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RESUMEN

Se llevaron a cabo determinaciones de viscoelasticidad lineal y estudios de microscopia confocal
de barrido laser en mezclas formadas por almidén de maiz ceroso nativo (= 99 % amilopectina)
(3%, 5% y 7% (m/m)) y gelana (0.005% a 0.3% (m/m)) en presencia de 0.01 mol/dm?3 de CaCl,.
Las mezclas se prepararon usando dos temperaturas para el cocimiento del almidén, 75 °C y
90 °C. Tanto las determinaciones reolégicas como las observaciones al microscopio se realizaron
a 25 °C. El objetivo del estudio fue relacionar la microestructura y el comportamiento
viscoeldstico de sistemas formados por un almidén libre de amilosa y gelana, con el fin de

conocer la naturaleza de la organizacion estructural entre almidén e hidrocoloides gelificantes.

El estudio reolégico y microestructural de gelana y de almidén se realizé en paralelo con el
proposito de conocer su organizacién estructural, y explicar la reologia de los sistemas que los
contienen en términos de dicha organizacion. Por otra parte, se realizaron estudios de reologia y
microestructura de las mezclas gelana-amilopectina con el propésito de visualizar posibles
eventos de separacion de fases entre las macromoléculas que conforman la fase continua de las

mezclas almidén-gelana. Todas las determinaciones se realizaron a 25 °C.

Las concentraciones de gelana examinadas en este trabajo permitieron distinguir diferentes
niveles de organizacion estructural, los cuales fueron consistentes con sus comportamientos
reol6gicos. A patir de la relacién log G’ versus concentracion de gelana, pudo observarse que las
concentraciones bajas de gelana usadas en este trabajo estdn cercanas a la concentracién critica
de gelificacién. En este sentido, dichas concentraciones mostraron el inicio de la formacién de
redes de gelana. La magnitud de las propiedades viscoelasticas de estos sistemas estuvo
determinada por la cantidad de redes de gelana en el volumen del gel y su interconexién. La
correlacién reologia-microestructura nos mostré cémo concentraciones progresivamente
mayores de gelana, en el intervalo 0.005% a 0.02%, resultaron en sistemas mas eldsticos en
donde sus redes se hayan reforzadas, mientras que concentraciones mayores de gelana tuvieron

poco efecto en las propiedades reolégicas y en los aspectos microestructurales de sus geles.
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Las propiedades viscoeldsticas y la microestructura de las mezclas gelana-almidén cocidas a
75 °C y 90 °C fueron significativamente diferentes. A 75 °C se observaron granulos hinchados y
parcialmente fragmentados, mientras que a 90 °C las entidades dominantes fueron los granulos
fragmentados. La adicién de gelana produjo mezclas con propiedades elasticas diferentes, las
cuales estuvieron en funcién de la extension de la desintegracion granular y de la concentracion
de gelana en la mezcla. Las mezclas con concentraciones de gelana menores de 0.02%,
estuvieron compuestas de granulos hinchados rodeados de una red compacta de gelana, lo cual
resulté en sistemas con sinergia en sus propiedades viscoeldsticas, tanto en las mezclas
preparadas a 75 °C como en aquellas preparadas a 90 °C. Concentraciones superiores de gelana
en las mezclas no presentaron efectos sinérgicos, gelana dominé el comportamiento

viscoeldstico debido a la existencia de redes mas homogéneas e interconectadas.

En contraste, la gelificacién de gelana en presencia de amilopectina (3% y 7%) gener6 sistemas
menos elasticos que los geles respectivos de gelana debido a la creacién de redes menos robustas
las cuales albergan en sus poros a amilopectina en solucién. Los estudios de microestructura no

mostraron separacion de fases en estas mezclas.
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ABSTRACT

The linear viscoelastic properties and confocal laser scanning microscopy (CLSM) of mixtures
formed by unmodified waxy maize starch (= 99 % amylopectin) (3%, 5% and 7% (m/m)) and
gellan (0.005% to 0.3% (m/m)) in the presence of 0.01 mol/dm? CaCl, and pasted at 75 °C and
90 °C were investigated at 25 °C. The objective of this work was to determine the viscoelastic
properties of waxy maize starch-gellan blends and correlate that information with their
microstructure in order to provide some insights on the nature of the interactions between

starch and gelling hydrocolloids.

The rheological and microstructural studies of gellan and starch were also carried out in order to
know their structural organization and explain the rheology of the mixed systems in terms of
such organization. On the other hand, the rheological properties and microstructure of
amylopectin-gellan blends were examined to visualize hypothetical phase separation between
the macromolecules present within the continuous phase of starch-gellan systems. All

determinations were done at 25 °C.

The gellan concentrations studied in the current work allowed us to distinguish different levels of
structure organization well consistent with their rheological behaviors. From the log G’ versus
gellan concentration relationships, it can be seen that the low polysaccharide concentrations used
here are close to the critical gel concentration. In this way, such concentrations evidence the onset
of network formation. The magnitude of the viscoelastic properties of these systems depends on
the extent of connectivity and compactness of the gellan network. The correlation of rheology
with CLSM observations allow us to see how the progressively higher gellan concentrations, into
the range 0.005% to 0.02%, result in more elastic systems well evidenced by the reinforcement of
network structures while at higher gellan concentrations the changes in the rheological and

microstructural aspects are not so strongly noticeable as gellan content is increased

The viscoelastic properties and microstructure of mixtures of unmodified waxy maize starch
and gellan pasted at 75 °C and 90 °C were significantly different. At 75 °C swollen and partially

disrupted granules were observed, while at 90 °C the dominant feature was the presence of
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granule remnants. Addition of gellan produced mixtures with different elastic properties
depending on the extent of granular disruption and gellan concentration in the mixture. Below
0.02% gellan, swollen granules were surrounded by a compact network making possible the
formation of synergistic blends at both pasting temperatures. Above such gellan concentration
no synergistic effects were observed and gellan dominated the viscoelastic behavior because of

the existence of a more interconnected and homogeneous network.
In contrast, gellan gelation in the presence of amylopectin (3% and 7%) produced less elastic

systems than gellan alone due to decreased thickness of the strands of gellan network. The

microstructure of gellan-amylopectin mixtures did not reveal phase separation.
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INTRODUCCION

INTRODUCCION

El almidéon es el polisacarido mas usado en la manufactura de alimentos. Se utiliza
principalmente para espesar alimentos fluidos (sopas, alimentos infantiles) o para dar
consistencia tipo gel a productos como rellenos de pasteleria, postres y confiteria en general,
pero las concentraciones recomendadas son relativamente altas en comparacién con las usadas
con hidrocoloides espesantes y éstas pueden inducir sabores harinosos no deseables en algunos
alimentos. Una alternativa para obtener sistemas gelificados o con altas viscosidades a partir de
almidon, son las mezclas almidén-hidrocoloide. Por ejemplo, se ha reportado que el reemplazo
de ciertas cantidades de almidén por pequefias concentraciones de hidrocoloide acelera la
gelificaciéon de dicha mezcla (Appelqvist et al., 1997), lo cual en procesos industriales podria
significar un considerable ahorro en los gastos de energia debido a la disminucién en el tiempo
de procesamiento. Por otra parte, el uso de mezclas almidén-hidrocoloide genera una gama mas
amplia de texturas y de propiedades funcionales e incluso, en algunos casos, se han observado

fenémenos de sinergia (Appelqvist ef al., 1997).

En la literatura cientifica de biopolimeros, el término sinergismo ha sido usado de forma confusa
y existen serias discrepancias en la aplicaciéon de este término en mezclas de biopolimeros cuyas
propiedades hayan mostrado cierto perfeccionamiento. En reologia de mezclas de biopolimeros,
frecuentemente se denomina sinergia a aquella interaccién entre biopolimeros que genera que
las propiedades reolégicas de la mezcla se incrementan mds alla de la simple adicién de las
propiedades reolégicas de los biopolimeros individuales (Morris, 1995). El sinergismo
observado en algunas mezclas almidén-biopolimero ha propiciado el uso de tales mezclas en
productos especificos pero como es usual, la aplicacién antecede a su comprensién y por ello el
uso de estos sistemas estd rodeado de un alto grado de empirismo. Por ejemplo, a pesar de
existir mucha informacién detallada de almidén y gluten, la funcionalidad de las masas de
panificacion todavia es controlada empiricamente (Tolstoguzov, 2003). Las complejidades del
comportamiento reolégico que manifiestan los sistemas almidondceos, los cuales pueden

considerarse como sistemas bifdsicos en donde la fase dispersa esta constituida de granulos



hinchados de almidén y la fase continua de amilosa y amilopectina parcialmente disuelta, a

pesar de estar bien identificadas distan mucho atin de estar completamente estudiadas.

La revisién bibliografica de este trabajo resume algunos de los numerosos estudios que se han
realizado para explicar el por qué de los diferentes comportamientos reolégicos en sistemas
constituidos por almidén, dentro de los que destaca el incremento de viscosidad que muestran
las dispersiones de almidén gelatinizado en presencia de hidrocoloides. De igual forma se ha
realizado una revision bibliografica de la estructura, propiedades y reologia de gelana, un
hidrocoloide muy versatil, cuya aplicaciéon en alimentos se ha hecho principalmente a través de
mezclas con hidrocoloides espesantes para “diluir” sus propiedades reolégicas (Sanderson,
1990). Sin embargo, a pesar de diversas investigaciones, los mecanismos de las interacciones
almidén-hidrocoloide no han sido completamente explicados. Una herramienta apropiada para
el estudio sistemdtico de las propiedades funcionales de polisacaridos son las técnicas
reologicas. Cada sistema, polisacéridos solos o en mezclas, presentan parametros reoldgicos que
reflejan su organizacién macromolecular en el medio. Esto da la posibilidad de discutir los
resultados sobre la base de mecanismos moleculares, sobretodo si estas técnicas se auxilian de
estudios fisicoquimicos que proporcionen informacién de su conformacién u organizacion
macromolecular en el medio (calorimetria diferencial de barrido, difracciéon de rayos X, RMN,

microscopia, espectroscopia de infrarrojo).

Las técnicas de microscopia, aunque de naturaleza cualitativa, son una herramienta eficaz en el
estudio de la estructura de sistemas biol6gicos. Si éstas se apoyan en el anélisis de imédgenes o en
técnicas fisicoquimicas alternas, se puede obtener informacioén cuantitativa valiosa. Entre las
técnicas de microscopia, la microscopia electrénica de barrido y de transmisién electrénica, han
sido las técnicas mas usadas. Sin embargo, recientemente la microscopia confocal de barrido
laser (MCBL) ha empezado a ser usada debido a su caracter no invasivo, lo cual permite obtener
representaciones tridimensionales al hacer observaciones a distintos grosores de la muestra sin
seccionar ésta. Ademas como s6lo se refleja la luz emitida en el plano focal determinado por el
usuario, no existen interferencias por luz fuera de foco y las microfotografias obtenidas son de
mejor resolucién y claridad. La MCBL ha sido calificada por algunos autores como la técnica de

microscopia con mayores ventajas en especimenes biolégicos, los cuales frecuentemente se



danan estructuralmente por las técnicas de preparacién cominmente usadas en microscopia
electrénica (Aguilera et al., 2000). A pesar de que los cientificos del 4area de ciencia e ingenieria
de alimentos se han beneficiado con las nuevas técnicas de microscopia y éstas han tenido un
avance tecnolégico importante en los tltimos afos, atin son pocos los estudios que relacionan
las propiedades reolégicas con la microestructura del sistema y que explican los mecanismos
que conllevan a comportamientos macroscépicos observados. Més atin, el conocimiento de la
microestructura no se ha usado para controlar la reologia del sistema en términos de
condiciones de procesamiento, concentraciones éptimas de polisacaridos, contenido i6nico y pH
entre otros; al tener un conocimiento preciso de las interacciones imperantes del sistema y los
efectos de las variables anteriores en la organizacién macromolecular y por ende en la reologia

del sistema.



REVISION BIBLIOGRAFICA

1. GELANA

1.1 Introduccién

En los altimos 30 anfos, las bacterias han sido una fuente apreciable de hidrocoloides, dextrana,
xantana y gelana son quizd los mas importantes. La gelana, es un polisacarido funcional a muy
bajos niveles de uso y puede generar una gama de texturas manejando adecuadamente su
concentracién y la fuerza i6nica del medio donde se utilice. A pesar de ser un hidrocoloide
relativamente recién descubierto (1978), los estudios acerca de su estructura quimica,
propiedades y aplicaciones son cada vez mas numerosos y crecen en paralelo con su desarrollo

comercial (Sanderson, 1990).

La gelana tiene la capacidad de formar geles a muy bajas concentraciones, los niveles tipicos de
uso estan entre 0.05 y 0.4% (m/m); en contraste con k-carragenina (0.4 a 0.8% m/m), agar (0.8 a
1.2% m/m) y gelatina (1.5 a 2% m/m). A una concentracién dada de gelana, la fuerza requerida
para fracturar el gel en pruebas de compresion uniaxial, expresada cominmente como “fuerza
del gel”, asi como las temperaturas de gelificacién y de fundido se pueden cambiar al modificar
el contenido iénico del medio (Anénimo, 1996). Actualmente se prefiere el uso de combinaciones
de gelana con otros hidrocoloides para mejorar o ampliar la gama de propiedades mecénicas de
los sistemas que la contengan. La gelana es un polisacirido con gran potencial en la
manufactura de alimentos, cosméticos, farmacos, medios microbiolégicos, medios para el
cultivo de tejidos, peliculas fotograficas, entre otros productos (Anénimo, 1996). Esta amplia
gama de usos de gelana se debe, entre otros aspectos, a la firmeza y dureza de sus geles, la
estabilidad de las propiedades de sus geles en medios 4cidos, la termo-resistencia de sus geles
cuando se utilizan concentraciones adecuadas de iones, y su capacidad de encapsular
compuestos volatiles (Sanderson, 1990). El mercado actual de hidrocoloides comercializa
diversos tipos de gelana, desde gelana acilada, comtinmente designada como gelana nativa,

gelana con bajo contenido de grupos acilo y gelana desacilada (Anénimo, 1996).



1.2 Estructura quimica

La gelana es un polisacarido anidnico extracelular producido por fermentacién aerobia en
cultivos de Sphingomonas elodea. La estructura primaria consiste de un monémero formado por
los azticares: 1,3 B D-glucosa, 1,4 B D-dcido glucurénico y 1,4 o L-ramnosa. La unidad
tetrasacarida repetitiva de gelana fue determinada en 1983 (Jansson y Lindberg 1983) y se
muestra en la Figura 1.2-1. Posteriores analisis estructurales en gelana nativa (Sanderson, 1990)
sugirieron la presencia de grupos O-acetilo y O-L-glicerilo en cada tercer glucosa enlazada en el
polimero, el grupo acetilo fue asignado a la posicién 6 de la glucosa y el glicerilo a la posicién 2,
predominando este ultimo. Estos compuestos se pierden durante el proceso de extraccion
comercial generando una gelana desacilada designada cominmente como goma gelana para
diferenciarla de la gelana nativa. La presencia de un éacido urénico dentro de la estructura
primaria de gelana le confiere un caracter anidnico responsable de muchas de sus propiedades
polielectroliticas. Estudios de dispersion de luz y viscosidad intrinseca han determinado pesos

moleculares cercanos a 500,000 g/ mol para gelana desacilada (Milas et al., 1990).

—3)-B-D-Glep-(1—>4)-B-D-AGlcp--(1->4)-B-D- Glep-(1—4)-0-L-Ram-(1—

Figura 1.2-1. Tetrasacarido estructural de la goma gelana desacilada (Milas et al., 1990).



1.3 Estructura cristalina, conformacién en solucién y mecanismo de gelificacion

Estructura cristalina

Con el propésito de evaluar las bases moleculares y el papel que representan los iones en la
gelificacién de gelana, Upstill et al., (1986) y Chandrasekaran et al., (1988a, 1988b, 1992) han
estudiado, a través de difracciéon de rayos X en fibras de gelana, la arquitectura molecular de las
cadenas de gelana y las posiciones que adoptan los iones y el agua en la estructura
tridimensional. Esto ha llevado a un mejor entendimiento del mecanismo de gelificacién de este

polisacarido.

Los primeros estudios de difraccion de rayos X en gelana se realizaron a mediados de los afios
80’s (Upstill et al., 1986) utilizando la sal de litio de gelana. En este estudio se propuso como
posible conformacién de la gelana, una doble hélice antiparalela. Estudios posteriores
confirmaron la estructura helicoidal, mostrando que la doble hélice estd compuesta de dos
cadenas de polisacdarido enrolladas siguiendo la direccion de la mano izquierda
(Chandrasekaran, 1988a). Bajo este modelo, la estructura helicoidal es reforzada via enlaces de

hidrégeno intramoleculares entre grupos hidroximetilo y carboxilo.

Investigaciones subsecuentes con la sal de potasio de gelana (Chandrasekaran 1988b) no sélo
confirmaron este arreglo estructural, también permitieron conocer cémo los iones potasio y las
moléculas de agua se unen a los grupos carboxilos entre las dobles hélices, lo cual es crucial para
la gelificacion. El arreglo estructural de la sal de potasio de gelana (Chandrasekaran, 1988b) fue
el primero en proveer detalles. En la Figura 1.3-1 se muestra el arreglo propuesto para gelana, el
cual establece que dos dobles hélices estan alineadas en forma antiparalela formando un arreglo
triangular (vista superior), en donde los iones K* se encuentran en la vecindad del grupo
carboxilo en cada unidad tetrasacarida, este ion se encuentra coordinado de forma octaédrica a
través de seis uniones (ambos oxigenos del grupo carboxilo y un grupo hidroximetilo
pertenecientes a la primera cadena de gelana, dos grupos hidroximetilo de la segunda cadena y
una molécula de agua del medio) que proporcionan estabilidad a la doble hélice de gelana. Este

modelo de agregacion de dobles hélices propone la existencia de interacciones i6nicas inter-



dobles hélices: carboxilo-potasio-agua-potasio-carboxilo, las cuales serian responsables del
empaquetamiento cristalino de gelana, de la formacién de zonas de unién implicadas en la

gelificacién y de la agregacion de moléculas de gelana en solucién (Chandrasekaran, 1988b).

Figura 1.3-1. Representacion esquematica de los enlaces intermoleculares, intramoleculares y la
coordinacién del ion potasio (K*) en la doble hélice de gelana nativa (a) y gelana desacilada (b).
(A, B, C, y D son B-D-glucosa, B-D-glucuronato, -D-glucosa y a-L-ramnosa respectivamente)
(Chandrasekaran et al., 1992).

Las diferencias observadas en las propiedades mecénicas de geles de gelana en funcién del tipo
de cation inductor de la gelificacion, sugieren diferencias en la forma de agregacién de dobles
hélices; por ejemplo gelana con 0.001 mol/dm?3 de calcio puede formar geles similares en “fuerza
de gel” que aquéllos formados por gelana en presencia de 0.040 mol/dm3 de potasio (Grasdalen
y Smidsrod, 1987; Sanderson 1990). Desafortunadamente, no hay estudios de difraccién de rayos
X en sales de calcio de gelana, ya que esta sal no ha proporcionado buenos patrones de
difraccion. Sin embargo, trabajos de simulacién de la arquitectura estructural de gelana, basados
en los estudios de la sal de potasio, revelaron que sélo se necesita un ion de calcio, en lugar de

dos iones potasio y una molécula de agua, para llevar a cabo la organizaci6n lateral de un par de



dobles hélices de gelana; es decir la unién carboxilo-K+*-agua-K*-carboxilo, en el modelo de la sal
de potasio de gelana, es remplazada por carboxilo-Ca**-carboxilo, lo cual genera una asociacion

mas fuerte a concentraciones iénicas menores de calcio (Chandrasekaran et al., 1988b).

En relacién con los grupos o cadenas laterales presentes en gelana nativa, los estudios de
difraccién de rayos X han mostrado que los grupos acetilo no interfieren en el arreglo estructural
de la doble hélice ya que se hayan acomodados en el exterior de ésta, sin embargo, los grupos
glicerilo provocan cambios menores en la conformacién de gelana (Chandrasekaran y Radha,
1995). Los dos grupos hidroxilo terminales del grupo glicerilo parecen ocupar los sitios
correspondientes al ion potasio y a la molécula de agua en gelana desacilada, lo cual activa
nuevos enlaces de hidrégeno en cada unidad tetrasacarida mejorando la estabilidad de la hélice
pero la presencia del grupo glicerilo debilita la carga efectiva del grupo carboxilo desplazando la
posiciéon del ion K* hacia el extremo reductor de la cadena y aumentando la separacion

intermolecular (9.5 A en lugar de 9.1 Aen gelana desacilada).

Conformacion en solucién

Los estudios fisicoquimicos realizados por Milas et al., (Milas et al., 1990; Milas y Rinaudo 1996)
mostraron que gelana en solucién experimenta una transicién conformacional de un estado

desordenado hacia un estado ordenado:
2 cadenas 5 doble hélice

lo cual no discrepa con los resultados de Crescenzi et al., (1987), Grasdalen y Smidsrod (1987), y
con la estructura en estado sélido propuesta por Chandrasekaran et al., (1988a, 1988b). Los
estudios en relacién con las propiedades en solucién de gelana, describen a la conformacién
ordenada de la molécula de gelana como una estructura de rigidez elevada con fuerte
dependencia de la densidad de carga de la molécula, de la fuerza iénica, de la naturaleza de los
iones y de la temperatura, principalmente. Adicionalmente, dicha conformacién estd

caracterizada por una temperatura de transicién, Tr, (Shi, 1990).



De forma similar a otros polielectrolitos, la conformacién de la molécula de gelana puede
mostrar selectividad iénica. A temperaturas mayores a la temperatura de transicion (Tr), donde
las cadenas son relativamente flexibles, no hay evidencias de selectividad i6nica (Shi, 1990). Sin
embargo cuando T<Tn, la conformacién ordenada (doble hélice) tiene una rigidez importante y

una selectividad i6nica en el siguiente orden de efectividad (Milas et al., 1990, Shi, 1990):

Tetrametilamonio* < Li* < Na* < K+

Esta secuencia iénica es similar a la reportada para x-carragenina (Milas et al., 1990). Para
cationes divalentes la selectividad iénica es menos marcada, particularmente en el caso de los
elementos alcalino-térreos. La secuencia siguiente fue propuesta por Grasdalen y Smidsrod
(1987):

Mg**, Ca**, Sr**, Ba** < Zn** < Cu** < Pb**

Mecanismo de gelificacion

C)
(‘\D"gfx L:: Ty Crd
/—j\B

{
Cadenas

Dobles Heélices Agregados macromoleculares

o gel

L ]

Sol

Figura 1.3-2. Modelo de estructuracion de gelana en solucién. T es la temperatura de la solucién
y Cr es la concentracién total de contraiones libres (Shi, 1990).



Estudios de viscosidad y conductividad especifica (Shi, 1990) dieron lugar a un modelo de
asociaciéon en dos etapas para las moléculas de gelana en solucién (Figura 1.3-2). El modelo
propone que un incremento de la concentracién de sal o la disminucién de la temperatura
promueve la transicién de cadena aleatoria a dobles hélices (primera etapa) y la asociacién de
dobles hélices rigidas para formar agregados o geles (segunda etapa). Este mecanismo es
ampliamente aceptado tanto para contraiones monovalentes como divalentes (Grasdalen y
Smidsrod, 1987; Milas y Rinaudo, 1996) e involucra la formacién de hélices como prerrequisito

para la gelificacion.

1.4 Estudios reolégicos

Geles y soluciones de gelana

El estudio fisicoquimico de gelana en solucién ha propiciado el interés por el aprovechamiento
de algunas de sus propiedades en la industria de productos biolégicos, concretamente en el caso
de la industria de alimentos se ha considerado como aditivo para mejorar o crear atributos de
textura. Por consiguiente, existe una inclinacién hacia el estudio de las propiedades mecanicas y
atributos de textura de geles de gelana sola (Sanderson 1990; Tang et al., 1996; Mao et al., 2000) o
en mezclas con otros polisaciridos ampliamente usados en la industria, tales como xantana,

algarrobo, agar, carrageninas, alginatos y almidones (Sanderson, 1990).

En contraste con los estudios fisicoquimicos y estructurales de gelana, el namero de estudios
reolégicos de este polisacirido es menor y la mayoria de éstos se enfoca a mezclas gelana-
polisacérido. Estudios reolégicos que involucran el comportamiento viscoelastico lineal asi como
las propiedades fisicas y fisicoquimicas, se han orientado a estudiar el efecto de las sales en la
transicion sol-gel y en las propiedades mecénicas de los geles de gelana, tanto desacilada como
acilada (Miyoshi et al.,, 1994a; Miyoshi et al., 1994b; Miyoshi y Nishinari, 1999; Kasapis et al.,

1999) verificando la sensibilidad de las propiedades reolégicas de gelana a las sales del medio.
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El comportamiento de los médulos reolégicos dindmicos con la concentracién iénica del medio
(Miyoshi et al., 1994a; Miyoshi et al., 1994b; Miyoshi y Nishinari, 1999) asi como estudios de
compresion uniaxial (Sanderson, 1990; Mao et al., 2000) han mostrado un incremento progresivo
del médulo de almacenamiento, del médulo de Young y del esfuerzo de fractura de los geles de
gelana al incrementarse la concentracién de sales, tanto monovalentes como divalentes. Lo
anterior ha sido explicado en funcién de la neutralizacién de cargas electrostiticas de las
cadenas de gelana, favoreciendo la asociacién de éstas y por consiguiente la creaciéon de una red
tridimensional con propiedades elasticas progresivamente mayores al incrementarse el
contenido salino. Sin embargo, este incremento progresivo de las propiedades mecénicas de los
geles alcanza un valor méximo y desciende con adiciones subsecuentes de sales (Sanderson,
1990; Miyoshi et al., 1994a; Papageorgiou et al., 1994). En los estudios de compresién uniaxial es
mas evidente el punto maximo en las propiedades mecéanicas, no asi en los médulos dindmicos

donde el comportamiento es de cierta forma caprichoso, como se muestra en la Figura 1.4-1.

No ha surgido atn una interpretacion contundente del efecto de las sales en la reologia de geles
de gelana, se han sugerido interpretaciones en términos de neutralizacién de cargas y
solvatacion de iones que pueden favorecer o desfavorecer la asociaciéon de hélices de gelana
(Miyoshi et al.,, 1994a; Miyoshi et al., 1994b). Robinson et al., (Robinson et al., 1988 citados en
Papageorgiou ef al.,, 1994) han propuesto que la gelificacién de gelana depende del equilibrio
existente entre hélices no agregadas y hélices agregadas a través de cationes; estos autores
sugieren la existencia de un intervalo de concentracién de cationes que propicia el predominio
de hélices agregadas, lo cual explicaria el incremento observado en G'. Tomando como base la
hipétesis anterior, Papageorgiou et al., (1994) propusieron que cuando la concentracién de iones
estd en exceso en los sistemas a base de gelana, se generan interacciones fuertes entre hélices que
llevan a una agregacion extensa causando la deshidratacién del polimero e incluso la formacién
de precipitados de geles de gelana, lo cual explicaria, de acuerdo con estos autores, la caida de
los médulos al incrementarse la concentracién de iones del medio. Otros estudios (Tang et al.,
1996) reportaron un incremento progresivo del esfuerzo a la fractura (of) de geles de gelana a
medida que la concentracion de iones calcio aument6 hasta una relacién Ca**/grupos carboxilo
de gelana de 0.5, incrementos adicionales de calcio generé una reducciéon en o debido, de

acuerdo con los autores, a la formacién de fuerzas repulsivas en las zonas de unién de gelana
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por un exceso de iones calcio en los sitios aniénicos (grupos carboxilo de gelana) del polimero.

Obviamente las causas de este comportamiento no son claras ain y ameritan investigaciones

futuras.
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Figura 1.4-1. Médulo de almacenamiento de gelana 1% en funcién de la concentracion de NaCl.
Determinaciones reolégicas dinamicas a 0.1 rad/s (Miyoshi et al., 1994a).

En la mayoria de los estudios reolégicos, particularmente reologia dindmica, se han utilizado
concentraciones relativamente altas de gelana, las cuales van desde 0.2 hasta 5% m/m. Los
estudios se han centrado en el comportamiento de las propiedades viscoelasticas en funcién de
la concentracién de iones. El efecto de la concentracion de polimero en las propiedades citadas al
parecer es obvio, mayores concentraciones de gelana manteniendo fija la fuerza iénica del
medio, producen sistemas cada vez mas rigidos debido al incremento de “zonas de unién” y por
consiguiente, los médulos dindmicos de estos sistemas son progresivamente mayores. En un
estudio previo (Rodriguez-Herndndez, 1997) se evaluaron los médulos dindmicos (G y G”) y el
comportamiento de tangente de delta (G”/G’) de geles de gelana (0.2 a 0.5% (m/m)) con 0.01
mol/dm? de CaCl, como sal promotora de la gelificacién. Los resultados mostraron médulos de
almacenamiento cercanos a 30 kPa para gelana 0.5% (m/m). Por otra parte, concentraciones
menores de gelana generaron la disminucién de los médulos de almacenamiento de los geles,

los cuales tuvieron valores desde 5 hasta 18 kPa en el intervalo de concentraciones de gelana de
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0.2 a 04 %. El comportamiento observado en los médulos de almacenamiento es el que se
encuentra clasicamente en los sistemas poliméricos, donde menores cantidades de polimero
proveen de menor ntimero de cadenas con posibilidades de entrecruzamientos o asociaciones

que favorezcan la creacion de una red tridimensional.

Contrariamente a lo observado en el médulo de almacenamiento (G’), el comportamiento de
tangente de delta en geles de gelana (0.2 a 0.5 % (m/m)) con 0.01 mol/dm? de CaCl, revel6 un
aumento progresivo del caracter elastico a medida que la concentracién de gelana disminuye, es
decir, los valores de tangente de delta se incrementaron con la concentracién de gelana. La
interpretacién al comportamiento de G’ y de tangente de delta se hizo en términos de la
existencia de un equilibrio entre la formacién de zonas de unién entre dobles hélices y el
rompimiento de tales interacciones, lo cual depende del contenido de iones presentes en el
medio. Se propuso que al disminuir la cantidad de polisacarido manteniendo fija la
concentracién de iones Ca**, se promueve un equilibrio més eficiente entre la formacioén y la
destruccion de zonas de unioén, es decir, existe menor cantidad de cadenas de gelana
(disminucién de G’) pero el contenido i6nico promueve la agregacion de dobles hélices de forma
efectiva haciendo predominar el caracter elastico (G’) sobre el viscoso (G”) (disminucién de

tangente de delta).

Mezclas gelana-biopolimero

Existe mayor interés cientifico y tecnolégico en las mezclas gelana-biopolimero e incluso en las
mezclas gelana desacilada con gelana acilada, que en los sistemas formados por gelana
unicamente. Este interés radica en la variedad de propiedades mecanicas que se pueden obtener
con las mezclas y la “dilucién” de algunas propiedades poco apreciadas que manifiestan los
geles de gelana desacilada, los cuales se caracterizan por ser firmes, quebradizos y poco eldsticos

(Sanderson, 1990).

En la practica es comtin el uso de mezclas de hidrocoloides gelificantes con hidrocoloides

espesantes para reducir la sinéresis, mejorar la estabilidad al congelamiento-descongelamiento,
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disminuir la rigidez proporcionada por el agente gelificante o para incrementar la elasticidad del
sistema donde se utilicen tales mezclas. En el caso de gelana se han hecho estudios de andlisis de
perfil de textura (TPA, por sus siglas en inglés) en mezclas con hidrocoloides espesantes como
xantana, guar, algarrobo, carboxilmetilcelulosa y goma de tamarindo (Sanderson, 1990). Los
estudios mostraron que la combinacién de gelana con estos hidrocoloides reducia la dureza y los
valores del médulo (firmeza del material en términos de textura), la elasticidad tenia un ligero

incremento y las mezclas continuaban siendo quebradizas como los geles de gelana desacilada.

Las mezclas gelana-gelatina y gelana-almidén también han sido estudiadas a través de analisis
de perfil de textura (Sanderson, 1990). Las combinaciones favorecieron la firmeza y dureza de
geles de gelatina y almidén respectivamente, lo cual en términos practicos se traduce en un
reemplazo parcial del contenido de almidén o gelatina por pequefas concentraciones de gelana.
Estudios reolégicos dindmicos y de microcalorimetria diferencial de barrido en mezclas gelana-
gelatina (Papageorgiou et al, 1994) han confirmado la alta sensibilidad que tienen ambos
biopolimeros a las sales. Papageorgiou et al., utilizaron NaCl (0.047 a 1.507 mol/dm?3) para
promover la gelificacion de gelana. El comportamiento de los médulos dindmicos con la
temperatura durante la gelificacién y fundido de geles mixtos gelana-gelatina generé distintos
patrones en funcién del contenido i6nico, los cuales fueron comparados con los
correspondientes de los componentes solos. Con base tinicamente en la similitud de los patrones
del sistema mixto con cualquiera de los componentes o con ambos, los autores propusieron la
existencia de incompatibilidad termodindmica entre las macromoléculas, donde tanto gelana
como gelatina forman fases independientes compitiendo entre si por el disolvente. Se sugiri6
que cuando el contenido iénico del medio era moderado la gelana forma la fase continua y la
gelatina la fase dispersa, pero al aumentar la fuerza iénica se genera una inversion de fases. Esta
inversiéon se atribuyé al exceso de cationes, el cual posiblemente favorece las interacciones
laterales entre hélices de gelana disminuyendo la capacidad de retencién de disolvente entre
cadenas dando lugar a una posible precipitacién de gelana dentro de una fase continua de
gelatina. Esta interpretacion, desfortunadamente no se respalda en ningtn estudio de
microscopia ni termodindmico que revele la existencia de incompatibilidad termodindmica o

separacion de fases.
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Otra mezcla de hidrocoloides gelificantes de importancia tecnolégica es gelana-k—carragenina, la
cual fue estudiada para entender el mecanismo de interaccién entre los dos polimeros e
interpretar las propiedades de sus mezclas (Nishinari ef al., 1996). A partir de determinaciones
de viscosidad compleja en soluciones diluidas asi como estudios de reologia dindmica y
calorimetria diferencial de barrido, se propuso que los polisacdridos se encuentran mezclados
sin interacciones significativas entre ambos, pero cuando existe sal en exceso, aparece una
separacion de fases. Los geles de estas mezclas se interpretaron como redes de fases separadas,
con una region rica en gelana y otra rica en carragenina. Sin embargo, no se reporta microscopia

alguna que evidencie el modelo de asociacién propuesto.

A finales de la década pasada, muchos de los estudios reol6gicos en mezclas de hidrocoloides
tenian como objetivo primordial encontrar efectos sinérgicos similares a los hallados en las
mezclas de xantana-algarrobo, en donde a partir de dos polisacaridos no gelificantes se genera
un gel con importantes caracteristicas eldsticas (Mannion et al., 1992; Zhan et al., 1993). Sin
embargo en el caso de gelana, las mezclas estudiadas no han dado evidencia de tales efectos. El
grupo de investigacién encabezado por Nishinari reporté sinergismo en la mezcla gelana-konjac
sélo con konjac de peso molecular medio y una relacién gelanakonjac igual a 0.3:0.5
(concentracién total de polisacdrido igual a 0.8 % m/m) (Miyoshi et al., 1996). Este grupo
también reporté un incremento en los médulos dindmicos de las mezclas gelana-konjac, con la
adicién progresiva de sal, NaCl o CaCly, con esta ultima los médulos llegaron a un maximo y

posteriormente disminuyeron con la progresiva adicién de sal.

Los estudios de calorimetria diferencial de barrido de este mismo grupo de investigacion
(Miyoshi et al., 1994b) mostraron picos endotérmicos y exotérmicos a temperaturas cada vez
mayores conforme el contenido i6énico se incrementé en la mezcla. En presencia de CaCly, los
cambios entalpicos mostraron también un maximo a determinada concentracién de sal. Por lo
tanto este sistema presenta un comportamiento similar al de los geles de gelana estudiados
previamente (Miyoshi et al.,, 1994a) pero en este caso no se observé la formacién de geles en
presencia de calcio, lo cual contradice la teoria de que los iones divalentes son mas eficientes en
la gelificacién de gelana. El espectro mecdnico mostré6 un comportamiento tipico de una

solucién diluida a pesar de que se usaron concentraciones de gelana suficientemente altas (0.3%

15



m/m). La interpretacion a los efectos observados fue muy aventurada, los autores proponen una
separacion de fases entre gelana y konjac a elevadas concentraciones i6nicas de calcio. Sin
embargo, es importante mencionar que gelana se dispersé en conjunto con los iones, previo al
calentamiento, por lo que posiblemente las altas concentraciones de sal en solucién
disminuyeron la solubilidad de gelana y por consiguiente la concentracién de polimero en
solucién disponible para la agregacién de cadenas y subsiguiente formacién de geles, lo cual
podria explicar los valores bajos de los médulos obtenidos en presencia de estos iones (CaCl, >

0.0036 mol/dms3).

Otras mezclas estudiadas han sido gelana-xantana y gelana-i-carragenina (Rodriguez
Hernandez y Tecante, 1999). El estudio tuvo como objetivo investigar la contribucién de cada
polisacérido a las propiedades viscoelésticas de las mezclas. Se utiliz6 como concentracién total
de polisacarido 0.5% (m/m) variando la relacién porcentual gelana:polisacarido (80:20, 60:40,
50:50 y 40:60) y manteniendo fija la concentracion de iones en el medio (CaCl; 0.01 mol/dm3). A
excepcion de xantana y carragenina, los sistemas mostraron espectros dindmicos tipicos de un
gel (médulos independientes de la frecuencia, G'>>G"), sin embargo, en ningin caso los
sistemas mixtos presentaron médulos dindmicos mayores o iguales a los correspondientes a
gelana sola (tanto gelana al 0.5% como gelana a la misma concentracién existente en las mezclas
respectivas: 0.4, 0.3, 0.25 y 0.2% m/m), los valores fueron intermedios entre los correspondientes
a gelana y al polisacarido adicionado (xantana o carragenina). Por otra parte los valores de
tangente de delta de los sistemas mixtos fueron mayores que aquéllos de gelana a la misma
concentracion en la mezcla. Por lo que se propuso que la disminucién de los médulos dindmicos
en las mezclas no es debida a la simple reduccién de gelana, que es el componente dominante en
la reologia del sistema, sino que la xantana y carragenina tienen un efecto “diluyente” en las
propiedades viscoelasticas del sistema, debido posiblemente a un efecto de incompatibilidad
termodindmica o bien a la posible interferencia de xantana y carragenina en la formacién de la

red de gelana, lo cual amerita un estudio més profundo.
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1.5 Microestructura de gelana y mezclas con biopolimeros

Actualmente existen muchas técnicas microscopicas para obtener informacién de la morfologia
y del arreglo microestructural de sistemas bioldgicos, sin embargo, el principal reto es la
preparaciéon de la muestra. Para microscopia electrénica de barrido y microscopia de
transmisién electrénica se utilizan métodos quimicos y fisicos donde la muestra en ocasiones se
somete a deshidratacion con disolventes organicos, congelacién o liofilizacién, asi como a la
fijacion en matrices especificas, corte o tefiido. Estos métodos suelen ser muy drésticos para los
sistemas biolégicos donde el agua predomina en su composicién, generando en muchos casos

modificaciones sustanciales en su estructura.

