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I. INTRODUCCION

El gluten de maiz es un sub-producto de la molienda himeda, de alto contenido proteinico
(alrededor del 60 %) y gran disponibilidad que representa una importante fuente potencial
de proteina vegetal para la industria de alimentos. Sin embargo, dadas las caracteristicas de
las proteinas que lo componen, como son su baja funcionalidad en las condiciones
predominantes de los sistemas alimentarios, no se ha logrado su aplicacién, por lo que es
actualmente utilizado principalmente en la industria de alimentos para animales en donde
es apreciado tanto como fuente de proteina, como por sus caracteristicas sensoriales.

En investigaciones previas se ha demostrado que ciertas propiedades funcionales de las
proteinas del gluten de maiz, asi como de otras proteinas vegetales como las de soya, trigo,
chicharo, girasol, etc., pueden ser mejoradas aplicando tratamientos enziméticos y/o
quimico-térmicos como la desamidacién (Casella et a/, 1990; Flores, 1997; Cabra, 2002;
Chan et al, 1999; Mimouni et a/, 1994; Dagorn-Scaviner et a/, 1987; Lin & Humbert, 1974).
Este dltimo es un tratamiento de bajo costo que implica el cambio en la carga neta de la
proteina al transformar el grupo amida de los aminoéacidos asparagina y glutamina en
grupos acidos con carga negativa (acido aspértico y &cido glutdmico) (Vojdani & Whitaker,
1994).

En el caso de las proteinas del gluten de maiz se han logrado mejoras en solubilidad y
propiedades emulsificantes (indice de Actividad Emulsificante (IAE) y Estabilidad de
Emulsién (EE)) utilizando la desamidacién quimica en condiciones &cidas (HCl 0.12 N- 70
2C 6 horas) (Flores, 1997). Estas condiciones sin embargo representan un gasto de tiempo
considetable y es por ésto que se considera de gran importancia ampliar el estudio
explorando otras condiciones de tiempo y temperatura de este tratamiento con el fin de
optimizarlo y determinar si es Gtil para mejorar también otras propiedades de interés como
son Capacidad Emulsificante y propiedades espumantes (Capacidad de Espumado y
Estabilidad de Espuma).

Considerando lo anterior, se plantea en este estudio la modificacién en el grado de
desamidacion e hidrdlisis en funcién del tiempo y la temperatura de tratamiento, con el fin
de encontrar la relaciéon que guardan estas propiedades fisicoquimicas con la mejora en las
propiedades funcionales.

Los resultados obtenidos en esta investigaciéon, permitirdn ampliar el conocimiento acerca

de las caracteristicas de dichas proteinas en la préactica y definir su potencial como aditivos o



ingredientes alternativos disponibles y de bajo costo, en una variedad de alimentos que
requieren de estas propiedades, permitiendo un mejor aprovechamiento de este sub-

producto de la industria procesadora del maiz.



Il. ANTECEDENTES

1. Proteinas en sistemas alimentarios. Propiedades funcionales.

Las proteinas son macromoléculas complejas de gran importancia en diversos sistemas
(sistemas bioldgicos, alimentarios, etc.). En alimentos son consideradas uno de los
componentes fundamentales junto con los carbohidratos y los lipidos tanto por su aporte
nutrimental como por sus propiedades funcionales. Las propiedades funcionales se definen
como propiedades fisicoquimicas no nutrimentales, que contribuyen a otorgar a los
alimentos los atributos sensoriales especificos deseables que los caracterizan. La
funcionalidad requerida varia con el tipo de alimento del que se trate y su aplicacién (Tabla

1) (Vojdani & Whitaker, 1994).

TABLA 1. PROPIEDADES FUNCIONALES DESEABLES EN SISTEMAS
ALIMENTARIOS *
Propiedad funcional Modo de accién Ejemplo de uso
Solubilidad Solvatacién de proteina en Bebidas
funcién del pH
Absorcion de agua y Puentes de hidrégeno Salchichas, pan y
retencién de agua pasteles
Viscosidad Aumento en viscosidad, Sopas, salsas
enlaces con agua
Gelificacién Formacién de matriz Queso
proteinica
Cohesién-adhesién Proteina actiia como Salchichas, pastas
material adhesivo
Elasticidad Enlaces hidrofébicos en Productos de reposteria
gluten, puentes disulfuro en
geles
Emulsificacién Formacion y estabilizacién de Salsas
emulsiones grasas
Absorcion de grasa Enlaza grasa libre Salchichas
Fijacién de sabor Adsorcion, retencion y Productos de imitaciéon
liberacion de carnes y pasteleria
Espumado Forma peliculas estables Productos de reposteria
para atrapar gas (merengues y espumas)

* Fuente: Vojdani & Whitaker, 1994

La mayoria de las propiedades funcionales de las proteinas alimentarias, afectan las
caracteristicas sensoriales, especialmente atributos de textura y sabor, pero pueden interferir
a su vez en el comportamiento fisico de los alimentos o sus ingredientes durante su
preparacién, procesamiento y/o almacenamiento (Cheftel & col, 1985). En otras palabras,

las diversas propiedades funcionales de las proteinas son el resultado de la modificacién de



sus propiedades fisicoquimicas en alguna o todas estas etapas, ya sea que se encuentren en
forma nativa o modificada (Vojdani & Whitaker, 1994).

En general se pueden definir tres grupos de factores que intervienen directamente en las
propiedades funcionales de una proteina. Estos son:

A) Factores intrinsecos. Son aquellas caracteristicas inherentes a la proteina como son su
peso molecular, estructuras primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria. Estos aspectos
involucran entre otras cosas la proporcién, naturaleza (polar o no polar) y conformacién é
exposicion de los aminoécidos presentes en la proteina asi como su homogeneidad o
heterogeneidad (glucoproteinas, lipoproteinas, etc.). Estos factores determinaran las posibles
interacciones que la proteina pueda tener con el medio y con otras moléculas presentes en
la matriz del alimento.

B) Condiciones de procesamiento. En muchas ocasiones las proteinas no se aplican a los
alimentos en la forma en que se encuentran en la naturaleza sino después de un proceso de
extraccion y separacién a partir de una fuente vegetal o animal (en forma de aislados o
concentrados proteicos). Estos procesos se llevan a cabo en condiciones que pueden afectar
las caracteristicas estructurales originales de la proteina. Por ejemplo la adicién de solventes
para extraccion de grasa, los cambios de pH y temperatura para lograr la precipitacién de
las proteinas, el secado, la molienda o las modificaciones enzimaticas o quimicas, afectan
directamente a los diferentes niveles estructurales de las proteinas (conformacién vy
polaridad de aminoécidos) y por lo tanto a las interacciones que puedan tener con el medio
o con otros componentes de los alimentos.

C) Condiciones de aplicaciéon. Se refieren a aquellas que se utilizan en el proceso de
elaboracién de los productos en los que se aplica la proteina. Las de mayor relevancia son
la fuerza idnica, el pH, la concentracién de proteina, la temperatura y los métodos de
mezcla (Hall, 1996).

Por consiguiente la determinacién de las propiedades funcionales y los factores que las
afectan son uno de los criterios principales para definir el uso potencial que puedan tener en
alimentos especificos.

Debido a su heterogeneidad y a la interaccién que tienen con otros componentes de los
alimentos, las proteinas poseen un amplio espectro de propiedades funcionales. Existe una
clasificacién en donde se las divide en tres grupos principales: a) propiedades de hidratacién
(dependientes de interacciones proteina-agua), b) propiedades relacionadas con

interacciones proteina-proteina y c) propiedades de superficie. En el primer grupo se
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engloban propiedades como absorcién y retencién de agua, solubilidad y viscosidad. En el
segundo grupo se encuentran propiedades como precipitacion, gelificacién, y formacién de
fibras o peliculas. Por ultimo, ejemplos de propiedades de superficie son las propiedades
emulsificantes y espumantes. Sin embargo, esta clasificacién no es definitiva ya que muchas
veces las propiedades no son independientes. Por ejemplo en la gelificacién, viscosidad y
solubilidad, intervienen tanto interacciones proteina-agua como interacciones proteina-
proteina (Cheftel & col, 1985). En la figura 1 se esquematizan las interrelaciones que pueden

existir entre los diferentes aspectos de la funcionalidad de una proteina (Pomeranz, 1991).

PROTEINA

PROPIEDADES

: DEUNION Crasa O L ROPIEDADES DE
: Absorcion de Absorcion : TEXTURA
: rasa .
Proteina y grasa unida Proteina y agua Energia H.0  Proteina
: absorbida . ~ A Texturizada
EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE N NN NN NN N NN NN NN N NN EEEEEEEEEEEER EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEnnn” Texfurizocién
. H-O
Solubilidad H* OH- M+ .A- Codgulo
9 ’ ’ HQO
<7/Coagulacién
PROPIEDADES DE Proteina en solucion L
SUPERFICIE Grasa Aire Gelficacion
) ; H+OH:,
Emulsificacién Eneraia Espumado Eneraia M*A ol
Emulsion Proteina-Lipido Espumas Proteina-Aire

Figura 1. Funcionalidad de proteinas y sus interrelaciones (Pomeranz, 1991).
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a. solubilidad

La solubilidad es una de las propiedades fisicoquimicas mas importantes de una proteina
debido a la influencia directa que tiene en otras propiedades funcionales. Se define
termodindmicamente como la concentracién de proteina en un disolvente en el punto de
equilibrio, ya sea en un sistemma monofésico o bifésico (solucién de proteina en un sistema
liquido-liquido o liquido-sélido) (Vojdani, 1996).

La solubilidad estd determinada principalmente por la actividad superficial de una proteina,
la cual estd relacionada con el nimero y tipo de interacciones que puede tener con el
medio, con ella misma o con otros componentes de la matriz. Esto va a depender, entre
otras cosas, de factores intrinsecos como son la composicién y distribucién de aminoéacidos
en la proteina, cobrando gran importancia la proporcién de residuos hidrofébicos e
hidrofilicos y su distribucién. Dado que el medio es generalmente acuoso los residuos
hidrofilicos estardn orientados al exterior (Interacciones proteina-solvente) mientras que los
residuos hidrofébicos se acomodarén al interior de la moléula (interacciones proteina-
proteina). De ahi que para expresar la solubilidad de una proteina en el equilibrio bajo
ciertas condiciones de disolucién se puede utilizar la siguiente ecuacién (Damodaran, 1989):

Proteina-Solvente Proteina-Proteina + Solvente-Solvente

FACTORES EXTRINSECOS QUE AFECTAN LA SOLUBILIDAD.

Las caracteristicas superficiales de la proteina y por consiguiente, su capacidad de
permanecer en solucién, se ven afectadas a su vez por los otros factores mencionados como
son condiciones ambientales y condiciones de proceso. La influencia de algunos de estos

factores se describe a continuacion:

A) pH. El pH es uno de los factores que mas inciden en el comportamiento de una
proteina en solucién. Este comportamiento estd dado por los cambios en la carga neta al
aumentar o disminuir la concentracién de iones H* en el medio. El punto isoeléctrico es el
valor de pH en el cual una proteina posee carga neta igual a cero. Por arriba de éste valor
aumenta el nimero de cargas negativas y por abajo el nimero de cargas positivas. Si la
carga neta disminuye disminuirdn entonces las repulsiones electrostaticas en la molécula y

por lo tanto aumentardn el nuimero de interacciones hidrofébicas (proteina-proteina)
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disminuyendo las interacciones con el medio y la solubilidad provocando la agregacién de
las moléculas y su posterior precipitacién. Si por el contrario aumenta la carga neta, la
proteina serd capaz de interactuar con el medio acuoso (proteina-solvente) aumentando asi
su solubilidad.

La proporcién de proteina soluble en el punto isoeléctrico dependeréa de las caracteristicas
de la proteina. Algunas proteinas son completamente insolubles en su punto isoeléctrico,
mientras que otras permanecen en solucién casi en su totalidad. La curva tipica de
solubilidad de proteinas en funcién del pH tiene forma de U, observdndose en general la
menor solubilidad en el pH isoeléctrico. Esto tiene sus excepciones por ejemplo en el caso
de proteinas complejas o mezclas de proteinas (Vojdani, 1996) Figuras 2 y 3.

100
90
8o
70
B0
50
40
30F

Porcentaje de N soluble

Figura 2. a) Solubilidad de proteina en funcién del pH. (1) Aislado de proteina reducido en fitatos
(RPI1), (2) Concentrado de proteina reducido en fitatos (RPC) y (3) Producto de girasol desengrasado
(Zayas, 1997).

Nitrogeno soluble
(%)

Concentrado de proteina
= de suero

1004
== Cascinato de sodio

N

Aislado de soya

50 1

——— Concentrado de
proteina de pescado

Figura 3. Curvas de solubilidad de diferentes proteinas en funcién del pH (Cheftel & col.,1985)
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B) Temperatura. En general la solubilidad de una proteina aumenta al aumentar la
temperatura en un intervalo de O a 40-50 °C. Esto ocurre debido a que al aumentar la
temperatura se rompen los enlaces que estabilizan las estructuras secundaria y terciaria. Esto
provoca el desdoblamiento de la proteina (cambio conformacional) y por consiguiente la
posibilidad de mayores interacciones hidrofébicas lo que da lugar a la agregacién,
coagulacién y por ultimo precipitacion. Cuando la temperatura de la solucién aumenta lo
suficiente en un tiempo determinado se puede lograr la desnaturalizacién completa de la
proteina la cual puede ser irreversible. Una vez mas se requieren diferentes condiciones de
tiempo-temperatura para desnaturalizar una determinada proteina. Asi mismo estas

condiciones dependen del pH vy la fuerza idnica utilizada (Vojdani, 1996).

C) Fuerza idnica. En los sistemas biolégicos las proteinas no se encuentran solubles en agua
pura, sino en soluciones salinas de baja concentracién (NaCl~0.15 M). En general la
solubilidad de las proteinas aumenta (salting-in), al aumentar la concentracién de sales
neutras, sin embargo como sucede con la temperatura, la solubilidad alcanza un méximo
después del cual al seguir aumentando la concentraciéon de sales, la solubilidad disminuye
(salting out). Esto se debe a que en este punto se presenta la competencia de los iones de la
sal con la proteina por los sitios de unién con el agua. El incremento en la solubilidad se da
en concentraciones de sal de 0.1 - 1 M. El efecto positivo en la solubilidad o salting-in
depende de la naturaleza de los iones y sigue la serie de Hofmeister, que para aniones es la
siguiente: $O42>HPO,>>CH;COO> CI- > Br > NOs > CIO5 > I > ClIO4 > SCN- y para
cationes NH4* > K+ > Na+ > Li,* > Mg,* > Ca,* > Bax+ (Vojdani, 1996).

D) Concentracién de proteina. La solubilidad esté influida también por la concentracién de
proteina presente. En determinadas condiciones una proteina puede ser soluble en agua. Al
aumentar su concentracién por arriba de la constante del producto de solubilidad, una
parte de esa proteina puede insolubilizarse y sedimentar por centrifugacién.
Termodindmicamente existe un equilibrio entre fases, en donde la proteina en estado sélido
estd en equilibrio con la que esta en solucién.

Se puede describir en general una secuencia de pasos que involucran las interacciones
progresivas proteina-agua, a partir de la proteina seca hasta llegar a la proteina en solucién

(Cheftel & col., 1985) (Figura 4).
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Adsorcion de

moléculas de Adsorcion de Condensacién
PROTEINA agua mediante > agua en P de agua en fase > Hidratacién
SECA enlaces en sitios multicapa liquida

nnlarec

&

Solvatacién-
dispersion

Masa o
particulas

insolubles
hidratada

Figura 4. Secuencia de interacciones proteina-agua partiendo de proteina seca (Cheftel & col., 1985).
Las expresiones de solubilidad de la proteina se pueden dar en funcién de estas etapas y/o
del fundamento en el que se basa su determinacién. Algunos de estos términos se presentan

en la Tabla 2 (Vojdani, 1996).

