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RESUMEN

En el presente trabajo se investigo el tamafio de particula, el potencial zeta, la
adsorcion en interfase fluida y el flujo en cizalla estacionaria de los sistemas
acuosos elaborados con inulina a diferentes concentraciones (1%, 3%, 10%,
15%, 20%, 25%, 30%, 40% y 50%), caseinato de sodio a 1% y la mezcla de

éstos.

Se encontré que los sistemas acuosos de inulina presentaron mayores valores
de tension superficial con respecto a las disoluciones de caseinato de sodio a
1%, ya que este ultimo se adsorbié mas rapido en la interfase (35.09 mN/m).
Por su parte, la disolucion con 40% en inulina fue la que mas disminuyd el valor
de la tension, situandose 8.32 unidades por encima de la tension del caseinato
de sodio a 1%. Al evaluarse en mezcla se vio favorecida la adsorciéon en
interfase en comparacion con las disoluciones individuales de inulina y

caseinato, ya que se logré disminuir la tensién en la interfase.

Se encontré que el comportamiento reoldgico que presentd la inulina a las
diferentes concentraciones fue de fluido newtoniano, aumentando la viscosidad

conforme se aumentd la concentracion.

La distribucion de tamano de particula para las disoluciones de inulina
individual presenté comportamiento multimodal con tamanos de particula desde
3 nm hasta 5500 nm, mientras que el caseinato de sodio mostré una
distribucion bimodal; y al ser mezclado con la inulina a bajas concentraciones,

esta ultima adopto la distribucion bimodal del caseinato.

El potencial zeta de las disoluciones de inulina individual al 40% fue de -0.8 mv
por lo que la particula es capaz de formar agregados en el sistema, en
comparacion con el caseinato de sodio al 1% el cual por si solo logré conferir
cierta estabilidad ante la agregacidn a las disoluciones en mezcla a bajas
concentraciones de inulina (mezcla 1%-1%; -27.36 mv), pero a mayores
concentraciones de inulina, ésta predominé en potencial zeta en mezcla
(mezcla 40%-1%; -1.87 mv).



INTRODUCCION

Los hidrocoloides alimenticios estan asociados tradicionalmente con el
espesamiento y la gelificacion; sin embargo, éstos también pueden influir sobre
las propiedades de los sistemas dispersos a través de sus propiedades en la
interfase. Muchos hidrocoloides pueden actuar como estabilizantes de sistemas
dispersos debido a que proporcionan un aumento en la viscosidad de la fase
continua (Dickinson, 2010). Las proteinas y los polisacaridos son biopolimeros
naturales que se utilizan como ingredientes funcionales y las mezclas de éstos
son frecuentemente empleadas en muchas aplicaciones tecnoldgicas
incluyendo la industria alimenticia, debido a que las proteinas, por ejemplo, son
utilizadas por su especifica actividad superficial, la cual les permite tener una
mayor influencia en la formacion y estabilizacion de sistemas dispersos por
efecto de la combinacién de interacciones electrostaticas y estéricas
(Rodriguez y Pilosof, 2011). Dependiendo de la naturaleza del polisacarido y
mas especificamente de la carga del mismo, puede que se adhieran a las gotas
de aceite en la superficie de emulsiones formadas por proteinas, a través de
interacciones con las moléculas de proteinas adsorbidas, en el caso de
polisacaridos eléctricamente neutros, no se dan tales interacciones y por lo
tanto la adsorcion indirecta a la superficie es posible. La presencia del
polisacarido brinda un incremento sustancial en la viscosidad que promueve la
textura del producto y posibilita la estabilidad fisicoquimica (Mantzouridou y
col., 2012). Actualmente se ha difundido en la industria de alimentos el uso de
polisacaridos con propiedades funcionales desde el punto de vista nutricional,
siendo uno de éstos los fructanos de agave tipo inulina, los cuales estan
generalmente compuestos por moléculas de fructosa unidas por enlaces
glucosidicos generalmente con una unién terminal de glucosa (Picone y col.,
2011). Estos se usan como aditivo alimenticio funcional, debido a sus
propiedades prebioticas y probidticas, tales como el aumento en la produccién
de bifidobacterias, la reduccion de colesterol y los lipidos en la sangre, asi
como una mejora en la absorcion de calcio y magnesio (Kim y col., 2001). Sin
embargo, una caracteristica importante es también la funcionalidad estructural
de la molécula, la cual se establece por el grado de polimerizacion (DP), debido

a que determina la composicion estructural de la misma (Meyer y col., 2011).



Se ha visto que la presencia de la inulina en conjunto con otros hidrocoloides y
condiciones de proceso tales como temperatura y velocidad de mezclado
influyen para favorecer (estabilidad y reologia) o no al sistema disperso
formado; estos sistemas pueden simular la textura y la sensacion al paladar
similar a la grasa (Zimeri y Kokini, 2002; Crispin-Isidro y col., 2014) en
productos lacteos (helado, yogurt, leche) y productos untables (miel,
mantequilla, mermelada), debido a su capacidad de formar micro cristales que
interactuan entre ellos formando pequefos agregados (Villegas y Costel, 2006).
Sin embargo, son pocos los estudios sobre las propiedades de adsorcién en

interfase, tamafo de particula y potencial zeta.

Por otro lado, dentro de los hidrocoloides alimenticios, destacan las proteinas
lacteas, de las cuales la caseina es la mas abundante, y es usada
principalmente como caseinato de sodio, debido a que es mas soluble que la
caseina, aunque presenta las mismas propiedades emulsificantes y gelificantes
(Dalgleish, 1997). La estabilidad de la molécula esta asociada con los
fendmenos de repulsion electrostatica y estérica, asi como con la capacidad de
formar sistemas como espumas y emulsiones, mediante la adsorcién en
interfase, debido a la naturaleza anfifilica de la molécula, y por consecuencia, a
la disminucion de la tensidén superficial. Por su parte, se ha visto que en
conjunto con otros polisacaridos como la goma arabiga puede incrementar la
viscosidad del sistema, pero la presencia del polisacarido puede interferir sobre

la adsorcién en la interfase (Bonilla-Reyna y col., 2011).

Las propiedades funcionales de las proteinas de alimentos, tales como
solubilidad, actividad superficial, estabilidad, habilidad para formar geles y
propiedades emulsificantes, son afectadas por interacciones con polisacaridos,
por lo que las mezclas proteina-polisacarido juegan un rol importante en la
estructura y estabilidad de muchos alimentos procesados (Rodriguez y Pilosof,
2011; Semenova, 2007), a pesar de que las proteinas y polisacaridos exhiben
una limitada compatibilidad termodinamica y pueden sufrir separacion de fases
(Tolstoguzov, 1997), aun asi se han realizado estudios sobre las propiedades
reologicas y fisicoquimicas en mezclas proteina-polisacarido, donde se ha
demostrado la formacion de complejos en mezclas de gelana y caseinato de

sodio, debido a interacciones electrostaticas (Sosa-Herera y col.,, 2008);

3



también se ha determinado la incompatibilidad termodinamica en mezclas de
caseinato de sodio con goma xantana debido a un aumento en el potencial zeta
(Zhao vy col., 2013); asi mismo, la inulina de cadena corta en concentraciones
por debajo del 10% en combinacidén con proteinas lacteas no genera cambios
reologicos (Tarreaga y col., 2011) por lo tanto en este estudio se evaluaran
propiedades reoldgicas, de adsorcion, tamafio y carga de particula de
disoluciones de inulina sola y en mezcla con caseinato de sodio, en medio

acuoso.



CAPITULO I. ANTECEDENTES

1.1 Inulina

La inulina es un fructano lineal polidisperso compuesto de moléculas de
fructosa unidas mediante enlaces B-(2-1) glicosidicos, generalmente con una
molécula de glucosa terminal conectada a la ultima fructosa por un enlace a-(1-
2), ésta se observa en la Figura 1. El término oligofructosa o fructo-
oligosacarido es usado para los [(-(2-1) fructanos con un grado de

polimerizacion aproximado de 10 (Meyer, 2009).

rojo: unidades de glucosa (terminal o enlazada)
azul: 2-6 unidades de fructosa enlazadas

verde: unidades de fructosa ramificadas

negro: 2-1 unidades de fructosa enlazadas y terminal

Figura 1. Estructura de la inulina de agave (Rivera, 2013).

Los fructanos de la planta agave tequilana variedad azul, estan unidos por
enlaces B-(2-1) y B-(2-6) (Crispin-Isidro y col., 2014), presentan diferentes
grados de polimerizacion dependiendo de la madurez, en un intervalo de 2 a
6.5 afos, las plantas mas jévenes son las que presentan altos niveles de
monosacaridos libres, asi como un grado de polimerizacién de entre 3 a 6, con
aplicaciones potenciales como prebidtico (Conceicdo y col., 2014). En

promedio, el grado de polimerizacién de la especie inulina de agave varia de 3
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a 30 unidades de monosacaridos (Crispin-Isidro y col., 2014). El grado de
polimerizacion depende de varios factores: especie de planta, clima y
condiciones de crecimiento, madurez de cosecha y almacenaje después de la
cosecha, dicho grado de polimerizacion de la molécula influye en posibles
cambios reoldgicos y estructurales del sistema (Conceicdo y col., 2014). Sus
pesos moleculares son de 3.182 kDa aproximadamente (Ponce y col., 2008).
Se ha reportado la existencia de 5 tipos de fructanos con diferentes estructuras,
los cuales se encuentran en mas de 30000 especies de plantas: 1) fructanos
tipo inulina 2) fructanos tipo levan, 3) fructanos de la neoserie de la inulina, 4)
mezclas de tipo levan, 5) fructanos de la neoserie de levan (mezcla del fructano

tipo F3), como se observa en la Figura 2 (Conceicao y col., 2014).

OH

H CHyOH H CHLOH
OH H OH H

Figura 2. Diferentes tipos de fructanos, (A) 1-cetosa, (B) 6-cetosa, (C)
neucetosa, (D) bifurcosa, (E) mezcla del fructano tipo F3 (Conceicéo y col.,
2014).



1.1.1 Obtencion de inulina

La inulina de agave se obtiene a través de un tratamiento a la planta de agave,
50 gramos de pulpa son producidos a través de cortes transversales a seis
cabezas de agave tequilana maduras. Posteriormente, para la extraccion, las
cabezas se colocan en un homogenizador con 1.5 litros de agua destilada a 80
°C y son agitadas por 5 minutos. Finalmente la suspension obtenida se pasa a
través de filtros de 1 mm y § ym, para posteriormente secarla y molerla

(Conceicao y col., 2014).
1.1.2 Propiedades funcionales

Desde el punto de vista de salud, se ha distinguido la inulina, debido a que
reduce los niveles de lipidos y colesterol en la sangre, la inulina también regula
el transito gastrointestinal y mejora la adsorcion del calcio y magnesio. Otro
beneficio de la inulina es como prebidtico, ya que no se digiere en el intestino
delgado por lo que estimula el crecimiento de la Bifidobacteria sp., la cual
ayuda a incrementar la poblacion de bacterias benéficas en el colon.
Considerando que las calorias de la inulina son mucho menores en
comparacion con los carbohidratos regulares al ser metabolizados en el cuerpo
humano, éstas se pueden usar como sustituto de grasas en alimentos,
simulando la textura y sensaciéon al paladar que provee la grasa a los
alimentos, generando un valor calérico de 1.5 kcal/g (Kim y col., 2001; Picone y
col., 2011).

Por otro lado, la inulina es estable a temperaturas de hasta 140 °C, por encima
de esta temperatura, la estructura de inulina se rompe. Asi mismo, los enlaces
B-(2,1) glicosidicos son susceptibles a una hidrdlisis acida. La hidrdlisis no
ocurre a valores de pH mayores de 4. Por ejemplo, no se observa una hidrolisis
a temperaturas menores de 10 °C y a valores de pH entre 3 y 7.5 (Meyer,
2009).

La solubilidad de la inulina en agua depende del grado de polimerizacion de la
misma, asi como de la temperatura. En la Figura 3 se observa que la inulina
nativa se solubiliza a una temperatura menor a concentraciones mayores en

comparacion con la inulina de cadena larga, por ejemplo, la inulina nativa



solubiliza a los 30 °C a una concentracién de 15% p/p y la inulina de cadena
larga a la misma temperatura le corresponde una concentracion de 5% p/p. Asi
mismo, se ha visto que las disoluciones de inulina nativa en agua son muy
bajas en viscosidad, mientras que la inulina de cadena larga exhibe un
incremento en la viscosidad en disolucion comparada con la inulina nativa
(Meyer, 2009).
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Figura 3. Solubilidad de la inulina nativa e inulina de cadena larga en funcion de

la temperatura y la concentracion en (p/p) (Meyer, 2009).

Debido a la alta cantidad de grupos hidroxilo presentes en la inulina, se
favorece la formacién de puentes de hidrégeno en sistemas acuosos
(alimentos), y esto puede influenciar la solubilidad de otros ingredientes que
captan el agua como la goma guar, xantana, carragenina, alginatos, pectina,
maltodextrina y almidones. Por lo que la inulina participa en la competencia del

agua como disolvente (Meyer, 2009).

La molécula de inulina es muy pequefa y la retencion de agua es baja
comparada con otros hidrocoloides, cuando las concentraciones sobrepasan el
15%, la inulina de cadena larga tiene la habilidad de formar geles. Debajo de

esta concentracion, se obtienen soluciones acuosas de baja viscosidad. La



formacion de un gel esta basada en la precipitacion y cristalizacion de las
moléculas de inulina, la cual depende de la concentracion, temperatura y pH.
Se ha demostrado que sélo las moléculas largas de inulina (grado de
polimerizacién arriba de 10) participan en la estructura del gel y las pequefas

permanecen disueltas (Meyer, 2009; Kim y col., 2001).

