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RESUMEN

Las proteinas estan presentes en los alimentos aireados para estabilizar la in-
terfase aire/agua mediante la reduccion de la tension interfacial y la formacion
de fuertes peliculas interfaciales. La interaccion de proteinas puede resultar en
un efecto positivo 0 negativo en las propiedades espumantes del sistema asi
como en la estabilidad térmica, y caracteristicas macroscopicas de las espu-
mas.

En el presente trabajo se investigo el efecto de los mecanismos de inter-
accion de las proteinas de clara de huevo con el aislado de proteina de soya,
aislado de proteina de suero de leche, y grenetina en la formacion y desarrollo
de una espuma solida de panificacion (pastel angel).

El pastel angel se realiz6 sustituyendo el 25% de la clara de huevo en la
formulacion, por las dispersiones proteicas en estudio. Como base estructural
de esta investigacion se llevé a cabo el analisis térmico diferencial y termogra-
vimétrico de las soluciones proteicas, espumas y pasteles con el fin de evaluar
el grado de desnaturalizacion térmica de las proteinas y su grado de interac-
cion a nivel molecular.

Ademas se evaluaron la estabilidad de las espumas proteicas, el porcen-
taje de sobrerrendimiento, el aumento de volumen en el horneado, la textura, la
distribucion de didmetros de burbuja, el numero de celdas presentes en la mi-
ga, finalizando con una prueba sensorial de preferencia.

Las mezclas proteicas con grenetina presentaron una mayor temperatu-
ra de desnaturalizacion; es decir mayor estabilidad térmica, debido a la interac-
cion sinérgica desarrollada con las proteinas de clara de huevo, se obtuvo ma-
yor estabilidad en el horneado resultando en la mayor capacidad de retencion
de agua y mejores propiedades organolépticas (distribucién de tamafios de
burbuja mas uniforme, mejores atributos de textura y mayor grado de preferen-
cia).

Las proteinas de suero de leche fueron poco estables ante las tempera-
turas del proceso, provocando el colapso del pastel dentro del horno y por ende

el menor volumen final del pastel generando la textura de la miga compacta y


http://catarina.udlap.mx/u_dl_a/tales/documentos/lia/cortes_a_ci/resumen.html

deshidratada. Estos factores contribuyeron a la poca preferencia en la evalua-
cion sensorial de esta muestra.

La mezcla de proteinas de clara de huevo con aislado proteico de soya obtuvo
resultados similares que los de la clara de huevo por si sola en todos los casos,
sin embargo la soya causo notas de sabor desagradables en el pastel que cau-

saron un menor grado de preferencia en la evaluacion sensorial.



INTRODUCCION

Actualmente, en la industria de alimentos ha representado un reto el encontrar
nuevas fuentes de proteina para mejorar las propiedades funcionales sin afec-
tar a la calidad del alimento.

Las proteinas, especialmente las de clara de huevo son ampliamente
usadas como agentes espumantes por sus excelentes propiedades interfacia-
les. Por esta razén existe un gran interés en el entendimiento de las relaciones
entre su estructura y dichas propiedades (Damodaran, 2004), asi como tam-
bién de las interacciones entre diferentes mezclas de estas macromoléculas;
por la compleja naturaleza de los sistemas alimenticios (Damodaran, et al.,
1998).

A pesar de su alto peso molecular y su compleja estructura, las protei-
nas son capaces de difundirse desde la fase acuosa y adsorberse en la interfa-
se en la formacion de la espuma, debido a la compatibilidad de sus regiones
hidrofébicas con el aire. En la interfase se despliegan y desnaturalizan expo-
niendo los grupos polares y no polares hacia el agua y a la fase gaseosa res-
pectivamente (Zayas, 1997). Aunado a este proceso, las proteinas deben inter-
accionar por medio de enlaces no covalentes: fuerzas electrostaticas, hidrofo-
bicas, enlaces de hidrogeno y algunas veces por medio de enlaces disulfuro
dando lugar a una pelicula viscoelastica continua, fuerte y cohesiva capaz de
retener el agua y proporcionar la suficiente fuerza a la matriz estructural dando
lugar a la estabilidad de la espuma, (Kinsella y Phillips, 1989), la cual esta de-
terminada por la capacidad de las proteinas del sistema de mantener su estruc-
tura frente a esfuerzos mecanicos o gravitatorios (Fennema, 2000).

Las proteinas son el principal agente espumante en productos aireados
tales como merengues, mousses y productos de panificacion. Con todas estas
aplicaciones, éstas deben presentar el nivel de volumen deseado y posterior-
mente mantener la estabilidad durante y después del proceso, incluyendo la
mezcla de ingredientes y los procesos térmicos (Foegeding, 2006).

Los productos de panificacidén, especialmente los pasteles son sistemas
en los que un numero de componentes proteicos, que difieren tanto en su es-

tructura como en funcionalidad, interactian entre si para producir una red de



proteina de fases separadas y coagulada (Tolstoguzow, 1996) exhibiendo ca-
racteristicas estructurales y texturales uUnicas en estos sistemas. Ejemplo de
estos sistemas es el pastel angel el cual es tradicionalmente hecho mediante la
combinacion del merengue de clara de huevo, ingrediente estandar para las
espumas culinarias con una gran capacidad de generar altos volimenes y es-
tabilidad, con harina y aztcar formando una pasta que se hornea dando como
resultado una espuma solida. (Foegeding, 2006).

No obstante el avance que se ha tenido en aspectos de tecnologia en
alimentos aplicados a los productos aireados, el mecanismo molecular de la
interaccion proteina-proteina para la formacion y estabilizacion de espumas
aun esta en estudio y la literatura que se tiene hoy en dia es relativamente po-
bre (Schmitt y Kolodzi, 2007).

La falta de comprensién acerca de este mecanismo dificulta la utilizacion
de nuevas proteinas, en productos como el pastel angel ya que los fabricantes
buscan mayor flexibilidad en la eleccion de ingredientes para sus formulacio-
nes, tales como la sustitucion de leche, soya o otras proteinas por la clara de
huevo (Foegeding, 2006). La grenetina, el suero de la leche, y las proteinas de
soya son utilizadas como ingredientes funcionales; dentro de sus propiedades
destacan su solubilidad, sus propiedades emulsionantes, espumantes y su ca-
pacidad de gelificacion (Vohra y Kratzer, 1991).

Considerando la importancia de la generacion de una espuma estable y
de volumen vélido para el pastel angel, en este estudio se evalla el efecto de
la adicion de tres proteinas en la espumabilidad, estabilidad, volumen y propie-
dades sensoriales de la espuma incluyendo un estudio calorimétrico para de-
terminar la estabilidad estructural de las proteinas del sistema en funcién de la
temperatura, con el fin de identificar el efecto ya sea aditivo, sinérgico o anta-
gonista sobre las propiedades de la espuma y asi tener mayor informacién
acerca del campo de aplicacion de éstas en la produccion de pastel angel y

productos de panificacion similares.



CAPITULO 1
ANTECEDENTES

1.1 Espumas

Las proteinas tienen la capacidad de formar espumas; esta caracteristica de-
pende de la facilidad de establecer una pelicula interfacial cohesiva a una con-
centracion muy baja y que sea capaz de atrapar y retener el aire, asi como de
soportar esfuerzos mecéanicos. Las espumas se pueden considerar como dis-
persiones de burbujas de gas (generalmente aire) en una fase continua que
puede ser liquida o semisélida; la funcion de las proteinas es reducir la tension
interfacial orientando sus grupos hidrofilos hacia el exterior de la burbuja en
contacto con el agua, y los hidréfobos hacia el interior, con el aire (Murria y
Ettelaie, 2004). En este fendmeno influyen muchos factores que al modificar las
proteinas alteran la capacidad de espumado: pH, sales, azucares, lipidos, tem-
peraturas elevadas, viscosidad, grado de ionizacion, etc.

Las proteinas son indudablemente los principales agentes espumantes en
mucho productos alimenticios, debido a que forman una pelicula interfacial es-
table que puede ser altamente cohesiva por medio de la interaccion entre pro-
teinas vecinas por enlaces de hidrogeno, hidrofébicos e incluso enlaces cova-
lentes (Croguennec et al., 2006) resultando una pelicula fuerte capaz de evitar

la coalescencia y desproporcién de la estructura.

1.1.1 Métodos de generacidon de espumas

Cuando se formula una espuma, el interés primordial es el aumento de volu-
men respecto al volumen inicial y la estabilidad de la misma a lo largo del tiem-
po (Cheftel y Lorient, 1989). El tamafio de las burbujas también es de gran im-
portancia para las propiedades de las espumas, ya que influyen en la textura,
palatabilidad y estabilidad de los productos aireados (Balerin et al., 2007).

En el proceso de formacién de espumas a partir de una dispersién pro-
teica, la proteina tiene que ser rapidamente adsorbida (difundirse, penetrar,
reordenarse) en la interfase para ejercer accién tensoactiva. Por ello es indis-

pensable que sea soluble, flexible, que tenga relativamente un bajo peso mole-



cular o sea disociable y que posea un adecuado balancelipofilico-hidrofilico
dado por la relacion hidrofobicidad superficial/carga superficial.

Las espumas producidas en a nivel industrial se pueden generar de dife-
rentes maneras. El gas puede ser introducido en el producto, ya sea mecani-
camente, o por la liberacion de gas disuelto debido a una reduccion de la pre-
sion. Como ejemplos de este Ultimo se encuentran las bebidas espumantes,
aerosoles o bebidas estilo cappuccino. En estos productos, el gas se encapsula
en el polvo secado por aspersion y se libera al solubilizarlo en agua caliente.

Los métodos mecéanicos ofrecen mas oportunidades de control de pro-
ceso y en general son los métodos mas utilizados para la generacion de espu-
mas para estudios detallados. Los principales métodos mecéanicos para la for-
macion de espuma se pueden dividir en cuatro categorias: burbujeo, batido,

agitacion y vertido.

a) Burbujeo. Este método implica introducir gas a través del liquido por medio
de una abertura para crear burbujas generando asi la espuma. Las aplicacio-
nes de este método incluyen la espuma de extincion de incendios y fermenta-

dores. En fermentadores la espuma no es el producto deseado.

b) Batido. Este método implica el movimiento a alta velocidad de batidores o
aspas a través de un liquido, introduciendo asi el aire en la espuma, los como
ejemplo de espumas generadas mediante el batido estan los merengues,
mousses, helados. El batido es el método que generalmente produce las es-
pumas mas estables, ya que disminuye progresivamente el tamafio de la bur-
buja y aumenta la fraccion liquida de la espuma con el aumento de tiempo,
dando una mas rigido, espuma mas estable. Existe un gran interés en el uso
del proceso de batido como una herramienta de investigacion para estudiar a
las espumas (Nakamura y Sato, 1964). Los dispositivos utilizados para la gene-
racion de espuma van desde batidores domésticos (Poole et al., 1984) a preci-
sos dispositivos compuestos de seis navajas de alto esfuerzo cortante (Meda et
al., 1991). Ambos han producido resultados satisfactorios, (Phillips et al., 1987).
Un extenso estudio por investigadores en diferentes laboratorios (Phillips et al.,

1990) mostré que el tiempo y la velocidad de los batidores da resultados dife-



rentes. Utilizando sélo un batidor no se forman espumas uniformes, el tamafio y
la forma de tazdn también puede producir la variabilidad.

A pesar de que el batido no puede ser altamente controlado como el méto-
do de burbujeo, si se controla cuidadosamente, los resultados pueden ser al-

tamente reproducibles.

c) Agitacion. Este proceso se utiliza como un método de investigacion simple
para generar espuma en un sistema cerrado (Graham y Phillips, 1976). Tiene
poco interés para la industria. En general, consiste en la agitacion mecanica o
manual de un frasco sellado o cilindro graduado. La tasa de producciéon de es-
puma es inferior que en el batido o burbujeo porque es poco efectivo en la pro-
duccion de burbujas de gas. La agitacion tiene sus usos en sistemas reales; en
espumas generadas por aerosol, se requiere agitacion para dispersar el aire en
el liguido antes de la espuma final se dispense. Este movimiento es esencial,

de lo contrario no se generaria la espuma.

d) Vertido. Este método es, obviamente, de interés comercial pues es a menu-
do utilizado por el consumidor para generar espumas (verter un vaso de cerve-
za). De nuevo este método de generacion de espuma no se controla como el
burbujeo o el batido, por lo que los mecanismos especificos no siempre son
investigados (Hall, 1996).