TABLA 2. TERMINOS COMUNES PARA EXPRES’AR LOS VALORES DE
SOLUBILIDAD DE UNA PROTEINA *
Términos Siglas en inglés
indice de dispersabilidad de una proteina (Protein PDI
dispersibility index)
Dispersabilidad en agua de una proteina (Water WDP
dispersible protein)
Grado de Turbidez (Degree of turbidity) -
Porcentaje de insolubilidad (Percent insolubility) -
Dispersabilidad (Dispersibility) -
Solubilidad méaxima de una proteina (Maximum protein
solubility) j
Indice de solubilidad de nitrégeno (Nitrogen solubility NS
index)
indice de solubilidad (Solubility index) Sl
Nitrégeno soluble en agua (Water soluble nitrogen) WSN
Proteina soluble en agua (Water soluble protein) wWsP
Porcentaje de solubilidad de una proteina (Percent protein %PS
solubility)
Porcentaje de solubilidad de nitrégeno (Percent nitrogen %NS
solubility)

*Fuente: Vojdani, 1996
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De acuerdo a esta tabla existen términos que estan relacionados con la dispersabilidad,
turbidez, insolubilidad, solubilidad de nitrégeno y solubilidad de una proteina. La
dispersabilidad es un criterio de la solubilidad, ya que inicialmente la proteina debe
dispersarse antes de estar en solucién. Por otra parte las mediciones de turbidez y
porcentaje de insolubilidad son una medida indirecta de la solubilidad, en donde lo que se
expresa es qué tan deficiente o no es la proteina en esta propiedad.

Por dltimo, existen distintos pardmetros que expresan una medida de solubilidad, ya sea
como nitrégeno o su correspondiente expresién como proteina. Los diferentes indices se
crean tomando en cuenta diversas relaciones como puede ser la cantidad de proteina y la
cantidad de proteinas totales presentes (proteina soluble en agua (WSP por sus siglas en
inglés). También se pueden relacionar los valores obtenidos antes y después de un cierto
tratamiento (%PS-Porcentaje de solubilidad de proteina), o en una cierta condicién
(Solubilidad méaxima de una proteina).

La cuantificacidon de la proteina se puede hacer por diferentes procedimientos, normalmente
se utilizan concentraciones de proteina de 1-20 mg/ml. y la seleccién del método dependera
de algunos factores como pueden ser:

1. Cantidad de proteina disponible para la prueba

2. Concentracién de proteina presente en la muestra

3. Presencia de compuestos que causen interferencia en la prueba

4. Especificidad de la prueba

5. Exactitud y precisién requerida

Los métodos generalmente utilizados varian en su fundamento y serdn seleccionados de
acuerdo al objetivo que se plantée en cada estudio. Los métodos méas cominmente
utilizados son:

a. Método Kjeldahl para cuantificaciéon de nitrégeno proteinico

b. Métodos espectrofotométricos con reactivos especificos (Métodos de Lowry, Bradford)

entre otros
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b. Propiedades emulsificantes

La emulsificacién es uno de los procesos principales en la formulacién de alimentos. Existen
una gran cantidad de productos que son o involucran la formacién de una emulsion.

Algunos ejemplos son: mantequilla, crema, helado, leche, mayonesa, aderezos, etc.

DEFINICION DE EMULSION

Las emulsiones se definen como un sistema formado por dos fases liquidas inmiscibles
dispersas una en otra (Cortés, 1998). Dado que las dos fases son inmiscibles generalmente
una es hidrofébica y una hidrofilica. Las emulsiones que se pueden formar son de dos tipos
principalmente: 1) Emulsién aceite en agua (o/w) siendo la fase dispersa el aceite y la fase
continua el agua, y 2) Emulsién tipo agua en aceite (w/0) cuando el agua es dispersada
sobre una fase continua oleosa. En la mayoria de los casos, en alimentos la situacién es més
compleja ya que también se encuentran presentes otros componentes como particulas

sélidas o incluso una espuma.

MECANISMO DE FORMACION DE UNA EMULSION

El aceite y el agua son inmiscibles por el aumento desfavorable de energia que ocurre
cuando la estructura del agua pura se perturba al estar en contacto con sustancias no polares
y se ordena alrededor de ellas. La minima energia en el sistema se logra cuando el 4rea de
contacto entre los dos liquidos inmiscibles se minimiza, lo que se logra al mantener las fases
separadas. Para formar entonces una emulsién, se requiere dispersar una fase en la otra, y
el proceso requiere de una cantidad significativa de energia. El area interfacial depende de
la cantidad de energia aplicada al sistema. A mayor energia aplicada se obtienen gotas de
menor didmetro y una mayor &rea de interfase (Mangino, 1994).

El factor critico en la tecnologia de las emulsiones depende de la aplicacién de agentes
emulsificantes, los cuales permiten contrarrestar la situacion desfavorable de energia
asociada con la dispersién de las gotas de aceite en el agua (Mangino, 1994). Dada la
inmiscibilidad ya mencionada de los componentes, los agentes emulsificantes deben poseer
tanto regiones de carécter polar como no polar, es decir ser anfifilicas (Wilde, 2000).

Las dos clases de moléculas anfifilicas méas importantes utilizadas en alimentos son las

proteinas y los emulsificantes o surfactantes (de bajo peso molecular). En una emulsién, los
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agentes emulsificantes tienen dos funciones principales: 1) ayudar a la formacién de la
emulsién, disminuyendo la tensién interfacial lo que disminuye la energia libre del sistema y
2) ayudar a la estabilizacién de la emulsién por la formacién de una barrera fisica en la
interfase aceite/agua. Otra caracteristica importante es que el emulsificante se adsorba
réapidamente (Hill, 1996).

Tanto los surfactantes como las proteinas forman capas interfaciales y son capaces de

estabilizar emulsiones y espumas pero utilizan diferentes mecanismos (Figura 5).

(a) (b)

Movimientos Répidos
—p Interfase fluida

Interacciones Fuertes
—» |nterfase viscoelastica

Desdoblamiento Adsorcidon %

Y
%\ Difusién / G e

Figura 5. Comparacion entre la adsorcién de proteinas y surfactantes. Ambos siguen procesos
de difusién y adsorcién, pero sélo las proteinas siguen un proceso de desdoblamiento,
dando como resultado una capa viscoeldstica estabilizada por interacciones intermoleculares
(Wilde, 2000)

Los emulsificantes o surfactantes al igual que las proteinas se adsorben y forman una capa,
reduciendo la tensién interfacial entre las dos fases. Debido a su tamafio las moléculas de
emulsificante requieren de un tiempo menor para difundirse en la interfase, adsorberse en
ella y orientar los grupos de acuerdo a la polaridad. Las proteinas por el contrario al ser
moléculas mucho mas grandes y complejas requieren de un paso extra de desdoblamiento
conocido como desnaturalizacién superficial, por lo que su difusién y absorcidén no es tan
rdpida. Una vez en la regién interfacial es necesario que la proteina sufra cambios
conformacionales para lograr disminuir lo més posible las interacciones de los grupos

hidrofébicos con el medio acuoso y de los grupos hidrofilicos con la fase oleosa. Estas
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interacciones provocan el aumento en la energia del sistema lo cual lo vuelve inestable.
Para llegar al estado de minima energia o estado més estable, la proteina requiere orientar
las cadenas laterales de los residuos de aminoacidos de acuerdo a la polaridad del medio,
como ocurre cuando se encuentra en su estado nativo, en donde la orientacién de los
grupos hidrofébicos es al interior de la molécula, quedando los residuos de aminoécidos
hidrofilicos expuestos al medio, en la medida de las posibilidades cinéticas y de
impedimento estérico. Esta orientacidén y estabilizacidon en la interfase no es tan sencilla ya
que depende tanto de la flexibilidad de la proteina, como de la distribucion de
aminoacidos, pues se requiere tener una cadena con regiones hidrofébicas suficientemente
grandes para poder insertarse en el ambiente no polar. Lo mismo se requiere para las
regiones hidrofilicas. Mientras més regiones se encuentren inmersas en la fase oleosa, mas
dificil serd que la proteina se vuelva a doblar en su estructura original y por lo tanto més
dificil serd que se inestabilice la emulsién (Mangino, 1994).

A pesar de que algunas proteinas son excelentes emulsificantes, no todas pueden adsorberse
fuertemente en una interfase o/w, ya sea porque sus cadenas laterales son altamente
hidrofilicas o porque poseen estructuras rigidas que no permiten a la proteina adaptarse a la
interfase. La adsorcién de las proteinas ocurre via las cadenas laterales de aminoécidos
hidrofébicos por lo que la medicién de la hidrofobicidad de la proteina puede predecir su
poder emulsificante (Dalgleish, 2001). Sin embargo, éste no es el Unico factor ya que la
capacidad de cambiar su conformacién al adsorberse puede aumentar su poder
emulsificante.

Las proteinas que estabilizan emulsiones forman peliculas interfaciales gruesas y con carga
neta. El grosor, la viscosidad, cohesividad y la carga de la capa estd determinada por la

naturaleza de la proteina y las condiciones de emulsificaciéon (Zayas, 1997).

FACTORES EXTRINSECOS QUE AFECTAN LAS PROPIEDADES EMULSIFICANTES DE LAS
PROTEINAS.

i) Concentracién de proteina. El comportamiento de las propiedades emulsificantes en
funcién de la concentracidon de proteina sigue diferentes tendencias. A menor cantidad de
proteina disminuye la capacidad emulsificante pues el &rea interfacial en la que se puede

adsorber es menor. Asi mismo, la tendencia a la desestabilizacién es alta ya que es posible
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que las gotas compartan las moléculas de proteina y esto puede hacer que floculen. Aunado

a esto con bajas concentraciones de proteina se forma una capa delgada menos fuerte.

ii) Fuerza iénica y pH. Tanto el pH como la fuerza iénica influyen indirectamente
en las propiedades emulsificantes de la proteina al afectar su solubilidad y conformaciéon. Al
modificarse la carga de la proteina cambia su actividad superficial y con esto la posibilidad
de interactuar con el medio acuoso y consigo misma. Al aumentar la repulsidn electrostatica
se favorece la estabilidad pues disminuye la posibilidad de agregacién o coalescencia de las
gotas de grasa. En el pH isoeléctrico y en ciertos valores de fuerza idnica, las proteinas
presentan la menor solubilidad y pueden adoptar estructuras compactas y viscoelasticas.
Esto puede evitar el desdoblamiento y adsorcién en la interfase necesarias para lograr la
emulsificacion.

iiii) Tratamiento térmico y otros factores. Un incremento moderado de la
temperatura causa un aumento en la adsorcién del estabilizante en la interfase debido a la
fusion de la grasa por lo tanto la disminucién en su viscosidad. Asi mismo a T més altas
ocurre la desnaturalizacién de la proteina ocasionando el aumento en la actividad
superficial por la exposiciéon de residuos hidrofébicos y se aumenta su capacidad de
interaccién con la fase oleosa (Zayas, 1997).

iv) Tipo de equipo utilizado y cantidad de energia. Una de las principales limitantes
para la comparacién de resultados de propiedades emulsificantes de proteinas es la
variacién que ocurre debido al equipo utilizado para formar las emulsiones. Dependiendo
de los parametros del método utilizado (potencia, energia, velocidad del homogeneizador,
velocidad de adicidén de aceite, condiciones ambientales) se obtendréan diferentes tamafos
de gota, y por lo tanto, emulsiones de diferentes caracteristicas. La distribucién del tamafio
de particula es por lo tanto una medida de la eficiencia del proceso de emulsificacién vy
estabilidad del sistema (Dalgleish, 2001).

V) Volumenes de fases. La proporcién de fases oleosa y acuosa es uno de los
factores mas importantes que definen las caracteristicas de una emulsién. Al aumentar la
proporcién de la fase oleosa se favorece la estabilidad por el aumento de viscosidad hasta
un méximo a partir del cual la proteina no es capaz de mantener la emulsién y ésta se

rompe.
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ESTABILIDAD DE LA EMULSION.

La estabilidad de una emulsién se define como la capacidad de las gotas que la conforman,
de permanecer dispersas, estables y sin cambios (Cortés, 1998). Esta depende del balance de
las fuerzas asociadas con la interfase entre el aceite y el agua (Hill, 1996). Es uno de los
requerimientos principales de una emulsién en alimentos ya que frecuentemente se
requieren prolongadas vidas de anaquel.
Las principales fuerzas involucradas son: a) Fuerzas de atraccién (fuerzas de Van der Waals);
b) Fuerzas de repulsién (fuerzas electrostaticas); c) Fuerzas estéricas (proteina en la interfase)
y d) Fuerzas de deplecién (Influenciadas por polimeros fuera de la interfase).
Debido a la gran cantidad de energia libre en la interfase, las emulsiones son
termodindmicamente inestables y se desestabilizan mediante tres mecanismos (Figura 6):

a) Formacién de nata/crema o sedimentacién

b) Coalescencia

c) Agregaciéon o floculacién

Emulsién Formacion Coalescencia Floculacion
de crema
0 L0
0®0 0 90
® &
Fase dispersa Fase Continua

Figura 6. Esquematizaciéon de estados de desestabilizacién de una emulsién (Hill, 1996).

a) Formacién de nata/crema o sedimentacién. Es ocasionada por el movimiento de la fase
dispersa por la diferencia de densidades entre las dos fases, normalmente la fase oleosa es
menos densa que la acuosa. Cuando hay menor volumen de la fase dispersa a este proceso
se le llama cremado, pero a volimenes mayores se le conoce como drenado.
La expresién para determinar la velocidad de formacién de crema se puede obtener a partir
de la Ley de Stokes, en donde:

Velocidad = gApd?

181,

21



En donde g es la fuerza de gravedad, Ap es la diferencia de densidades entre las fases, d es el
didmetro de la gota y 1, es la viscosidad de la fase continua.

Si la formacién de crema se puede explicar mediante esta Ley, la cual se aplica estrictamente
a esferas rigidas moviéndose a velocidades bajas, las acciones para reducir el proceso serfan:
1. lgualar las densidades de la fase continua y dispersa.

2. Aumentar la viscosidad del medio de dispersion.

3. Reducir el tamafio de gota.

Dado que es un proceso reversible y por la dificultad que representa en emulsiones
alimenticias igualar las densidades de las fases, se recurre muchas veces a desviar la atencién

del consumidor mediante la utilizacién de envases que oculten el producto.

b) Coalescencia. Ocurre cuando las fuerzas de atraccidén son lo suficientemente grandes
para vencer la barrera energética y juntar las gotas lo suficiente para romper la capa
estabilizante y formar gotas méas grandes. Como se dijo anteriormente esto se debe a la
necesidad del sistema de permanecer en el estado de minima energia disminuyendo el &rea

de contacto para llegar al equilibrio.

c) Agregaciéon o floculaciéon. La floculacién se define como la agregacion irreversible de las
gotas de grasa, unidas entre si por fuerzas débiles. En una emulsién estable se previene la
floculacién mediante fuerzas electrostéticas o estéricas. El nivel de floculacién dependera
como se dijo anteriormente del volumen de la fase oleosa, la magnitud de las fuerzas entre
las gotas, asi como de la concentracién de proteina. Asi mismo es importante la
concentracién de proteina ya que, si es baja, es posible que dos o méas gotas compartan las

moléculas de proteina y esto puede hacer que floculen més facilmente (Hill,1996).

MEDICION DE PROPIEDADES EMULSIFICANTES

La emulsificacién es un proceso complejo que involucra la participaciéon de diversas areas
del estudio de las proteinas. Los mecanismos que forman, estabilizan o desestabilizan las
emulsiones han sido estudiados exhaustivamente, pero su medicién no se ha logrado
estandarizar y por lo tanto no resulta facil comparar entre las diversas técnicas. Ademas, el
estudio de estos mecanismos se basa en modelos que la mayoria de las veces no concuerdan

con lo que ocurre en sistemas reales. Por lo tanto se han desarrollado pruebas més practicas
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llamadas también pruebas ad hoc que, aunque carecen de estandarizacién, permiten una
mejor aproximacién del comportamiento real del sistema (Hill, 1996). Tres de las
determinaciones maés utilizadas para cuantificar las propiedades emulsificantes de una
proteina son: 1) indice de Actividad Emulsificante (IAE), 2) Estabilidad de Emulsién (EE) y
Capacidad Emulsificante (CE).

i) Indice de Actividad Emulsificante (IAE). Se define como la méxima &rea interfacial
que puede formar una determinada cantidad de proteina en una emulsién. Se calcula en m?
o cm? y normalmente se expresa por gramo de proteina. Es una medida indirecta del

tamafo de gota obtenido en la emulsién.

ii) Estabilidad de Emulsién (EE). La estabilidad de emulsion ya definida anteriormente
(pég 17), se expresa en funcién del tipo de fendmeno que se desee medir. En general se
mide la estabilidad al medir el volumen de emulsién después de transcurrido un tiempo

determinado o la resistencia a la coalescencia al aplicar una fuerza centrifuga.

iii) Capacidad Emulsificante (CE). Se define como la méxima cantidad de aceite que es
capaz de emulsificar una cierta cantidad de proteina antes de la inversién, bajo condiciones
especificas. Se expresa generalmente como ml de aceite por gramo de proteina. La mayoria
de los aceites vegetales se pueden utilizar de manera satisfactoria. Existen tres indicadores de
la inversiéon de una emulsién: i) el cambio en la apariencia, ii) la caida repentina de

viscosidad v iii) el aumento en la resistencia eléctrica (Hill, 1996).