La formacion de geles de inulina es diferente con respecto a la de otros
hidrocoloides. La inulina de cadena larga forma geles de particulas similares a
los que son formados por algunos almidones (Meyer y col., 2011). La presencia
de otros hidrocoloides y las condiciones de proceso, tales como la temperatura
y la velocidad de mezclado afectan la formacion de geles de inulina, a niveles
de concentracion por encima de 25%, la disolucién presenta particulas de gel
con caracteristicas parecidas a las de las grasas, por encima del 50% en
concentracion éstas mantienen una textura similar a la grasa y se convierten en
geles mas firmes (Zimeri y Kokini, 2002). En la Figura 4 se ejemplifica el efecto

del grado de polimerizacién y concentracion en la fuerza de gel resultante.
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Figura 4. Concentracion de inulina con respecto al grado de polimerizacion

(DP) y fuerza de gel producida (Meyer y col., 2011).

El grado de polimerizacion influye, a valores altos de polimerizacion (36) la
molécula puede conferir una fuerza del gel similar a la de la molécula con una
polimerizacién baja (9) con mayores concentraciones, se observa también que

las moléculas con grado de polimerizacion de 25 presentan mayor fuerza en

9



geles con poca concentracion respecto a las otras moléculas (Meyer y col.,
2011).

Los geles de inulina de cadena larga son formados por una red de cristales
pequenos, sus propiedades se parecen a las de una red de cristales de grasa
en aceite, debido a esta similitud, la inulina ha sido identificada como un
ingrediente interesante para la estructuraciéon de productos de bajo o cero en
grasa (Bot y col., 2004).

Se ha demostrado que la inulina en combinacién con otros hidrocoloides,
puede influir el comportamiento reoldgico de éstos (Meyer, 2009). Aunque la
inulina de cadena corta no actua como un gelificante en combinacién con otros
hidrocoloides, puede modificar las propiedades reolégicas de productos
alimenticios. La adicién de inulina con otros hidrocoloides espesantes puede
modificar la viscosidad (incremento o disminucién) y las caracteristicas de flujo

del sistema acuoso (Ronkart y col., 2010), tal como se muestra en la Figura 5.

Se observa que la inulina en dos distintas concentraciones afecté la viscosidad
desarrollada de una dispersion de almidon sometida a tratamiento térmico. Se
observa que con alta concentracién de inulina al compararla con la de baja
concentracion promovio una disminucién de la viscosidad, contrario a lo que se
presenta en combinacion del almidén con azucar, provocando en este caso un
aumento de la viscosidad con un aumento en la concentracion de azucar, lo
anterior se atribuyo al efecto que genera la inulina, interfiriendo con la red de
enlaces que forma el almidon, de tal forma que se genera una competencia
entre las dos moléculas por la captacién de agua, de tal manera que disminuye
la viscosidad (Meyer, 2009).
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Figura 5. Efecto de la adicidon de inulina a dispersiones de almidén (Meyer,
2009).

Cuando la inulina se agrega a productos lacteos, se obtiene una sensacion
cremosa debido a las interacciones con la proteina de suero de leche y
caseinatos (Meyer, 2009). La incorporacién de inulina de cadena larga y
fructanos a yogures reducidos en grasa modificaron sus propiedades
microestructurales, sensoriales y reoldgicas. La modificacion de esas
propiedades fue dependiente de la concentracion. La inulina de cadena larga
formo estructuras gelificadas entre las micelas de caseina agregadas, mientras
que los fructanos tendieron a depositarse ellos mismos en la superficie de las

micelas de caseina (Crispin-Isidro y col., 2014).

Por otra parte, la cristalizacién de la inulina y sus efectos en las propiedades
reoldgicas de postres lacteos que cuentan con una red tridimensional en su
estructura depende de la distribucion de longitud de cadena. Consistencia,
elasticidad y mayor presencia de agregados de inulina incrementaron con la

proporcion de moléculas de cadena larga (DP>20) (Tarreaga y col., 2011).
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Se ha observado que la incorporacion de oligofructosa en leche fermentada a
concentraciones de 2% a 5% disminuy6 la dependencia con el tiempo de
cizallamiento, es decir, el comportamiento fluidificante, asi como el indice de
consistencia, debido a un posible efecto plastificante de la oligofructosa, el cual
resulta en una menor hidratacion y reduccién del volumen hidrodinamico de la
proteina causando una disminucion en la viscosidad (Meyer y col., 2011). Por
otra parte, se ha visto que la inulina de cadena mediana adicionada en helados
bajos en grasa a concentraciones de 5%, 7% y 9%, provocd un incremento en
el indice de consistencia y la viscosidad aparente; el grado de fusion disminuyé
con un aumento en la concentracién. Esto a consecuencia de que la inulina
actua como un estabilizante, debido a su capacidad de captar agua, por lo que
las moléculas de agua se inmovilizan y no es posible que se muevan
libremente entre las moléculas de la mezcla de hielo (Meyer y col., 2011;

Crispin-Isidro y col., 2014).

Los resultados obtenidos por la adicién de inulina en productos lacteos se han
atribuido a que los grupos hidroxilo de los fructanos interactuan a través de
puentes de hidrégeno con fracciones cargadas en la superficie de proteinas. La
inulina de agave tiende a cubrir las superficies de las micelas de caseina, por lo
gue ramas mas gruesas y mas densas de redes de proteinas se han reportado

en alimentos lacteos como el yogurt (Crispin-Isidro y col., 2014).
1.2 Caseina y caseinatos

Las proteinas de la leche son fuertemente anfifilicas y exhiben buenas
propiedades tensoactivas: se adsorben facilmente en las superficies/interfases,
disminuyendo la tension superficial y formando peliculas en la interfase a través
de interacciones de complejos intermoleculares y por lo tanto, imparten rigidez
estructural con propiedades reoldgicas variables (Ennis y Mulvihill, 2009);
dentro de éstas destaca la caseina por constituir el 80% de las proteinas de la
leche, la cual se compone de cuatro fracciones principales (05, g2, B Y K
caseina), las cuales forman micelas de caseina en la leche y estabilizan las
gotas de aceite evitando la coalescencia a través de repulsion electrostatica y
estérica (Liang y col., 2014), sus diametros son de entre 50 a 250 nm y

consisten en complejos con fosfato de calcio, éstos pueden formar particulas
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de peso aproximado de 600 kDa, cuyas estructuras aparentan ser esféricas

bajo el microscopio, como se observa en la Figura 6 (Dalgleish, 1997).

1(B)

Figura 4. Posibles estructuras de la o5 y B caseina (1A), y estructuria de la

caseina (1B) (Dalgleish, 1997).

La estabilidad de la micela de caseina se asocia con la repulsidon electrostatica
intra-micelar, determinada por la carga superficial negativa de la estructura
(Picone y col., 2011). Su acidificacién al punto isoeléctrico en un pH de 4.6
causa la disolucion del fosfato de calcio y que las proteinas precipiten
(Dalgleish, 1997).

1.2.1 Obtencion de caseinato de sodio

La caseina se obtiene a partir de la leche descremada para minimizar los
posibles defectos de sabor que surjan del deterioro de los lipidos en los
productos secos de caseina. Las micelas de la caseina son desestabilizadas
por acidificacion de la leche a un pH de 4.6, la acidificacién quimica se da por
adicién de un mineral acido o acido carbdnico en la leche a 30 °C, esto resulta
en la ruptura de la k-caseina a para-k-caseina y glicomacropéptidos solubles,
consecuentemente las micelas modificadas de caseina se vuelven susceptibles
al calcio presente en la fase de suero de leche y coagulan a temperaturas por
encima de los 20 °C (Ennis y Mulvihill, 2009).

Después de la coagulacion, se puede formar un cuajo, el cual se separa
facilmente del suero de leche mediante un proceso conocido como coccidn,

que implica el aumento de la temperatura a 50-60 °C. Posteriormente, el cuajo
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se separa del suero de leche usando dispositivos mecanicos tales como
centrifugadoras horizontales de tazéon o prensas de rodillos. Después de la
separacion, el cuajo se lava con agua potable para remover residuos como la
lactosa, sales y proteinas de suero de leche, para posteriormente ser
mecanicamente deshidratadas a una humedad aproximada de 12%, en este
momento se obtienen las caseinas acidas, las cuales no son solubles cuando
son rehidratadas en agua, pero pueden ser solubilizadas por la adicion de
alcalis como hidréoxido de sodio para asi obtener estructuras primarias de

caseinato de sodio (Ennis y Mulvihill, 2009).
1.2.2 Propiedades funcionales

El caseinato de sodio se utiliza principalmente en la fabricacién de productos
lacteos tales como quesos, bebidas y postres, porque es mas soluble que la
caseina pero muestra las mismas propiedades tecnoldgicas que estas ultimas,

tal como agente emulsificante y gelificante (Picone y col., 2011).

Como una consecuencia de su falta de capacidad para formar enlaces disulfuro
inter o intra moleculares, las principales caseinas (a y ) no contienen cisteina
ni cistina. Un factor importante en sus estructuras primarias, es que todas son
hidrofdbicas, esto debido a su contenido de aminoacidos con cadenas no
polares, pero la B-caseina y la k-caseina pueden actuar como moléculas
anfifilicas debido a los grupos polares que tiene. En el caso de la B-caseina, el
alto contenido de prolina, es dificil de incorporar en los componentes acoplados
de la estructura secundaria de la proteina (a-hélice paralela y antiparalela, B—
plegada), por lo que las caseinas son proteinas desordenadas sin estructura
especifica (Dalgleish, 1997).

El caseinato de sodio es completamente insoluble cuando el pH del sistema
acuoso esta cerca al punto isoeléctrico de las caseinas, pH 4.6, el caseinato es
soluble hasta altas concentraciones, tipicamente 20-30% en ambos lados,
acido y alcalino de su punto isoeléctrico. El intervalo de hidratacion de los
caseinatos esta entre 0.7 a 3.8 gramos de agua sobre gramos de sdlido.
Sistemas acuosos que contienen de 10% a 15% en concentracion de caseinato
pueden ser facilmente preparadas a valores de pH de 6-7. A valores de pH

menores a 3.5, la caseina es también soluble, pero a este pH el sistema
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acuoso es mas viscoso que a valores de pH proximos a la neutralidad y en el
sistema se logra formar un gel con 5% de concentracién a temperaturas debajo
de los 40 °C (Dalgleish, 1997).

La viscosidad del caseinato de sodio es también dependiente del pH,
presentando viscosidad minima a un pH de 7. La viscosidad es alta a pH entre
2.5 a 3. Los caseinatos exhiben comportamiento fluidificante y son tixotropicos

a valores altos de velocidad de cizalla en medio acido (Picone y col., 2011).

Las estructuras de caseinato de sodio son relativamente flexibles y forman
cadenas extendidas en disolucion, ellas demuestran una habilidad para captar
cantidades considerables de agua. Las micelas del caseinato de sodio estan
compuestas de sub unidades similares o idénticas, cada una de las cuales
consiste de algunas moléculas de caseina (30 aproximadamente), éstas son
unidas por interacciones hidrofobicas entre proteinas. Como las caseinas
tienen regiones hidrofobicas que forman parte de su estructura, éstas tienden a
asociarse con otros materiales hidrofébicos. Por su lado, la accion estabilizante
de la k-caseina surge principalmente por su glicomacropéptido, el cual
sobresale a la superficie de la micela en una solucién para proporcionar una
estabilizacidon estérica debido a que las macromoléculas se adsorben sobre las
particulas, haciendo sus superficies hidrofilicas y por lo tanto protegiéndolas

contra la agregacion (Dalgleish, 1997).

El caseinato de sodio se distingue por sus propiedades emulsificantes debido a
que todas las caseinas individuales, excepto la k-caseina, muestran una
tendencia fuerte a adsorber a ambas interfases aire/agua y aceite/agua.

Experimentos en caseinas individuales y caseinato de sodio han mostrado que

éstas cubrian una interfase de la extension de 2-3 mg/mz. La disminucién de la
tensién interfacial causada por la adsorcidon de la B-caseina es mucho mejor
que cualquier otra proteina (Ennis y Mulvihill, 2009). En un sistema aceite/agua,
la accion de homogenizacion rompe la fase de aceite en pequefas gotas, de
las cuales, sus interfases son cubiertas rapidamente con esta proteina, que
previene la coalescencia. Los caseinatos poseen dos atributos importantes
para la buena estabilizacion del material coloidal: estan cargadas

(especialmente por su contenido en fosfoserina) y son conformacionalmente
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flexibles. La carga tendera a prevenir la estrecha proximidad de las gotas en
una emulsion, porque las gotas igual cargadas se repeleran una de otra y la
flexibilidad les permitira una conformacion extendida después de ser adsorbida,
por lo que las estructuras primaria y terciaria favoreceran la estabilidad (Liang y
col., 2014).

Por otra parte, la B-caseina ha sido muy estudiada por sus propiedades
anfifilicas, la parte de la proteina que se extiende en la disolucion lleva cinco
residuos de fosfoseril de la proteina, por lo tanto, la capa que sobresale es
altamente cargada, de hecho la alta carga puede ayudar a mantener a la
proteina en su conformacién extendida, debido a su repulsion intermolecular.
Todas las conformaciones de la proteina estan cargadas y dan una capa de
estabilizacion estérica hidratada y la movilidad conformacional le permite

esparcirse ampliamente sobre la interfase (Dalgleish, 1997).

Se ha observado que el caseinato de sodio disminuye la tensién interfacial mas
efectivamente que las proteinas de suero de leche, ya que se difunde mas
rapidamente a una interfase y al llegar a ésta se adsorbe mas rapidamente que
otras proteinas. El orden para la actividad superficial de las proteinas

individuales de la leche es: B-caseina>micelas mono dispersadas de caseina>
albumina de suero>a-lactalbumina>o-caseina=k-caseina>f-lactoglobulina

(Liang y col., 2014). A bajas concentraciones de caseinato de sodio, éste se
extiende como una pelicula delgada con una cobertura de superficie
ligeramente menor que la proteina de suero de leche debido a la mayor
flexibilidad de la molécula (Ennis y Mulvihill, 2009).

