizacion y de esta forma pueden interaccionar estando con otro
componente. Asi también se eligieron las concentraciones de 20 % y 30 % de
WPC, ya que a partir de estas concentraciones comienza la formacion de
agregados de proteinas, lo cual es un paso clave para la formacion de geles.

e Las pruebas mecanicas y reoldgicas permitieron hacer una distincion entre los
geles obtenidos de las mezclas de WPC/GAA, WPC/GBA y WPC/kC.

e Las mezclas de WPC/GBA y WPC/kC producen geles firmes, quebradizos y
tanto en su comportamiento mecénico como reoldgico, muestran soportar
bajas deformaciones debido a su firmeza.

e Son geles heterogéneos debido a que son sistemas termodinamicamente
inestables y mas aun a las condiciones de temperatura y pH en las que se
trabaj6. Un aumento de la concentracibn de WPC favorece una mayor
inestabilidad ya que da lugar a una competencia de ambos biopolimeros por
el disolvente produciendo asi geles mas débiles. Esto es mas visible en su
comportamiento mecanico.

e Los geles formados con GAA son débiles, suaves y flexibles, lo cual es
caracteristico de este polisacarido. Son geles homogéneos, esto se atribuye
que puede ser debido a la estructura de la GAA (el grupo glicerol tiene sus
efectos estabilizadores en la estructura de la doble hélice) lo cual permite sea
mas estable al interaccionar con las proteinas del suero.

¢ El efecto del aumento en la concentracion del polisacarido es mas distinguible
en los sistemas de WPC/kC y WPC/GAA, para cada caso al aumentar la
cantidad del polisacarido, en su comportamiento mecanico hay un aumento
de los valores de fractura y del modulo de Young y en su comportamiento

reolégico se muestra un aumento de los valores de los modulos G’y G”.
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En los sistemas con WPC/GBA no es posible distinguir este efecto ya que
tanto su comportamiento reolégico como su comportamiento mecanico es
muy alterno.

El contenido de WPC aumenta la fuerza i6nica de estos sistemas
considerablemente, este efecto es mas destacable en los sistemas WPC/kC.
El aumento de la concentracion de polisacéarido no afecta el valor de la fuerza
ionica en ninguno de los 3 sistemas, se tienen valores practicamente iguales.
La utilizacion de los diagramas sol-gel de los polisacaridos GBA y kC permitio
determinar que la GBA tiene mayor afinidad por las proteinas para la
formacién de geles tiene mayor afinidad por el i6n potasio para la formacion
de geles, en el caso de los geles con kKC predomina la afinidad hacia el ién
potasio.

Conocer el tipo de afinidad en estos sistemas, nos ayuda a entender aun mas
la homogeneidad y heterogeneidad. Esto es que posiblemente para la
formacion de geles en estos sistemas, la afinidad hacia proteinas favorezca
sistemas termodinamicamente mas estables y por el contrario la afinidad

hacia los iones favorecen una inestabilidad termodinamica.
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APENDICE A

TRATAMIENTO DE DATOS
Determinaciones mecanicas

Los datos primarios obtenidos de la maquina de pruebas mecanicas son fuerza
(Ibf) y tiempo (min). Con estos datos se calculé el esfuerzo normal verdadero, oy, en
Pascales y la deformacion relativa normal verdadera, €y, que es adimensional. Para
ello fue necesario considerar que para la fuerza (F) o carga aplicada a cierto objeto
se divide entre el area transversal inicial (A) del material que opone un esfuerzo
normal, ecuacion (1), y a su vez el objeto sufre una deformacién normal absoluta

que se expresa en relacion con su longitud inicial (AL) por medio de la ecuacion (2).

c=— (2)

AL=L,-L )

donde Lo es la longitud inicial del objeto y L es la longitud del objeto al tiempo t
durante o en cualquier instante de la deformacion. El esfuerzo normal nominal (o) se

calcul6 con la ecuacion (3) y la deformacion relativa nominal (€) con la ecuacion (4).

F
°7 R? ®)
o= @)

donde R es el radio del objeto. La deformacion dada por la ecuaciéon (4) es llamada
de ingenieria 0 deformacion de Cauchy. EL esfuerzo normal verdadero (oy) se
calculdé con la ecuacién (6) y la deformacion relativa normal de Hencky (ey) con la
ecuacion (8).

o, = LLO -AL) = c{l— iL} (5)

oy, =0(l—-¢) (6)
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£, =—In[1—AL} (7)

gy =—In(l—¢) (8)

La deformacion de Hencky, ecuacién (8), es una medida mas conveniente de la
deformacion porque toma en cuenta el cambio de area transversal durante la
comprension. Sin embargo, esta basada en la consideracion de que el volumen del

objeto permanece constante durante la comprensién (Escamilla — Loeza, 2006).