¢. Propiedades espumantes

La propiedad de las proteinas de formar espumas estables es importante en la produccién
de diversos alimentos. Una espuma se puede definir como un sistema bifasico que consiste
de celdas de aire o CO, dispersas en una fase continua liquida o semisélida (Cheftel et al,
1985). La capa liquida que las separa es conocida como fase lamelar o lamela. Las espumas
alimentarias son generalmente, al igual que las emulsiones, sistemas muy complejos que
incluyen mezclas de gases, liquidos, sélidos y surfactantes. La mayor diferencia entre las
espumas y las emulsiones es que en las espumas la fraccién de volumen ocupada por la fase

dispersa (gas) varfa en un intervalo mucho méas amplio que en las emulsiones. La
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distribucién de las burbujas de aire por tamafio en la espuma influye en la apariencia y

propiedades de textura del producto (Wilde, 1996).

Los agentes espumantes més utilizados en alimentos son: clara de huevo, grenetina, caseinas
y otras proteinas de leche, proteinas de soya y gluten. Las proteinas varian
significativamente en sus propiedades espumantes. En general un buen agente espumante
debe poseer las siguientes caracteristicas:

1) Debe estabilizar la espuma répida y efectivamente a bajas concentraciones

2) Ser buen agente espumante en el intervalo de pH que prevalece en diversos alimentos

3) Permanecer como buen agente espumante en el medio con inhibidores de espuma tales

como grasa, alcoholes y sustancias saborizantes (Zayas, 1997).

MECANISMO DE FORMACION DE UNA ESPUMA

El mecanismo de formacién de una espuma es muy similar al de formacién de emulsiones y
se compone de tres pasos fundamentales:

I. Difusién de proteinas globulares solubles a la interfase aire-agua, reduciendo la tensién
superficial.

Il. Desdoblamiento de las proteinas en la interfase con la orientacién de los grupos
hidrofilicos e hidrofébicos a las fases acuosa y no acuosa.

Ill. Interaccién de polipéptidos para formar una pelicula con desnaturalizacién parcial y
coagulaciéon. Las proteinas se adsorben rdpidamente en la interfase y forman una pelicula

estable alrededor de las burbujas de aire lo que promueve la formacién de la espuma.

Para la generacién de espumas (Figura 7), se pueden utilizar diversos métodos. Entre los
mas importantes se encuentran:

a) Burbujeado (Sparging). Este método consiste en introducir gas en un liquido, via una
abertura que crea burbujas y posteriormente una espuma. Es fundamentalmente una técnica
para investigacién ya que permite la liberacién de volimenes controlados y velocidades
especificas de flujo de un gas determinado. Es el método maés lento pero se obtiene un
tamafio inicial de burbuja constante.

b) Batido (Whipping). Involucra el movimiento a alta velocidad de aspas en un liquido,
introduciendo aire atmosférico. Es el método mas popular en la industria. Produce las

espumas mas estables y disminuye progresivamente el tamafio de burbuja. Se monitorean
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diferentes pardmetros como la capacidad de espumado y la estabilidad de la espuma. El
tipo y velocidad de batidoras, asi como el tamafio y forma del recipiente provocaran
variacién en los resultados.

c) Agitacion (Shaking). La agitacién es un método simple que tiene poca relevancia
industrial. Comidnmente se asocia a la generacién de espuma no deseada. Es necesario en
ciertos productos como aerosoles, para la distribucién de aire previo a la generacién de la
espuma final.

d) Vaciado (Pouring). Consiste Unicamente en vaciar el contenido de un producto en otro
recipiente. Método de interés comercial en ciertas industrias como la cervecera. Se ha

intentado estandarizar para permitir la comparacién de resultados (Wilde, 1996).

Liquido Emulsién de Espuma

gas
Figura 7. Representacién esquematica de la formacién de una espuma. A= Volumen de liquido, B=
Volumen de gas incorporado; C= Volumen total de dispersion; D= Volumen de liquido en espuma

y E= Volumen de espuma. (Cheftel & col, 1985)

FACTORES QUE AFECTAN LA FORMACION Y ESTABILIDAD DE UNA ESPUMA

A) Solubilidad de proteina. Numerosos estudios resaltan la importancia de este pardmetro
como un requisito para obtener buena capacidad espumante y estabilidad de espuma, sin
embargo se ha descubierto que la fraccién insoluble es a su vez benéfica para la
estabilizaciéon de espumas al incrementar la viscosidad, lo que a su vez disminuye la
velocidad de coalescencia. Por esto aln cuando en el punto isoeléctrico el incremento de
volumen o sobrerendimiento no sea bueno, la estabilidad de espuma si lo es. Esto se explica
porque en el punto isoeléctrico aumenta el grosor y rigidez de las peliculas de proteina
adsorbidas en la interfase aire-agua por la generacion de atracciones electrostéticas
intermoleculares.

B) Concentracién de sales. La presencia de sales puede afectar las propiedades espumantes
de una proteina al afectar su solubilidad, viscosidad, desdoblamiento y agregacién. El

aumento en la concentracién de NaCl disminuye la viscosidad reduciendo con esto la
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estabilidad de la espuma pero aumentando el sobrerendimiento. Por otra parte la
presencia de iones calcio podria mejorar la estabilidad por la formacién de puentes con los
grupos carboxilo de la proteina, lo que permite reforzar la red formada por las proteinas.
C) Concentracién de azlcares. La presencia de azlcares ocasiona el aumento de la
estabilidad de espuma por el incremento de la viscosidad del medio. Los aztcares previenen
la desnaturalizacién térmica y bajan la capacidad de espumado por inhibicién de
incorporacién de burbujas de aire.

D) Concentraciéon de lipidos. La presencia de lipidos interfiere desfavorablemente en el
proceso de formacién de una espuma. Estas moléculas con actividad superficial afectan la
conformacién de las peliculas adsorbidas de proteinas al situarse en la interfase aire-agua,
impidiendo la interacciéon proteina-proteina. Ejemplos de esto son las proteinas de soya,
huevo o suero de leche, las cuales presentan mejores capacidades espumantes cuando estédn
aisladas comparadas a cuando estdn acompafadas de la parte lipidica.

E) Concentracién de proteina. El incremento en la concentracién de proteina (hasta un
10%), permite elevar la estabilidad de la espuma en mayor grado que el sobrerendimiento.
Un méximo sobrerendimiento se alcanza cuando la concentracién de proteina en la fase
liquida inicial esta en el intervalo de 2-8 % p/v. Esto permite una viscosidad favorable de la
fase liquida y un grosor apropiado de la pelicula adsorbida.

F) Condiciones de batido. Para formar una espuma adecuada, la duracién e intensidad del
batido deben ser tales que permitan un adecuado desdoblamiento y adsorcién de la
proteina en la interfase. Una agitacion intensa puede provocar una disminucién en el
sobrerendimiento y en la estabilidad de la espuma. Algunas proteinas como la del huevo
pueden agregarse y coagularse en la interfase aire-agua. Estas proteinas ahora insolubles no
se adsorben apropiadamente en la interfase ocasionando que la viscosidad del liquido
lamelar sea insuficiente para lograr una buena estabilidad de espuma.

G) Tratamiento térmico. Los tratamientos térmicos moderados previos a la formacién de la
espuma pueden mejorar ciertas propiedades espumantes de proteinas como soya, suero y
huevo. Estos tratamientos pueden mejorar el sobrerendimiento pero disminuyen la
estabilidad. Los tratamientos mas severos provocan la pérdida de la capacidad espumante.
El calentamiento de las espumas ocasiona la expansién del aire, la disminucién de la
viscosidad, ruptura de burbujas y colapso de la espuma, a menos que la gelificacién de la
proteina contribuya a obtener la rigidez suficiente para que la pelicula adsorbida estabilice

la espuma (Zayas, 1997).
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ESTABILIDAD DE ESPUMA

Los tres atributos mas importantes que sirven para estabilizar espumas son: 1) disminucién
de la tensidn interfacial, 2) alta viscosidad de la fase liquida y 3) formacién de peliculas
fuertes y elasticas de proteinas adsorbidas. Para lograr esto, las proteinas se adsorben en la
interfase e interactian una con otra mediante la formacién de enlaces hidrofébicos, de
hidrégeno y covalentes, para formar asi la capa viscoelastica rigida necesaria (Wilde, 1996).
La estabilidad es afectada por el pH del medio. La estabilidad aumenta en valores cercanos
al punto isoeléctrico ya que en éste disminuye el nimero de repulsiones electrostaticas, que
impiden la unién de las proteinas.

Las espumas pueden sufrir tres mecanismos de desestabilizacién:

a) Drenado del liquido lamelar. Esto puede ser ocasionado por la gravedad, diferencias de
presién y/o evaporacién. En espumas de baja densidad, las burbujas tienden a permanecer
muy juntas y esto favorece el drenado del liquido de la lamela. El drenado disminuye
cuando la fase liquida es viscosa. La viscosidad superficial depende de la fuerza entre
interacciones proteina-proteina y proteina-agua.

b) Difusién de gas de burbujas pequefias a burbujas grandes. Esta desproporcién es
resultado del grado de solubilizacién del gas en la fase acuosa.

¢) Ruptura de la fase lamelar que separa a las burbujas de aire. Resulta en el aumento del
tamafo de burbuja hasta llegar a la coalescencia, y por Gltimo se desencadena el colapso de
la espuma. Hay una interdependencia entre el drenado y la ruptura ya que la ruptura
incrementa el drenado y el drenado disminuye el grosor y la fuerza de la lamela (Cheftel,

1985).

METODOS DE MEDICION DE ESPUMAS PROTEINICAS. PROPIEDADES ESPUMANTES.
Las espumas son sistemas de dificil estudio, ya que son dindmicos y de estabilidad
transitoria.

Existen varios métodos para determinar las propiedades espumantes de las proteinas la
selecciéon dependerd entre otras cosas, de qué método se use para formarla: burbujeado,
batido o agitado. Se cuenta con métodos en diferentes niveles, desde la medicién directa o
descripcién fisica (volumen de espuma, tamafio de burbuja y estabilidad), o estudios més

detallados de mayor resolucién, microscédpicos y moleculares.
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Los métodos se pueden clasificar en métodos directos o indirectos dependiendo del
parametro a medir.

Los métodos directos pueden ser divididos en tres &reas:

1) Determinacién del volumen de espuma o del liquido drenado. Es el pardmetro mas
comun para definir una espuma. La capacidad de espumado generalmente se expresa en
funcién del volumen de espuma que se genera en ciertas condiciones de trabajo (tiempo de
espumado, volumen de gas, etc.) o del volumen de liquido drenado en las mismas
condiciones. La medicién se realiza generalmente a simple vista en contenedores con
volimenes marcados, o mediante el andlisis de imagen.

2) Propiedades fisicomecanicas de la espuma. Las propiedades fisicas de la espuma se
determinan midiendo la estabilidad o la capacidad de espumado. De los pardmetros més
importantes se encuentran la medicién de la densidad y la viscosidad de la espuma.

3) Propiedades de las burbujas. Las burbujas como componentes fundamentales de las
espumas se han estudiado por separado principalmente para la identificacién de los
mecanismos de estabilizacién de proteinas. La medida mas comudn es la distribucién del
tamafo de burbuja, lo que provee de informacién de ruptura y desproporcién del tamafo

de burbuja en un tiempo determinado (Wilde, 1996).

En cuanto a los métodos indirectos, son aquéllos que se hacen en un sistema modelo en
lugar de en la espuma directamente. Se pueden destacar tres:

1) Técnicas de anélisis de superficie en interfases planas microscépicas. Involucran el estudio
de tensidn superficial, viscosidad superficial y elasticidad superficial.

2) Estudios de capas delgadas. Se refiere al estudio de peliculas liquidas delgadas suspendidas
en aire. Son un buen modelo de la lamela de las espumas.

3) Medicién de propiedades intrinsecas de las proteinas. Se refiere a propiedades como la
estructura, hidrofobicidad superficial, carga, pl y flexibilidad de la proteina que contribuyen

a las propiedades de espumas estabilizadas por éstas.

Una vez seleccionado el método de medicién de acuerdo a los objetivos del estudio, se
debe tomar en cuenta la manera en que se expresarad cada una de las propiedades medidas.
Existen diversas expresiones para las propiedades espumantes que relacionan diferentes

parametros del objeto de estudio. A continuacién se describen las mas comunes:
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i) Capacidad de espumado. Se pueden utilizar varias expresiones para describir la
capacidad espumante, las tres principales son:
a) Volumen de espuma en estado estacionario o “steady state”. La expresion mas
simple y popular es el volumen de espuma generado en un tiempo definido, Vf.
Este valor depende de un nimero de parédmetros principalmente el volumen inicial,
VI.. La expansién de la espuma (expansion de volumen) FE% es Vf, expresada como
un porcentaje del VI; y se calcula normalmente con la siguiente férmula:

FE%= (Vf,/VI) * 100

b) Sobrerendimiento u “Overrun”. Para sistemas batidos es mas dificil medir el
volumen de espuma con precisidn, por lo que se utiliza el peso. Para dichos sistemas
una muestra de liquido se pesa, W, y después se pesa el mismo volumen de espuma,
W, la expansién de la espuma se calcula como % de sobrerendimiento:

% Sobrerendimiento= (W/-W)/W, *100

Ambos FE% vy el porcentaje de sobrerendimiento se usan en sistemas donde el
volumen de la espuma es lo més importante.

No obstante el porcentaje de sobrerendimiento no provee informacién del volumen
de espuma, que se infiere porque se usa en sistemas batidos en donde normalmente
toda la muestra se incorpora en la espuma. Este valor es entonces engafioso en un
sistema en donde no todo el liquido se incorpora en la espuma.

Para corregir esto el porcentaje de sobrerendimiento debe ser normalizado al
porcentaje de VI en la espuma después del espumado. Entonces el porcentaje de

sobrerendimiento se convierte en:

% Sobrerendimiento= (W-W)/W, * (Vi-Vi,)/Vi  *¥100

Donde el V; es el volumen del liquido que queda después del espumado.

¢) Poder espumante. Se define como la relacién entre el volumen de gas en espuma

y el volumen de liquido en espuma por 100.
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ii) Estabilidad de la espuma. Como en el caso de las emulsiones las expresiones de
estabilidad de una espuma estaran dadas en funcién del mecanismo de desestabilizacién que
se quiera monitorear. En general la determinaciéon se basa en el cambio en el volumen de
espuma a través del tiempo. Las expresiones varian de la misma manera que las expresiones
para la capacidad de espumado y destacan las siguientes:
a) La estabilidad expresada en la forma mas simple es el volumen de espuma después de un
cierto tiempo Vi. Este valor por si s6lo no tiene valor comparativo, es por esto que la
estabilidad se expresa mas cominmente como la estabilidad del volumen de espuma FVS$%,
por sus siglas en inglés, a un tiempo t:

FVS%:= (Vi/Vo) * 100%
El problema en este caso es que la consideraciéon del tiempo se hace arbitrariamente. Es por
esto que para homologar criterios se utiliza el tiempo de vida media, es decir el tiempo que
se colapsa la mitad de la espuma. También se puede tomar el tiempo total del colapso pero
s6lo para espumas de vida corta.
b) Otra de las medidas més importantes de la estabilidad es el volumen de liquido drenado,
s6lo el volumen de liquido Vi no es un valor Gtil pero se expresa normalmente como una
proporcién del volumen de muestra inicial Vi y el volumen de liquido inmediatamente
después del espumado (t=0), V.. Esto se refiere como la estabilidad del liquido de la
espuma:

FLS%= (Vi-Vi)/(Vi-Vis)  *100

También se puede tomar el tiempo de vida media (Wilde, 1996).
En resumen el anélisis de las propiedades espumantes es generalmente sencillo. Sin embargo
se debe ser cuidadoso para definir cudles son los valores de importancia (volumen, drenado

o densidad).