1.3 Interacciones proteina-polisacarido

Las interacciones proteina-polisacarido juegan un rol importante en la
estructura y estabilidad de muchos alimentos procesados. Las propiedades
funcionales de las proteinas en alimentos tales como la solubilidad, la actividad
superficial, la estabilidad conformacional, la habilidad de formacion de gel, asi
como las propiedades emulsificantes y espesantes son afectadas por sus
interacciones con polisacaridos. Las interacciones de esos biopolimeros con
cada uno de los otros y sus interacciones competitivas con otros componentes
de los sistemas (agua, lipidos, azucares, iones metalicos, tensoactivos, entre
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otros) determinan las relaciones estructura-propiedad en los alimentos
(Tolstoguzov, 1997).

El éxito del empleo de las mezclas de proteinas y polisacaridos en el
procesado de alimentos, se debe a que sus moléculas pueden enlazarse entre
ellas por medio de una amplia variedad de interacciones moleculares, las
cuales pueden ser divididas en cuatro categorias generales: covalentes,
coulémbicas, Van der Waals y estéricas-repulsivas (Dickinson y Mc Clements,

1995), las cuales se describen brevemente a continuacion:

e Uniones covalentes: se llevan a cabo entre la capa externa de
electrones de dos o mas atomos, se toman por lo general como uniones

permanentes, operan a intervalos de corto alcance (0.1 a 0.2 nm) y

tienen fuerzas entre los 200 y 800 kJmol™.

e Couldombicas: ocurren entre especies que poseen una carga eléctrica
permanente (iones y/o dipolos). La fuerza de interaccion entre los iones
depende del potencial z de las cargas, de la distancia entre las cargas,
entre otras, las interacciones couldmbicas pueden ser también atractivas

o repulsivas dependiendo del signo de las cargas involucradas.

e Van der Waals: son debidas al campo electromagnético, pero se

caracterizan por ser siempre atractivas.

e Estéricas repulsivas: la fuerza de repulsion estérica determina cuantos
pares cercanos de atomos pueden unirse y por lo tanto afecta el
intervalo de las posibles conformaciones que puede tener una molécula

de proteina.

Por otro lado, dentro de las asociaciones no-covalentes o por uniones fisicas se
pueden encontrar otros tipos de interacciones que se derivan de las anteriores,
y las cuales son: uniones electrostaticas e hidrofdbicas, exclusiones estéricas,
puentes de hidrogeno, entre otras, que son de gran importancia en el analisis
de los complejos proteina-polisacarido porque tienen implicaciones en las

caracteristicas interfaciales de las peliculas adsorbidas, asi como en la
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formacion y en la estabilidad de la dispersion (Rodriguez y Pilosof, 2011),

dichas interacciones se describen a continuacion:

¢ Uniones electrostaticas: son interacciones couldmbicas que pueden ser
repulsivas o atractivas dependiendo si las cargas eléctricas son del
mismo signo u opuesto, y pueden ser de corto alcance (débiles) o de
largo alcance (fuertes) dependiendo del grado de ionizacidén y de la

concentracion de electrolitos del medio.

e Volumen excluyente: son interacciones repulsivas de corto alcance que
surgen de la superposicion fuerte y desfavorable de las nubes de
electrones de las moléculas poliméricas en mezcla, son interacciones
estéricas que restringen el arreglo espacial relativo de los pares de

segmentos en las mismas o diferentes macromoléculas.

e Puentes de hidrégeno: las moléculas de agua tienen en comun con las
moléculas de proteinas grupos donadores y aceptores capaces de
formar puentes de hidrégeno. La fuerza de los puentes de hidrégeno
depende de la electronegatividad y la orientacion de los grupos

donadores y aceptores, tipicamente la fuerza de éstos se encuentra

entre 10 y 40 kJmol ™. y su intervalo de alcance es de 18 nm.

e Efecto hidrofébico: La interaccion entre los grupos no polares y el agua
es termodinamicamente desfavorable, por lo que las moléculas como las
proteinas en solucién acuosa tienden a plegarse para minimizar el
contacto entre los residuos hidrofébicos y las moléculas de agua, por
esta razon los aminoacidos no polares tienden a localizarse
predominantemente en el interior de las proteinas plegadas, mientras

que los residuos polares se localizan principalmente en el exterior.

e Puentes idnicos: son un tipo especifico de interacciones couldémbicas
con fuerzas de largo alcance entre grupos cargados. En el caso
particular de las proteinas, estas contienen un numero de aminoacidos
con la capacidad de ionizarse para formar iones cargados positivamente

0 negativamente. Asi, de este modo, ambas interacciones atractivas o
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repulsivas intramoleculares e interacciones electrostaticas

intermoleculares son posibles.

e Puentes disulfuro: Los puentes intramoleculares se forman cuando un
residuo de cisteina es atraido dentro de la proximidad de los
plegamientos moleculares de una proteina. La cisteina es un aminoacido
comun en la composicion de proteinas globulares alimenticias, tiene un
grupo tiol, sulfhidrilo o mercapto (-SH), el cual es capaz de formar
puentes disulfuro (-S-S-) con otros grupos tiol por medio de una reaccién

de oxidacion (Dickinson y Mc Clements, 1995).

Los complejos interbiopolimero ocurren a valores de pH debajo del punto
isoeléctrico de las proteinas y a bajas fuerzas idnicas. A valores de pH debajo
del punto isoeléctrico, las moléculas de las proteinas tienen una carga neta
positiva y se comportan como policationes mientras que a valores por encima
del punto isoeléctrico se comportan como polianiones. El parametro
fisicoquimico de pH tiene gran influencia sobre estos sistemas ya que cuando
el pH es intermedio entre el punto isoeléctrico de dos proteinas, éstas seran
cargadas opuestamente y formaran complejos electrostaticos de proteina-
polisacarido. También a valores acidos y neutrales de pH, que son tipicos de
los alimentos, el contenido de grupos carboxilo en polisacaridos se comportan
como polianiones; por lo que la formacién de complejos electrostaticos entre
proteinas y polisacaridos anionicos generalmente ocurre a pH entre el valor de
la constante de disociacion acida de los grupos anionicos en el polisacarido y el
punto isoeléctrico en las proteinas. Generalmente los complejos electrostaticos
se disocian cuando la fuerza iénica excede a 0.2-0.3 o cuando el pH esta por

arriba del punto isoeléctrico de la proteina (Tolstoguzov, 1997).

Por otra parte el término compatibilidad de biopolimero implica la miscibilidad
de diferentes biopolimeros en un nivel molecular, ésta a su vez esta
relacionada con la habilidad de formar complejos interbiopolimeros solubles.
Sin embargo, la incompatibilidad termodinamica en disoluciones de una mezcla
de una proteina y un polisacarido usualmente toma lugar a altas fuerzas i6nicas
y valores de pH por encima del punto isoeléctrico de las proteinas donde los

biopolimeros tienen cargas iguales, consecuentemente la incompatibilidad
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ocurre cuando el complejo interbiopolimero se inhibe, por lo que la separacién
de fase usualmente ocurre a concentraciones de biopolimero de entre 2-20%
(depende de forma y tamafio). De esta manera la mezcla de proteina-
polisacarido en disolucion puede resultar en floculacién de una suspensién o
emulsién de proteina. Las disoluciones coloidales son termodinamicamente
inestables por un exceso inherente de energia libre en la superficie
(Tolstoguzov, 1997).

1.3.1 Complejos electrostaticos interbiopolimero

Dentro de las relaciones de propiedades composicidn-estructura, Ila
conformacioén de proteinas rigida y compacta restringe el nimero de grupos de
cargas opuestas capaces de interaccionar unas con otras. Debido a que las
macromoléculas siempre se mueven, si es posible, para ocupar una posicion
de energia minima, esto corresponde a la atraccion de las cadenas
opuestamente cargadas, por lo que las proteinas con estructura desplegada,
como el caseinato, tienen la posibilidad de formar un maximo numero de
contactos con polisacaridos negativamente cargados (Rodriguez y Pilosof,
2011).

Las interacciones atractivas entre proteinas y polisacaridos pueden permitir la
formacion de complejos solubles y/o insolubles (Figura 7 a y b). La formacién
de complejos insolubles conduce a un fendmeno de separacion de fase
llamado coacervacién, el cual implica una formacion de complejos
macromoleculares primarios solubles que interactuan para formar agregados
eléctricamente neutros, estos Ultimos sedimentan para formar la fase
coacervada que contiene ambos biopolimeros. Las dos fases coexistentes son
una fase rica en solvente con una cantidad muy pequena de biopolimeros y
una fase rica en biopolimeros que contiene los complejos de éstos (Rodriguez
y Pilosof, 2011). La agregacion de las particulas individuales del complejo es
principalmente debido a la formacién de puentes de hidrégeno, asi como
interacciones hidrofébicas (Tolstoguzov, 1997).

Por otra parte, pueden existir interacciones repulsivas desfavorables. A una
concentracion suficientemente alta de alguno de los dos biopolimeros, se

puede dar una repulsion neta entre las dos especies de soluto a nivel
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molecular, lo que causa una separacion del sistema en dos fases distintas, este
fendbmeno es conocido como incompatibilidad termodinamica y es una de las
principales causas del efecto sinergista. En donde puede tenerse una co-
solubilidad homogénea de los biopolimeros que se excluyen unos a otros en
medio acuoso (Figura 7c). También se puede dar una separacion de fases
entre los dos biopolimeros formando una fase rica en proteinas y otra rica en

polisacaridos (Figura 7d) (Rodriguez y Pilosof, 2011).
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Figura 5. Comportamiento de las mezclas de polisacaridos y proteinas
(Rodriguez y Pilosof, 2011).

La composicion y propiedades de un complejo electrostatico interpolimero,
dependen del pH, fuerza i6nica y la naturaleza de la proporcion de los
biopolimeros. Asi que cuando el pH se disminuye debajo del punto isoeléctrico
de la proteina, la carga neta de la proteina incrementa, mientras que los
macroiones aniodnicos del polisacarido disminuyen, como resultado, el complejo
insoluble es enriquecido con polisacaridos, esto se puede ver representado en
las Figuras 8 y 9 en donde se observa que las interacciones proteina-
polisacarido se pueden dar de diferentes maneras y asi formar distintos tipos
de sistemas con propiedades caracteristicas de disoluciones proteina-
polisacarido (Tolstoguzov, 1997).
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En la Figura 8A se ejemplifica la forma en que se dan interacciones
electrostaticas fuertes, el equilibrio esta “detenido” y es considerado un
complejo irreversible, el pH esta alejado del punto isoeléctrico de las proteinas,
con baja fuerza idnica. En la Figura 8B y 9B se presenta interaccion
electrostatica débil, en donde el pH esta alrededor y por encima del pH del
punto isoeléctrico, asi que presentaran bajas o moderadas fuerzas ionicas
(Tolstoguzov, 1997).
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equilibrio, complejos no Distribucion uniforme de las
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Reaccionde Cadenasde polisacaridos
desproparcién

Figura 6. Formacion de complejos, para tres sistemas diferentes de proteina-
polisacarido, mediante la influencia de las interacciones electrostaticas, pH y

fuerzas ionicas, al equilibrio y sin equilibrio entre ellas (Tolstoguzov, 1997).

22



Cuando las disoluciones opuestamente cargadas se mezclan bajo condiciones
fuertes de interaccidn biopolimero, en este caso a un pH debajo del punto
isoeléctrico de la proteina, el complejo formado por la mezcla obtiene

solubilidad en agua (Figura 8A).

Las propiedades de los complejos proteina-polisacarido formados al punto
isoeléctrico de la proteina, son independientes de la forma en la cual son
preparados. Esto indica que la formacion en condiciones de interaccién bajas
de complejos proteina-polisacarido es un proceso reversible (Figura 8B).
Cuando ocurre una distribucion no uniforme de proteinas entre las cadenas de
polisacaridos, ésta provocara la formacion de fracciones de baja-proteina y
alta-proteina de los complejos proteina-polisacarido (Figura 8C). Debido a la
proximidad del punto isoeléctrico, las interacciones hidrofébicas proteina-
proteina, y electrostaticas proteina-polisacarido pueden ser enérgicamente

comparables unas con otras.

El enlace de moléculas de proteina se puede dar a través de segmentos de
una cadena de polisacaridos anidnicos. Esto resulta en un incremento en
concentracion de segmentos de polisacaridos y un aumento en densidad de
carga (Figura 9A), lo que posiblemente promueve la adsorcion de la proteina y
la conformacion compacta de los complejos proteina-polisacarido, la cual

provoca una union con un interior hidrofébico (Figura 9B).

La estabilidad de los complejos proteina-polisacarido anionico contra la alta
fuerza idnica y valores de pH encima del punto isoeléctrico puede ser
incrementada por la desnaturalizacion térmica de los enlaces globulares de la
proteina y por la adicion de cationes divalentes, por su habilidad de unir a
través de los complejos. La desnaturalizacion conduce a un incremento del
numero de interacciones hidrofébicas y conduce a la formacion de complejos

mas estables (Tolstoguzov, 1997).
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Figura 7. Formacion de complejos, para dos sistemas diferentes de proteina-
polisacarido, mediante la influencia de las interacciones electrostaticas, pH y
fuerzas idnicas, causando el plegamiento de las proteinas (A) y formando

zonas de union generando el compacto del complejo (B)
1.3.2 Propiedades funcionales de los complejos electrostaticos

Los polisacaridos aniénicos pueden actuar como hidrocoloides protectivos
inhibiendo la agregacion y precipitacion de las particulas dispersadas de las
proteinas desnaturalizadas con carga igual, esto puede incrementar la
estabilidad, mientras que la solubilidad de las proteinas se puede incrementar
por el complejo electrostatico de ellas con polisacaridos anionicos. Los
polisacaridos anidnicos pueden actuar como floculantes para la precipitacion de

suspensiones o emulsiones estabilizadas por proteinas, ya que las fuerzas
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electrostaticas atractivas son mejores a pH cercano del punto isoeléctrico
(Tolstoguzov, 1997).