1.1.2 Métodos para medir propiedades espumantes

Las espumas de proteinas son estructuras complejas que fluctian en funcién
de un sin nimero de variables. La concentracion de proteina en la solucion y el
método de hidratacion tiene un alto impacto en las propiedades de la espuma
(Phillips et al., 1990).

Al batir una espuma, el volumen inicial de solucion de proteina afecta a
la cantidad de aire incorporado. El mezclador utilizado para producir la espuma
es de gran importancia. La cantidad y tipo de batidores, velocidad de batido y
modelo de mezclador deben ser mantenidos para producir resultados consis-

tentes.



La necesidad de métodos estandarizados es indispensable para que se
puedan comparar los datos obtenidos entre investigadores y laboratorios. Los
siguientes sin algunos métodos comunmente utilizados para la caracterizacion

de espumas:

1) Tiempo de drenado (estabilidad de la espuma). La estabilidad de la es-
puma o tiempo de drenado puede ser cuantificada de muchas maneras. Gene-
ralmente las espumas mas estable tiene un tiempo mas largo de drenado, el
cual cuantifica el proceso de desestabilizacion originado por la accién que ejer-
ce la fuerza de gravedad en el liquido presente en la lamela. Un método para
cuantificar la estabilidad de la espuma consiste en la medicion del tiempo ne-
cesario para que la mitad de la masa de la espuma drene (Phillips et al., 1987).

La cinética de drenado se determina midiendo el volumen de liquido dre-

nado en funcion del tiempo tal y como se muestra en la figura 1:

Vol 1
drenado (ml)

Vmax |=——

Vmax/2

1 ~
»

Y2 tiempo (seg)

Figura 1. Grafico de cinética de drenado.

2) Capacidad espumante. Las propiedades espumantes de las proteinas deri-
van de su capacidad de formar una pelicula delgada y tenaz en la interfase
gas-liquido lo que permite la incorporacion y estabilidad de multiples burbujas
de gas. La capacidad espumante de una proteina es el area interfacial que
puede ser creada por ella. Se puede expresar en términos de porcentaje relati-

vo al volumen inicial (<<sobrerrendimiento>>) el cual se define asi:



Volumen de la espuma — velumen del liquido inicial 100
=

(1)

El sobrerrendimiento es la medida de la cantidad de aire incorporada a

=< sobrerrendimiento ===
volumen del liquide inicial

una espuma. Un método estandarizado para la medicion de esta propiedad
consiste n pesar un volumen conocido de la solucion (antes) y la espuma (des-
pués) del batido, e introducir ambos datos en la ecuacion para el sobrerrendi-
miento (Ec. 1).

Esta propiedad depende del tiempo de batido Generalmente tiempos largos
de batido permiten un mayor despliegue de la proteinas, o que genera una
mayor interaccion de éstas en la interfase. Sin embargo el prolongar el tiempo
de batido puede causar un fendmeno denominado sobrebatido el cual se pre-
senta cuando la proteinas coagulan, formando agregados insolubles y alteran
la estructura de la espuma. Esto puede conducir a una espuma menos estable

y con un menor rendimiento (Lau y Dickinson, 2004).

1.1.3 Factores ambientales que influyen en la formacion y estabilizacion

de espumas

Diversos factores, tales como la concentraciéon, pH, temperatura, tiempo, fuerza
ionica y presencia de otros constituyentes, afectan a las fuerzas de interaccion
entre las proteinas. La mayoria de las propiedades funcionales tales como la
formacion de espumas vienen determinadas por el equilibrio entre estas fuer-
zas. Los principales factores extrinsecos que afectan la formacion de espumas

alimenticias son:

a) pH. Diversos estudios han mostrado que las proteinas que estabilizan es-
pumas son el pH isoeléctrico de la proteina que en cualquier otro pH, si no hay
insolubilidad. La clara de huevo presenta buenas propiedades espumantes en
el pH de 8-9 y su punto isoeléctrico es de 4-5. En el pH isoeléctrico o cerca de
este, la reducida presencia de interacciones de repulsion promueven interac-
ciones favorables proteina-proteina y la formacion de una pelicula viscosa en la
interfase, lo que favorece tanto la capacidad de espumado como la estabilidad
de la espuma.



b) Sales. El efecto de las sales sobre las propiedades espumantes de la pro-
teina depende del tipo de sal y las caracteristicas de la solubilidad de la protei-
na en esa solucion salina. La capacidad de espumado y la estabilidad de la
espuma de la mayoria de las proteinas globulares, como albumina sérica bovi-
na, albumina de huevo, gluten y proteina de soya aumentan conforme se in-

crementa la concentracion de NacCl.

c) Azlcares. La adicién de sacarosa, lactosa y soluciones azucaradas pueden
perjudican la capacidad espumante, pero mejorar la estabilidad de espuma. En
alimentos como los merengues, soufflés y pasteles, es adecuado agregar azu-
car después del batido ya que entonces se permite la adsorcion de la proteina
debido a que se despliega para deformar una pelicula estable. Asi mismo, la
adicion de azucar incrementa la estabilidad al aumentar la viscosidad del liqui-

do en la lamela.

d) Lipidos. Los lipidos especialmente los fosfolipidos cuando se presentan en
una concentracion mayor al 0.5% afectan desfavorablemente a las propiedades
espumantes de la proteina, debido a que su superficie es mas activa que la de
las proteinas, se adsorben en la interfase aire-agua compitiendo con las protei-
nas e inhiben su adsorcién durante la formacion de la espuma. La pelicula de
los lipidos no es cohesiva ni viscoelastica, por lo que no puede resistir la pre-
sion interna de las burbujas de aire, las que se expanden y se colapsan durante
el batido.

e) Concentracion de proteina. Una mayor concentracion de proteina da fir-
meza a la espuma. Esta firmeza se logra con un tamafio menor de burbuja y
una mayor viscosidad. Al aumentar la viscosidad se facilita la formacion de mul-
ticapas cohesivas de la pelicula de proteina en la interfase. La albumina sérica
facilmente forma espuma y las estabiliza a concentraciones de proteina tan
bajas como 1% en tanto que al aislado proteico de suero y la conglicina de so-

ya requieren un minimo de 2 al 5%.

f) Temperatura. Una desnaturalizacion parcial de las proteinas puede favore-

cer las propiedades espumantes hasta cierto punto ya que si se sobrecalientan



pueden perderse al ocurrir reacciones proteina-proteina via intercambio de di-
sulfuro, o reversion a sulfihidrilos. Esto aumenta el peso molecular y tamario del
polimero, lo que impide la adsorcion en la interfase. Algunos alimentos tipo es-
puma como los malvaviscos, pasteles y pan se calientan después de que se
forma la espuma y el calor provoca una expansion del aire y una disminucién
de viscosidad lo que puede ocasionar ruptura y colapso de la espuma. En estas
circunstancias la integridad de la espuma depende de la gelacion de la proteina
en la interfase, lo que permite desarrollar suficiente fuerza mecanica para esta-
bilizar la espuma. La gelatina, el gluten y la clara de huevo tienen tanto la ca-
pacidad de espumado como gelificante, por lo que son ingredientes adecuados

para la aplicacion en estos alimentos. (Badui, 2006)

1.14 Desestabilizacion de las espumas

Existen dos tipos principales de espumas sobre la base de la fraccion de volu-
men de gas incorporado en el liquido. Uno de ellos es una espuma burbujean-
te, que tiene una menor cantidad de gas y burbujas esféricas. El otro tipo de
espuma que se produce con una mayor fraccion de gases una espuma polié-
drica. En una espuma poliédrica, las burbujas estan tan juntas entre si, que se
convierten en no-esféricas, formando una estructura de panal. La geometria de
las espumas poliédricas tiene un gran impacto en la estabilidad de la espuma
(Prins, 1988; Murray, 2007). Las espumas poliédricas consisten en laminas
delgadas entre burbujas, siendo el borde de Plateau el area donde se cruzan
tres peliculas como se muestra en la figura 2. La presion capilar mantiene el
liquido dentro del borde de Plateau. El drenaje es el mecanismo de desestabili-
zacion resultante de la accién de la fuerza de gravedad sobre el liquido que se
encuentra en las peliculas delgadas y en los bordes de Plateau de la espuma
(Prins, 1988). Cuando la pelicula entre dos burbujas drena, la pelicula se adel-
gaza y eventualmente se rompe. Esto lleva a las dos burbujas a convertirse en
una sola burbuja, mediante un proceso de desestabilizacién llamado coales-

cencia (Damodaran, 2005).



Borde de Plateau

Figura 2. Succién capilar del liquido del centro de la pelicula hasta los bordes de Plateau
(Salager, et al., 2005).

Otro mecanismo de desestabilizacion de las espumas se denomina des-
proporcion. Este proceso consiste en el movimiento de gas de las burbujas pe-
guefas a burbujas mas grandes. La ecuacion de Laplace para la diferencia de
presién entre una fase dispersa y continua (Damodaran, 2005):

ﬂpzi

3)

donde AP es la diferencia de presion, y es la tension interfacial, y r es el radio
de la burbuja de gas. La ecuacion de Laplace indica que las pequeias burbujas
tienen una mayor diferencial de presion que las burbujas mas grandes (Damo-
daran, 2005). Puesto que la solubilidad del gas es proporcional a la presion, el
gas es mas soluble en las burbujas pequefias de la espuma. El mecanismo de
desproporcion se muestra en la figura 3, y se produce cuando el gas se difunde
a partir de burbujas pequefias a burbujas grandes. La desproporcion es dificil
de cuantificar en espumas poliédricas debido a la dificultad de la medicion de
las distribuciones de tamafio de burbuja (Ettelaie et al., 2003). En su lugar, este
mecanismo se ha estudiado observando sistemas de burbujas individuales
(Dickinson et al., 2002) y pares de burbujas (Ettelaie et al., 2003).



Figura 3. Evolucién del mecanismo de desproporcién de una espuma por difusion gaseosa
(Salager, et al., 2005).

Atributos tales como una alta viscosidad o solidificacién de la espuma (tal
como un pastel después de la coccion), pueden inhibir la desproporcion (Dic-
kinson et al., 2002). Tedricamente, una pelicula interfacial fuerte formada por
una red proteica alrededor de burbujas de aire debe ser capaz de prevenir o al
menos reducir en gran medida la desproporcién (Damodaran, 2005). Sin em-
bargo, la investigacion ha encontrado que incluso las peliculas altamente vis-
coelasticas no detienen este mecanismo, sino que solo lo desaceleran (Dickin-
son et al., 2002; Du et al., 2003).

1.2 Proteinas

Las proteinas son macromoléculas complejas que pueden constituir el 50% o
mas del peso seco de las células y tienen un papel fundamental en su estructu-
ra y funcion. Su peso molecular oscila entre 5000 a varios millones de daltones.
Estos biopolimeros estan constituidos de carbono, hidrégeno, oxigeno, nitroge-
no y, la mayoria de las veces, azufre.

Asimismo, algunas proteinas contienen hierro, cobre, fésforo o zinc. La
hidrélisis completa (acida, alcalina o enzimatica) de las proteinas libera ami-
noacidos de configuracion L, que se diferencian entre si por la naturaleza de
sus cadenas laterales. Para la mayoria de las proteinas, los aminoacidos cons-
tituyentes pertenecen a un grupo reducido de 20 de estos compuestos (Cheftel
y Lorient, 1989). Estos aminoacidos estan unidos entre si mediante enlaces
amida, llamados enlaces peptidicos, que se forman por una condensacion en-
tre un grupo carboxilo y un amino, con la consecuente eliminacion de agua. La
union de dos amino&cidos genera una molécula llamada dipéptido, la de tres,

tripéptido, y asi sucesivamente. La condensacion de un mayor namero de ami-



noacidos produce los polipéptidos o proteinas, que tienen un grupo amino y un
carboxilo terminal correspondientes a los dos aminoacidos que se localizan en
los extremos de la cadena.

Todas las propiedades fisicas y quimicas de las proteinas dependen com-
pletamente del tipo, concentracion y de la secuencia de union de los monéme-

ros constituyentes (Badui, 1994).

1.2.1 Clasificacion de las proteinas

Las proteinas pueden clasificarse segun su composiciéon en dos grupos: las
homoproteinas, compuestas exclusivamente de aminoacidos como la insulina;
y las heteroproteinas, formadas por aminoacidos y diversos compuestos no
proteicos, generalmente llamados grupo prostético. Segun la naturaleza quimi-
ca del grupo prostético, se pueden distinguir: las nucleoproteinas (ribosomas,
virus), las lipoproteinas (plasmatica, R-lipoproteinas), las glicoproteinas (co-
nalbumina, ovomucoide, ovomucina), las fosfoproteinas (caseina, flavoprotei-
nas) y las metaloproteinas (hemoglobina, mioglobina) (Cheftel y Lorient, 1989).