Concentracion iénica total

La concentracién ionica total esta dad por:

Cr=Cs+ 'ycp (9)
donde Ct es la concentracion ionica total, Cs es la concentracion total de iones, los
presentes en el polisacarido, mas los presentes en el polimero, y es el coeficiente de
actividad promedio, (y orden + y desorden)/2, cuyo valor depende del i6n y del
polimero. El coeficiente de actividad promedio es 0.76 para GAA y 0.55 para kC,
ambos para la sal de potasio, y Cp es la concentracion de polimero. En el diagrama

de trasncioén sol-gel, Ct se grafica en escala logaritmica. La temperatura en grados

Celsius se expresa en Kelvin y se grafica su inverso, segun la siguiente ecuacion:

1

THK™Y) = VIR
C+273.15 (10)
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APENDICE B

Analisis estadistico

En los siguientes cuadros se muestra el analisis estadistico para los resultados de
las pruebas mecéanicas. Este andlisis se hizo para los esfuerzos de fractura,
deformacion de fractura y médulo de Young. Se calcul6 la desviacion estandar y el
coeficiente de varianza, mostrando con estos valores la dispersion de los datos
obtenidos entre cada repeticibn realizada a los diferentes sistemas
WPCl/polisacéridos.

Los valores obtenidos de la repeticion 2 son los utilizados para el analisis de los
resultados de los sistemas WPC/polisacaridos, ya que estos valores fueron
obtenidos a partir de la parte de los geles donde se observo fisicamente una mayor
interaccion de las proteinas del suero y los diferentes polisacaridos. Para el andlisis
de los médulos de Young, se utilizaron los valores obtenidos por medio de la

regresion polinomial realizada a las curvas esfuerzo-deformacion.

Cuadro B1. Analisis estadistico de los valores de esfuerzo de fractura de las
mezclas WPC/polisacarido.

Mezcla oy (kPa) Xoy(kPa) | DS (kPa) | CV (%)
1 2
WPC 20% + GAA 0.8% 8.44 23.3 15.9 10.5 66.2
WPC 20% + GAA 1.0% 9.00 11.75 104 1.94 18.7
WPC 30% + GAA 0.8% 9.40 8.17 8.79 0.873 9.93
WPC 30% + GAA 1.0% 2.65 4.39 3.52 1.23 34.8
WPC 20% + GAA 0.8% (VM) 0.557 0.332 0.445 0.159 35.7
WPC 20% + GAA 1.0% (VM) 0.685 0.531 0.608 0.109 18.0
WPC 30% + GAA 0.8% (VM) 0.363 0.625 0.494 0.185 375
WPC 30% + GAA 1.0% (VM) 0.541 0.443 0.492 0.699 14.2
WPC 20% + GBA 0.5% 6.39 8.33 7.36 1.37 18.6
WPC 20% + GBA 0.8% 7.81 13.80 10.80 4.23 39.2
WPC 20% + GBA 1.0% 115 14.2 12.8 1.88 14.73
WPC 30% + GBA 0.8% 18.4 8.40 134 7.07 52.8
WPC 30% + GBA 1.0% 20.3 12.8 16.6 5.31 32.1
WPC 20% + «C 0.5% 6.24 6.19 6.21 0.04 0.68
WPC 20% + «C 0.8% 16.7 18.70 17.7 1.40 7.90
WPC 20% + «C 1.0% 26.4 19.9 23.2 4.56 19.6
WPC 30% + «C 0.8% 4.07 7.63 5.85 2.52 43.1
WPC 30% + «C 1.0% 27.2 23.9 25.5 0.22 0.86
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WPC/polisacérido.