La principal razén para usar los complejos proteina-polisacarido como
estabilizantes de sistemas dispersos es por su alta actividad superficial, su
habilidad de incrementar la viscosidad del medio y su habilidad de formar geles
cargados y capas gruesas adsorbentes. La fuerza mecanica de la capa de
adsorcion es tan buena como los efectos electrostaticos y estéricos. Cuando
las particulas coloidales dispersadas estan cargadas, una repulsiéon couldmbica
existe entre ellas, la incompatibilidad termodinamica de proteinas vy
polisacaridos sucede cuando los biopolimeros tienen una limitada co-
solubilidad en el mismo solvente y cada uno de ellos esta principalmente
concentrado en una de las fases. Sin embargo, cuando la fuerza iénica es
suficientemente grande, el potencial electrostatico entre las particulas
coloidales (y la repulsion electrostatica entre dos iones) se convierte casi a
cero. Aqui, las sales pueden funcionar como agentes floculantes eficientes
(Tolstoguzov, 1997).

1.4 Propiedades de proteinas y polisacaridos en medio acuoso

En sistemas fluidos es evidente que existe un gran numero de elementos que
pueden afectar las propiedades reoldgicas, de adsorcion, tamafio y carga de
particula en mezclas de polisacaridos y proteinas en medio acuoso, sin
embargo, la funcionalidad del sistema disperso sera dependiente de estas
propiedades. Las mezclas proteina-polisacarido, usualmente coexisten en
emulsiones alimenticias. Generalmente, la proteina se utiliza como un
emulsificante para estabilizar las gotas de aceite y el polisacarido se emplea
para incrementar la viscosidad de la fase continua, para mejorar la estabilidad

de la emulsion o la actividad superficial de las proteinas (Zhao y col., 2013).
1.4.1 Reologia de fluidos

Por definicion, la reologia es el estudio de la deformacién y el flujo de los
materiales (Steffe, 1996), ésta estudia la manera en la cual los materiales
responden a un esfuerzo o deformacion. Debido a que todos los materiales
tienen propiedades reoldgicas, éstos pueden jugar un rol importante en la
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calidad, la optimizaciéon de procesos, las formulaciones de productos y sus
modificaciones, también es posible evaluar, a través de ésta, las caracteristicas
de productos y sus modificaciones, asi como las caracteristicas estructurales y
moleculares de un material (Lapasin y Pricl, 1999). Como la reologia es el
estudio de la deformacion de la materia, es importante el entendimiento de las
variables esfuerzo y velocidad de cizalla, las cuales se presentaran a

continuacion.

El tensor de esfuerzo (o) ejercido sobre una unidad de area de la superficie de
un material de prueba, puede ser resuelto en términos de nueve componentes,
de los cuales tres esfuerzos son normales (041,090 ¥ O33) Y Seis tangenciales
(012,013,021,023,031 Y O32), en un sistema de coordenadas cartesianas. Por
ejemplo, en un flujo de cizallamiento simple, el cual se puede encontrar en
diferentes geometrias (cono y placa, placas paralelas, cilindros concéntricos,
entre otras) 041,=0,1, mientras que los otros cuatro componentes tangenciales
(013,023,031 Y O3>) son iguales a cero, entonces el tensor puede escribirse

como:

g1 02 0
g=|0z1 03z 0
0 0 i

Donde o es el esfuerzo de cizalla al que le corresponden los esfuerzos
normales, que son igual a cero para fluidos newtonianos y pueden tener
magnitudes apreciables para algunos alimentos con propiedades viscoelasticas
como masas para panificacion (Barnes y col., 1993). El esfuerzo puede ser de
tension, de compresion o de cizalla (Steffe, 1996).

Deformacién lineal: se origina a partir de un esfuerzo como compresion o
tension, donde el material se deforma en una sola direccion, por ejemplo:
considerando una barra rectangular que debido a la fuerza es ligeramente
alargada. La longitud inicial de la barra es L, y la longitud de la barra alargada
es L donde con L=Ly+6L con L representando el incremento de la longitud,

esta deformacion se presenta en la Figura 10 (Steffe, 1996).
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Figura 8. Representacion esquematica de la deformacion linear de una barra
(Steffe, 1996).

Cuando un material se deforma en mayor proporcion, como es el caso de los
materiales fluidos, se prefiere utilizar la variacion de la deformacion con
respecto al tiempo, o la velocidad de cambio de la deformacién, denominada
velocidad de la deformacion, la cual en una prueba bajo cizalla o corte, se
define como la velocidad de cizalla, que corresponde al gradiente de velocidad
establecido en un fluido como resultado de la aplicacién de un esfuerzo de

cizalla, se expresa en segundos reciprocos (Rao, 1999).

Las propiedades reoldgicas de los materiales alimenticios se pueden expresar
en términos de viscosidad, elasticidad y viscoelasticidad, y relacionan algunos
componentes del tensor de esfuerzo con componentes especificos de la
deformacion o de la respuesta de la deformacién y la velocidad de cizalla. En
términos de fases fluidas y sélidas, la viscosidad es generalmente usada para
relacionar el esfuerzo con la velocidad de cizalla en los sistemas liquidos,
mientras que las funciones elasticas estan relacionadas con la funcién del
esfuerzo en la deformacion de solidos. Las propiedades viscoelasticas abarcan

la combinacion de ambas propiedades, viscosas y elasticas (Rao, 1999).

El estudio de la viscosidad (n), es una propiedad de interés de fluidos
alimenticios. La mayoria de los tipos de comportamiento al flujo de los fluidos
pueden ser descritos por medio de diagramas basicos de esfuerzo de cizalla
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y/o viscosidad en funcion de la velocidad de cizalla, como se muestra en las

Figuras 11y 12.
Fluidos independientes del tiempo
Comportamiento newtoniano

Los fluidos newtonianos son aquellos donde el esfuerzo de cizalla (o) es
directamente proporcional a la velocidad de cizalla (y) y la curva comienza en el
origen. Generalmente los alimentos que presentan este comportamiento son
aquéllos que contienen compuestos de bajo peso molecular (por ejemplo:
azucares) y que no contienen altas concentraciones de algun polimero en
disolucién (por ejemplo: pectinas, almidones, entre otros) o sdlidos insolubles
(Rao, 1999). El modelo para un fluido newtoniano es descrito por la siguiente

ecuacion:

o=ny €Y)
Comportamiento no newtoniano

Entre los fluidos con comportamiento no-newtoniano se pueden encontrar
distintos tipos como: fluidificantes y espesantes cuya curva de esfuerzo de
cizalla en funcién de la velocidad de cizalla es no lineal, también se pueden
encontrar fluidos cuya curva no comienza en el origen, es decir, presentan
esfuerzo de cedencia o fluidos que exhiben dependencia del tiempo de
cizallamiento; comportamientos reolégicos presentados como resultado de los

cambios estructurales del material (Rao, 1999).
Fluidificantes a la cizalla

En este tipo de fluidos, la curva resultante comienza del origen y tiene una
elevacion coéncava; es decir, un aumento en la velocidad de cizalla da un valor
menor que el incremento proporcional en el esfuerzo de cizalla. El
adelgazamiento a la cizalla puede ser debido a las fuerzas hidrodinamicas
generadas durante el cizallamiento. La mayoria de los alimentos que presentan
un comportamiento no-newtoniano exhiben adelgazamiento a la cizalla (Rao,
1999).
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Figura 9. Diagrama basico de esfuerzo de cizalla en funcion a la velocidad de
cizalla (Steffe, 1996).
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Figura 10. Diagrama de viscosidad en funcioén de la velocidad de cizalla para

diferentes fluidos (Steffe, 1996).
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Espesantes a la cizalla

La curva de los fluidos que muestran este comportamiento, comienza en el
origen de la grafica de esfuerzo de cizalla en funcion de la velocidad de cizalla
y presenta un descenso céncavo, es decir, el incremento en el esfuerzo de
cizalla da un valor menor que el incremento proporcional en la velocidad de
cizalla. Este tipo de fluidos se ha encontrado en dispersiones de almidon

parcialmente gelatinizado (Rao, 1999).
Fluidos dependientes del tiempo

Los alimentos que exhiben un comportamiento tixotropico y/o antitixotropico
son aquellos que presentan una reduccion o un incremento en el esfuerzo de
cizalla o la viscosidad aparente con el tiempo de cizallamiento evaluados a una
velocidad de cizalla constante (Steffe, 1996), este fendmeno se observa
facilmente cuando en la curva de ascenso y descenso en un grafico de
esfuerzo de cizalla en funcion de la velocidad de cizalla no coinciden y los
valores de esta ultima son menores. EI comportamiento espesante a la cizalla
con dependencia del tiempo es llamado comportamiento antitixotropico, en el
cual los valores de esfuerzo de cizalla en orden decreciente de velocidad de

cizalla son superiores a los del orden ascendente (Steffe, 1996).
1.4.2 Adsorcién en interfase fluida

El limite entre un liquido y el aire se denomina superficie, mientras que para el
limite entre dos fases se usa el término interfase. Las moléculas presentes en
el seno de la fase liquida estan sometidas a atracciones entre si, simétricas; las
de la superficie, por el contrario se encuentran parcialmente rodeadas y solo
experimentan atraccion desde el seno del liquido. Esta atraccion tiende a
arrastrar a las moléculas de la superficie hacia el interior y provoca una
reduccion del area entre las fases. Esta fuerza se denomina la tension
superficial y es el efecto responsable de la resistencia que un liquido presenta

a la penetracion superficial de un compuesto (Levine, 1996).

Cuando se expande la superficie de un liquido, las moléculas que originalmente
se encontraban en la region interior son lanzadas al exterior. Por lo que debe

realizarse un trabajo para contrarrestar la fuerza de atraccion entre esas
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moléculas y sus vecinas. Este proceso es similar a la vaporizacion de un
liquido, sin embargo, en la vaporizacion, las moléculas son expulsadas
completamente del liquido, en cambio, en una capa superficial, aun siguen bajo

la influencia de fuerzas intermoleculares enérgicas (Chang, 1992).

La Figura 13 representa la explicacion cinética de la tension en la interfase, en
donde la molécula situada en el interior de la masa liquida esta rodeada
uniformemente por moléculas de la misma naturaleza, y, en consecuencia,
experimenta el mismo efecto de la fuerza de cohesiéon de un modo uniforme en

toda su superficie.

Figura 11. Fuerzas intermoleculares que actuan sobre una molécula de la capa

superficial y sobre una molécula de la region interna del liquido (Chang, 1992).

En cambio, la molécula situada en la superficie libre del liquido se encuentra en
tales condiciones que la mitad de la superficie experimenta la atraccion hacia el
interior del liquido, mientras que la otra mitad esta rodeada de moléculas en
fase gaseosa, que no ejercen fuerza atractiva apreciable. Esta propiedad que
netamente diferencia al estado liquido del gaseoso es efecto de la misma
fuerza con que se atraen mutuamente las moléculas. Esta fuerza de cohesién
que tiende a impedir el paso del liquido a gas, es determinante de la existencia

de superficie limite (Chang, 1992).

La cohesion, por lo tanto, es una fuerza que, como resultado de la atraccion de

las moléculas, tiende a la minima superficie limite, esta fuerza tiende a reducir
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la superficie, de modo que se encuentre en el estado de menor energia, a esta
fuerza se le llama tension en la interfase gas/liquido y se define como: el
trabajo necesario para aumentar en un centimetro cuadrado la superficie de un
liquido. El valor de la tension en la interfase depende en parte de la sustancia
en contacto con la superficie libre, no es lo mismo si es un gas (aire), un solido,
o cualquier otro liquido porque la resultante de dos fuerzas antagonistas,
cohesion y atraccion, entre particulas de la sustancia en contacto con la

superficie, dara valores diferentes en cada caso (Jimenez y Macarulla, 1984).

Los compuestos polares suelen aumentar la tension en la interfase gas/liquido
del agua, porque debido a su polaridad pueden atraer otras moléculas polares,
como el agua, con lo que resulta reforzado el fendbmeno de la cohesion. En
cambio, las moléculas con grupos no polares, como no presentan atraccion con
las polares, se acumulan en la superficie, aumentando la distancia entre las
moléculas acuosas, y disminuyendo el efecto de cohesion (Jimenez y
Macarulla, 1984).

Existen diferentes métodos para determinar la tensién en la interfase

gas/liquido y liquido/liquido los cuales se pueden clasificar en (Salager, 2005):

e Meétodos basados en la medicion de una fuerza: dentro de éstos se
pueden citar el método del plato o Wilhelmy y el método del anillo. El
método del plato mide la fuerza hacia abajo que sobre una placa lisa
ejerce la interfase a la cual se desea determinar la tension, la medida de
la fuerza se hace uniendo la placa a una balanza sensible de torsién con
alguna clase de dispositivo de elevacion para bajar y subir la placa. En
cuanto al método del anillo, un anillo se coloca sobre la superficie del
liguido y se mide la fuerza requerida para separar el anillo de la

superficie.

e Meétodos basados en la medicion de la presion: entre éstos se tiene el
método de elevacion capilar en el que el liquido asciende de un tubo
capilar hasta que la presiéon hidrostatica debido a la columna del liquido
se iguala a la tension en la interfase relacionada al angulo de contacto. Y
el método de presion maxima de burbuja en el cual una pequefia burbuja

se insufla por el extremo de un capilar sumergido en un liquido, mientras
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la burbuja crece, la presién dentro de ella también crece, pero el radio de

la curvatura disminuye.

e Meétodos basados en las medidas geométricas o de deformacion de una
interfase en un campo gravitacional: entre estos se puede citar el
método de la gota pendiente que se basa en el analisis de la forma de
una gota colgante o flotante, esta forma esta dada por la ecuacion de
Gauss-Laplace (Sinterface Technologies, 2004), la cual representa la
relacion entre la curvatura del menisco de un liquido y la tension en la

interfase.

e Por ultimo se tiene el de la gota giratoria en el que se somete una gota o
burbuja de un fluido menos denso colocado en un cilindro de vidrio que
tiene el otro fluido, a un movimiento de rotacion rapido, la fuerza
centrifuga induce un alargamiento axial de la gota a la cual se oponen
fuerzas capilares y la tension se calcula con una ecuacion que involucra
la densidad, el periodo de rotacion y el diametro de la gota (Salager,
2005).