Ademés de los factores ya descritos, la elaboracién de un protocolo de estudio de las
propiedades funcionales de las proteinas, requiere del establecimiento de dos factores
principales:

a) Los objetivos del trabajo o aplicacién

b) El sistema de proteina en estudio
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Los sistemas de proteina que se han estudiado se pueden dividir en tres grupos generales:

a) Proteinas puras. Son modelos de un componente o multicomponentes que contienen
proteinas purificadas.

b) Extractos de proteina. Extraidas de una variedad de fuentes se usan cominmente en
espumas comerciales y pueden tomarse como sistemas reales.

c) Sistemas reales. Se refiere al estudio de productos finales comerciales. Los principales

sistemas estudiados son la clara de huevo y la cerveza.

Cada uno requiere de consideraciones particulares para obtener datos de utilidad para el

estudio realizado.
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2. Modificacién de proteinas

Aunque existen una gran cantidad de proteinas con excelentes propiedades funcionales en
un amplio intervalo de condiciones (proteinas de leche, soya, huevo, etc.), también se
encuentran otras cuya funcionalidad es baja en las condiciones predominantes de los
alimentos. Para mejorar la funcionalidad de dichas proteinas, entre las que destacan un
sinnimero de proteinas vegetales, se han desarrollado diversos métodos encaminados a la
modificacién de sus caracteristicas y propiedades fisicoquimicas iniciales.

Métodos como la hidrdlisis enzimatica, la desamidacién quimica, la acilaciéon y la
fosforilacién han demostrado ser (tiles para mejorar las propiedades funcionales de diversas
proteinas (Chan & Ma, 1999; Franzen & Kinsella, 1976; Matsudomi, Sasaki, Kato &
Kobayashi, 1985, van Boekel, 1999). Dentro de éstos la desamidacidén quimica ha sido
utilizada en proteinas vegetales como las provenientes de soya, trigo, avena y maiz
(Matsudomi et al, 1985; Matsudomi et al 1982; Ma & Khanzada, 1987; Flores, 1997 (Tesis
Maestria), Cabra, 2002 (Tesis Maestria) demostrdndose la mejora en propiedades como

solubilidad y propiedades emulsificantes de estas proteinas.

a. Desamidacién quimica

Las proteinas contienen residuos tanto de &cido aspértico como de &cido glutdmico asi
como sus derivados amidados (residuos de asparagina y glutamina). En particular, las
proteinas vegetales contienen una alta proporcién de estos tltimos. Por ejemplo la proteina
de soya contiene 1.617 g de N amidico/100 g de proteina, lo que equivale a 14.8 g de
residuos de glutamina o 13.2 g de residuos de asparagina por cada 100 g de proteina. En el
caso de gluten de trigo se encuentran 0.98 g de N amidico por 100 g de proteina,
equivalente a 8.97 g de residuos de glutamina o 7.99 gramos de residuos de asparagina por
cada 100 g de proteina (Vojdani & Whitaker, 1994).

Se ha demostrado que la desamidacién de los residuos de asparagina y glutamina produce
un aumento en la densidad de carga de la proteina, causando cambios en su conformacion
debidos principalmente a la repulsién electrostatica, exponiéndose a su vez una mayor
proporcién de residuos hidrofébicos en la superficie de la proteina (Mimouni et al, 1994;
Vojdani, 1994). Debido a su estructura los residuos de asparagina tienen una mayor

susceptibilidad a la reaccién de desamidacién que los de glutamina (Reubsaet et a/, 1998).
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La desamidacién de una proteina puede ser catalizada en condiciones acidas (pH menor a
3) o en condiciones béasicas (pH arriba de 8) a velocidades que dependen de: la
concentracién de H+* y OH-, la temperatura del tratamiento, los residuos adyacentes y el
mecanismo predominante. Esta reaccidon involucra dos reacciones que son competitivas
(Figura 8). La reaccién 1 involucra el ataque del N del enlace peptidico al C del carbonilo
del grupo amida produciendo un intermediario ciclico (ll) y NHs. La otra via ocurre por
una protonacién del O del carbonilo o por un ataque nucleofilico del OH- en el C del

carbonilo expulsando NHs, sin producir el intermediario ciclico (1ll) (Vojdani, 1994).

Los cambios en la hidrofobicidad y polaridad al ser modificada la amida a un &cido
carboxilico, la masa, la carga (introduccién de una cadena lateral &cida en lugar de neutra)
asi como la formacién de amoniaco, se pueden usar como pardmetros para monitorear la

reaccion de desamidacién (Reubsaet et a/, 1998).
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Figura 8. Mecanismo de desamidacién de proteinas (Vojdani, 1994)

b. Hidrdlisis
La funcionalidad de las proteinas alimentarias se puede mejorar por medio de su hidrdlisis

parcial utilizando tratamientos acidos, alcalinos o enziméticos. La hidrdlisis acida es un
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tratamiento rédpido y poco costoso, y aunque pueden contener altas concentraciones de sal,
ésta se puede remover por ultrafiltracién. Los hidrolizados se pueden separar en fracciones
que tienen diferentes propiedades y composicién, sin embargo, la hidrélisis acida, ocasiona
isomerizacién y destruccién de algunos aminodcidos, principalmente triptofano, serina,
treonina y aminoacidos azufrados, especialmente cisteina (Pomeranz, 1991).

La hidrdlisis enzimatica es un tratamiento mas especifico que la hidrélisis quimica y ha
resultado conveniente para mejorar algunas propiedades funcionales de proteinas vegetales.
La reacciéon de hidrélisis se controla midiendo el grado de hidrdlisis (GH), que se define
como el porcentaje de enlaces peptidicos que se rompen. En condiciones neutras o
ligeramente alcalinas, el grado de hidrdlisis se puede monitorear por medio del pH, debido
a que la cantidad de base necesaria para mantener un pH constante es proporcional al
grado de hidrdlisis. La reaccién se termina a un valor de grado de hidrélisis dado en el cual
se obtengan las propiedades deseadas.

Los tratamientos alcalinos facilitan la extraccién de proteinas de diversos alimentos. Este
método se utiliza cominmente para mejorar la solubilidad, aumentar el poder emulsificante
y espumante, inactivar enzimas y destruir toxinas, inhibidores enziméticos y alergenos.
Dependiendo de la concentracién, temperatura y duracién del tratamiento, la alcalinidad
puede ocasionar la pérdida, desagregacion, despolimerizacién o hidrdlisis de las proteinas.
El grado de hidrdlisis va desde la formacién limitada de polipéptidos hasta el
desprendimiento de grandes cantidades de aminoécidos. Los tratamientos alcalinos
ocasionan la formacién de dehidroalanina a partir de cisteina y serina por reacciones del
tipo B-eliminacién. La dehidroalanina reacciona con el grupo €-amino de la lisina y forma
lisinoalanina. Esto puede resultar en entrecruzamiento de los polipéptidos, dando como
resultado proteinas resistentes a la protedlisis y causando la reduccién de su valor
nutricional. Ademés de lisinoalanina se pueden formar lantionina y ornitioalanina durante
la reaccién de dehidroalanina con cisteina y ornitina, respectivamente. Por esta razén el
tratamiento alcalino puede reducir el valor nutricional de las proteinas por causa de la
racemizacién, entrecruzamiento o destruccién de ciertos aminodacidos (lisina, serina,

treonina, arginina, isoleucina y metionina) (Pomeranz, 1991).
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3. Proteinas vegetales. El maiz.

El maiz (Zea mays L.) es junto con el arroz (Oryza sativa L.) y el trigo (Triticum
aestivum L.), uno de los tres cultivos més importantes a nivel mundial. De acuerdo con la
FAO (Food and Agricultural Organization), en el afilo 2006 alrededor del 50 % de la
produccién total mundial de maiz (Total mundial = 695.23 millones de toneladas) se
realizé sélo en el continente americano. En México, centro de origen y diversificacién del
maiz, constituye la base de su economia, con una produccién en ese afo de 21.8 millones
de toneladas al afio, lo que constituyd el 3.2 % de la produccién mundial (Farnham,
2003). Ademés del consumo directo, el maiz es materia prima para diversos procesos

industriales como la obtencién de almiddn y aceite.

a. Composicion del grano de maiz.

El maiz es un producto generalmente considerado como fuente de calorias por su alto
contenido de almidén (Tabla 3), sin embargo su contenido de proteina y el volumen de
produccién, lo hacen una fuente importante de este componente a partir de productos

vegetales, superado Unicamente por la proteina de soya (Lawton, 2003).

TABLA 3. COMPOSICION PROXIMAL DEL GRANO DE
MAIZ*

% base seca INTERVALO PROMEDIO
Almidén 61-78 71.7
Proteina 6-12 9.5

Grasa 3.1-5.7 4.3

Cenizas 1.1-3.9 1.4

Pentosanos (xilosa) 5.8-6.6 6.2

Fibra (residuo de 8.3-11.9 9.5
detergente neutro)

Celulosa+lignina (residuo 3.3-4.3 3.3
de detergente acido)

Azlcares (glucosa) 1.0-3.0 2.6

*Fuente: Watson, 2003
i) Proteinas del maiz
El contenido de proteina en el grano de maiz difiere dependiendo del tipo, variedad,
condiciones agrondmicas y otros factores. Varia de 6-18%.
En el caso de las proteinas de semillas, sus propiedades quimicas se definen de acuerdo al
método de clasificacién de Osborne (Abe, 1989), el cual las divide en cuatro grupos de

acuerdo a su solubilidad:
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1. Albdminas (solubles en agua)

2. Clobulinas (insolubles en agua pero solubles en soluciones salinas)

3. Prolaminas (solubles en soluciones alcohol-agua)

4. CGlutelinas (insolubles en alcohol-agua pero solubles en soluciones alcalinas)
También se usan otras clasificaciones por morfologia, funcién bioldgica o composicidén
quimica.
Aproximadamente el 80% del total de proteina del grano del maiz se encuentra en el
endospermo. La funcién fisioldgica del endospermo es el almacenamiento de materiales que
serdn consumidos en las etapas tempranas de la germinacién de la semilla. Es por esto que
las fracciones proteinicas mas importantes en el endospermo son las prolaminas y las
glutelinas. La prolamina del maiz, Ilamada zeina, es una proteina de reserva que es
hidrolizada por las proteasas durante la germinacién, aportando los aminoacidos necesarios
para la sintesis de proteinas. Esta proteina se encuentra en los llamados cuerpos proteicos.
Por otro lado las glutelinas, que no son consideradas como proteinas de reserva se
encuentran en la matriz proteica. La distribucién del nitrégeno en el grano de maiz se

presenta en la Tabla 4 (Abe, 1989).

TABLA 4. DISTRIBUCION DE NITROGENO EN EL
, GRANO DE MAIZ (%)*
FRACCION Endospermo Germen Total
Nitrégeno no- 4.7 22.8 8.0
proteico
Albuminas 2.7 40.2 8.3
Globulinas 3.1 12.7 4.6
Prolaminas 51.6 25 41.8
(zeina)
Glutelinas 33.5 18.0 29.8
Insoluble 4.4 3.8 7.5

* Fuente: Abe,1989

b. Gluten de maiz

i) Obtencién del gluten de maiz. Molienda himeda.

La molienda humeda es un proceso disefiado para separar el maiz en sus componentes
(almiddn, aceite, proteina y fibra) y purificarlos haciéndolos adecuados para su uso como
ingredientes en alimentos, piensos y productos industriales, o como materia prima para
convertirlos en otros productos con valor agregado. El gluten de maiz es un sub-producto
de la molienda himeda del maiz. El proceso de la molienda hiimeda se describe en el

siguiente diagrama (Figura 9):
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Figura 9. Proceso de molienda himeda del maiz (Serna, 1996)

37



La molienda himeda del maiz se ha convertido en una industria que busca el méximo
aprovechamiento de cada componente del grano de maiz. Ademés de la obtencién de
almidén y de aceite, la industria se ha convertido en una importante fuente de productos
secundarios utilizados como ingredientes en otros procesos.

El proceso comienza con la llegada del maiz. Este se muestrea y se hacen pruebas para
verificar su calidad. Posteriormente pasa por un sistema de limpieza para ser transportado
después a tanques en donde se remoja por 30-50 horas a 50 °C en una solucién diluida de
diéxido de azufre. Este proceso tiene como objetivo suavizar al grano. Durante el remojo,
se separan del grano algunos componentes solubles. El agua se evapora en un proceso
posterior y se obtiene lo que se conoce como extracto condensado de maiz. Continuando
con la molienda, el germen es removido del grano que ha sido remojado. Este se procesa
posteriormente para recuperar el aceite. La fraccion residual, germen de maiz (himedo o
seco) se utiliza para piensos. Después de removido el germen, el resto del grano se procesa
para remover la fibra, dejando el almidén y el gluten (proteina). La fibra se combina con
otras fracciones obtenidas en el proceso (como el extracto condensado) para producir lo
que se conoce como pienso de gluten de maiz. La fraccién de almidén y proteina
remanente se envia a centrifugas que provocan que la proteina del gluten, que es mas
ligera, permanezca en la superficie y que el almidén precipite. La proteina del gluten pasa
por un proceso de concentracion y secado para formar el gluten de maiz, que contiene una
concentracién de proteina de alrededor del 60%. Una parte del almiddn se lava y se seca,
o se modifica y se comercializa en la industria de alimentos, papel y textiles. El almidén
remanente se puede procesar para obtener edulcorantes o etanol. Los subproductos
obtenidos de este proceso: condensados, fibra, germen y gluten representan el 25-30% del
maiz procesado (Serna, 1996; Abe, 1989; Johnson, 2003).

Los rendimientos tipicos de la industria de la molienda himeda del maiz se muestran en la

siguiente tabla:

TABLA 5. RENDIMIENTOS TIPICOS DE LA MOLIENDA HUMEDA*
PRODUCTO RENDIMIENTO (%)
Almidén 67.5
Germen 7.5
Gluten 5.0
Fibra 1.5
Sélidos solubles en agua de remojo 7.6

*Fuente: Johnson, 2003
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ii) Composicion del gluten de maiz.

Por las condiciones en las que se lleva a cabo el proceso, la fraccién conocida como gluten
de maiz es de alto contenido proteinico. El gluten que se obtiene comercialmente tiene un
contenido de aproximadamente 60% de proteina, proteina que consiste debido a su
proceso de obtencién en una mayor proporcién de zeina (68%) y glutelina (27%) con
pequefas cantidades de globulinas (1.2%) (Abe, 1989; Wu, 2001). El porcentaje restante
estd compuesto por residuos de almidén, aceite y fibra.

Debido a que las prolaminas son las proteinas mas abundantes del endospermo,
especificamente la zeina, se han realizado numerosos estudios con el fin de lograr su
identificacion, clasificacién, caracterizacién y separacién de sus componentes (Cabra et al,
2005). La clasificacién se da en funcién tanto de las diferencias de solubilidad, como de las
diferencias estructurales y tamafio.

La zeina, que como ya se describié es la proteina méas abundante en el endospermo (44-
79%) y por lo tanto es componente principal del gluten de maiz, ha sido estudiada y se han
identificado diferentes fracciones que difieren en solubilidad y caracteristicas estructurales.
En general se han identificado cuatro grupos de zeinas (Lawton, 2003), que son:

1) a-zeina. Es soluble en 2-propanol al 90%. Es la prolamina més abundante ya que
constituye el 70 % del total. Se identifican dos: una de 19 y una de 22 kDa. Su composicién
de aminoacidos es bien conocida, destacando su bajo contenido en lisina y aminoécidos
béasicos y altos niveles de residuos hidrofébicos como alanina y leucina. Muchos de los genes
que codifican para la a-zeina han sido clonados y secuenciados. Confirman que tiene un alto
contenido de Asparagina y Glutamina, y carecen de lisina.

2) y-zeina. Soluble en 2-propanol con acetato de sodio 30 mM El contenido de
aminoacidos es muy diferente al de la a-zeina y se caracteriza por ser rica en prolina.

3) B-zeina. Insoluble en ambas soluciones (2-propanol al 90% vy 2-propanol vy
acetato de sodio 30 mM).

4) d-zeina. Representa menos del 5% de la zeina total del endospermo. Es rica en
metionina y tiene caracteristicas de solubilidad similares a las a-zeinas.