En la dltima década se ha incrementado uso de la microscopia de fuerza atémica (MFA) y de la
microscopia confocal de barrido laser (MCBL) para biopolimeros donde el dafio mecanico en la
muestra se ha minimizado e incluso evitado. Existen pocos estudios de microscopia que
involucren la gelificacion de polisacaridos, concretamente en el caso de gelana se ha utilizado
MFA para visualizar la estructura helicoidal y las zonas de asociacién de las cadenas de gelana
durante la gelificacién (Gunning et al., 1996). Estos estudios mostraron que la estructura de los
geles de gelana consiste de una “fibra ramificada” formando una red tridimensional. Por otra
parte, mostraron la dependencia que tiene la gelificaciéon de gelana con el contenido total de
biopolimero y la concentracién de cationes del medio. Las imédgenes de microscopia revelaron la
formacién de “precursores de geles o agregados de gelana” (Figura 1.5-1a) a concentraciones
muy bajas de ésta (<3 pg/mL) mientras que a concentraciones mayores se observé una
estructura tridimensional continua, tipo gel débil, formada por fibras de gelana interconectadas
(Figura 1.5-1b); en ambos casos se utiliz6 la sal de potasio de gelana en ausencia de iones
externos. En presencia de iones promotores de la gelificacion, se observé una red permanente
mientras que iones de tetrametilamonio (TMA) no favorecieron la gelificacién debido a su

tamafio.
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El trabajo de Gunning et al., (1996) analizé el comportamiento viscoelastico de los sistemas
gelificados y no gelificados de gelana observados en microscopia (gelana-K* y gelana-TMA,
respectivamente) en donde se observé el comportamiento tipico de un gel para el primer caso, y
el de una solucién polimérica para gelana-TMA. Sin embargo las concentraciones utilizadas en
los estudios reolégicos son aproximadamente tres 6rdenes de magnitud mayores a las utilizadas
en microscopia, debido, de acuerdo con los autores, a la baja resolucién observada en
microscopia cuando se utilizaron concentraciones altas de gelana. Por consiguiente, es
aventurado relacionar el comportamiento reolégico con la microestructura observada en

microscopia.

Figura 1.5-1. Microfotografias de fuerza atémica de gelana-K* (a) 3 pg/mL (0.0003% m/v) y (b)
10 pg/mL (0.001% m/v). En ambos casos el tamaiio de la imagen es de 800 x 800 nm (Gunning
et al., 1996).

Se reportaron resultados muy similares por McIntire y Brant (1997), quienes utilizaron
microscopia de fuerza atémica en soluciones diluidas de gelana (5 a 25 ug/mL). Estos

investigadores observaron la formacién de redes con filamentos de espesores diferentes. A
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medida que la concentracién de gelana se incrementé se generé sobreposicién de filamentos,

dificultando la observacién de las cadenas individuales de gelana.

Estudios posteriores de microscopia de transmisién electrénica y confocal de barrido laser en
gelana pura y en mezclas con maltodextrinas (Clark et al., 1999) describen a los geles de gelana
como una malla fina, uniforme y con poros pequefios. Estas observaciones no hacen alusién a la
presencia de contraiones en la muestra ni a la concentracién de gelana. Las microfotografias de
las mezclas gelana-maltodextrinas (0.4 a 3% gelana y 2 a 20% maltodextrinas) no mostraron
evidencias de separacion de fases, se observé una red de gelana con grandes agregados de
maltodextrina (Figura 1.5-2). De acuerdo con las caracteristicas polielectroliticas y el caracter
gelificante de gelana, los autores sugieren que la gelificacién de gelana se inicia y procede
rdpidamente mientras la maltodextrina empieza a agregarse dentro de los poros de la red de

gelana, lo que en la literatura de biopolimeros se ha denotado como redes interpenetradas.

Figura 1.5-2. (a) Microfotografia de transmisién electrénica de la mezcla 1.4%/12%
gelana/maltodextrina, la zonas oscuras corresponden a la presencia de agregados de
maltodextrina y las claras a la red de gelana. (b) Microfotografia confocal de barrido laser de la
mezcla 1%/20% gelana/maltodextrina, la fase clara corresponde a las zonas ocupadas por
maltodextrina. (Clark et al., 1999).
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El mismo comportamiento se ha reportado para las mezclas gelana-agar (Amici ef al., 2001). Las
observaciones de microscopia de transmisién electrénica propusieron la formacién de redes
interpenetradas. En el trabajo de Amici et al, se utilizo gelana-Na* a concentraciones
relativamente altas (1 a 5%) y en un ambiente de baja fuerza idnica (no se adicionaron
contraiones) en donde se presume no se favorece la separacién de fases en las soluciones
(gelana+agar) previo a la gelificaciéon. De acuerdo con los resultados de microscopia, los autores
sugirieron la formacién de una red de gelana y la construccién de redes de agar dentro de los
poros de la estructura preformada de gelana. Se observé también que conforme se incrementé la
concentracion de ambos polisacaridos, la distribucion de agar en la red de gelana fue menos

uniforme.

2. ALMIDON

2.1 Introduccién

El almidén es el carbohidrato de reserva de vegetales superiores; se almacena en raices,
tubérculos, semillas, frutos y granos de cereales, y constituye una fuente de energia para muchos
organismos superiores, incluyendo al hombre. El término almidén se aplica a la mezcla de dos
entidades moleculares: amilosa, una macromolécula basicamente lineal y su contraparte

ramificada, amilopectina (Galliard y Bowler, 1987).

El almidén se ha catalogado como el polisacarido més barato y mas abundante en la mayoria de
los paises del mundo, esto lo hace sumamente atractivo como materia prima. Actualmente el
mercado de almidones es muy vasto, se comercializan desde almidones nativos de cereales
(maiz, trigo, arroz), almidones de tubérculos (papa), de raices (tapioca) y de leguminosas hasta
almidones modificados quimica o enzimaticamente. Existen varios factores que determinan la
eleccion de almidones, tanto nativos como modificados, los cuales incluyen disponibilidad,

costo, eficiencia en el procesamiento y caracteristicas del producto al cual se adicionara.
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2.2 Morfologia del granulo de almidén

La biosintesis de almidén tiene lugar en el amiloplasto, organelo subcelular especializado, en el
cual se encuentran las enzimas que catalizan la biosintesis de las macromoléculas componentes
del almidé6n a partir de glucosa. El ensamblaje de cadenas poliméricas en el almidén tiene lugar
en una matriz lipoproteinica, el grdnulo de almidén se desarrolla dentro del amiloplasto
ocupando una porcién que crece progresivamente hasta que ocupa el volumen total de este
organelo. En forma general se forma un granulo en cada amiloplasto, aunque algunas veces,
como en el caso del arroz, el amiloplasto puede contener mas de un granulo de almidén
(Galliard y Bowler, 1987). De acuerdo con su fuente, los granulos de almidén poseen

caracteristicas de forma y tamafio que los identifican (Cuadro 2.2-1).

Observaciones del hinchamiento de granulos de almidén realizadas a través de microscopia
Optica y microscopia de barrido electrénico (Galliard y Bowler, 1987), han propuesto que los
granulos de forma lenticular en almidones de trigo, cebada y centeno, tienen una forma tnica de
hinchamiento. Cuando se calientan en exceso de agua bajo cizallamiento ligero, los granulos se
hinchan inicialmente por expansién radial en direccién del didmetro mayor, permaneciendo el
plano del didmetro menor sin cambio; al calentar a temperaturas superiores a 60 °C, los granulos
dejan de hincharse radialmente pero contintan haciéndolo tangencialmente al plano original del
diametro mayor, esto genera granulos hinchados con formas complejas. En contraste, los
granulos de almidén de muchas otras fuentes, como maiz y papa, se hinchan en forma radial
tridimensional produciendo una version de mayor tamafo del granulo original, aunque

susceptible a modificarse por colapso de la estructura.

2.3 Macromoléculas componentes del almidon

Amilosa

La amilosa es uno de los polisacaridos componentes del almidén, compuesta por 500 a 5000

unidades de glucosas unidas por enlaces glucosidicos a-(1-4). El porcentaje en peso de amilosa

21



presente en almidones depende del origen botanico de éstos (ver Cuadro 2.3-1). Es comun
definir a la molécula de amilosa como una molécula lineal, sin embargo hay estudios que
evidencian cierto grado de ramificacién en su estructura (Takeda et al., 1987 y Hizukuri et al.,
1997, citados en Buléon et al., 1998). Hizukuri et al., por medio del fraccionamiento de la amilosa
encontraron un promedio de dos a ocho puntos de ramificacién por molécula de amilosa y las

cadenas laterales o ramificaciones contenian de 4 a mas de 100 unidades glucosidicas.

En relacién con la determinacién de los pesos moleculares promedio de la molécula de amilosa,
no obstante existen fuertes discrepancias, muchas de éstas debidas a diferencias en el origen
boténico y al grado de degradacion molecular durante el fraccionamiento y el proceso de
extraccion (Buléon et al., 1998). Se han reportado pesos moleculares promedio de amilosa entre
1.6 X 105 y 9.0 X 105 g/mol (Buléon et al., 1998 y Zobel 1988). Una propiedad importante de la
amilosa es su poca solubilidad en agua, se requieren temperaturas elevadas (> 100 °C) para
solubilizarla. Sin embargo, las soluciones obtenidas son muy inestables, tienden a formar
precipitados o geles debido a la formacién de zonas de unién entre cadenas de amilosa. Este

fenémeno se conoce como retrogradacién (Banks y Greenwood, 1975).

Las cadenas de amilosa adoptan una conformacién helicoidal cuyo interior es capaz de albergar
ciertas moléculas: lipidos monoacilados, fenol, timol, butanol, iones yoduro y yodo molecular
(Banks y Greenwood, 1975). Con soluciones de yodo/yoduro (lugol) se forma un polimero de
yodo en el centro de una molécula de amilosa en conformacion helicoidal, generando un
complejo estable con actividad Optica dentro de la regién visible. La cantidad de yodo fijado en
almidones estd en funcién de la longitud y linealidad de la cadena. La amilosa puede fijar
alrededor de 19.5 g de yodo por 100 gramos de amilosa originando un complejo azul (A =650
nm), mientras que la amilopectina, con cadenas lineales de menor longitud, sélo puede fijar de
0.3 a 0.5 g por cada 100 gramos de polimero generando un complejo color marrén (A = 540 nm)
(Banks y Greenwood, 1975). El Cuadro 2.3-1 muestra las principales propiedades de las

macromoléculas componentes de almidén.
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Cuadro 2.2-1. Propiedades fisicoquimicas de almidones comunes (Pomeranz, 1991).

Almidon Tamafio de granulo Amilosa Poder de Solubilidad Gelatinizacion Fuente Descripcion general
(pm) (%) hinchamiento a 95°C (°C) de los granulos
intervalo  promedio a 95 °C (%)
Cebada 2-35 20 22 - - 56 - 62 Cereal Redondo, elipsoidal
lenticular
Maiz!
Regular 5-25 15 26 24 25 62 - 80 Cereal  Rendondo, poligonal
Ceroso 5-25 15 <1 64 23 63 -74 Cereal = Redondo, oval
Alto en amilosa - 15 hasta 80 6 12 85-87 Cereal  Redondo
Papa 15-100 33 22 1000 82 56 - 69 Tubérculo Forma de huevo, con
rugosidades tipo
ostra
Arroz 3-8 b 17 19 - 61 - 80 Cereal  Agregados
poligonales
Centeno 2-35 - 23 - - 57-70 Cereal  Elipsoidal, lenticular
Sorgo 5-25 15 26 22 22 68 -78 Cereal  Redondo, poligonal
Tapioca 5-35 20 17 71 48 52 - 64 Raiz Redondo-oval,
truncado
Trigo 2-35 15 25 21 41 53-72 Cereal  Redondo, elipsoidal
lenticular
Avena 2-10 - 27 - - 56 - 62 Cereal  Poligonal

1Los datos de composicién y propiedades fisicoquimicas estan en funcién de las variedades boténicas, por lo que los datos mostrados en el cuadro sélo son
aproximados.

23



Amilopectina

La amilopectina, el segundo componente del almidén, es un polisacarido altamente
ramificado. La amilopectina consiste de monémeros de D-glucopiranosa unidos a través
de enlaces a-(1,4), los cuales forman el esqueleto de la molécula, mientras que la presencia
de enlaces a-(1,6) da lugar a la estructura ramificada de la misma. La amilopectina se ha
considerado como una de las moléculas de origen natural de mayor tamafio. Estudios
iniciales de dispersion de luz (Witnauer et al., 1955 citados en Banks et al., 1972) indicaron
que el peso molecular de la molécula de amilopectina podria estar en el intervalo de 107-
108 g/mol, sin embargo, trabajos posteriores reportaron valores de pesos moleculares
desde 10 X 106 hasta 500 X 106 g/mol (Banks et al., 1972). Estas discrepancias se han
atribuido a la fuente de amilopectina, al tipo de disolvente empleado, la preparacién de la
muestra y la técnica usada para la determinacién; lo cual hace que algunos de los valores
reportados estén subestimados debido a la degradaciéon de la molécula por el
cizallamiento empleado durante la solucién o bien se reportan valores sobreestimados
debido a la tendencia que tiene la molécula de amilopectina a formar agregados

macromoleculares atn en disoluciones diluidas.

La forma de la molécula de amilopectina es de interés debido a su caracter altamente
ramificado y a su aparente cristalinidad en su estado nativo, la cual parece no alterarse por
el contenido de amilosa. Estudios de dispersién de rayos X en muestras de almidén de
maiz ceroso (conformado basicamente por amilopectina) y en muestras de almidén de
maiz normal presentaron el mismo patrén de difraccion (Zobel, 1988). Esta caracteristica
unica de la amilopectina se ha estudiado sobre la base de la conformacién de la molécula,
debido a que en polimeros sintéticos, el incremento de ramificaciones en la estructura

conlleva a un descenso de cristalinidad.
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Cuadro 2.3-1. Propiedades generales de las macromoléculas componentes del almidén

Propiedad Amilosa Amilopectina Referencia
Estructura Molecular Lineal (a-1,4) Ramificada Zobel 1988

(a-1,4; -1,6)
Soluciones diluidas Inestable Estable Zobel 1988
Geles Rigidos, Suaves, Zobel 1988

irreversibles  reversibles
Peliculas Cohesivas - Zobel 1988
Formaciéon de complejos ~ Favorable Desfavorable Zobel 1988
Complejo con Yodo Azul Rojo-Parpura Zobel 1988
Amax (Nm), 650 540 Banks y Greenwood,
reaccién con yodo 64401 554() 1975
Takeda et al., 1988
Valor Azul® 1.35 011 Takeda et al., 1988
Afinidad a yodo (g/100 g) 19-19.5 0.3-0.5 Banks y Greenwood,
20.1M 1.10m 1975
Takeda et al., 1988

[n] (ml/g) 183 147 Takeda et al., 1988

100@ Banks et al., 1972

802 Ring et al., 1987
Mae 200-250 x 105 Zobel, 1988

400 x 106 Banks et al., 1972
Digestibilidad, p-amilasa  100% 60% Zobel 1988
Grado de polimerizacién 1500 - 6000 3x105-3x10¢  Zobel 1988

(1) Amilosa y amilopectina de almidén de maiz
2 Amilopectina de almidén de maiz ceroso

2.4 Gelatinizaciéon de almidones

El entendimiento del mecanismo de gelatinizacién de almidones es crucial para su uso en
la industria. Procesos como la panificacién, extrusién, espesamiento y gelificacion
dependen de la adecuada gelificaciéon del almidén. Cuando una suspensién acuosa de
almidén se calienta, el ordenamiento cristalino presente en el grédnulo se pierde
irreversiblemente en un intervalo de temperatura denominado temperatura de
gelatinizacién (Eliasson, 1986). Durante la gelatinizacién, los granulos empiezan a
absorber agua del medio incrementando su volumen hasta varias veces su tamafio inicial

mientras que una gran parte de la amilosa y una menor proporcién de amilopectina,



migran hacia la fase acuosa generando un incremento sustancial en la viscosidad del
sistema o la formacién de un gel, dependiendo del tipo de almidén y de las condiciones de
preparacién. Por lo tanto, el fundido de las zonas cristalinas dentro del granulo de

almidoén y la solucién de su organizacién estructural son las bases de la gelatinizacion.

El término gelatinizacion involucra una serie de eventos irreversibles que ocurren cuando
el almidén se calienta en presencia de agua. La temperatura de gelatinizacién siempre es
un intervalo, no es un valor puntual. Cuando los granulos de almidén se colocan en agua,
una pequeiia cantidad de ésta es absorbida y si la temperatura se incrementa se producen
cambios irreversibles: pérdida de birrefringencia y de cristalinidad, transiciones
endotérmicas, cambios en la morfologia del granulo, hinchamiento de éste y solucién de

material intragranular (Eliasson y Gudmundsson, 1996).

Una caracteristica de los granulos de almidén no gelatinizados es la birrefringencia
mostrada bajo luz polarizada. Cuando la temperatura se aproxima al inicio del intervalo
de gelatinizacién, esta birrefringencia desaparece indicando pérdida de orden en la
estructura granular. Un método muy utilizado para determinar la temperatura de
gelatinizacion es el seguimiento de la pérdida de la birrefringencia del almidén en exceso
de agua (Moss, 1976 citado en Eliasson y Gudmundsson, 1996). La cristalinidad es otra
caracteristica del ordenamiento granular, ésta se modifica e inclusive desaparece durante
la gelatinizacién y es posible determinar los niveles de cristalinidad a través de las
modificaciones ocurridas en los patrones de difraccion de rayos X (Zobel, 1988). En
almidones gelatinizados de cereales se forma un patrén débil de difraccién, denominado
tipo V, que se relaciona con la formacién de complejos amilosa-lipido (Zobel, 1988;

Hizukuri, 1996).

Calorimetria diferencial de barrido y gelatinizacion de almidones

Durante las altimas dos décadas, la calorimetria diferencial de barrido (CDB) ha sido una
herramienta fundamental para estudiar la gelatinizacién de almidén. Esta técnica detecta

el flujo de calor asociado a transiciones de primer orden (procesos de fusi6n) y a
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transiciones de segundo orden (transicién vitrea) de materiales poliméricos, por
consiguiente, provee informacién valiosa de los fenémenos que tienen lugar en la
estructura granular del almidén durante la gelatinizaciéon (Biliaderis ef al, 1980).
Considerando la estructura semi-cristalina del granulo de almidén, se ha estudiado la
gelatinizacién como un proceso de fusiéon donde a niveles intermedios de humedad se
manifiestan dos transiciones endotérmicas atribuidas a la hidratacién de las zonas amorfas
y a la fusion de las zonas cristalinas, y una tercera transicién a temperaturas mayores

atribuida a la fusién de complejos amilosa-lipido (Biliaderis et al., 1980; 1986).

La interpretacion de los termogramas es controversial, se ha sugerido (Biliaderis et al.,
1986) que la transicion vitrea observada en la primera etapa de la gelatinizacion de
algunos almidones precede al fundido de la zona cristalina y que la temperatura de esta
transicion (T;) es muy sensible al contenido de agua y por lo tanto al grado de hidratacién
de las zonas amorfas del almidén. Por lo tanto, la hidratacion de las zonas amorfas ocurre
durante la etapa inicial de la gelatinizacién. En exceso de agua (> 60%), este proceso y el
fundido de las zonas cristalinas ocurren rapida y cooperativamente, generando solamente
un pico endotérmico (Biliaderis et al, 1986; Eliasson y Gudmundsson, 1996). En la
literatura existen numerosos estudios de la caracterizacién térmica de almidones y el papel
que representa el agua en la fusién de la zona cristalina de los granulos de almidén
(Biliaderis et al., 1980, 1986; Morrison et al., 1993; Eliasson y Gudmundsson, 1996, Tester et
al., 2000).

Algunas de las temperaturas de gelatinizacién de almidones de maiz obtenidas por CDB
se muestran en el Cuadro 2.4-1. El almidén de maiz normal y el ceroso presentan
temperaturas de gelatinizacién parecidas debido a la similitud en la estructura de la
amilopectina dentro del granulo. La diferencia en la entalpia de gelatinizacién se atribuye
a la relacion amilopectina/amilosa existente en los dos tipos de almidén (Tester ef al.,
2000). Por otro lado, el almidén alto en amilosa o amilomaiz, presenta un pico
endotérmico de gelatinizacién mas amplio y las temperaturas caracteristicas son mayores

que en los almidones anteriores, lo cual ha sido atribuido a la presencia de complejos
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amilosa-lipido que restringen la hidratacién de las zonas amorfas del granulo (Morrison et

al., 1993; Tester et al., 2000).

Cuadro 2.4-1. Temperaturas de gelatinizacién de almidones de maiz determinadas
por calorimetria diferencial de barrido (Tester et al., 2000).

Almidén* To (°C) T, (°C) T (CC) AH (J/g)

‘Maiz ceroso 626+ 12 726+02 844+ 09 156+ 0.5
Maiz normal 629+ 05 705+ 04 81.1+ 0.8 126+ 0.2
Maiz alto en amilosa 67.7+ 1.3 910+ 1.6 1048+ 22 177+ 0.5
16.5+ 0.4b

Tp temperatura de inicio de la gelatinizacién

T, temperatura del pico endotérmico de la gelatinizacién

T. temperatura de conclusién de la gelatinizacién.

2 Incluye la contribucién de los complejos amilosa-lipidos

b No incluye la contribucién de los complejos amilosa-lipidos

* Las concentraciones de almidén utilizadas en este estudio fueron: 20 a 26%.

Hinchamiento, solubilidad 'y cambios motfoldgicos del granulo durante la gelatinizacion

El desordenamiento de la estructura cristalina dentro del granulo de almidén es la primera
etapa que ocurre durante la gelatinizacién. Sin embargo, los cambios posteriores son
trascendentales para el desarrollo de las propiedades funcionales de los almidones. Estos
cambios han sido estudiados a través de técnicas de microscopia (da Silva et al., 1997;
Atkin et al., 1998a y 1998b), analisis de tamario de particula por difraccién laser (Ziegler et
al., 1993; Rao y Tattiyakul, 1999), métodos de sedimentacién (Leach et al., 1959; Doublier
1981) entre otras. Los principales eventos que ocurren durante la gelatinizacién estan
relacionados con el hinchamiento del granulo y la solucién en la fase continua del material

polimérico del granulo.

La microscopia, tanto 6ptica como de barrido electrénico, ha sido 1til para describir los

cambios morfoldgicos que tienen lugar durante el hinchamiento (Bowler et al, 1980;
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Williams y Bowler, 1982). De acuerdo con su origen los granulos de almidén siguen un
patrén de hinchamiento caracteristico, como se describe en la secciéon 2.2, La cinética del
tratamiento térmico rige el hinchamiento del granulo pero el cizallamiento también suele
ser un factor importante, ya que tratamientos severos pueden causar fragmentacion

temprana de los granulos (Loh, 1992).

Durante el calentamiento de suspensiones de almidén, adicionalmente a la absorcion de
agua por parte del granulo de almid6n, ocurre una migracién de material polimérico
desde el granulo hacia el medio. Este material estd compuesto basicamente por amilosa,
pero también pueden existir cantidades moderadas de amilopectina. La solucién de
amilosa y/o amilopectina depende del tipo de almidén y de las condiciones de
calentamiento-cizallamiento imperantes. Por ejemplo, se ha observado que en el caso de
almidén de trigo, la mayor parte de la amilosa se disuelve antes de que la amilopectina
empiece a salir del granulo (Doublier, 1981). En relacién con las condiciones de
cizallamiento durante la gelatinizacién, existen evidencias de la fragmentacion de los
granulos hinchados por tratamientos térmicos severos, principalmente en el caso de
almidones de cereales cerosos, cuyos granulos son muy propensos a romperse debido a su
alta capacidad de hinchamiento y, por ende, baja deformabilidad al disminuir la
concentracién de sélidos de almidén dentro del granulo. (Tester y Morrison, 1990; Loh

1992; Ziegler et al., 1993; Atkin et al., 1998a).

El hinchamiento es una medida de la cantidad de agua absorbida por los granulos de
almidén, la cual estd en funcién de la temperatura. El comportamiento del hinchamiento
en funcién de la temperatura de la suspension de almidén genera un patrén caracteristico
para cada tipo de almidén. Por ejemplo, los almidones de papa y de cereales cerosos
muestran valores de hinchamiento mayores que los almidones de cereales normales o de
leguminosas. Estas diferencias se han asociado con diferentes tipos de enlaces o
interacciones dentro del granulo que influencian de manera determinante su forma de

hinchamiento, de esta forma la curva de hinchamiento generada durante el cocimiento de
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un almidon representa la relajacién progresiva de los enlaces dentro del granulo (Leach et

al,, 1959).

Una descripcién bien aceptada en la literatura de una suspensién de almidén gelatinizado,
denominada frecuentemente como pasta de almidén, es aquélla propuesta por Schoch
(Schoch, 1969 citado en Evans y Haisman, 1979): “Los sistemas de almidon gelatinizados
comprenden grdanulos de almidon hinchados en una fase continua, la cual contiene material
macromolecular en solucion”. Bajo esta descripcién, Leach et al., (1959) desarrollaron una
metodologia para determinar la capacidad de hinchamiento y el porcentaje de sélidos
disueltos durante el proceso de gelatinizacién. La técnica consiste en gelatinizar una
cantidad conocida de almidon evitando el cizallamiento excesivo de los granulos, la pasta
formada se centrifuga separando la fase continua, la cual contiene al material en solucién,
del residuo o sedimento constituido por los granulos hinchados. El indice de
hinchamiento, definido como la cantidad de agua absorbida por el material no soluble, se
calcula como la masa de granulos hinchados (sedimento) dividido por la masa de almidén
en base seca, y el porcentaje de material disuelto se calcula a partir de la cuantificacién de
glucidos en el sobrenadante. Estas determinaciones realizadas desde el inicio de la
gelatinizacién en intervalos regulares de temperatura generan los correspondientes

perfiles de solubilidad-hinchamiento.

En la Figura 2.4-1 se muestran los perfiles esquematicos de hinchamiento (a) y de
solubilidad (b) de varios tipos de almidén. En ella se observa el hinchamiento rapido y
libre del almidén de papa aun a temperaturas bajas, mientras que el almidén de tapioca
empieza su hinchamiento casi al mismo tiempo que el de papa, pero lo hace lentamente.
Otro aspecto que se muestra en la Figura 2.4-1 es el hinchamiento en dos etapas,
ejemplificado por almidén de sorgo y caracteristico en algunos almidones de cereales,
incluyendo al maiz. De acuerdo con Leach et al., (1959), estos almidones muestran una
gelatinizacién inicial seguida de un periodo de restriccién en el hinchamiento y en la

solubilidad, y finalmente un segundo hinchamiento mas rapido. Adicionalmente a estas
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caracteristicas, los almidones de cereales cerosos muestran mayor capacidad de

hinchamiento y mayor porcentaje de material en solucién que sus contrapartes no cerosas.
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Figura 2.4-1. Patrones esquemadticos de solubilidad e hinchamiento de varios tipos de
almidones nativos (Leach et al., 1959).

Estudios de hinchamiento y solubilidad en almidones de maiz (Morrison et al., 1993; Tester
et al., 2000) mostraron que la amilosa reprime la capacidad de hinchamiento del granulo de
almidoén; Tester et al.,, (2000) encontraron una relacién entre los indices de hinchamiento
para almidén de maiz ceroso, maiz normal y amilomaiz de: 13.8:3.4:1.0 a 70°C y 14.2:
3.2:1.0 a 80 °C. Este efecto de la amilosa en el hinchamiento del granulo se observa en la
Figura 2.4-2, y fue interpretado sobre la base de la formacién de complejos amilosa-lipido,
que al biosintetizarse en el interior del granulo se excluyen de las regiones cristalinas de
amilopectina formando sus propias regiones, probablemente dentro de las zonas amorfas
del arreglo semi-cristalino del granulo. Este material es dificil de extraerse del granulo
durante el calentamiento, por lo que su presencia en el interior de éste obstaculiza la
hidratacion de las zonas amorfas y consiguientemente el hinchamiento no es 6ptimo. Estas

observaciones se suman a las realizadas anteriormente por Leach et al., (1959), quienes
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mostraron que la presencia de 4cidos grasos de cadena larga en el almidén inhibe el
hinchamiento del granulo, probablemente por la formacién de complejos insolubles con la

amilosa.
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Figura 2.4-2. Hinchamiento (expresado en volumen de granulos hinchados
entre el volumen inicial del almidén) de almidones gelatinizados de maiz
(Tester et al., 2000).

Los estudios de anélisis de tamafio de particula realizados por Ziegler et al.,, (1993) en
almidones de maiz, también revelaron diferentes grados de hinchamiento en funcién del
contenido de amilosa ademas de diferencias debidas a la rigidez del granulo (nativo o
entrecruzado). Los didmetros iniciales y maximos medidos durante el cocimiento de las
pastas de almidén se muestran en el Cuadro 2.4-2. Otros estudios de distribuciéon de
tamafio de particula apoyados en observaciones al microscopio (da Silva et al., 1997)
encontraron resultados similares del hinchamiento granular de almidones de maiz en
funcién de la presencia o no de modificaciones quimicas en su estructura. Las
determinaciones con almidén de maiz nativo no modificado mostraron un hinchamiento

gradual y progresivo conforme avanza la gelatinizacién, mientras que el almidén de maiz
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ceroso entrecruzado mostré un hinchamiento sabito llegando a un maximo en su

hinchamiento y prosiguié con poco cambio al incrementarse el tiempo de cocimiento.

Cuadro 2.4-2. Diametros medianos (D [v,0.5]), iniciales y maximos y poder maximo de
hinchamiento de particulas de almidén durante la gelatinizacién (Ziegler et al., 1993).

Tamaiio de particula Poder maximo de
Almidén hinchamiento
Dt’ (,wn)" Dm:ix (m}b (Dmﬁxjs/(Dr')S
Maiz ceroso 15.61 +0.24 39.63 £1.62 16.4
Maiz comin 14.87 £0.38 33.32+1.20 11.2
Maiz ceroso entrecruzado 14.46 + 0.07 31.49 +3.20 10.3

a Didmetro inicial.

b Diametro maximo.

Determinaciones realizadas en un analizador de tamafio de particula por difraccion laser (Malvern
MasterSizer, Malvern Instruments Ltd., Malvern, England).

Estudios recientes reportaron los cambios que tienen lugar en la organizacién estructural
del granulo durante la gelatinizacion. Atkin et al, (1998a, 1998b) utilizando microscopia
Optica y de transmision electrénica, asi como técnicas enzimaticas durante la gelatinizacién
de almidones, reportaron una secuencia de eventos que se manifestaron en mayor o menor
medida independientemente del contenido de amilosa, de las modificaciones quimicas del
granulo y de la fuente del almidén. De acuerdo con estos autores la gelatinizacion se inicia
con la hidratacién de las zonas amorfas de la estructura granular interna. Para el caso
concreto de almidon de maiz ceroso nativo, el hinchamiento inicial durante la hidratacién
a temperatura ambiente se lleva a cabo de manera radial incrementando el didmetro del
granulo hasta en un 80% (Figuras 2.4-3a y 2.4-3b). Sin embargo, durante el calentamiento,
cuando la temperatura es cercana a 65 °C, el granulo puede incrementar su diametro
original hasta en un 200%, en esta etapa los autores observaron la destruccién del arreglo

estructural interno de los granulos.
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Figura 2.4-3. Imagenes de microscopia éptica de la gelatinizacién de almidén de maiz
ceroso nativo. (a) granulos secos, no hinchados; (b) granulos en suspension acuosa a 40
°C, granulos hinchados intactos; (c) granulos gelatinizados a 70 °C; se observan granulos
desintegrados; (d) granulos gelatinizados a 100 °C, se observan sélo restos de granulos
fragmentados, “ghosts”. Las Figuras e-g) muestran el desarreglo interno del granulo
durante la gelatinizacién de maiz ceroso nativo a 60 °C; la Figura (e) muestra el inicio
del rompimiento estructural intergranular; (f) la mayoria de las particulas en el centro
del granulo se encuentran aleatoriamente organizadas mientras que la periferia del
granulo mantiene su integridad; (g) el granulo es una bolsa turgente con particulas
completamente desorganizadas en su interior, hinchamiento méximo del granulo.
(Atkin et al., 1998a, 1998b).

Algunas de las observaciones al microscopio 6ptico de los trabajos de Atkin et al, (1998a,
1998b) se encuentran en la Figura 2.4-3. De acuerdo con esas microfotografias, el granulo
de almidén inicia su destruccién en el centro (Figura 2.4-3e), tal como se observa con la
desaparicion de los anillos tefiidos en el interior del granulo y prosigue hacia la superficie
(Figura 2.4-3f) hasta que el granulo puede describirse como una bolsa turgente con
particulas de material polimérico en el interior (Figura 2.4-3g). Temperaturas mayores a 70
°C deforman e incluso rompen la superficie del granulo, liberando el contenido mientras
que la superficie granular, conformada bésicamente por amilopectina, se colapsa y

frecuentemente permanece en suspension (Figura 2.4-3d). Los almidones no cerosos y los
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modificados quimicamente siguieron un patrén similar pero con restriccion en la

extension del hinchamiento.

2.5 Reologia de pastas y geles de almidén

Propiedades de flujo

Durante la gelatinizacién de suspensiones de almidon se presentan cambios importantes.
Los granulos de almidén absorben agua y se hinchan durante el calentamiento de la
suspension mientras que los componentes de los granulos, principalmente amilosa,
migran hacia el medio formando una matriz con granulos hinchados en su interior. Como
consecuencia de estos eventos, las propiedades reolégicas del sistema también presentan

modificaciones importantes.

Los primeros estudios reolégicos en pastas de almidén constaron, segtn reportes, de
pruebas empiricas y de patrones obtenidos en viscoamil6grafos. Estos equipos someten a
la muestra a un tratamiento térmico bien definido (velocidad de calentamiento, intensidad
de la agitacion, temperatura maxima, tiempo de sostenimiento de la temperatura maxima,
velocidad de enfriamiento) y registran el torque ejercido por la muestra durante el
cocimiento de la pasta. El torque registrado usualmente se expresa como unidades de
viscosidad, la cual estd en funcién de la temperatura de la pasta. Sin embargo, aunque
estos métodos todavia son muy titiles en la industria, ya que permiten observar los
cambios de “consistencia” de las pastas de almidén durante el cocimiento de manera
reproducible y comparar el comportamiento de diferentes almidones; tienen el
inconveniente de trabajar con una cinética tnica de calentamiento-enfriamiento y de no
tener definidas las condiciones de cizallamiento, lo que genera que incluso diferentes
marcas comerciales de viscoamilégrafos produzcan resultados diferentes aun con el

mismo almidén.
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Un estudio reolégico bien fundamentado es aquél que permite obtener funciones
materiales en flujo estacionario y no estacionario a partir de una relacién bien definida
entre el esfuerzo y la deformacién o velocidad de deformacién. La mayoria de los estudios
reolégicos de pastas y geles de almidén versa sobre propiedades de flujo (flujo
estacionario) y propiedades viscoeldsticas dindmicas (régimen armonico). En cualquier
caso, la caracterizacién reoldgica de estos sistemas involucra controlar la cinética de

calentamiento y las condiciones de agitacién.

Fue hasta la década de los afos 80's cuando empezaron a surgir estudios reologicos bien
fundamentados de suspensiones de almidén. Principalmente se determinaron los cambios
en la viscosidad que manifiestan las suspensiones de almidén durante el calentamiento y
el efecto de diferentes tratamientos térmicos en la viscosidad de estos sistemas (Evans y

Haisman 1979; Doublier 1981, Bagley y Christianson 1982, Doublier et al, 1987).

Para describir el comportamiento de flujo en estado estacionario de las pastas de almidén
se han utilizado modelos empiricos como el de Ostwald-de Waele, Herschel-Bulkley,
Cross y Casson entre otros (Evans y Haisman, 1979; Doublier 1981; da Silva et al., 1997,
Rao y Tattiyakul, 1999). Sin embargo, estas ecuaciones son futiles para describir el
comportamiento reolégico de soluciones macromoleculares, que a diferencia de las pastas
de almidén carecen de particulas en suspensién. Por lo tanto, el uso de los anteriores
modelos s6lo ha dado informacién del comportamiento no newtoniano de las pastas de

almidoén sin considerar el papel de las particulas hinchadas en suspensién (granulos).

Existen reportes de comportamientos reo-espesantes en las primeras etapas de
calentamiento de las dispersiones de almidén cuando los granulos no han perdido su
integridad y son lo suficientemente rigidos para resistir el cizallamiento (Okechukwu y
Rao, 1995; Christianson y Bagley, 1983, citados en Rao y Tattiyakul, 1999; Rao y Tattiyakul,
1999). Otros estudios hacen alusién a la existencia de esfuerzos de cedencia (Evans y
Haisman, 1979) y al carécter reo-fluidificante con dependencia de la velocidad de cizalla

denominado tixotropia (Doublier 1987; Doublier et al., 1987; Tecante y Doublier 1999). Esta
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tixotropfa o reodestruccién, como ha sido denominada, se ha relacionado con las
condiciones de preparaciéon de las pastas de almidéon y por consiguiente con el
hinchamiento del grénulo, observiandose mayores valores de hinchamiento generan

granulos mds sensibles al cizallamiento (Doublier ef al., 1987).

El uso de técnicas de sedimentacion en almidones gelatinizados (Evans y Haisman, 1979)
aporté una descripcién cualitativa al comportamiento reolégico de las pastas de almidén.
Estos estudios permitieron sugerir que el comportamiento reolégico de suspensiones de
almidén gelatinizado estd determinado por interacciones intergranulares, tales como
uniones débiles de corta duracién entre la superficie de moléculas vecinas, y por las

caracteristicas viscoeldsticas y de compresibilidad de los granulos.

Con este antecedente, Doublier (1981) compar6 las curvas de flujo de pastas de almidén de
trigo con los parametros de solubilidad e hinchamiento. Evaluando diferentes
tratamientos térmicos en las pastas, concluyé que las diferencias observadas en el
comportamiento de flujo se debfan a la composicién de la fase continua (material en
solucién y particulas finas procedentes de grénulos fragmentados) y al tamafio de las

particulas que conforman la fase dispersa (granulos hinchados y granulos fragmentados).

El trabajo de Doublier (1981) destaca la importancia de la velocidad de calentamiento y la
agitacion durante la preparacion de pastas de almidén, debido a que pequeas variaciones
en estos parametros dieron por resultado diferencias importantes en la disolucién de la
amilosa y consecuentemente en el hinchamiento del granulo. Cuando las condiciones de
agitacion y velocidad de calentamiento propiciaron la completa extraccién de la amilosa
del granulo, el hinchamiento de éstos fue prominente y su rompimiento puede ocurrir si la
agitacion es suficiente (por ejemplo 750 rpm en lugar de 200 rpm). Por el contrario, cuando
la amilosa no fue completamente extraida, se observé un hinchamiento menor y el granulo
fue menos susceptible a romperse independientemente de las condiciones de agitacién
usadas. Esto concuerda con observaciones previas del papel de la amilosa en el

hinchamiento de los granulos de almidén (Leach et al., 1959).
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Estudios posteriores han avalado la dependencia que tienen las propiedades de flujo y las
caracteristicas de hinchamiento y solubilidad de las pastas de almidén con las condiciones
de preparacion, especificamente velocidad de calentamiento y la magnitud de la agitacion
(Doublier 1987; Doublier et al., 1987). El porcentaje de material disuelto al final de la
preparacion, asi como el hinchamiento del granulo, son mayores cuando se utilizan
velocidades de calentamiento altas (Doublier 1987). La agitacién es otro parametro
importante principalmente cuando se trabaja con granulos susceptibles a romperse, como

almidones cerosos o almidones de papa, con altos valores de hinchamiento.

Una pasta o gel de almidén frecuentemente se describe como un sistema bifésico con una
fase continua constituida por el disolvente y el material extraido del granulo durante la
gelatinizacién, y una fase dispersa compuesta de granulos hinchados (Doublier 1981,
Bagley y Christianson, 1982; Eliasson 1986; Doublier 1987, Doublier et al., 1987; Da Silva et
al., 1997). Esta descripcién hace énfasis en la presencia de particulas hinchadas en las
suspensiones de almidoén, las cuales difieren del grueso de las suspensiones, en que los
granulos hinchados pueden ser deformables. De acuerdo con esto, las suspensiones de
almidén permanecen fluidas a concentraciones muy superiores a aquéllas donde el
volumen total se encuentra ocupado por granulos hinchados. Por lo tanto es de esperarse
que las propiedades reoldgicas de las suspensiones de almidén dependan de las
caracteristicas de las fases continua y dispersa. Algunas de las propiedades del almid6n
que se consideran importantes en la reologia de las pastas y geles de almidén se muestran

en el Cuadro 2.5-1.