En las dispersiones coloidales, una delgada region intermedia o frontera es
conocida como interfase, la cual se encuentra entre la fase dispersa (aceite o
aire) y la continua (sistema acuoso). En algunos sistemas coloidales, las
propiedades de la interfase son muy importantes porque las gotas, burbujas y
particulas que los conforman pueden tener grandes areas en la interfase
(Schramm, 2005).

Estas dispersiones obtienen sus propiedades en gran parte de las propiedades
de sus superficies y de sus interfases. Durante su elaboracién, almacenamiento
y manipulacion, estas dispersiones no estan completamente en equilibrio, los
disturbios mecanicos y térmicos resultan en situaciones de desequilibrio para
estos sistemas, por lo que la estabilidad de estas dispersiones esta gobernada
en gran medida por la estabilidad de las delgadas peliculas de liquido entre las
particulas dispersas. Las propiedades de las peliculas superficiales juegan un
rol crucial en la estabilidad de las delgadas peliculas en la interfase (Dickinson,
1995), por lo que es de suma importancia su evaluacion.
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La adsorcidon de proteinas a una interfase fluida es comunmente estudiada por
la determinacién de la tension en la interfase entre las 2 fases. Como las
proteinas se adsorben en una interfase aceite/agua, las tendencias dinamicas
en la reduccion de la tension en la interfase dan un indicio de los subprocesos
caracteristicos en juego durante las primeras etapas de adsorcion. Una de las
técnicas que se puede emplear para medir la tension superficial es la gota
colgante, este método es util para el seguimiento de la tensién en funcion del
tiempo de la adsorcidn de una proteina en solucion diluida. Se ha demostrado
que a bajas concentraciones de proteina (aproximado 10 pg/ml) la tensién
interfacial dinamica puede ser dividida en 3 regimenes que son tipicos para
muchas proteinas, los cuales se pueden observar en la Figura 14 (Beverung y
col., 1999).

Tension interfacial

Regime ! Regime

I

Regime
III

e )

Log tiempo

Figura 12. Tensién dinamica en la interfase en funcion del logaritmo del tiempo,
tipica de las proteinas en soluciones acuosas diluidas, adsorbiendo en la

interfase aceite/agua (Beverung y col., 1999).

El primer régimen se visualiza como un tiempo de induccién donde la tension
pertenece a la solucion pura. Se ha observado con frecuencia para la adsorcion
de disoluciones de baja concentracion en la interfase agua/aire. Asi, a cortos
tiempos y bajas concentraciones de proteinas, las moléculas estan presentes
en la interfase, pero no reducen apreciablemente la tension en la interfase.

Este comportamiento puede ser representado por la Figura 15, el periodo de
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induccion esta caracterizado por la difusion de las proteinas hacia la interfase y
la iniciacion de cambios conformacionales de las proteinas adsorbidas. La
conformacién nativa de las proteinas esta representada por circulos y las

elipses indican cambios conformacionales (Beverung y col., 1999).
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Figura 13. Adsorcion de las proteinas globulares en la interfase agua/aceite en

el régimen 1 de la tension interfacial dinamica (Beverung y col., 1999).

En el régimen 2, conforme la interfase se vuelve mas saturada con proteinas,
cambios en ambas, la concentracion superficial y la tension en la interfase son
importantes. La interfase se va llenando con moléculas de proteinas, las cuales
se relajan en estructuras menos compactas, causando una disminucion en la
tension, la formacién de multicapas también puede ser iniciada como se

muestra en la Figura 16 (Beverung y col., 1999).

oil

water

Figura 14. Adsorcion de proteinas en la interfase aceite/agua en el régimen 2

de la tension dindmica en la interfase (Beverung y col., 1999).
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En el régimen 3, se presenta una disminucién lenta en la tension, atribuida a
los cambios conformacionales de la capa adsorbida y la construccién continua
de las redes de gel como se observa en la Figura 17. En este régimen,
contindan los cambios conformacionales de las capas iniciales adsorbidas y la
agregacion promueve una lenta disminucidn en la tension sobre periodos
extendidos de tiempo, aqui se puede encontrar la tensién al equilibrio de la

molécula (Beverung y col., 1999).

oil

Figura 15. Adsorcion de proteinas en la interfase aceite/agua en el régimen 3

de la tension dinamica en la interfase (Beverung y col., 1999).

En un sistema que consiste en un soluto anfifilico (molécula que posee una
zona polar y otra apolar), una fase oleosa y una fase acuosa, el soluto tiende a
acumularse en la interfase separando la fase oleosa y la fase acuosa cuando la
energia libre del estado adsorbido es menor que la energia del estado no
adsorbido. El cambio en las interacciones energéticas que ocurre como
resultado de la adsorcidén de un soluto tiene dos fuentes, una asociada con la
interfase y otra con el mismo soluto. Primero, cuando un soluto se adsorbe en
una interfase liquido/liquido en numero de contactos desfavorables entre el
agua y las moléculas de agua y aceite es reemplazado por los contactos entre
segmentos no polares de soluto y el agua. Termodinamicamente, estas
interacciones son mas favorables que las interacciones directas entre las

moléculas del agua y del aceite (Mc Clements, 2005).
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Concentracion de adsorcion critica

Cuando una sustancia activa se acumula en la interfase puede formar una
pelicula monomolecular denominada monocapa. Pueden formarse
espontaneamente por adsorcidn a partir de cualquiera de las fases adyacentes

o por deposicion sobre la interfase (Dickinson, 2010).

En la practica, los graficos tensidén superficial en funcion del logaritmo de la
concentracion para la formacién de micelas anfifilicas son en su mayoria
sigmoide en la naturaleza (Figura 18). En la etapa inicial (regién 1), se presenta
un cambio ligero en la tension superficial, debido a una escasez en poblacion
de tensoactivo en la interfase aire/agua hasta que la regién 2 comienza. A partir
de entonces, las moléculas anfifilicas de forma cooperativa rellenan y son

adsorbidas en la superficie con un fuerte descenso en la tension superficial.

I 11

y/mN m!

Il

Log concentracion del tensoactivo

Figura 16. Perfil tensiométrico simple (Mukherjee y col., 2013)

Por lo tanto, el inicio de la region 2 no es el punto de saturacién del tensoactivo
y no puede ser identificado como la concentracion de adsorcion critica. Desde
el inicio de esta region, las moléculas del tensoactivo son rapidamente
adsorbidas en la interfase, en consecuencia la tension disminuye rapidamente
en el punto de saturacién, los mondmeros del tensoactivo son dificilimente

acomodados en la interfase y la tension permanece constante (o sin cambios).
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Puede ser considerado fisicoquimicamente que los grupos polares o idnicos del
tensoactivo en la interfase permanecen hidratados. Posteriormente, con un
incremento en la concentracion, el area disponible en la interfase por ion o
grupo solvatado disminuye a modo de un acomodo competitivo provocando su
desolvatacion, que a su vez afiade mas moléculas de tensoactivo a la interfase
permitiendo un aumento en la concentraciéon de las moléculas de tensoactivo
en la interfase y por lo tanto a la disminucion de la tensién superficial. De esta
manera la interfase se rellena de manera significativa al comienzo de la regién
3 (Figura 18), después de la cual la tensidén practicamente no cambia con el
aumento de tensoactivo, encontrandose en este punto la concentracién de

adsorcion critica (Mukherjee y col., 2013).
1.4.3 Potencial zeta y tamaio de particula
Potencial zeta

La superficie de algunas particulas en disoluciones coloidales tiene una carga
eléctrica positiva o negativa, segun sea el pH del sistema. Dichas cargas
eléctricas generan fuerzas de repulsion entre los coloides, cuando éstas
poseen la misma carga eléctrica, con lo que el sistema se estabiliza; esto se
debe a que en estas condiciones de pH no existe una tendencia a la
aglomeracion de particulas individuales y por lo tanto éstas se distribuyen
homogéneamente en toda la fase dispersante. Si las fuerzas de repulsién no
existieran, se induciria la agregacién de las macromoléculas con su

consecuente precipitacion (Badui, 2006).

El potencial zeta describe la magnitud de la carga presente sobre una particula
coloidal. Tal como se observa en la Figura 19, en donde se puede observar que
la particula positiva atrae iones negativos. Sélo una parte de estos iones de
signo opuesto a la particula quedan firmemente adheridos a su superficie
formando una capa mono molecular de contraiones llamada capa de Stern o
capa fija. Los demas iones se distribuyen en distintos niveles de acuerdo a la
carga de la particula formando la capa difusa o de Gouy-Chapman. Hay un
punto de la capa difusa donde la carga de la particula no se hace sentir mas;
se denomina punto de neutralidad. Como no se puede medir la carga de la

particula, se mide la diferencia de potencial que hay entre la zona de
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separacién de la capa fija, de la capa difusa, y del punto de neutralidad; a ese

potencial se le conoce como potencial zeta (Sandoval y Montellano, 2003).
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Figura 17. Particula cargada positivamente: S capa de Stern, G capa de Gouy-

Chap,man; N, zona de neutralidad (Sandoval y Montellano, 2003).

El potencial zeta se calcula a partir de la movilidad electroforética de un coloide
y es definido como la carga sobre la particula en un plano de corte. Este plano
es una posicion tedrica por fuera del coloide, pasando por la capa de Stern y la
capa difusa, donde la particula interacciona liboremente con el medio que la
rodea (Morrison y Roos, 2002). La medicién del potencial zeta puede perseguir
diferentes propdsitos, entre otros, en sistemas que son estabilizados por una
combinacion de repulsiones electrostaticas y estéricas en donde la contribucién

del componente electrostatico se determina por medicidn del potencial zeta.

Entonces la medicién del potencial zeta indica la carga electrostatica que se
requiere para penetrar la capa de iones circundante en la particula y
desestabilizarla, asi mismo se define al potencial electrostatico como la
separacidon que existe entre las capas que rodean a una particula (Sandoval y
Montellano, 2003). Este se utiliza como medida de la carga eléctrica de las
proteinas y como un indicador relativo de la estabilidad coloidal de los
sistemas. Si las particulas en una mezcla tienen grandes valores negativos o
positivos de potencial zeta, éstos se repelen entre si, lo que inhibe la

agregacion y mejora la estabilidad del sistema; si las particulas tienen bajos
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valores absolutos de potencial zeta entonces se aglomeraran y la dispersion se
volvera inestable (Beliciu y Moraru 2011). De acuerdo a Beliciu y Moraru,
(2011), se define la estabilidad de las dispersiones con relacion al potencial

zeta de la siguiente manera:

Cuadro 1. Estabilidad de las dispersiones con relacién a su potencial zeta
(Beliciu y Moraru, 2011).

Potencial zeta (mV) Estabilidad

0a+-3 Aglomeracion maxima y precipitacion
+5a-5 Fuerte aglomeracion y precipitacion
-10a-15 Umbral de aglomeracion

-16 a -30 Dispersion delicada

-31a-40 Estabilidad moderada

-41 a -60 Estabilidad relativamente buena

-61 a -80 Buena estabilidad

-81 a -100 Extremadamente buena estabilidad

Dentro de las dispersiones, mantener un pH constante no se afecta los valores

del potencial zeta (Beliciu y Moraru, 2011).
Tamafo de particula

La importancia de determinar la distribucion de tamafo de particula radica en
que afectan las propiedades clave de coloides como la reologia y la tensién
superficial, entre otras. También pueden ser utilizadas para evidenciar, en caso
de que exista, la acumulacion de particulas, debido a las colisiones entre

particulas en el medio liquido, es decir, que se formen agregados.

Por otro lado, una de las propiedades mas importantes de los coloides que los
diferencian de otros sistemas es el tamano reducido de su particula, que hace
que adquieran una enorme superficie especifica. Estas condiciones hacen que
exista una gran area de contacto entre las fases dispersa y dispersante que
genera una elevada energia en la interfase sobre la superficie que las separa,
la estabilidad de los sistemas depende directamente de la formacion y de la
naturaleza de las interacciones que ocurren en dicha superficie. Esta propiedad
es de gran importancia en dispersiones alimenticias, especialmente en las

emulsiones, en las que el agente emulsionante es una sustancia capaz de
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abatir la tensién superficial mediante su asociacion a ambas fases, reduciendo

asi el trabajo de expansion de la superficie (Badui, 2006).

Usualmente, el tamafno de particula se considera como una medida del
diametro de las moléculas y se puede usar en el estudio de la interaccion entre
moléculas y los cambios conformacionales de las mismas (Brittain, 2001), por

ejempo:
e Interacciones entre subunidades de la estructura macromolecular.

e Cambios conformacionales de la proteina debido a las uniones con el

soluto.
e Cambios de forma en la cadena de una proteina desplegada.

Las particulas que constituyen una muestra real, no siempre son de un tipo,
generalmente exhiben un intervalo de tamafos y formas, por lo tanto la
determinacion de tamano de particula se lleva a cabo para obtener informacién
sobre las caracteristicas de tamano de un conjunto de particulas, generalmente
se requiere informacién sobre el tamafio medio de la particula y la distribucién

de tamanos alrededor de ese promedio (Brittain, 2001).

A continuacién se presenta la metodologia experimental.
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CAPITULO Il. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

2.1 Objetivos
2.1.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la concentracion de inulina sobre las propiedades
reologicas, de adsorcion, tamano y carga de particula de disoluciones acuosas
de caseinato de sodio, determinando su funcionalidad en el desarrollo de

sistemas dispersos alimenticios.
2.1.2 Objetivos particulares

1. Determinar el comportamiento al flujo de disoluciones acuosas de inulina
a diferentes concentraciones y de sus mezclas con caseinato de sodio a
1%, mediante pruebas de cizalla estacionaria, estableciendo sus
parametros reologicos.

2. Determinar la adsorcién en interfase fluida de disoluciones acuosas de
inulina a diferentes concentraciones y de sus mezclas con caseinato de
sodio a 1%, mediante pruebas de tension interfacial dinamica,
estableciendo la concentracion de adsorcion critica.