Las proteinas del gluten de maiz no poseen una funcionalidad considerable si se comparan
con otras proteinas comerciales como pueden ser las de soya o las proteinas de la leche

(caseina).
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Esto se relaciona con su baja solubilidad en sistemas acuosos y a las condiciones de pH y
fuerza idnica que prevalecen en los sistemas alimentarios. Sin embargo se ha demostrado
que por medio de modificaciones quimicas como la desamidacién, estas propiedades
funcionales pueden mejorar, resultando en un producto con posibilidades de aplicarlo en

sistemas alimentarios como ingrediente o como aditivo (Flores, 1997).

iii) Usos actuales y posibilidades en la industria alimentaria.

El gluten de maiz es actualmente utilizado en la industria pecuaria en donde es apreciado
como fuente de proteina para alimentacién de cabras y aves, por sus caracteristicas
nutrimentales, asi como por su contenido de carotenos y xantofilas, necesario en el caso de
las aves, ya que dan color a la piel y a la yema del huevo. Sin embargo en ocasiones esta
caracteristica impide que se utilice para otros animales como el pescado en donde el aporte
de color es indeseable. Por lo anterior se han desarrollado procesos para la decoloracién
del gluten como la extraccién con solventes con el fin de eliminar el pigmento y poder
utilizarlo en salmén y pescados de carne blanca (Park et a/, 1997). Actualmente se sabe que
la luteina, que es valiosa por su actividad bioldgica, es uno de los carotenos que estdn
protegidos por la a-zeina (Momany, 2006).

Ademas de la utilizacién como alimento animal, el gluten ha sido ampliamente utilizado
por sus caracteristicas como herbicida, por sus propiedades como inhibidor del desarrollo
de raices, y la zeina, Unica proteina comercial aislada del maiz, ha sido utilizada en
recubrimientos en la industria confitera (Lawton, 2003). Otra de sus aplicaciones de
importancia industrial es su utilizacidén como polimero biodegradable debido a su
comportamiento termoplastico (Aithani & Moharity, 2006).

Ademds del pigmento otra de las caracteristicas que lo hacen poco atractivo para su
utilizacién en la industria de alimentos para humanos, es la baja funcionalidad de sus
proteinas. Sin embargo, gracias a los tratamientos disponibles para la mejora en las
propiedades funcionales de las proteinas del gluten de maiz, este subproducto puede
convertirse en una materia prima atractiva para el desarrollo de diversos productos, en
donde sus propiedades mejoradas sean de utilidad, asi como una fuente de proteina de

bajo costo y gran disponibilidad.
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1. HIPOTESIS

El tratamiento quimico-térmico al que serd sometido el gluten de maiz provocard una

modificacidn en las caracteristicas fisicoquimicas de sus proteinas, la cual se vera favorecida

al aumentar tanto la temperatura como el tiempo de tratamiento, ocasionando que los

productos con mejores propiedades funcionales sean aquellos cuyas proteinas se sometieron

a los tratamientos mas extremos. Asi mismo el aumento de la temperatura permitird

obtener productos con propiedades similares utilizando un menor tiempo.

IV. OBJETIVOS

Determinar si diferentes condiciones de tiempo y temperatura permiten mejorar el
grado de desamidacién y propiedades emulsificantes (indice de Actividad
Emusificante y Estabilidad de Emulsién) de las proteinas de gluten de maiz sometidas
a desamidacién quimica, en funcién de resultados previos obtenidos en el grupo de
trabajo.

Evaluar si el tratamiento de desamidacién quimica es Gtil para mejorar también otras
propiedades funcionales como son capacidad emulsificante y propiedades
espumantes, asi como coagulacién de proteinas.

Con los resultados anteriores determinar las condiciones de tiempo y temperatura
del tratamiento de desamidacién quimica en donde se obtienen los productos con

las mejores propiedades funcionales.
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V. METODOLOGIA

1. CARACTERIZACION DEL GLUTEN DE MAIz

La muestra de gluten de maiz utilizada en este proyecto se obtuvo por donacién de la
compafiia Arancia Corn Products, S.A. de C.V. ubicada en Tlalnepantla, Estado de México.
La materia prima se almacend en refrigeracion a 4 °C en recipientes plasticos no traslicidos

con cierre hermético antes y durante el transcurso del procedimiento experimental.

1.1. Homogeneizacién de la materia prima (Molienda y tamizado del gluten de
maiz).

Se obtuvo la granulometria de la muestra de gluten de maiz haciéndolo pasar por cinco

mallas diferentes (No. 40, 50, 60, 80 y 100). Posteriormente se molié la muestra en un

molino marca Braun KSM2 por intervalos de 20 segundos hasta alcanzar un tiempo total de

3 minutos y se obtuvo nuevamente la granulometria. La molienda se realizé con el fin de

obtener un tamafo de particula homogéneo, menor o igual a 420 um (Malla No. 40).

1.2 Anélisis proximal del gluten de maiz

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.

Determinacién de humedad (AOAC Método 925.10, 1995). Se realizé por medio de una
termobalanza OHAUS Modelo MB200 a 90°C por 40 min en donde el porcentaje de

humedad se obtuvo con base a la pérdida de peso.

Determinacién de proteina (AOAC método No. 960.52, 1995). Se realizd con el método de
determinacién de proteina por Microkjeldahl y se realizé en un equipo Blchi Digestion Unit
426/Distillation Unit 316. Se determind el amoniaco producido mediante titulacion acido
base con HCl 0.1 N y se calculé el porcentaje de nitrégeno (%N) y el porcentaje de

proteina (% Proteina) por medio de las siguientes relaciones:

%N = (ml gastados en muestra-ml gastados en blanco)(0.1 meg/ml)(0.014 g/meq) x 100

g de muestra

% Proteina= (%N) (6.25) 6.25= Factor para proteinas de maiz
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Determinacién de grasa, ceniza y fibra. Se realizaron de acuerdo a los métodos de la AOAC,

nimero 920.39, 923.03 y 962.09 respectivamente.

Determinacién de carbohidratos totales. Se realizé por diferencia después de determinar

grasa, proteinas, cenizas, fibra y humedad.

1.3 Andlisis microbiolégico
Se realizaron las determinaciones de los tres grupos de microorganismos indicadores

principales para verificar la calidad microbiolégica de la materia prima.

Determinacién de mesofilos totales. Se realizé de acuerdo a la metodologia descrita en la
Norma Oficial Mexicana NOM-092-SSA1-1994 Bienes y Servicios. Método para la cuenta de

bacterias aerobias en placa.

Determinacién de hongos y levaduras. Se realizé de acuerdo a la metodologia descrita en la
Norma Oficial Mexicana NOM-111-SSA1-1994. Bienes y Servicios. Método para la cuenta de

mohos y levaduras en alimentos.

Determinacién de coliformes totales. Se realizé de acuerdo a la metodologia descrita en la
Norma Oficial Mexicana NOM-112-SSA1-1994. Bienes y Servicios. Determinacién de

Bacterias Coliformes. Técnica del nimero més probable.

Los resultados obtenidos se compararon contra las especificaciones de la NOM-147-SSAl-
1996. Bienes y Servicios. Cereales y sus productos. Harinas de cereales, sémolas o semolinas.
Alimentos a base de cereales, de semillas comestibles, harinas, sémolas o semolinas o sus
mezclas. Productos de panificacién. Disposiciones y especificaciones sanitarias vy

nutrimentales, tomando como referencia las especificaciones para harina de maiz.

1.4 Caracteristicas organolépticas y pH
Se determind el color, olor, asi como la distribucién del tamafio de particula antes y
después de la molienda, la cual se llevé a cabo con el fin de contar con una muestra

homogénea, con un tamafio de particula menor o igual a 420 um.
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Determinacién de pH. Se realizd segin el método No. 943.02 de la AOAC por medio de

un potenciémetro Marca Corning modelo 340. La determinacion se hizo por quintuplicado.

2. DESAMIDACION QUIMICA DEL GLUTEN DE MAIz

La desamidacién quimica del gluten de maiz se realizdé con base en el protocolo seguido por

Flores, 1997 teniendo como variables la temperatura y el tiempo de desamidacién.

DESAMIDACION QUIMICA

SUSPE]\ISION AL 5% DE
PROTEINA EN HCI 0.12 N

1 1

HOMOGENEIZACION (8000 rpm por 1
min) (Ultraturrax T25 Janke & Kunkel
Modelo Type T25-5I)

i 1

INCUBACION a tres diferentes temperaturas (60, 70 y
80 °C) por tiempos de: 0.5, 1, 3, 6, 9 y 11 horas
INCUBADORA New Brunswick Scientific Controlled
Environment Modelo R76

i 1

BANO DE HIELO Y NEUTRALIZACION con NaOH al
10% (pH = 7.0-7.5)

i

Almacenamiento en CONGELACION

i 1

SECADO de muestras (Secador de flujo
en charolas Oven series 9000) 5 horas a
70 °Cy 13 horas a 50 °C

i

Almacenamiento en REFRIGERACION
en recipientes de plastico no traslicidos

Figura 10. Diagrama de flujo de la desamidacién quimica.
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Se prepararon suspensiones de gluten de maiz en HCl 0.12 N, pesando de acuerdo al
contenido de proteina encontrado, la cantidad necesaria para obtener una concentraciéon
de proteina del 5% (5 g de proteina en 100 ml). Se prepararon 300 ml de cada suspensién.
Posteriormente se homogeneizaron a 8000 rpm por 1 minuto en un homogeneizador
Ultraturrax T25 Janke & Kunkel Modelo Type T25-SI y una vez homogeneizados se
colocaron los matraces en incubacién a la temperatura establecida (60/70/80 °C) en una
incubadora New Brunswick Scientific Controlled Environment Modelo R76. Se detuvo la
reaccién a cinco diferentes tiempos (0.5/1/3/6/9/11 horas), colocando los matraces en bafio
de hielo y agregando NaOH al 10 % vy ajustando a un pH de 7.0-7.5 con NaOH 1N,
midiéndolo con un potenciémetro Marca Corning modelo 340. Asi mismo se obtuvieron
muestras correspondientes al tiempo cero, en cada uno de los tratamientos. Una vez
neutralizadas las suspensiones se tomaron muestras para la posterior determinacién del
grado de desamidacién y grado de hidrélisis. Todas las muestras fueron almacenadas en
congelaciéon y descongeladas paulatinamente para su secado en un secador de charolas
Oven series 9000 a 70 °C por 5 horas siguiendo el secado por 13 horas més a 50 °C). Las
muestras secas fueron almacenadas en refrigeracion (4 °C) en recipientes de pléastico no

traslicidos.

3. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DEL GLUTEN DE MAIZ SIN DESAMIDAR
Y DESAMIDADO

3.1 Determinacién del grado de desamidacién (Bergmeyer y col. 1985)

El grado de desamidacién se determind por cuantificacién de la concentracién de amoniaco
presente en el sobrenadante de las muestras problema y comparando con el que se
obtendria con un 100% de desamidacién obtenida al someter la muestra en HCl 2N a 110
°C por 2 horas referidos a 100 g de gluten. Esta cuantificacion se realizé por medio de un kit
enzimatico para determinacién de amoniaco por espectrofotometria UV/VIS (Boehringer
Mannheim/R-Biopharm Cat.No. 1112732). Se basa en la reaccién del amoniaco con 2-
oxoglutarato en presencia de glutamato deshidrogenasa y NADH, el cual se oxida y es
estequiométricamente igual al amoniaco. Se calculd la concentracién de amoniaco con la

siguiente relacién:

45



Camoniaco= Volumen final (ml) * PM amoniaco (g/mol) * AA (g/L)
(¢ Coef.abs a 340 nm) * d (paso luz cm) * vol muestra * 1000

€= 6.3 (L*mmol "t *cm ™)

3.2 Determinacién del grado de hidrdlisis (Adler-Nissen, 1986)

El grado de hidrélisis se determind de acuerdo al protocolo de Adler-Nissen (1986). Se
calculé como una relacién entre la proteina soluble obtenida en cada condicién y la que se
obtendria con un 100% de hidrélisis (valor tedrico). La proteina soluble se determiné por
medio del método de Lowry-modificado (Peterson, 1977) posterior a la precipitacién con

acido tricloroacético (TCA) al 5%.

% Hidrodlisis = ug/ml dilucién (interpolacién curva) * F dilucién * 100
ug /ml proteina hidrolizada totales (tedrico)

4. EVALUACION DE PROPIEDADES FUNCIONALES DEL GLUTEN DE MAIZ SIN
DESAMIDAR Y DESAMIDADO

4.1 Solubilidad de proteinas (Popineau et al., 1988)

La determinacién de solubilidad se realizé de acuerdo al protocolo desarrollado por
Popineau et al, (1988), en suspensiones al 1% de proteina, determinando la proteina
soluble por medio del método de Lowry modificado (Peterson, 1977),
espectrofotométricamente a 750 nm. El porcentaje de proteina soluble se calculd

considerando como 100% el contenido de proteina del gluten agregado a cada suspension.

% Proteina soluble = ug/ml dilucidén (interpolacién curva) * F dilucién * 100
ug /ml proteina soluble total (tedrico)
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4.2 Propiedades emulsificantes

Para la determinacién de las propiedades emulsificantes se utilizaron emulsiones preparadas
con 75 ml de suspensién de proteina al 1% y 25 ml de aceite, homogeneizadas en un

homogeneizador Janke & Kunkel Ultraturrax T25 $1 por 2 min a 20,500 rpm.

4.2.1 indice de Actividad Emulsificante (IAE) (Pearce & Kinsella, 1978)

Se mide la turbidez de una emulsién diluida con SDS leyendo espectrofotométricamente a

500 nm.

IAE = 2 *T *D (m?%/g)
¢ *C

donde:

T = 2.303 * densidad éptica
m (longcelda)

¢ = fraccién volumétrica de la fase dispersa (0.25 en este caso)
C = concentracién de la solucién proteica (g/m3)

D = dilucién (250)

4.2.2 Estabilidad de Emulsién (EE) (Dagorn-Scaviner, C. et a/, 1987)

Esta determinacidn se basa en la resistencia de una emulsién a la coalescencia por una fuerza

centrifuga midiendo el volumen de aceite separado en funcién del volumen total.

% aceite no coalescido = volumen de aceite coalescido * 100
volumen total tubo * ¢

¢ = fraccién volumétrica de la fase dispersa (0.25 en este caso)
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4.2.3 Capacidad Emulsificante (CE) (Swift et al, 1961)

Para determinar la capacidad emulsificante de la proteina se utilizaron los productos que
presentaron las mejores propiedades de estabilidad de emulsién y se siguié el protocolo de
Swift et al. modificado el cual se basa en la adicién de aceite a una velocidad conocida a
una solucién de proteina mientras se homogeneiza hasta observar la inversién de la
emulsién con la disminucién de viscosidad. Se reporta como ml de aceite emulsificado/g de

proteina.

4.3 Propiedades Espumantes

4.3.1 Capacidad Espumante (Lawhon y col, 1972)
Se determina mediante la homogeneizacién a 20,500 rpm por un tiempo definido de una
solucién de proteina al 1% vy posteriormente vaciando inmediatamente la solucién batida

en una probeta para medir el volumen de espuma generado. Se calcula como:

% volumen de incremento= (volumen final- volumen inicial) *100
volumen inicial

4.3.2 Estabilidad de Espuma (Lin & Humbert, 1974)

La estabilidad de la espuma se determina siguiendo el procedimiento anterior de generacién
de espuma y midiendo su volumen de ésta en una probeta, en diferentes intervalos de

tiempo (1 min, 10 min, 30 min, 1 hora y 2 horas).
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V1. RESULTADOS Y DISCUSION

1. CARACTERIZACION DEL GLUTEN DE MAIZ

1.1 Homogeneizacién de la materia prima (Molienda y tamizado del gluten de
maiz).

El proceso de molienda se llevé a cabo con el fin de homogeneizar la muestra y obtener un

tamafio de particula menor o igual a 420 um. Antes de la molienda sélo el 38.05 =

0.06% lograba pasar por el tamiz con malla No. 40. Después de ésta, el 96.27 + 0.49 %

pasé a través de esta malla (Figura 11), lo que da un porcentaje de pérdida del 3.73 %.

100

[ Antes molienda
B Después molienda

90 -

80
70—-
60—-
50

40

% Gluten retenido
(g retenidos en malla/100 g gluten de maiz)

30
20

10

O -
Malla 40 Malla 50 Malla 60 Malla 80 Malla 100 Pasa 100

Figura 11 . Granulometria gluten de maiz antes y después de la molienda.