Las caracteristicas de las fases continua y dispersa son importantes para la caracterizacion
reolégica de cualquier material bifasico o tipo composite (Ferry 1980). Existen en la
literatura ecuaciones que predicen la viscosidad de dichos materiales en funcién de la
viscosidad de la fase continua y de la fraccion volumen de la fase dispersa (Quemada,
1975). Muchas de estas ecuaciones se han desarrollado para suspensiones con particulas
rigidas no deformables, sin embargo la deformabilidad de las particulas de almidén es tal

que en suspensiones de almidén sin material disuelto en la fase continua se pueden
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obtener sistemas densamente empacados donde practicamente el 100% del volumen total
sea ocupado por las particulas hinchadas (Bagley y Christianson, 1982). Esta
particularidad establece una gran diferencia con respecto a las suspensiones de particulas
rigidas no deformables. Las dispersiones de almidén poseen particulas (granulos) que
durante el calentamiento absorben el agua del medio (hinchamiento) y parte de su
material polimérico intragranular migra a la fase continua. Estos eventos generan
particulas hinchadas y deformables que contribuyen directamente al caracter eldstico del

sistema.

Cuadro 2.5-1 Factores que pueden influir en el comportamiento reolégico de suspensiones
de almidoén (Eliassson, 1986).

Fase Dispersa = granulos de almid6n
Concentracion

Tamario y distribucion de granulos

Forma de los granulos

Patrones de hinchamiento

Rigidez del granulo (cristalinidad) y deformabilidad
Fase continua = matriz amilosa/amilopectina
Viscoelasticidad de la fase

Cantidad y tipo de amilosa/amilopectina que se ha extraido de los granulos
Entrecruzamientos débiles de corta duracion
Interacciones entre los componentes

Contactos granulo-granulo

Interacciones granulo-amilosa/amilopectina
Interacciones granulo-amilosa/amilopectina-granulo
Superficie de los granulos de almidén

Se ha propuesto que la fraccion volumen (®) de la fase dispersa en una suspension de
almidon puede estimarse a partir del producto CQ, en donde C es la concentracién de
almidén en la dispersién y Q es la capacidad de hinchamiento de los granulo, expresada
en g particulas hinchadas/g almidén (Bagley y Christianson, 1982). Esta estimaci6n
contempla que la fase continua es el disolvente sin material polimérico en solucién y la
fase dispersa esta constituida tnicamente por las particulas hinchadas. De acuerdo con
esto, cuando CQ < 1, existe disolvente entre las particulas hinchadas; mientras que cuando
CQ =1, todo el disolvente ha sido absorbido por las particulas de almidén. Bajo un

tratamiento similar, considerando que parte del material polimérico del almidén se
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disuelve de forma paralela al hinchamiento del granulo, Doublier et al., (1987) propusieron
las siguientes expresiones para estimar la fraccién volumen (®) de las particulas hinchadas

en pastas de almidén y la concentracion de sélidos de almidén en la fase continua (Cs) en

g/g:

®=(1-5/100CG  (25-1)

1
Cs _(l_q))csmo (25-2)

En donde S es el porcentaje de sélidos disueltos, G es el indice de hinchamiento (g/g) y C
es la concentraciéon de almidén en la dispersién (g/g). La ecuacién 2.5-1 supone que el
sedimento o fase dispersa estd constituida Ginicamente por particulas hinchadas y predice
un comportamiento lineal de @ con la concentracién de almidén, lo cual no se cumple a
concentraciones altas de almidén debido a que el hinchamiento y la solubilidad se
restringen al haber menor cantidad de agua disponible en la fase continua. La ecuacién
2.5-2 es vélida en el intervalo de concentraciones de almidén donde se cumpla que @ << 1

(Doublier et al., 1987).

Se han propuesto tres regimenes de concentracién en las suspensiones gelatinizadas de
almidén (Taylor y Bagley, 1974 citados en Steeneken, 1989), los cuales se ilustran en la
Figura 2.5-1. El régimen diluido abarca las concentraciones de almidén en las cuales los
granulos estan completamente hinchados y la concentracion de almidén en el interior del
granulo (Ci) es mayor que en la fase continua (C). La regién de transicién es aquélla donde
los granulos estan completamente hinchados y llenan todo el volumen disponible,
finalmente en el régimen concentrado el agua disponible para el hinchamiento de los
granulos puede ser un factor limitante, de tal forma que éstos no llegan a su maximo

hinchamiento pero se encuentran densamente empacados en el volumen disponible.

El trabajo de Steeneken (1989) mostr6 que la viscosidad de suspensiones gelatinizadas de

almidén depende fuertemente del producto CQ cuando la concentracién de almidén se
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ubica en el régimen diluido (CQ < 1), mientras que el factor dominante en la viscosidad de
estos sistemas es la rigidez de las particulas cuando la concentracién del sistema es lo
suficientemente alta como para que los granulos estén densamente empacados (CQ > 1).
Estas conclusiones coinciden con las de Doublier et al., (1987), quienes consideraron que el

comportamiento reolégico de suspensiones gelatinizadas de almidén esta regido por:

a) La concentracién de sélidos de almidén en la fase continua

b) La deformabilidad de las particulas hinchadas en la fase dispersa.

Régimen Diluido
Ce
il “‘.' Particulas hinchadas en equilibrio
\ £y Ce<Ci
(=
,_--_x\\—/' Ci= 1 b &
C g ©
Nt CQ<1

Régimen de transicion

Particulas hinchadas en equilibrio
1

Ci=C=—=C*
0

C* = concentracion de transiciéon
CQ=1

Régimen concentrado

Particulas hinchadas antes del equilibrio
Ci=C>C*

Cco>1

Figura 2.5-1. Regimenes de concentracion en suspensiones de granulos gelatinizados
de almidon, C es la concentracion de almidén en la suspension, Ce y Ci son las
concentraciones de almidén en el exterior e interior del granulo respectivamente, C*
es la concentracion de almidén cuando todo el volumen del sistema se encuentra
ocupado por los granulos hinchados, y Q es el hinchamiento del granulo expresado en
mL/g (Steeneken, 1989).
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La deformabilidad de los granulos hinchados se considera un factor predominante al
incrementarse la concentracién de las pastas de almidén, esta deformabilidad esta
inversamente relacionada con el hinchamiento del granulo, mayores hinchamientos
propician una dilucién del material polimérico interno propiciando que los granulos sean

mas sensibles a deformarse y a fracturarse (Doublier, 1987).

Las diferencias en sensibilidad al cizallamiento mecanico que manifiestan los granulos de
almidon demandan estudios posteriores. Hasta ahora se ha observado que los almidones
con grandes capacidades de hinchamiento tienen granulos mds sensibles a romperse
durante la preparacién de las pastas (Tester y Morrison, 1990; Loh 1992; Ziegler et al., 1993;
Atkin et al., 1998a) e incluso la industria del almidén cataloga a los almidones cerosos
como almidones dtiles donde se requieran bajas viscosidades, debido a que
frecuentemente la preparacién industrial de las pastas hace uso de esfuerzos cortantes
grandes que propician el rompimiento de los granulos y la disminucién de la viscosidad

de las pastas de almidoén.

Algunos procesos tipicos de la industria de alimentos (mezclado, atomizacion, extrusién,
bombeo) utilizan velocidades de deformacién entre 10 s y 100 000 s (Loh, 1992), bajo
estas condiciones se obtienen pastas de almidén que no se ajustan al modelo bifasico
propuesto en la literatura; las dispersiones resultantes son mezclas de granulos hinchados,
granulos fragmentados y macromoléculas en solucién coloidal (Olkku y Rha, 1978), por lo

tanto la reologia de sistemas tan complejos no es simple.

Propiedades viscoeldsticas

Las propiedades viscoelésticas de las pastas y geles de almid6n se han estudiado bajo el
modelo de sistemas compuestos, composites, sugerido por Ott y Hester (Ott y Hester, 1965

citado en Eliasson, 1986), es decir una red de amilosa reforzada con particulas hinchadas

de almidén. En la caracterizacién viscoelastica de pastas y geles de almidon es frecuente el
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uso de cizalla oscilatoria de baja amplitud. El comportamiento de los médulos dindmicos
(G, G", G*), asi como el del angulo de pérdida (tan 8) han proporcionado informacién del
caracter elastico de estos sistemas (Evans y Haisman, 1979; Alloncle y Doublier, 1991;
Evans y Lips, 1992; Eidam y Kulicke, 1995; Abdulmola et al., 1996b; Tecante y Doublier,
1999), lo cual ha sido asociado con la presencia de particulas deformables en suspensién

(granulos hinchados, fragmentos de granulos hinchados, granulos no hinchados).

Algunos estudios reolégicos de geles y pastas de almidén han dado poca importancia a la
fase continua, debido a que ésta, en ausencia de los granulos, ha presentado viscosidades
bajas sugiriendo poca influencia en la reologia global del sistema (Evans y Haisman, 1979).
La mayoria de los estudios realizados hasta la fecha ha dado mayor énfasis en la
contribucién que tienen los granulos o particulas hinchadas en la reologia de las pastas y
geles de almidon, pero han sugerido que la cantidad de amilosa extraida del granulo
puede perturbar la reologia de estos sistemas debido a interacciones con los granulos
(Eliasson, 1986; Steeneken, 1989; Alloncle y Doublier, 1991; Evans y Lips, 1992; Tecante y
Doublier, 1999).

Los trabajos realizados con almidén de maiz ceroso nativo y entrecruzado (Abdulmola et
al., 1996a; Abdulmola et al., 1996b; Mohammed et al., 1998), donde el efecto de la amilosa
en el medio continuo se ha descartado y las condiciones de preparacién se controlaron
para evitar o minimizar el rompimiento de los granulos, mostraron espectros dindmicos
tipicos de un material con predominante caracter elastico (G" > G”, poca dependencia de
los médulos con la frecuencia) atin a bajas concentraciones de almidén (2 y 3% m/m)

(Figura 2.5-2).

En el comportamiento reolégico dinamico de pastas de almidén también se ha
determinado el efecto de las particulas hinchadas. De hecho una diferencia importante
entre una solucién macromolecular (obtenida bajo condiciones drésticas de calentamiento,
T > 140 °C) y una suspension de almidén versa en el comportamiento viscoeldstico. En

soluciones de los polisacdridos del almidén, aun a concentraciones del 20%, los valores del
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médulo de almacenamiento (G’) son muy bajos, apenas perceptibles por los reémetros
convencionales (Steeneken, 1989); mientras que los barridos de frecuencia de G’ y G” de
las suspensiones de almidén gelatinizado muestran el caracteristico plateau elastico a bajas
frecuencias y los valores de tangente de delta indican un predominio del caracter elastico;
aun cuando su apariencia sea fluida (Steeneken, 1989; Abdulmola et al., 1996b; Tecante y

Doublier 1999).

G',G" (Pa) n* (Pas)

u.' L P R e | . Sl A Al AL
0.1 | 10 100
Frecuencia (rad/s)

Figura 2.5-2. Dependencia con la frecuencia de G’, G” y n* de almidén de maiz ceroso
gelatinizado al 2% (m/m) en suspensién acuosa (deformacién: 0.5%, 20 °C). G’
(cuadrados); G” (circulos); n* (tridngulos) (Abdulmola ef al., 1996).

Otro aspecto que se ha discutido en la literatura (Steeneken, 1989; Evans y Lips, 1992) es la
relacion lineal entre G’ y la concentracion de almidén, dicha relacién se observa dentro del
régimen diluido (Figura 2.5-1). En esta regién también se ha observado la disminucién
progresiva del angulo de pérdida (5) con la concentracién de almidén. Por otra parte, en la
region de concentraciones de almidén donde CQ > 1, los mddulos divergen del
comportamiento lineal y los valores de & llegan a un minimo y se mantienen

practicamente constantes al incrementarse la concentracién. Por lo tanto se ha considerado



que la concentracién donde los granulos hinchados de almidén ocupan todo el volumen
de la dispersion en suspensiones gelatinizadas de almidén, denota una transicién también
en el comportamiento reolégico dinamico (Doublier et al., 1987; Steeneken, 1989; Evans y
Lips, 1992). Aspectos relacionados con la composicién de la fase continua y su efecto en las
propiedades reolégicas dinamicas y propiedades de flujo también han sido discutidos;
principalmente en el caso de mezclas de almidén con hidrocoloides (Alloncle ef al., 1989;
Alloncle y Doublier, 1991, Eidam y Kulicke, 1995, Abdulmola et al., 1996b; Mohammed et
al., 1998; Tecante y Doublier, 1999).

2.6 Reologia de mezclas almidén-hidrocoloide

Los sistemas almidén-hidrocoloide incorporan importantes atributos de textura en
muchos productos alimenticios. Se ha observado que la combinacién de almidén con
hidrocoloides (galactomananos, xantana, carboximetilcelulosa, carrageninas) puede
generar viscosidades mayores a las obtenidas con almid6n tinicamente (Christianson ef al.,
1981; Alloncle et al.; 1989, Alloncle y Doublier, 1991) e inclusive una aceleracién de la
gelificacion en el sistema (Eidam y Kulicke, 1995). Este incremento en la viscosidad,
frecuentemente denominado como sinergismo, ha sido motivo de un gran ntmero de

estudios.

Miller et al., (Miller et al., 1973 citado en Christianson et al., 1981) propusieron que el
incremento en la viscosidad de pastas de almidén de trigo en presencia de hidrocoloides
(carboximetilcelulosa, alginato) se debia a la formacién de una red de amilosa en donde el
hidrocoloide podria contribuir a su formacién e incrementar la viscosidad de la pasta.
Posteriores estudios explicaron el mismo efecto sobre la base de la formacién de complejos
entre la amilosa, o almidén disuelto, y el hidrocoloide adicionado durante la gelatinizacién

(Christianson et al., 1981).
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La caracterizacion reolégica de mezclas de almidén de maiz y almidén de trigo con
galactomananos (Aloncle et al., 1989) sugirié que la adicion de un hidrocoloide a pastas de
almidén resulta en la modificacién de la fase continua donde se ubica el polisacarido
adicionado. Segun este estudio, conforme la gelatinizacién procede, los granulos de
almidén se hinchan disminuyendo el volumen disponible para la fase continua y por lo
tanto elevando la concentracién del hidrocoloide dentro de esta fase. Los autores han
atribuido este efecto al incremento de viscosidad que presentan las mezclas de almidén
con hidrocoloide, el cual puede ser mas o menos intenso dependiendo de las propiedades
viscoelasticas propias del hidrocoloide adicionado. En este trabajo también se presume
que la presencia de hidrocoloide en la fase continua no afecta el hinchamiento del granulo

ni la solucién del material extraido de éste durante la gelatinizacién.

En cuanto a las propiedades viscoeldsticas, el trabajo de Alloncle et al., (Alloncle 1990;
Alloncle y Doublier, 1991), con almidén de maiz y sistemas mixtos con hidrocoloides no
gelificantes: guar o algarrobo y débilmente gelificantes: xantana, mostré diferentes
comportamientos viscoeldsticos (Figura 2.6-1). Los espectros mecénicos de las mezclas
almid6n-guar y almidén-algarrobo no exhibieron cambios sustanciales en los médulos ni
en tangente de delta en relacion con almidén solo, ademas de que los médulos de
almacenamiento de las mezclas fueron mas dependientes de la frecuencia. Por otra parte,
la adicion de xantana a almidén de maiz generé un comportamiento diferente, los
modulos se incrementaron en una relacion casi lineal con la concentracién de xantana en la
mezcla, es decir a diferencia de las mezclas con hidrocoloides no gelificantes donde el
caracter eldstico de la pasta de almidén fue atenuado, las mezclas almidén-xantana
mostraron un “reforzamiento” de las propiedades elasticas globales. Para explicar estos
efectos, los autores sugirieron un efecto de incompatibilidad entre los polisacéridos de la
fase continua que podria inhibir la gelificacién de amilosa y generar el comportamiento

observado.

La posibilidad de incompatibilidad termodinamica entre el hidrocoloide adicionado y las

macromoléculas del almidén también ha sido sugerida en otros trabajos (Eidam y Kulicke,
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1995), en donde se estudiaron las propiedades reoldgicas dinamicas de las mezclas
formadas por almidén de maiz e hidrocoloides tanto espesantes (carboximetilcelulosa,
guar, goma de algarrobo), como gelificantes (xantana, 1-carragenina, k-carragenina). Las
propiedades viscoelasticas dindmicas de estos sistemas, a excepcién de las mezclas con 1-
carragenina, evidenciaron una disminucién en la elasticidad global del sistema
(incremento de los valores de tangente de delta) en comparacion con almidén solo. Con
base en estas observaciones los autores especularon en la forma de interaccién entre los
polisacaridos adicionados y el almidén. Ellos propusieron que las cadenas del
hidrocoloide adicionado actian como sitios de discontinuidad de la red de amilosa, que se
traducen en una reducciéon en las propiedades elasticas de las mezclas almidon-
hidrocoloide. Contrariamente, en presencia de iota-carragenina se presume ocurre un

“reforzamiento” de la red de amilosa (Figura 2.6-2).
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Figura 2.6-1. Variacion de los médulos dinamicos de pastas de almidén en funcion
de la concentracién de hidrocoloide adicionado (guar (G), algarrobo (C), xantana
(X)). Determinaciones a 1 Hz de frecuencia y 25 °C después de 15 h de
envejecimiento de los geles (Alloncle 1990).
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Figura 2.6-2. Representacion esquematica de los posibles arreglos moleculares
de los hidrocoloides en la estructura gelificada de las mezclas almidén
hidrocoloide (Eidam y Kulicke, 1995).

Los resultados de Eidam y Kulicke (1995) contrastan con los obtenidos previamente
(Alloncle y Doublier, 1991). Aunque en ambos trabajos se menciona un posible efecto de
incompatibilidad termodindmica, el comportamiento reolégico de las pastas de almidén
fue completamente diferente. Las diferencias observadas se pueden atribuir a las
condiciones experimentales empleadas. Eidam y Kulicke (1995) prepararon sus mezclas
utilizando temperaturas muy elevadas durante un lapso de tiempo relativamente grande
(130 °C, 30 minutos), dichas condiciones fueron suficientes para eliminar la estructura
granular del almidon, lo cual fue comprobado por los autores a través de observaciones al
microscopio bajo luz polarizada. Por lo tanto el efecto de los granulos de almidén fue
eliminado en el trabajo en cuestion y las mezclas estudiadas constaron de tres
polisacaridos en suspension (amilosa, amilopectina e hidrocoloide adicionado) donde
efectos de exclusion de amilosa bien pueden Ilevarse a cabo, considerando Ia
incompatibilidad termodinamica que existe entre amilosa y amilopectina (Kalichevsky y

Ring, 1987).
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Una interpretacion alterna y completamente diferente al comportamiento viscoelastico
observado en mezclas almidén-hidrocoloide, se propuso por Abdulmola et al., (1996b). Su
estudio comprendié la viscoelasticidad de mezclas formadas por xantana y dos tipos de
almidéon de maiz ceroso: nativo y entrecruzado. Ellos observaron comportamientos
reolégicos tipicos de geles en almidones a concentraciones tan bajas como 2% m/m, donde
el volumen ocupado por los granulos fue menor a 20%, de acuerdo con sus
determinaciones. Adicionalmente observaron que la adicién de almidén (1 a 5% m/m) a
soluciones de xantana (0.25 y 0.5% m/m) produjo un incremento importante en los
mddulos dindmicos, el cual aparentemente no puede ser explicado a través del esquema
propuesto por Alloncle et al., (1989) quienes proponen el aumento de la concentracién del

hidrocoloide en la fase continua debida al hinchamiento de los granulos.

A diferencia de otros sistemas, en donde la reologia de la mezcla es dominada por el
hidrocoloide adicionado, en el trabajo de Abdulmola et al., se concluye que la reologia de
las mezclas almidén-xantana esta determinada por el almidén y se especula que la xantana
promueve la adhesién entre granulos gelatinizados. Los autores proponen la formacién de
una estructura tipo red en estas mezclas, atin a concentraciones lejanas a aquellas donde
existe un empacamiento de granulos, e inclusive esto explicaria los valores de G’ mayores
para almidoén ceroso no modificado en comparacién con el modificado a bajas
concentraciones, presumiendo diferencias en la superficie del granulo que condicionan su

capacidad para adherirse a granulos vecinos.

Dentro del mismo grupo de trabajo que Abdulmola et al., (1996a, 1996b); se estudi6 el
comportamiento viscoeldstico de mezclas de almidén de maiz ceroso no modificado (1 a
10% m/m), con agarosa (0.25% m/m) (Mohammed et al., 1998). Los espectros dindmicos
mostraron que dependiendo de la concentracién de almidén en la mezcla, la reologia
podria estar dominada por: a) el hidrocoloide adicionado, b) ambos componentes, c) el
almidén. Sin descartar el esquema de los granulos dispersos en una matriz de
biopolimero, Mohammed et al., suponen que los tres comportamientos mencionados se

deben al efecto del volumen ocupado por los granulos de almidén.
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Mohammed et al., (1998) proponen la formacién de una matriz gelificada de agarosa que
atrapa a los granulos dispersos cuando la concentracién de almidén es baja en la mezcla (1
% a 2%). A estas concentraciones de almidén, sus estudios mostraron que la reologia
global de las mezclas estd determinada por el hidrocoloide, y una hipoétesis similar a la
propuesta anteriormente por Alloncle et al., (1991) emergi6é para explicar este efecto. Es
decir, el incremento en G’ y el descenso en tangente de delta se atribuy6 al incremento de
concentracién de agarosa en el medio continuo debido a la absorcién de agua por los
granulos de almidén durante su hinchamiento. La variacion de G’ y tangente de delta en
los sistemas estudiados por Mohammed et al., (1998) se muestran en la Figura 2.6-3a y 2.6-

3b respectivamente.

A concentraciones intermedias de almidén (3 a 5%), G’ y tangente de delta denotan un
descenso notable en las propiedades elésticas de las mezclas almidén-agarosa (Figura 2.6-
3). Este intervalo de concentraciones de almidén coincide de acuerdo con los datos
reportados por los autores, con el punto en el cual los granulos hinchados empiezan a
ocupar todo el volumen disponible, ® > 0.72. De los resultados reolégicos, Mohammed et
al., (1998) especulan que en este intervalo de concentraciones de almidén, las zonas
intersticiales se ocuparian por el biopolimero formando una segunda red dentro de la red
original de almidén, a este sistema lo denominaron redes bicontinuas o redes
interpenetradas haciendo alusioén al tipo de asociacién que se presume existe en algunas

mezclas de biopolimeros (Morris, 1991; Piculell et al., 1992).

Finalmente Mohammed et al., (1998) observaron que a concentraciones entre 6 y 10% de
almidén, éste domina la reologia de las mezclas debido supuestamente a la mutua
inhibicién en la formacién de redes por ambos componentes, atribuible a la poca
disponibilidad de agua para el hinchamiento del grdnulo y a restricciones de tipo

topolégico en la formacion de la red de hidrocoloide.
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Figura 2.6-3. Variacién de G’ (a) y tangente de delta (b) con la concentracién de almidén en
co-geles de almidén de maiz ceroso nativo con agarosa (0.25% m/m). Determinaciones

realizadas a @ =10 rad/s; y = 0.05%, T = 5 °C (Mohammed ef al., 1998).

El trabajo de Mohammed et al, (1998) ofrece interpretaciones especulativas a
comportamientos reolégicos observados. Aunque se mostraron datos de las fracciones
volumen de los granulos de almidén en los sistemas estudiados, no se constaté la
integridad de los granulos ni se hicieron estudios de microestructura. No obstante, en este
trabajo se muestran resultados en un intervalo amplio de concentraciones de almidén
logrando detectar cambios en la reologia de los co-geles en funcién de la concentracién de
este componente y emerge la descripcién de redes interpenetradas para los sistemas

mezclados almidén-hidrocoloide.

La literatura de reologia de mezclas formadas por almidones e hidrocoloides ha sido
particularmente prolifica con hidrocoloides espesantes, los aspectos mayormente
estudiados han sido las propiedades de flujo y el comportamiento viscoeldstico dindmico.
Una mezcla interesante desde el punto de vista practico es aquella que involucra almidén
y carragenina. Tecante y Doublier (1999) realizaron un estudio reolégico estacionario y

dindmico de mezclas de almidén de maiz ceroso entrecruzado con k-carragenina
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concluyendo que el modelo bifasico propuesto para dispersiones y geles de almidén se
puede aplicar en este tipo de mezclas. Este estudio utilizé almidén de maiz ceroso
entrecruzado para proveer un sistema exento de amilosa asi como de granulos de almidén
lo suficientemente rigidos para generar una suspensién de particulas hinchadas en un

medio continuo.

Las propiedades de flujo de las mezclas no presentaron ningtan efecto sinérgico
presumiblemente debido a la baja capacidad espesante que tiene la carragenina y a la
ausencia de amilosa en el medio continuo. De igual forma la presencia de carragenina, sin
iones en el medio, en las dispersiones gelatinizadas de almidén generé una disminucién
de los mddulos dindmicos en comparacién con almidén solo a la misma concentracién, lo
cual se atribuy6é a la no-gelificacion de la carragenina. No obstante, se observé un
comportamiento diferente cuando se adicioné KCI a las mezclas, los médulos dindmicos
de los sistemas almidén-carragenina fueron mayores a almidén solo y el comportamiento
viscoelastico fue el caracteristico de un gel, cuyos médulos dindmicos se incrementaron

con la concentraciéon de almidén.

Un aspecto importante que se sefiala en el trabajo de Tecante y Doublier (1999), es la falta
de aplicacion del esquema propuesto por Alloncle et al., (1989) a las mezclas estudiadas.
De acuerdo con ese esquema, la concentracién de carragenina se incrementaria en la fase
continua como resultado de la reduccién de volumen disponible al hincharse el granulo de
almidén. Sin embargo de acuerdo con los datos de hinchamiento, de fraccién volumen de
granulos hinchados y la estimacién de la concentracion de hidrocoloide en el medio
continuo (ecuacién 2.5-2), el incremento de carragenina en la fase continua seria tal que no
requerirfa iones para inducir su gelificacién, lo cual no se detecté en las propiedades de

flujo ni en los espectros mecénicos de esos sistemas.
Si bien existen muchos trabajos donde se han caracterizado reolégicamente los sistemas

almidén-hidrocoloide, existen muchos aspectos por esclarecer, uno de estos es el papel que

tiene el hidrocoloide en el hinchamiento del granulo de almidén. Como se ha mencionado
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anteriormente, los trabajos de algunos investigadores (Alloncle y Doublier 1991; Tecante y
Doublier 1999) han supuesto que el hidrocoloide no influye en el proceso de hinchamiento
del granulo durante el cocimiento de las pastas de almidén, sin embargo, se han reportado

estudios que afirman lo contrario.

Conde-Petit et al., (1997) estudiaron las propiedades reoldgicas dinamicas y estacionarias
de las mezclas de almidén de papa (2% m/m) con xantana (0.2% m/m). Los estudios
reologicos se contrastaron con las determinaciones de capacidad de fijacién de yodo (IBC,
por sus siglas en inglés) para estimar la cantidad de amilosa extraida del granulo en cada
caso. La viscosidad de las mezclas fue del mismo orden de magnitud que la viscosidad de
las soluciones de xantana y menor que la viscosidad de las suspensiones de almidén de
papa, por lo que no se reporto sinergismo en estas mezclas. Las propiedades viscoeldsticas
de los sistemas monocomponentes, xantana y almidén, y la mezcla almidén-xantana
usando leche como medio de dispersion se muestra en la Figura 2.6-4. Como se puede
observar en la figura anterior, los médulos dindmicos de la mezcla almidén-xantana
fueron mayores y menos dependientes de la frecuencia que aquellos de los componentes
por separado. Por otra parte, la IBC de la pasta de almidén fue 3.5% y ésta se redujoa 1.7%
cuando el almidén se gelatinizé en presencia de xantana. Los autores concluyen que las
propiedades viscoelasticas de almidén de papa gelatinizado en presencia de xantana, se
incrementan debido a la acumulacién de xantana en el espacio intergranular y dicho efecto
es mas pronunciado cuando los grédnulos de almidén no estin completamente
desintegrados. Por otra parte de acuerdo con sus determinaciones de IBC, los autores
afirman la existencia de un efecto de proteccién que ejerce xantana en los granulos, esto
conlleva a un bajo grado de hinchamiento del granulo y por consiguiente a poca amilosa

disuelta en el medio continuo.
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Figura 2.6-4. M6dulos dinamicos, G’ y G”, de almidén de papa (2% m/m), xantana (0.2%
m/m) y almidon-xantana (2% - 0.2%) en funcién de la frecuencia de oscilaciéon. Muestras
preparadas en leche a 95 °C a 110 rpm (Conde-Petit et al., 1997).

Un estudio reciente (Kriiger et al., 2003) ha mostrado que la gelatinizacién de almidén de
maiz (10%) en presencia de hidrocoloide (1% de xantana, guar o alginato) y 15% de
sacarosa, resultd6 en menores coeficientes de velocidad de calentamiento (J), en
comparacién con almidén solo y con las pastas almidén-sacarosa; mientras que los
modulos dindmicos mostraron el efecto contrario. El Cuadro 2.6-1 muestra los valores de J,
G’, G”, G* y el didmetro limite del granulo hinchado, este altimo dato fue obtenido por
analisis de imagenes de microfotografias digitalizadas (Image Pro Plus software, media
Cybernetics, USA). Kriiger et al,, reportaron que el hinchamiento del granulo de almidén
en presencia de hidrocoloides y sacarosa se restringe debido a la disminucién en la
penetracion de calor y a la baja movilidad de las moléculas de agua al incrementarse la
viscosidad del medio continuo (sacarosa + hidrocoloide). Sin embargo estos autores no
reportan valores de viscosidad del medio continuo, ni tampoco muestran el efecto del
hidrocoloide en el hinchamiento del granulo en ausencia de sacarosa. Por lo tanto, el efecto
separado del hidrocoloide sobre el hinchamiento del grénulo de almidén no puede

determinarse de manera clara.
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Cuadro 2.6-1. Coeficiente de velocidad de calentamiento (J), médulos dindmicos (G*, G/,
G”) y didmetro limite del granulo para diferentes sistemas conteniendo almidén de maiz
(Kriiger et al., 2003).

Sistema J(min?) G*(Pa) G'(Pa) G”(Pa) Dy (um)
Almidén 0.51(0.06) 690(6)  662(10) 170 (8) 31.7(1.0)
Almidén-sacarosa 0.44 (0.05) 986 (11) 945(15) 279 (13) 25.7(0.5)

Almidén- sacarosa -alginato  0.27 (0.02) 1905 (10) 1861 (9) 410 (10) 26.0 (0.7)
Almidon- sacarosa -xantana ~ 0.23 (0.03) 2242 (31) 2159 (41) 592 (35) 23.9 (1.0)
Almid6n- sacarosa -guar 0.15(0.01) 2837 (21) 2795(29) 473 (47) 17.4(0.6)

J=UA/pCpV (U: Coeficiente global de transferencia de calor, A: area de transferencia de calor,

p: densidad, Cp: calor especifico, V: volumen de la pasta)

Errores estandar entre paréntesis.

G G,G"aB45°C, @ =1Hz

D después de 20 minutos a 90 °C.

2.7 Conclusiones de la revision bibliografica

Gelana

El caracter polielectrolito del polisacarido gelana le concede propiedades de interés que es
preciso conocer previo a su utilizacién. Los estudios fisicoquimicos han mostrado que la
gelana es una molécula que presenta en solucién dos conformaciones: desordenada
(cadena aleatoria) y ordenada (doble hélice), las cuales dependen de la concentracién de
polimero, de la temperatura y fuerza iénica del medio, y de la naturaleza quimica de los
cationes. Por otra parte se ha sugerido un mecanismo de gelificacién en dos etapas, el cual

hasta la fecha es bien aceptado:

a) Transicion conformacional: 2 cadenas 5 doble hélice

b) Asociacién de hélices rigidas

Los estudios realizados en el estado sélido y en solucién permitieron diferenciar la
efectividad que tienen los cationes divalentes en relacién con los monovalentes para
neutralizar la carga del polianién (gelana) y permitir la asociacién lateral. Por lo que

actualmente se acepta que los cationes divalentes son mas efectivos para inducir la
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gelificacién de gelana debido a que promueven una interaccién catién-polianién mads

fuerte e incluso termoestable.

En relacion con las propiedades reolégicas, los estudios han mostrado que la combinacién
de gelana con polisacédridos o proteinas ofrece ventajas que pueden ser aprovechadas en la
manufactura de alimentos, generando una gama mads amplia de texturas. Sin embargo es
necesario contar con estudios reolégicos fundamentales que contribuyan al conocimiento
de las propiedades mecanicas de los geles de gelana, sola o en mezclas, y de los factores
que influencian dicho comportamiento, lo cual tendria como ventaja el optimizar el uso de
hidrocoloides en la industria de alimentos, ya que frecuentemente los utiliza
indiscriminadamente. Actualmente se dispone de las herramientas necesarias para realizar
estudios basicos y fundamentales que describan las propiedades reoldgicas, tanto de los
geles de gelana como de las mezclas con biopolimeros, en términos de funciones
materiales. Sin embargo, es lamentable que todavia se utilicen pardmetros pobremente
definidos para caracterizar “la consistencia”, “la fuerza de gel”, “la resistencia al corte”, “la
firmeza”, entre otros, a través de pruebas empiricas y semiempiricas. Si bien estas
determinaciones resultan dtiles en control de calidad de rutina, no contribuyen al

conocimiento de las propiedades reolégicas de las soluciones o geles de gelana.

A pesar del nimero reducido de estudios de microscopia en sistemas de gelana, se han
hecho esfuerzos importantes para observar el tipo de asociaciéon en los geles y en las
mezclas con biopolimeros, pero en la mayoria de los casos las imagenes presentan poca
resolucion. Los estudios realizados por Gunning et al, (1996) mostraron redes
tridimensionales homogéneas de gelana a muy bajas concentraciones de ésta (3 a 10
pug/mL), lo cual denota la capacidad estructurante de gelana. Por otra parte, las
microfotografias de transmisién electrénica de gelana sola (Clark et al., 1999; Amici ef al.,
2001) mostraron una estructura fibrosa muy compacta, lo cual puede ser indicativo de que
las concentraciones usadas fueron elevadas. En relacién con el tipo de asociacién
presumiblemente existente en las mezclas a base de gelana, la literatura parece coincidir en

la formacion de redes interpenetradas, paradéjicamente a lo reportado por algunos autores
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en relacién con la dificultad para la formacion de este tipo de sistemas (Picullel et al., 1995;
Amici et al., 2001), y a la incompatibilidad termodindmica especulada en algunos sistemas
mixtos a base de gelana (Papageorgiou et al, 1994; Nishinari et al., 1996; Rodriguez-
Hernandez, 1999).

Almidén

La literatura cientifica del almidén es bastante amplia, es quiza el polisacarido estudiado
con mayor profundidad, sobre todo en aspectos relacionados con su estructura y
propiedades fisicoquimicas. El proceso de gelatinizacién y las propiedades de las pastas
de almidén han sido motivo de estudio desde épocas remotas debido a que dichas
propiedades inciden directamente en la funcionalidad de los almidones. Sin embargo, la
naturaleza de los cambios generados durante la gelatinizacién y coccién de almidones asi
como el efecto de factores intrinsecos (peso molecular, estructura) y extrinsecos
(condiciones de preparacion, naturaleza del medio, temperatura, concentracién) requieren
de mayores estudios que conlleven al entendimiento del efecto de los distintos factores en

el proceso de gelatinizacién y en las propiedades resultantes en las pastas de almidén.

La bibliografia referente a pastas de almidén ha mostrado evidencias concretas de que los
patrones de hinchamiento y solubilidad estdn fuertemente influenciadas por la
composicion del granulo (almidones cerosos, normales y altos en amilosa) y por sus
caracteristicas de rigidez (almidones modificados y nativos). Para el caso concreto de
almidones de maiz, los estudios han mostrado que la presencia de amilosa en el interior
del granulo le proporciona a éste rigidez y restringe su hinchamiento, esto explica los
valores menores de hinchamiento y solubilidad de los almidones nativos normales
comparados con las variedades cerosas (basicamente compuestos por amilopectina). Por
otra parte, la alta capacidad de hinchamiento que tienen los almidones cerosos nativos le
confiere mayor fragilidad durante el cocimiento de la pasta, promoviendo el rompimiento
del granulo a temperaturas relativamente bajas (< 80 °C). Esta fragilidad limita su

aplicacion en procesos industriales en donde se utilizan condiciones més drasticas de
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calentamiento-cizallamiento, y en el aspecto cientifico dificulta el estudio de sus
propiedades debido a la complejidad de la estructura de la pasta, entre otros aspectos, el
modelo bifasico propuesto para describir una pasta de almidén carece de validez cuando
se trabaja con almidones cerosos nativos debido a las poblaciones no definidas de granulos
en diferentes extensiones de hinchamiento, la presencia de remanentes de éstos y mayor

cantidad de amilopectina en solucién.

Los almidones, solos o0 en mezclas almidén-hidrocoloide, han sido ampliamente utilizados
en la industria de alimentos debido a su capacidad para impartir una gama mas amplia de
texturas asi como mejoras en el procesamiento y almacenamiento. Como es obvio, el uso
de tales sistemas se ha realizado de manera empirica y el efecto de los factores que
intervienen en sus propiedades fisicas, principalmente lo referente a sus propiedades
reolégicas, no ha sido esclarecido. Parece evidente que las condiciones de preparacién de
las pastas y geles de almidén son las variables que inciden directamente en su
comportamiento reolégico, los trabajos reportados hasta ahora muestran que dependiendo
del tratamiento térmico y del esfuerzo mecanico en el sistema, se generan diferentes tipos
de sistemas que van desde el bifasico, innumerablemente citado en la literatura donde la
fraccion volumen de los granulos es el factor clave, hasta soluciones macromoleculares
donde los condiciones de preparacién han sido lo suficientemente drasticas para eliminar
la estructura granular. Entre estos extremos se ubican una infinidad de sistemas donde
existen poblaciones mas o menos numerosas de granulos hinchados, grénulos

fragmentados y material polimérico disuelto.

Por otra parte, existen fuertes discrepancias en la literatura en relaciéon con la influencia de
hidrocoloides en el hinchamiento y solucién del almidén durante su gelatinizacion. Se ha
reiterado que el factor determinante en las propiedades reol6gicas de sistemas a base de
almidoén es la estructura granular, por lo que el tamario de los granulos, la desintegracion
de éstos, el grado de hinchamiento, su rigidez y la fraccién volumen que ocupen dentro de
la mezcla son los principales factores estudiados hasta ahora. Sin embargo a pesar de que

la literatura es vasta en relacién con la reologia de almidén, es indispensable profundizar

58



en su estudio de manera sistemdtica donde la reologia se auxilie de otras técnicas para
lograr dilucidar el efecto de cada una de las principales variables que inciden en la
reologia de geles y pastas de almidén, asi como sus mezclas con hidrocoloides. La revisién
bibliogréfica ha permitido detectar que los principales aspectos que influyen de manera

directa en la reologia de sistemas a base de almidén son los siguientes:

FASE DISPERSA (Gréanulos de almidén)
v Fraccién volumen de granulos hinchados o regimenes de concentracién de almidén
v Grado de desintegracion de los granulos
v Rigidez del granulo y deformabilidad
FASE CONTINUA
v Cantidad de amilosa/amilopectina liberada del granulo durante la preparacién de
las pastas o geles a base de almidén.
¥ Regimenes de concentracién y propiedades viscoelasticas de los hidrocoloides de
la fase continua
Sin embargo existen aspectos controversiales por esclarecer como:
v Papel del hidrocoloide en el hinchamiento del granulo durante la gelatinizacién del
almidén
Incompatibilidad de las macromoléculas del medio continuo
Existencia o no de efectos de adhesién entre granulos

Forma de asociacion de las macromoléculas del medio continuo, y

< « « <

Relaciones estructura-propiedades de las mezclas almidén-hidrocoloide.