Otro criterio para clasificar las proteinas es de acuerdo a su solubilidad, di-
vidiéndose en albuminas, globulinas, glutelinas, prolaminas y escleroproteinas.
La solubilidad depende del tipo de aminoacidos que contenga, de tal forma que
el polipéptido que tenga muchos residuos hidrofobos tendera a ser menos so-
luble en agua que el que tenga un elevado numero de grupos hidréfilos. Las
albuminas son solubles en soluciones salinas diluidas y en agua (a-
lactalbumina, albuminas del suero sanguineo, ovoalbumina). Las globulinas
son practicamente insolubles en agua pero solubles en soluciones salinas dilui-
das (miosina, B-lactoglobulina, glicina de soya). Las glutelinas son solubles en
acidos y alcalis diluidos (glutelina del trigo y oricenina del arroz). Las prolami-
nas solo se solubilizan en etanol (zeina del maiz y gliadina del trigo). Las escle-
roproteinas son insolubles practicamente en todos los disolventes (colageno,

elastina, queratina) (Badui, 2006).

1.2.2 Estructura proteica



El primer nivel de organizacién de una proteina es su estructura primaria, su
secuencia de aminoacidos esta secuencia es Unica y definida que componen la
cadena polipeptidica y el orden de los amino&cidos se encuentran y depende
del orden, la forma que adopten la funcién de cada proteina y su mecanismo de
accion (Berge et al., 2004). En la figura 4, se muestra el esquema de la estruc-

tura primaria de la proteina:
. ala y— arg )— asn y— asp }— cys y— gin y— glu }
(gly )Chis »ile ) leu){lys )—(met) (phe}

L pro y—{ ser y—( thr y—( trp }—{ tyr j— val )

Figura 4. Estructura primaria de la proteina (Villa et al., 2010).

A medida que la cadena de aminoacidos se va ensamblando, empiezan
a tener lugar interacciones entre los diversos aminoacidos de la cadena. Pue-
den formarse puentes de hidrégeno entre el hidrogeno del amino de un ami-
noacido y el oxigeno del carboxilo de otro. A causa de estas uniones se forma
la estructura secundaria, la cadena polipeptidica se pliega, adoptando dos po-
sibles configuraciones espaciales que constituyen lo que se conoce como es-
tructura secundaria de una proteina. Estas dos configuraciones son las llama-
das a-hélice y b-hoja plegada. Estas conformaciones no son las Unicas que
pueden adoptar las proteinas ya que en realidad cada proteina adopta una
forma caracteristica que depende de la secuencia lineal. Sin embargo las con-
figuraciones antes mencionadas son las mas frecuentes. La a-hélice es un tipo
de espiral cilindrico estabilizado por puentes de hidrogeno, mientras que la -
hoja plegada est4 formada por cadenas polipeptidicas paralelas, mantenidas
por puentes de hidrogeno intercatenarios (Salomon et al., 1998).
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Figura 5. Esquema de una proteina presentando regiones con estructura secundaria en a-Hélice,

en Hoja b-Plegada y regiones con enroscamientos aleatorios (Salomon et al., 1998).

Las proporciones de los distintos tipos de estructuras secundarias varian
de una proteina a otra, sin embargo podemos decir que en la mayoria de las
proteinas las formas a y B suelen constituir entre el 60 y el 70 % del polipéptido
y un 30% conforman enroscamientos aleatorios

Debido a la interaccién de los grupos R, la cadena polipeptidica se pliega de-
terminando una intrincada estructura tridimensional, a este nivel estructural de
las proteinas se le denomina estructura terciaria. En muchas proteinas la es-
tructura terciaria le brinda a la proteina una forma globular, como por ejemplo
en las enzimas, que son proteinas con funcion catalitica. Otras proteinas tienen
estructura terciaria fibrosa y suelen tener largas hélices o extensas hojas ple-
gadas. Estas proteinas fibrosas suelen tener funcién estructural como el cola-

geno (Kuchel y Ralston 1994).
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Figura 6. Tipos de enlace que estabilizan la estructura terciaria de una proteina (Karp, 1998).

Muchas proteinas presentan un cuarto y ultimo nivel de estructura: la estruc-
tura cuaternaria. Este tipo de estructura, que es el grado maximo de organiza-
cion proteica y consiste en dos o mas cadenas polipeptidicas unidas general-
mente mediante enlaces débiles. Estas proteinas se denominan oligoméricas o
multiméricas y se las designa segun el nimero de cadenas polipeptidicas que
intervienen en la estructura cuaternaria. Por ejemplo, una proteina formada por
cuatro subunidades es un tetramero, como es el caso de la hemoglobina. Cada
una de las subunidades proteicas, tienen su propia estructura terciaria (Smith y
Wood, 1998).

1.2.3 Propiedades funcionales de las proteinas

Las proteinas no sélo son fuentes de aminoacidos, sino que, debido a su natu-
raleza polimérica, su presencia influye en las caracteristicas reologicas y de

textura de un alimento, haciendo que éste sea mas aceptado por el consumi-



dor; debido a esto se usan comercialmente como ingredientes en la fabricaciéon
de alimentos (Badui, 2006).

La habilidad que tiene un ingrediente para interactuar con otros e impar-
tir propiedades deseables a un sistema alimenticio es conocida como “funcio-
nalidad”. El término propiedad funcional que se aplica a estos ingredientes, se
define como cualquier propiedad fisicoquimica de los polimeros que afecta y
modifica algunas caracteristicas de un alimento y que contribuye a la calidad
final del producto (Hall, 1996)

Las proteinas juegan un papel importante y mayoritario en las propieda-
des funcionales de los sistemas alimenticios. La apariencia, tamafo, forma,
textura, consistencia, viscosidad y palatabilidad son algunas de las caracteristi-
cas fisicas importantes en varios productos alimenticios (Wijeratne, 1995).
Estas propiedades son utilizadas algunas veces para determinar el grado de
desnaturalizacion; ya que dependen fundamentalmente de factores intrinsecos
propios de la molécula (conformacion, relacion y disposicion de los aminoaci-
dos, hidrofobicidad, carga eléctrica, forma y peso molecular), asi como de fac-
tores extrinsecos (medio que la rodea) que en ocasiones pueden modificarse
(pH, fuerza idénica, temperatura, actividad acuosa y constante dieléctrica) (Da-
modaran, 1994).

De acuerdo a Cheftel et al., (1989), las propiedades funcionales de las

proteinas se clasifican en tres grupos principales:

a) Propiedades de hidratacion. Son dependientes principalmente de la inter-
accion proteina-agua y son aquellas como la adsorcion, absorcion y retencion
de agua, solubilidad, dispersabilidad y viscosidad. Las moléculas de agua enla-
zan a varios grupos de aminoacidos (los que tienen carga, los que tienen gru-
pos amida, aquellos con grupos OH y los no polares) que propician interaccio-
nes ion-dipolo, dipolo-dipolo, dipolo-dipolo inducido e hidratacién hidrofobica,
segun el grupo de que se trate. Los grupos de aminoacidos con carga enlazan
cerca de 6 moles de agua/mol de residuo, los polares sin carga cerca de 2 mo-
les de agua/mol de residuo y los no polares aproximadamente 1 mol de
agua/mol de residuo; por lo que la capacidad de hidratacion de la proteina esta
relacionada parcialmente con su estructura primaria (mientras mayor sea su

namero de aminoacidos cargados, mayor sera su capacidad de hidratacion).



Diversos factores del medio que rodea a la proteina afectan su capacidad de
enlazarse al agua, entre ellos se encuentran la concentracion, el pH, la fuerza
i6nica, la presencia y el tipo de sales, la temperatura, la presencia de otros
constituyentes y la conformacion de la propia proteina. En el punto isoeléctrico
las interacciones proteina-proteina son maximas y se asocian y repliegan sobre
ellas mismas, manifestando la minima hidratacion e hinchamiento. Por arriba y
abajo del punto isoeléctrico, el incremento en la carga neta y fuerzas de repul-
sion entre las proteinas permiten que se hinchen y enlacen mas agua
(Fennema, 2000).

Generalmente la fijacion de agua por las proteinas decrece cuando la
temperatura se eleva debido a la disminucion de los puentes de hidrégeno y la
hidratacion de los grupos iénicos. Las proteinas desnaturalizadas generalmente
son mas solubles que en estado nativo en virtud de su mayor superficie de con-
tacto y a la exposicion de algunos grupos hidrofobos inicialmente ocultos; sin
embargo, si la desnaturalizacion es extensa, la capacidad de enlazamiento al
agua disminuye debido a la mayor interaccion proteina-proteina. La solubilidad
de una proteina no es funcion solamente de la capacidad de enlazarse al agua,
sino también de otros factores como pH, fuerza iénica, temperatura y concen-
tracion proteica, por lo que no puede relacionarsele directamente, (Damodaran,
1997).

b) Propiedades dependientes de las interacciones proteina-proteina. Son
aguellas como la gelificacion, coagulacion, elasticidad, cohesividad, dureza y
adhesividad. (Damodaran, 1997) La solubilidad de una proteina es la manifes-
tacion termodindmica de un equilibrio entre las interacciones proteina-proteina
y proteina solvente, siendo influenciado dicho equilibrio por las caracteristicas
hidrofobicas e idnicas de la propia proteina: las interacciones hidrofébicas pro-

mueven las primeras y las idnicas las segundas.

c) Propiedades de superficie. Dependen de la interaccion de la proteina con
dos fases inmiscibles: agua/aceite y agua/aire, siendo éstas las propiedades
emulsificantes y espumantes (Damodaran, 1997). Las proteinas son sustancias

de naturaleza anfotérica y pueden migrar espontaneamente a una interfase



aire-agua 0 agua-aceite para reducir la tensién interfacial de esta manera, las
proteinas son consideradas como agentes surfactantes ya que forman una
pelicula altamente viscoeléstica en la interfase, capaz de resistir esfuerzos
mecanicos durante el manejo y almacenamiento. Las proteinas, por tener en
sus moléculas tanto porciones hidrofébicas como hidrofilicas, son sustancias
gue exhiben propiedades superficiales. Para que la proteina tenga una ade-
cuada propiedad superficial debe adsorberse, desdoblarse y reorientarse rapi-
damente en la interfase formando una pelicula viscoelastica, flexible y resisten-
te capaz de soportar movimientos mecénicos y cambios térmicos.

A menudo la desnaturalizacion tiene una repercusion negativa porque im-
plica la pérdida de algunas de las propiedades funcionales, como en el caso de
proteinas alimentarias que pierden solubilidad; aunque en otras ocasiones,
algun grado de desnaturalizacién es deseable que ocurra, ya que generalmente
las hace mas digeribles y mejora sus propiedades emulsificantes y espumantes
(Fennema, 2000).

1.2.4 Interaccién proteina-proteina

Las interacciones proteina-proteina son generalmente favorecidas por condi-
ciones en las que se reduce la carga neta de las moléculas, por ejemplo en los
valores de pH cercanos al punto isoeléctrico. Las asociaciones proteina-
proteina conllevan un reconocimiento complementario de 2 macromoléculas
para formar un conglomerado estable (Jones y Thornton, 1995). Las interaccio-
nes hidrofébicas son fundamentales para la estabilizacion de las interacciones
proteina-proteina (Chothia y Janin, 1975).

El termino interaccién hidrofébica es usado para describir la ganancia de
energia libre que ocurre cuando los residuos no polares de las proteinas se
asocian en un ambiente acuoso (Kauzmann, 1959). El proceso de plegamiento
de las proteinas y su interaccion reduce su area superficial que esta en contac-
to con el agua. Cuando la interaccién entre el solvente y la proteina es atrayen-
te, la proteina puede reducir su energia rodeandose a si misma con moléculas
del solvente, contrariamente, cuando dicha energia es repulsiva, el solvente es

excluido (Tanaka, 1981). La agregacion de subunidades de proteina esconden



los residuos hidréfobos de las proteinas, de ahi que se minimice el nimero de
interacciones soluto-solvente termodinamicamente desfavorables.

La mayor parte de proteinas en los sistemas alimenticios han sido des-
naturalizadas en varios grados dependiendo del tipo de proceso utilizado La
funcionalidad requerida dicta el tipo y concentraciones de los ingredientes y su
ambiente. Bajo estas circunstancias las interacciones proteina-proteina no son
especificas, como en los sistemas biologicos, mas bien dependen principal-
mente de las fuerzas fisicoquimicas.