Cuadro B2. Andlisis estadistico de la deformacion de fractura de las mezclas

Mezcla £n X &4 DS CV (%)
1 2
WPC 20% + GAA 0.8% 1.327 | 1.341 | 1.334 | 0.009758 | 0.730
WPC 20% + GAA 1.0% 1.363 | 1.365 | 1.364 | 0.001131 | 0.083
WPC 30% + GAA 0.8% 1.233 | 1.368 | 1.300 | 0.09546 7.34
WPC 30% + GAA 1.0% 1.354 | 1.294 | 1.324 | 0.04207 3.18
WPC 20% + GAA 0.8% (VM) | 1.396 | 1.352 | 1.374 | 0.03076 2.24
WPC 20% + GAA 1.0% (VM) | 1.352 | 1.461 | 1.407 | 0.07693 5.47
WPC 30% + GAA 0.8% (VM) | 1.309 | 1.500 | 1.385 0.1063 7.68
WPC 30% + GAA 1.0% (VM) | 1.409 | 1.412 | 1.411 | 0.001980 | 0.140
WPC 20% + GBA 0.5% 0.1198 | 0.1598 | 0.1398 | 0.02828 20.2
WPC 20% + GBA 0.8% 0.0721 | 0.1542 | 0.1132 | 0.05805 51.3
WPC 20% + GBA 1.0% 0.1303 | 0.1094 | 0.1199 | 0.01480 12.3
WPC 30% + GBA 0.8% 0.1599 | 0.0908 | 0.1254 | 0.04886 39.0
WPC 30% + GBA 1.0% 0.1395 | 0.0994 | 0.1195 | 0.02836 23.7
WPC 20% + kC 0.5% 0.2957 | 0.3003 | 0.2980 | 0.003253 | 1.09
WPC 20% + xC 0.8% 0.3855 | 0.4139 | 0.3997 | 0.02008 5.02
WPC 20% + xC 1.0% 0.4503 | 0.3663 | 0.4083 | 0.05940 14.5
WPC 30% + «xC 0.8% 0.2852 | 0.2824 | 0.2838 | 0.001980 | 0.698
WPC 30% + «xC 1.0% 0.4008 | 0.4940 | 0.4474 | 0.06590 14.7
Cuadro B3. Andlisis estadistico del médulo de Young de las mezclas
WPC/polisacéridos.
Mezcla E (kPa) X E (kPa) DS (kPa) CV (%)
1 2
WPC 20 % + GAA 0.8% 0.858 2.76 1.81 1.34 74.4
WPC 20 % + GAA 1.0% 1.28 0.897 1.09 0.270 24.9
WPC 30 % + GAA 0.8% 1.47 1.41 1.44 0.0428 2.97
WPC 30 % + GAA 1.0% 1.38 0.592 0.987 0.558 56.6
WPC 20 % + GAA 0.8% (VM) 0.377 0.332 0.355 0.0315 8.88
WPC 20 % + GAA 1.0% (VM) 0.422 0.464 0.443 0.0294 6.64
WPC 30 % + GAA 0.8% (VM) 0.517 0.884 0.700 0.259 37.0
WPC 30 % + GAA 1.0% (VM) 0.718 0.267 0.492 0.319 64.8
WPC 20 % + GBA 0.5% 68.6 325 50.6 25.6 50.6
WPC 20 % + GBA 0.8% 71.0 65.7 68.4 3.71 5.43
WPC 20 % + GBA 1.0% 69.4 138.2 104 48.7 46.9
WPC 30 % + GBA 0.8% 118.6 89.2 104 20.8 20.1
WPC 30 % + GBA 1.0% 172 99.9 136 50.7 37.3
WPC 20 % + kC 0.5% 15.1 16.9 16.0 1.25 7.82
WPC 20 % + kC 0.8% 35.30 21.4 28.4 9.81 34.6
WPC 20 % + kC 1.0% 21.0 29.2 25.1 5.82 23.2
WPC 30 % + kC 0.8% 20.1 7.84 14.0 8.68 62.1
WPC 30 % + kC 1.0% 17.0 41.5 29.2 17.3 59.2
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Cuadro B4. Contenido i6nico de la materia prima.

Concentrado de suero de leche (WPC 80)
ion % mg/kg eg/mg
K* 4.27 42656 1.09*10°

Na* | 0.625 6250 2.71*10”

Ca™ | 0.516 5162 2.57*10"

Mg** | 0.0966 | 966.3 7.95*10”

Gelana de alto Acilo (GAA)

K+ 1.36 40600 1.04*10°
Na+ | 4.06 13600 5.91*10”
Ca++ | 3.45 34500 1.72*10°
Mg++ | 0.59 5900 4.85*10"

Gelana de bajo Acilo (GBA)

K+ 1.56 15600 4.01*10”
Na+ | 0.43 4300 1.88*10”"
Ca++ | 0.0897 897 4.48*10°
Mg++ | 0.0151 151 1.25*10°®

K-carragenina (kC)

K+ 6.44 64422 1.65*10°"
Na+ | 1.58 15806 6.87*10"
Ca++ | 0.28 2871 1.39*10”
Mg++ | 0.0253 | 253.5 2.08*10°

Cuadro B5. Contenido i6nico en las mezclas WPC-GBA.