Asimismo, es posible establecer que la mayoria de las investigaciones en sistemas
almidén-hidrocoloide se han centrado en mezclas con hidrocoloides espesantes (goma
guar, goma de algarrobo, carboximetilcelulosa) o débilmente gelificantes (xantana, iota-
carragenina), existen pocos estudios que involucren hidrocoloides gelificantes, mas aun, el
efecto de estos agentes gelificantes no ha tomado la importancia requerida, ya que los
pocos trabajos reportados hasta ahora han considerado una sola concentracién de

hidrocoloide o un intervalo muy pequefio de éstas, pudiendo no ser las adecuadas para

59



observar la contribucién de los dos componentes, almidén e hidrocoloide, en la reologia
global de la mezcla. Otro aspecto poco atendido es la microestructura de estos sistemas, a
pesar de que la microscopia optica de pastas de almidén gener6 un gran nimero de
trabajos en décadas pasadas, no ha sucedido lo mismo con las nuevas técnicas de

microscopia (fuerza atémica y confocal laser).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
3.1 HIPOTESIS

La revisién bibliografica ha mostrado la complejidad reolégica que manifiestan las pastas y geles
de almidén, asi como la capacidad que tiene la gelana para formar geles con importantes

propiedades eldsticas. Por lo tanto la hipétesis planteada en el presente trabajo fue:

“La reologia de las mezclas formadas por almidén de maiz ceroso nativo (99% amilopectina) y
gelana estard fuertemente influenciada por la fraccion volumen de granulos hinchados de

almidén y por la concentracién de gelana en la fase continua”.

En este sentido, los granulos hinchados dispersos incrementaran las propiedades viscoelasticas
del sistema global en virtud de su grado de hinchamiento y de la fraccién volumen que ocupen.
Por otra parte, gelana dominara la reologia global del sistema a medida que la concentracién de
este polisacarido se incremente, generando incluso una separacién de fases originada por la
incompatibilidad entre gelana y amilopectina parcialmente disuelta durante la coccién del
almidén. Este efecto se vera reflejado en la disminucién de las propiedades elasticas de las

mezclas en comparacion con gelana sola a la misma concentracion.

En este estudio se usé un almidén nativo de maiz (no modificado), denominado ceroso (~ 99%
amilopectina), para simplificar el sistema al excluir a la amilosa de las mezclas. Por otra parte, el
uso de almidén nativo provee de granulos con mayor capacidad de hinchamiento lo cual podria
generar sistemas compuestos en donde se refleje el efecto de dicho hinchamiento en la reologia

global de las mezclas.
En relacién con gelana, sobre la base de estudios previos (Rodriguez-Hernandez, 1997) se

utilizaron concentraciones menores de este hidrocoloide para detectar la contribucién de ambos

componentes, gelana y almidon, en la reologia de sus mezclas.

61



3.2 OBJETIVOS

3.2.1 Objetivo General

Relacionar la microestructura y el comportamiento viscoelastico de sistemas formados por un
almidon libre de amilosa (almidén de maiz ceroso no modificado) y gelana, con el fin conocer la
naturaleza de la organizacion estructural entre almidon e hidrocoloides gelificantes y explicar la

respuesta macroscopica de viscoelasticidad lineal de las mezclas.

3.2.2 Objetivos particulares

1. Determinar las propiedades viscoelasticas lineales de sistemas acuosos de gelana y
relacionarlas con la microestructura observada en microscopia confocal de barrido laser
con el propésito de conocer la organizacion estructural de las redes de gelana y explicar

la reologfa de estos sistemas en términos de su microestructura.

2. Determinar el comportamiento viscoelastico lineal de pastas de almidén de maiz ceroso
nativo (= 99% amilopectina) cocidas a dos diferentes temperaturas, e interpretar la

reologia de las pastas en funcién del hinchamiento y la fraccién volumen del granulo.

3. Determinar las propiedades viscoelasticas lineales de mezclas formadas por almidén de
maiz ceroso nativo y gelana, y relacionar esa informacién con la microestructura
observada en microscopia confocal laser con el fin de conocer la naturaleza de las

posibles interacciones entre los componentes.
4. Verificar la posible separacién de fases entre las macromoléculas componentes de las

mezclas, amilopectina y gelana, a través de microscopia confocal de barrido ldser y

relacionar la microestructura observada con sus propiedades viscoelasticas lineales.
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4, MATERIALES Y METODOS

4.1 MATERIALES
4.1.1 Gelana

La gelana comercial es un polisacarido aniénico que tiene en su estructura varios cationes como
sodio, magnesio, calcio y potasio, predominando este tltimo en la gelana comercial. Esta mezcla
de iones en gelana disminuye su solubilidad en agua fria, debido a que el contenido de iones
divalentes es suficiente para propiciar la agregacién de cadenas y evitar su hidratacién. Para este
estudio se preparé la sal de sodio de gelana a partir de gelana desacilada comercial (Kelcogel,
lote 07254A; Kelco, San Diego, USA), adaptando la técnica de intercambio i6nico de
Papageorgiou et al.,, (1994). Se utiliz6 una columna de vidrio (longitud = 0.73 m, didmetro
externo = 0.028 m) empacada con resina de intercambio catiénico, Amberlite IR 120 PLUS (Lote
123H1073, Sigma). Previo al tratamiento de la muestra, se realizaron las siguientes operaciones

para preparar la resina:

a) Conversion de la resina a la forma acida: elucion con HCI 0.1 N hasta obtener eluatos con
valores de pH cercanos a 1.

b) Enjuague: la resina fue enjuagada con agua desionizada hasta obtener eluatos neutros

c) Conversion hacia la forma sédica: elucién de la columna con NaCl 0.1 M hasta obtener
nuevamente eluatos neutros.

d) Enjuague de la resina con agua desionizada hasta eliminar el exceso de sal (eluatos
libres de cloruros). La presencia de cloruros en los eluatos fue confirmada a través de la
precipitacién de AgCl al verter parte de éstos en una solucién de AgNO; 0.1 M
acidificada con HNO; hasta un pH final de 1.6 (Ayres, 1970). La formacién de una

solucién coloidal blanca lechosa fue indicativa de la precipitacién de AgCl.

Para el intercambio iénico, se suspendié gelana en agua desionizada (0.8% m/v) y las

suspensiones se calentaron a 90 °C bajo agitacién magnética. Las soluciones calientes de gelana



se pasaron por la columna (Figura 4.1.1-1a) utilizando flujos volumétricos de 10 mL/min a 12
mL/min. Al finalizar la elucién, la columna se enjuagé con agua desionizada caliente
recolectando los lavados junto con los eluatos de la muestra. La gelana se recuper6
precipitindola de la solucién acuosa con 2-propanol, utilizando una relacién alcohol: solucién
de gelana de 2:1. Se obtuvo un precipitado blanco fibroso (Figura 4.1.1-1b), el cual se lavé varias
veces con 2-propanol para deshidratar el polimero y posteriormente se sec6 bajo presién de
vacio a 27 £ 3 °C. La gelana seca se tritur6 en un homogenizador de aspas, se tamizé y se
determiné la humedad en el polvo obtenido. El Cuadro 4.1.1-1 muestra el contenido iénico

(absorcién atémica NOM-051/1981) de la gelana obtenida.

Cuadro 4.1.1-1. Contenido i6nico de gelana comercial y gelana sometida a intercambio
ionico (gelana s6dica).

Gelana comercial (Kelcogel) Gelana sédica
meq/kg (b.s) meq/kg (b.s)
Potasio 401.49 73.86
Sodio 187.70 207.76
Magnesio 12.46 4.79
Calcio 44.77 2.70

4,1.2 Almidén

En este trabajo se utilizé almidén de maiz ceroso no modificado (Waxy No. 1, Staley 7350 lote
SB1IN1302A; A. E. Staley USA) compuesto préacticamente por amilopectina (99%). Se escogi6 este
tipo de almidén para simplificar la composicién del sistema al eliminar la participacion de la

amilosa. Las caracteristicas fisicoquimicas del almidén usado se muestran en el Cuadro 4.1.3-1



Figura 4.1.1-1 (a) Intercambio i6nico
de gelana comercial. (b)
Recuperaciéon de gelana de los
eluatos de la columna de
intercambio iénico.

4.1.3 Amilopectina

La amilopectina utilizada en este estudio se obtuvo por desnaturalizacién de almidén de maiz
ceroso nativo (Waxy No. 1, Staley 7350 lot SB1IN1302A; A. E. Staley USA) en dimetilsulféxido. Se
sigui6 la técnica propuesta por Kalichevsky y Ring (1987) la cual consistié en disolver almidén
de maiz ceroso en una mezcla dimetilsulféxido/agua (85/15). Se desnaturalizaron 20 g de
almidén en 1 L de solucién de dimetilsulféxido-agua, la disolucién de los granulos de almidon
fue lenta, requirié de 24 * 3 h de agitacién magnética continua a temperatura ambiente (20 + 2
°C). Se formé una solucién translicida blanca azulosa a partir de la cual se precipit6 la
amilopectina con etanol utilizando una relacion 2:1 (etanol : disolucién de almidén). Se obtuvo
un polimero blanco muy cohesivo, el cual se disolvié en agua desionizada mediante agitacién
magnética a temperatura ambiente para extraer el dimetilsulféxido remanente. Después de 4
horas bajo agitacién magnética, la amilopectina se precipité nuevamente con etanol utilizando la
misma relacién. Este altimo precipitado se colocé en un desecador conectado a vacio en donde
se seco a temperatura ambiente (20 £ 2 °C) durante 5 dias. El residuo “seco” se trituré en un
mortero y el polvo resultante se secé en un horno a 80 °C durante 3 horas. Se obtuvo un
rendimiento del 92% y algunas de las caracteristicas fisicoquimicas del polimero obtenido se

muestran en el Cuadro 4.1.3-1.
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Cuadro 4.1.3-1 Caracteristicas fisicoquimicas del almidén de maiz ceroso y la amilopectina
obtenida a partir de éste.

Almidén de maiz ceroso Amilopectina
Humedad! 11.17% +0.08% 3.27% % 0.06%
Proteina? 0.262% +0.01% 0.25% +0.02%
Cenizas? 0.12% +0.01% 0.10% +0.01%
Amilosa# <1.0% -
Microscopia 6ptica Granulos de forma oval de 4.8 a No se observaron
(Temperatura ambiente) 6.5 pm granulos
Complejo con Iodo, Amax M 537 nm
Estabilidad de la Baja, sedimentacién de almidén Alta, suspensién
dispersion acuosa blanca-azulosa estable.

tMétodo AACC 44-15a

2 Método AOAC 960.52, micro-Kjeldahl (Nx 6.25)

3 Método AACC 08-17

4 Proporcionado por el proveedor.

5 Amix del espectro de absorcién del complejo con lodo: Amsx = 640 nm a 650 nm para amilosa; Amsx = 540 nm a
550 nm para amilopectina (Doublier, 1981; Banks y Greenwood, 1975).

4.1.4 Preparacion de gelana fluorescente

La gelana sodica fue etiquetada con un fluoréforo para las observaciones de microscopia
confocal laser. Fluoresceinamina (FA) fue unida covalentemente a la molécula de gelana
modificando el procedimiento propuesto por De Belder y Wik (1975). El método original
consiste en la unién covalente de moléculas de fluoresceinamina a moléculas de polisacarido
(hialuronato) a través de enlaces amida, dando lugar a fluoréforos tiocarbonilos (color amarillo)
o derivados de tiourea (naranja) dentro de la estructura polisacarida. De Belder y Wik
reportaron bajos valores de sustitucion (0.0013) y ligera degradacién del polisacarido, de
acuerdo con sus andlisis de cromatografia en gel, viscosimetria y coeficientes de sedimentacién y

difusién.

La gelana tiene s6lo un grupo carboxilo en cada unidad tetrasacarida, el cual tiene un papel
predominante en la gelificacion y en las propiedades polielectroliticas de la molécula,
paraddjicamente es muy probable que este grupo carboxilo sea el sitio de unién para el
fluoréforo durante la reaccion de etiquetado. Por lo tanto, aunque la optimacion de la técnica de

etiquetado no fue uno de los objetivos de este estudio, fue importante modificar al método
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original de De Belder y Wik y determinar la relacién de reactivos que no modificara las
propiedades fisicas ni la capacidad de agregacién de las cadenas de gelana durante la
gelificacién, pero lograra una distribuciéon de fluoréforo dentro de gelana lo suficientemente
homogénea para que la emisién de fluorescencia en microscopia confocal laser proporcionara la
informacion estructural que se busca en este trabajo. Esto se logré disminuyendo la cantidad de
fluoresceinamina ligada a la molécula de gelana. Se realizaron varias reacciones de etiquetado,
las cuales generaron modificaciones importantes en la molécula de gelana, dando lugar incluso
a muestras de gelana sin capacidad de gelificar. Finalmente se obtuvo una muestra de gelana
etiquetada con propiedades reol6gicas similares a la gelana de origen (Figura 4.1.4-1 y 4.1.4-2)

utilizando alrededor del 6% del reactivo fluorescente usado en la técnica original.

La reaccion de etiquetado consistié en disolver gelana (1 g) en agua desionizada (150 mL) bajo
agitacion magnética a temperatura ambiente, se adicioné dimetilsulféxido (75 mL) y se continué
agitando de forma lenta. El pH de la dispersiéon permanecié en el intervalo de 5 a 7.
Posteriormente se adicionaron 0.0281 g de fluoresceinamina, previamente dispersos en un
volumen pequefio de dimetilsulféxido, 0.0281 mL de ciclohexilisocianida y 0.0281 mL de
acetaldehido. Después de 5 h a temperatura ambiente bajo agitacion moderada, la mezcla
reactiva fue vaciada en dos volimenes de acetona para precipitar la gelana-FA. El precipitado
obtenido se filtr6 en un embudo con vidrio poroso (porosidad gruesa) conectado al vacio y se
lavé varias veces con acetona hasta obtener un polimero deshidratado. Posteriormente se utilizé
etanol a 95° etanol absoluto y nuevamente acetona para remover el exceso de colorante. El
compuesto fibroso deshidratado obtenido se secé a 40 °C durante 16 h en horno convencional,
una vez seco, se disolvié en agua y se dializé contra agua desionizada hasta no detectar color en
el agua de didlisis. Finalmente la gelana-FA fue precipitada y secada siguiendo el procedimiento
mencionado anteriormente. Se realizaron determinaciones de viscosidad intrinseca (Cuadro
4.2.1-1) para detectar la posible despolimerizacién de la molécula debido a la reaccién de

etiquetado.
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Figura 4.1.4-1. Dependencia del médulo de almacenamiento (G”) y médulo de pérdida (G”) con
la frecuencia de gelana (simbolos blancos) y FA-gelana (simbolos grises) 0.3% (m/v) en

presencia de CaCl; 0.01 mol/dm?. Determinaciones realizadas a 25 °C con y = 10% dentro de la
zona de viscoelasticidad lineal.
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4.1.5 Preparacion de amilopectina fluorescente

Para el etiquetado fluorescente de la molécula de amilopectina se utilizé la técnica de Garnier et
al., (1997), la cual es una modificacién de la propuesta por Belder y Granath (1973). La
amilopectina (2 g) se dispersé en 40 mL de dimetilsulféxido a temperatura ambiente utilizando
agitacion magnética. Se adicionaron 10 gotas de piridina, 0.15 g de isotiocianato de rodamina
(RITC) y 50 mg de dibutiltindilaurato. La mezcla se calent6 a 65 °C durante dos horas utilizando

un bafio de etilénglicol-agua, agitando suavemente la mezcla reactiva.
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Figura 4.1.5-1. Viscosidad de soluciones de amilopectina a 25 °C.
Determinaciones realizadas en geometria cono-plato, reémetro RFS II.

Después de la reaccién, la mezcla se vacié en etanol a 96° para precipitar el polimero, utilizando
una relacién etanol:mezcla reactiva igual a 2:1. El precipitado se lavé varias veces con etanol
utilizando un embudo con vidrio poroso (porosidad gruesa) conectado al vacio, se utilizé etanol
absoluto y acetona para lavar completamente el precipitado. El residuo deshidratado se secé en
un horno convencional a 30 °C durante 16 h. El polisacdrido seco se redisolvi6é en agua y se
dializ6 contra agua desionizada hasta no detectar color en el agua de didlisis. Se precipit6 con

etanol a 96° y se lavé varias veces siguiendo el proceso anterior. Finalmente el residuo,
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amilopectina-RITC, se sec6 nuevamente en un horno convencional a 32 + 2 °C durante el
transcurso de la noche, se tritur6 en un mortero y se realizaron determinaciones de cizalla
estacionaria (Figura 4.1.5-1) y de viscosidad intrinseca (Cuadro 4.2.1-1) para detectar la posible

despolimerizacién de la molécula debido a la reaccion de etiquetado

4.2 METODOS

4.2.1 Viscosidad intrinseca

Se realizaron determinaciones de viscosidad intrinseca para establecer posibles cambios en la
estructura de los polimeros fluorescentes (gelana-FA y amilopectina-RITC) debidos a la reaccién
de etiquetado. Las determinaciones de cizalla estacionaria se realizaron a 25 °C en un reémetro
de deformacién controlada (Low shear 40, Contraves, Switzerland) en el intervalo de velocidad
de corte de 7 s a 100 s, utilizando la geometria de cilindros concéntricos (didmetro externo =
13.008 mm, didmetro interno = 11.99 mm, altura = 18.055 mm). Se prepararon soluciones
diluidas de gelana, gelana-FA, amilopectina y amilopectina-RITC utilizando como disolventes
NaCl 0.01 M para el caso de gelana y agua desionizada para amilopectina. Se determiné la
viscosidad del plateau newtoniano (1) y partir de este valor se determinaron las viscosidades
relativas, especificas y reducidas de cada dilucién. El andlisis de datos y los resultados se
encuentran en el Anexo C y en el Cuadro 4.2.1-1. Para gelana se prepararon soluciones diluidas
de gelana fluorescente y no fluorescente en el intervalo de concentraciones de 0.4 a 1.2 g/L,

mientras que para amilopectina el intervalo de concentraciones utilizado fue1 a2 g/L.

Los valores de viscosidad intrinseca obtenidos para los polimeros fluorescentes sugieren una
ligera despolimerizacién, principalmente en gelana, debida a la reaccion durante el etiquetado.
Sin embargo, con base en las propiedades reolégicas mostradas en la seccion previa, se
consideré que la unién del croméforo fluorescente no influye de manera importante en la

microestructura de la muestra.
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Cuadro 4.2.1-1 Valores de viscosidad intrinseca de gelana y amilopectina

Polimero ]
dL/g
Gelana 6.37
Gelana-FA 5.56
Amilopectina 1.485
Amilopectina-RITC 1.425

4.2.2 Preparacion de sistemas monocomponentes

Geles de gelana

Los geles de gelana se prepararon dispersando gelana en agua desionizada utilizando agitacién
magnética y calentando en una parrilla desde temperatura ambiente hasta 90 °C. Para inducir la
gelificacién de gelana se utiliz6 CaCly, por lo que una masa de CaCl: correspondiente a una
concentracién de 0.01 mol/dm? de CaCl; en los geles, se adicioné al término del calentamiento,
previamente disuelta en un volumen pequefio de agua desionizada. Se utilizaron dos intervalos
de concentracién de gelana: 0.005 a 0.05% (m/m) y 0.1 a 0.3% (m/m) a los que se denominaran
en lo sucesivo “concentraciones bajas de gelana” y “concentraciones altas de gelana”, respectivamente.
Finalizado el calentamiento, las soluciones calientes de gelana se enfriaron a 25 °C en moldes
cilindricos de plastico (didmetro interno: 20.3 mm, longitud: 80 mm a 90 mm) sellados en los
extremos con tapones de caucho (concentraciones altas de gelana) o se enfriaron dentro de la

geometria de medicion del reémetro (concentraciones bajas de gelana).

Soluciones de amilopectina

Se prepararon soluciones acuosas de 3%, 5% y 7 % (m/m) de amilopectina, dispersando el
polisacérido en agua desionizada con agitacién magnética y calentando en una parrilla desde
temperatura ambiente hasta 90 °C. Las soluciones calientes de amilopectina se enfriaron dentro

de la geometria de medicién del re6metro.
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Pastas de almidon

a) Se prepararon pastas de almidén (3 a 7 % m/m), en un recipiente de acero inoxidable
(0.6 L) provisto de agitacién mecanica (disefio propio, ver Figura 4.2.2-1). Se pes6 la cantidad
apropiada de almidon, considerando la humedad del polvo y se adicion6 la masa
correspondiente de agua desionizada evitando la formacién de grumos y la sedimentacion del
almidén (masa total = 350 g). La suspension obtenida se agit6é a 200 rpm durante 10 minutos a
temperatura ambiente previo al calentamiento, el cual se realizé en un bafio de etilénglicol-agua.
El calentamiento de las suspensiones de almidén se hizo gradualmente (1.5 °C/min) desde
temperatura ambiente hasta 90 °C agitando a 75 rpm. Al llegar a la temperatura maxima de
coccién (90 °C) ésta se mantuvo constante durante diez minutos (tiempo de sostenimiento) sin
interrumpir la agitacion. Las pastas obtenidas se enfriaron a 25 °C para las determinaciones
reolégicas. Para las determinaciones de hinchamiento y solubilidad se prepararon pastas de
almidén (1 a 7 % m/m) siguiendo el mismo procedimiento a excepcion de que la temperatura

maxima de coccién fue 75 °C sin tiempo de sostenimiento.

Figura 4.2.2-1 Preparacion de pastas de almidén en tanque de acero inoxidable (0.6 L de
capacidad).

b) Preparacién de pastas de almidén en viscoamilégrafo Brabender.
Para los estudios reolégicos y de microscopia confocal laser donde se utilizé gelana a bajas
concentraciones (< 0.05%), se prepararon pastas de almidén al 3% (m/m) en un viscoamilégrafo

Brabender (Brabender® Viscograph-E Mod. 8 025). El almidén se suspendi6 en agua destilada
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(masa total 485 g) y la lechada obtenida se calenté gradualmente hasta 90 °C o 75 °C (1.5
°C/min) agitando a 75 rpm. Para las pastas cocidas a 90 °C se utiliz6 un tiempo de
sostenimiento de 10 minutos a esa temperatura. Una vez concluido el calentamiento, las pastas

se enfriaron (1.5 °C/min) a 62 + 2 °C para las determinaciones reolégicas.

4.2.3 Preparacion de sistemas mixtos

Mezclas gelana-almidon

Estas mezclas fueron preparadas gelatinizando almidén en presencia de gelana. Se dispersé por
separado la gelana en un tercio del volumen total del agua de la mezcla, y el almidén se
suspendi6 en el resto del volumen. La gelana dispersa se mezcl6 con la lechada de almidén y se
inici6 el tratamiento térmico de acuerdo con los procedimientos descritos anteriormente (seccién
4.2.2) con la excepcién de incluir al final del calentamiento, previo al tiempo de sostenimiento,
CaCl; disuelto en un pequeno volumen de agua. En todos los casos la concentracion de CaCl, en

las mezclas fue 0.01 mol/dm3,

Mezclas gelana-amilopectina

Ambos polisacdridos se dispersaron en agua desionizada a temperatura ambiente, utilizando
una parrilla con agitacién magnética. Una vez dispersos, la mezcla fue calentada bajo agitacién
moderada a 90 °C. Al término del calentamiento, se adicioné CaCl, disuelto en un volumen
pequeno de agua desionizada para inducir la gelificaciéon de gelana. Se prepararon mezclas con
3% y 7 % (m/m) de amilopectina y concentraciones de gelana en el intervalo 0.005 a 0.3%

(m/m). En todos los casos la concentracién de CaCl, en las mezclas fue 0.01 mol/dm3.
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4.2.4 indices de hinchamiento y solubilidad

Los valores de solubilidad (S) e indice de hinchamiento (H) fueron obtenidos de acuerdo con la
técnica propuesta por Leach et al., (1959), la cual consiste en tomar alicuotas de pasta recién
elaborada, diluir con agua caliente hasta una concentracion de 0.5% de almidén y enfriar
rdapidamente para evitar el hinchamiento subsiguiente del granulo de almidéon. Mediante
centrifugacion se separ6 la fase continua y dispersa, analizandose cada una por separado para
obtener los valores de S e H respectivamente. Esta técnica supone que la fase continua contiene a
los componentes de almidén en solucién (amilopectina), mientras que la fase dispersa esta
compuesta Gnicamente por grdnulos hinchados de almidén. Mediante la técnica de fenol-
sulfarico (Dubois et al., 1956) se determind la cantidad de almidén disuelto en el sobrenadante o
fase continua, mientras que para la determinacién del indice de H se utiliz6 el valor del peso

seco del sedimento. El Anexo A describe la técnica utilizada.

La solubilidad (S) se define como el porcentaje de s6lidos disueltos en la fase continua en
funcién del almidén total en la dispersion, y el indice o poder de hinchamiento (H) como la

cantidad de disolvente absorbido por las particulas de almidén (almidén no disuelto).

B aln;'nidén digl.}e_lto_(g)_ (424-1)
~ almidén total (8) o
- aln'.udén hlm.:hado (&) 4.24-2)
almidén no disuelto (g)

A partir de los indices de solubilidad e hinchamiento se calculé la fraccién volumen de la fase
dispersa, @, considerando que sélo estd compuesta por granulos hinchados de almidén
(Doublier, 1987).

S

O=(1-
ST

)CH  (424-3)

Donde C es la concentraciéon de almidén en la pasta, H y S son los indices de hinchamiento y

solubilidad respectivamente.
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4.2.5 Microscopia optica

Se realizaron observaciones al microscopio éptico (OLYMPUS CH130) de las pastas de almidén
con la finalidad de comparar el grado de hinchamiento del granulo de almidén a diferentes
temperaturas (60, 65, 75, 90 °C). Las pastas se prepararon de acuerdo con la metodologia descrita
(seccion 4.2.2). Se utilizaron pastas en el intervalo de concentracion de 2 a 4 %. Durante el
proceso de calentamiento se tomaron alicuotas de 5 mL en cada temperatura evaluada. Los 5 mL
de la pasta se diluyeron con 5 mL de agua destilada a 60 °C, el contenido del tubo se agité y la
dilucién se colocéd en un bano a temperatura ambiente para evitar el hinchamiento subsiguiente
del granulo. De cada dilucién se tomé 1 mL y se vacié a tubos conteniendo 9 mL de agua
destilada (dilucién 1/10). Se coloc6é una gota de la dilucién en un portaobjeto, se afiadié una
gota de lugol y observé al microscopio. En cada observacién no pasaron mas de 10 minutos

entre la obtencién de la muestra y la observacién al microscopio.

4.2.6 Determinaciones reoldgicas

Se realizaron pruebas reolégicas dindmicas utilizando dos reémetros de deformacién
controlada, a)Haake Rotovisco RV 20 CV 20N en aquellos sistemas donde la concentracién de
gelana fue mayor a 0.05%, y b)Rheometrics Fluid Spectrometer (RFS II) para el resto de los

sistemas. El fundamento del flujo de cizalla de pequefia amplitud se describe en el Anexo D.

a) Haake Rotovisco RV 20 CV 20N

Se realizaron determinaciones de cizalla oscilatoria de pequefia amplitud a 25 °C utilizando
geometria de placas paralelas (diametro = 19.25 mm., Ah = 3 mm). El corte de la muestra (discos
de 3 mm de espesor) se realizé con un dispositivo mecédnico de disefio propio, utilizado en
trabajos previos (Rodriguez-Herndndez, 1997) que permite desmoldar el gel sin romper la
estructura (Figura 4.2.6-1). Para evitar el deslizamiento de los geles en las placas de la geometria
de medicién durante el cizallamiento, éstas se cubrieron con arena fina (malla 100). Previo a la

obtencién de los médulos dindmicos (G’ y G”) en funcién de la frecuencia, se determiné la zona

75



de viscoelasticidad lineal a través de un barrido de deformacion a una frecuencia de oscilacién
constante de 1 rad/s. El Anexo B muestra la zona de viscoelasticidad lineal observada en cada
sistema y la geometria utilizada. Las determinaciones se realizaron en el intervalo de frecuencias

de 0.1 s a 10 s dentro de la zona de viscoelasticidad lineal.

Figura 4.2.6-1 Corte de geles en discos previo al analisis reométrico

b) Rheometrics Fluid Spectrometer RFS II

Se llevaron a cabo pruebas de cizalla oscilatoria de pequefia amplitud utilizando la geometria de
cilindros concéntricos (didmetro interno: 32 mm; didmetro externo: 34 mm, longitud de
inmersién: 33 mm). Las muestras calientes recién preparadas se vaciaron en la geometria del
equipo, previamente calentada (62 + 2 °C). Estas se enfriaron a 25 °C bajo cizallamiento a
frecuencia constante (1 rad/s) para obtener la evolucién de los médulos dinamicos con la
temperatura. Cuando la temperatura alcanzé 25 °C se realizé un barrido de tiempo a 1 rad/s
para determinar los valores de equilibrio de los médulos. Posteriormente se obtuvieron los
valores de los modulos dindmicos en funcién de la frecuencia en el intervalo de 102rad/s a 102
rad/s y se realiz6 un barrido de deformacién a 1 rad/s para verificar que las determinaciones
hechas se ubicaran dentro de la region de viscoelasticidad lineal; cuando esto no se cumpli6, las
determinaciones anteriores se invalidaron y se repitié toda la rutina cambiando el valor de la
deformacion. Todas las muestras se cubrieron con una capa fina de aceite de parafina para evitar
la deshidratacién durante las determinaciones. Los barridos de frecuencia y deformacién se

realizaron a 25 °C.
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4.2.7 Calorimetria diferencial de barrido

Se realizaron estudios de calorimetria diferencial de barrido en gelana comercial y en gelana
sodica en un microcalorimetro SETARAM DSC III. Muestras recién preparadas de gelana al 1%
(m/m) con 0.01 mol/dm? de CaCl; se pesaron (830 mg) y se sellaron herméticamente dentro de
las capsulas portamuestras del equipo. Una masa igual (+ 20 mg) de 0.01 mol/dm3 de CaCly, fue
utilizada como referencia. Las muestras fueron sometidas a la siguiente rutina: calentamiento de
10 a 120 °C a 0.5 °C/min, seguido de un descenso de 120 a 10 °C a la misma velocidad, un
periodo de estabilizacion a 10 °C (15 minutos) para proseguir con un segundo ciclo
calentamiento-enfriamiento utilizando las mismas condiciones. Previo al analisis calorimétrico
de las muestras, se determiné la linea base utilizando el disolvente, solucién de CaCl> 0.01
mol/dm3, y la misma rutina de calentamiento-enfriamiento utilizada en las muestras a
excepcion de la velocidad que fue 0.3 °C/min, tanto en el calentamiento como en el

enfriamiento.

4.2.8 Microscopia confocal de barrido laser

La microestructura de geles de gelana, de las mezclas almidén-gelana y amilopectina-gelana fue
estudiada en microscopia confocal de barrido laser (MCBL) utilizando gelana y amilopectina
previamente etiquetadas con los fluoréforos fluoresceinamina (FA) e isotiocianato de rodamina
(RITC), respectivamente (seccién 4.1.4 y 4.1.5). Recientemente, esta técnica ha sido utilizada para
analizar la microestructura de sistemas biolégicos debido a que la imagen generada no depende
de la luz transmitida a través del grosor del espécimen, por lo tanto no se requiere seccionar la
muestra, que frecuentemente se traduce en mayores tiempos de preparacién y posibilidad de
danos en la estructura (Brooker, 1995). MCBL sélo necesita la presencia de un fluoréforo ligado
a la molécula en cuestion y la distribucién espacial de ésta se detecta a través de la fluorescencia
emitida al ser excitada la molécula por un haz de luz laser. La muestra no requiere ser
congelada, secada o prensada como en otras técnicas de microscopia, por lo que se pueden

obtener iméagenes de la microestructura del sistema dentro de su ambiente sin dafio estructural.
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El equipo de microscopia utiliza un haz de luz laser que se enfoca en una capa interna del
material, la informacién de ese plano focal iluminado regresa y se proyecta a una apertura
confocal frente a un detector (Anexo E), de esta forma la informacioén procedente del resto de la
muestra no interfiere en la informacién estructural del plano focal iluminado (Bourriot et al.,
1999). La MCBL permite fijar planos focales xy a diferentes valores de z, de tal forma que se
pueden generar imagenes a distintos espesores de la muestra y la sobreposicién de imagenes
consecutivas en la misma ubicacién xy pero a distintos valores de z produce imagenes
tridimensionales. En este trabajo, se tomé como z = 0 la superficie del portaobjetos y las
observaciones se hicieron en z = 25 pm. Sélo en algunos casos donde fue importante conocer la
microestructura del sistema a lo largo de cierto espesor, se realiz6 un barrido tomando secciones
de 1 pm de espesor cada una, y la informacion obtenida en cada seccién o plano xy se sobrepuso

generando una imagen tridimensional.

La MCBL fue realizada en un microscopio Carl Zeiss LSM 410 Axiovert utilizando el modo de
fluorescencia con un objetivo de inmersién en agua (40x). La preparacion de las muestras se
realizé de acuerdo con el procedimiento descrito anteriormente. Las muestras calientes, recién
preparadas, fueron colocadas en un portaobjetos precalentado, se cubrieron con un cubreobjetos
y se sellaron con barniz de ufias para evitar su deshidratacién. En las mezclas amilopectina-
gelana se utilizé el doble etiquetado mientras que en las mezclas almidén-gelana y gelana sola,
unicamente la gelana estuvo marcada fluorescentemente. Todas las observaciones al

microscopio se realizaron a 25 °C.

Se utiliz6 un haz de luz laser a una longitud de onda de 488 nm para excitar la fluoresceinamina
ligada a la molécula de gelana y la emisién fluorescente fue examinada entre 510 y 565 nm. Para
excitar el isotiocianato de rodamina ligado a la molécula de amilopectina, se utiliz6 un haz de
luz laser de 543 nm de longitud de onda, obteniendo la emisi6n de fluorescencia entre 570 y 640
nm. En el caso de las mezclas gelana-amilopectina, la superposicién de imédgenes obtenidas a
diferentes longitudes de onda permitié observar la localizacién exacta de ambos polimeros en la

mezcla.
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RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 GELANA
5.1.1 Calorimetria diferencial de barrido

Se realizaron estudios de calorimetria diferencial de barrido en dispersiones de gelana para
verificar la temperatura de transiciéon conformacional: cadena-hélice bajo las condiciones de
fuerza iénica usadas en los estudios reoldgicos. Debido a su naturaleza polielectrolitica, la
conformacién ordenada (hélice) muestra selectividad iénica, por lo que la fuerza i6nica del
medio y la naturaleza del contraién son fundamentales para la transicién conformacional y para
la formacion de geles de gelana. La Figura 5.1.1-1 muestra los termogramas de gelana obtenidos
durante el segundo ciclo calentamiento-enfriamiento (seccién 4.2.7), como se puede observar en
dicha figura el comportamiento térmico de gelana 1% (m/m) es dependiente del tipo de

contraién.

En presencia de sodio, durante el enfriamiento (termograma inferior de la Figura 5.1.1-1a) se
generd un pico exotérmico relativamente ancho con histéresis entre el primer y segundo ciclo
calentamiento-enfriamiento (Cuadro 5.1.1-1), mientras que en el calentamiento se obtuvo un
pico endotérmico estrecho y con histéresis ligera (33.4 °C y 31 °C) en los dos ciclos de
calentamiento-enfriamiento usados, lo cual denota cooperatividad en la transicién
conformacional hélice-cadena. Durante el proceso de calentamiento (termograma superior de la
Figura 5.1.1-1a) también se detect6 un pico menor a 66 °C, observado también en otros estudios
y atribuido a la formacién de agregados de dobles hélices (Mazen ef al., 2000). Las temperaturas
de transicién (Tm) y las entalpias de conformacion (AHm) se muestran también en el Cuadro

5.1.1-1.

En presencia de calcio el comportamiento térmico fue diferente, el calcio generé una transicion
conformacional cadena-hélice, a mayor temperatura (36-36.5 °C) con un cambio entalpico menor
y sin histéresis entre los ciclos de enfriamiento. Por otra parte, en el primer ciclo de

calentamiento no se detect6 pico alguno, pero durante el segundo ciclo se detect6 un pico muy



ancho a 107.7 °C, lo cual confirma la estabilidad térmica de las hélices de gelana cuando un
contraiéon divalente se encuentra en el medio y la importancia de la historia térmica de la

muestra.
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Figura 5.1.1-1 Termogramas de dispersiones de gelana 1% en a) 0.01 mol/dm? de
NaCl , b) 0.01 mol/dm?® de CaCl,. Calentamiento (termogramas superiores) y
enfriamiento (termogramas inferiores) realizados a 0.5 °C/min.
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Cuadro 5.1.1-1 Datos experimentales de calorimetria diferencial de
barrido de gelana 1% (m/m) en presencia de CaCl 0.01 mol/dm3 y NaCl
0.01 mol/dm?.

Sal (mol/ dm3)  Ciclo térmico  corrida Tw (°C) AH. (J/g)

CaCl; 0.01 Calentamiento 1 -a- -
2 107.74 10.38
Enfriamiento 1 36.54 -3.39
2 36.06 -2.3
NaCl 0.01 Calentamiento 1 33.43 10.92
2 31.09 6.84
Enfriamiento 1 29.47 7.3
2 25.60 -3.8

a No se detecté ningtin pico

La Figura 5.1.1-2 compara la evoluciéon de los médulos dindmicos con el comportamiento
térmico de gelana durante el proceso de enfriamiento. Desafortunadamente, las concentraciones
de gelana usadas en calorimetria y reometria no coinciden (1% y 0.05% respectivamente) debido
a la ausencia de sefales nitidas en calorimetria diferencial de barrido con concentraciones de
gelana inferiores a 1%. Es importante mencionar que la evolucién de los médulos dindmicos con
la temperatura fue basicamente la misma en el intervalo de concentracién de gelana de 0.005 a
0.05%, por lo tanto, se consider6 valido contrastar el comportamiento térmico con la evolucion

de los médulos dindmicos a pesar de divergir en el valor de la concentracién de gelana.

Como se puede observar en el termograma de la Figura 5.1.1-2, el inicio del cambio entalpico de
la transicion cadena-hélice ocurri6 a = 41 °C y el flujo méaximo de calor se detect6 a 36.5 °C. Por
otra parte, a temperaturas mayores a 43 °C, los médulos dindmicos fueron muy pequefios,
dificilmente detectables por el sensor de torque del reémetro. Sin embargo, cuando la
temperatura llegé a 42 °C ambos médulos se incrementaron rapidamente. Esta temperatura
coincide con el inicio de la transicién cadena-hélice detectada por calorimetria diferencial de
barrido. Comparando el pico exotérmico del termograma con los valores de los médulos
dinamicos, se puede observar que aproximadamente a la temperatura del pico (~ 36 °C), G
alcanza su equilibrio. A temperaturas inferiores a esta transicion se tiene un sistema en el estado
ordenado, hélices rigidas, tal como se advierte tanto en calorimetria como en el comportamiento

de los médulos con la temperatura.
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Figura 5.1.1-2 Termograma (enfriamiento, 0.5 °C/min) de gelana 1% en 0.01
mol/dm?® de CaCl, y evoluciéon de los médulos dindmicos, G" y G”, con la
temperatura de gelana 0.05% en 0.01 mol/dm? de CaCly,, @ = 1rad/s, y = 2%.