Las asociaciones fisicas que se dan entre proteinas en un sistema alimen-
ticio tipicamente incluyen la hidratacion y el enlace con el agua afectando asi la
viscosidad y gelificacion; modificacion de la actividad superficial e interfacial lo
gue controla la emulsificacién y la espumabilidad y la reactividad quimica que
conduce a estados de cohesidn/adhesiéon y un potencial para la texturizacién

(Fligner y Mangino, 1991).

1.2.5 Proteinas aireantes

Algunas proteinas debido a su estructura, poseen capacidad aireante la cual,
depende de la habilidad de estas de desnaturalizarse y formar una pelicula es-
table; tal es el caso de algunas proteinas globulares las cuales, se despliegan
en la interfase orientando sus areas hidrofébicas hacia la fase gaseosa . Asi-
mismo, las proteinas que tienen una estructura flexible y ampifatica, como la
caseina y la gelatina se despliegan facilmente y cambian su conformacioén en le
interfase aire/agua (Doi y Kitabatake, 1997).

Una gran variedad de proteinas pueden ser utilizadas en la generaciéon
de productos aireados, incluyendo la clara de huevo, proteinas de suero de
leche, proteinas de soya y grenetina (Campbell y Mougeot, 1999; Johnson,
2006). La seleccion de una proteina en el desarrollo de este tipo de productos
se debe basar en sus beneficios individuales y la funcién deseada. Como es
sabido, la proteina de clara de huevo es un estandar culinario pues permite que
un gran volumen de aire sea incorporado en el producto.

En el caso las proteinas de lactosuero suelen ser utilizadas en productos

de confiteria dando una buena estabilidad, aunque menos aire puede ser in-



corporado. Otra proteina usada frecuentemente en este tipo de productos es la
proteina de soya la cual, es estable al calor y versatil, permitiendo que funcione
en una amplia variedad de productos aireados. Asimismo, la grenetina ademas
de ser gelificante, genera espumas muy estables y produce una gran variedad
de texturas en este sistema (Johnson, 2006).

Las proteinas aireantes Optimas para un producto especifico deben de de
ser seleccionadas sobre la base de los parametros de procesamiento, la textura
deseada y vida util del producto final. A continuacion se presenta la descripcion

de tres de las proteinas aireantes de mayor uso en la industria alimenticia.

1.2.5.1 Proteinas de clara de huevo

La albumina de huevo es esencialmente una solucién acuosa de varias protei-
nas globulares en una red formada por fibras de ovomucina. Veinte proteinas
estan presentes, con caracteristicas de glicoproteinas e integran una estructura
bien organizada, gelatinosa y espesa. las que se encuentran en mayor propor-
cion son la ovoalbumiuna, conalbumina y ovomucoide (Fennema, 1996).

En orden de importancia las principales proteinas de la clara son:

a) Ovoalbumina

Es la proteina mayoritaria de la clara, es una fosfoglicoproteina ya que contiene
fosfato y carbohidratos unidos a la cadena polipeptidica. La ovoalbumina purifi-
cada esta constituida por tres fracciones, Al, A2 y A3 que s6lo se diferencian
en el contenido de fosforo. La secuencia completa de aminoéacidos es de 385
residuos con 4 n grupos sulfhidrilo y 1 grupo disulfuro (Stadelman y Cotterill,
1995). La ovoalbumina purificada tiene un peso molecular de 45 kDa.

Durante el almacenamiento de los huevos la ovoalbumina se convierte en una
forma més termoestable llamada S-ovoalbumina (Stable ovoalbumin). La identi-
ficacion y presencia de esta forma termoestable de la proteina puede ser con-
firmada por la diferencia en la temperatura de desnaturalizacién (Tg4), siendo
esta de 84.5°C para la ovoalbumina y 92.5°C para la S-ovoalbumina (Doi y
Kitabatake, 1997). También posee buenas propiedades gelificantes que pue-

den ayudar a la estabilizacién térmica de las espumas, sin embargo, dichas



propiedades se reducen cuando aumenta la proporcion de S-ovoalbumina
(Cheftel y Lorient, 1989).

La desnaturalizacion superficial de la ovoalbumina ha sido detectada por
el incremento de la reactividad de sus grupos sulfhidrilos. Cuando la ovoalbu-
mina se somete a un proceso de batido sus moléculas son adsorbidas en la
interfase aire/agua, rearreglandose a si mismas y cambiando su conformacion
para orientar sus porciones hidrofébicas hacia la fase gaseosa. Este cambio
expone a los residuos de cisteina, que a su vez, se oxidan y forman enlaces
disulfuro con los residuos de cisteina de las moléculas de proteina vecinas en
la interfase. Esta reaccidon forma agregados en la interfase aire/agua. La reac-
cion de intercambio sulfhidrilo-disulfuro entre las moléculas de ovoalbumina
tiene lugar también en la interfase. Los agregados forman una red proteica la
cual es a responsable de la estabilidad en las espumas de ovoalbumina (Doi y
Kitabatake, 1997).

b) Ovotransferrina (Conalbumina)

Es la segunda proteina méas abundante en la clara, la cual consiste en una ca-
dena polipeptidica de aproximadamente 80 kDa (Matsuda et al., 1982). Es una
glicoproteina que contiene 0.8% de hexosa y 1.4% de hexosamina. Es obtenida
de la clara por precipitacién fraccionada con sulfato amoénico, no contiene fosfo-
ro ni grupos sulfhidrilo (Fennema, 2000) Contiene 686 residuos de aminoaci-
dos, determinado de la secuencia de su DNA (Matsuda, et al., 1982). La ovo-
transferrina es parte de la familia de las transferrinas que incluyen la ovotrans-
ferrina, serotransferrina y lactoferrina (Doi y Kitabatake, 1997).

Esta constituida por una sola cadena polipeptidica y puede existir en
equilibrio bajo tres formas de diferente contenido en Fe3+ (dos, uno o ningun
atomo de hierro por molécula). A un pH préximo a 6, una molécula de co-
nalbumina puede fijar dos iones metalicos; segun la naturaleza del cation fijado,
los complejos pueden resultar coloreados (rojos con Fe** y amarillos con Cu?")
0 no. Los complejos metélicos de conalbimina son mas estables que la protei-
na natural (Cheftel y Lorient, 1989). La ovotransferrina es muy sensible a la
desnaturalizacion térmica (57-65°C) pero menos sensible a la desnaturalizaciéon

superficial que la ovoalbumina. Donovan et al., (1975) reportaron que las pro-



piedades funcionales de la clara de huevo son mas afectadas por la desnatura-

lizacion de la ovotransferrina en torno a 70°C.

c) Ovomucoide

Es una glicoproteina conformada por tres dominios separados, cada uno de
ellos unido por tres enlaces cruzados disulfuro. Constituye aproximadamente el
10% de las proteinas de la clara de huevo (Doi y Kitabatake, 1997). EI ovomu-
coide es un inhibidor de la tripsina con un peso molecular de 28 kDa. Es muy
resistente a la coagulacion por el calor en medio acido y moderadamente alca-
lino, pero en presencia de lisozima y en medio alcalino coagula a temperaturas
superiores a 60°C (Matsuda, et al., 1982).

d) Lisozima

Es una proteina basica con un peso molecular de 20.7 kDa y un punto isoeléc-
trico de 11, mucho mas elevado que el del resto de las proteinas de la clara. La
secuencia de aminoé&cidos de la lisozima es de 129 residuos y su estructura
tridimensional es conocida con precision. Cada molécula del polipéptido contie-
ne cuatro enlaces disulfuro pero ningun grupo SH libre. Esta proteina posee
una actividad enzimatica 3- glucosaminidasica cuyo sustrato esta presente en
la pared de algunas bacterias grampositivas, produciendo la hidrdlisis de este
sustrato la lisis de la bacteria (Stadelman y Cotterill, 1999). Junto con las globu-
linas E; y E3, se clasifica en uno de los agentes espumantes mas efectivos de
las proteinas de clara de huevo (Doi y Kitabatake, 1997).

La temperatura de desnaturalizacion de esta proteina es alrededor de
70-75°C, dependiendo del pH y condiciones de soluciéon. Es mucho mas sensi-
ble al calor en la propia clara que cuando esta presente sola en regulador de
fosfato de pH 7-9. Cuando la clara se calienta a 63.5°C durante 10 min la liso-
zima se inactiva, ocurriendo esto en mayor grado cuando el pH aumenta por
encima de 7 (Fennema, 2000). La lisozima tiene una conformacion compacta y
firme debido a sus enlaces disulfuro intramoleculares, por si misma no muestra
propiedades funcionales como espumado, gelificacién o emulsificacion en los
sistemas alimenticios; sin embargo, ya que es una proteina muy sencilla, facil-
mente interacciona con otras proteinas y componentes, lo cual también tiene

influencia en las propiedades de los alimentos (Arntfield y Bernatsky, 1989).



Por ejemplo la lizosima promueve la coagulacion de las proteinas de la clara de
huevo a un pH dado. La reduccién de puentes disulfuro induce a cambios
conformacionales y también incrementa la flexibilidad de la molécula; las
propiedades gelificantes y espumantes son mejoradas de una manera similar

gue con la ovotransferina (Doi y Kitabatake, 1997).

e) Ovomucina

Es una glicoproteina caracterizada por una alta viscosidad y naturaleza gelifi-
cante capaz de formar con la lisozima un complejo insoluble en agua, el cual
probablemente contribuye a la estructura gelatinosa de la capa gruesa de la
clara. No es una proteina hidrosoluble aunque es soluble en soluciones salinas
diluidas de pH 7 o superior. Ha sido separada en dos fracciones, una pobre en
carbohidratos (15%) y otra rica en los mismos (50%) denominadas a y B3-
ovomucina, respectivamente. El peso molecular de la ovomucina es aproxima-
damente de 18 kDa y de la 3-ovomucina es aproximadamente de 400 kDa (Doi
y Kitabatake, 1997). Es relativamente termorresistente pero es sensible a la
desnaturalizacién superficial, es responsable en gran medida de las propieda-
des funcionales de la clara, como es la capacidad espumante y estabilizaciéon
de las espumas en frio. También se considera que tiene una actividad biolégica

contra varios virus (Cheftel y Lorient, 1989).

f) Ovoglobulinas

Nakamura et al., (1980) reportaron la separaciéon de cinco constituyentes de la
fraccion de globulina de la clara de huevo usando 43% de sulfato de amonio
saturado, seguido por una filtracién en gel y cromatografia con carboximetilce-
lulosa. Estos cinco constituyentes son la ovomacroglobulina, las globulinas G2
y G3, y dos ovoinhibidores. En contraste con las otras tres globulinas, ni G2 ni
G3 demostraron la actividad inhibitoria hacia las proteinasas. Los analisis de la
composicion de aminoacidos, composicion de carbohidratos y pesos molecula-
res caracteristicos mostraron que G2 y G3 son glicoproteinas similares. Estas
ovoglobulinas han demostrado ser excelentes agentes espumantes (Stadelman
y Cotterill, 1995)



g) Ovoinhibidor

Es una glicoproteina capaz de inhibir la tripsina y quimotripsina, como las pro-
teasas fungales y bacterianas. El alto peso molecular reportado de 49 kDa
hace al ovoinhibidor uno de los méas grandes inhibidores de enzimas
(Stadelman y Cotterill, 1995). Matsuda et al., (1981) reportaron que el ovoin-
hibidor de la clara de huevo de gallina es inestable al calor y posee mayor es-

tabilidad en medio acido.

h) Avidina
Es una glicoproteina que se combina con la biotina para formar un complejo
estable e incapaz de ser absorbido por el tracto intestinal de los animales (Wil-
check y Bayer,1990). Esta glicoproteina esta compuesta de cuatro subunidades
idénticas de polipéptidos, cada una con 128 residuos de aminoacidos. La avidi-
na se considera un posible antinutriente debido a su fuerte afinidad con la bioti-
na, ademas se ha pensado que juega un papel como agente antimicrobiano
(Stadelman y Cotterill, 1995).

Las proteinas restantes forman un bajo porcentaje de la proteina total y
todavia no han sido relacionadas significativamente con la funcionalidad de la

clara de huevo.

1.2.5.2 Proteinas de suero de leche

La proteina del suero de la leche es un conjunto de proteinas globulares que
pueden ser separadas fisicamente del suero de la leche. Desde la Optica qui-
mica la proteina del suero de la leche es una mezcla de proteinas como la be-
ta-lacto globulina, la alfa-lacto albumina, y la seno-albumina, todas ellas se
pueden disolver en agua en sus formas originarias, por si solo del PH de las
solucién. El perfil de aminoacidos del suero presenta muy importantes cantida-
des de aminoacidos principales, aminoacidos sulfurados y aminoacidos de ca-
dena ramificada.