WPC 30% - GBA

% GBA K* Na * Ca™ Mg ™

mg mmol | mg | mmol | mg | mmol | mg | mmol

0.1 2648 | 6.79 | 388 | 169 | 32.0 | 0.80 | 599 | 0.24

0.5 2648 | 6.79 | 388 | 1.69 | 320 | 0.80 | 599 | 0.24

0.8 2648 | 6.79 | 388 | 169 | 320 | 080 | 599 | 0.24

1.0 2648 | 6.79 | 388 | 169 | 320 | 080 | 599 | 0.24

WPC 20% - GBA

% GBA K* Na * Ca™ Mg ™"

mg mmol | mg | mmol | mg | mmol | mg | mmol

0.1 176.6 | 452 | 259 | 113 | 214 | 053 | 399 | 0.16

0.5 176.6 | 452 | 259 | 113 | 214 | 053 | 399 | 0.16

0.8 176.6 | 452 | 259 | 113 [ 214 | 053 | 399 | 0.16

1.0 176.6 | 452 | 259 | 113 [ 214 | 053 | 3.99 | 0.16




Cuadro B6. Contenido idnico en las mezclas WPC-GAA.

WPC 30% - GAA

% K~ Na * Ca™ Mg "
GAA mg mmol | mg | mmol mg mmol | mg | mmol
0.1 264.83 | 6.79 | 388 | 1.69 32.0 0.80 | 5.99 | 0.24
0.5 264.83 | 6.79 | 38.8 | 1.69 32.0 0.80 | 5.99 | 0.24
0.8 264.83 | 6.79 | 38.8 | 1.69 32.0 0.80 | 5.99 | 0.24
1.0 264.83 | 6.79 | 388 | 1.69 32.0 0.80 | 5.99 | 0.24
WPC 20% - GAA

% K* Na * Ca™ Mg **
GAA mg mmol | mg | mmol mg mmol | mg mol
0.1 176.6 | 452 | 259 | 1.13 21.36 0.53 | 3.99 | 0.16
0.5 1766 | 452 | 259 | 1.13 21.36 0.53 | 3.99 | 0.16
0.8 1766 | 452 | 259 | 1.13 21.36 0.53 | 3.99 | 0.16
1.0 176.6 | 452 | 259 | 1.13 21.36 0.53 | 3.99 | 0.16

Cuadro B7. Contenido iénico en las mezclas WPC- kC.

WPC 30% - kC

++

% kC K* Na * Ca™ M
mg mmol | mg | mmol mg mmol | mg | mmol
0.1 264.8 | 6.79 | 38.8 | 1.69 32.0 0.80 | 5.99 | 0.24
0.5 264.8 | 6.79 | 38.8 | 1.69 32.0 0.80 | 5.99 | 0.24
0.8 264.8 | 6.79 | 38.8 | 1.69 32.0 0.80 | 5.99 | 0.24
1.0 2648 | 6.79 | 38.8 | 1.69 32.0 0.80 | 5.99 | 0.24
WPC 20% - kC
% kC K* Na * Ca™ Mg ™
mg mmol | mg | mmol mg mmol | mg mol
0.1 176.6 | 452 | 259 | 1.13 | 21.3620 | 0.533 | 3.99 | 0.165
0.5 176.6 | 452 | 259 | 1.13 | 21.3650 | 0.533 | 3.99 | 0.165
0.8 176.6 | 452 | 259 | 1.13 | 21.3672 | 0.533 | 3.99 | 0.165
1.0 176.6 | 452 | 259 | 1.13 | 21.3687 | 0.533 | 3.99 | 0.165
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Cuadro B8. Concentracion ionica total y temperaturas para el diagrama sol-gel de la
sal de potasio de gelana de bajo acilo.