En trabajos previos se ha reportado que la temperatura de transicién conformacional se ubica a
temperaturas mayores al incrementarse la concentracién salina del medio (Miyoshi et al., 1994b;
Nishinari et al., 1996; Kasapis et al., 1999) debido a que la conformacién doble helicoidal es més
estable en exceso de sal (Mazen et al, 1999). La temperatura de transicién conformacional
obtenida en el presente estudio se acerca mucho a la reportada previamente por otros autores
(Miyoshi et al., 1994b) a pesar de las diferencias en la concentracién de CaCl, usadas. En dicho
trabajo se reporté un pico exotérmico a 34.2 °C para gelana 1% con 6.8 mM de CaCl, y dicha
temperatura de transiciéon se aproximé a aquélla donde G” empezé a incrementarse en el
proceso de enfriamiento (35 °C). La ligera diferencia entre la T, reportada previamente en la
literatura y la obtenida en el presente trabajo se puede atribuir al incremento en la concentracién

de CaCl..
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5.1.2 Relogia dinamica

Previo a la determinacién de los médulos de almacenamiento (G') y de pérdida (G”) en funcién
de la frecuencia de oscilacién en cada uno de los sistemas de gelana, se determiné el tiempo en
el cual los médulos llegaban a su estado estacionario. Se realizé un barrido de G’ y G” en
funcién del tiempo inmediatamente después del enfriamiento de los geles a 25 °C (ver seccién
de Materiales y métodos). Las cinéticas realizadas mostraron que los médulos dindmicos
alcanzaron el estado estacionario en tiempo cortos, 15 a 30 minutos, siendo mas largo el tiempo
a medida que la concentracién de gelana disminuye. Los resultados evidencian la capacidad
gelificante de gelana, su velocidad de gelificacién, como se ha reportado previamente en la
literatura, es alta comparada con otros hidrocoloides (Papageorgiou et al., 1994; Clark et al., 1999
y Amici et al., 2001).

Las Figuras 5.1.2-1a y 5.1.2-1b muestran la variacion con la frecuencia de G’ y de G” de gelana en
el intervalo de concentraciones de 0.005 a 0.05% (m/m) con 0.01 mol/dm? de CaCl,. En todos los
casos, se observa claramente un comportamiento viscoeldstico “tipo gel”, a pesar de las bajas
concentraciones de polisacdrido usadas. El médulo de almacenamiento fue practicamente
independiente de la frecuencia de medicién, G" o ®?%3-00%4, y mayor al médulo de pérdida en
mas de una orden de magnitud. En relacion con éste tltimo, se distingue un ligero incremento a

frecuencias altas (> 10 rad/s), el cual es mas notorio al disminuir la concentracién de gelana.

Es importante mencionar que el aspecto fisico de los sistemas de gelana anteriores se puede
describir como “geles débiles”, incapaces de autosostenerse y faciles de transvasar. Un
comportamiento totalmente opuesto se observé con gelana a concentraciones mayores a 0.05%
(m/m) con la misma fuerza i6nica en el medio, donde el aspecto fisico es el que comiinmente se
denomina “gel fuerte” (Ross-Murphy, 1995) donde el tiempo caracteristico de las zonas de
unién de la red es lo suficientemente grande para proveer la capacidad de autosostenimiento al

gel y por lo tanto no muestran flujo en la escala de tiempo de medicién.
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Figura 5.1.2-1 Variacién de los médulos dindmicos (G’ y G”) con la frecuencia, a) gelana
0.005 a 0.02%, b) gelana 0.03 a 0.05%, c) gelana 0.1 a 0.3%. En todos los casos la

concentracién de CaCls fue 0.01 mol/dm?.



Los espectros mecénicos de gelana en el intervalo de concentraciones de 0.1 a 0.3% (m/m) con
0.01 mol/dm? de CaCl,, se muestran en la Figura 5.1.2-1c. Debido a las caracteristicas fisicas de
estos geles, las determinaciones se realizaron en la geometria de placas paralelas (ver seccion de
métodos) en un reémetro donde el intervalo de frecuencia de medicién fue mas estrecho, sin
embargo se puede observar un comportamiento viscoelastico cualitativamente igual al de los
sistemas anteriores (gelana <0.1%), G’ independiente de la frecuencia y G’ >> G”, pero con

modulos mayores.

En el intervalo de concentraciones de gelana usado en este estudio, se observé un incremento
progresivo de los médulos con la concentracién de gelana. La Figura 5.1.2-2 muestra los valores
de G" a 1 rad/s en funcién de la concentracién de gelana. En el intervalo de 0.005 a 0.05%, la
dependencia de G’ con la concentracion de gelana se puede expresar como: G'ec C312 (12 = 0.99),
mientras que en el intervalo de 0.1 a 0.5%, la relacién fue G'ec C2177 (12 = 0.99). Ambas
dependencias concuerdan con lo reportado en la literatura de biopolimeros (Clark, 1992; Ross-
Murphy, 1995), donde se ha asociado una dependencia de G’ cercana a C2 cuando las
concentraciones de polisacarido son muy superiores a la concentracién critica de gelificacién
(Co), aproximadamente 5Co; por el contrario cuando la concentracién de polisacarido se acerca a

Co, la dependencia de G’ con la concentracién puede alcanzar exponentes superiores.

Los angulos de desfase o dngulos de pérdida (3) de los geles de gelana a concentraciones bajas
(0.005 a 0.05%) y altas (0.1 a 0.3%) se muestran en la Figura 5.1.2-3. A concentraciones bajas de
gelana, los valores de 8 son muy pequefios e indistintamente a la concentracién de gelana, son
practicamente independientes de la frecuencia hasta 10 rad/s, lo cual describe un
comportamiento de geles fuertemente estructurados. A frecuencias mayores a 10 rad/s, se
observé una disminucién en los valores de delta conforme el contenido de gelana se increment6;
es decir concentraciones mayores de gelana incrementaron la elasticidad del sistema. Por otra
parte, los valores de delta en los geles de gelana en el intervalo de 0.02 a 0.05%, no fueron
significativamente diferentes (a = 0.05), aparentemente concentraciones superiores a 0.02% de

gelana contribuyen muy poco al caracter eldstico global del sistema.
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Figura 5.1.2-2 Modulo de almacenamiento en funcién de la concentracién de
gelana (% m/m), ® = 1rad/s, T = 25 °C. Circulos: determinaciones en reémetro
RES II utilizando geometria de cilindros concéntricos. Cuadrados;
determinaciones realizadas en reémetro Haake CV20 utilizando geometria
placa-placa.

En contraste, las concentraciones altas de gelana (0.1 a 0.3%) revelaron un comportamiento
diferente, los valores de delta fueron mayores al incrementarse la concentracion de gelana. Es
decir el cardcter eldstico de estos sistemas fue inhibido al incrementarse la concentracién de
polisacdrido en el sistema, a pesar de que los médulos dindmicos de estos geles fueron muy
altos y sus espectros mecanicos evidenciaron un caracter sélido viscoelastico fuertemente
estructurado (Figura 5.1.2-1c). Los valores minimos de delta en el intervalo de concentracién de
gelana de 0.005 a 0.05% se ubicaron entre 1.4° y 0.43°, mientras que en el intervalo de 0.1 a 0.3%

de gelana, éstos fueron mayores a 1.5°.
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Figura 5.1.2-3 Angulos de pérdida de gelana en 0.01 mol/dm? de CaCl,, T = 25 °C.
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Todas las determinaciones reol6gicas se llevaron a cabo dentro de la zona de viscoelasticidad
lineal, la cual fue determinada a través de un barrido de deformacién a 25 °C y 1 rad/s de
frecuencia. La Figura 5.1.2-4 muestra algunos de los barridos de deformaci6én de gelana, donde
se observa que la extension de la zona de viscoelasticidad lineal disminuye conforme se
incrementa la concentracién de gelana. El Anexo B muestra los limites de esta zona y el valor de

deformacién utilizado en cada uno de los espectros.
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Figura 5.1.2-4 Barridos de deformacién a 1 rad/s y 25 °C de gelana en 0.01 mol/dm? de CaCl..
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51.3 Microestructura

La Figura 5.1.3-1 muestra las microfotografias de gelana dentro del intervalo de concentraciones
0.005 a 0.3% (m/m) con 0.01 mol/dm? de CaCl, para inducir la gelificacién. Se distinguen zonas
claras en un fondo oscuro, las cuales corresponden a la fluorescencia de FA-gelana dispersa en el
disolvente (zonas oscuras). Como se puede observar en la Figura 5.1.3-1a, la concentracién mas
baja de gelana (0.005%) presenta una red muy tenue donde se ven zonas continuas de gelana. La
Figura 5.1.3-2 muestra los cortes transversales realizados en gelana 0.005% para ver si habia
interconectividad en la red. Esta informaciéon fue obtenida de la sobreposicién de veinte
imégenes tomadas cada 1 pm ajustando inicialmente el plano xy a un espesor, z = 10 pm; por lo
que se visualizé la estructura avanzando 29 pm dentro de la muestra. La sobreposicion de
imédgenes resulté en una representacion tridimensional que no es fécil analizar en papel, por lo
que se muestran los cortes transversales en el plano xz (debajo de la figura central) y el plano yz
(derecha de la figura central). Las secciones transversales xz y yz de gelana 0.005% muestran
algunas zonas de interconexién dentro del volumen del gel; si bien estas zonas no son
completamente continuas, evidencian baja interconectividad, la cual es suficiente para generar
una red tenue con propiedades eldsticas que imparten caracteristicas sélidas al sistema, de

acuerdo con lo observado en el espectro mecéanico de la Figura 5.1.2-1.

La Figura 5.1.3-1b muestra una red mads homogénea en gelana 0.01%; las zonas libres de
polisacdrido son mas pequefias que las observadas en gelana 0.005%. En la amplificacién de la
microfotografia (Figura 5.1.3-1g) se observa con mayor claridad una red continua de gelana con
espacios intersticiales de menor tamario. A concentraciones mayores de gelana, microfotografias
¢, d y e de la figura anterior, la estructura de los sistemas fue mas densa y compacta, las
estructuras amplificadas (microfotografias h, i, j) ponen en manifiesto una estructura continua
con espacios intersticiales més pequenos a medida que se incrementa la concentracion de gelana.
Por lo tanto, no es sorprendente observar redes sumamente compactas a concentraciones
mayores de gelana, 0.1 a 0.3% (microfotografias k, I, m), lo cual dificulta imaginar la organizacién

estructural de gelana en presencia de otros macrocomponentes.
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20 pm

<> yz

Figura 5.1.3-2 Secciones transversales de gelana 0.005% en 0.01 mol/dm? de CaCl,. El plano
principal, xy (centro) fijo a 10 pm; las secciones xz (abajo) y yz (derecha) se obtuvieron de la
sopreposicion de 20 secciones consecutivas de 1 pm de espesor en el mismo plano xy.

Las microestructuras observadas no difieren de lo observado hasta ahora en gelana con otras
técnicas de microscopia. Se ha reportado (Gunning ef al., 1996; Clark et al., 1999) una estructura
fibrosa, cuya interconectividad depende de la concentracién de polisacarido y, del tipo y
concentraciéon de cation. Gunning et al, (1996) reportaron la presencia de agregados o
precursores de geles a concentraciones muy bajas de gelana (< 0.0003% m/m) en ausencia de
iones. La adicién de iones al medio favorecié el “reforzamiento” de la red, sin embargo no se
obtuvieron imagenes nitidas a concentraciones mayores de gelana. Otros trabajos (Clark et al.,
1999) también han reportado la presencia de redes de gelana con cardcter permanente y con
espacios intersticiales pequefios, pero las concentraciones de gelana usadas fueron muy altas (0.4

a 3%) comparadas con las estudiadas en el presente trabajo.
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5.1.4 Discusién

Los resultados de calorimetria diferencial de barrido y la evolucién de los médulos con la
temperatura de gelana en presencia de 0.01 mol/dm? de CaCl,, sefialaron que la temperatura de
transicién conformacional es 36.5 °C. Esta transicién corresponde al cambio conformacional de
cadenas a hélices rigidas en presencia de sales externas (Shi, 1990). Con base en estos resultados
se puede suponer que a temperaturas menores de 42 °C, donde los médulos empiezan a
alcanzar sus valores de equilibrio de acuerdo con la Figura 5.1.1-2, el sistema esta formado por
hélices rigidas asociadas a través de interacciones con calcio iénico. Dicho arreglo forma un gel o
una red de polimero, la cual puede ser mas o menos compacta dependiendo de la concentracién
de gelana y de la fuerza i6nica en el sistema. Por consiguiente la reologia de gelana realizada en
este trabajo (25 °C), describe el comportamiento de moléculas rigidas y ordenadas de gelana

dentro de una solucioén acuosa de CaCl..

Existen muchos estudios reolégicos de gelana tanto acilada como desacilada; sin embargo la
mayoria de éstos ha utilizado concentraciones sustancialmente mayores que las utilizadas en
este trabajo (Miyoshi et al., 1994a; Papageorgiou et al., 1994; Kasapis et al., 1999; Rodriguez-
Herndndez y Tecante, 1999). Los resultados obtenidos hasta ahora han evidenciado la gran
capacidad gelificante de gelana, aunque en muchos casos la excesiva firmeza y tenacidad de sus
geles ha dado pauta a la utilizacién de este hidrocoloide en mezclas con agentes espesantes para
disminuir su firmeza e incrementar la elasticidad de sus geles (Sanderson, 1990; Sworn et al.,
1995; Rodriguez-Hernandez y Tecante, 1999). Los sistemas de gelana con concentraciones tan
bajas como 0.005% y con la fuerza iénica usada, presentaron un patrén reoldgico caracteristico
de un gel a pesar de la apariencia fluida observada en ellos. Otros estudios (Sworn et al., 1995)
han reportado la formacién de liquidos estructurados, denominados geles fluidos, a partir de
0.125% de gelana desacilada en presencia de NaCl 6%. La reologia de estos geles fluidos ha sido
de interés particular en la estabilizaciéon de suspensiones en donde no es deseable tener

viscosidades altas, por ejemplo en la industria de bebidas (Sworn et al., 1995).
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Tanto la reologia como la microscopia de los sistemas de gelana mas diluidos (0.005% y 0.01%)
revelaron la formacién de una red tridimensional cuya naturaleza sélida fue bien evidenciada en
el comportamiento de G’ y G” con la frecuencia. Gelana 0.005% con 0.01 mol/dm3 de CaCl,, sélo
fue capaz de formar una red tenue con pocas zonas continuas de polimero suspendidas dentro
del disolvente. Los resultados sugieren que el contenido de polimero no fue suficiente para
generar una red tridimensional fuerte, lo cual se refleja en la tendencia de este sistema a fluir
dentro de tiempos de observacién pequeiios (frecuencias altas). En esta clase de sistemas,
usualmente denominados “geles débiles” (Ross-Murphy, 1995), el disolvente esta lo
suficientemente libre para poder moverse rapidamente a través de los espacios intersticiales de
la red; es decir estos sistemas responden como fluidos estructurados cuando se someten a
deformaciones grandes. Los resultados reolégicos y estructurales sugieren que la concentracién
critica, Cy, para la formacién de geles de gelana en presencia de 0.01 mol/dm?3 de CaCl, es
ligeramente inferior a 0.005% m/m. Al incrementarse la concentracién de gelana en el sistema,
0.01%, la extension de la asociacion de hélices de gelana se incrementé generando una red maés
compacta, mas homogénea aunque todavia con grandes zonas no ocupadas por el polimero,

cuyo caracter sélido fue mas evidente en las determinaciones reolégicas.

La microestructura de gelana 0.02% mostré una red més densa con espacios intersticiales de
menor tamafo a través del volumen de la muestra y mayor conexién de las zonas de polimero.
La reologia de este sistema fue coherente con la microestructura observada; los valores de los
dngulos de pérdida fueron casi independientes de la frecuencia, lo cual describe al sistema como
un gel con interacciones intermoleculares mas permanentes. El incremento en la concentracién
de gelana (> 0.02%) gener6 sistemas completamente estructurados con interacciones o zonas de
unién permanentes dentro del tiempo de observacién de las pruebas reolégicas (102 a 102 s); no
se manifestaron procesos de relajacién dentro del periodo de la prueba, tal como se observé en
la similitud entre los valores de los dngulos de pérdida para gelana 0.03 a 0.05%, y en la total

independencia de ambos médulos con la frecuencia.

El caracter elastico de los sistemas de gelana con 0.01 mol/dm? de CaCl: se intensifico
progresivamente con el incremento de gelana hasta concentraciones de 0.03%. Este efecto fue

confirmado en microscopia; se formaron redes mas compactas e interconectadas a medida que la
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concentracion de gelana fue mayor. A pesar de que los médulos dindmicos se incrementaron
con la concentracién de gelana en el intervalo de 0.03 a 0.05%, la contribucién elastica al
comportamiento viscoeldstico, visualizada a través de los valores del dngulo de pérdida (Figura
5.1.2-3), no mostr6 cambios significativos. El caracter elastico predomin6é en la misma
proporcién sobre la respuesta viscosa, independientemente de los valores de G'. Esto se
relaciona bien con la microestructura de los sistemas, ya que no se observaron grandes

diferencias en ese intervalo de concentraciones de gelana (Figura 5.1.3-1).

Por otra parte, la microscopia de gelana a concentraciones mayores, 0.1 a 0.3%, mostré redes de
gelana sumamente compactas con espacios intersticiales diminutos distribuidos
homogéneamente a través de todo el volumen de la muestra. Esta estructura refleja la excesiva
tenacidad de los geles de gelana, la cual se manifiesta en los altos valores de G’; pero
paraddjicamente estos sistemas son muy quebradizos, poco elasticos, lo cual se evidencia en los
valores del angulo de pérdida (Figura 5.1.2-3). A medida que se increment6 la concentracion de

gelana en el intervalo de concentracién de 0.1 a 0.3% la elasticidad de éstos se atentio.

5.2 ALMIDON

521 Indices de hinchamiento y solubilidad

Basdndose en la descripcién de pastas de almidén "suspension de granulos hinchados dispersos en
un medio macromolecular" (Schoch, 1969 citado en Evans y Haisman, 1979) se opt6 por hacer
experimentos de hinchamiento-solubilidad, considerando que estos pardametros han sido
utilizados satisfactoriamente para describir la estructura o estado fisico de pastas de almidén e
interpretar la reologia de éstas, incorporando el término de fraccién volumen de particulas

hinchadas (@) (Doublier, 1987; Doublier et al., 1987; Alloncle et al., 1989).

La revision bibliografia ha mostrado evidencias de la alta capacidad de hinchamiento que tienen
los granulos de almidén de maiz ceroso y la sensibilidad de éstos a la cinética de calentamiento

y/o condiciones de cizallamiento durante la coccién de las pastas (seccion 2.4). Ensayos
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preliminares con el almidén utilizado en este estudio confirmaron lo anterior, se observé que el
cocimiento de pastas a temperaturas superiores a 80 °C dificulté la separaciéon de las fases
existentes por la presencia de particulas "tipo gel" en el sobrenadante. Observaciones al
microscopio 6ptico durante la coccién de una pasta al 4% evidenciaron la fragilidad del granulo

de almidén de maiz ceroso.

La Figura 5.2.1-1 muestra la evolucién del hinchamiento del granulo en funcién de la
temperatura, en dicha figura se observa que el hinchamiento del granulo empieza después de 65
°C, a 70 °C se observan tanto granulos hinchados como algunos atin sin hincharse, mientras que
a 75 °C hay presencia de granulos muy hinchados, turgentes, pero también algunos poco
hinchados e incluso se presentan algunos granulos reventados (izquierda de Figura 5.2.1-1b).
Finalmente, a 90 °C el nimero de granulos hinchados disminuye y éstos no muestran el grado
de hinchamiento observado a 75 °C, simultdneamente se observan residuos de granulos

reventados (Figura 5.2.1-1c).
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Figura 5.2.1-1 Microscopia 6ptica de almidén de maiz ceroso nativo 4%, a) 65 °C, b) 75 °C y ¢) 90
°C. La barra representa 100 pm.
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Con base en las observaciones al microscopio 6ptico de las pastas de almidén, se decidi6 utilizar
como temperatura maxima de coccién de pastas, 75 °C (1.5 °C/min, 75 rpm), la cual de acuerdo
con la Figura 5.2.1-1b favorece el hinchamiento con poca desintegracién de granulos. Con esto se
procuré generar suspensiones de granulos hinchados susceptibles a ser descritas utilizando el
modelo bifasico usado en otros estudios (Doublier, 1981; Bagley y Christianson, 1982; Eliasson
1986;, Steeneken 1989; Alloncle y Doublier 1991; Tecante y Doublier 1999).

Efecto de la concentracion de almidon en los indices de hinchamiento y solubilidad

La Figura 5.2.1-2, muestra los parametros: hinchamiento, solubilidad y fraccién volumen de
granulos hinchados (®), de pastas de almidén con concentraciones (m/m) entre 1 y 7%. En
pastas con contenido de almidén menor a 3% se observé solubilidad poco dependiente de la
concentracién de almidén en la pasta, a partir de 3% la solubilidad se incrementé notoriamente
desde valores de 14 hasta 42%. Un comportamiento similar se present6 también en el indice de
hinchamiento. Es importante mencionar que las determinaciones de estos indices se dificultaron
al incrementar la concentraciéon de almidén, la repetibilidad de los experimentos no fue buena
cuando la concentracién fue mayor de 5%, como se observa en las barras de error de la Figura
5.2.1-2. Esto se debi6 a la formacién de un sobrenadante gelatinoso, generado durante la
centrifugacién, al incrementar la concentraciéon de las pastas (ver Anexo A para detalles de la
metodologia). El sobrenadante mostr6 mayor turbidez, lo cual dificult6 la apreciacién visual de

la interfase residuo-sobrenadante.

En trabajos anteriores (Steeneken, 1989) se reportaron también dificultades en la determinacién
de estos indices en pastas de almidén de maiz ceroso, a pesar de las diferencias en la técnica
para cuantificar y en el tratamiento térmico al cual se sometieron dichas pastas (temperatura
maxima de cocimiento: 97 °C). Steeneken observé material no disuelto en la fase continua que
complicé la determinacién de s6lidos solubles y consecuentemente el indice de hinchamiento de
este tipo de almidon. Esto confirma la fragilidad de los granulos de almidén de maiz ceroso, los
cuales han sido clasificados por Schoch y Maywald (Doublier, 1987) como tipo A caracterizados

por capacidades de hinchamiento altas. Los datos de la Figura 5.2.1-2a muestran valores de
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hinchamiento entre 42 y 70 g/g, muy superiores a los datos de indices de hinchamiento de
almidén de maiz normal, los cuales se han reportado cercanos a 12 g/g, a 75 °C y con

condiciones de preparacién similares (Doublier, 1987; Doublier et al., 1987).
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Figura 5.2.1-2 Indices de (a) solubilidad (S) e hinchamiento (H), y (b) fraccién volumen de
granulos hinchados (®), de pastas de almidén de maiz ceroso en funcién de la concentracién (%
m/m). Las pastas (n = 3) se prepararon calentando las dispersiones acuosas de almidén de 30 °C
a 75 °C con una velocidad de calentamiento de 1.5 °C/min.

Por otra parte, el parametro @ (Figura 5.2.1-2b), que representa la fraccién volumen de granulos
hinchados, mostré valores mayores de uno en pastas con concentraciones de almidén mayores
de 2%. Estos resultados son controversiales considerando que en el caso de particulas rigidas en
suspension los valores de la fraccién volumen son inferiores a la unidad. Sin embargo, para el
caso de particulas deformables como en el caso de granulos de almidén, se ha reportado que
este pardmetro puede alcanzar valores cercanos a uno (en ausencia de material disuelto en la
fase continua) o ligeramente inferiores debido a que la deformabilidad y el hinchamiento de los
granulos de almid6n favorece la exclusion de disolvente entre particulas vecinas forméandose un

continuo de particulas deformadas (Bagley y Christianson, 1982).

Sin embargo, los valores altos obtenidos del pardmetro @ en pastas con concentraciones mayores

al 2% de almidén, no pueden ser considerados vélidos para describir el estado fisico de las

97



pastas en cuestién. En el presente estudio, a diferencia de la mayoria de los trabajos que han
caracterizado el estado fisico de las pastas de almidén a través de los parametros, ®, H, y S; se
utiliz6 un almidén practicamente exento de amilosa. Esta particularidad trae como consecuencia
que durante la gelatinizacion y coccién del almidén, sus granulos alcancen hinchamientos altos
y sean mas propensos a fracturarse. Los valores de solubilidad en las pastas con concentraciones
de almid6én mayores de 3% (Figura 5.2.1-2a) y las dificultades encontradas durante la separacién
de la fase dispersa en las pastas, sugieren que al incrementarse la concentracién de almidén mas
alla del 2%, existe mayor cantidad de granulos reventados que liberan su material
macromolecular al medio continuo (altos valores de S, Figura 5.2.1-2a), generando un sistema
tipo coloidal donde coexisten granulos reventados, granulos hinchados integros y material
macromolecular en solucién. En este sistema tan complejo es préacticamente imposible
determinar tanto el indice de hinchamiento como la fraccién volumen de granulos hinchados en

suspension utilizando las técnicas de sedimentacién convencionales.

Efecto de la temperatura

Se realizaron determinaciones de solubilidad, hinchamiento y ® en funcién de la temperatura en
pastas con 1, 2 y 3% de almidén. La Figura 5.2.1-3 muestra los perfiles de solubilidad e
hinchamiento para las tres pastas, las cuales basicamente siguieron un mismo patrén, dentro del
error experimental generado, a excepcion de la pasta al 3% cuyos valores de solubilidad fueron
inferiores especialmente a temperaturas menores a 70 °C. Este comportamiento se puede

suponer debido a que el modelo bifésico no puede aplicarse a esta concentracion de almidén.

La Figura 5.2.1-4 presenta los datos de la fraccién volumen (®) ocupada por los granulos
hinchados durante el cocimiento de pastas de almidéon de maiz ceroso nativo. En las tres
concentraciones estudiadas se observé que a partir de 65 °C hay un incremento maés
pronunciado de la fraccién de granulos hinchados, esto se debe a que a esta temperatura se ha
iniciado la gelatinizacion, segtn los datos de calorimetria diferencial de barrido reportados por
Tester et al., en 2000 (Cuadro 2.4-1). De acuerdo con el comportamiento de @ de las pastas

evaluadas, los granulos han iniciado su hinchamiento a 65 °C y contindan sin aparente
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perturbacién alcanzando valores de ® > 0.7 en las concentraciones 1 y 2%, mientras que la pasta
al 3% generd valores de @ >1 y con mayor error experimental por la presencia de sélidos no

solubles (fragmentos de granulos reventados) en el sobrenadante que dificulté las

determinaciones.
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Figura 5.2.1-3. Valores de solubilidad (simbolos negros) e hinchamiento (simbolos blancos) de
almidén de maiz ceroso nativo durante el cocimiento de las pastas.

La Figura 5.2.1-4 muestra que temperaturas inferiores a 75 °C podrian ser de utilidad para
estudiar estas pastas como sistemas bifasicos con una fracciéon volumen de fase dispersa
cuantificable, propiciando un intervalo de concentraciéon mas amplio donde las pastas se
pudieran estudiar en funcién de los datos de hinchamiento, solubilidad y ®. Sin embargo, tanto
las temperaturas inferiores a 75 °C, en donde las pastas se encuentran subcocidas, como las
concentraciones bajas donde se puede aplicar la descripcién propuesta, generan pastas sin
interés tecnolégico, mas atin, en presencia de gelana el efecto del almidén en la mezcla quedaria
totalmente enmascarado, ya que este hidrocoloide se caracteriza por ser un agente gelificante

con prominentes propiedades eldsticas a concentraciones bajas (seccién 5.1.2).
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Figura 5.2.1-4. Evolucion de la fraccién volumen de los granulos hinchados de almidén de maiz
ceroso nativo durante el cocimiento de las pastas.

5.2.2 Reologia dinimica

La Figura 5.2.2-1a contrasta el comportamiento de los médulos dindmicos, G y G”, con la
frecuencia (espectros mecdnicos), de almidén al 3% cocido a dos temperaturas diferentes, 75 °C
donde existe menor desintegracion granular de acuerdo con las observaciones al microscopio
6ptico, y 90 °C donde predominan fragmentos de granulos y amilopectina en solucién. En
ambos espectros se observa una dependencia de los médulos con la frecuencia, siendo ésta mas
pronunciada para altas frecuencias, sin embargo un ligero plateau en G’ se distingue en la zona
de frecuencias bajas (102 a 10 rad/s) y G' > G” en todo el intervalo de frecuencia analizado.
Estos rasgos denotan un caracter sélido-viscoeldstico en dichas pastas a pesar de su apariencia

fisica fluida.

Las condiciones de preparacion de las pastas de almidén, concretamente la temperatura méxima
a la cual se someten durante el cocimiento, generé como se esperaba diferencias en el
comportamiento reoldgico. Las pastas cocidas a 90 °C mostraron médulos menores y dngulos de

pérdida mayores (Figura 5.2.2-1b) que aquéllas cocidas a 75 °C. La Figura 5.2.2-1 ilustra bien la
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fuerte influencia de la integridad del granulo en las propiedades reolégicas de las pastas de

almidon.
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Figura 5.2.2-1. a) Médulos dindmicos, G’ (cuadrados), G” (circulos), y b) Angulos de
pérdida de pastas de almidon de maiz ceroso nativo. Concentracién de almidén: 3%
(m/m), temperatura de coccién de las pastas: 75 °C (simbolos negros) y 90 °C (simbolos
blancos). Determinaciones realizadas a 25 °C y y = 5%.
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En relacién con el efecto de la concentracién de almidén, las Figuras 5.2.2-2a y 5.2.2-2b muestran
los barridos de frecuencia de G’ y G”, y los valores del angulo de pérdida de pastas de almidén
al 3% y 7% cocidas a 90 °C. En la Figura 5.2.2-2a se puede observar que a medida que se
incrementa la concentracién de almidén se generan médulos ligeramente mayores. No obstante
que la temperatura de preparacién de las pastas promueve desintegracién de los granulos de
almidén, el comportamiento viscoeldstico de éstas conserva los rasgos distintivos propios de las
suspensiones de almidén, G’ > G”, ligera dependencia de G’ con la frecuencia (las pendientes de

la curvas log G’ versus log @, estuvieron dentro del intervalo: 0.11-0.18).

Por otra parte, Los valores de delta de las pastas de almidén preparadas a 90 °C (Figura 5.2.2-
2b), ponen en evidencia el carécter fluido de las pastas de almidén cocidas a 90 °C, a pesar de
que el incremento en la concentracién de almidén generé mayores valores de G’ en la pasta
correspondiente, predomina el cardcter viscoso sobre el elastico a mayores concentraciones de
almidén. La Figura 5.2.2-2 también muestra que la carencia de granulos hinchados como
principal entidad estructural en estas pastas, resulta en propiedades eldsticas disminuidas en

comparacion con las pastas de almidén cocidas a 75 °C (Figura 5.2.2-1).

5.2.3 Discusion

De acuerdo con los resultados mostrados, las pastas con concentraciones menores de 3% y
cocidas a 75 °C, presentan indices de hinchamiento (42 a 52 g/g) y solubilidades (14 a 20%)
similares, esto significa que a estas concentraciones los granulos se hinchan en libertad,
manifestando su capacidad de hinchamiento caracteristica sin que la presencia de granulos
vecinos la inhiban; es decir el sistema puede describirse como bifasico donde una fraccién de
amilopectina se ha disuelto en la fase continua y la fase dispersa estd constituida por granulos
hinchados total o parcialmente. Por otra parte, al aumentar la concentracién de almidén,
® pierde su significado fisico, no es posible tener fracciones volumen de particulas hinchadas

mayores que la unidad sin destruir el granulo.
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Los resultados de hinchamiento-solubilidad confirman lo expuesto en la literatura en relacion
con la alta capacidad de hinchamiento de los almidones de cereal ceroso y como resultado de
esta capacidad, la fragilidad del granulo durante la preparacion de las pastas (Tester y Morrison,
1990; Loh 1992; Ziegler et al., 1993; Atkin et al., 1998a). Por lo tanto, en estos sistemas no se
cumple lo observado por Bagley y Christianson (1982), quienes predicen que en pastas de
almidén lo suficientemente concentradas, los grénulos por ser particulas deformables se

empacaran en forma tal que todo el volumen disponible lo ocupen estos granulos hinchados.

De esta forma las pastas de almidén de maiz ceroso cocidas a temperatura maxima de 75 °C,
s6lo pueden describirse como "suspensién de granulos hinchados dispersos en un medio
macromolecular”, cuando las concentraciones sean menores de 3%, en donde posiblemente
existan también granulos desintegrados pero predominan los granulos hinchados inmersos en
una solucién macromolecular de amilopectina. Las pastas cuyas concentraciones son mayores o
iguales a 3%, se adaptan mas a la descripcién de un sistema coloidal, con granulos hinchados,
granulos parcialmente hinchados y granulos desintegrados en un medio macromolecular

compuesto por amilopectina en solucién.

Los resultados reolégicos de pastas de almidén a 3% mostraron que las pastas cocidas a 75 °C
son mds elasticas (valores de delta menores y médulos dindmicos mayores) que aquéllas cocidas
a 90 °C. Estas diferencias se atribuyen a la existencia de sistemas no homogéneos compuestos
por amilopectina en solucién, granulos fragmentados y granulos hinchados cuya proporcién
depende del tratamiento aplicado. Asi en las pastas cocidas a 75 °C existe mayor proporcién de
granulos hinchados cuya deformabilidad contribuye de forma importante al comportamiento
solido del sistema (plateau eléstico a bajas frecuencias, G" > G”), mientras que las pastas cocidas a
90 °C tienen mayor amilopectina en solucién y granulos reventados que atn contribuyen al
caracter sélido y eldstico de las pastas pero en menor medida. Estas pastas se pueden describir
como soluciones relativamente concentradas de amilopectina con restos de material sélido
suspendido. Resultados similares se han reportado con pastas de almidén donde se usaron
diferentes niveles de amilopectina en solucién y desintegraciéon granular (Closs et al., 1999). Los
resultados comprueban la fuerte influencia del granulo (concentracién, tamafio y distribucién)

en la reologia del sistema y la fragilidad del granulo en el tipo de almidén usado en este trabajo.
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5.3 MEZCLAS ALMIDON-GELANA

5.3.1 Reologia dinamica de mezclas con concentraciones de gelana 0.1 a 0.3% (m/m)

En esta seccién se presentan los primeros estudios reolégicos realizados en las mezclas almidén-
gelana. Tomando como base los estudios reolégicos de gelana reportados en la literatura y
estudios previos realizados con este hidrocoloide (Rodriguez-Hernandez y Tecante, 1999) se
opt6 por trabajar con concentraciones de gelana en el intervalo de 0.3 a 0.5% utilizando 0.01
mol/dm? de CaCl; para inducir su gelificacion. Las mezclas se prepararon dispersando el
almidén en las soluciones de gelana hasta alcanzar 90 °C, como se describe en la seccién de

materiales y métodos.

La Figura 5.3.1-1 muestra el comportamiento de G’ y G” en funcién de la frecuencia y los valores
de delta de las mezclas almidén-gelana con concentraciones de ésta altima entre 0.1 y 0.3%. En
el intervalo de frecuencia evaluado, las mezclas mostraron espectros mecanicos caracteristicos
de geles fuertes. Los médulos (especialmente G') fueron poco dependientes de la frecuencia, G'
o ©< 0! (ver Cuadro 53.1-1), G' >> G" en el intervalo de frecuencia analizado y las mezclas
mostraron una zona de viscoelasticidad lineal estrecha (Cuadro B-1 del Anexo B), lo cual denota
propiedades reolégicas fuertemente dependientes de la deformacion. Este comportamiento es el
caracteristico de geles de gelana sola y contrasta con el comportamiento reolégico de pastas de
almidén (simbolos negros en Figura 5.3.1-1), donde se observé una ligera dependencia de los
médulos con la frecuencia y una zona lineal viscoeldstica muy amplia (sistemas que fluyen a

deformaciones altas sin fracturarse).

En los espectros mecédnicos de la Figura 5.3.1-1 se observa que indistintamente de la
concentracién de almidén, la adicién progresiva de gelana incrementé progresivamente los
modulos dindmicos de las mezclas sin llegar éstos a ser mayores que los de gelana sola a la
misma concentracién que aquélla presente en la mezcla. En todos los casos las mezclas se
ubicaron entre almidén solo y gelana sola. Para visualizar mejor el dominio de gelana en las
mezclas, el Cuadro 5.3.1-2 muestra los valores del médulo de almacenamiento (G’) a1 rad/s en

las diferentes mezclas almidon-gelana y en los componentes individuales.
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Cuadro 5.3.1-1. Dependencia de G’ con la frecuencia (G’ a ©?).
Mezclas almidén-gelana preparadas a 90 °C.

Almidén/Gelana am
7/0.3 0.08
5/0.3 0.08
3/0.3 0.10
0/0.3 0.03
7/0.2 0.03
5/0.2 0.05
3/0.2 0.07
0/0.2 0.03
7/0.1 0.08
5/01 0.04
3/0.1 0.06
0/0.1 0.02
7/0.0 0.19
5/0.0 0.16
3/0.0 0.20
Donde a forma parte de la relacién: G' o ©*
r2=0.98a0.99

Cuadro 5.3.1-2. Valores del médulo de almacenamiento (G’) y del angulo de
pérdida de gelana (0.1 a 0.3%) y de las diferentes mezclas almidén-gelana.
Valores a w = 1rad/s.

Moédulo de almacenamiento (Pa)

% gelana

0 0.1 0.2 0.3
Gelana - 744.0 3283.3 8646.6
Gelana-3% almidén Y7 634.0 2445.0 7355.0
Gelana-5% almidéon 6.2 332.0 2820.0 7596.6
Gelana-7% almidon 6.2 228.0 3310.0 5555.0

Angulo de pérdida (°)

Gelana - 2.79 4.89 7.96
Gelana-3% almidén 16.64 3.78 4.50 10.40
Gelana-5% almidon 13.18 6.35 412 10.44
Gelana-7% almidén 9.07 6.42 5.85 14.97

106



3% almidén 5% almidon 7% almidén

108 108 - 105 : e —
a) b) c)
104 o og ]
10" UDDDDDDUDDDDD ] S,_DUDDDDDD i : 10‘_‘ oppoopooDOopDoo@ o
= o
Y00 — ©0g e} —_ Sooo0 Q0
o T L L © 10 = 000000 T 10° | 000000000
-8 g - 8 Epmogaos 1 O B ——
o ~ - — FaaapDe B Lo o
5 102 ® — Zn 102 e > z ] peoB B oeneEsas
I H H
(O] O.C.... .’.00 Q ..Q.O°°...‘o ™ 10 ..°..°.'
L5 = i [ PP G
O 10 | o 10‘_ ..-.I-ll-l.::: | Do l:l:'.....:=|'
T TLL L eo®?® | ce®®
100 mEEEE L eeeefe 100 | Y S 100 eo0®
e 000 i
10" : ul i POTUY S I W . 101 . hbliiil TR i 101 2 mn s s e gz e licEy 3T §
102 10" 100 10! 102 102 10 100 101 102 102 10 10 10° 102
o (rad/s) o (rad/s) o (rad/s)
40 - — - - 40 = ’ - 40 — - - - -
d) e) : f)
30 30 301 g
LI | :
.y " " = & 3
e 20F @ = L] 8290 . e 20 o
=l " . g o Do (. "0 = [ [}
= o
] o n o 8 i
.'.Un " § o" m ofa® SDEEI'
0lgm ®n .l" 10 gr= “g B ) SR g 08 "o
" .y CopmpBBa = "smgalolg B o 'lll"='-
o Illl —— L mBg 0@ R, mgiEn
SR | T L Lol .
0 L 4 Aol 0 Lo gy b Loddgy 0 faut L n
101 10° 10 102 10! 10° 10 102 10 100 10! 102
o (rad/s) o (rad/s) ® (rad/s)

Figura 5.3.1-1 Modulos dindamicos en funcién de la frecuencia (G”: cuadrados y linea continua, G”: circulos y linea discontinua) y angulos
de pérdida de mezclas almidén-gelana. a) y d) mezclas con 3% de almidoén; b) y e) mezclas con 5% de almidon; ¢) y f) mezclas con 7% de
almidon. Las concentraciones de gelana en las mezclas fueron: 0% (simbolos negros), 0.1% (simbolos rojos), 0.2% (simbolos y lineas
azules) y 0.3% (simbolos amarillos). Determinaciones realizadas a 25 °C. No se muestran los espectros de gelana sola.
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El comportamiento de los médulos dindmicos en funcién de la concentracion de almidén
fue mas dificil de analizar, los espectros fueron muy parecidos e incluso se sobreponen en
algunos casos. En la Figura 5.3.1-2 se observa que a diferencia del efecto de gelana, aqui el
aumento progresivo de almidén afecté6 en menor medida los valores de los modulos
(mezclas con 0.2% gelana) e incluso disminuyé el médulo de almacenamiento en algunos
casos (mezclas con 0.1 y 0.3% gelana). Al parecer a las concentraciones usadas de gelana,

se enmascaré el efecto de la concentracién de almidén en la reologia global de las mezclas.