Las proteinas del lactosuero pueden ser de sintesis mamaria, como la
alfa-lactalbumina y la alfa-lactoglobulina, que representan conjuntamente el
70% de las proteinas del lactosuero de vaca, y la lactoferrina, o bien de transfe-

rencia sanguinea, como la albumina y las inmunoglobulinas.



El principal componente del suero de leche es el agua (alrededor del
94%), con otros componentes de menor importancia, tales como la lactosa
(4,5%), proteinas (0,8%) y minerales (0,7%). Cuando el suero de leche se seca
y se somete a procesos de filtracién para concentrar los componentes, el resul-
tado es un polvo con alto contenido de proteina. Los concentrados de proteina
de suero contienen al menos un 25% de proteina y el aislado de proteina de
suero es un producto mas purificado que contiene por lo menos el 90% de pro-
teinas. Las proteinas del suero han encontrado un nicho como un ingrediente
en los alimentos la industria alimenticia debido a su solubilidad en un amplio
rango de pH, propiedades funcionales Unicas, y costos relativamente bajos en
comparacion con otros productos proteicos (Kilara y Vaghela, 2004).

La principal proteina presente en el suero de leche es la 3-lactoglobulina
(aproximadamente el 10% del total de proteinas en la leche y el 58% de las
proteinas del suero de leche), compuesta por 162 aminoacidos, 2 puentes di-
sulfuro y un tiol libre, con un peso molecular de 18.277 Da (Kilara y Vaghela,
2004; Farrell et al., 2004). La segunda proteina de suero de leche mas comun
es la a-lactoalbumina, que representa aproximadamente el 2% de la proteina
de la leche total y aproximadamente el 13% de todas las proteinas de suero de
leche (Kilara y Vaghela, 2004).Esta proteina con un peso molecular de 14.178
Da contiene 123 aminoacidos y 4 enlaces disulfuro (Farrell et al., 2004). De los
dos componentes principales de proteina de suero de leche, la B-lactoglobulina
muestra las mejores caracteristicas de formacioén de espuma, con valores mas
altos de sobrerrendimiento que la a-lactoalbumina. Cuando se mezclan estas
dos proteinas, el sobrerrendimiento exhibe un incremento lineal con el aumento
de concentracion de B-lactoglobulina.

La Albumina de suero bovino es la tercera proteina de suero mas abundan-
te, constituyendo aproximadamente el 8% del total de las proteinas de suero.
Esta proteina incluye 583 aminoacidos, 17 puentes disulfuro, y tiene un peso
molecular de 66.399Da. Diversas inmunoglobulinas representan alrededor del
6% del total de las proteinas de suero de leche (Farrell et al., 2004).



1.2.5.3 Proteina de soya

Las proteinas son aproximadamente el 40% del peso seco de la soya. La ma-
yor parte de la proteina de soya es clasificada como globulinas. El rango del
tamafio molecular de las proteinas de soya ha sido demostrado por un patrén
de centrifugado en el cual se han determinado cuatro fracciones principales:
2S, 7S, 11S Y 15S. La fraccion 2S constituye alrededor del 8% de la proteina
total. La fraccién 7S contiene globulinas y enzimas (lipoxigenasa y amilasa) y
constituye acerca del 35% de la proteina. La fraccion 11S esta considerada
como una sola proteina y constituye el 52% de la proteina. La fraccion 15S es
una forma polimérica de la fraccion 11S y aporta el 5% de la proteina total. Las
principales globulinas de soya estan clasificadas como glicina,a, B y y conglici-
na basado en su respuesta inmunolégica (Rhee, 1994; Utsumi et al., 1997).

De las proteinas de la soya extraibles con agua (aproximadamente 90%
del total presente en el frijol de soya) esta constituida por 25-35% de glicina y
20-25% de B conglicina. La glicina esta constituida por polipéptido acidos (ca.
38kDa) y basicos (ca 20 kDa), cada unidad basica y acida esta unida por un
puente disulfuro, excepto por el polipéptido acido A,;. A temperatura ambiente a
pH 7.6 la glicina forma complejos hexamericos (11S) y a pH de 3.8 esta princi-
palmente en forma de complejos triméricos (7S) (Renkema et al.,2000).

Las globulinas 7S y 11S son las principales proteinas de almacenamien-
to y son alrededor del 70% del total de la proteina de soya. Ambas fracciones
son muy complejas consisten de varias subunidades que son facilmente aso-
ciadas y disociadas bajo diferentes condiciones de pH, fuerza idnica y trata-
miento térmico. Se sabe que la temperatura de desnaturalizacion de la fraccion
7S es menor que la fraccion 11S (Chronakis y Kasapis, 1996).

Muchos estudios de proteina de soya estan enfocados a la fraccion 11S
(glicina) porque es una sola proteina y constituye mas del 50% del frijol de so-
ya, ademas de que es relativamente facil de preparar en forma pura. Existen 3
subunidades acidas (A1, Az y A3) y tres subunidades basicas (B1, B, y B3) de
diferente peso molecular en la molécula de la proteina 11S.Estas estan alter-
nadas en el mismo lado de la proteina y se mantienen juntas por puentes disul-
furo y uniones hidrofébicas. Se considera que el dimero estd formado por 2
capas de 2 mondmeros idénticos unidos por enlaces de tipo hidrofilico (puentes



de hidrégeno y/o electrostaticos) y tiene un peso molecular de aproximadamen-
te 360,000 Da (Rhee, 1994).

La proteina de soya consiste de cadenas laterales polares y no polares.
Estas cadenas presentan interacciones fuertes intra e intermoleculares, como
puentes de hidrogeno, dipolo-dipolo, carga-carga (ibnicas) e interacciones
hidrofobicas. Lo fuerte de las cargas y las interacciones polares entre las cade-
nas laterales de las moléculas de proteina de soya, restringe la rotacion y la
movilidad de la molécula lo cual dirige a un incremento en los médulos, la rigi-
dez, el esfuerzo inicial y fuerza de tension (Zhang, et al., 2001).

La proteina de soya tiene como propiedades funcionales la gelificacién,
emulsificacion, capacidad espumante, absorcion y retencion de agua, absor-
cion de grasa, incremento de la viscosidad, solubilidad, elasticidad y cohesion-
adhesién (Utsumi, et al., 1997). Muchas de estas propiedades estan relaciona-
das directamente con la habilidad de la estructura molecular en especial las
propiedades reoldgicas que estan implicadas en la textura que imparte la pro-
teina (Utsumi y Kinsella, 1985).

En el mercado existe una gran variedad de productos alimenticios en los
cuales la proteina de soya es utilizada para impartir propiedades de batido o
espumantes incluyendo confiteria (nougats, malvaviscos, jarabe de chocolate),
coberturas batidas, coberturas de azlcar, postres congelados y varios tipos de
pasteles. La proteina que tradicionalmente se usa como espumante es la
albumina de huevo, pero la proteina de soya ha probado ser un buen sustituto
parcial o total de este ingrediente tradicional mas costoso (Zayas y Joseph,
1997).

1.2.5.4 Grenetina

El colageno es la proteina de origen a partir de éste la gelatina se prepara en
grandes cantidades. Funciona como proteina extracelular estructural en el hue-
so, tendon, piel y tejido conjuntivo de varios 6rganos. El rasgo caracteristico de
coldgeno es la presencia de uno o mas dominio (s), con una excepcional com-
posicién de aminoacidos (33% glicina y prolina 22%) y una estructura excep-
cional: una triple hélice extendida (rigida). La estructura de triple hélice se ca-

racteriza por tres cadenas helicoidales extendidas: de poliprolina Il que estan



como enrolladas en una triple hélice dextrogira. Las tres cadenas estan escalo-
nadas por un residuo con respecto a cada una, y se vinculan a través de enla-
ces de hidrogeno. La conformacién de triple hélice se asocia con una secuen-
cia distintiva de aminoacidos con glicina en cada tercer residuo y un alto conte-
nido de iminoacidos. (Wolf, 2003).

Durante la produccion de gelatina, la extraccion de colageno a partir de
tejido, condicionada por el agua caliente, desnaturaliza la estructura de la triple
hélice en cadenas individuales solubles, o pequefios fragmentos de polimeros.
Al enfriarse, las cadenas se enrollan en las nuevas estructuras de triple hélice,
pero no necesariamente enel mismo registro que la estructura de colageno na-
tivo, lo que limita la reestructuracion de la triple hélice. La reestructuracion de
los segmentos helicoidales de la triple hélice conduce a la formacién de zonas
de unidn que son necesarias para la formacion de un gel (Wolf, 2003).

Las regiones ricas en pirrolidina actian como sitios de nucleacién para la
formacion del potencial de zonas de union (Rao, 1970) y la longitud de una zo-
na de unién por lo menos posee 20 a 30 aminoacidos. En general se cree que
las zonas de union de la gelatina se estabilizan por puentes de hidrégeno simi-
lares a las de colageno natural. Las zonas de unién estan interconectados a
través de cadenas de péptidos flexibles (segmentos elasticos).En la fabricacion
de gelatina, el tratamiento de los animales como materia prima con acido dilui-
do (gelatina tipo A) o bases (gelatina Tipo B) resulta en division parcial de los
enlaces cruzados de la proteina, la estructura se divide de tal manera que el
colageno se vuelve soluble en agua caliente, es decir, la grenetina esformada.

La grenetina tiene mdultiples funciones en la elaboracion de alimentosy
formulaciones. Las propiedades funcionales de la grenetina se puede dividir en
dos grupos (Gareis, 2007),El primero tiene propiedades que se asocian con
gelificantes, por ejemplo, la fuerza de gel, tiempo de gelificacion, ajuste y tem-
peraturas de fusion, viscosidad, espesante, texturizante, y de retencion de
agua. El segundo grupo se refiere al comportamiento de superficie de la grene-
tina, por ejemplo, la formacion de la emulsién y la estabilizacion, la funcién pro-
tectora de coloides, la formacion de espuma, la estabilizacién, formacién de
una pelicula y la adhesion / cohesion (Gareis, 2007).

El uso mas comun de la gelatina se debe a sus propiedades gelificantes

térmicamente reversibles por ejemplo, en la produccion de jaleas. La termorre-



versibilidad de este proceso da a la gelatina la propiedad de derretirse en la
boca. La gelatina es notable por sus propiedades gelificantes y limpio perfil de
sabor. El gel de gelatina ha sido descrito con un aspecto brillante y textura que
aun no se ha duplicado por cualquier polisacarido (Baizwane, 2003).

La gelatina esta compuesta de la siguiente manera: 84-90% proteina
proveniente del colageno, 1-2% sales minerales, el porcentaje restante es
agua. Esta proteina carece de los principales aminoacidos esenciales para la
nutricibn humana como valina, tirosina y triptéfano.

El atributo mas importante de la gelatina es la fuerza del gel y cuando se
determinen por el método estandar, se llama la fuerza "Bloom™ o "valor Bloom."
En la determinacion del valor, la fuerza requerida para deprimir la superficie de
un gel de 6.67% por un émbolo con una forma especifica y tamafio de 4 mm se
mide 18 horas después de que el gel ha sido almacenado en exactamente
10°C. Los productos comerciales normalmente tienen valores bloom entre 50 y
280. En general los usos funcionales se incluyen como un estabilizador, espe-
sante y texturizador. De acuerdo a su aplicacion, la gelatina puede ser requeri-
da de acuerdo a sus propiedades espumantes o para aumentar el volumen de
algunas sustancias, en los productos de pasteleria da firmeza y mejora la for-

macién de espuma.

1.3 Productos aireados

La clara de huevo ha sido extensamente utilizada como ingrediente principal en
productos aereados, por su amplia gama de propiedades funcionales espe-
cialmente la de formacion de espuma.

Las espumas proporcionan una gran variedad de atributos de calidad a los
productos alimenticios (Campbell y Mougeot, 1999) y son encontradas en pro-
ductos aireados tales como el pan, pasteles, galletas, merengues, helados, y
gran variedad de productos de panificacion. Estos productos dependen de la
incorporacion de aire para mantener su textura y estructura durante y después

de ser procesados.



1.3.1 Pastel angel

El pastel &ngel es un “verdadero” pastel tipo espuma. Esto significa que su de-
sarrollo en el horno solo depende del aire y el vapor de agua retenido por la
espuma, no de ningun otro agente leudante. El aire y el vapor se derivan prin-
cipalmente de las claras de huevo, que con el azicar constituyen los 2 ingre-
diente predominantes de la formulacion. La harina juega un papel secundario
(Hall, 1996).