Cr (eq™)=Cs | Calentamiento | Enfriamiento ar uT uUT
+7Cp * 10° (T °C) (T°C) (eq/L) Calentamiento | Enfriamiento
0.91 5.00 5.00 6.9x10* 3.60 x 10~ 3.60 x 10°°
1.14 5.50 5.50 8.6 x10 3.59 x 10~ 3.59 x 10°°
1.39 7.00 7.00 1.0x10°7 3.57 x 107 3.57 x 107
1.88 10.0 10.0 1.4x10°3 3.53 x 10° 3.53x10°
5.56 20.0 20.0 4.2x10°73 3.41 x 10° 3.41x10°
9.96 25.0 25.0 7.6x10°7 3.35x 10 3.35x 10°
11.40 27.0 27.0 8.6x10 7 3.33x 10 3.33x10°
13.31 28.5 28.5 0.01 3.32x10° 3.32x10°
14.26 29.5 29.5 0.010 3.30 x 10° 3.30x 103
16.93 30.0 30.0 0.012 3.30 x 10° 3.30x 10
20.45 31.5 31.5 0.015 3.28 x 107 3.28 x 107
22.41 34.0 33.0 0.017 3.26 x 107 3.27x10°
42.19 54.0 38.0 0.032 3.06 x 10° 3.21x10°
60.76 68.0 42.0 0.046 2.93 x 10° 3.17 x 103
78.44 78.0 44.5 0.059 2.85x 10 3.15x10°
80.72 45.0 0.061 3.14x 10°
86.42 45.5 0.065 3.14x 107

Cuadro B9. Valores de concentracion ionica total y temperaturas para el diagrama
sol-gel de la sal potasio de k-carragenina.

Cr (eq’)=Cs | Calentamiento | Enfriamiento ar UT (K T (Kh
+§Cp * 10° (T °C) (T°C) (eqg/L) Calentamiento | Enfriamiento
1.6 4.5 4.5 8.8 x 10* 3.60 x 10 3.60 x 10°®
2.3 A —— 1.2x10° I R S T ——
3.3 12 12 1.8x10° 3.51 x 10° 3.51x 107
3.9 125 12.5 2.1x103 3.50 x 107 3.50 x 10°®
5.8 16.5 16.5 3.2x103 3.45x 107 3.45x 107
6.4 17.5 17.5 3.5x10° 3.44 x 10° 3.44 x 107
76 | e 20 42x10° | e 3.41x10°
10.1 25 24 5.5x 103 3.35x 107 3.37x10°
13.4 29 25 7.4x103 3.31x10° 3.35x 10°
15 31 27 8.2x 103 3.29 x 10 3.33x10°
50.4 41 | e 0.027 RN R & S T ——
53 52.5 42.5 0.029 3.07 x 107 3.17 x 107
100 65.5 50 0.055 2.95x 107 3.09 x 10°
200 76.5 70.5 0.11 2.86 x 10 2.91x10°
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Cuadro B10. Valores de Actividad Total (ar) para los sistemas WPC-GBA.

WPC 20 % + GBA
Zonadel
[GBA] Cs (eq/L)* 10° vCr diagrama
ar (eq/L) Sol-Gel
0.1 4,52 0.076 0.0611 SOL
0.5 4.52 0.38 0.2918 SOL
0.8 4.52 0.608 0.4658 SOL
1 4.52 0.76 0.5806 SOL
. WPC 30 % + GBA
Zonadel
[GBA] Cs (eq/L)* 10° vCo diagrama
ar (eq/L) Sol-Gel
0.1 6.79 0.076 0.0629 SOL
0.5 6.79 0.38 0.2938 SOL
0.8 6.79 0.608 0.4671 SOL
1 6.79 0.76 0.5821 SOL

Cuadro B11. Valores de Actividad Total (ar) para los sistemas WPC-kC.

WPC 20 % + k-C
Zona del
[C] Cs (eqg/L)* 10° vCs diagrama
ar (eq/L) Sol-Gel
0.1 4.52 0.055 -0.0485 | -
0.5 4.52 0.275 0.1412 GEL
0.8 4.52 0.44 0.2493 GEL
1 4.52 0.55 0.3254 GEL
.WPC 30 % + k-C
Zona del
[«C] Cs (eq/L)* 10° vCo diagrama
ar (eqg/L) Sol-Gel
0.1 6.79 0.055 -0.0453 | -
0.5 6.79 0.275 0.1427 GEL
0.8 6.79 0.44 0.2508 GEL
1 6.79 0.55 0.3270 GEL
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