Por otra parte, el angulo de pérdida (8) mostré comportamientos dificiles de interpretar.
En la Figura 5.3.1-2 se puede observar de manera global el efecto de la concentraciéon de
gelana en los valores de los angulos de pérdida de las mezclas. En las mezclas con 0.1% de
gelana (Figura 5.3.1-2d) se notd el efecto de gelana y de almidén principalmente a
frecuencias altas, el predominio de almidén en el sistema se manifesté en la clara
tendencia a fluir en estos sistemas a medida que se incrementa la frecuencia de medicién,
tal como se manifest6 en las pastas de almidén (simbolos negros en Figuras 5.3.1-1a, 5.3.1-
1b y 5.3.1-1c). Por otro lado la mezcla con menor contenido de almidén mostré un
comportamiento muy parecido a gelana sola a 0.1%, lo cual denota el dominio de gelana

en la reologia global de los sistemas a pesar de estar presente en menor proporcién.

Las mezclas con 0.2% de gelana (Figura 5.3.1-2e) tuvieron practicamente el mismo
comportamiento sin importar el contenido de almidén en éstas (3 a 7%). Un
comportamiento totalmente diferente se observé en las mezclas con 0.3% de gelana (Figura
5.3.1-2f), a bajas frecuencias el caricter elastico se increment6 al aumentar la frecuencia
hasta llegar a un maximo (minimo en &) en 3 rad/s, en donde a partir de entonces
practicamente permanecié invariable. Es decir en estos geles el efecto de gelana se
manifesté en el segundo ciclo logaritmico. Esto sugiere que durante la estructuracién de
estos sistemas se forman interacciones de vida corta las cuales proporcionan el caracter
solido viscoelastico en frecuencias de medicién altas. Sin embargo, a medida que el tiempo
de observacién aumenta pareciera que la presencia de almidén dificulta la formacién de

redes de gelana con cardcter mas permanente.
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Figura 5.3.1-2 Modulos dinamicos en funcién de la frecuencia (G': cuadrados, G”: circulos) y angulos de pérdida de mezclas almidén-gelana.
a)y d) mezclas con 0.1% de gelana; b) ye) mezclas con 0.2% de gelana; ¢) yf) mezclas con 0.3% de gelana. Las concentraciones de almidon en
las mezclas fueron: 7% (simbolos negros), 5% (simbolos rojos), 3% (simbolos verdes) y 0% (simbolos amarillos). Determinaciones realizadas a
25 °C. No se muestran los espectros de almidén solo.
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5.3.2 Reologia dindmica de mezclas con concentraciones de gelana < 0.05% (m/m)

Los resultados previos mostraron un efecto marcado de gelana en la reologia global de las
mezclas almidén-gelana, sin embargo para entender la contribucién de ambos
polisacaridos, gelana y almidén, en la reologia de sus mezclas y visualizar posibles
interacciones entre los macrocomponentes, se estudiaron mezclas con concentraciones
menores de gelana (0.005% a 0.05% m/m) manteniendo fija la concentracién de almidén
(3%) y la fuerza iénica del medio (CaCl, 0.01 mol/dm3). De igual forma se evaluaron
mezclas con dos temperaturas diferentes de coccién de las pastas de almidén, 75 y 90 °C,
con el fin de determinar la contribucién del estado granular o fase dispersa de las pastas

de almidén en la reologia global de las mezclas.

Las Figuras 5.3.2-1 y 5.3.2-2 muestran la dependencia de los médulos dindmicos, G’ y G”,
con la frecuencia de: (a) las mezclas almidén-gelana preparadas a 75 °C y (b) geles de
gelana a la misma concentracién presente en las mezclas. Contrariamente a lo observado
en otras mezclas gelana-polisacarido, la Figura 5.3.2-1 revela un comportamiento sinérgico
en las propiedades viscoelasticas cuando las concentraciones de gelana en la mezcla son
menores de 0.02%. Estas mezclas mostraron moédulos dindmicos superiores a los
componentes por separado. Adicionalmente, la presencia de gelana en las pastas de
almidoén llevé a la formacion de un ligero plateau en G” a bajas frecuencias, el cual es poco

evidente en almidén solo.

Por otra parte, la presencia de gelana en las mezclas con concentraciones superiores de
0.02% incrementé en mayor medida los valores de los médulos dindmicos de almidén e
incluso G’ present6 menor dependencia con la frecuencia (ver Cuadro 5.3.2-1), pero gelana
sola mostré siempre los valores mayores de ambos moédulos y éstos fueron menos

dependientes de la frecuencia, como se observa en la Figura 5.3.2-2.
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Figura 5.3.2-1 Médulos dinamicos en funcién de la frecuencia de: (2) mezclas almidén-gelana preparadas a
75 °C y (b) gelana sola a la misma concentracién presente en las mezclas (0.005% y 0.1%). Determinaciones
realizadas dentro de la zona de viscoelasticidad lineal a 25 °C.
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Figura 5.3.2-2 Médulos dindmicos en funcion de la frecuencia de: (4) mezclas almidén-gelana preparadas a
75 °C y (b) gelana sola a la misma concentracién presente en las mezclas (0.03% y 0.05%). Determinaciones
realizadas dentro de la zona de viscoelasticidad lineal a 25 °C.
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Cuadro 5.3.2-1. Dependencia de G’ con la frecuencia (G’ « ©°). Mezclas almidén-
gelana preparadas a 75 °C y 90 °C, y geles de gelana

Almidén/Gelana af) Almidén/Gelana a Gelana a
(Tp=75 °C) (Tp=90°C)
3/0 0.100 3/0 0.170
3/0.005 0.057 3/0.005 0.114 0.005 0.031
3/0.01 0.053 3/0.01 0.087 0.01 0.044
3/0.02 - 3/0.02 0.057 0.02 0.008
3/0.03 0.068 3/0.03 0.050 0.03 0.005
3/0.04 - 3/0.04 0.047 0.04 0.004
3/0.05 0.016 3/0.05 0.037 0.05 0.003

(MDonde a forma parte de la relacién: G’ a ©®, (12 0.83-0.96)
Tp : Temperatura de preparacién

Las Figuras 5.3.2-3, 5.3.2-4 y 5.3.2-5 muestran el comportamiento de los médulos dinamicos, G" y
G”, en funcién de la frecuencia de las mezclas preparadas a 90 °C. Cualitativamente el
comportamiento reolégico fue similar a las mezclas anteriores pero los valores de los médulos
fueron en todos los casos inferiores a las mezclas correspondientes cocidas a 75 °C. Como se
puede observar en las figuras citadas, el incremento de la concentracion degelana en las mezclas
generé mdédulos progresivamente mayores a la pasta de almidén. Ademads, a medida que se
incrementé la concentracién de gelana en las mezclas, la dependencia de G’ con la frecuencia se

ve disminuida (Cuadro 5.3.2-1).

Por otra parte, G” también se afecté por la incorporacion de gelana en las mezclas cocidas a 90
°C. A concentraciones bajas de gelana (Figura 5.3.2-3), G” tuvo valores cercanos a los de almidén
solo e incluso genera un trazo paralelo, mientras que a concentraciones mayores de gelana
(Figura 5.3.2-4 y 5.3.2-5) los valores de este médulo evidencian la formacién de un plateau a bajas
frecuencias de medicién, el cual se amplia al incrementarse el contenido de gelana en las
mezclas. Al comparar los espectros de las mezclas con los respectivos a gelana sola, se distingue
que a bajas concentraciones de gelana los médulos de las mezclas fueron mayores que los del gel
de gelana a la misma concentracién presente en la mezcla respectiva. De forma similar a las
mezclas preparadas a 75 °C, las concentraciones de gelana menores de 0.02% en almidén al 3%
cocido a 90 °C, muestran sinergia en sus propiedades viscoelasticas. Por otra parte, a
concentraciones mayores de gelana en la mezcla los valores de los médulos siempre fueron

intermedios entre almidon al 3% y gelana a la misma concentracién presente en la mezcla.
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Figura 5.3.2-3 M6dulos dindmicos en funcién de la frecuencia de: (a) mezclas almidén-gelana preparadas a
90 °C y (b) gelana sola (0.005 y 0.01%). Determinaciones realizadas dentro de la zona de viscoelasticidad

lineal a 25 °C.
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Figura 5.3.2-4 M6dulos dindmicos en funcién de la frecuencia de: (a) mezclas almid6n-gelana preparadas a
90 °C y (b) gelana sola (0.02% y 0.03%). Determinaciones realizadas dentro de la zona de viscoelasticidad

lineal a 25 °C
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Figura 5.3.2-6 Angulos de pérdida de mezclas almidén-gelana preparadas a: (a) 75 °C, (b) 90 °C y (c)
gelana sola. La concentracién de almid6n en todas las mezclas fue 3% .
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La Figura 5.3.2-6 muestra los dngulos de pérdida de las mezclas preparadas a 75 °C
(Figura 5.3.2-6a), 90 °C (Figura 5.3.2-6b) y los angulos de pérdida de los geles de gelana a
las concentraciones presentes en las mezclas anteriores (Figura 5.3.2-6c). Las mezclas
preparadas a 75 °C tuvieron valores de delta menos dependientes de la frecuencia y
menores a los correspondientes a las mezclas preparadas a 90 °C. Sin embargo, al
incrementarse la concentracion de gelana (> 0.03%) en las mezclas, los valores de delta
entre ambos procesos de preparacién difieren poco e incluso las mezclas preparadas a 90
°C muestran valores menos dependientes de la frecuencia en el intervalo 102 a 1 rad/s.
No obstante, de forma general, el comportamiento de delta en funcién de la frecuencia de
oscilacién mostré que los sistemas preparados a 75 °C fueron mas sélido-viscoelasticos

que sus contrapartes preparadas a 90 °C.

La Figura 5.3.2-7 muestra los valores del angulo de pérdida (8), a ® = 1rad/s, de los
sistemas estudiados en funciéon de la concentracion de gelana. A diferencia del
comportamiento observado en el médulo de almacenamiento, los valores de delta de las
mezclas, independientemente de la temperatura de coccién de las pastas, fueron siempre
mayores a los de gelana sola, lo cual destaca las propiedades gelificantes de gelana atin a
bajas concentraciones como se discutié en la secciéon 5.1. Por otra parte, la Figura 5.3.2-7
muestra que a medida que se increment6é la concentracién de gelana en las mezclas
preparadas a 90 °C, los valores de delta disminuyeron progresivamente aludiendo a un
caracter mas elastico de los sistemas mixtos debido a la incorporacién de gelana.
Contrariamente este efecto no se observé en los sistemas preparados a 75 °C, en estas
mezclas la presencia de 0.005% de gelana disminuy6 notoriamente los valores del angulo
de pérdida de la pasta de almidén, y comparando los valores de delta de ambas
temperaturas de coccién, las pastas cocidas a 75 °C fueron mas eldsticas que aquéllas
preparadas a 90 °C solamente en el intervalo de concentracién de gelana de 0.005 a 0.01%,
concentraciones mayores de gelana tuvieron poco efecto en el predominio del caracter

eldstico sobre el viscoso de las mezclas preparadas a 75 °C
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Figura 5.3.2-7 Angulos de pérdida (5) en funcién de la concentracién de gelana. Mezclas
preparadas a 75 °C (cuadrados), 90 °C (tridngulos) y gelana sola (circulos).
Determinaciones realizadas dentro de la zona de viscoelasticidad lineal a 1 rad/s y 25 °C.

La Figura 5.3.2-8 muestra la dependencia de G’ con el contenido de gelana tanto en
sistemas monocomponentes (geles de gelana) como en los sistemas mixtos. Es evidente, de
acuerdo con esta figura, la creacién de sistemas con sinergia cuando la concentracion de
gelana es menor a 0.02%. Independientemente del tratamiento térmico aplicado a las
mezclas, existe una contribucion importante de ambos macrocomponentes, almidén y
gelana, en la reologia global del sistema. Sin embargo, cuando la concentracién de gelana
es mayor de 0.02%, la reologia del sistema es dominada por el componente gelificante
(gelana), existiendo poca diferencia entre las mezclas preparadas a 90 °C y aquéllas
preparadas a 75 °C, en lo referente tanto a G’ como a 6. Este dominio de gelana en la
reologia de sistemas mezclados recuerda lo observado en las mezclas con mayores
concentraciones de gelana (0.1 a 0.3%) (seccién 5.3.1) y lo reportado en otros estudios
(Papageorgiou et al., 1994; Nishinari ef al., 1996; Miyoshi et al., 1996; Rodriguez-Herndndez
y Tecante 1999).
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Figura 5.3.2-8 Mdédulo de almacenamiento (G) en funcién de la concentracién de gelana
en las mezclas con 3% de almidén. Mezclas preparadas a 90 °C (tridngulos), 75 °C
(cuadrados) y gelana sola (circulos). Determinaciones realizadas dentro de la zona de
viscoelasticidad lineala ® =1rad/sy 25 °C.

5.3.3 Microestructura de mezclas almidén-gelana

La microestructura de las mezclas almidén-gelana se observ6 a través de microscopia
confocal laser ligando un croméforo fluorescente solamente a la molécula de gelana. El
almidén no fue etiquetado fluorescentemente debido a su fragilidad. Consecuentemente,
las microfotografias muestran zonas brillantes (blancas), correspondientes a la
fluorescencia de gelana, en un fondo oscuro donde se presume existe sélo almidén y agua.
La Figura 5.3.3-1 muestra las microfotografias de las mezclas preparadas a 75 °C (a-h),
para facilitar su discusién se han incluido las microfotografias de gelana en la parte
inferior. Las observaciones al microscopio revelaron diferencias en la organizacion
estructural de gelana cuando ésta se haya en presencia de almidén. Si se compara la

microestructura de la mezcla 3/0.005 con gelana 0.005%, la mezcla evidencié zonas mas
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compactas de gelana con grandes espacios sin fluorescencia (zonas oscuras),
irregularmente distribuidos y que se pueden atribuir a zonas ricas en almidén. En
contraste, gelana 0.005% mostré una red tenue, no compacta y poco interconectada, con

grandes zonas libres de gelana.

La gelatinizacion de almidén en presencia de gelana generé rasgos distintivos, las
microfotografias b, ¢, d revelaron la presencia de grandes zonas libres de gelana que
promueven que ésta se asocie formando zonas ricas en gelana muy compactas, lo cual se
observa con mayor detalle en las microfotografias f, g, h. De acuerdo con las observaciones
al microscopio 6ptico de las pastas de almidén preparadas a 75 °C y a las caracteristicas de
hinchamiento del tipo de almidén usado (seccién 5.2), es razonable suponer que esos
espacios libres de gelana son granulos hinchados rodeados de una red de gelana
gradualmente mas compacta a medida que la concentracion de ésta se incrementa. Este
fenémeno de exclusién de gelana por la presencia de granulos hinchados en la mezcla fue
mas marcado en las concentraciones mayores de gelana (0.05% y 0.1%), donde es evidente
incluso la distorsion de las zonas atribuidas a los granulos de almidén (micrografia h) y la

formacién de zonas muy compactas de gelana

En el mismo sentido, la microestructura de las mezclas preparadas a 90 °C y su
comparacion con gelana sola a la misma concentracién, se muestra en la Figura 5.3.3-2. La
co-gelificaciéon de gelana en presencia de almidén disuelto, granulos fragmentados y
granulos hinchados (pastas de almidén cocidas a 90 °C), generaron estructuras diferentes a
los sistemas previos. Las mezclas con bajas concentraciones de gelana, 0.005% y 0.01%,
mostraron una estructura con redes de gelana mejor distribuidas (microfotografias a, b, f,
). incluso la asociacion de las redes de gelana en la mezcla fue mas homogénea que en los

geles de gelana sola (microfotografias k, I).
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Figura 5.3.3-1. Microfotografias confocal de barrido laser de mezclas almidén-gelana (a-h) en 0.01 mol/dm3 de
Ca(l,, preparadas a 75 °C. La concentracién de almidén en todas las mezclas fue 3% y la de gelana: 0.005% (a y e),

0.01% (byf), 0.05% (cy gy 0.1% (dy h) . Las figuras i, j, k y Il muestran la microestructura de gelana a la misma

concentracién presente en las mezclas anteriores. Las barras representan 50 pm en las micrografias a-d y 10 pm en e-1.
Las observaciones al microscopio se realizaron a 25 °C.



Por otra parte, concentraciones mayores de gelana en las mezclas generaron estructuras de
gelana mds compactas alternadas entre espacios sin fluorescencia, que como en el caso
anterior se presume sean zonas ricas en almidén (microfotografias ¢, d, ¢). La amplificacion
de las microfotografias anteriores (1, i, j) hace posible distinguir zonas irregulares libres de
gelana que promueven que ésta se agreguen en dominios formando estructuras mads
compactas pero a diferencia de las mezclas anteriores, con redes mas interconectadas
debido a la irregularidad en las zonas de almidén, presumiblemente por que la mayoria de
los granulos han perdido su integridad durante el cocimiento de la pasta. Sin embargo, a
pesar de existir mayor continuidad de la red de gelana y espacios libres de ésta mas
pequefios, la estructura de las mezclas es completamente diferente de la presentada por los
geles de gelana respectivos, la presencia de granulos remanentes o incluso fragmentos de

éstos generan irregularidades en la red de gelana.

5.3.4 Discusion

Las propiedades viscoelasticas de mezclas almidén de maiz ceroso con gelana, cuando ésta
se usé a concentraciones mayores de 0.05%, estuvieron dominadas por el componente
gelana. La presencia de pequefas cantidades de gelana increment6é notablemente los
modulos y aument6 la elasticidad de las mezclas; sin embargo, estas caracteristicas
siempre fueron superiores en geles de gelana sola a la misma concentracién. El efecto de
almidén en las propiedades viscoeldsticas de las mezclas se manifesté principalmente en la
ampliacién de la zona lineal. El uso de concentraciones bajas de gelana permiti6é observar
la contribucién de almidén en la reologia global de las mezclas e incluso distinguir
sinergia en estas mezclas. Por otra parte el uso de dos temperaturas de preparacion de las
mezclas proporcion6é evidencias del efecto que tienen los granulos de almidén
gelatinizados en el carécter eldstico del sistema. De acuerdo con los resultados de la
seccion 5.2.2, el caracter sélido viscoeldstico de las pastas de almidén esta fuertemente

influenciado por la integridad y extensién del hinchamiento del granulo.

123



(48

3/0.005% 3/0.01% i al0i02% - 3/0.05%

: “ - ‘} o —. %
s 001 %

Figura 5.3.3-2. Microfotografias confocal de barrido laser de mezclas almidén-gelana (a-j) en 0.01 mol/dm?® de CaCl,
preparadas a 90 °C. La concentracién de almidén en todas las mezclas fue 3% y la de gelana: 0.005% (ay f), 0.01% (by Q).
0.02% (cy h),005% (dei) y 0.1% (ey j) . Las figuras k I, m, n, o muestran la microestructura de gelana a la misma

concentracién presente en las mezclas anteriores. Las barras representan 50 pm en las micrografias a-e y 10 pm en f-o0. Las
observaciones al microscopio se realizaron a 25 °C.



Existe por supuesto la interrogante del papel que tiene el hidrocoloide en el hinchamiento
del granulo. Como se discutié en la seccién 2.6, existen algunos estudios que muestran
diferencias en la cantidad de amilosa disuelta durante la gelatinizacion del almidén, en
ausencia y en presencia de hidrocoloide, lo cual hace suponer que este tltimo restringe el
hinchamiento del granulo y ese hinchamiento menor retarda su desintegracién durante la
coccién de las pastas (Conde-Petit ef al., 1997). Otros estudios han supuesto que durante el
hinchamiento del granulo de almidén, el hidrocoloide promueve la adhesiéon de granulos
(Abdulmola et al., 1996a) o bien que al incrementarse la viscosidad de la fase continua
debido a la presencia del hidrocoloide, la transferencia de calor durante la coccién de las
pastas se ve disminuida provocando menores grados de hinchamiento en los granulos

(Kriiger et al., 2003).

En este estudio no fue posible constatar si existieron diferencias en el hinchamiento del
granulo de almidén debido a la presencia de gelana. Como se mencioné en la seccién 5.2.1
y en la revision bibliografica (seccion 2.4) el granulo de almidén de maiz ceroso nativo se
caracteriza por sus valores grandes de hinchamiento y su extrema fragilidad durante la
coccién de las pastas, por lo que las técnicas convencionales de sedimentacién para
cuantificar la fase dispersa en las pastas de almidén no pudieron ser aplicadas ni en las
pastas ni en sus mezclas con gelana, donde la complejidad de los sistemas fue atin mayor.
Por otra parte, el almidén no fue etiquetado fluorescentemente para no danar la estructura
del granulo, consecuentemente, no se visualizé durante el anélisis de microscopia confocal
laser, esto podria haber dado evidencias de su grado de hinchamiento en presencia y

ausencia de gelana.

No obstante, a diferencia de la mayoria de los estudios de mezclas almidén-hidrocoloide,
en este trabajo no se us6 un hidrocoloide espesante sino un agente gelificante cuyas
concentraciones fueron considerablemente inferiores (0.005 a 0.05%) a las tipicamente
usadas en otros estudios (> 0.1%). Con base en esas bajas concentraciones de gelana, es
posible suponer que el proceso de hinchamiento del granulo no esté afectado debido a la

presencia de gelana en la fase continua. La Figura 5.3.4-1 muestra la viscosidad de una
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solucion de gelana de 0.5% a 25 °C. Esta concentracién es superior a la maxima
concentracion de gelana usada en este trabajo, y como se puede observar el
comportamiento reoldgico de esta solucién es Newtoniano con una viscosidad de 9.26 +
0.65 mPa en el intervalo de velocidad de cizalla evaluado. Por lo tanto se puede afirmar
que las viscosidades de gelana (0.005 a 0.3%) durante el proceso de coccién de las pastas
de almidén (T > 65 °C), cuando atin no se adicionan los iones de calcio, debi6 ser inferior a
la mostrada en la Figura 5.3.4-1, por lo que es poco factible que la transferencia de calor en
las mezclas se modifique sustancialmente de manera tal que interfiera en el hinchamiento

del granulo de almidén.

Consecuentemente, teniendo en mente que ambos polimeros, gelana y almidén, se
encuentran presentes desde el inicio de la gelatinizacién, se asume que durante el
calentamiento de la mezcla, la gelana se dispersa y se disuelve en el medio continuo
existiendo en conformacién desordenada a temperaturas mayores a 62 °C donde de
acuerdo con lo reportado se inicia la gelatinizacién de este tipo de almidén (ver Cuadro
2.4-1). Por lo tanto, durante el proceso de calentamiento de la mezcla, el granulo de
almidén se hincha libremente dentro de la solucién de gelana, sin que la presencia de ésta
interfiera significativamente en su capacidad de absorber agua del medio, y una vez
concluida la coccién de las pastas, existird una poblacion de granulos con diferentes
extensiones de hinchamiento y/o fragmentos de grdnulos inmersos en una solucién
macromolecular de gelana y amilopectina, esta tltima liberada del granulo y parcialmente
disuelta en el medio continuo durante el tratamiento térmico. Por lo tanto, durante el
enfriamiento de las mezclas, la gelana pasa a su conformacién ordenada (T = 36.5 °C,
seccion 5.1) y gelifica debido a la presencia de CaCl; en el medio dando origen a redes de
gelana mas o menos interconectadas que atrapan a las entidades granulares previamente

formadas como se observa en las Figuras 5.3.3-1 y 5.3.3-2.
Los resultados evidencian que las propiedades reolégicas de las mezclas almidén de maiz

ceroso nativo con gelana estdn regidos por dos factores principales: a) la extensién del

hinchamiento e integridad del granulo, y b) la concentracién de gelana en la mezcla. En
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este sentido, la reologia y microestructura de las mezclas revelaron dos regimenes de
concentracién de gelana: 0.005-0.02% y 0.03-0.1%, observandose efectos singulares en el

primer régimen.
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Figura 5.3.4-1. Viscosidad de gelana 0.5% (m/m) en solucién acuosa sin
adicion de iones. Determinaciones realizadas a 25 °C en cilindros
concéntricos redometro RFS II.

Cuando gelana estd presente en bajas concentraciones en la mezcla (0.005 a 0.02%), el
almidén tiene una fuerte contribucién a la reologia global, éste proporciona particulas
hinchadas y gelana construye una red rodeando dichas particulas (microfotografias e, f de
Figura 53.3-1 y f, g, h de Figura 5.3.3-2), esta sinergia hace posible tener mezclas con
mayores propiedades elésticas. Sin embargo, aun cuando en ambos procesos de
preparacion de las mezclas, coccién a 75 °C y a 90 °C, se generaron sistemas con sinergia,
las propiedades viscoelasticas de las mezclas no fueron del mismo orden de magnitud. Las
mezclas cocidas a 75 °C generaron sistemas compuestos, composite systems (Figura 5.3.3-1a

y 5.3.3-1b), donde el comportamiento sélido-viscoeldstico estuvo dominado por las
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particulas hinchadas de almidoén y la gelana tuvo un papel secundario debido a que a las
concentraciones usadas, ésta muestra una red con baja interconectividad (Figura 5.3.3-1i,
5.3.3-1j), no permanente con tendencia a fluir en tiempos cortos de observacién (Figura

5.1.2-1a).

Por otra parte, cuando los contenidos de gelana en las mezclas fueron 0.03 a 0.1%, no se
presentaron mezclas con sinergia en ninguno de los dos procesos de preparacién. En
comparacién con los geles de gelana respectivos, el caracter elastico de las mezclas es
menos prominente debido a “interrupciones en la red” por la presencia de granulos
hinchados y fragmentados dentro de la matriz de gelana. La microscopia de las mezclas
cocidas a 75 °C mostr6 grandes zonas, atribuidas a los granulos hinchados, que
promueven la formacién de zonas ricas en gelana (microscopias g y h de Figura 5.3.3-1) en
donde ésta forma redes densas que no son capaces de incrementar el caracter elastico del
sistema debido a que su interconectividad a través del volumen de la mezcla es reducida si
se comparara con los geles de gelana sola a la misma concentracion (microscopias k y I de
Figura 5.3.3-1). Esto generd que las propiedades eldsticas de estas mezclas (i.e. G' y delta)

fueran inferiores a los de gelana sola.

En contraste, las mezclas preparadas a 90 °C con los mismos contenidos de gelana (i.e. 0.03
a 0.1%), mostraron mayor destruccién de granulos hinchados pero paradéjicamente esto
generé que la red de gelana pudiera estar mejor distribuida e interconectada a través de
todo el volumen de la mezcla gelificada (microfotografias i y j de Figura 5.3.3-2), y se
manifestara un predominio del caricter elastico con zonas de unién mas permanentes
(valores mas bajos de delta) dentro del tiempo de observacién de las pruebas reolégicas
(Figura 5.3.2-7). En estas mezclas las propiedades reolégicas estdn regidas
predominantemente por la gelana y el almidon tienen un efecto “debilitador” debido a
que los fragmentos de granulos hinchados y quiza la amilopectina parcialmente disuelta

interfieren en la interconectividad de la red de gelana.
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5.4 MEZCLAS AMILOPECTINA-GELANA

En esta seccién se presentan los estudios reoldgicos y de microestructura de mezclas
amilopectina-gelana, obtenida ésta ltima a través de la desnaturalizacion del almidén
ceroso utilizado en los estudios anteriores. Debido a que en los estudios de microscopia de
las mezclas almidén-gelana éste no se etiquetdé con croméforos fluorescentes, en esta
seccion se realizaron estudios de microscopia utilizando la técnica de doble localizacién, es
decir tanto gelana como amilopectina se pueden visualizar en una misma microfotografia
debido a la sobreposicién de fluorescencia emitida por ambos polimeros previamente
etiquetados. La correlacién de microscopia con los estudios reolégicos de estas mezclas
podra descartar o confirmar la existencia de separacién de fases entre gelana y
amilopectina, y proporcionar informacién sobre la posible interaccion de estas

macromoléculas en la fase continua de las mezclas formadas por almidén y gelana.

541 Reologia dindmica

La Figura 5.4.1-1 muestra el comportamiento de los médulos dindmicos con la frecuencia
de soluciones acuosas de amilopectina, 3, 5 y 7%, y de almidén de maiz ceroso nativo al
3% cocido a 90 °C (lineas). En todas las concentraciones de amilopectina evaluadas, G’ fue
siempre menor a G” y ambos médulos presentaron una fuerte dependencia con la
frecuencia de mediciéon. El comportamiento de G’ y G” fue caracteristico de una soluciéon
polimérica sin entrecruzamientos lo cual favorece el flujo en el intervalo de frecuencia
analizado. Por otra parte, el espectro de almidén al 3% denota un comportamiento
reoldgico donde predomina G’ sobre G” y ambos médulos son mayores, en mas de dos
6rdenes de magnitud, que amilopectina a la misma concentracién. Este contraste en el
comportamiento reolégico de almidén y amilopectina muestra nuevamente el papel que

tienen los granulos hinchados o incluso fragmentados, en la reologia de pastas de almidén.
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Figura 5.4.1-1 Variaciéon de G’ y G” con la frecuencia de soluciones acuosas de
amilopectina al 7% (cuadrados), 5% (circulos) y 3% (triangulos), y pasta de almidén de
maiz ceroso nativo al 3% (lineas) cocido a 90 °C. Los simbolos negros y la linea continua
corresponden a G’ mientras que los simbolos blancos y la linea punteada a G”. Las
determinaciones se realizaron a 25 °C dentro de la zona de viscoelasticidad lineal.

La Figura 5.4.1-2 muestra los espectros mecénicos de las mezclas formadas por 3%
amilopectina y gelana en el intervalo de concentraciones de 0.005 a 0.05%. A la derecha de
los espectros de las mezclas se muestran los espectros de gelana sola a la misma
concentraciéon que la usada en la mezcla respectiva. En los espectros mecanicos de las
mezclas se puede observar que la adicién de bajas concentraciones de gelana, 0.005 a
0.01%, a 3% amilopectina, generé sistemas mas elasticos a medida que la concentracién de
gelana en la mezcla se increment6. El espectro de la mezcla 3/0.005 muestra valores de G’
mayores que amilopectina 3% (linea continua en la Figura 5.4.1-2a) y con menor
dependencia con la frecuencia, mientras que G” practicamente no mostré cambios con
respecto a amilopectina 3% (linea discontinua en la Figura 5.4.1-2a) ni en valores ni en su

dependencia con la frecuencia. Ademas, al incrementar la concentracion de gelana a 0.01%

130



en la mezcla, los médulos dindmicos de la mezcla resultante aumentaron maés de diez

veces su valor comparado con el respectivo de la mezcla 3/0.005.

Las mezclas restantes mostraron valores mayores de G’ y G”, pero éstos fueron muy
similares entre si. Adicionalmente en ese intervalo de concentracién de gelana (> 0.01%),
G’ y G” de las mezclas muestran menor dependencia con la frecuencia a bajos valores de
ésta. Comparando los espectros de las mezclas con gelana sola, éstas siempre mostraron
valores de G" y G” inferiores a los geles respectivos de gelana, haciéndose mayor esta
diferencia a medida que la concentracion de gelana en la mezcla se incrementa.
Igualmente, la independencia de los médulos con la frecuencia, caracteristico de los geles
de gelana sola, se evidenci6 en las mezclas sélo a bajas frecuencias, siendo mds
pronunciado a medida que la concentracién de gelana se increment6, mientras que el
tipico comportamiento fluido de las soluciones de amilopectina, se manifesté en las

mezclas a altas frecuencias de medicién.

La Figura 5.4.1-3 muestra los espectros mecédnicos de las mezclas formadas por 7%
amilopectina y gelana en el intervalo de concentraciones de 0.005 a 0.05%. De forma
similar a la figura anterior, a la derecha se han graficado los espectros de gelana sola a las
mismas concentraciones presentes en las mezclas. A diferencia de las mezclas con 3%
amilopectina, la adicién de 0.005% gelana a 7% amilopectina redujo ligeramente los
valores de los médulos y se generé un comportamiento reolégico completamente diferente
a amilopectina 7% y a la mezcla 3/0.005. En el intervalo de frecuencia 0.01 a 0.2 rad/s
predominé G" sobre G”, y a frecuencias mayores la mezcla mostré6 un comportamiento

reolégico similar a amilopectina sola.

Concentraciones mayores de gelana en las mezclas formadas por 7% de amilopectina
impartieron caracteristicas eldsticas. A diferencia de los sistemas formados tinicamente por
amilopectina y la mezcla 7/0.005, las mezclas con concentraciones mayores de gelana
presentaron valores de G’ mayores a G” en todo el intervalo de frecuencia analizado. De

igual forma que las mezclas 3% amilopectina-gelana, los espectros de las mezclas
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formadas por 7% amilopectina y concentraciones de gelana entre 0.01 y 0.05%, tuvieron
poca diferencia entre si, pero el incremento de amilopectina generé menor independencia
de los moédulos, principalmente G”, con la frecuencia. El Cuadro 5.4.1-1 muestra los
valores de la pendiente de los médulos versus @ en graficas logaritmicas, y el intervalo de

frecuencia en donde se realizé la regresion.

Cuadro 5.4.1-1. Dependencia de G y G” con la frecuencia de las mezclas amilopectina-
gelana (A/G). Regresion lineal (r2 = 0.95 a 0.99) realizada en las gréficas log G" 6 G” versus
log w el intervalo de frecuencia 102a 10° rad/s.

% gelana en las mezclas a® a
A/G Gf Gfl
3/0 0.822 0.746

3/0.005 0.085* 0.514*
3/0.01 0.068 0.519
3/0.03 0.032 0.282*
3/0.05 0.051 0.237*
7/0 0.493 0.638
7/0.005 0.245 0.610
7/0.01 0.085 0.448
7/0.02 0.096* 0.327*
7/0.05 0.077 0.365*
Donde a forma parte de la relacion:G" a 0® y G” o ©*
* r2<0.95

Comparando el comportamiento viscoelastico de las mezclas 7% amilopectina-gelana con
el del gel respectivo de gelana a la misma concentraciéon, se observa que a bajas
concentraciones de gelana, 0.005% a 0.01%, los valores de G’ en los primeros dos ciclos
logaritmicos de frecuencia fueron practicamente iguales a los de gelana sola mientras que

a mayores concentraciones de ésta, G’ divergié en mayor medida con gelana sola.
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Figura 5.4.1-2 Médulos dinamicos en funcién de la frecuencia de las mezclas formadas por
3% amilopectina-gelana (a, b) y de geles de gelana (¢, d). Determinaciones realizadas a 25
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Figura 5.4.1-4. Angulo de pérdida de las mezclas formadas por 3% amilopectina y gelana.
Determinaciones realizadas a 25 °C.

El comportamiento del dngulo de pérdida (8) en funcién de la frecuencia de las mezclas
amilopectina-gelana se muestra en las Figuras 5.4.1-4 y 5.4.1-5. Las mezclas formadas por
3% amilopectina mostraron valores de delta bajos en el primer ciclo logaritmico de
frecuencias, sin embargo a medida que se incrementé la frecuencia de medicion, estos
valores se incrementaron notablemente e incluso alcanzaron valores cercanos a 50°. Por
otra parte las mezclas que contienen 7% de amilopectina presentaron valores mayores de
delta que las mezclas anteriores pero igual que éstas, delta se increment6 con la frecuencia
de medicién. Este comportamiento de delta en las mezclas muestra que el caracter elastico
caracteristico de los geles de gelana se evidencid en las mezclas amilopectina-gelana a
bajas frecuencias (tiempos largos de observacién), mientras que el caracter viscoso,

proporcionado por amilopectina, lo hizo a frecuencias altas (tiempos cortos de
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observacién). Esto mismo se observ6 en el comportamiento de G" y G” con la frecuencia

(Figuras 5.4.1-2 y 5.4.1-3).

60: T T T T T TTTT ..I.I"ET“".I-]]-]:i
50 | L -
B | &
a7 oo l..';I
—_— = ... DDD =
< 3k e o :
o] o m Bg neﬁngﬂﬂﬂnﬂﬂm"}!
20 |- - g' oP E
A " X
B ol i
10 @B =
gatana’ :
0 Lol Pyl Lol Loby il
102 10+ 100 10t 102
o (rad/s)
A/G

7/0.005 =

7001 =

7/002 o

7/0.05 @

Figura 5.4.1-5. Angulo de pérdida de las mezclas formadas por 7% amilopectina y gelana.
Determinaciones realizadas a 25 °C.

Si bien el comportamiento de los médulos dindmicos de las mezclas formadas por
amilopectina y gelana, denot6 un cardcter s6lido-viscoeldstico, el comportamiento de delta
de estos sistemas puso en evidencia su cardcter poco eldstico y débilmente estructurado lo

cual se hizo més notable a frecuencias altas de medicién (tiempos cortos de observacion).

La Figura 5.4.1-6 muestra el comportamiento de 6 en funcién del contenido de gelana en
dos frecuencias de medicion, 0.1 y 1 rad/s, de las mezclas 3%-amilopectina-gelana, 3%-
almidon-gelana cocidas a 90 °C, y de los geles de gelana sola. Como se puede observar en
la figura, el comportamiento de delta de las mezclas con amilopectina mostré un

incremento en el caracter elastico a medida que la concentracion de gelana aument6 hasta
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0.02%, en donde se registr6 un minimo local en delta tanto a 1 rad/s como a bajas
frecuencias, 0.1 rad/s. Concentraciones mayores de gelana (hasta 0.04%) incrementaron
los valores de delta, sin embargo se detecté otro minimo en delta cuando la concentracién
de gelana fue 0.05%. No obstante que la presencia de pequefias proporciones de gelana,
0.005%, en amilopectina 3% aumenté notablemente su caracter elastico (delta disminuy6
de ~ 70° a = 10° a 0.1 rad/s), éste fue siempre menor que en las mezclas almidon-gelana
cocidas a 90 °C, en donde la estructura granular del almidén fue destruida en gran
proporcién, y notablemente inferior a los geles de gelana. Por otra parte, el médulo de
almacenamiento de las mezclas formadas por amilopectina y gelana, fue poco sensible a la
concentracion de amilopectina, la reologia global de las mezclas parece estar gobernada
por la concentracion de gelana existiendo poca diferencia en G’ entre las mezclas formadas
por 3% y 7% de amilopectina de igual contenido de gelana. La Figura 5.4.1-7 ilustra este

comportamiento.