1.2 Anélisis proximal del gluten de maiz

Una vez que se realizd la molienda y el tamizado del gluten de maiz se determiné su

composicidon proximal (Tabla 6).
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Tabla 6. Composicién proximal del gluten de maiz
Componente (g/100 g de gluten de maiz)
Proteina 62.88 + 0.12
Humedad 5.4+ 0.14
Grasa 6.1
Ceniza 1.7
Fibra 0.9
Hidratos de 23.02
carbono
TOTAL 100

El anélisis proximal realizado a la muestra indica en primer lugar, que el contenido de
proteina determinado se encuentra dentro del intervalo reportado en la literatura ya que el
gluten de maiz debe contener como minimo un 60% de proteina (Wu, 2001; Abe, 1989),
aunque este porcentaje puede llegar hasta un 70% (Wu, 2001), dependiendo de las
condiciones de proceso de la molienda himeda y del genotipo de maiz. De esto depende
también el contenido de grasa e hidratos de carbono, pues el propdsito principal de este
proceso es la obtencién de almidén y aceite. De acuerdo a esto se puede ver que el
contenido de grasa de 6.1% es ligeramente elevado si se compara con otros valores
reportados que van de 1.9 a un 5.6 % de grasa lo cual es indicativo de las diferencias en la
eficiencia del proceso de extraccion del aceite. Asi mismo el contenido de carbohidratos de
23% es elevado pues se esperarian valores en un intervalo del 10 al 19%. Sin embargo se
espera que la presencia de estos componentes en una concentraciéon ligeramente mas
elevada a la esperada no interfiera con las proteinas en la respuesta a las propiedades
funcionales, lo que verificaremos al comparar los resultados obtenidos en este estudio con

aquellos obtenidos en estudios previos del grupo de trabajo.
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1.3 Anélisis microbiolégico

Las pruebas microbioldgicas realizadas al gluten de maiz indican que se partié de una
materia prima de buena calidad, ya que los valores reportados son los valores minimos
aceptables, de acuerdo a la norma NOM-147-SSA-1996 Cereales y sus productos.
Disposiciones y especificaciones sanitarias, ya que se utilizaron como referencia los valores
para harina de maiz pues no se encuentran en las normas oficiales mexicanas valores
especificos para el gluten de maiz. Los valores obtenidos se encuentran muy por debajo de

lo establecido en dicha norma.

Tabla 7. Caracterizacién microbiolégica del gluten de maiz.

DETERMINACION VALOR OBTENIDO ESPECIFICACION DE ACUERDO A LA
NOM-147-SSA1-1996 (REFERENCIA
Harina de maiz)

Mesdfilos aerobios 155 UFC /g (Valor estimado) 100,000 UFC/g
Hongos y levaduras < 10 UFC/g 1000 UFC/g
Coliformes totales < 3 Namero mas probable (NMP) 100 UFC/g

de coliformes por gramo de muestra

1.4 Caracteristicas organolépticas y pH

En cuanto a las caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas del gluten, se encontré que
éstas son aceptables pues no presenta ni olor ni aspecto alterado, lo que indica que se
mantuvo en buenas condiciones de almacenamiento. La heterogeneidad observada en el
tamano de particula justifica la realizacién de la molienda. El pH acido de 3.97 se explica

como resultado de las condiciones del proceso de molienda himeda del maiz.

Tabla 8. Caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas
del gluten de maiz.
Caracteristica Observaciones

Aspecto (Color) El gluten es de un color amarillo
fuerte (dorado) y se observa con
un tamafo de particula
heterogéneo pues se observa tanto
polvo fino como particulas

grandes.

Olor El olor es caracteristico a maiz
intenso.

pH 3.97 + 0.004
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2. DESAMIDACION QUIMICA DEL GLUTEN DE MAIz

Como resultado del tratamiento aplicado al gluten de maiz, se obtuvieron lotes con
diferentes caracteristicas dependiendo del tiempo y temperatura de tratamiento. Para
diferenciar las muestras de gluten desamidado y no desamidado, se llamé gluten nativo a
aquel que no se sometié al proceso de desamidacion, con la aclaracién de que este término

no se refiere al estado de desnaturalizacién de la proteina.

3. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DEL GLUTEN DE MAIZ SIN DESAMIDAR
Y DESAMIDADO

3.1 Determinacién del grado de desamidacién

De acuerdo a los resultados obtenidos con la desamidaciéon completa del gluten de maiz, se
obtiene un valor de 2.92 + 0.02 g de NH; totales por 100 g de muestra lo cual representa
el 100 % de NH; que se puede liberar por cada 100 g de gluten y que por lo tanto es
indicativo de la proporcién de Asn y Gln presente en la proteina. El gluten nativo tiene un
grado de desamidacién de 0.57 + 0.01 % lo cual puede deberse a las condiciones &cidas del
proceso de molienda himeda, las cuales pueden provocar la modificacién de algunos
grupos amida. La cantidad de amoniaco liberado en cada condicién indicé el porcentaje de
desamidacién de la muestra, el cual llegd hasta un méximo de 15.18 + 0.93 %, porcentaje
que se alcanza en la condicién de 9 horas de tratamiento a 80 °C.

Se observa en la figura que la desamidacién tiende a aumentar a una mayor velocidad en
las primeras horas del tratamiento, sobre todo a temperatura alta, y posteriormente el
incremento es menor, siendo los tres Gltimos valores de 6, 9 y 11 horas muy cercanos entre

st (Figura 12).
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FIGURA 12. Grado de desamidacién de proteinas del gluten de maiz en funcién del tiempo y

temperatura de tratamiento. Suspensiones de proteina(5%) pH=7.

De acuerdo al andlisis estadistico realizado, se encontré que si existié diferencia significativa
entre grupos y diferencia en la homogeneidad de varianzas, lo que significa que la
dispersion es distinta en cada punto. Por lo anterior se llevé a cabo la prueba de Tamhane
para verificar entre que condiciones se presentaban las principales diferencias. Lo que se
pudo observar es que el grado de desamidacién obtenido para el gluten nativo es
significativamente diferente de aproximadamente el 70% de las condiciones probadas, es
decir que préacticamente cualquiera de las condiciones empleadas ocasiona un cambio
significativo en el grado de desamidacién del gluten (excepto en las condiciones que utilizan
el menor tiempo como es al tiempo cero y 30 minutos de tratamiento). Por otra parte con
relacién a los grados de desamidacién mas altos obtenidos, en las condiciones de 9 y 11
horas de tratamiento a 80 °C, los valores obtenidos son significativamente diferentes al
resto de las condiciones, corroborando lo que se observa graficamente. En el caso de la
condicién de referencia correspondiente a 6 horas a 70 °C, se observa que existen cinco
condiciones con las cuales no hay diferencia significativa, y que por lo tanto podrian ser
utilizadas de igual forma si se quisiera obtener un grado de desamidacién similar (3, 9, 11 hrs
a 70 °C, 3 y 6 hrs a 80 °C), de las cuales las de interés son aquellas que representan un
ahorro de tiempo o energia como las que se llevan a cabo en un tiempo de 3 horas a 70 y

80 °C.
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3.2 Determinacién del grado de hidrdlisis

Como consecuencia del tratamiento térmico y &cido, ademds de la desamidacién, puede
ocurrir hidrdlisis de las proteinas del gluten. Este pardmetro es importante pues un cierto
grado de hidrdlisis puede influir directamente en las caracteristicas funcionales de las
proteinas, al obtenerse péptidos de menor tamafo. Este efecto puede ser positivo o
negativo dependiendo de la propiedad funcional, por lo que la medicién del porcentaje de

hidrélisis es un aspecto importante dentro de la caracterizacién del gluten desamidado.
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FIGURA 13. Grado de hidrdlisis de proteinas del gluten de maiz en funcién del tiempo vy

temperatura de tratamiento. Suspensiones de proteina (5%), pH=7.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se observé que el grado de hidrdlisis se vid afectado
tanto por el tiempo de tratamiento como por la temperatura (Figura 13). En el caso de las
temperaturas de 60 y 70 °C, el comportamiento fue muy similar ya que se presenté un
incremento gradual en el porcentaje de hidrélisis (Figura 12). Por otra parte se observé que
a una temperatura mayor como es la de 80 °C, el comportamiento fue diferente al llegar al
tiempo de 6 horas, ya que después de este tiempo el incremento fue mayor hasta alcanzar
una hidrodlisis del 8.76 + 0.18 % a las 9 horas. El gluten nativo presenté un valor del 2.86
+ 0.21 de porcentaje de Hidrdlisis.

De acuerdo al andlisis estadistico el grado de hidrdlisis del gluten nativo se distinguié de las
demas condiciones de tratamiento, 30 minutos y 3 horas a 60 °C, comportamiento similar

a lo ocurrido para el grado de desamidacién. En el caso del valor méaximo obtenido se
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observd que es significativamente diferente a todas las condiciones excepto a la de 11 horas
a 80 °C. Una vez maés, tomando como referencia las condiciones empleadas en otros
estudios las cuales empleaban un tratamiento de 6 horas a 70 °C, se observd précticamente
el mismo comportamiento que el que se presenta en el grado de desamidacién, ya que no
se encuentré diferencia significativa con las mismas condiciones ademés de con la condicién

de 9 hrs a 60 °C.

4. EVALUACION DE PROPIEDADES FUNCIONALES DEL GLUTEN DE MAIZ SIN
DESAMIDAR Y DESAMIDADO

4.1 Solubilidad de proteinas

Como se vi6é anteriormente la solubilidad de las proteinas es una de las propiedades
determinantes que influyen en la funcionalidad de éstas. Al someterse a condiciones que
modifican las caracteristicas fisicoquimicas de estas moléculas, cambia su capacidad para
interactuar tanto con el medio como consigo misma.

En este caso se puede observar que el aumento en la temperatura del tratamiento quimico
aplicado al gluten de maiz asi como del tiempo que se mantiene, ocasiond el aumento
esperado en la solubilidad, al ocurrir el fendbmeno de desnaturalizacién, permitiendo la
exposicion de sitios afines al solvente (Figura 14). Estas interacciones ocasionan que una
mayor cantidad de moléculas permanezcan en solucién encontrando los méaximos niveles
en los productos sometidos a los tratamientos mas drasticos. El porcentaje de proteina
solubilizada en el gluten nativo es de 3.33 + 0.29%.
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FIGURA 14. Solubilidad de proteinas del gluten de maiz desamidado en funcién del tiempo y

temperatura de tratamiento. Suspensiones al 1% de proteina, pH=7.
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FIGURA 15. a) Solubilidad de proteinas del gluten de maiz en funcién de su grado de
desamidacién. b) Solubilidad de proteinas del gluten de maiz en funcién de su grado de

hidrolisis.

En el caso de la solubilidad como en los pardmetros anteriores medidos, se observd una

diferencia en los tratamientos que utilizan una temperatura de 80 °C comparados con los de
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60 y 70 °C, incluso en los tiempos mas cortos de tratamiento. Por otra parte como se
comentd anteriormente la solubilidad se relaciona tanto con el grado de desamidacién
como con el grado de hidrdlisis de la proteina por lo que el comportamiento fue el
esperado. La figura 15 muestra la relacién entre estos pardmetros, en donde se observa un
aumento directamente proporcional ya que al aumentar los grados de desamidacién e
hidrélisis aumenta la solubilidad.

En cuanto a si las diferencias son estadisticamente significativas se puede decir que en el caso
del gluten nativo sucede algo similar a lo ocurrido en los pardmetros anteriores en donde
existe una diferencia significativa con todos los tratamientos. En el caso de la condicién de 6
horas a 70 °C, se encuentran un mayor nimero de condiciones en las cuales se puede
obtener un porcentaje de proteina solubilizada similar, alrededor de un 8 %, en donde no
hay diferencia significativa (3, 6, 9 y 11 horas a 60 °C, 1y 3 horas a 70 °C y 30 minutos a
80 °C). En este caso la mejora de las condiciones es muy notoria ya que se puede sustituir
el tratamiento de 6 horas a 70 °C incluso hasta por uno de 30 minutos a 80 °C, lo que
implicé una disminucién sustantiva del tiempo requerido. Una vez mas las condiciones més

extremas se separan del resto y son significativamente diferentes estadisticamente.

4.2 Propiedades emulsificantes

4.2.1 indice de Actividad Emulsificante (IAE)

Una vez caracterizados los lotes de gluten desamidado en cuanto a su grado de
desamidaciéon y al grado de hidrdlisis, se determinaron sus propiedades emulsificantes. En
primer lugar se determind el indice de Actividad Emulsificante (IAE), que indica la cantidad

de érea interfacial que se forma en la emulsién por cada gramo de proteina que se agregue.

El indice de Actividad Emulsificante es mayor mientras mayor es el tiempo del tratamiento y
el grado de desamidacién de las muestras. Esto indica que las proteinas del gluten son
capaces tanto de formar la emulsion como de mantenerla estable. El méaximo IAE se
alcanzé en la condicién de 11 horas (14.23+ 0.75 de desamidacion), al lograr formar 26.04
+ 2.83 m?/g en comparacién con los 2.26+ 0.12 m?/g que puede formar el gluten nativo, lo
que implica un aumento de cerca de 10 veces el valor inicial (Figura 16). Cabe mencionar

que tanto la concentracién de proteina como el pH son factores que afectan directamente a
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las propiedades emulsificantes de las proteinas por lo que es posible que este
comportamiento se modifique al cambiar las condiciones de elaboracién de la emulsién.
Sin embargo es importante resaltar que en estas condiciones de pH neutro en la que se
encuentran una gran cantidad de sistemas alimentarios y por la concentracién de proteina

utilizada, es posible utilizar al gluten de maiz como un aditivo en alimentos tipo emulsién.
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FIGURA 16. indice de actividad emulsificante de gluten de maiz en funcién del tiempo y

temperatura de tratamiento. Suspensiones al 1% de proteina, pH=7.

Estadisticamente observamos que en este caso el gluten nativo es significativamente
diferente a todos los tratamientos, por lo que cualquier modificacién en la proteina
ocasiona un aumento importante en su indice de Actividad Emulsificante. En el caso del
tratamiento de referencia a 70 °C por 6 horas, el valor obtenido fue similar a los que se
obtuvieron en las siguientes condiciones: 1y 3 horas a 60 °C y al tiempo cero y 30 minutos
a 80 °C, el cual fue de alrededor de 8 m?/g, por lo que también se puede hablar de una
mejora en las condiciones que se pueden utilizar ya que incluso el calentar a 80 °C seria
suficiente para alcanzar el mismo indice. Por otra parte los valores obtenidos en las
condiciones de 6, 9 y 11 horas a 80 °C fueron significativamente diferentes al resto e incluso

fueron diferentes entre ellos mismos.
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4.2.2 Estabilidad de Emulsién (EE)

La otra propiedad emulsificante que se determiné fue la Estabilidad de Emulsiéon en
emulsiones preparadas con una concentraciéon de proteina del 1% a pH 7. Como se dijo
anteriormente la Estabilidad de Emulsidén es un pardmetro que indica qué tan capaces son
las proteinas de formar una pelicula gruesa en la interfase con las gotas de grasa para
prevenir su coalescencia ante la aplicacién de una fuerza.

Como se observa en la figura 17, se presenté un aumento muy claro en la estabilidad de

emulsién al incrementarse el tiempo de tratamiento.
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FIGURA 17. Estabilidad de emulsién de gluten de maiz en funcién del tiempo y temperatura de

tratamiento. Suspensiones al 1% de proteina, pH=7.

Por otra parte se observd el efecto que tiene el tratamiento, al comparar el gluten
desamidado con el gluten nativo. En el caso del gluten nativo el 100 % del aceite agregado
coalescié, lo que indica que las proteinas no lograron estabilizar la emulsién. La mayor
establidad de emulsién se logré a las 6, 9 y 11 horas de tratamiento alcanzando un 100% de
estabilidad en las emulsiones obtenidas utilizando el gluten sometido a las tres condiciones.
En la figura 18 se pueden observar un ejemplo de las emulsiones obtenidas con los

productos sometidos al tratamiento de 70 °C.
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Gluten t=0 30minth 3h 6h 9Sh 11lh
nativo Gluten desamidado

Figura 18. Estabilidad de emulsién de productos obtenidos a diferentes
tiempos a 70 °C.

En este caso el anélisis estadistico mostré que el gluten nativo tuvo un comportamiento
similar a las condiciones de tiempo cero a 60, 70 y 80 °C y 30 minutos a 60 y 70 °C en
donde coalescié la mayor parte del aceite. Los tratamientos més drésticos por el contrario
provocaron la obtencién de emulsiones muy estables significativamente diferentes a las
obtenidas con el resto de los tratamientos, por lo que en este caso si seria necesario utilizar

estas condiciones si se quieren obtener productos que tengan esta propiedad.