Las proporciones usuales son acerca de 20-40 partes de harina, 100
partes de clara de huevo liquida y 80 a 100 partes de azucar. La sal, acido
Tartarico y el sabor también son parte de la formulacion. Las claras de huevo y
la harina actian como endurecedores pues contribuyen a la fuerza y resisten-
cia de la estructura de la espuma, mientras que el azlcar es el Unico “ablanda-
dor” debido a la ausencia de grasa. El aumento en el porcentaje de claras o de
harina en la formulacién va a disminuir la suavidad del pastel, mientras que el
incremento de la cantidad de azucar va a hacer un producto mas blando.

El agente edulcorante siempre es el azlicar. Aunque se puede usar en
forma granular es preferible utilizar un tamafio de particula menor tal como el
azucar glass para acelerar su disolucion en la clara de huevo.

Las caracteristicas de la harina también tienen una marcada influencia
en la calidad del pastel. Una harina débil es la recomendada para un excelente
pastel, puesto que en este tipo de sistema alimenticio no es necesario desarro-
llar las cadenas de gluten, una harina fuerte no es indispensable puesto que la
estructura la da principalmente la clara de huevo, inclusive se han tenido bue-
nos resultados cuando una parte de la harina se ha sustituido por almidon de
trigo.

El ingrediente que juega el papel mas critico es la clara de huevo. Los
huevos deben de ser perfectamente separados cuando estan frios y dejarlos
reposar en temperatura ambiente. No debe haber rastro de yema de huevo
pues esta impide la formacion de espuma. La blancura de la miga, la apariencia
de la costra, la textura y el sabor estan fuertemente afectados por las propieda-
des funcionales de la clara de huevo. En algunos casos los reposteros afiaden
un 10% de agua a la clara en el batido para humectar el pastel, sin embargo el

volumen se ve reducido con esta accion.



La practica comun de afiadir acido tartarico se realiza para mejorar las
propiedades de la albumina. El afiadir este tipo de aditivos es necesario ya que
se ajusta el pH de la clara de huevo a un nivel que conduce una solubilidad
maxima de las proteinas y reduce su desnaturalizacion durante el batido. Sin
él, la espuma no alcanza su maximo potencial, volumen especifico y el pastel
se torna duro. El acido tartarico decolora los pigmentos de los flavonoides del
harina desarrollando un color mas brillante de la miga. También tiene la ventaja
la diferencia de otros acidos, de ser poco perceptible en el sabor. El rango
aceptable para usarlo va de 1-2% (comunmente el 1.5 1 al 1.75%) con respecto

a las claras de huevo (Brown, 1994).

1.3.1.1 Proceso de elaboracion de pastel angel

El procedimiento tradicional de elaboraciéon del pastel angel consiste en 2 eta-
pas. En la primera etapa se baten las claras con o sin una parte del azucar y el
resto del azicar es mezclado con un batido continuo. La segunda etapa consis-
te en mezclar la harina con la minima fuerza posible para prevenir la ruptura de
las paredes de las celdas para no colapsar el sistema, y lo que resulta por el
contacto de los lipidos de la harina con las claras de huevo.

El pastel angel es muy sensible a cambios en el método de preparacion.
Existen pocos productos de panaderia tan sensibles como este en su proce-
samiento, El batido de las claras es el primer punto critico. Si la aeracion no es
la suficiente las paredes de las celdas no se extienden lo suficiente durante el
horneado y se obtiene una textura y volumen no 6ptimos. Por otra parte el bati-
do excesivo puede coagular las proteinas y la burbuja pierde extensibilidad y
puede romperse durante el horneado desarrollando una reduccién de volumen
y una textura aspera.

La temperatura de la albumina afecta el tiempo requerido para llegar el
maximo volumen especifico. A mayor temperatura se vuelve mas critico el
tiempo de batido ya que es mas facil sobrepasar el punto 6ptimo, causando un
exceso de expansion durante el periodo inicial de horneado seguido de un
ahogamiento después de que el horneado se completa.

Tradicionalmente se usan moldes tubulares para los pasteles angel, ya
gue aqui se da una mejor transferencia de calor, ademas de que su soporte



interno permite una mayor expansion del pastel sin colapso subsecuente. Por
obvias razones el molde no debe ser engrasado. Humedecer el molde da como
resultado costras mas humectadas, puesto que se retarda un poco la deshidra-
tacion.

Los pasteles angel se han horneado satisfactoriamente en un gran rango de
temperaturas sin embargo existe una recomendacion para alcanzar el volumen
optimo. El consenso de las autoridades parece establecer que los mejores pas-
teles resultan del horneado a la mas alta temperatura por tiempos cortos. Por
ejemplo para 0.70 kg de pasta se recomienda una temperatura de 175°-185° C,
en un tiempo de 10 a 15 min. Las variaciones en cuanto a sabor son sumamen-
te restringidas debido a la necesidad de evitar el contacto con lipidos. El sabor
mas utilizado es el de vainilla o extracto de almendras. Los jugos de frutas, es-
pecialmente citricos pueden ser usados con un buen efecto, sin embargo se
debe disminuir la cantidad de acido tartarico para compensar el efecto de estos
ingredientes (Matz, 1992).

1.4 Anédlisis térmico

El andlisis térmico ha sido definido como un grupo de técnicas en la cual una
propiedad de una muestra es monitoreada con relacion al tiempo o temperatu-
ra, en una atmosfera especifica, a un régimen programado de temperatura
(White et al., 2011).

141 Técnicas de analisis térmico

Los estudios actuales en el campo del analisis térmico se apoyan en el manejo
de potentes aparatos de laboratorio. Estos instrumentos permiten obtener se-
ries de puntos que relacionan algun tipo de variable dependiente (flujo de calor,
perdida de masa, etc) frente a la temperatura o el tiempo.

Las técnicas de andlisis térmico de mayor importancia en el estudio de siste-
mas biologicos suelen clasificarse en funcion del aparato que se utilice. Para
ello se acostumbra nombrarlas mediante sus siglas: DTA (Differenctial Thermal
Analysis), DSC (Differenctial Scanning Calorimetry) y TGA (Thermal Gravime-
tric analysis). Es frecuente el uso de estas siglas no solo para denominar a la



técnica en cuestidn, sino también para nombrar el aparato que se utiliza. A con-

tinuacioén se describen las caracteristicas basicas de estas técnicas.

1.4.1.1 Calorimetria Diferencial de Barrido (DCS)

La técnica DSC es similar a la DTA, con la importante diferencia de que en este
caso en lugar de medir la diferencia de temperatura entre la muestra y una re-
ferencia, se mide la diferencia de flujo de calor que experimentan ambas al ser
sometidas al mismo programa de temperatura. La evolucion de la muestra
puede obtenerse en funcién de la temperatura o del tiempo, segun el programa
establecido.
Con esta técnica se pueden identificar los mismos eventos que con el
DTA y ademés permite medir cuantitativamente tanto las entalpias como las
capacidades calorificas.
Las condiciones requeridas para la balanza son exactitud, sensibilidad y
reproducibilidad, siendo también necesarias una capacidad razonable, elevada

estabilidad y rapidez de respuesta.

1.4.1.2 Analisis térmico diferencial

Como se observa en la figura 7 (a,b), el analisis térmico diferencial es una
técnica en la cual los cambios de calor dentro de un material son monitoreados
y comparados con la de un material inerte de referencia, de tal manera que po-
dremos tener una relacion de las diferencias de temperatura (la de la muestra
con respecto a la referencia) en funcién de la rampa de temperatura a la que se
realice el andlisis, esto nos dan resultados en forma de graficas (endo o exo-
termas) que nos permiten detectar, por medio de picos, las temperaturas a las
cuales se dan transformaciones fisicoquimicas de la muestra. Dependiendo de
la forma y orientacion del pico se puede determinar si el evento observado es

endotérmico (absorcion de energia) o exotérmico (liberacién de energia).
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Figura 7. Analisis Térmico Diferencial (DTA). (a) Aparato clasico (S = muestra, R = referencia); (b)
flujo de calor; (c) curva tipica de DTA.

Los termogramas de DTA son de gran ayuda para la identificacion de
puntos de interés de los materiales tales como la temperatura de transicion
vitrea (Tg), temperaturas de desnaturalizacion (proteinas), temperaturas de
gelatinizacion (almidones), etc. Por ejemplo para determinar temperaturas de
desnaturalizacion se localiza la temperatura en la cual se presenta el pico de la
endoterma y la entalpia de desnaturalizacion es proporcional al area debajo de
la curva de la endoterma.

El inconveniente que presenta esta técnica es que no permite cuantificar
la entalpia del proceso ni la capacidad calorifica. Sin embargo, es posible con-
vertirla en semicuantitativa y obtener informacién del calor involucrado en el
proceso.

1.4.1.3 Analisis termogravimétrico

La técnica TGA permite medir la masa de la muestra mientras esta siendo so-

metida a un programa térmico (isotérmico o en rampa). Normalmente a esta



técnica se le denomina termogravimetria, llamandose termogramas a los grafi-
cos resultantes.

Una termobalanza o equipo TGA estd compuesta por una microbalanza,
un horno y un procesador de temperaturas; también dispone de un circuito de
gas de purga. Afadido a este aparato suele utilizarse un ordenador con su co-
rrespondiente programa de procesado de datos.

Las aplicaciones tipicas de esta técnica incluyen la determinacién cuanti-
tativa de componentes que se volatilizan a temperaturas caracteristicas, tales
como la humedad. También es un método idoneo para evaluar la estabilidad
térmica de materiales.

Se puede utilizar un método dinamico si se estudia el comportamiento
de la muestra mientras es sometida a un programa de temperaturas con una
determinada velocidad e calentamiento. Si, por el contrario se mantiene fija la
temperatura y se estudia la variacion de la masa con el tiempo se hablara del
método isotermo. En cualquier caso, siempre es posible reflejar el cambio de
masa de la muestra como una serie temporal ya que aun en el caso dindmico
se conoce la evolucion de la temperatura con el tiempo. En la figura 8 se pre-

sentan un ejemplo de curvas termogravimeétricas.
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Figura 8. Curva termogravimétrica.

El termograma obtenido por medio de la técnica TGA se puede utilizar para
estudios cinéticos, es decir, el andlisis de la velocidad con que ocurren trans-

formaciones en funcion de la temperatura.



1.4.2 Analizador termogravimétrico con termoandlisis diferencial

El TA Instruments SDT 2960 permite mediciones simultaneas de analisis térmi-
co diferencial (DTA) y termogravimétricas (TG), ahorrando tiempo de analisis y
de preparacion de muestras. Este analizador cubre un amplio rango de tempe-
raturas desde 20°C-1500°C lo que lo hace una herramienta ideal para estudiar
una gran gama de materiales. Un programa de andlisis de datos es una parte
integral del equipo. Mediante la conexion a una computadora, como se observa
en la figura 9, el software Thermal Advantage extrae y analiza los datos gene-

rados en el termoanalizador.

Figura 9. Imagen del SDT 2960.

En la industria alimentaria, los datos que proporcionan el SDT 2960 pue-
den ser utilizados para seleccionar los materiales, predecir el rendimiento del
producto, y mejorar la calidad. La técnica es particularmente util para la deter-

minacion de:

* Las temperaturas de transicion

* Los puntos de fusién

» Composicién de los sistemas multicomponentes

* Vida util estimada de un producto

* El contenido de humedad y volatiles de los materiales



* La estabilidad térmica de los materiales

* Los puntos de ebullicion

En la figura 10 se muestra el esquema del termoanalizador SDT 2960. El
sistema se basa en un disefio de doble viga horizontal que puede realizar me-
diciones DTA y TGA simultaneamente. Este equipo esta constituido por un hor-
no que ofrece un control uniforme de calentamiento de hasta 1500 ° C. El horno
y el tubo del horno estan ensamblados asegurando que la temperatura estable-
cida se pueda lograr consistentemente sin poner en peligro la vida del horno.
Un anillo de enfriamiento facilita la introduccién directa de una purga de aire en
el horno para un descenso rapido y automatica de temperatura, entre experi-
mentos.