3. Establecer la distribucion de tamafio de particula, y potencial zeta
mediante dispersion de luz dinamica y microelectroforesis
respectivamente, de inulina a diferentes concentraciones y de sus
mezclas con caseinato de sodio a 1%, determinando la posible

formacion de agregados o coacervados en el sistema.
2.2 Materiales
Para la elaboracion de las disoluciones de caseinato de sodio—inulina se utilizo:
Casienato de sodio, Lactonat, lote 61038, Lactoprot Alemania.
Inulina de agave, Ingredion, Lote 2ubh406, Edo. México.

Agua E-pura, The Pepsico bottling group Mexico, México D.F.
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2.3 Métodos

2.3.1 Preparacion de las disoluciones de inulina y mezcla de inulina con

caseinato de sodio

La preparacion de las disoluciones de inulina se realizd a diferentes
concentraciones (1%, 3%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 40% y 50%) con agua
Epura, utilizando un agitador magnético (Barnstead, Estados Unidos) durante
10 minutos, a una temperatura de 25 °C y se dejaron reposar en refrigeracion

por 24 horas aproximadamente.

La preparacién de las mezclas acuosas de inulina-caseinato de sodio se realizo
a diferentes concentraciones de inulina (1%, 3%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%,
40% y 50%) con 1% de caseinato de sodio. Primero se adiciond caseinato de
sodio (1%) al agua, utilizando un agitador magnético (Barnstead, Estados
Unidos) durante 15 minutos, posteriormente se adiciond la inulina y se mezclo
durante 20 minutos mas, estas mezclas se llevaron a cabo a una temperatura
de 25 °C y se dejaron reposar en refrigeracion por 24 horas aproximadamente

antes de su analisis.
2.3.2 Humedad de polvos

Se determind la humedad de las muestras en polvo de inulina y caseinato de
sodio, mediante el uso de la Termobalanza Ohaus modelo MB45 (Estados
Unidos), con la finalidad de establecer los porcentajes en base seca. Se basa
en el principio termogravimétrico, la muestra se calienta rapidamente y la
humedad se evapora. Durante l|la desecacion el equipo determina
continuamente el peso de la muestra y presenta el resultado como porcentaje
en contenido de humedad (Ohaus, 2004). La temperatura de operacion fue de
140 °C, se utilizé el programa A60, el cual consiste en la pérdida de peso de la
muestra en menos de 1 mg cada 60 s, asi como el tamafo de la muestra en la

bandeja debe de ser > 0.5 g.

Se realizaron 3 repeticiones, a las cuales se les calculd el promedio, desviacion

estandar (0) y coeficiente de variacion en porcentaje.
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2.3.3 Densidad de las disoluciones acuosas

A cada una de las disoluciones de inulina a diferentes concentraciones, y a sus
respectivas mezclas con caseinato de sodio se les determind la densidad
mediante el uso del densimetro digital Anton Paar modelo DMA-38 (Austria). El
cual se basa en el principio del oscilador mecanico, la muestra se introduce en
un tubo oscilante en forma de U, cuya frecuencia natural de oscilacion esta
influenciada por la masa de la muestra que se introduce y es
electromagnéticamente excitado a una oscilacion no humeda (Anton Paar,
1996). Se inyecté muestra a través del tubo en U del densimetro, estableciendo
una temperatura de operacién constante (20 °C), se verificé que las lecturas de
densidad y gravedad especifica se mantuvieran constantes en la cuarta cifra
decimal durante 1 minuto. Al inicio y término de su uso se verificd que el equipo
estuviera dentro del intervalo de densidad de 0.0013 a 0.0016 g/cm?3 para
garantizar que el instrumento se encontraba limpio. La densidad sirvi6 como

dato para la determinacion de la tension superficial.

Las determinaciones se realizaron por triplicado y se realizd un tratamiento
estadistico (media, desviacion estandar (o) y coeficiente de variacion en

porcentaje), para determinar los valores de densidad relativa.
2.3.4 Tamano de particula y potencial zeta

Se determind la distribucion de tamano de particula, y el potencial zeta para las
disoluciones de inulina, y sus respectivas mezclas con caseinato de sodio, asi
como la disolucion del caseinato de sodio, mediante el uso del zeta sizer nano,
Malvern (Reino Unido). La técnica para el célculo de tamafio de particula se
basa en la dispersién dinamica de luz, esta técnica mide la difusién de las
particulas que se mueven bajo el movimiento Browniano, posteriormente, la
convierte a una distribucion de tamano utilizando la relacion de Stokes-Einstein
(Malvern Instruments, 2004). La determinacion del potencial zeta se
fundamenta en micro-electroforesis por el efecto Doppler, en donde se aplica
un campo eléctrico a una solucidn de moléculas o de una dispersion de
particulas, que a continuacién se mueven con una velocidad relacionada con
su potencial zeta. Esta velocidad se mide utilizando una técnica patentada de

interferometria laser llamada M3-PALS (analisis de la fase de dispersion de
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luz). Esto permitié el calculo de la movilidad electroforética, y la distribucion de
potencial zeta (Malvern Instruments, 2004).

En las mediciones del tamafio de particula y potencial zeta se usé la celda
DTS1060, por lo que para ambos el intervalo de medida del tamafo de
particula fue de 0.3 nanémetros a 10 micrometros, posteriormente se indicaron
las condiciones de prueba, las cuales son: agua como medio dispersante, y la
temperatura de proceso de 25 °C, el tipo de material, para este caso fue
proteina, el indice de refraccién de esta ultima fue de 1.450 y la absorcion del
material de 0.001.

El software calcul6 los datos de potencial zeta medido en mV, presentandolos
en promedio durante la medicidn. El tamano de particula, se calculd en
nanometros, con estos datos se realizd un grafico semi-logaritmico de

intensidad en funcion de tamafio de particula como se muestra en la Figura 20.
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Figura 20. Ejemplo de grafico de didametro de particula proporcionado por el

equipo
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2.3.5 Flujo en cizalla estacionaria

El estudio reologico de pruebas de comportamiento al flujo de las disoluciones
de inulina a diferentes concentraciones, asi como sus respectivas mezclas con
caseinato de sodio se realizé en el reémetro Anton Paar modelo MCR-301,
(Austria). El cual se fundamenta en la transferencia de cantidad de movimiento
en la muestra contenida entre las dos placas, desde el cono que rota hasta la
placa que contiene la muestra (Martinez-Padilla, 2012). Con un sistema de
medida CP-75-1, que es un cono de 1° de 7.5 cm de diametro, se aplicé un
intervalo de velocidad de cizalla de ascenso de 10 a 400 1/s y descenso de 400
a 10 1/s, estableciendo 40 puntos y 5 segundos por punto. Para las
disoluciones al 30%, 40% y 50%, y sus respectivas mezclas con caseinato de
sodio al 1% se aplicaron 2 ciclos de ascenso-descenso con 25 puntos y 5
segundos por punto, todas las determinaciones se realizaron a una

temperatura de 25 °C.

A cada una de las muestras se le realizd por triplicado la prueba de flujo,
posteriormente se determinaron los graficos de esfuerzo de cizalla en funcion
de la velocidad de cizalla. Para determinar el modelo matematico que mejor
describio la funciéon de flujo, se realizé la determinacion del coeficiente de
correlacion, asi como también el grafico de viscosidad en funcién de la
velocidad de cizalla, determinando si presentaba dependencia o independencia

del tiempo de cizallamiento.
2.3.6 Adsorcion en interfase fluida

A las disoluciones a diferentes concentraciones de inulina, asi como sus
respectivas mezclas con caseinato de sodio, se les realizaron pruebas de
adsorcion en interfase liquido-aire con el tensiometro de gota colgante (PAT-1,
Sinterface Technologies, Alemania), cuyo funcionamiento se basa en el analisis
de la forma de una gota colgante en la punta de un tubo capilar, donde el
instrumento determina los didmetros de la gota en la direccion x, z, por medio
de una camara que los digitaliza; las imagenes digitales de la gota son
grabadas mediante un programa computacional con la ecuacion de Gauss-
Laplace, la cual representa la relacion entre la curvatura del menisco del liquido

y la tensién en la interfase (Sinterface Technologies, 2004). La Figura 21
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muestra un diagrama del funcionamiento del equipo, los distintos componentes

y la forma en la que se realiza la medicion.

Las pruebas de tension en la interfase liquido/aire se realizaron con una fase
externa que es el aire. Antes de hacer una prueba es importante asegurarse de
que el equipo se encuentre limpio, asi como su calibracion. Los datos
colocados al software del equipo fueron, la densidad, la temperatura de 25 °C,

volumen de gota de 15 ul y el tiempo de la prueba de 30 min.

El equipo proporciona curvas de tensiéon en la interfase liquido/aire en funcion
del tiempo, tal como se representa en la Figura 22, que permite visualizar la
cinética de adsorcion, posteriormente se tomé el ultimo punto, el cual fue
considerado como la tension al equilibrio y con el valor de la tension al
equilibrio en funcion del logaritmo natural de la concentracién, se realizé6 un
grafico, a partir de éste fue posible determinar la concentracion de adsorcién
critica estimada en el punto de inflexion donde se aprecia el cambio de

pendiente de la recta al aumentar la concentracion.

Disolucion 2
acuosa valvula

Jeringa hermética

NNETT

Monitor

Computadora

Lente de la
camara

Lamparade halogeno

Recipiente
cubico de
cuarzo Aire

Figura 21. Diagrama de funcionamiento del tensiémetro de gota colgante

(Beverung y col., 1999).
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Figura 22. Curva tipica de la tension en la interfase (Sinterface Technologies,
2005).
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CAPITULO Ill. RESULTADOS

3.1 Humedad de inulina y caseinato de sodio

En el Cuadro 2 se muestra la humedad, para la inulina de agave y del
caseinato de sodio. Este dato se empled para realizar los calculos en base
seca, por lo que se realizo la correccidon por humedad en la preparacién de las

disoluciones.

Cuadro 2. Humedad de la inulina de agave y caseinato de sodio.

Humedad (%)

Inulina Caseinato
Promedio 4.77 6.96
(o} 0.09 0.2
C.V. (%) 1.78 2.91

3.2 Densidad de las disoluciones acuosas

En el Cuadro 3 se presentan los valores de la densidad relativa de las
disoluciones de inulina sola y en mezcla con caseinato de sodio a las diferentes
concentraciones, se observa que conforme la concentracion incrementd, la
densidad relativa aumentd, esto debido a una saturacion del medio dispersante

(agua) debido a un incremento de solutos.

En la Figura 23 se puede observar que la densidad absoluta presenta un
comportamiento directamente proporcional con respecto al aumento de
concentracion, dicha relacidn se describe por la ecuacidbn y=mx+b con
coeficientes de correlacion de 0.9957 y 0.9961, presentandose un aumento
similar para las disoluciones de inulina y sus mezclas, debido a que se da un

aumento en la masa dentro de un volumen determinado.
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Cuadro 3. Gravedad especifica de las disoluciones de inulina, caseinato de

sodio y mezclas inulina-caseinato de sodio a diferentes concentraciones.

Concentracion de Densi_dad
biopolimero (%) relatlva_ o C.V. (%)
promedio
1 1.003 1.34 0.75
3 1.011 1.26 0.8
10 1.037 2.36 0.44
15 1.058 17.63 0.06
Inulina 20 1.078 2.16 0.5
25 1.1 4.58 0.24
30 1.127 11.27 0.1
40 1.173 13.03 0.09
50 1.226 3.07 0.4
1 1.006 1.18 0.85
3 1.014 1.35 0.75
10 1.042 11.58 0.09
Mezcla 15 1.065 1.31 0.81
ca_seir_lato- 20 1.084 5.42 0.2
nulina 25 1.108 15.83 0.07
30 1.127 1.34 0.84
40 1.177 2.35 0.5
50 1.234 1.9 0.65
Caseinato 1 1.002 1.05 0.95
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Figura 18. Densidad absoluta a 25 °C de disoluciones (g/cms) de inulina y sus

mezclas con caseinato a diferentes concentraciones.
3.3 pH de las disoluciones acuosas

En el Cuadro 4 se observa que el pH de las disoluciones de inulina disminuyo
cuando la concentracion aumento, esta disminucion se presentd en baja
proporcion hasta 40% en concentracion, sin embargo, para la concentracion de
50% se presentd una disminucion de pH hasta 4.96, esto puede ser atribuido a
un incremento en la cantidad de iones en la disolucion, debido a una reduccion

de agua libre disponible para la solvatacion (Ponce y col., 2008).

Por otra parte, para las disoluciones de caseinato a 1% y sus mezclas con
inulina a diferentes concentraciones se obtuvo un intervalo de pH de 6.71 a
6.27, esto es atribuido a interacciones electrostaticas que pudieron formarse

entre los biopolimeros (Dickinson, 2010; Rodriguez y Pilosof, 2011).
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Cuadro 4. pH de las disoluciones acuosas de inulina y sus mezclas con
caseinato de sodio a 1%

Cboi(r;;?)rl]itr;laecrfr(]o/g)e prorI::dio o C.V. (%)
1 6 0.006 0.1
3 6.02 0.02 0.33
10 6.02 0.026 0.44
15 6.04 0.053 0.88
Inulina 20 6.2 0.1 1.61
25 5.91 0.023 0.39
30 6.01 0.015 0.25
40 5.88 0.015 0.26
50 4.96 0.036 0.73
1 6.53 0.036 0.55
3 6.54 0.05 0.76
10 6.35 0.025 0.4
Mezcla 15 6.34 0.026 0.42
caseinato- 20 6.35 0.006 0.09
inulina 25 6.36 0.017 0.27
30 6.34 0.006 0.09
40 6.32 0.01 0.16
50 6.27 0.012 0.18
Caseinato 1 6.71 0.092 1.38

3.4 Tamaio de particula

La distribucion del tamafio de particulas formadas en los sistemas acuosos se
presentan en las Figuras 24 y 25. Se puede observar el patréon de dispersion, el
cual se caracteriza por un maximo definido, la posicion, forma e intensidad del
maximo depende de la concentracién de la disolucion, esta poblacién para la
disolucion de inulina a 1%, presentd valores de la moda de 3 nm
aproximadamente, con una distribucion monomodal, pero a 3% en inulina se
presentd una distribucion multimodal debido a tamanos de particula con modas
de 712 nm e incluso 5560 nm (Cuadro 5), pero con una intensidad de poblacién
por debajo del 10%, esto debido a la formacion de agregados dentro de la
disolucioén, estos tamafios para la inulina son similares a los reportados para

inulina de agave y nativa (Crispin-Isidro y col., 2014; Ponce y col., 2008). La
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inulina en solucion acuosa, forma dos tipos de especies solvatadas,
monomeros compactados y supra agregados (Naskar y col.,, 2010). Cabe
sefalar que las mediciones de distribucidon de tamafno de particula solo se
pudieron efectuar hasta 25% en concentracion debido a que por encima de

ésta se formaron particulas que sobrepasaron el limite del intervalo de
medicion del instrumento (10 pm).