5.4.2 Microestructura

La microestructura de las mezclas amilopectina-gelana se visualiz6é usando dos
cromoforos fluorescentes, fluoresceinamina (FA) unida a gelana igual que en las mezclas
con almidén, e isotiocianato de rodamina (RITC) unido a la molécula de amilopectina. Se
utiliz6 un haz de luz laser a 488 nm para excitar la FA-gelana y 543 nm para RITC-
amilopectina. Las microfotografias de las mezclas formadas por amilopectina 3% y gelana
se muestran en la Figura 5.4.2-1. Las microfotografias g, b, ¢, d muestran la fluorescencia
emitida por RITC-amilopectina en las mezclas amilopectina-gelana, las zonas maés claras
representan la fluorescencia de la molécula de amilopectina, mientras que las zonas
oscuras denotan la presencia de gelana y/o disolvente. Las microfotografias anteriores
muestran pequefias zonas fluorescentes homogéneamente distribuidas en el plano focal de
la mezcla, aunque se alcanzan a detectar pequefias zonas mas fluorescentes dentro de las
microfotografias en algunas mezclas (flechas), no se observaron agregados o zonas ricas en

amilopectina.
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Figura 5.4.1-6 Comportamiento del angulo de pérdida en funcién de la concentracién de gelana, a) ® = 0.1rad/s y b) ® =1rad/s.
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Figura 5.4.1-7. Médulo de almacenamiento de las mezclas amilopectina-gelana y de geles de
gelana en funcién de la concentracién de gelana. Determinaciones a 1 rad/s y 25 °C.

Por otra parte, las microfotografias ¢, f, g, h muestran la fluorescencia de gelana (zonas claras)
dentro de las mezclas amilopectina-gelana. En estas microfotografias se aprecia claramente que
la red de gelana se distribuy6é de manera homogénea en la mezcla y no se observaron grandes
“interrupciones” en la red atribuidas a la presencia de amilopectina. Estas observaciones se
realizaron en la misma muestra y en el mismo plano focal que las microfotografias anteriores (g,
b, ¢, d) por lo que se pueden comparar para visualizar la distribucién y estado de agregacién de
cada macrocomponente por separado dentro de la mezcla. Si se comparan las dos
microfotografias generadas en cada mezcla, a-e, b-f, c-g, d-h, se observa que aquellas zonas més
fluorescentes detectadas al excitar la molécula de amilopectina (RITC-amilopectina) y sefialadas
con flechas en la Figura 5.4.2-1, no interrumpieron la continuidad de la red de gelana al menos

dentro de la resolucién de la técnica de microscopia usada.
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Figura 5.4.2-1. Micrfotografias confocal de barrido laser de mezclas alpa 3% con gelana (0.05 a 0.05. Excitacién de
fluorescencia de RITC-amilopectina en las mezclas (a,b,c,d), y de FA-gelana en las mezclas (e, f, g h). Abajo (i, j, k, ) se muestran la
microestructuras de los geles de gelana respectivos. Las barras representan 10 pm.
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La sobreposicién de las imagenes a-e, b-f, c-g, d-h, llamada técnica de doble localizacién, se
muestra en la Figura 5.4.2-2. Las zonas verdes corresponden a la red de gelana mientras que las
zonas rojas corresponden a amilopectina. En estas microfotografias se observa con mayor
claridad la ubicacion de ambos macrocomponentes en la mezcla. Las zonas con mayor
fluorescencia en las microfotografias a, b, ¢ ,d se detectaron facilmente en las microfotografias de
la Figura 5.4.2-2, en donde aparecieron como zonas rojas dentro de los espacios intersticiales de
la red de gelana. A excepcién de la mezcla 3/0.05 en donde se apreciaron zonas mads
concentradas en amilopectina que ligeramente perturbaron la red de gelana (flechas en Figuras
5.4.2-2 y esquina superior derecha de la micrografia 5.4.2-1h), en general no se visualizé
distorsion en la red de gelana debido a la presencia de amilopectina como la observada en las

mezclas con almidén.

Las microfotografias i, j, k, I de la Figura 5.4.2-1 muestran la microestructura de los geles de
gelana con la misma concentracién que aquélla presente en las mezclas 3 %amilopectina-gelana.
Observando detenidamente la red de gelana formada en las mezclas (microfotografias ¢, f, g, h)
con la red de geles de gelana sola (i, j, k, I), se aprecia que en ambos casos se formé una red
continua de gelana con espacios intersticiales mas pequefos a medida que la concentracion de
ésta aument6. Sin embargo, los geles de gelana sola mostraron redes densas con filamentos mas

gruesos que los observados en la red de gelana de las mezclas.

La microestructura de las mezclas con 7% amilopectina se muestra en la Figura 5.4.2-3. Las
microfotografias a, b, ¢, d muestran la emisién de fluorescencia (zonas claras) de la amilopectina
en las mezclas amilopectina-gelana. De forma similar a las mezclas con 3% amilopectina, la
amilopectina en las mezclas formadas por 7% amilopectina se dispers6 de manera homogénea.
A excepcién de la mezcla 7/0.05, en donde se distinguié una aglomeracién de amilopectina
(flecha), no se observaron agregados de amilopectina y en ningtn caso existi6 perturbacién de la
red de gelana como se muestra en las microfotografias e, f g, h. En estas microfotografias se
observé una red de gelana homogéneamente distribuida, sin embargo esta red fue més débil,
menos densa y con filamentos mas delgados que la red de los geles de gelana sola

(microfotografias i, j, k ,I) y que la red de gelana formada en presencia de 3% amilopectina.
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A/G 3/0.005 A/G 3/0.01

Figura 5.4.2-2. Microestructura de mezclas amilopectina 3% con gelana (0.005 a 0.05%). Técnica
de doble localizacién en donde las zonas verdes corresponden a las redes de gelana y las zonas

rojas a la presencia de amilopectina. Las barras representan 10 um. Las observaciones al
microscopio se realizaron a 25 °C:
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Figura 5.4.2-3. Micrfotografias confocal de barrido laser



Las microfotografias con doble localizacién (Figura 5.4.2-4) revelan en la mezcla 7/0.005 poca
interconectividad de la red de gelana. En esta mezcla la amilopectina se visualizé mejor que en
la mezcla 3/0.005 y el sistema puede describirse como una solucién macromolecular de
amilopectina en donde se encuentran “suspendidas” redes incipientes de gelana. A
concentraciones mayores de gelana se observé una red continua de gelana con espacios

intersticiales pequefios en donde se ubicé la amilopectina.

En este estudio, la microestructura de las mezclas no revel6 separacion de fases atun
incrementando la concentracién de gelana hasta 0.3% como se muestra en la Figura 5.4.2-5. Bajo
esos regimenes de concentracién de gelana (> 0.05%), la microestructura de las mezclas fue

similar ala de gelana sola (microfotografias i, j, k de la Figura 5.4.2-5).

5.4.3 Discusién

Se ha reportado que la amilopectina es un polisacarido de alto peso molecular pero su extensa
ramificacion propicia que tenga valores bajos de viscosidad intrinseca, por lo tanto en solucién
es una molécula muy compacta. La muestra de amilopectina usada en este estudio se obtuvo a
partir de almidén de maiz ceroso nativo y el valor de su viscosidad intrinseca en solucién
acuosa a 25 °C fue 148 mL/g (Anexo C), ligeramente superior al reportado en otros trabajos
(Banks y Greenwood, 1975; Ring et al.,, 1987; Kalichevsky et al., 1987), lo cual indica que la
preparacién de amilopectina fue de mayor peso molecular que la utilizada en los estudios

citados, los cuales han reportado pesos moleculares en el intervalo de 65 a 400 x10¢ g/mol.

Por otra parte, estd bien documentado en la literatura que el proceso de agregacién de cadenas
de amilopectina para formar geles es muy lento y requiere de altas concentraciones de
amilopectina y bajas temperaturas para formar una red tipo gel. Se ha reportado la formacién de
geles de amilopectina con soluciones acuosas de concentraciones mayores a 10% (m/m) (Ring et
al., 1987; Durrani y Donald, 1995) almacenadas a bajas temperaturas (1 a 5 °C) durante periodos
largos de tiempo, desde 48 h (Durrani y Donald, 1995) hasta 40 a 60 dias (Ring y Oxford, 1985;
Ring et al., 1987).
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A/G 7/0.005 A/G 7/0.01

A/G 7/0.03 A/G 7/0.05

Figura 5.4.2-4. Microestructura de mezclas amilopectina 7% con gelana (0.005 a 0.05%). Técnica
de doble localizacién en donde las zonas verdes corresponden a las redes de gelana y las zonas

rojas a la presencia de amilopectina. Las barras representan 10 um. Las observaciones al
microscopio se realizaron a 25 °C.
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Figura 5.4.2-5. Microfotografias confocal de barrido laser de mezclas alopectina 3%y 7% con gelana (0.1 a 0.3%). Excitacién de la
fluorescencia de RITC-amilopectina en las mezclas (a,b,c,d), y FA-gelana en las mezclas (e, f, g h). Abajo (i, j, k) se muestran la
microestructuras de los geles de gelana respectivos. Las barras representan 10 pm.



Los médulos dindmicos de amilopectina en funcién de la frecuencia, a las concentraciones y
condiciones de preparacién usadas en este estudio, denotaron un comportamiento fluido sin
entrecruzamientos de vida corta. Sin embargo, el comportamiento de amilopectina 7% mostré
valores de G' y G” muy cercanos entre si principalmente a bajas frecuencias, lo cual hace
suponer que esta concentracién es lo suficientemente alta para promover la agregacion de
cadenas de amilopectina y la formacién de una red si el tiempo de envejecimiento de las

soluciones es mayor al usado en este estudio.

Ademas de que los valores de los médulos de las mezclas son inferiores a los de gelana sola para
la misma concentracién que en sus mezclas, el comportamiento reolégico de éstas fue tipo
sélido-viscoelastico (con excepcién de la mezcla 7/0.005) sin llegar a mostrar el espectro
caracteristico de un gel como el observado para gelana en todas las concentraciones examinadas.
La amilopectina, a pesar de estar en concentraciones muy superiores a gelana, tiene poco efecto
en la reologia de las mezclas e incluso muestra un efecto “depresor” de las propiedades elasticas
de gelana sola. Existen algunos estudios (Syrbe et al., 1995; Olsson et al.,, 2000) donde se ha
observado que las mezclas formadas por un biopolimero gelificante y un espesante pueden
generar sistemas con mejores propiedades mecanicas debido a la inclusién del biopolimero
espesante en los “poros” o espacios intersticiales de la red formada por el gelificante. En las
mezclas estudiadas a pesar de contar con amilopectina no gelificante no se generaron
incrementos en las propiedades elasticas. Existi6 una notable disminucién en G’ en las mezclas
comparadas con gelana sola e incluso el incremento de amilopectina de 3 a 7% no produjo
cambios sustanciales en los médulos de las mezclas. La “dilucién” de las propiedades reolégicas
de gelana al ser ésta mezclada con otro polisacarido es un fenémeno que se ha observado
anteriormente (Rodriguez-Herndndez y Tecante 1999) y se ha explicado en términos de
separacion de fases e inhibicién de la red de gelana por competencia con el disolvente con el
otro polisacdrido presente en la mezcla, sin embargo no se presentaron estudios de microscopia

ni de diagramas de fases para ayudar a esclarecer este comportamiento.

Existen numerosos estudios acerca de la incompatibilidad termodinamica de biopolimeros
(Piculell et at., 1995; Clark 1995; Kasapis 1995; Norton y Frith, 2001) por citar sélo algunos.

Muchos de ellos se han enfocado en la determinacién y andlisis de diagramas de fase
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(Kalichevsky et al, 1986; Kalichevsky et al., 1987; Closs et al., 1997; Alves et al, 2000) y
recientemente se ha hecho uso de las técnicas de microscopia para discutir este fenémeno
(Bourriot et al., 1999; Schorsch et al., 1999; Lorén et al., 1999; Lorén et al., 2000; Tromp et al., 2001).
Se han propuesto varios mecanismos que llevan a la separacién de fases en mezclas de
biopolimeros, sin embargo muchos estudios coinciden en afirmar que en la mayoria de las
mezclas de biopolimeros, éstos ocupan su propio espacio y al ocurrir un cambio conformacional
debido al descenso de la temperatura de la mezcla, ocurre la separacién de fases. Este fenémeno
se vuelve complejo al existir macromoléculas con carga y la existencia de mezclas de polimeros
gelificantes con no gelificantes, debido a que la cinética de gelificacion tiene un papel importante

en la estructura final de la mezcla.

Algunos estudios de incompatibilidad termodinamica de biopolimeros han reportado que la
inmiscibilidad es mayor a medida que se incrementa el peso molecular y la concentracion de los
biopolimeros, y es fuertemente dependiente de la calidad del disolvente (pH, fuerza iénica,
temperatura). En el caso de mezclas con amilopectina se ha reportado incompatibilidad
termodindmica con galactomananos (Closs et al., 1997), amilosa (Kalichevsky et al., 1987) y
gelatina (Durrani et al., 1993) entre otros. Sin embargo, las propiedades fisicoquimicas de la
amilopectina utilizada, incluyendo el peso molecular, y las condiciones experimentales de los
estudios reportados han sido diferentes en todos los casos, por lo que es dificil hacer

comparaciones.

Aunque el objetivo de este trabajo no fue el estudio de incompatibilidad termodindmica entre
los biopolimeros utilizados, es posible afirmar, de acuerdo con la microestructura observada de
las mezclas amilopectina-gelana, que no existe separacién de fases debido a la posible
incompatibilidad de gelana con amilopectina. La red de gelana se formé dentro de una solucién
macromolecular de amilopectina y a medida que se increment6 la concentracién de gelana, la
red de ésta fue mas compacta, con espacios intersticiales de menor tamafio, los cuales albergaron
la solucién de amilopectina. Debido a las caracteristicas fuertemente gelificantes de gelana, lo
cual se demuestra en la reologia de sus soluciones (seccién 5.1), es probable que su cinética de
gelificacién contribuya a la formacién de geles que “atrapan” la amilopectina antes de que se

pueda llevar a cabo una separacién de fases. Este tipo de estructuras se ha denominado por
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algunos como redes bicontinuas o interpenetradas y se ha observado en otras mezclas con

gelana (Amici et al., 2000).

La integracién de la informacién reolégica con la microestructura de las mezclas amilopectina-
gelana, muestra que las propiedades elasticas de las mezclas dependen en gran medida de la
concentracién de gelana y la amilopectina tiene un efecto “diluyente” en estas caracteristicas. La
microestructura de las mezclas se puede describir como una red de gelana en cuyos espacios
intersticiales se ubica la amilopectina, presumiblemente de acuerdo con la reologia de sus
soluciones, en forma no gelificada. La presencia de amilopectina en la red de gelana no produce
separacion de fases ni distorsiones en la red de gelana, tampoco retrasa la gelificacion de gelana
como se observa en la Figura 5.4.3-1. No obstante, la disminucién en los valores de G’ y la red
débil observada en microscopia, hacen presumir que la amilopectina debido a su viscosidad
dificulta la agregacion de cadenas de gelana durante su gelificaciéon generando redes menos
densas con propiedades eldsticas disminuidas, y este efecto se acentia al aumentar la

concentracion de gelana.

Es importante mencionar que los estudios de microscopia por si solos no proporcionan la
informacién necesaria para esclarecer las relaciones propiedades-estructura de las mezclas
amilopectina-gelana, por ejemplo las microfotografias de las mezclas 3/0.01 y 7/0.005 no
parecen diferir en la forma en la cual se encuentra la red de gelana, a simple vista la
interconectividad en el plano focal y el tamafio de los espacios intersticiales de la red son
similares, incluso si se compara la microestructura de estas mezclas con la de gelana 0.005%
podria suponerse que esta tltima estructura tendra menores propiedades eldsticas. Sin embargo,
la reologia de estos tres sistemas citados es muy diferente y valdria la pena auxiliarse de técnicas
que proporcionen informacién cuantitativa de la interconectividad de la red a través del
volumen de la muestra y no sélo del plano visualizado, ademés de integrar informacién sobre el
tamafio de los espacios intersticiales de la red y el grosor de sus filamentos. Si bien existen
algunos trabajos donde han usado métodos de anilisis tridimensional de iméagenes (Kinney y
Ladd, 1998) y otros donde se han usado diferentes técnicas de microscopia para explicar las
propiedades reolégicas de mezclas de biopolimeros (Olsson et al, 2000; Olsson et al., 2002,

Wikenstrom et al., 2003), el avance en esta drea es todavia incipiente.
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Figura 5.4.3-1. Evoluciéon del médulo de almacenamiento con el tiempo de algunas mezclas
amilopectina/gelana y geles de gelana. Determinaciones realizadas a 1 rad/s durante el
enfriamiento gradual de las muestras desde 65 °C hasta 25 °C. El valor de la deformacién
impuesta fue el mismo que el usado para los espectros mecanicos respectivos y se muestra en el

Anexo B.
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CONCLUSIONES

6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES PARA TRABAJOS FUTUROS

6.1 CONCLUSIONES

Se pudo verificar que el almidén de maiz ceroso nativo usado en este estudio, posee altos
valores de hinchamiento y por lo tanto la fragilidad de su granulo es mayor que la presentada
por los almidones del tipo no cerosos. Debido a esta fragilidad, las pastas de este tipo de
almidén no pueden ser modeladas con los parametros: indice de hinchamiento (H), solubilidad
(S) y fraccién volumen de granulos hinchados (®), usando las técnicas convencionales de
sedimentacion. Por lo tanto no fue posible demostrar el efecto de ® en la reologia de las mezclas
almidoén-gelana como se planteé en la hipétesis. Sin embargo, se pudo comprobar que el grado
de desintegracion de los granulos hinchados durante la preparacién de las pastas influye de
manera directa en su carécter sélido-viscoeldstico. Aquellas pastas cuyo tratamiento térmico
gener6 menor desintegracion granular (temperatura de coccién 75 °C) mostraron propiedades
elasticas mayores. Por lo tanto, la presencia de granulos tiene mayor influencia en las
propiedades viscoelasticas de los sistemas con almidén en su composicién, que la disolucién de

amilopectina en la fase continua.

Los resultados reolégicos y de microestructura de gelana sugieren que la concentracién critica,
Co, para la formacién de geles de gelana en presencia de 0.01 mol/dm? de CaCl,, es ligeramente
inferior a 0.005% m/m. Por otra parte, en el intervalo de concentraciones de gelana estudiado, la
magnitud de las propiedades elasticas (G’, 8) de sus geles depende principalmente del grado de
interconexién y de la densidad de la red de gelana. En este sentido se detectaron dos regimenes
de concentracion:

a) Concentraciones de gelana entre 0.005 y 0.02% m/m en donde los geles son

progresivamente mas eldsticos con redes paulatinamente mds densas, interconectadas y

con espacios intersticiales de menor tamafio, y
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b) Concentraciones de gelana > 0.02% m/m, en donde la formacién de redes
densamente entrelazadas con intersticios progresivamente mas pequeiios generaron altos
valores de G’, pero la elasticidad de los geles (evaluada a través de &) fue poco sensible a

los incrementos de concentracién.

Los resultados muestran que las concentraciones de gelana utilizadas en la industria de
alimentos podrian estar excedidas y quiza esto ha dado como resultado la conveniencia de usar
gelana mezclada con hidrocoloides espesantes, para “diluir” sus propiedades reolégicas.
Adicionalmente la creacién de geles con apariencia fluida, utilizando concentraciones de
hidrocoloide mas bajas que las reportadas hasta ahora, pudiera ser de especial interés para la
estabilizacion de suspensiones de so6lidos dispersos en medios en donde no es deseable

incrementar sus viscosidades.

Por otra parte, los resultados de las mezclas almidén-gelana muestran que sus propiedades
viscoeldsticas estan regidas por:
a) la extension del hinchamiento del granulo de almidén y su degradacién, y

b) la concentracién de gelana.

En este sentido, la creaciéon de sistemas con sinergia se presenta sélo cuando ambos
macrocomponentes de la mezcla pueden contribuir “libremente” en la reologia del sistema, lo
cual se observé solamente en las mezclas almidén-gelana cuando gelana estd presente a
concentraciones cercanas a sus valores criticos de gelificacion. En estos sistemas con sinergia en
sus propiedades viscoelasticas, existe un efecto combinado de las particulas hinchadas del
almidén, las cuales contribuyen al caracter s6lido-viscoelastico, y de la elasticidad caracteristica
de la red de gelana. Asimismo, a medida que la concentracién de gelana se incrementa, la red de
este polisacdrido muestra heterogeneidades debidas a la inclusion de particulas hinchadas de
almidén, lo cual resulta en propiedades eldsticas disminuidas en comparacién con los geles de
gelana sola. Dichas heterogeneidades en la red de gelana son mds mayores cuando existe menor

desintegracién de granulos de almidén.
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La gelificacién de gelana en presencia de amilopectina disminuy6 las propiedades elasticas de
los geles de gelana debido a la formacién de redes menos robustas que albergan en sus espacios
intersticiales a la amilopectina no gelificada. La microscopia de estas mezclas no evidencia
separacién de fases entre ambas macromoléculas. Por lo que se refuta la hipétesis de que la
creacion de mezclas menos elasticas que gelana sola se debe a la separacién de fases entre las

macromoléculas amilopectina y gelana.

6.2 SUGERENCIAS PARA TRABAJOS FUTUROS

En este trabajo se utilizé CaCl, como sal promotora de la gelificacion de gelana y la
concentracion se eligié en base a un estudio previo (Rodriguez-Hernédndez & Tecante, 1999). Sin
embargo, esta concentracién de calcio (0.01 mol/dm?) es superior a la requerida para neutralizar
los grupos carboxilos de gelana, en todas las concentraciones de gelana examinadas en este
trabajo. Por lo tanto, resulta pertinente recomendar estudios donde se usen concentraciones de
calcio, menores y mayores que las estequiométricamente requeridas para neutralizar los grupos

carboxilo de su molécula para obtener mas informacién acerca de su mecanismo de gelificacién.

Un aspecto controversial en el estudio reolégico de mezclas almidén-hidrocoloide es determinar
si efectivamente existe un efecto de inhibicién en el hinchamiento del granulo debido a la
presencia de hidrocoloide. Por lo tanto el uso de técnicas més finas (distribucién de tamano de
particula, microscopia con andlisis de iméagenes) que las cldsicamente usadas para evaluar el

hinchamiento del granulo de almidén podria contribuir a esclarecer esta interrogante.

Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron la importancia de pardametros como: la
interconexién de la red de gelana, el grosor de los filamentos que conforman su red y el tamafio
de los espacios intersticiales en las propiedades reolégicas de los geles. Sin embargo, con los
recursos disponibles en el momento de realizar este estudio, no se pudo realizar un anélisis
cuantitativo de la microscopia de las muestras, lo cual pudiera ampliar el conocimiento de la

organizacion estructural en estos sistemas y su efecto en sus propiedades reolégicas.
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ANEXOS
ANEXO A

DETERMINACION DE SOLUBILIDAD E INDICE DE HINCHAMIENTO DE

ALMIDON.

Se determinaron los parametros de solubilidad e hinchamiento por triplicado en dispersiones de

almidén preparadas siguiendo una cinética de calentamiento y velocidad de agitacion

establecidas (1.5 °C/min y 75 rpm respectivamente). Se obtuvieron alicuotas de pastas de

almidén (1, 2y 3% m/m) en intervalos de 5 °C a partir de 60 °C y hasta el final de la preparacién

(75 °C) para las curvas de hinchamiento y solubilidad en funcién de la temperatura, y alicuotas

s6lo al final de la preparacién (75 °C) para las concentraciones restantes de almidén (4 a 7%).

1)

3)

Las alicuotas de las pastas se diluyeron a 0.5% (m/m) con agua destilada caliente (60 £ 5
°C) en tubos de ensaye con tapén roscado invirtiendo suavemente los tubos para
homogeneizar la dilucion.

Los tubos con las diluciones se colocaron inmediatamente en agua a temperatura
ambiente para evitar que la coccién continiie. La masa final de la dilucién se procuré que
estuviera entre 16 y 20 gramos.

Una vez a temperatura ambiente, de cada tubo se tomé una alicuota de 8 mL y se colocé
en un tubo de centrifuga previamente pesado y etiquetado. Estos tubos se centrifugaron
a 700 g (2200 rpm) durante 15 minutos (Leach et al, 1959).

El resto del contenido de los tubos se colocé en cadpsulas de aluminio a peso constante. Se
pesaron las muestras y se secaron en una estufa a 100 °C durante 24 horas para
determinar s6lidos secos totales (Cs) en la dilucién preparada. Se considera que las
diluciones tienen densidad igual a la del agua, de esta forma Cs se puede expresar en

mg/mL.
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5) Al término de la centrifugacién, en cada tubo se separé, cuidadosamente (procurando no
tomar s6lidos), el sobrenadante del sedimento (almidén hinchado). Se utiliz6 una pipeta
automatica para succionar el sobrenadante lentamente evitando tocar la interfase. El
sobrenadante obtenido se coloc6 en tubos graduados para medir su volumen (Vs) y los
tubos de centrifuga con el residuo hiimedo se pesaron obteniéndose el peso de residuo
himedo (Rh) por diferencia.

Rh = (masa de tubos con residuo)-(masa de tubos)

De acuerdo con Leach et al (1959), la solubilidad se obtiene determinando los sélidos presentes
en el sobrenadante a partir de secado a vacio durante 4 horas a 120 °C. Sin embargo, en este
trabajo se utilizé otra técnica para cuantificar el almidon en solucién. El indice de hinchamiento
por otra parte, se obtiene relacionando la masa de residuo humedo entre la masa de almidén

seco no disuelto.

La solubilidad (S) fue determinada cuantificando carbohidratos totales en el sobrenadante (Cas)
por el método fenol-sulfirico (Dubois et al., 1956), relacionando la masa de éstos con la masa

total de almidén en la dilucién (Ecuacion A-1).

§=2Y%155  (A=1)
8Cs

Donde:

S = solubilidad de almidén (%)

Cas = concentracién de almidén soluble en el sobrenadante (mg/mL)

Vs = volumen de sobrenadante en mL

Cs = s6lidos secos totales en la dilucién (mg/mL)

y 8 es el volumen de la alicuota (mL).

El grado de hinchamiento de los granulos en las pastas estudiadas se calculé utilizando la

siguiente ecuacion:

H=— Rt (a.p
(8Cs — CasVs)
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Donde:
H = indice de hinchamiento del granulo de almidén en las pastas (mg/mg)

Rh = Masa del residuo humedo (mg)

En el divisor de la ecuacion anterior se hace la correccion por solubilidad del almidén total, de
tal forma que el hinchamiento es la masa del almidén hinchado referida a la masa de almidén

que no se disolvi6 (masa total-masa disuelta).

Bagley y Christianson (1982) propusieron que el producto del indice de hinchamiento y la
concentracién de suspensiones de almidén puede aproximarse a una fraccién volumen si la
densidad de las dispersiones se aproxima a la unidad. De aqui la importancia de utilizar
diluciones de baja concentracién (= 0.5%) e interpolar los resultados a las concentraciones de las

pastas.

CQ[—( masa de almidén total }[ masa de almidén hinchado] B (masa dg almidén hinchado]

masa de suspension masa de almidén total masa de suspension

Considerando que parte del almidén se disuelve y no participa en la fraccion volumen de
granulos hinchados, Doublier (1987) propuso una correccién por solubilizaciéon al parametro

anterior al que han denominado @ .

Donde:

C = concentracién de almidon en la pasta (g/g)
H = indice de hinchamiento (g/g)

S = solubilidad (%)

Esta ecuacién supone que el sedimento estd compuesto tinicamente por particulas hinchadas de
almidén, consecuentemente en la fase continua se encontraran las macromoléculas que lograron

disolverse.
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ZONA DE VISCOELASTICIDAD LINEAL DE LOS SISTEMAS ESTUDIADOS

La zona de viscoelasticidad lineal se determiné a partir de un barrido de deformacién a una
frecuencia de oscilacién constante (1 rad/s) y a temperatura de 25 °C. El siguiente cuadro
muestra los limites de esta zona en los distintos sistemas estudiados, asi como el valor de
deformacién (%) en el cual se determinaron los espectros mecénicos y la geometria de medicién

en el equipo utilizado.

ANEXO B

Cuadro B.1. Zona de viscoelasticidad lineal de los sistemas estudiados

ESPECTRO GEOMETRIA
MEZCLA ZONA
LINEAL MchNrco
% y (%)
ALMIDONAGELANA
Concentraciones altas de gelana

Pastas cocidas a 90 °C
7/03 20230 3 FP
5/03 18228 25 Fp
3/03 18223 23 rP
7/02 20250 3 PP
5/0.2 1.823.0 25 PP
3/0.2 18 228 25 PP
7/0.1 40a15 12 PP
5/0.1 2.0a9.0 9 PP
3/0.1 20230 3 PP
7/0 1a (>25) 10 ccC
5/0 30 a (>40) 35 cC
3/0 0a (>20) 5 e

Concentraciones bajas de gelana

Pastas cocidas a 90 °C
3/0.05 05a2.0 15 cC
3/0.04 05a20 15 (0
3/0.03 05a35 20 CcC
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3/0.01 05a35 1 CC
3/0.005 0.5a (>20) 5 ccC
Pastas cocidas a 75 °C
3/0.05 lad 25 o
3/0.03 la4d 25 CC
3/0.01 1a(>15) 25 cC
3/0.005 1a(>15) 25 cc
3/0 1a (>15) 5 cC
AMILOPECTINAAGELANA

Concentraciones bajas de gelana

7/0.05 1a8 25 cC
7/0.02 1a (>20) 5 cc
7/0.01 1a (>20) 5 cc
7/0.005 5a (>20) 7 cc
3/0.05 1a2 15 ¢
3/0.03 1a6 25 ce
3/0.01 1a7 5 cc
3/0.005 8 a (>20) 10 cc
AMILOPECTINA
7/0 4 (>30) 20 cc
5/0 7 a (>50) 25 cc
3/0 10a (>50) 35 cc
GELANA

03 20a40 4.0 PP
0.2 1.8a30 2.8 PP
0.1 25a45 45 PP
0.05 0ad 2.0 cc
0.04 0a45 25 cc
0.03 0a5 25 cc
0.02 0ab 25 cc
0.01 0a10 10 cc
0.005 0a13 10 cC

CC: Cilindros concéntricos (didmetro interno: 32 mm; didmetro externo: 34 mm, longitud de inmersiéon: 33 mm)
Rheometrics Fluid Spectrometer, Rheometric Sci.
PP: Placas paralelas (Distancia entre placas= 3 mm) Haake Rotovisco RV 20 CV 20N,
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ANEXO C

VISCOSIDAD INTRINSECA

1. Determinacion de viscosidad intrinseca

Se realizé cizallamiento simple estacionario en disoluciones diluidas de gelana, gelana
fluorescente (gelana-FA), amilopectina y amilopectina fluorescente (Amilopectina-RITC). Las
determinaciones se hicieron a 25 °C en un reémetro de deformacion controlada (Low shear 40,
Contraves, Switzerland). Se determing la viscosidad a velocidad de cizalla cero (no) a partir de la
curva de flujo y se realiz6 el analisis correspondiente para obtener la viscosidad relativa (1), la
viscosidad especifica (nsp), la viscosidad reducida (f)ra =nsp/C) y la viscosidad intrinseca [n],
extrapolando a concentracién nula el valor de nsp/C y In (nr1)/C, de acuerdo con las ecuaciones
de Huggins y de Kraemer respectivamente. El valor de viscosidad intrinseca proporcioné una
estimacién indirecta del tamafio molecular de las macromoléculas estudiadas, por lo que se
pudo determinar si el grado de despolimerizacion ocurrido durante el etiquetado fluorescente
de los polisacaridos, podria modificar de forma importante su organizacion estructural, lo cual
impediria correlacionar la informacién de microscopia confocal de barrido laser con las

determinaciones reolégicas de estos sistemas.

A partir de los datos de viscosidad de las soluciones diluidas de polisacarido (1) y del disolvente

utilizado (ns) se obtiene la viscosidad relativa definida como:

Nt = 7:1 (C1-1)

5

por otra parte la viscosidad especifica se define como:
T]sp =MNpy -1 (C]‘ = 2)
y la viscosidad reducida

1,
Nred = Cp (C1-3)

Donde C es la concentracién del polisacarido expresada en g/L, g/dL o g/mL. Por definicién la

viscosidad intrinseca es:
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[n] = tim ncff’- (C1-4)

c—0
Este pardmetro corresponde al volumen ocupado por unidad de masa en condiciones de
dilucién infinita (Doublier y Cuvelier, 1996), y esta directamente relacionado con el peso
molecular de la macromolécula en solucién. Para polimeros neutros o polielectrolitos en exceso
de sal o a fuerza i6nica constante, la viscosidad relativa es una funcién monoténica de la
concentracién; por lo que la viscosidad relativa se puede expresar en series de potencias, donde
el término enésimo se identifica como la contribucién de la enésima interaccion molecular. Sin
embargo, cuando las condiciones de dilucién permiten despreciar las interacciones cadena-
cadena, la viscosidad relativa varia linealmente con la concentraciéon del polimero (Lapasin y
Pricl, 1995). Con base en lo anterior, se utilizan frecuentemente como alternativas analiticas la
ecuacion de Huggins (C.1-5) y la de Kraemer (C.1-6) para determinar el valor de [n] por
extrapolacion a concentracion cero (dilucién infinita). Se debe tener cuidado especial en evaluar
el coeficiente de Huggins (k), un valor mayor que la unidad indica agregacion de las cadenas
poliméricas (Lapasin y Pricl, 1995), lo cual daria valores sobreestimados de la viscosidad

intrinseca.

Ecuacion de Huggins

W -fl+kfPC  (C1-5)

Ecuacién de Kraemer

M frlek e (C1-6

2. Gelana y gelana-FA
Se prepararon soluciones de gelana y gelana-FA (1 g/L) utilizando NaCl 0.01 mol/dm? como

disolvente. Los polisacdridos se dispersaron a temperatura ambiente utilizando agitacion

magnética, posteriormente las dispersiones se calentaron a 85 °C para completar la disolucién.
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Las soluciones se enfriaron a temperatura ambiente y se utilizaron para preparar diluciones en
el intervalo de concentraciones de 0.5 a 1.2 g/L. Se hicieron dos réplicas de cada concentracion y
éstas se sometieron a cizallamiento simple en el intervalo de velocidad de cizalla: 100 -7 s-1, para
determinar el valor de viscosidad, no. Los valores de viscosidad relativa, especifica y reducida se
muestran en los Cuadros C.2-1 y C.2-2. La concentracién de cada dilucién se corrigié tomando el
valor de los sélidos totales determinado por desecacion de las muestras en un horno a 103 °C
durante el transcurso de la noche. Se realizé un ajuste de los datos de viscosidad reducida y In
(nre1)/C a la ecuacion de Huggins y a la ecuacion de Kraemer, respectivamente, por medio de

una regresion lineal como se muestra en las Figuras C.2-1 y C.2-2.

Cuadro C.2-1. Viscosidades de soluciones de gelana en NaCl 0.01 mol/dm3 a 25 °C.

Gelana Mo Mrel Nsp nsp/C  Ln(nw)/C
(8/L) (mPa)
0.594 1.289 1413 0.413 0.696 0.582
0.832 1.451 1.591 0.591 0.710 0.558
0.951 1.557 1.707 0.707 0.744 0.563
1.070 1.636 1.794 0.794 0.742 0.546
1.189 1.714 1.879 0.879 0.739 0.531

Tdisolvente : 0.912 mPa

12 12
10} 110
08} Huggins {08

//O__/O__D———O——‘q

Q 2
posr ——o0—6 o 5 % =
= £
Kraemer
04+ {104
0.2 10.2

0.0 e 0
00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12

Gelana (g/L)

Figura C.2-1. Determinacion de viscosidad intrinseca de gelana.
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HUGGINS:

 =hl+kinPe

[n]=0.645L/g
K’ =0.2057
KRAEMER:

lng"‘ =[n]+k"FC

[n] = 0630 L/g
k" =0.2013

Cuadro C.2-2. Viscosidades de soluciones de gelana-FA en NaCl 0.01 mol/dm? a 25 °C.

Gelana-FA Mo Nrel Nsp Nsp /C In (Tlrei) /C

(8/L) (mPa)

0.485 1.209 1.299 0.299 0.617 0.539
0.582 1.262 1.357 0.357 0.613 0.524
0.679 1.329 1.430 0.430 0.632 0.526
0.776 1.4028 1.507 0.507 0.654 0.529
0.873 1.450 1.559 0.559 0.640 0.509
0.970 1.538 1.653 0.653 0.674 0.518

Tdisolvente : 0.9302 mPa

1.2 1.2
1.0 11.0
0.8 | Huggins {08
o 06} 106 2
= [ —O——0—0—q—0— | -
04k Kraemer loa
02t 4102
0.0 0.0

00 01 02 03 04 05 06 07 08 089 10 11 1.2.
Gelana-FA (g/L)

Figura C.2-2. Determinacién de viscosidad intrinseca de gelana-FA.
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HUGGINS:

[+ knFc

[n]=0555L/g
K =0.369
KRAEMER:

lngﬂi = [Tl]"' k"[n]ZC

[n]=0556L/g
k" =0.1432

3. Amilopectina y amilopectina-RITC

Se prepararon soluciones de amilopectina y amilopectina-RITC (2 g/L) utilizando agua
desionizada como disolvente. Los polisaciridos se dispersaron a temperatura ambiente
utilizando agitacion magnética, posteriormente las dispersiones se calentaron hasta 90 °C para
completar la disolucién. Las soluciones se enfriaron a temperatura ambiente y se utilizaron para
preparar diluciones en el intervalo de concentraciones: 1 a 2 g/L. Se hicieron dos réplicas de
cada concentracion y éstas se sometieron a cizallamiento simple en el intervalo de velocidad de
cizalla: 100 -7 s1, para determinar el valor de viscosidad, no. Los valores de viscosidad relativa,
especifica y reducida se muestran en los Cuadros C.3-1 y C.3-2. La concentracién de cada
dilucién se corrigié tomando el valor de los sélidos totales determinado por desecacién de las
muestras en un horno a 103 °C durante el transcurso de la noche. Se realizé un ajuste de los
datos de viscosidad reducida y In (n.1)/C a la ecuacion de Huggins y a la ecuacién de Kraemer,
respectivamente, por medio de una regresion lineal como se muestra en las Figuras C.3-1 y C.3-

2,

Cuadro C.3-1. Viscosidades de soluciones acuosas de amilopectina a 25 °C.

Amilopectina Mo Nrel T]sp rlsp/C ln (nrel)/c
(8/L) (mPa)
1.077 1.0440 1.166 0.166 0.155 0.143
1.293 1.066 1.191 0.191 0.148 0.135
1.508 1.107 1.237 0.237 0.157 0.141
1.723 1.139 1.273 0.273 0.158 0.140
1.939 1.161 1.297 0.297 0.153 0.134

TNdisolvente = 0.895 mPa
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Figura C.3-1. Determinacioén de viscosidad intrinseca de amilopectina.

HUGGINS:
‘]S il 1l
—C’- =[n]+kMfC
[n]=0.149L/g
K =0.167
KRAEMER:

e~ o]+ Kl C

[n]=0.148L/g
k" =0.271

Cuadro C.3-2. Viscosidades de soluciones acuosas de amilopectina-RITC a 25 °C.

Amilopectina Mo Nrel Nsp Nsp/C In (Mret)/C
(/L) (mPa)
0.969 1.021 1.141 0.141 0.145 0.136
1.163 1.037 1.159 0.159 0.136 0.127
1.357 1.079 1.206 0.206 0.151 0.138
1.551 1.096 1.224 0.224 0.144 0.130
1.744 1.117 1.247 0.247 0.142 0.127

TNdisolvente : 0.895 mPa
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Figura C.3-2. Determinacion de viscosidad intrinseca de amilopectina-RITC.

HUGGINS:
T ;
"~ )+ kInFC
[n]=0.143L/g
k' =0.035
KRAEMER:
lngm; - [n]+k||[n]2C
[n]=0142L/g
k' =0.369
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ANEXO D

REOMETRIA DE CIZALLA OSCILATORIA DE PEQUENA AMPLITUD

Esfuerzo
(Respuesta)

Deformacio
(Perturbacion)

‘fo /\Esfuerzn
f— Ty, T — wt
,\Delnrrnadﬁn

(22

Tiempo —5-

Estuerzo fuera de fase
/ con la deformaci6n

Esfuerzo en fase

con la deformacién

Figura D-1 Geometria y perfil de tiempo de un experimento de cizalla simple
oscilatoria
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Flujo de cizalla simple, no estacionario reolégicamente, oscilatorio de pequefia amplitud.