El conjunto del horno y tubo opera sobre un tornillo accionado por un
motor que permite la apertura y cierre automaticos. El gas de purga entra en la
unidad y fluye horizontalmente sobre la muestra y la de referencia. Durante las
mediciones del DTA-TGA la muestra, contenida en un charola, y la de referen-
cia (por lo general una charola vacia) son asentadas en sensores de platino al
final de cada brazo de la balanza. El diferencial de flujo de calor entre la mues-
tra y la de referencia se mide utilizando termopares en los brazos de la balanza
como se observa en la figura 10.

El peso de la muestra en las mediciones TGA se mide por una banda de
movimiento del medidor situado en la parte trasera de cada brazo de la balan-
za. Una fuente de luz LED infrarroja y un par de diodos foto-sensibles detectan
el movimiento del brazo. Un dispositivo al final del brazo de la balanza controla
la cantidad de luz que llega a cada fotosensor.

A medida que se pierde peso, el rayo de luz se desequilibra, causando un
desbalance de luz en los fotodiodos. Una corriente de de restauracion de luz es

generada para eliminar este desequilibrio y volver a la posicion original.
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Figura 10. Esquema del SDT 2960.

1.5 Evaluacion de propiedades texturales

La textura es un atributo resultado de la combinacion de las propiedades fisicas
y quimicas, estas incluyen el tamafo, la forma, el nimero, la naturaleza y el
arreglo de los elementos estructurales constituyentes. Estas propiedades son el
reflejo de la estructura macroscopica del material. El estudio de la estructura
lleva a un mejor entendimiento de las propiedades fisicas y de sus caracteristi-

cas de textura (Lewis, 1987).

De acuerdo a Kramer, las propiedades texturales de los alimentos son limi-
tadas a sensaciones de tacto por la mano y las diferente partes de la boca
aunque en ocasiones la vista (apariencia) y el oido influyen también en la per-
cepcion de la textura, por lo que puede existir u traslape entre la textura y otros
atributos sensoriales (sabor, palatabilidad, percepcion visual y tactil de aspere-
za, etc.). Aceptando lo inevitable de dicho traslape, parece haber un acuerdo

general que el termino textura es el termino aceptado popularmente para una



de las tres propiedades sensoriales primarias de los alimentos la cual se rela-
ciona completamente con el sentido del tacto y por lo tanto, por lo menos po-
tencialmente, puede ser medida de manera precisa y objetiva por medios
mecanicos. Existen 4 tipos de pruebas para la evaluacion de las propiedades
mecéanicas de los alimentos, estas se dividen en métodos fundamentales,

empiricos, imitativos y sensoriales.

151 Métodos fundamentales

A través de los métodos fundamentales se obtienen las funciones materiales,
0sea, aquellas que soélo dependen del material y no del instrumento y el méto-
do. Los resultados se expresan en términos de potencias de masa, longitud y
tiempo y todas las variables son conocidas y controladas. En materiales com-
plejos una prueba fundamental puede arrojar 10 parametros o mas.

Estos métodos son usados en investigacion basica y requieren por lo gene-
ral de instrumentos sofisticados y costosos, ene especial para materiales de

estructura y comportamiento complejo.

1.5.2 Métodos empiricos

Los métodos empiricos, corresponden a aquellas pruebas que se efectian con
instrumentos que con frecuencia son diseflados o construidos para un material
especifico, por lo que los resultados son funcion del instrumento, el método, la
carga aplicada, la velocidad de aplicacién de la carga, al geometria, dimensio-
nes y orientacion de la muestra y las condiciones, lo que ocasiona que nos se-
an reproducible sin puedan expresarse en términos de cantidades reoldgicas
fundamentales (potencias de masa, longitud y tiempo). Los instrumentos utili-
zados son sencillos y econémicos.

Estas pruebas arrojan como resultado generalmente un solo dato (distan-
cia, fuerza, area, tiempo, velocidad). Las variables que intervienen no siempre
son conocidas ni controladas. Los resultados que originan son en ocasiones
especificos para un tipo de material, no estan perfectamente definido (dureza,
cohesividad, adhesividad) y es dificil encontrar traducciones de un idioma a

otro. Son validos y comparables solo bajo el mismo aparato, método, condicio-



nes y geometria de la muestra. Son ampliamente utilizados en la industria de

alimentos.

15.3 Métodos Imitativos

Son aquellas que tratan de imitar las operaciones humanas sobre los materia-
les para juzgar su comportamiento mecanico (masticacion, presion con los de-
dos, etc.) y asume que las fuerzas de reaccién desarrolladas por la muestra
representan las reacciones humanas. Los movimientos complicados y los com-
plejos esfuerzos desarrollados hacen imposible el analisis teérico de los resul-
tados.

De la misma forma que en las prueba semiempiricas, influyen las dimen-
siones, forma, orientacion del material, el dispositivo utilizado para la aplicacién
de los esfuerzos, el procedimiento, etc. Dentro de estos instrumentos podemos
mencionar: el farinégrafo y amilégrafo para las masas, untdmentros para man-
tequilla, el tenderémetro de dentadura de M.I.T. Este ultimo se utilizo como pro-
totipo para la construccion de una unidad modificada para la medicion de textu-
ra llamada texturometro, ene | cual se sustituyo la mandibula por un embolo
(superior) y una placa (inferior) y se le acondiciono con varias velocidades de
masticacion. Este finalmente fue adaptado a la Maquina universal de deforma-
cion INSTRON.

1.5.3.1 Analisis de Perfil de Textura

Tunick 2000 define el analisis de perfil de textura como una prueba imitativa en
la cual se pretende reproducir el masticado de un producto siendo util en el
proceso de control de calidad y manufactura de alimentos; sin embargo, no de-
termina sus propiedades reoldgicas.

El TPA por sus siglas en ingles (texture profile analysis), es un procedi-
miento instrumental para medir, cuantificar y desarrollar nuevos parametros
relacionados con la textura, aunque la magnitud de estos parametros sera in-
fluenciada por las variables introducidas en las mediciones como la tasa de

deformacion y para que ellas puedan proveer informacién objetiva y que se



pueda comparar es necesario ejecutar las mediciones bajo unas condiciones
estandarizadas (Peleg 1976 y Fellows 2000).

El TPA es el ejemplo méas notable que correlaciona las pruebas objetivas
con valores sensoriales y esta favorecida por la forma en que se efectian las
pruebas, su versatibilidad y precision reemplazando las antiguas medidas por
medio de paneles sensoriales (Bourne, 1979).

El grupo pionero de General Food Corporation que desarrollo el Tex-
turometro General Food, gener6 el llamado andlisis de perfil de textura (TPA)
que consiste en comprimir un cubo de alimento de 1.2 cm por lado a 25% de su
altura original dos veces. Como resultado se obtiene la curva fuerza- tiempo, la

cual se muestra en la figura 11.

g Primera compresion Segunda compresion

o 4¢ > <+——> (Cohesividad: Area,/ Area,

=3

= Elasticidad: Distancia; / Dis-
ureza tanciaj

Adhesividad: Aj

Masticabilidad: DurezaxCo-
hesividadxElasticidad

Fracturabilidad

Arealy

h
y

> A +—>
Distancia ; 3 Distancia 3 Tiempo

Figura 11. Curva caracteristica del analisis del perfil de textura (Bourne, 1982).



Los parametros de textura, definidos de acuerdo a Bourne (1978) y Szczesniak

(1963) Se determinan en base a la tabla 1 de la siguiente manera:

Fracturabilidad Fuerza necesaria Fuerza en la primera | Newtons (N)
para fracturar la ruptura significativa de

muestra. la muestra.

Area negativa después
Trabajo necesario del primer ciclo de
para vencer la fuerza | compresion. Represen- | jouyles (J)
Adhesividad | de atraccion entre la | ta el trabajo necesario
muestra y una super- | para separar la super-

ficie. ficie del equipo y la
muestra.

Adimensio-
Capacidad que tiene
Elasticidad P a el

una muestra defor- | itud
mado para recuperar El cociente L2/L1 Una longitu
su forma o longitud dividida en-

inicial después de tre otra lon-
gue la fuerza aplica- gitud.

da es retirada.




Fuerza necesaria
_ para desintegrar una
Gomosidad | estra de alimento | Producto de la dureza | Newtons
semisolido a un es- y la cohesividad.
tado tal que facilite
su ingesta.
Fuerza necesaria | producto de la dureza,
para masticar un ali- | cohesividad y elastici- Newtons
Masticabilidad | mento soélido hasta dad.
un estado tal que
permita su ingesta.

Tabla 1. Definiciones y calculo de los términos de textura (Bourne, 1968; Szczenniak, 1963).

No hay un estandar internacional para realizar TPA, aungue son muy necesa-
rios (Peleg, 1983). Sin embargo, es importante estandarizar el tamafio y forma

de las muestras y mantenerlas constantes durante la prueba (Bourne, 1982).

1.5.4 Métodos Sensoriales

El perfil de textura se define como : “El analisis organoléptico del complejo de la
textura de un alimento en y términos de sus caracteristicas mecanicas, geome-
tricas, de grasa y humedad, el grado de cada caracteristica presente y el orden
en gue ellas aparecen desde la primera mordida a través de la masticacion
completa” (Brandt et al., 1963).

Las propiedades o caracteristicas de textura han sido clasificadas en
tres categorias: atributos mecanicos, geometricos y de composicion. Los prime-
ros dan una indicacion del comportamiento mecénico del alimento ante la de-
formacion, y pueden, a su vez, dividirse en primarios y secundarios. Los prima-
rios son los que se correlacionan con una propiedad mecanica tal como la fuer-
za, deformacidon o energia, mientras que los secundarios son los que resultan
de la combinacién de propiedades primarias (Larmond, 1976).

Los atributos geométricos son aquellos relacionados con la forma o la
orientacion de las particulas del alimento, como por ejemplo, la fibrosidad, que
nos indica la presencia de fibras y su resistencia; o la granulosidad, la cristalini-

dad, la porosidad, la esponjosidad, etc.




Los atributos de composicién son los que aparentemente indican la pre-
sencia de algun componente en el alimento, como serian la humedad, la graso-
sidad, la harinosidad, etc. Todos estos atributos se utilizan para reportar resul-
tados de las evaluaciones de textura tanto instrumentales como sensoriales y

para tener una idea mas clara de lo que cada atributo describe, se definen al-

gunos de ellos desde el punto de vista fisico y sensorial en la tabla 2:

Dureza

Viscosidad

Adhesividad

Fuerza necesaria para una
deformacion dada.

Tasa de flujo por unidad de
fuerza

Trabajo necesario para ven-
cer las fuerzas de atraccion
entre la superficie del alimen-
to y la superficie de otros ma-
teriales con los que el alimen-
to entra en contacto.

Fuerza requerida para com-
primir una sustancia entre
las muelas (Sdlidos) o entre
la lengua y el paladar (semi-
sélidos).

Fuerza requerida para pasar
un liquido de una cuchara
hacia la lengua

Fuerza requerida para retirar
el material que se adhiere a
la boca ( generalmente el
paladar) durante su consumo

Masticabilidad

Energia requerida para mas-
ticar una alimento hasta que

Tiempo requerido para mas-
ticar la muestra a una tasa




esté listo para ser deglutido. | constante de aplicacion para
reducirla a una consistencia
adecuada para tragarla.

Densidad que persiste a lo

Energia requerida para desin- largo de la masticacion,
. tegrar un alimento semisélido | energia requerida para des-
Gomosidad g . : g d . P :
a un estado listo para deglu- integrar un alimento semi-
tirlo. sélido a un estado adecuado
para tragarlo.

Tabla 2. Definiciones fisicas y sensoriales de atributos de textura (Larmont, 1976).

El andlisis sensorial es un auxiliar de suma importancia para el control y
mejora de la calidad de los alimentos ya que a diferencia del analisis fisico-
guimico o microbiolégico, que solo dan una informacién parcial acerca de algu-
na de sus propiedades, permite hacerse una idea global del producto de forma
rapida, informando llegado el caso, de un aspecto de importancia capital: su

grado de aceptacion o rechazo por parte del consumidor.

1.5.4.1 Pruebas descriptivas

La pruebas descriptivas corresponden al grupo de pruebas en el que se provee
una descripcion cuantitativa completa de los productos evaluados, a través de
jueces 0 panelistas entrenados para dar respuestas objetivas (Stone y Sidel,
2004). Se entrena a los evaluadores durante seis a ocho sesiones en el que se
intenta elaborar un conjunto de diez a quince adjetivos y nombres con los que
se denominan a las sensaciones. Se suelen emplear unas diez personas por

evaluacion.

1.5.4.2 Pruebas discriminativas

Las pruebas discriminativas se deben usar cuando un investigador desea de-
terminar si dos 0 mas muestras son perceptiblemente diferentes (Stone y Sidel,
1993). Es posible que dos muestras tengan formulaciones quimicamente dife-
rentes, pero la percepcion sensorial de las personas sea incapaz de percibir la
diferencia.