Dado que el objetivo principal es determinar el impacto que tiene la modificacién en el
grado de desamidacién de las proteinas del gluten en las propiedades funcionales se
graficaron tanto el Indice de Actividad Emulsificante (IAE), como la Estabilidad de Emulsién,
en funcién de este pardmetro. Como se observa en la Figura 19, el comportamiento
general del IAE, fue similar a lo ocurrido con la solubilidad en donde se observé un
aumento en la propiedad al aumentar el grado de desamidacién. En el caso de la
estabilidad el comportamiento fue mas drastico ya que el aumento ocurrié desde las

modificaciones més pequefas.
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FIGURA 19. a) indice de actividad emulsificante de gluten de maiz en funcién del grado de

desamidacién. b) Estabilidad de emulsién de gluten de maiz en funcién del grado de desamidacién
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4.2.3 Capacidad Emulsificante (CE)

Una de las propiedades emulsificantes de interés para la industria de alimentos que no habia
sido explorada en experimentos previos es la capacidad emulsificante. La determinacién de
esta propiedad en soluciones de proteina exige la presencia de ciertas condiciones que
faciliten y permitan la correcta identificacién del punto de inversién de la emulsién, como
lo es un cierto grado de viscosidad, lo que se logra al tener una mayor cantidad de proteina
en solucién. Es por esto que para el desarrollo de este experimento se monitorearon
Unicamente los productos en donde se podian alcanzar los niveles mas altos de proteina
soluble, obteniendo por consiguiente una mayor viscosidad en la solucién.

La determinacién del punto de inversién se facilitdé en los productos sometidos a los
tratamientos més prolongados (9 y 11 hrs), dificultdndose en el producto sometido a 6
horas en donde no se logré la viscosidad necesaria para detectar con precisién el punto de
inversion.

La méxima capacidad emulsificante, 225.4 + 17.6 ml de aceite emulsificado, se encontrd en
el producto sometido a 9 horas de tratamiento a 80 °C (Ver Anexo 1). En las emulsiones
formadas de los productos de los tratamientos més drasticos, incluso se observa un aumento
en la estabilidad de la emulsién en cuanto al fenémeno de formacién de crema,
incorpordndose la fase acuosa separada, al aumentar el volumen de aceite agregado, con la

posterior formacién de una emulsién de mejores caracteristicas (Figuras 20 y 21).

Fig. 20 Emulsién al 1% prot. Fig. 21 Emulsién al 1% prot.
(75 ml sol.prot./25 ml aceite) (75 ml sol.prot./100 ml aceite)
GLUTEN DESAMIDADO 80 °C 11 h GLUTEN DESAMIDADO 80°C 11 h
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4.3 Propiedades espumantes
Otro grupo de propiedades de interés en alimentos son las propiedades espumantes. En esta
investigacion se monitored el cambio en la capacidad espumante y en la estabilidad de la

espuma en funcién del tiempo, para cada uno de los productos de la modificacién quimica.

4.3.1 Capacidad Espumante

En la medicién de la capacidad espumante se encontré que esta propiedad, al igual que las
propiedades emulsificantes, aumenta en funcién de la temperatura y el tiempo de
tratamiento de desamidacién, registrdndose el mayor incremento en las primeras etapas y
con un aumento menos significativo en las horas posteriores. De la misma manera los
mejores valores se encontraron en las muestras sometidas a la temperatura de 80 ©C,
encontrdndose en esta temperatura la maxima capacidad emulsificante a las 9 horas de
tratamiento con 198.67 + 15.24 % Vol de incremento, comparada con el gluten nativo en

donde se registré un porcentaje de 33.33 + 0.0% Vol de incremento.
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FIGURA 22. Capacidad de espumado de gluten de maiz en funcién del tiempo y temperatura de

tratamiento. Suspensiones al 1% de proteina, pH=7.
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El comportamiento de la capacidad de espumado en funcién del grado de desamidacién se observa
en la siguiente figura:
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FIGURA 23. Capacidad de espumado de gluten de maiz en funcién del grado de desamidacion.

De acuerdo al anélisis estadistico lo obtenido con el gluten nativo es similar a otras seis
condiciones. Lo mismo sucede con el tratamiento de referencia a 70 °C por seis horas. En
este caso las condiciones més drésticas no presentaron una diferencia tan marcada con el

resto.
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4.3.2 Estabilidad de Espuma

En cuanto a la estabilidad de la espuma generada en cada tratamiento, no se observd
diferencia significativa entre tratamientos, registrdndose la misma tendencia en todas las
muestras. Al aumentar la temperatura se observé una mayor diferencia sobre todo en los
productos sometidos a 80 °C, Sin embargo aunque mejora no se encontré un aumento de

importancia en la estabilidad de la espuma (Figuras 24, 25 y 26).
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FIGURA 24. Estabilidad de espuma de gluten de maiz modificado a 60 °C en funcién del tiempo de

tratamiento. Suspensiones al 1% de proteina, pH=7.
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FIGURA 25. Estabilidad de espuma de gluten de maiz modificado a 70 °C en funcién del tiempo de

tratamiento. Suspensiones al 1% de proteina, pH=7.
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FIGURA 26. Estabilidad de espuma de gluten de maiz modificado a 80 °C en funcién del tiempo de

tratamiento. Suspensiones al 1% de proteina, pH=7.
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5. RESUMEN DE RESULTADOS

A manera de resumen podemos decir que los productos obtenidos mediante la aplicacion
de los tratamientos mds extremos fueron los que mostraron las mejores propiedades
funcionales, resaltando la condicién de 9 horas a 80 °C como la condicién en la que se

obtuvieron los valores més altos en la mayoria de las propiedades medidas (TABLA 9).

TABLA 9. PRODUCTOS DE DESAMIDACION DE GLUTEN DE MAIZ QUE PRESENTARON
LAS MEJORES PROPIEDADE FUNCIONALES

PROPIEDAD GLUTEN NATIVO | MAXIMO OBTENIDO PRODUCTO
Grado de desamidacién (GD) 0,57 + 0,01 15,18 + 0.93 9h 80 °C
Grado de hidrélisis (GH) 2,86 + 0,210 8,76 + 0,18 9h 80 °C
Solubilidad (% Proteina
3,33+ 0,29 28,56 + 1,35 9h 80 °C
solubilizada)
IAE (m2/g) 2,26 + 0,12 26,04 + 2,83 11 h 80 2C
EE (% Aceite no coalescido) 0+0 100+ 0 6/9/11 h 80 °C
CE (Volumen maximo de aceite
No determinado 225.4 +17.56 9 h 80 °C
emulsificado)
Capacidad de espumado (%Vol
33,33+ 0.0 200,7+ 7.7 11 h 80 <C

incremento)

En la siguiente tabla (Tabla 10) se muestran los valores obtenidos para cinco de los
tratamientos de mayor interés aplicados a las proteinas del gluten. En primer lugar se
muestra la condicién de referencia, 6 horas a 70 °C, la cual fue seleccionada en estudios
previos como en la que se obtenian buenas propiedades emulsificantes y solubilidad.
Posteriormente se observan los valores obtenidos con dos de las condiciones, que dado el
tiempo de tratamiento resultaron de interés pues, fue donde se obtuvieron grados de
desamidacién e hidrdlisis similares a los del tratamiento de referencia en un menor tiempo.
Por dltimo se muestran los datos obtenidos en las condiciones més extremas en donde

como se observé anteriormente, la diferencia en los resultados obtenidos es significativa.
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TABLA 10. COMPARACION DE CONDICIONES EN DONDE SE OBTUVIERON PRODUCTOS
CON BUENAS PROPIEDADES FUNCIONALES.

CONDICION | Grado de | Grado de | Solubilidad IAE (m2/g) EE (% Aceite | CE  (Volumen | Capacidad de
desamidacion | hidrélisis (% Proteina no maximo de | espumado
(GD) (GH) solubilizada) coalescido) aceite (%Vol
emulsificado) incremento)

6 h 70 °C 5,24+ 0,10 5,6 + 0,24 7,95+0,93 | 8,05+0,25 | 6,36 + 0,07 - 173,3 £ 10,1
0.5h80°C 3,28 + 0,26 4,31+ 0,16 7,89 + 0,61 7,68+ 0,45 | 12,55 +1,06 - 139,33 + 13,31
1h80¢<C 3,31+ 0,09 454+0,16 | 10,98 +0,84 | 9,25+ 0,42 | 3,22 + 0,06 - 140 + 10,89
9 h 80 °C 15,18 + 0,93 8,76 + 0,18 | 28,56 + 4,72 | 20,90 + 2,28 0+0 2254 +17.6 198,7 + 15,2
11h 80°C 14,23+ 0,75 | 7,49+ 0,46 | 27,13+ 2,10 | 26,04 + 2,83 0+0 223,7+ 4.3 200,7 + 7,7

68




VII. CONCLUSIONES

1

Se realizd el estudio de diferentes propiedades funcionales de interés en alimentos a
muestras de gluten de maiz, sometidas a un tratamiento de desamidacién quimica
en diferentes condiciones de tiempo y temperatura. Se evalud el comportamiento
de cada una de las propiedades en funcién de estas variables con el fin de encontrar
las condiciones &ptimas del tratamiento, en donde se encontraran las mejores
propiedades funcionales.

De acuerdo a los resultados, se encontré que las mejores propiedades se encuentran
en las muestras de gluten de maiz sometidas a un tratamiento a 80 °C por tiempos
prolongados, las cuales presentan diferencias significativas con las propiedades
encontradas en el 90% de los productos de los tratamientos aplicados inclusive
mejorando lo encontrado en experimentos previos en donde Unicamente se
monitored la temperatura de 70 °C.

En funciéon del objetivo planteado se puede decir que se alcanzd el resultado
esperado al alcanzar las mismas propiedades funcionales obtenidas en el tratamiento
a 70 °C por 6 horas (condiciones éptimas de experimentos previos), en un menor
tiempo al incrementar la temperatura a 80 °C.

El tratamiento aplicado dependerd de la propiedad que se desea obtener, sin
embargo se encontraron tratamientos que en general presentan valores aceptables
en todas las propiedades y que por el gasto de tiempo y energia pueden ser
recomendables para sustituir las condiciones planteadas en estudios previos.

Dado que los wvalores obtenidos en las condiciones mas drésticas son
significativamente diferentes, incluso a simple vista, se recomienda ampliar el estudio
para probar condiciones de temperatura mas elevada como puede ser 90 °C, que
pudieran permitir la disminucién del tiempo de tratamiento alcanzando los mismos

valores en propiedades como solubilidad y propiedades emulsificantes.
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ANEXO' 1
TABLAS DE RESULTADOS

3.1 Determinacién del grado de desamidacién (Bergmeyer y col. 1985)

TIEMPO 60 70 80
(HORAS) X ds X ds X ds
0 1.14 0.10 1.30 0.16 1.24 0.08
0.5 1.30 0.10 2.56 0.19 3.28 0.27
1 1.42 0.08 3.24 0.21 3.31 0.09
3 1.91 0.17 4.67 0.37 5.29 0.15
6 2.99 0.09 5.24 0.10 8.17 0.77
9 3.36 0.1 5.31 0.10 15.73 1.55
11 2.89 0.18 5.34 0.07 14.21 0.75

1.3 Determinacién del grado de hidrdlisis (Adler-Nissen, 1986)

TIEMPO 60 70 80
(HORAS) X ds X ds X ds
0 3.22 0.30 3.70 0.06 3.69 0.1
0.5 3.33 0.29 4.16 0.10 4.31 0.16
1 3.50 0.12 4.65 0.16 4.54 0.16
3 3.61 0.31 5.06 0.44 5.69 0.15
6 4.04 0.19 5.60 0.24 5.76 0.21
9 4.79 0.08 6.00 0.06 8.76 0.18
11 4.39 0.23 6.42 0.61 7.49 0.46

4.1 Solubilidad de proteinas (Popineau et a/, 1988)

TIEMPO 60 70 80
(HORAS) X ds X ds X ds
0 4.88 0.27 3.37 0.26 4.19 0.26
0.5 5.39 0.13 5.74 0.35 7.61 0.44
1 6.20 0.60 6.00 0.35 10.88 0.82
3 7.45 0.54 8.55 0.27 16.08 0.49
6 7.89 0.25 9.65 0.99 15.57 1.48
9 9.55 0.39 11.33 0.56 29.65 0.78
11 8.65 0.18 11.66 0.53 28.68 0.99
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Indice de Actividad Emulsificante (IAE) (Pearce & Kinsella, 1978)

INDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE (m?/g)
TIEMPO 60 70 80
(HORAS) X ds X ds X ds
0 5.28 0.41 3.27 0.23 7.80 0.26
0.5 5.05 0.48 4.46 0.24 7.68 0.45
1 8.03 0.46 4.86 0.23 9.24 0.42
3 8.57 0.80 7.35 0.37 13.22 1.23
6 7.46 0.33 8.05 0.25 16.44 1.41
9 11.43 1.07 9.94 0.64 20.90 2.28
11 11.52 1.23 10.26 0.42 26.04 2.83
Estabilidad de Emulsién (EE) (Dagorn-Scaviner, C. et a/, 1987)
ESTABILIDAD DE EMULSION (% Aceite no coalescido)
TIEMPO 60 70 80
(HORAS) X ds X ds X ds
0 98.57 2.93 98.97 1.92 100.00 0.00
0.5 100.00 0.00 94.68 4.07 12.55 1.06
1 72.10 4.12 40.06 4.01 3.22 0.06
3 9.20 0.32 9.40 0.17 3.29 0.10
6 15.18 1.14 6.36 0.07 0.00 0.00
9 3.22 0.10 3.23 0.05 0.00 0.00
11 3.22 0.08 3.09 0.15 0.00 0.00
4.2.3 Capacidad Emulsificante (CE) (Swift et a/, 1961)
CAPACIDAD EMULSIFICANTE (Volumen aceite emulsificado)
TIEMPO 80
(HORAS) X ds
6 110.00 11.55
9 225.40 17.56
11 223.73 4.28
4.3.1 Capacidad Espumante (Lawhon y col, 1972)
CAPACIDAD DE ESPUMADO (% Sobrerendimiento)
TIEMPO 60 70 80
(HORAS) X ds X ds X ds
0 112.00 8.84 74.00 5.50 120.67 4.55
0.5 113.33 10.89 153.33 15.40 139.33 13.31
1 147.33 7.34 147.00 4.54 140.00 10.89
3 147.33 6.67 170.00 11.18 174.67 12.70
6 157.33 6.35 173.33 10.10 156.67 6.67
9 154.67 6.71 156.67 10.30 198.67 15.24
11 156.67 13.84 164.00 7.85 200.67 7.66
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Grado de desamidacién

) ~ ANEXO 2
ANALISIS ESTADISTICO DE DATOS (SPSS 14.0)

Descriptives

GD
95% Confidence Interval for Between-
Mean Component
N Mean Std. Deviation | Std. Error | Lower Bound | Upper Bound | Minimum | Maximum Variance
1 4 .5728 .01008 .00504 .5567 .5888 .56 .59
2 4 1.1350 .09469 .04735 .9843 1.2857 1.05 1.24
3 4 .9875 .09215 .04608 .8409 1.1341 .86 1.08
4 4 1.4200 .07746 .03873 1.2967 1.5433 1.31 1.49
5 4 1.9150 .16902 .08451 1.6461 2.1839 1.75 2.08
6 4 2.9900 .08485 .04243 2.8550 3.1250 2.91 3.11
7 4 3.3550 .11030 .05515 3.1795 3.5305 3.25 3.46
8 4 2.8025 .28336 .14168 2.3516 3.2534 2.46 3.05
9 4 1.1900 .02449 .01225 1.1510 1.2290 1.16 1.22
10 4 2.5575 .18554 .09277 2.2623 2.8527 2.34 2.74
11 4 3.2425 .20678 .10339 29135 3.5715 3.05 3.45
12 4 5.1300 .24454 12227 4.7409 5.5191 4.79 5.34
13 4 5.2400 .10863 .05431 5.0671 5.4129 5.16 5.40
14 4 5.3050 .10083 .05041 5.1446 5.4654 5.16 5.39
15 4 5.3375 .07274 .03637 5.2217 5.4533 5.27 5.43
16 4 1.1400 11045 .05523 .9642 1.3158 1.03 1.24
17 4 3.2825 .26424 13212 2.8620 3.7030 3.02 3.51
18 4 3.3125 .09215 .04608 3.1659 3.4591 3.20 3.41
19 4 5.2950 .15546 .07773 5.0476 5.5424 5.16 5.49
20 4 8.2175 .62925 .31463 7.2162 9.2188 7.60 8.89
21 4 15.1800 .93063 .46531 13.6992 16.6608 14.03 15.99
22 4 14.2300 .75406 .37703 13.0301 15.4299 13.31 15.10
Total 88 4.2654 3.82481 40773 3.4550 5.0758 .56 15.99
Model Fixed Effects .32065 .03418 4.1971 4.3336
Random Effects .82767 2.5441 5.9866 15.04515
Test of Homogeneity of Variances
GD
Levene
Statistic df1 df2 Sig.
9.993 21 66 .000
ANOVA
GD
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 1265.952 21 60.283 586.328 .000
Within Groups 6.786 66 .103
Total 1272.738 87
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Homogeneous Subsets