Cuadro 5. Valores de moda de las diferentes poblaciones de particula para

inulina a 1%, 3%, 10%, 25% y caseinato 1%.

25

Diametro (nm)
Muestra Poblacion | Poblacion | Poblacion | Poblacion

1 2 3 4

Caseinato 1% 406 4383 0 0

Inulina 1% 3.8 0 0 0
Inulina 3% 3.27 91 712 5560
Inulina 10% 3.9 122 825 5560
Inulina 25% 3.6 193 886 5397
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Figura 24. Distribucién de tamafio de particula para caseinato(C) a 1%, Inulina
Hha1%y 3%.
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Asi mismo, en la Figura 25 se puede observar la distribucion de tamafos para
las disoluciones de inulina a 10% y 25% presentando tamafos de particula con
modas de 800 nm e incluso 5500 nm (Cuadro 5), por la formacion de
agregados debido a que las moléculas de inulina no estan cargadas, lo cual

favorece la agregacion de las mismas (Ponce y col., 2008).
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Figura 25. Distribucién de tamafio de particula para caseinato (C) a 1%, inulina
() a10% vy 25%.

El caseinato de sodio presentdé una distribucion de tamafo bimodal con
tamanos de particula con modas de 400 nm y 4300 nm, siendo las particulas
de 400 nm las de mayor intensidad en poblacion dentro de la disolucion, este
comportamiento es similar al reportado (Bonilla-Reyna y col., 2011; Sosa-
Herrera y col., 2008).

El caseinato de sodio es polidisperso, la estructura secundaria de las caseinas
que lo integran no esta bien definida y la hace mas flexible, las cuales en medio
acuoso forman agregados conocidos en algunos casos como submicelas; esta

polidispersidad es, al parecer, reflejo de un sistema en donde la asociacion
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entre particulas se realiza sin un estricto empaquetamiento o limitaciones
simétricas que permitan estructuras escencialmente monodispersas (Walstra,
1999).

En las Figuras 26 y 27 se observa la distribucion de tamano de particula para
las mezclas de inulina con caseinato, en las mezclas de inulina a bajas
concentraciones de 1% y 3%, se presento una distribucién bimodal, mostrando
el mismo comportamiento en intensidad de poblacién y tamafio de particula del

caseinato, con modas de 400 nm y 4300 nm (Cuadro 6).
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Figura 26. Distribucién de tamafio de particula para las disoluciones de
caseinato (C) a 1%, mezcla (M) a 1% y 3%.

En comparacion con las disoluciones de inulina a las mismas concentraciones
(Figura 24), éstas ya no presentaron tamafos de particula de 3 nm y 100 nm
aproximadamente, los cuales tampoco fueron presentados para el caseinato de
sodio, por lo que este ultimo tuvo influencia sobre las particulas de inulina; y se

pudo haber presentado una posible asociacion de las moléculas a estas
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concentraciones, debido a que se ha reportado que la inulina de agave tiende a
cubrir las micelas de caseinato, los grupos hidroxilo de los fructanos
interactuaron a través de puentes de hidrégeno con fracciones cargadas en la

superficie de la proteina (Crispin-Isidro y col., 2014).

Cuadro 6. Valores de moda de las diferentes poblaciones de particula para las

mezclas a 1%, 3%, 10%, 25% de inulina y caseinato 1%.

Diametro (nm)
Muestra Poblacién | Poblacién | Poblacién

1 2 3
Caseinato 1% 406.3 4383 0
Mezcla 1% 396 5559 0
Mezcla 3% 396 5550 0

Mezcla 10% 164 712 6438
Mezcla 25% 1106 5559 0

En la Figura 27 se puede observar que para la mezcla de 10% se presenta una
distribucion trimodal, con tamanos de particula con modas de 160 nm, 700 nm
y 6400 nm, esta distribucién ha sido reportada para el caseinato de sodio en
mezcla con gelana en pH &cido, por la formacién de largos y pequefios
agregados en la disolucién, asi como a la formacion de complejos entre los

biopolimeros (Sosa-Herrera y col., 2008).

En la Figura 27, la mezcla a 25% presenta la distribucién bimodal con tamafnos
de 5500 nm y 1100 nm, siendo éstos ultimos con mayor intensidad poblacional
en la disoluciéon por lo que con altas concentraciones de inulina se presenta
una formacion de agregados mas grandes en el sistema, debido a un aumento
en solutos, los cuales se cree que al llegar al 30% - 35% en concentracion
existe una incompatibilidad termodinamica y por lo tanto una separacion de

fases como en los sistemas reportados por Rodriguez y Pilosof (2011).
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Figura 27. Distribucién de tamafio de particula para las disoluciones de
caseinato (C) a 1%, mezcla (M) a 10 y 25%.

3.5 Potencial zeta

En los resultados obtenidos para las disoluciones de inulina a diferentes
concentraciones (Cuadro 7) se observa que exhiben bajo potencial zeta, con un
intervalo de -9.25 a -0.8 mV, de este modo, las particulas se encontraron con
una fuerte tendencia a la aglomeracion y precipitacion, conforme a lo que
reporta Beliciu (2011). También se ha reportado que las moléculas de inulina
de agave dificultan el flujo de electrones, éstas no presentan carga, por lo que
favorece la agregacion de las moléculas de inulina (Ponce y col., 2008). La
inulina posee grupos hidroxilo en su estructura molecular, los cuales tienen
grupos polares, estos presentan carga parcial negativa, por su parte las
caseinas poseen grupos amino, fosfato y sulfhidrilo, los cuales proveen de

estabilidad interna en las proteinas.

Por su parte, el caseinato de sodio mostré un potencial zeta de -28.86 mV y se

encuentra en el limite de dispersion delicada, por lo que aun puede proveer a la
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disolucién cierta estabilidad debido a las interacciones estéricas por la
presencia de una capa que recubre las micelas de la caseina, en la superficie

de éstas (Beliciu y Moraru, 2011).

Cuadro 7. Potencial zeta para las disoluciones de inulina a diferentes

concentraciones y caseinato de sodio a 1%.

Concentracion de | " otencial zeta
biopolimero (%) promedio o C.V. (%)
(mV)
1 -9.25 0.74 8
3 -8.15 0.33 4.05
10 -4.75 0.72 15.16
15 -3.7 0.31 8.38
Inulina
20 -2.51 0.3 11.95
25 -2.38 0.04 1.68
30 -1.45 0.06 4.14
40 -0.8 0.03 3.74
Caseinato 1 -28.86 0.9 3.12

En el Cuadro 8 se presenta el potencial zeta para las mezclas de caseinato-
inulina, se observa que a concentraciones bajas de inulina 1 y 3% predominan
los valores de potencial zeta del caseinato, a concentracion de 10% de inulina
las disoluciones se encuentran en el limite de dispersidén delicada por lo que la
repulsion estérica del caseinato pudo proveer cierta estabilidad ante la
aglomeracion, pero a concentraciones de 15 a 40% predominé el potencial zeta
de la inulina. Por lo que se puede decir que pasa de una disolucion delicada
(susceptible a la agregacion) a una aglomerada, esto se pudo observar en la
distribucion de tamano de particula, debido a que con bajas concentraciones de
inulina 1y 3% se presentd una distribucion bimodal, similar a la del caseinato,
pero a partir del 10% en concentracion se formaron agregados con diferentes

tamanos dentro de la disolucion.
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Cuadro 8. Potencial zeta para las disoluciones de inulina a diferentes

concentraciones y caseinato de sodio a 1%.

Concentracion de Potencial zeta - C.V. (%)
biopolimero (%) promedio (mV) S T
1-1 -27.36 1.46 5.34
1-3 -21.39 1.22 5.7
1-10 -16.53 0.057 0.34
Mezcla 1-15 -8.96 0.74 8.26
caseinato-
inulina 1-20 -6.99 0.39 5.58
1-25 -4.83 0.17 3.52
1-30 -3.5 0.1 2.86
1-40 -1.87 0.24 12.83
Caseinato 1 -28.86 0.9 3.12

3.6 Flujo en cizalla estacionaria

El comportamiento al flujo del caseinato de sodio al 1% e inulina a diferentes
concentraciones y sus mezclas fueron descritas por el modelo newtoniano,
como se presenta en las Figuras 28 y 29, este comportamiento se ha
observado en disoluciones de inulina de cadena corta e inulina de agave
(Villegas y Costel, 2007; Tarreaga y col., 2011; Ponce y col., 2008). En la
Figura 28 se puede observar que al aumentar la concentracion de inulina, se
produce un aumento en la viscosidad, esto puede ser atribuido a que conforme
aumenta la concentracion de inulina se pueden formar pequefios cristales que
interactuan entre ellos formando pequefos agregados, los cuales absorben una
gran cantidad de agua tal y como fue reportado en bebidas lacteas (Villegas y
Costel, 2006). Se ha observado la habilidad de las moléculas de inulina de
captar agua, previniendo su libre movimiento y su interaccion con los
constituyentes de la leche, dandole estabilidad a la red formada por proteinas

conforme a lo reportado con yogurt (Crispin-Isidro y col., 2014).

El caseinato de sodio al 1% tuvo una viscosidad de 0.0012 Pa.s (Cuadro 9). En
medio acuoso, el caseinato forma pequenos agregados con un radio de

aproximadamente 10 nm, los cuales consisten de alrededor de 15 moléculas
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(HadjSadok y col.,, 2008), debido a la formacion de interacciones

intermoleculares a través de regiones hidréfobas, evitando compactarse asi

mismas en una forma plegada (Alvarez y col., 2008), las cuales muestran

comportamiento newtoniano en un intervalo de concentracion dado,

generalmente inferior al 12% (Konstance y Strange, 1991).

Viscosidad (mPa.s)
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Figura 28. Viscosidad de las disoluciones de inulina (1) a diferentes

concentraciones y caseinato de sodio (C).

En la Figura 28 se observa que la viscosidad de la inulina al 10%, es parecida a
la viscosidad del caseinato al 1 %, los cuales son 0.0016 y 0.0012 (Cuadro 9)
respectivamente. En la Figura 29, se presentan las disoluciones en mezcla con
caseinato, se observa que a una concentracién de inulina de 10% en mezcla
con caseinato, este ultimo le confirid un aumento en la viscosidad, similar a los
valores que se tiene en disolucion de inulina sola al 15%, los cuales fueron
para ambas de 0.0018 Pa.s. Este comportamiento también se observa para

todas las concentraciones de inulina en mezcla con caseinato, mostrando una
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tendencia de incremento de viscosidad en comparacion con las disoluciones de

inulina sola.

El comportamiento de las disoluciones de caseinato de sodio en mezcla con la
inulina de agave a bajas concentraciones, presentd caracteristicas similares en
mezcla con otros hidrocoloides, mostrando un ligero aumento en la viscosidad,
y ajustandose al modelo de comportamiento newtoniano, conforme a lo
reportado en interacciones con goma gelana al 0.03% sin cloruro de calcio
(Sosa-Herrera, 2008), con goma arabiga al 2% (Bonilla-Reyna, 2011) y con
xantana a 0.01% (Zhao y col., 2013), a bajas concentraciones de caseinato
(2%).
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Figura 29. Viscosidad de las disoluciones de caseinato de sodio (C) y sus

mezclas con inulina (M) a diferentes concentraciones.

En la Figura 30 se presenta la viscosidad en funcién de la concentracion de las
disoluciones de inulina sola y en mezcla. Se pueden observar dos

comportamientos diferentes en cuanto al cambio en la viscosidad, por debajo
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de la concentracion a 30% de inulina, la viscosidad aumenta de forma gradual
al aumentar la concentracion, pero por encima de esa concentracion se tiene
un aumento exponencial, este comportamiento es similar a lo reportado por
Ponce y col., (2008), esto puede ser atribuido a que al 30% en concentracion,
las cadenas de inulina de agave empiezan a superponerse y el movimiento de
la cadena sola es restringida por la presencia de otra. Aqui, las ramificaciones
de la molécula son consideradas como espirales aislados con bajas
interacciones entre ellas, y al incrementar la concentracién de inulina de agave,
la espiral se superpone para formar una solucion molecular mas enredada
(Ponce y col.,, 2008). Esto se refleja con el aumento en el tamafio de la

particula, como se observo en la distribucion de tamaro de particula.
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Figura 30. Efecto de la concentracion en la viscosidad de disoluciones de
inulina a diferentes concentraciones y sus mezclas con caseinato de sodio al
1%.

En concentraciones por debajo de 20% en inulina, se presento la formacion de

complejos entre los dos biopolimeros, debido a que la inulina pudo haber
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cubierto las micelas de la caseina, ya que las moléculas de inulina tienden a
depositarse en la superficie de las micelas de caseina, produciendo estructuras
mas gruesas y densas de redes de proteinas (Crispin-Isidro y col., 2014). Esto
se pudo observar en la distribucion de tamaino de particula a concentraciones

de inulina de 3% y 10% en mezcla con caseinato.

Por encima del 30% se presento sinergismo entre los dos biopolimeros, debido
a que la disolucién a 40% de concentracion de inulina presenté una viscosidad
de 0.0134 Pa.s (Cuadro 9) y la disolucion de la mezcla entre los dos
biopolimeros a 40% en concentracion de inulina presenté una viscosidad de
0.0213 Pa.s, por lo que se dio una interaccion segregativa (incompatibilidad
termodinamica), esto debido a que cuando se tiene una concentracion alta de
un biopolimero se produce una repulsidn estérica entre las dos especies de
soluto a nivel molecular, causando una separacion del sistema en 2 fases
distintas, siendo ésta una de las principales causas de sinergismo (Rodriguez y
Pilosof, 2011).