Este tipo de experimentos proporciona informacién del material a tiempos muy cortos de
observacién, 0.1 a 100 s, aunque usualmente durante la experimentacién, sélo se pueden cubrir 2
o 3 ciclos logaritmicos. El material se somete a un esfuerzo (o deformacién) oscilatorio
sinusoidal a una frecuencia ® (Hz, rad/s), si el comportamiento viscoeldstico es lineal, la
respuesta del material (deformacion o esfuerzo) oscilard también sinusoidalmente pero estard
fuera de fase con la perturbacién aplicada, como se ha esquematizado en la Figura D-1. La
diferencia de fase entre el esfuerzo y la deformacién asi como la amplitud de la deformacién (o
esfuerzo) resultante, se miden y se utilizan para determinar las funciones materiales propias de
este tipo de prueba. El desarrollo matematico para la obtencién de las funciones materiales (G/,

G”, tan §, ", n”) en este tipo de experimentos, implica las siguientes suposiciones:

a) efectos de inercia despreciables

b) deformacién relativa homogénea

¢) oscilaciéon arménica simple

d) la amplitud del esfuerzo es proporcional a la amplitud de la deformacién

e) el desfase (8) es independiente de la amplitud del esfuerzo o deformacion
aplicada

f) deformacion relativa lineal.

Este dltimo punto se debe verificar previo al estudio reométrico para garantizar que las
funciones materiales obtenidas sean funcién tnicamente del tiempo y no de la magnitud del
esfuerzo o deformacién impuesta al material; lo anterior se puede hacer observando el cambio
que tienen los moédulos o la tangente de delta al incrementar la amplitud de oscilacién
manteniendo la frecuencia constante. El intervalo de linealidad se registra donde G" y G” se

consideran constantes.

Partiendo de una deformacién impuesta al material:

Y =7, cos(ot) (D-1)
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La respuesta del material a esta perturbacion seria:
c=0,cos(wt+8) (D-2)
Usando la identidad trigonométrica:

cos(a + B) = cosacosP ¥ senasenp (D -3)

y adaptandola a la Ecuacién D-2:
o =0, cosdcosot — o sendsennt (D -4)

dividiendo por v, la Ecuacién D-4:

c o
= cosdcosot— " sendsenot (D -5)

Yo Yo Yo

Si ahora de la Ecuacién D-5 tomamos los términos independientes de la amplitud de
deformaci6n aplicada que se consideren propiedades sélo del material (0,/70 y 8) y definimos a

partir de ellos a los médulos dindmicos (G” y G”), tenemos:

%0 0s8=G' (D-6)

0

%0 send=G" (D-7)
Yo

En donde G’ y G” son los médulos de almacenamiento y de pérdida, respectivamente; el
primero indica la cantidad de energia que se almacena en el material en cada ciclo de
deformacion y el dltimo es un indicativo de la cantidad de energia disipada durante cada ciclo
de deformacién. Para un sélido perfectamente elastico, donde toda la energia se almacena y
recupera en cada ciclo, G” tendra un valor de cero y el esfuerzo y deformacién estaran en fase (8
= (); contrariamente, para un liquido perfectamente viscoso, donde toda la energia se disipa en

forma de calor, G’ tendra un valor de cero y el esfuerzo y la deformacién estaran desfasados 90°.
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Por lo tanto para un material viscoelastico, donde tanto la componente elastica como la viscosa

estan presentes, el &ngulo de desfase (8) tendra un valor intermedio entre 0° y 90°.
Sustituyendo ahora D-6 y D-7 en Ecuaciéon D-5:

o=7,(G'coswt-G"sennt) (D-8)

Comparando la Ecuacién D-8 y la Ecuaciéon D-1, es evidente que el término que contiene cos wt
estd en fase con la deformacién impuesta y que el término que contiene sen wt esta desfasado
90° con respecto a la deformacién impuesta, por lo tanto G’ y G” también se pueden definir

como:

G- amplitud del esfuerzo en fase con la deformacion relativa
amplitud de la deformacion relativa

G- amplitud del esfuerzo fuera de fase 90° con la deformacion relativa

amplitud de la deformacion relativa

dividiendo ahora la Ecuacién D-7 entre la Ecuacién D-6,

tan6=-G (D-9)
GF

Este parametro adimensional es una relacién entre la energia almacenada y la disipada en cada
ciclo de deformacién. El valor de delta indica la tendencia del comportamiento del material,
para un comportamiento completamente eldstico el valor de delta serd cero y para un
comportamiento completamente viscoso, delta valdra 90°, por lo tanto materiales con tangentes
de delta con tendencia a cero tendrdn un comportamiento reolégico donde predomine la

componente eléstico y viceversa.

A menudo es conveniente expresar los médulos en notacién compleja y ademés definir un
moédulo dindmico complejo, para tal efecto se presenta la deduccién haciendo uso de la ecuacién
de Euler:

et =cosot +isenot (D -10)
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utilizando notacién compleja, la Ecuacién D-1 la podemos escribir como:
y=y5(*) (@-11)
y el esfuerzo de cizalla
s=c, M)  (D-12)
desarrollando la Ecuacién D-12 utilizando la Ecuacién de Euler y dividiendo entre yq:

S -0 (cos ot cosd - senotsend) (D -13)

Yo Yo
definiendo a G' y G” como el componente en fase y desfasado 90° con la deformacién,

respectivamente, obtenemos nuevamente:

G'= % cosd
Yo

G'= 20 sens
Yo

Para definir un médulo complejo G*, ubicamos al médulo G" y G” en el plano complejo como se
muestra en la Figura D-2 de tal forma que G’ corresponda a la relacién esfuerzo/deformacién en
fase con la deformacién (8 = 0) y G” al médulo o relacién esfuerzo/deformacién fuera de fase
90° con la deformacién; sumando vectorialmente las dos componentes (elastica y viscosa) del

comportamiento viscoelastico obtenemos:
G =G+iG" (D-14)

y la magnitud del médulo complejo estard dada por la Ecuacién D-15, de acuerdo a lo

representado en el plano complejo (Figura D-2)

G¢'=/lc*+c?) (D-15)
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Esfuerzo IG,
Deformacion G"

o

Gt

Figura D-2 Resolucién vectorial de los componentes del médulo
complejo en deformaciones de cizalla oscilatoria

Para obtener la representacion compleja del médulo complejo G*, se sustituyen las Ecuaciones
D-6 y D-7 en la ecuacién que define a G* (Ecuacion D-14)

G =08 (D-16)
Yo

Las expresiones anteriores son fttiles para caracterizar materiales viscoelasticos. Para el caso
concreto de liquidos viscoeldsticos es mds practico utilizar viscosidades (n’,n” y m*), las cuales
se han definido como las relaciones esfuerzo/velocidad de deformacién en fase con la rapidez
de deformacién (n’) o desfasado 90° con respecto a la rapidez de deformacién (n”). Para la
deduccion de estas expresiones se parte de un andlisis similar al anterior pero la perturbacién
que se le proporciona al material es la rapidez de deformacién en lugar de una deformacién
relativa, por lo tanto derivando la Ecuacién D-1 con respecto al tiempo para obtener la rapidez

de deformacién relativa, obtenemos:

Y ==Y 0senot  (D-17)
si definimos a la amplitud de la rapidez de deformacién como:
To=0Yo (D-18)

combinando las Ecuaciones D-18 y D-17 se obtiene la perturbaciéon que se le impone al material

en funcién de la amplitud de la rapidez de deformacién

Y==Y,senot  (D-19)
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la respuesta del material a esta perturbacién sera entonces:
o=0,cos(wt+3) (D-20)

utilizando nuevamente la Ecuacién D-2 y dividiendo entre y

9 =% (coswtcosd—senotsens) (D -21)

?0 0
Observando la Ecuacién D-21 y la D-19 resulta claro que en este caso el componente en fase con
la rapidez de deformacién es el término que contiene la funcién seno, mientras que el término
que involucra a la funcién coseno esta fuera de fase en 90° con y ; por lo tanto definiendo ahora
dos nuevas funciones materiales, n’ y n”, viscosidad en fase con la rapidez de deformacién, o

viscosidad dindmica, y viscosidad fuera de fase en 90° con la rapidez de deformacién:

n=Csens  (D-22)

0

% cos5  (D-23)
0

sustituyendo D-22 y D-23 en la Ecuacién D-21:

n

o=7,(M"cosot -n'senwt)  (D-24)
ecuacion que expresa la respuesta de un material sometido a una rapidez de deformaciéon

oscilatoria, en funcién de las componentes en fase y fuera de fase con la rapidez de deformacién.
Combinando las Ecuaciones D-19 y D-24:

o=n"7+n"¥,cosot (D-25)

para un material puramente viscoso, donde " = 0,

n'—=n(y) cuandow — 0

De igual forma que para el caso de los médulos dindmicos, se puede definir una viscosidad

compleja, para lo cual partiremos de la definicién de deformacién y esfuerzo complejo

Y*=Y,e  (D-26)
G* = Goef(mf’+5) (D - 27)
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derivando la Ecuacién D-26 con respecto al tiempo obtenemos una expresién compleja de la
rapidez de deformacién

7*=7Yoi0e  (D-28)
a partir de estas tres tltimas expresiones se definird n*

U*
4 s D-29
7 (D-29)

sustituyendo D-27 y D-28 en Ecuacién D-29

n =20 (B (D-30)
'}’UI(D

utilizando la ecuacién de Euler y desarrollando el producto

n =—i%% cos§ + 20 send (D-31)

To Yo
sustituyendo las expresiones que definen " y n” (Ecuaciones D-22 y D-23) en D-31 se llega a la
expresién que define a la viscosidad compleja en funcién de sus dos componentes, componente

viscosa (1) y elastica (n”).

n =n-in" (D-32)
Es muy practico tener ecuaciones que relacionen las viscosidades y los médulos dindmicos, las

expresiones mas sencillas se obtienen relacionando G’ conn”, G” con " y G* con n*

.o (-3
1
.o (-39
n

C io (D-35
n
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ANEXO E

MICROSCOPIA CONFOCAL DE BARRIDO LASER

La microscopia confocal de barrido laser (MCBL) ha emergido como una nueva herramienta
analitica para estudiar la microestructura de sistemas biolégicos. Su principal aplicacion ha
sido en medicina y fisiologia celular; sin embargo la microestructura y composicién de
alimentos también han sido beneficiadas. La Figura E-1 muestra un diagrama del principio
de operacién de la MCBL. El instrumento usa fuente de luz laser para iluminar, por medio
del objetivo, un punto bien definido del espécimen (punto focal). Un escaner re-direcciona el
haz de luz en el plano xy, xz o yz, haciendo un barrido del punto iluminado del espécimen.
La luz fluorescente y reflejada del espécimen se enfoca, mediante la 6ptica del equipo, a un
punto confocal en el centro de la abertura confocal, pinhole. Solamente la luz procedente del
plano focal definido en el espécimen es capaz de atravesar la apertura confocal y llegar al
detector para producir una imagen que es en realidad una “seccién 6ptica” del espécimen

analizado (Brooker, 1995).

Detector

Apertura
confocal
"pinhole”

Laser

=Y

Control de z

Figura E-1. Diagrama del principio de operacién de MCBL

174



MCBL es hasta ahora la técnica de microscopia con mayores ventajas para producir secciones
6pticas, extraordinariamente delgadas y con alta resolucién, de especimenes gruesos
(Aguilera et al., 2000). Adicionalmente, MCBL permite obtener una serie de secciones 6pticas
al fijar el plano focal, xy, y mover el espécimen a lo largo del eje z bajo incrementos
controlados. El resultado de la sobreposicién de esta coleccion de imégenes es una
representacioén tridimensional de la estructura espacial de la muestra, cuya calidad depende

bésicamente del espesor de cada seccion éptica.

La mayoria de los equipos de MCBL comerciales son usados como microscopios confocales
en el modo fluorescencia, aunque también estén adaptados para trabajar con luz laser
transmitida o luz reflejada. En el modo de fluorescencia, las iméagenes de varios
componentes de la muestra se producen usando luz laser para excitar un pigmento
fluorescente que ha sido ligado o difundido dentro del sistema a visualizar. Actualmente se
disponen de una amplia variedad de croméforos fluorescentes altamente especializados para

ligar componentes como proteinas, carbohidratos, lipidos, iones, etc.

La ventaja principal de MCBL sobre microscopia éptica convencional es obvia, por ejemplo
en microscopia de epifluorescencia, se obtiene simultdneamente una imagen de todo el
espécimen, la cual incluye luz emitida fuera de foco a través del espesor de la muestra, tanto
arriba como abajo del plano focal del objetivo. Estas imagenes pierden resolucién y claridad,
y se reconocen por resplandores asociados a estructuras de interés (Aguilera et al., 2000).
Actualmente, la tecnologia de MCBL ha mejorado sustancialmente y los nuevos equipos
tienen la posibilidad de producir luz de dos o mas longitudes de onda diferentes, lo cual
facilita visualizar distribuciones espaciales de diferentes componentes quimicos dentro de

una misma muestra.
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Abstract

The dynamic rheology and confocal laser scanning microscopy (CLSM) of gellan at low concentrations (0.005-0.05 wt%) in the presence
of 10 mM CaCl, were investigated at 25 °C. DSC thermograms showed a conformational transition from coil to rigid helix at approximately
41 °C. Microscopy observations demonstrated that at these low gellan concentrations, the level of counter ions induced formation of a
network, the compactness of which depended on gellan concentration. The reinforcement of the network structures by the increase of gellan
concentration resulted in more elastic gels well evidenced through the rheology of the systems.

© 2003 Elsevier Science Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction

Gellan is an extracellular polysaccharide produced by
aerobic fermentation of Sphyngomonas elodea (Sworn,
Sanderson, & Gibson, 1995). The deacylated form is an
anionic polysaccharide consisting of a linear tetrasaccharide
repeating unit of [ — 3)-B-p-Glcp-(1 — 4)-B-p-GlcpA-
(1 — 4)-B-p-Glep-(1 — 4)-a-L-Rhap-(1 — ] (Jansson &
Lindberg. 1983). It forms firm, hard, and brittle gels, with
gelation being dependent on the type of cation, ionic strength,
temperature, and polymer concentration (Sanderson, 1990).
It has been reported that gellan is able to form gels at
concentrations as low as 0.05 wt%, however, the concen-
trations commonly used in food manufacture range from 0.2
to 0.4 wt% (Kelco International, 1991). Such low concen-
trations and gum multifunctional properties allow to get a
wide spectrum of textures and to use gellan in combination
with other hydrocolloids to enhance stability, structure
formation and flavor release in food systems.

X-ray diffraction data conducted on Li*-gellan indicated
that the molecular structure is an extended, intertwined,
threefold left-handed double helix where the polysaccharide

* Corresponding author. Tel.: +52-55-56-22-53-07, fax: +52-55-56-22-
53-09.
E-mail address: tecante@servidor.unam.mx (A. Tecante).

is stabilized by interchain hydrogen bonds (Upstill, Atkins,
& Attwool, 1986). X-ray examination of the K™ salt (Upsitill
et al., 1986) showed that one K™ ion is associated with the
carboxylate group in every tetrasaccharide repeating unit
surrounded by six ligands to induce the potassium
coordination where both chains in the double helix
participate. The ligands include two carboxylate oxygen
atoms and a hydroxyl group in one chain, two hydroxyl
groups in the other chain and a crystalline water molecule.
All this structural organization is responsible for the high
stability of the gellan double helix.

The gellan sol-gel transition and solution properties
have been studied by several authors (Crescenzi. Dentini,
& Dea, 1987 Grasdalen & Smidsrod, 1987; Milas, Shi,
& Rinaudo, 1990; Shi, 1990). These studies revealed the
existence of a reversible transition between a random coil
(disordered structure) and a helical arrangement (ordered
structure) in solution. The sol-gel transition showed an
ionic selectivity, corresponding to the order of ability of
cations to promote gelation, similar to that proposed for
gelation of k-carrageenan (Milas & Rinaudo, 1996). The
gelation mechanism has been explained as a two-step
process in which the first step is helix ordering followed
by interaction between double helices (Chandrasekaran.
Puigjaner, Joyce. & Arnott, 1988: Shi, 1990). The
mechanical properties of gellan gels as a function of

0268-005X/03/5 - see front matter © 2003 Elsevier Science Ltd, All rights reserved.
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the nature of cation have suggested that aggregation of the
double helices follows different mechanisms; in the
presence of divalent ions, at a given ionic strength, gellan
gels are firmer and harder than those from monovalent ions.
However, so far, there is no X-ray diffraction analysis of
divalent salts of gellan but computer modeling based on K*-
gellan data (Chandrasekaran, Lee. Radha, & Thailambal,
1992) showing that the carboxylate-cation™ —water-
cation™ —carboxylate interactions in the presence of
monovalent cations are expected to be replaced by stronger
carboxylate-cation®* —carboxylate interactions, rendering a
higher capacity of adjacent helices cross-linking at
significantly lower ionic strength when divalent ions are
involved.

Till date, most of the investigations on gellan gelation
are based on physico-chemical studies and they have
revealed important details on the molecular structure and
have proposed association mechanisms between gellan
macromolecules. Recently, Atomic Force Microscopy
(Gunning, Kirby, Ridout, Brownsey, & Morris, 1996;
Meclntire & Brant, 1997) has been used to investigate the
proposed models for gelation and to visualize the long-
range distributions of gellan macromolecules within the
gel network; such microscopy images of gellan showed a
fibrous network in the presence of gel-promoting cations.
Rheological measurements are appropriate tools for
obtaining information about the organization of macro-
molecules in the medium, thus the correlation of
rheology with microstructure information is useful to
understand the macroscopic behavior in terms of the
microstructure organization. There are few studies where
the rheology of polysaccharide systems is discussed in
terms of the visualized microstructure due to the
difficulty to develop a successful method for imaging
biopolymers in aqueous solution. Recently, confocal laser
scanning microscopy (CLSM) has been used for imaging
food systems because it produces good quality and high-
resolution images of the internal structure of biological
systems without structural damage. The instrument uses a
focused scanning laser to illumine a sub-surface layer of
the specimen; the information from this focal plane
passes back and is projected onto a confocal aperture in
front of a detector. The CLSM controls the production of
images in the z-direction due to the adjustable focal
plane, so large numbers of consecutive optical sections
with improved lateral resolution can be obtained and
three-dimensional figures can be constructed by stacking
a number of consecutive images at the same location in
the xy-direction, but at different depths into the sample
(Brooker, 1995). The aim of this work was to correlate
the confocal microscopy observations of gellan aqueous
systems with their rheological behavior in order to know
the extent of chain associations and explain the
rheological properties of these systems in terms of their
visualized microstructure.

2. Materials and methods
2.1. Materials

The sodium salt of the deacylated form of gellan was
obtained by ion exchange of commercial gellan (Kelcogel,
lot 07254A; Kelco, San Diego, USA) following the
procedure proposed in the literature (Papageorgiou, Kasa-
pis. & Richardson, 1994). A cation-exchange column was
packed with sodium exchange resin (Amberlite IR 120
PLUS); the resin was first exchanged to the acid form by
eluting with 0.IN HCI until the eluant reached pH 1, then
the column was rinsed with deionized water until the eluant
was neutral. Afterwards, the column was exchanged to the
sodium form by elution with a 0.1 M NaCl until the eluant
was again neutral; finally the column was rinsed with
deionized water until the salt excess was removed which
was confirmed through no precipitation of AgCl into an
acidified silver nitrate solution where the washings were
added. During ion exchange, a gellan solution in deionized
water (0.5-0.8 wt%) at 90°C was passed through the
prepared column. At the end of the procedure, the resin was
washed with hot deionized water and these washings were
also collected. The eluted polysaccharide solution was
poured into two volumes of 2-propanol. The precipitate, a
white fibrous material, was redispersed in 2-propanol to
unswell the polymer, recovered by squeezing the excess of
alcohol and finally dried at 30 °C under vacuum.

2.2. Preparation of fluorescent gellan

Gellan was covalently labeled with fluoresceinamine
(FA) by modifying the procedure of De Belder and Wik
(1975). Gellan (1 g) was dissolved in deionized water
(150 ml) under magnetic stirring at room temperature.
Dimethyl sulphoxide (75 ml) was added and mixed by
gentle stirring, the final pH of the dispersion should not
exceed 5—7; then 0.0281 g of fluoresceinamine, dissolved in
a small volume of dimethyl sulphoxide; 0.0281 ml of
cyclohexyl isocyanide and 0.0281 ml of acetaldehyde were
added. After 5 h at room temperature with gentle agitation,
the reaction mixture was poured into two volumes of
acetone to precipitate the FA-gellan. The polymer was
washed several times with acetone until getting a dehy-
drated polymer; then it was washed with ethanol 95°, once
with absolute ethanol, and once with acetone to remove the
free dye. The FA-gellan was dried overnight in an oven at
40°C, then solubilized in water and dialyzed against
deionized water until no detection of free dye. Finally, the
FA-gellan was precipitated and dried again as mentioned
before.

2.3. Gel preparation

Gellan solutions (0.005-0.5 wt%) were prepared by
dissolving the gellan or FA-gellan in deionized water under
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magnetic stirring and then heating to 90 °C. Gellan gelation
was induced by addition of 10 mM CaCl, which was
dissolved in a small volume of deionized water and added to
gellan solution at the end of preparation before cooling.

2.4. Differential scanning calorimetry

Differential scanning calorimetry measurements were
performed in a Setaram micro DSC-III calorimeter. A mass
(ca. 830 mg) of a recently prepared gellan solution was
sealed hermetically into the DSC pan. The solvent, 10 mM
CaCl; solution weighted to within = 20 mg of the weight of
the gellan sample, was used as a reference. Samples were
heated from 10 to 120 °C at 0.5 °C/min and then cooled to
10 °C at the same rate. Two heating—cooling cycles were
carried out to characterize the material.

2.5, Intrinsic viscosity

Intrinsic viscosities of unlabeled and labeled gellan were
determined at 25 °C in a strain rheometer (Low shear 40,
Contraves, Switzerland). The range of polymer concen-
tration was 0.4-1.2 g/l in 0.01 M NaClj; the diluted gellan
solutions were sheared from 100 to 7s™' in a coaxial
cylinders fixture. The intrinsic viscosity of unlabeled and
labeled gellan was 6.37 and 5.56 dl/g, respectively. The
value obtained for FA-gellan suggests a slight depolymer-
ization due to the labeling reaction, but it was considered
acceptable with respect to possible modification of the
microstructure of the sample.

2.6. Dynamic rheology

Low amplitude oscillatory shear tests were carried out in
a controlled strain rheometer (Rheometrics Fluid Spec-
trometer RFS II) using the coaxial cylinders fixture (inner
diameter: 32 mm; outer diameter: 34 mm, immersion
length: 33 mm). The hot samples were poured into the
preheated geometry (65-60 °C) and then cooled to 25 °C
under a constant oscillation frequency of 1 rad/s to get the
temperature evolution of dynamic moduli. A time sweep at
1 rad/s was also performed to determine the equilibrium
values of the dynamic moduli. The moduli reached their
equilibrium value in 15-30 min depending on gellan
concentration. Thereafter, the mechanical spectra were
obtained from 1072 to 10%rad/s and strain sweeps were
completed to verify that all measurements were carried out
within the linear region of viscoelasticity. All samples were
covered with a thin layer of paraffin oil to avoid
dehydration. Gellan concentrations higher than 0.05%
were studied under low amplitude oscillatory shear tests
in a HAAKE RV20 CV 20N using the plate—plate fixture
(diameter = 19.25 mm, Ak =3 mm) both plates were
covered with fine sand (mesh 100) to avoid slippage during
oscillation. Strain sweeps were performed previous to each

mechanical spectrum to determine the linear zone of
viscoelasticity. All determinations were carried out at 25 °C.

2.7. Confocal laser scanning microscopy

CLSM was performed with a Carl Zeiss LSM 410
Axiovert microscope in the fluorescence mode with a water-
immersed 40 X objective. The hot samples, recently
prepared, were placed between a preheated slide and
cover slip and sealed to avoid dehydration. CLSM
observations were performed at 25 °C. A laser beam at a
wavelength of 488 nm was used to excite the FA and the
emission of fluorescence was recorded between 510 and
565 nm. CLSM allowed to adjust the xy plane and take
images at different z-values into the sample; in this work, all
observations reported were taken at the same depth into the
sample (25 pm).

3. Results
3.1. DSC and temperature evolution of dynamic moduli

Fig. | reproduces the DSC exothermic peak upon cooling
a 1% gellan solution containing 10 mM CaCl, together with
the G’ and G” trace of a 0.05% gellan solution. It should
have been more appropiate to get the DSC thermograms of
gellan systems with the same concentrations as those for
rheological characterization (0.005-0.05%), however, it
was impossible to get good quality signals under the
experimental conditions used due to the low gellan
concentrations. As seen on the thermogram the onset of
transition occurred at 41 °C and the maximum of the peak
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Fig. 1. Differential scanning calorimetry cooling curve of 1% gellan in
10 mM CacCl, at a cooling rate of 0.5 °C/min and temperature evolution of
dynamic moduli of 0.05% gellan in 10 mM CaCl, solution at an oscillation
frequency of 1 rad/s and 2% strain,



624 AL Rodriguez-Herndndez et al. / Food Hydrocolloids 17 (2003) 621-628

was 36.5 °C, which was taken as the coil-helix transition
temperature. In a previous work (Miyoshi, Takaya. &
Nishinari, 1994b) the exothermic peak temperature of 1%
gellan with 6.8 mM CaCl, was detected at 34.2 °C, which
nearly corresponded to the temperature where G’ began to
increase rapidly during the cooling process (35 °C)
(Miyoshi, Takaya. & Nishinari, 1994a). Our results are
close to those reported previously (Miyoshi et al., 1994b) in
spite of the higher salt concentration used here. It has been
reported that the conformational transition shifts to higher
temperatures when salt concentration is increased (Kasapis
et al.. 1999: Miyoshi et al.. 1994b; Nishinari, Watase,
Rinaudo, Milas, & 1996) because of the higher stability of
the double helix in excess of salt (Mazen, Milas, & Rinaudo,
1999). Thus, the slightly higher transition temperature
observed can be due to the increase in CaCl, concentration.

Fig. 1 also shows the dynamic moduli evolution with
temperature of 0.05% gellan in the presence of 10 mM
CaCl; during the cooling process. At temperatures higher
than 43 °C, the dynamic moduli were too small and hardly
detected by the torque sensor of the rheometer. As soon as
temperature reached 42 °C both moduli began to increase
rapidly. This temperature coincided with the beginning of
the coil-helix transition observed in DSC. Comparing the
DSC peak with the G’ and G” traces, it can be noticed that
approximately at the temperature of the DSC peak
(36.5 °C), the moduli, especially G/, reached the equilibrium
value corresponding to the ordered state (rigid helices). It is
worth saying that the temperature evolution of the dynamic
moduli was basically the same for all gellan concentrations
(0.005-0.05%), but it was not possible to evaluate their
thermal behavior by DSC for the reason mentioned above.

3.2. Rheological behavior

Fig. 2 shows the mechanical spectra of 0.005, 0.01 and
0.03% gellan with 10 mM CaCl,. The mechanical spectra of
all gellan systems (0.005-0.05%) displayed a typical gel
behavior in spite of the low concentrations and the physical
appearance of these systems that were ‘pourable liquids’
instead of ‘self-supporting solids’ normally referred to as
‘true’ gels. The storage moduli were independent of
frequency, G' o< %799 and greater than G” over the
frequency range. We can observe the practically complete
independence on frequency of the storage modulus over the
experimental range, principally at concentrations greater
than 0.005%. The spectra show the characteristic behavior
of viscoelastic solids where the crosslinks between
macromolecules are not permanent but a dynamic equili-
brium between formation and rupture of intermolecular
interactions can exist that contributes to the preservation of
the structure during long observation times. Considering the
loss modulus, at the lowest concentrations of 0.005 and
0.01%, an increase was experienced towards the highest
frequencies. Tests with a low viscosity (20 mPa s) New-
tonian fluid did not show this increase in modulus at high
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Fig. 2. Mechanical spectra of aqueous gellan in 10 mM CaCl, at 25°C.
Gellan concentrations: 0.005%(lines); 0.01% (squares); 0.03% (circles).
Filled symbols and solid line: G'; void symbols and dotted line: G". 10%
strain was used in 0.005% and 0.01% gellan, 2.5% strain was used in 0.03%
gellan.

frequencies. It is therefore assumed that such effect can be
attributed to the behavior of the material and not to the
inertia of the rheometer.

All rheological determinations were carried out within
the zone of linear viscoelasticity, which was confirmed by
the strain sweep carried out after the frequency sweep (Fig.
3). Table | shows the upper limit of this zone (7.); its
magnitude was progressively narrowed with addition of
gellan. The scatter of loss modulus values, mainly at high
frequencies, for systems with 0.005% gellan can be
attributed to the closeness to the lower limit of torque
detection of the rheometer. The loss angles of 0.005-0.03%
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Fig. 3. Strain sweep of gellan systems at 25 °C and 1 Hz.
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Table 1
Upper limits of linear viscoelasticity of gellan gels. Strain sweeps were
carried out at 1 rad/s and 25 °C from 1 to 20% strain

Gellan concentration (%) Upper limit of strain, y,, (%)

0.005 13
0.01 10
0.02 6
0.03 5
0.04 45
0.05 4.0

gellan gels are shown in Fig. 4. Those of 0.03-0.05% gellan
were not significantly different (@ = 0.05) to each other
within the frequency range (data not shown). The low values
of loss angles, regardless of gellan concentration, and their
frequency-independent behavior below 10 rad/s denote a
structured gel-like behavior. Beyond 10 rad/s, the loss
angles were lower for higher gellan concentrations; in other
words, the progressive increase of polymer concentration
enhanced the elastic character of the gellan systems. In
contrast, a previous work (Rodriguez-Hernindez &
Tecante. 1999) revealed different features; gellan gels at
higher concentrations (0.1-0.5%) but with the same ionic
strength (10 mM CaCl,) showed a strong gel-like behavior
with moduli independent of frequency and G' > G".
However, the elastic character of the gels was progressively
attenuated as gellan concentration increased (loss angles
increased with concentration) while the dynamic moduli
increased with gellan concentration.

Fig. 5 shows the mechanical spectra of FA-gellan
and non-fluorescent gellan. Both exhibited typical gel
behavior but the storage modulus of the marked
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Fig. 4. Loss angles of gellan in agqueous 10 mM CaCl; at 25 °C. Gellan
concentrations: 0.005% (triangles); 0.01% (squares) and 0.03% (circles).
Strains are those indicated in Fig. 2.
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Fig. 5. Viscoelastic behavior of aqueous 0.03% gellan in 10 mM CaCl; at
25°C and 2% strain. Mechanical spectra (a) and loss angles (b) of
fluorescent (filled symbols) and non-fluorescent gellan (void symbols).

polysaccharide was about one half that of the unmarked
one (Fig. 5(a)). Also larger differences between the
corresponding loss moduli were observed. However, the
loss tangent of both gellan preparations were essentially
the same (Fig. 5(b)) confirming the elastic character of
the respective gels. The difference shown in Fig. 5 is
consistent with the observation that the labeling process
lead to some degree of depolymerization; the intrinsic
viscosity of unlabeled and labeled gellan was 6.37 and
5.56 dl/g, respectively.

The change of G' with gellan concentration is shown in
Fig. 6. From 0.005 to 0.05%, G’ varied as C*'* (r* = 0.99),
whereas from 0.1 to 0.5% it did it as C*'7 (r> = 0.99). In
the latter case, ‘self-supporting” gels were formed and the
rheological determinations were performed in the parallel
plates geometry. The behavior shown in Fig. 6 follows the
trend reported in the literature (Clark, 1992; Ross-Murphy,
1995), where the dependence of G' on polysaccharide
concentration has been associated with the limit C? at
concentrations of approximately 5C;, where Cp is the
critical gel concentration, while such dependence can get
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Fig. 6. Storage modulus as a function of gellan concentration at | rad/s and
25 °C. Determinations carried out in RFS II rheometer using coaxial
cylinders (circles) and in Haake CV20N using plate— plate fixture (squares).

higher exponents as polysaccharide concentration
approaches Cp. In the present case, Cp is slightly lower
than 0.005%.

3.3. Microstructure

The microstructure of gellan was studied by CLSM. This
technique allows to focus on one plane at a well-defined
depth, 25 pm for this work, so that the emission of
fluorescence of the rest of the sample does not interfere
with the structural information coming from the focal plane
(Bourriot, Granier, & Doublier, 1999). Fig. 7 shows the
micrographs of gellan at the same concentrations used in the
rheological tests; clear zones correspond to the fluorescence
of labeled gellan and dark ones to the solvent or zones
devoid of gellan. At 0.005%, the lowest concentration
tested, a tenuous network was evidenced as shown in Fig.
7(a). Continuous zones of gellan can be observed although
there are large void zones irregularly spread over the focal
plane (Fig. 7(f)). Fig. 8 shows the xz and yz cross-sections of
0.005% gellan. These images were obtained adjusting the
first xy plane at z = 10 wm and then taking twenty images
every 1 wm, thus reaching a depth of 29 pm into the sample.
The stacked images resulted in a three-dimensional
representation, not shown for practical reasons, but the xz
(below) and yz (right) cross-sections are shown beside the xy
plane. From the xz and yz sections of 0.005% gellan, few
interconnected zones throughout the volume of the gel can
be observed. Such zones were not completely continuous
but this clearly evidences that connectivity, although very
low, yielded a tenuous network able to impart a solid-like

Fig. 7. CLSM at 25°C of gellan systems in 10 mM CaCl,. Gellan
concentrations: 0.005% (a and f), 0.01% (b and g), 0.02% (c and h), 0.03%
(d and i) and 0.05% (e and j). Scale bars represent 10 pm in a-e and 50 pm
in f—j observations, respectively.

behavior to the system as assessed by the rheological
behavior.

Fig. 7(b) shows the micrograph of 0.01% gellan where a
more homogeneous network is evidenced; the pores
or polymer-free zones are smaller than those of 0.005%.

Xz ¢ PG RS AT
20 pum
Fig. 8. Cross-sections of 0.005% gellan. The plane xy was fixed at 10 um;
xz section (below) and yz (right) were obtained by collecting 20 consecutive

sections every 1 pm at the same location in the xy-direction. The dotted
lines indicate where cuts were made.
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The amplification of the image shown in Fig. 7(b) and (g)
makes clear the formation of a continuous network with
pores throughout the system. At higher gellan concen-
trations, the network structures of the systems were more
continuous and denser (Fig. 7(c)—(e)), the corresponding
amplifications (Fig. 7(h)—(j)) showed more compact gellan
networks with progressively smaller voids throughout
the gel.

4. Discussion

According to the DSC results as well as temperature
evolution of dynamic moduli, gellan in the presence of
0.01 M CaCl, had a transition temperature of 36.5 °C. Such
temperature corresponds to the change of molecular
conformation from random coil to rigid helices in the
presence of exterior salt (Shi. 1990). Therefore, it can be
assumed that below 42 °C, where moduli began to reach
their equilibrium value (Fig. 1), the system is formed by
rigid helices associated through interaction with calcium
ions that form a gel or structured network the compactness
of which depends on polymer content and ionic strength.
This simply emphasizes the fact that the rheological data,
which were obtained at 25 °C, describe the behavior of
ordered and rigid gellan molecules into a CaCl, aqueous
medium.

So far, most of the rheological studies on gellan have
been carried out using concentrations substantially higher
than the ones used here (Kasapis et al., 1999: Miyoshi et al..
1994a; Papageorgiou et al., 1994; Rodriguez-Herndndez &
Tecante, 1999). On the contrary to what was expected,
gellan systems with concentrations as low as 0.005%
displayed a gel-like behavior under the ionic strength
used. At the lowest gellan contents, 0.005 and 0.01%, the
mechanical spectra showed a solid-like nature, while
microscopy observations (Fig. 7(a) and (b)) revealed the
formation of three-dimensional networks rather than gellan
aggregates. However, such networks can be the result of
helical chains association mediated by calcium ions.
According to CLSM observations and rheological tests,
0.005% gellan in 10 mM CaCl, was able to form only a
tenuous network with few continuous polymer zones
throughout the sample volume (Fig. 8). At this concen-
tration, results suggest that the polymer content was not high
enough to produce a strong three-dimensional network,
which is evidenced by the tendency to flow at small
observation times (Fig. 4). This kind of systems is usually
called *weak gel' the solvent is quite free to move rapidly
through the interstices of the network. Such systems respond
as structured fluids at large deformations; that is, they flow
given sufficient shear. The high gelling ability of gellan is
evidenced by the fact that at concentrations as low as
0.005%, which are ineffective for other hydrocolloids, the
polysaccharide was able to form a defined but tenuous

network certainly as a result of the presence of divalent ions
in the medium.

At a higher gellan content, 0.01%, the extent of
gellan association increased yielding a less tenuous but
homogenous network (Fig. 7(b)), although great pores or
zones devoid of polymer were also observed (Fig. 7(g)).
From the rheological tests, this better distributed network
resulted in a more evident solid-like behavior. The
microstructure of 0.02% gellan showed a denser network
with few pores throughout the sample volume and more
interconnected zones (Fig. 7(¢) and (h)). The rheology of
this system was consistent with the structure observed; the
values of the loss angle were almost independent of
frequency, which could be interpreted as a gel with more
permanent junction zones or interchains associations.
Gellan concentrations higher than 0.02% resulted in
completely structured systems with permanent junction
zones within the observation time of the rheological tests;
no relaxation processes took place within this period as
evidenced by the similarity between loss angle values for
0.03 —-0.05% gellan and by the total independence of both
moduli with frequency. The elastic character of gellan
systems with 10 mM CaCl, was enhanced as the polymer
content was increased up to 0.03%. This was confirmed by
microscopy observations where progressively more com-
pact and more interconnected networks were detected.

However, although the values of the dynamic moduli
increased with gellan content from 0.03 to 0.05%, the elastic
contribution to the viscoelastic behavior visualized through
the loss angle values did not undergo appreciable changes.
The elastic character predominated in the same way
independently of the value of the storage modulus. This is
consistent with the microscopy of the systems because no
large differences among these concentrations were found
(Fig. 7(d) and (e)). On the other hand, the CLSM of higher
gellan concentrations, 0.1-0.3%, displayed gellan networks
so compact that virtually all the sample volume was covered
with the polysaccharide leaving only very small pores
throughout the system (micrographs not shown). The
extremely compact network structure observed at concen-
trations higher than 0.05% makes difficult to visualize how
the polymer distribution could be in the case of mixtures of
gellan with other hydrocolloids. The results shown here lead
one to suggest that the best concentrations for foodstuffs and
for model systems in scientific studies, are lower than those
habitually used so far.

5. Conclusions

The gellan concentrations studied here allowed us to
distinguish different levels of structure organization well
consistent with their rheological behaviors. From the log G’
versus gellan concentration relationships, it can be seen that
the low polysaccharide concentrations used here are close
to the critical gel concentration. In this way, such
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concentrations evidence the onset of network formation.
The magnitude of the solid-like properties of these systems
depends on the extent of connectivity and compactness
of the gellan network as well as on the cation content of
the samples. The correlation of rheology with CLSM
observations allow us to see how the progressively higher
gellan concentrations, into the range 0.005-0.02%, result in
more elastic systems well evidenced by the reinforcement of
network structures while at higher gellan concentrations the
changes in the rheological and microstructural aspects are
not so strongly noticeable as gellan content is increased.

On the other hand, it is well known that the mechanical
properties of gellan gels are strongly dependent on the nature
and content of cations. In this work CaCl, was used as added
salt to promote gelation and the concentration was chosen on
the basis of a previous work (Rodriguez-Hernindez &
Tecante, 1999). Further studies using different levels of
cations could be necessary to get more information about the
mechanism of gellan gelation.
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