GD
Subset for alpha = .05
tiempoTemp 1 2 3 4 5 7 8
Tukey HSB 1 4 5728
3 4 .9875
2 4 1.1350 1.1350
16 4 1.1400 1.1400
9 4 1.1900 1.1900
4 4 1.4200 1.4200
5 4 1.9150 1.9150
10 4 2.5575 2.5575
8 4 2.8025
6 4 2.9900
11 4 3.2425
17 4 3.2825
18 4 3.3125
7 4 3.3550
12 4 5.1300
13 4 5.2400
19 4 5.2950
14 4 5.3050
15 4 5.3375
20 4 8.2175
22 4 14.2300
21 4 15.1800
Sig. .051 112 .396 .092 1.000 1.000 1.000 1.000
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4.000.
Means Plots
15.00
12.50
10.00
3
o
S 750
=
5.00
2.50 -
0.00
T T T T T T T T T T T T T T T T
4 5 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

tiempoTemp
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Grado de Hidrdlisis

Descriptives

GH
95% Confidence Interval for Between-
Mean Component
N Mean Std. Deviation | Std. Error | Lower Bound | Upper Bound | Minimum | Maximum Variance
1 6 2.8550 .20452 .08350 2.6404 3.0696 2.58 3.21
2 6 3.2167 .30421 12420 2.8974 3.5359 2.76 3.60
3 6 3.3283 29212 11926 3.0218 3.6349 3.03 3.62
4 6 3.5017 11703 .04778 3.3788 3.6245 3.29 3.62
5 6 3.6083 30708 12536 3.2861 3.9306 3.29 3.94
6 6 4.0383 .19405 .07922 3.8347 4.2420 3.84 4.25
7 6 4.7867 .07659 .03127 4.7063 4.8670 4.70 4.90
8 6 4.3950 23296 .09511 4.1505 4.6395 4.09 4.72
9 6 3.7000 06197 .02530 3.6350 3.7650 3.64 3.78
10 6 4.1600 .09529 .03890 4.0600 4.2600 4.05 4.33
11 6 4.6500 .15937 .06506 4.4827 4.8173 4.48 4.82
12 6 5.0617 43783 17874 4.6022 5.5211 4.58 5.48
13 6 5.5967 .24320 .09929 5.3414 5.8519 5.25 5.86
14 6 5.9983 06524 .02664 5.9299 6.0668 5.92 6.11
15 6 6.4183 61411 .25071 5.7739 7.0628 5.74 717
16 6 3.6900 .10789 .04405 3.5768 3.8032 3.56 3.82
17 6 4.3100 .16456 .06718 41373 4.4827 4.15 4.52
18 6 4.5433 .16133 .06586 4.3740 4.7126 4.33 4.74
19 6 5.6900 14629 .05972 5.5365 5.8435 5.56 5.88
20 6 5.7583 20537 .08384 5.5428 5.9739 5.46 6.01
21 6 8.7633 17851 .07288 8.5760 8.9507 8.60 8.99
22 6 7.4900 .45861 .18723 7.0087 7.9713 6.72 8.09
Total 132 4.7982 1.45341 .12650 4.5479 5.0484 2.58 8.99
Model  Fixed Effects .25819 .02247 4.7536 4.8427
Random Effects 31174 4.1499 5.4465 2.12692
Test of Homogeneity of Variances
GH
Levene
Statistic df1 df2 Sig.
8.175 21 110 .000
ANOVA
GH
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 269.392 21 12.828 192.436 .000
Within Groups 7.333 110 .067
Total 276.725 131
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Homogeneous Subsets

GH
Subset for alpha = .05
tiempoTem)| N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Tukey H8I 1 6 | 2.8550
2 6 | 3.2167 | 3.2167
3 6 | 3.3283 | 3.3283
4 6 3.5017 | 3.5017
5 6 3.6083 | 3.6083
16 6 3.6900 | 3.6900 [ 3.6900
9 6 3.7000 | 3.7000 | 3.7000
6 6 4.0383 | 4.0383 | 4.0383
10 6 4.1600 | 4.1600 | 4.1600
17 6 4.3100 | 4.3100 | 4.3100
8 6 4.3950 | 4.3950 | 4.3950
18 6 4.5433 | 4.5433 | 4.5433 | 4.5433
11 6 4.6500 | 4.6500 | 4.6500
7 6 4.7867 | 4.7867
12 6 5.0617 | 5.0617
13 6 5.5967 | 5.5967
19 6 5.6900
20 6 5.7583
14 6 5.9983 | 5.9983
15 6 6.4183
22 6 7.4900
21 6 8.7633
Sig. 193 .165 .064 .203 114 148 .183 .090 .066 .487 .398 1.000 1.000
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a.Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000.
Means Plots
9.00 |
8.00 |
7.00
2-:; 6.00 -
S
s
§ 5.00
4.00 -
3.00 -
2.00 |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

tiempoTemp
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Solubilidad

Descriptives

SOL
95% Confidence Interval for Between-
Mean Component
N Mean Std. Deviation | Std. Error | Lower Bound | Upper Bound | Minimum | Maximum Variance
1 4 3.3250 .28758 14379 2.8674 3.7826 3.12 3.73
2 8 4.9800 .24963 .08826 4.7713 5.1887 4.52 5.34
3 8 5.9475 51724 .18287 5.5151 6.3799 5.23 6.66
4 8 5.8850 .53200 .18809 5.4402 6.3298 5.44 6.77
5 8 6.2575 .58592 .20716 5.7677 6.7473 5.44 7.28
6 8 8.1300 .38984 13783 7.8041 8.4559 7.58 8.91
7 8 9.8888 48804 17255 9.4807 10.2968 9.21 10.64
8 8 8.5238 .36174 12789 8.2213 8.8262 7.68 8.91
9 8 3.6913 .28428 .10051 3.4536 3.9289 3.30 4.1
10 8 5.6163 .30425 10757 5.3619 5.8706 5.23 6.26
11 8 6.1400 31113 .11000 5.8799 6.4001 5.64 6.56
12 8 10.1338 .99205 .35074 9.3044 10.9631 9.21 11.56
13 8 7.9513 92334 .32645 7.1793 8.7232 6.87 9.01
14 8 12.3388 1.22189 .43200 11.3172 13.3603 11.05 14.01
15 8 12.4313 97116 .34336 11.6193 13.2432 11.05 13.81
16 8 4.3975 .39034 .13801 4.0712 4.7238 3.94 4.96
17 8 7.8925 .60700 .21461 7.3850 8.4000 7.20 8.84
18 8 10.9800 .84395 .29838 10.2744 11.6856 10.27 12.51
19 8 16.4150 .88230 .31194 15.6774 17.1526 15.78 18.43
20 8 16.0063 1.56778 .55429 14.6956 17.3169 13.94 17.82
21 8 28.5550 1.34973 47720 27.4266 29.6834 27.00 30.67
22 8 27.1263 2.09310 .74002 25.3764 28.8761 23.53 29.24
Total 172 10.2767 6.68295 .50957 9.2709 11.2826 3.12 30.67
Model Fixed Effects .88354 .06737 10.1436 10.4099
Random Effects 1.45145 7.2583 13.2952 45.72822
Test of Homogeneity of Variances
SOL
Levene
Statistic df1 df2 Sig.
6.423 21 150 .000
ANOVA
SOL
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups | 7520.075 21 358.099 458.724 .000

Within Groups 117.096 150 .781

Total 7637.171 171
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Indice de Actividad Emulsificante

Descriptives

IAE
95% Confidence Interval for Between-
Mean Component
N Mean Std. Deviation | Std. Error | Lower Bound | Upper Bound | Minimum | Maximum Variance
1 6 2.2517 .13348 .05449 2.1116 2.3917 2.06 2.38
2 12 5.2850 .40370 11654 5.0285 5.5415 4.58 5.79
3 12 5.0517 48277 .13936 4.7449 5.3584 4.35 5.77
4 12 8.0325 .45452 13121 7.7437 8.3213 7.59 8.86
5 12 8.5750 .80003 .23095 8.0667 9.0833 6.22 9.26
6 12 7.4617 .32588 .09407 7.2546 7.6687 7.04 8.1
7 12 11.4333 1.06979 .30882 10.7536 12.1130 9.27 12.60
8 12 11.5217 1.23054 .35523 10.7398 12.3035 8.81 12.99
9 12 3.2700 .23136 .06679 3.1230 3.4170 2.82 3.57
10 12 4.4558 .24269 .07006 4.3016 4.6100 4.10 4.78
11 12 4.8592 .22685 .06549 4.7150 5.0033 4.53 5.17
12 12 7.3492 37142 10722 7.1132 7.5852 6.78 7.94
13 12 8.0517 .25161 .07263 7.8918 8.2115 7.62 8.37
14 12 9.9350 .64181 .18527 9.6272 10.3428 8.98 10.75
15 12 10.2592 41483 11975 9.9956 10.5227 9.70 10.92
16 12 7.8017 .25771 .07439 7.6379 7.9654 7.47 8.17
17 12 7.6783 45343 .13089 7.3902 7.9664 6.97 8.21
18 12 9.2458 41873 .12088 8.9798 9.5119 8.72 9.85
19 12 13.2225 1.22995 .35505 12.4410 14.0040 11.66 14.89
20 12 16.4375 1.40781 40640 15.5430 17.3320 14.89 18.08
21 12 20.9042 2.27746 .65745 19.4571 22.3512 19.24 25.46
22 12 26.0417 2.83438 .81821 24.2408 27.8425 22.10 29.81
Total 258 9.6743 5.56669 .34657 8.9919 10.3568 2.06 29.81
Model Fixed Effects 1.01556 .06323 9.5498 9.7989
Random Effects 1.20079 714772 12.1715 31.27844
Test of Homogeneity of Variances
IAE
Levene
Statistic df1 df2 Sig.
17.299 21 236 .000
ANOVA
IAE
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups | 7720.520 21 367.644 356.464 .000
Within Groups 243.401 236 1.031
Total 7963.922 257
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Estabilidad de Emulsién

Descriptives

EE
95% Confidence Interval for Between-
Mean Component
N Mean | Std. Deviation | Std. Error | Lower Bound | Upper Bound | Minimum | Maximum Variance
1 8 | 100.0000 .00000 | 00000 100.0000 100.0000 | 100.00 | 100.00
2 8 | 98.5625 2.92669 | 1.03474 96.1157 101.0093 91.60 | 100.00
3 8 | 100.0000 .00000 | .00000 100.0000 100.0000 | 100.00 | 100.00
4 8 | 72.0875 411007 | 1.45313 68.6514 75.5236 63.20 76.20
5 8| 91875 31820 | .11250 8.9215 9.4535 8.60 9.50
6 8 | 15.1750 1.14111 140344 14.2210 16.1290 12.50 16.00
7 8 | 3.2250 .10351 .03660 3.1385 3.3115 3.10 3.40
8 8 | 3.2250 11650 | .04119 3.1276 3.3224 3.10 3.40
9 8 | 98.9625 1.93016 | .68242 97.3488 100.5762 9550 | 100.00
10 8 | 94.6750 4.07562 | 1.44095 91.2677 98.0823 88.50 | 100.00
1 8 | 40.0500 4.00143 | 1.41472 36.7047 43.3953 33.60 46.50
12 8| 93875 17269 | .06105 9.2431 9.5319 9.20 9.60
13 8| 6.3625 07440 | .02631 6.3003 6.4247 6.30 6.50
14 8 | 3.2250 04629 | .01637 3.1863 3.2637 3.20 3.30
15 8 | 3.1000 16903 | .05976 2.9587 3.2413 2.90 3.30
16 8 | 100.0000 .00000 | .00000 100.0000 100.0000 | 100.00 | 100.00
17 8 | 125375 1.05822 | 37414 11.6528 13.4222 10.00 13.10
18 8 | 3.2000 .05345 | .01890 3.1553 3.2447 3.10 3.30
19 8| 32875 11260 | .03981 3.1934 3.3816 3.10 3.40
20 8 .0000 .00000 | .00000 .0000 .0000 .00 .00
21 8 .0000 .00000 | .00000 .0000 .0000 .00 .00
22 8 .0000 .00000 | .00000 .0000 .0000 .00 .00
Total 176 | 35.2841 42.00765 | 3.16645 29.0348 41.5334 .00 | 100.00
Model Fixed Effects 1.71139 | .12900 35.0293 35.5389
Random Effects 9.13406 16.2888 54.2794 1835.11860
Test of Homogeneity of Variances
EE
Levene
Statistic df1 df2 Sig.
9.119 21 154 .000
ANOVA
EE
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups | 308361.4 21 14683.878 | 5013.507 .000
Within Groups 451.045 154 2.929
Total 308812.5 175

82




Capacidad de espumado

Descriptives

CAPESP
95% Confidence Interval for Between-
Mean Component
N Mean Std. Deviation | Std. Error | Lower Bound | Upper Bound | Minimum | Maximum Variance
1 2 33.3000 .00000 .00000 33.3000 33.3000 33.30 33.30
2 4 1 111.9750 8.82926 4.41463 97.9257 126.0243 100.00 121.30
3 4 | 113.3250 10.87578 5.43789 96.0192 130.6308 102.70 124.00
4 4 | 147.3500 7.34143 3.67072 135.6681 159.0319 140.00 156.00
5 4 | 147.3250 6.67002 3.33501 136.7115 157.9385 140.00 156.00
6 4 | 157.3250 6.33634 3.16817 147.2425 167.4075 148.00 161.30
7 4 | 154.6500 6.71541 3.35770 143.9643 165.3357 145.30 161.30
8 4 | 156.6750 13.80878 6.90439 134.7021 178.6479 148.00 177.30
9 4 73.9750 5.48536 2.74268 65.2466 82.7034 68.00 81.30
10 4 | 153.3500 15.41525 7.70763 128.8209 177.8791 140.00 166.70
1 4 | 147.0000 4.51516 2.25758 139.8154 154.1846 142.70 153.30
12 4 | 170.0000 11.20060 5.60030 152.1774 187.8226 153.30 177.30
13 4 | 173.3500 10.08117 5.04059 157.3086 189.3914 166.70 188.00
14 4 | 156.6750 10.28992 5.14496 140.3014 173.0486 150.70 172.00
15 4 | 164.0000 7.86935 3.93467 151.4781 176.5219 153.30 172.00
16 4 | 120.6750 4.56244 2.28122 113.4151 127.9349 116.00 126.70
17 4 | 139.3250 13.29721 6.64861 118.1662 160.4838 126.70 153.30
18 4 | 140.0000 10.85940 5.42970 122.7203 157.2797 126.70 153.30
19 4 | 174.6750 12.66554 6.33277 154.5213 194.8287 166.70 193.30
20 4 | 156.6500 6.70000 3.35000 145.9888 167.3112 153.30 166.70
21 4 | 198.6750 15.26267 7.63134 174.3887 222.9613 180.00 214.70
22 4 | 200.7000 7.65942 3.82971 188.5122 212.8878 190.70 206.70
Total 86 | 147.6430 34.17397 3.68507 140.3161 154.9699 33.30 214.70
Model Fixed Effects 9.84100 1.06118 145.5231 149.7630
Random Effects 7.22038 132.6274 162.6586 1109.56928
Test of Homogeneity of Variances
CAPESP
Levene
Statistic df1 df2 Sig.
1.827 21 64 .034
ANOVA
CAPESP
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups |93070.038 21 4431.907 45.763 .000

Within Groups 6198.093 64 96.845

Total 99268.131 85
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