Cuadro 9. Viscosidad de las disoluciones de inulina, mezcla inulina-caseinato

de sodio y caseinato de sodio a 1%.

Concentracion de Viscosidad
biopolimero (%) (Pa'iz o C.V. (%)
x10
10 1.6 7.07E-05 4.41
15 1.8 7.07E-05 3.92
20 2.5 1.41E-04 5.65
Inulina 25 3.5 7.07E-05 2.02
30 5.4 1.41E-04 2.61
40 13.4 2.12E-04 1.58
50 38 1.41E-03 3.72
10 1.8 7.07E-05 3.92
15 2.5 7.07E-05 2.82
Mezcla 20 3.3 7.07E-05 2.14
caseinato- 25 5.6 1.41E-04 2.52
inulina 30 6.8 141E-04 | 2.08
40 21.3 1.41E-04 0.66
50 73.7 2.12E-04 0.28
Caseinato 1 1.2 7.07E-05 5.89
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3.7 Adsorcion en interfase fluida

En la Figura 31, se muestran las curvas de tension superficial en funcion del
tiempo para las disoluciones de inulina y caseinato a 1%, se observa que la
tensiéon superficial de las disoluciones disminuy6 en funcién del aumento de
concentracion de inulina, siendo 43.41 mN/m (Cuadro 10) el valor mas bajo de
tensién superficial a una concentracion de 40% de inulina, presentando valores
similares de tension superficial con respecto a otros polisacaridos a bajas
concentraciones (Tragacanto al 0.6% de 42 mN/m; Xantana al 0.06% de 43
MmN/m y Guar al 0.7% de 55 mN/m) reportados por Garti y Leser (2001).
Mientras que al 1% de concentracion de inulina se obtuvo el valor de 62.75
mN/m (Cuadro 10), el cual fue el que presentd menor reduccién en la tension
superficial, disminuyendo casi 10 unidades con respecto a la tensién superficial
del agua (Adamson y Gast, 1997). Lo que significa que la adicion de la inulina a

un sistema acuoso mejora la adsorcion entre las fases inmiscibles.

Por su parte el caseinato a 1% present6 una tension superficial de 35 mN/m, lo
cual es similar numéricamente a lo reportado por Bonilla-Reyna y col., (2011),
por lo que el caseinato logré disminuir la tensién aun mas en comparacion con
todas las disoluciones de inulina a diferentes concentraciones, esto debido a
que la macromolécula de caseinato contiene B-caseina, la cual ha mostrado
poseer una tendencia muy fuerte a la adsorcion en interfase, debido a sus
propiedades como molécula anfifilica (Dalgleish, 1997). Para la -caseina se ha
reportado que no presenta un régimen de induccion y ésta pasa directamente
al segundo periodo, debido a la estructura desordenada y a la flexibilidad de la
molécula en medio acuoso, lo cual promueve una rapida adsorcion en la

interfase (Beverung y col., 1999).

En la Figura 31, también se observa que para las concentraciones de 1%, 3%,
10% y 15% se presentd un régimen de induccion segun Beverung y col. (1999),
por la lenta migracion de las particulas a la interfase. Obteniendo a 1% en
concentracion un tiempo de induccion de 300 segundos aproximadamente, 30
segundos para la concentracién de 3% y 15 segundos para la concentracion de
10% y 15%, por lo que los sistemas no estan saturados de solutos en la

interfase.
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Figura 31. Tensién superficial de las disoluciones de inulina (1) y caseinato (C)

al 1% a diferentes concentraciones en funcion del tiempo.

Este comportamiento de induccion se ha presentado en la goma arabiga, pero
manteniendo los 3 regimenes para un biopolimero en disolucién acuosa

(Bonilla-Reyna y col., 2011).

Por otra parte, en comparacion con las disoluciones a partir de 20%, éstas ya
no presentaron periodo de induccion y pasaron directamente al segundo
régimen, que se caracteriza por una saturacién de moléculas en la interfase,
que a su vez, éstas se relajan en estructuras menos compactas, causando

disminucién en la tensién interfacial, la cual dur6 hasta los 1800 segundos.
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Cuadro 10. Valores de tension al equilibrio para las diferentes disoluciones de

inulina a diferentes concentraciones, y sus mezclas con caseinato a 1%.

Concentracién de | 1ension al
biopolimero (%) equilibrio Y C.V. (%)
(mN/m)
1 62.75 0.29 0.46
3 54.19 0.17 0.31
10 51.56 0.05 0.1
Inulina 15 46.88 0.43 0.92
20 46.12 0.32 0.69
25 44.73 0.54 1.21
30 44.2 0.13 0.29
40 43.41 0.44 101
1 34.28 0.08 0.23
3 33.93 0.65 1.02
10 32.69 0.9 275
cal\gziz::::o- 15 32.57 0.98 3.01
inulina 20 31.85 0.67 2.1
25 33.4 0.03 0.09
30 32.6 0.87 2.67
40 33.37 0.78 2.34
Caseinato 1 35.09 0.23 0.66

En la Figura 32, se muestran las mezclas con caseinato, este ultimo, por su
naturaleza anfifilica es capaz de constituir una monocapa, debido a su
capacidad para orientar los segmentos hidrofébicos en la cara hidrofdbica,
mientras que los segmentos hidrofilicos son orientados a la fase acuosa, el
numero de segmentos de monémeros que estan en contacto con la interfase
dependera de la flexibilidad y estructura de la molécula (Spinelli y col., 2008).
Cabe sefnalar que la mezcla a 50% fue muy viscosa (0.0737 Pa.s), por lo que

no se pudo hacer pasar por el tensiometro.

Al mezclar el caseinato a 1% con inulina a diferentes concentraciones se
produjo una mayor reduccion de la tension superficial de la mezcla inulina-
caseinato, en comparacion con las disoluciones de inulina sola (Cuadro 10),

presentando el valor mas bajo de tensién superficial al equilibrio la mezcla a
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20%, siendo de 31.85 mN/m, por lo que se situdé 3.24 unidades por debajo del
caseinato a 1%, siendo este ultimo el que tuvo menor reduccién de la tensién

en comparacion con todas la mezclas.

Asi mismo, las mezclas a diferentes concentraciones, al igual que el caseinato
solo, no presentaron el régimen de induccion y pasaron directamente al
segundo régimen, debido a una rapida saturacién de la interfase del solvente
puro (agua), este régimen tuvo una duracion de 35 segundos aproximadamente
para las mezclas a 15%, 20% y 30%, una duracion de 170 segundos para las
concentraciones de 3%, 10% y 25%, y de aproximadamente 15 segundos para

el caseinato a 1% y la mezcla a 1%.
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Figura 32. Tension superficial en funcion del tiempo para las disoluciones de
caseinato (C) a 1% y sus mezclas (M) con inulina a diferentes concentraciones
En la Figura 32, también se aprecia que las disoluciones superiores a partir de

20% en concentracion (25%, 30% y 40%), no lograron llegar a la tension
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superficial mas baja, situandose por encima de esta ultima, este
comportamiento es similar a lo reportado con goma xantana en mezcla con
caseinato, esto se atribuye a que al incrementar la concentracion se incrementé
la viscosidad del sistema acuoso, dificultando el movimiento y acomodo
estructural de las moléculas hidrofébicas hacia la superficie, provocando una
reduccion en la exposicion de grupos hidrofébicos (Zhao y col., 2013). Este
incremento de la viscosidad se puede observar en la viscosidad de las
disoluciones de inulina al 40% en mezcla con caseinato al 1%, el cual fue de
21.3x1073 Pa.s.

En la Figura 33 se muestra la tension al equilibrio en funcién del logaritmo
natural de la concentracion, considerado un “pseudo equilibrio” debido a que
las estructuras conformacionales que se forman en la interfase cambian
constantemente (Mukherjee y col., 2013), en el caso de la inulina se presenta
en el intervalo de concentracion de 30 mN/m a 34 mN/m, y para la mezcla con
caseinato no se considera como tal una tensién debido a la rapida adsorcién
del complejo en la interfase. Se observa que al aumentar la concentracion de
inulina en mezcla con caseinato no se presentd una relacion directamente
proporcional con la reduccion de la tensién superficial en comparacion con las
disoluciones de inulina sola. Para estas ultimas el punto de concentracién de
adsorcion critica se present6 alrededor del 15%, debido a que a partir de este
punto se tuvo una lenta disminucién de la tensién. Con un incremento en la
concentracion, el area disponible en la interfase por ion o grupo solvatado
disminuye por el acomodo competitivo provocando su desolvatacion, que a su
vez afnade mas moléculas de tensoactivo a la interfase permitiendo un aumento
en la concentracion de las moléculas de tensoactivo en la interfase, por lo que
a esta concentracion se pudo haber formado una mono capa de moléculas de
inulina que cubri6 mayoritariamente la interfase, pero al ir incrementando la
concentracion, cambios estructurales en la molécula, asi como reacomodos de
las particulas dentro de la mono capa permitieron una continua disminucion de

la tensién en la intefase (Mukherjee y col., 2013).

Por su parte las disoluciones de la mezcla de ambos biopolimeros no
presentaron los 3 regimenes que propone Mukheriee y col. (2013), para

determinar la concentracion de adsorcion critica, esto se puede ver en la Figura
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Tensién al equilibrio (mN/m)

33 en donde se aprecia una disminucién de la tension en funciéon de la
concentracion en un intervalo de 34.28 mN/m (mezcla 1%-1%) a 31.85 mN/m
(mezcla 20%-1%), por lo que la concentracion de adsorcion critica y la
concentracion de exceso en superficie en las mezclas se vio influenciada por la
adsorcion del caseinato a 1%, el cual tuvo un valor de tension al equilibrio de
35.09 mN/m (Cuadro 10) y a partir de este punto disminuyd lentamente en
mezcla con inulina, por lo que las disoluciones de inulina a diferentes
concentraciones dependieron de la fuerte adsorcion del caseinato en la
interfase debido a sus propiedades como agente tensoactivo, ya que éste pudo
formar una mono capa saturada con moléculas de caseinato atribuido a su
rapida adsorcion a la interfase, y posteriormente una lenta disminucion de la
tension en mezcla mediante reacomodos estructurales entre los dos

biopolimeros (Dickinson, 2011).
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Figura 33. Tensién al equilibrio en funcion del logaritmo natural de la
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Este comportamiento es similar al reportado en mezclas de goma arabiga con
caseinato, donde el valor de concentracion critica de la mezcla es muy cercano
al de caseinato, el cual es mas hidréfobo, debido a cambios y reorganizaciones
de las estructuras moleculares de ambos biopolimeros en la interfase, asi como

la formacion de multicapas en la interfase (Bonilla-Reyna y col., 2011).
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CONCLUSIONES

Las disoluciones de inulina a diferentes concentraciones, asi como sus mezclas
con caseinato de sodio a 1%, presentaron comportamiento de fluido
newtoniano. Para las disoluciones de inulina individual se observo un
incremento gradual en la viscosidad siendo a 50% en concentracion la mas
viscosa (73.7x1073Pa.s). Al ser mezcladas con caseinato, este Ultimo provoco
un ligero incremento en viscosidad para el intervalo de 1% a 30% en inulina,
pero a concentraciones mas altas, el incremento de la viscosidad fue
exponencial con respecto a la viscosidad de las disoluciones de inulina

individual.

A pesar de que la inulina de agave no es una molécula anfifilica, su adsorcion
en disolucion acuosa presentd una relacién directamente proporcional con
respecto a la concentracién, bajando la tension superficial hasta 43.41 mN/m a
40% en concentracion. Debido a la fuerte adsorcion del caseinato (35.09 mN/m
a 1%), éste pasd directamente a un segundo régimen en una curva de
adsorcion, por lo que influencié en el comportamiento de las disoluciones en
mezcla a diferentes concentraciones, provocando que la tension superficial
disminuyera aun mas con respecto a la tension de las disoluciones de inulina y

caseinato individuales.

La concentracion de adsorcion critica para las disoluciones de inulina
individuales se vio aproximadamente a 15% en concentracién, en comparacién
con las disoluciones en mezcla, donde debido a la fuerte adsorcién del
caseinato, la concentracidn de adsorcion critica se determind desde la mas

baja concentracion en mezcla (Inulina 1%-caseinato1%),

La inulina de agave present6 distintos tamafios de particula, en un intervalo de
3 nm a 5500 nm, con una distribucién multimodal. Esta al ser mezclada a bajas
concentraciones (1% y 3%) con caseinato de sodio a 1%, presentaron
formacion de complejos entre ambas, debido a que la molécula de inulina
presentd la misma distribucidon de particula que la molécula de caseinato, pero
a concentraciones mayores de inulina (10% y 25%) ésta empieza a separarse

de la tendencia del caseinato.
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El potencial zeta para las moléculas de inulina fue muy bajo, en un intervalo de
-9 a 0 mV, permitiendo que se formaran agregados dentro de la disolucion,
como fue evidenciado en la distribucion de tamafo de particula. Por otra parte
el caseinato de sodio a 1% presentd un potencial de -28 mV, éste al ser
mezclado con inulina a bajas concentraciones (1%, 3% y 10%), logré mantener
la repulsion electrostatica del caseinato, evitando la formacion de agregados,
pero para las concentraciones posteriores de inulina, el potencial zeta de ésta
predominé (1.87 mV, a 40%:1%), volviendo a la disolucién con tendencia a la

formacion de agregados.

Las disoluciones acuosas de fructanos, al presentar baja viscosidad, favorecen
su adsorcién en interfaces fluidas (presentes en emulsiones o espumas),
favoreciendo la miscibilidad en la interfase, por lo que este complejo de
biopolimeros puede ser empleado para la formacion de sistemas de sistemas
dispersos alimenticios, como es el caso de helados y yogurt, en los cuales ha
sido reportado un aumento en el valor nutritivo de estos sistemas por la adicion

de la inulina debido a sus propiedades prebidticas, sin alterar su estructura.
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