Las pruebas discriminativas son concebidas como pruebas simples, sin
embargo, la teoria asociada a éstas las hace mas complejas de lo que se con-
sidera inicialmente. Las pruebas discriminativas son ampliamente utilizadas en
la academia y en la industria, en los procedimientos de control de calidad, en el
estudio del impacto por cambios en la formulacién o el proceso, asi como en la
habilidad de los consumidores para discriminar entre productos similares (Lee
et al., 2007).

Existen distintos tipos de pruebas discriminativas; algunas buscan esta-
blecer si hay o no diferencia entre dos muestras, independientemente de la
razon por la cual se podria generar esta. Por otro lado, también existen prue-
bas de diferencia que identifican un atributo o caracteristica como la fuente de
posible diferencia (dulzura, amargor, etc.). La estrategia cognitiva para cada
prueba es diferente, por tanto su eficacia para encontrar diferencias varia, aun
cuando la diferencia real entre dos muestras sea constante (O"Mahony y Rous-
seau, 2002).

1.5.4.2.1 Pruebas de preferencia

Se emplean para definir el grado de aceptacion y preferencia de un producto
determinado por parte del consumidor. Para estas pruebas se requiere de un
grupo bastante numeroso de panelistas los cuales no necesariamente tienen
gue ser entrenados ya que es una prueba orientada al consumidor.

En la prueba de preferencia pareada se le presenta al panelista dos
muestras codificadas y se le pide que mencione cual de las dos muestras pre-
fiere y para que sea mas representativa se le puede pedir que exponga sus
razones sobre la decision tomada. Para este tipo de pruebas se requiere de por
lo menos cincuenta panelistas. (Jellinek, 1990). Es necesario que el grupo de
panelistas tenga caracteristicas similares a la poblacién que esta dirigida el
producto (Watts, et al., 1992)
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2.1 Materiales

Se emplearon los siguientes materiales: el aislado proteico de soya (ISP)
SUPRO-590y &cido tartarico (Quimica Aldich, México). La proteina aislada de
suero de leche (95% proteina) (BiPro, Davisco Foods International Inc. México)
y la grenetina de cerdo tipo A 250 ° Bloom (Gelita de México de S.A de C.V). La
clara de huevo separada proveniente de huevos marca El calvario (pH 7,6 a
8,5), harina de trigo marca Selecta, sal marca La fina y el azicar glass marca

Dulza mia
2.2 Objetivo General

Evaluar las interacciones proteina-proteina (clara de huevo- soya, suero de
leche y grenetina) en una espuma solida, mediante la realizacién de un estudio
térmico diferencial y termogravimétrico, pruebas a la espuma (estabilidad, ca-
pacidad espumante, diametro de burbuja) y al pastel (textura, volumen final,
imagen y sensorial) con el fin de identificar el efecto ya sea aditivo, sinérgico o

antagonista de la combinacion de éstas, sobre las propiedades de la espuma.
Actividad preliminar 1. Determinacion del tiempo de batido

Con el fin de seleccionar el tiempo de batido en el cual se obtuviera la espuma
de pastel angel mas estable se prepararon 5 muestras de la formulacion testigo

a 5 diferentes tiempos de batido (3,4,5,6,7 min) en base a la siguiente formula-

Clarade Huevo | 84.4

cion:

AzUcar 14.211

Acido tartarico | 1.033

Sal .344

Tabla 3. Formulacién espuma testigo de pastel angel.



Se batieron las claras junto con el acido tartarico y la sal, utilizando una
batidora Kitchen Aid Modelo Artisan con un plato fijo 4,3 L y la rotacion de los
batidores en la velocidad de 8 (730 rpm) (Yang, 2008). Se afiadié cuidadosa-
mente el 25% de azlcar de la formulacién (41.25 g) al transcurrir 2 minutos de
batido.

Para definir el tiempo de batido se evaluo la estabilidad de las espumas por
medio del método de goteo en el cual se pesaron 10 g de espuma para cada
muestra y se colocaron en un embudo. Dicho embudo se sostuvo con unas
pinzas de tres dedos montadas en un soporte universal. Se conto6 el tiempo en
el que cayeron 5 g de liquido en un recipiente colocado en una balanza analiti-
ca (OHAUS Precision advanced + 0.0001 g) (Phillips et al., 1989). El tiempo
necesario para que la mitad de la masa drenara se registr6 como el tiempo
medio de drenado. Esta prueba se llevé a cabo a las 5 muestras sometidas a

los diferentes tiempos de batido, por triplicado.

2.2.1 Objetivo especifico 1

Evaluar el comportamiento térmico de las proteinas de clara de huevo con el
aislado de soya, aislado de suero de leche, grenetina y los componentes del
sistema mediante un analisis térmico diferencial y termogravimétrico con el fin
de conocer el efecto de cada componente en los mecanismos de interaccion y
estabilidad térmica de las mezcla proteicas en estudio.

Variables independientes: Temperatura, tiempo.

Variables dependientes: Area de la endoterma (entalpia de desnatura-
lizacion), pérdida de peso.

Variables de respuesta: Grado de desnaturalizacién de los biopolime-

ros, capacidad de retencion de agua.

2.2.1.1 Analisis termogravimétrico y térmico diferencial

Las dispersiones de aislado proteico de soya, aislado proteico de suero de le-
che y grenetina se prepararon a un 10% de concentracion proteica. El agua

destilada se coloc6 en un vaso de precipitados con un agitador magnético. Las



proteinas en polvo se mezclaron con agua destilada bajo agitacion a 50° C pa-
ra facilitar la dispersion. La formulacién para las soluciones fue la siguiente:
Para 100 g:

Agua destilada 90¢g

Proteina 10g

Las dispersiones se dejaron reposar de 10 a 16 horas a temperatura
ambiente (22 £ 2 °C) antes de su utilizacion para asegurar su hidratacion total
(Yang, 2008).

Para conocer si se presentaban interacciones entre las proteinas y los
componentes de la formulaciéon con las proteinas en estudio fue necesaria la
evaluacion de cada componente por separado en el analizador térmico.

Para conocer la estructura proteica termodinAmicamente, se requirio la
medicion de las temperaturas y entalpias de desnaturalizacion de las proteinas
de clara de huevo con el fin tener un termograma patron del cual partir para
realizar el andlisis posterior. Debido a que en el proceso las proteinas se des-
naturalizan tanto por los ingredientes (sal y acido tartarico) como por las inter-
acciones inter o intramoleculares, fue necesario evaluar la mezcla con cada
ingrediente de la formulacion para asi verificar el efecto de la temperatura en
dichas interacciones y desnaturalizacion de las proteinas.

Las muestras fueron sometidas a un DTA-TGA simultaneo en el SDT.

Estas se prepararon de acuerdo al siguiente orden y formulacion:

. Clara de huevo
. Clara de huevo con acido tartarico
. Clara de huevo con sal

. Clara de huevo con acido tartarico y sal

1
2
3
4
5. Clara de huevo con acido tartarico, sal y harina de trigo
6. Clara de huevo con &cido tartérico, sal y dispersion proteica de APS al 25 %
7. Clara de huevo con &cido tartarico y dispersion proteica de APL al 25 %

8. Clara de huevo con acido tartarico y dispersién proteica de grenetina al 25 %
9. Espuma (formulacion testigo, CH)

10. Espuma con solucién proteica de grenetina (G)



11.
12.
13.
14.
15.
16.

Espuma con solucion proteica de aislado proteico de soya (APS)

Espuma con solucién proteica de aislado proteico de suero de leche(APL)
Pastel testigo (CH)

Pastel con solucion proteica de grenetina (G)

Pastel con solucion proteica de aislado proteico de soya (APS).

Pastel con solucién proteica de aislado proteico de suero de leche(APL)

La formulacion de las muestras 1-8 se presenta a continuacion:

1.

3. CH/NaCl 99.59 406 0.2

5. CH/NaCl/At/Ht | 73.12 0.89 0.29 | 25.67

7.CH/NaCIl/At/APL | 73.79 1.2 0.401 24.59

CH 100

Tabla 4. Formulacion de las muestras a evaluar mediante andlisis térmico diferencial y termogra-

vimétrico.

El pH se determind mediante un medidor de pH para las muestras (1-8).

Se descart6 la medicion de pH a las espumas ya que se verificO que no habia

cambios perceptibles en esta propiedad.

Para las muestras de pastel angel fue necesario acondicionar la mues-

tra, triturando la miga con un rallador de acero inoxidable.

Las muestras fueron pesadas en la balanza integrada en el equipo (entre

0.5 a 10 mg por muestra) en charolas de acero inoxidable tal y como se mues-

tra en la figura 12.



Figura 13. Carga de la muestra en el brazo de la balanza del SDT 2960 Simultaneous DSC-TGA.

En la computadora, conectada al equipo, se establecié el programa de ca-
lentamiento de 30 a 200 °C a una velocidad de 10°C/min. Los datos de diferen-
cial de temperatura y pérdida de peso fueron obtenidos con el programa Ther-
mal Advantage. Posteriormente estos datos se importaron al programa Sigma
Plot, en el cual fueron graficados.

2.2.2 Obijetivo especifico 2

Caracterizacion de las espumas proteicas (capacidad espumante, ty, de dre-
nado, diametro de burbuja) para determinar el efecto de la adicién de las pro-
teinas en la estabilidad y rendimiento de la espuma.

Variables independientes: Tipo y concentracidon de proteina.

Variables dependientes: Volumen final de la espuma, t ¥ de drenado,
diametro de burbuja.

Variables de respuesta: Viscosidad, grosor de la lamela, distribucion de

de didmetro de burbuja cantidad de aire introducido a la espuma.

Actividad preliminar 2. Preparacion de las dispersiones proteicas.
Las dispersiones APS, APL y G se prepararon de la misma forma que en la

actividad 2.2.1.1 descrita anteriormente.

2.2.2.1 Preparacion de las espumas de pastel angel



Se utilizé el método explicado anteriormente para la elaboracion de la espuma
base de pastel angel. En el caso de las muestras afiadidas con APS, APL y G
se remplazo el 25% del peso de la clara de huevo (12.25 g) con las dispersio-

nes proteicas al 10%, preparadas en la actividad preliminar 2.

2.2.2.2 Determinacion del tiempo ¥ de drenado (estabilidad)

Se evaluf la estabilidad de las espumas conforme al método de goteo descrito
en la actividad preliminar 1 determindndose el tiempo medio de drenado de
todas las muestras por triplicado.

2.2.2.3 Determinacién de la capacidad espumante

La capacidad espumante se evalud en términos del porcentaje de sobrerrendi-
miento. Se pes6 un volumen de 100ml de la muestra liquida (Phillips et al.,
1987). Después del batido se recogié una muestra de la espuma con cuidado
en un recipiente graduado, se estabilizé el nivel con una espatula de goma, y
se pesO. Este proceso se repitio tres veces por cada muestra de espuma. La

media de 3 pesos se introdujo en los calculos siguientes:

Peso de 100 ml de liquide inicial — Peso de 100 ml de la espuma
&« sobrerrendimiento B = ® 100
Peso de 100 ml de la espuma

2.2.2.4 Distribucién del diametro de burbuja

Un microscopio electrénico (Motic - BA400), fue utilizado con el fin de ampliar
las iméagenes de las espumas. Una foto digital fue tomada a través del puerto
de vision del microscopio mediante el uso del dispositivo de captura digital de
imagenes videomicroscopicas Moticam 1000. Se tomaron 10 fotos para cada
muestra en las que se midi6 la circunferencia de 30 burbujas tal como se ob-
serva en la figura 14, por medio del Software Motic Images, obteniendo un total
de 300 datos por muestra. Posteriormente se obtuvo el diametro de burbuja y



se graficaron los resultados obtenidos para la distribucion de diametros de bur-

buja en cada una de las muestras.
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Figura 14. Imagen obtenida por el dispositivo de capturé'digital de imégehes Moticam.

2.2.2 Objetivo especifico 3

Evaluar el efecto de la adicion de las proteinas de aislado de soya, aislado de
suero de leche y grenetina por medio de la caracterizacion de la espuma soélida
mediante pruebas texturales, de aumento de volumen, sensoriales y de imagen
de la miga.

Variables independientes: Tipo y concentracion de proteina.

Variables dependientes: Retencion de gas, estabilidad térmica de las
proteinas, retencion de agua y volumen final del pastel.

Variables de respuesta: Estabilidad térmica de proteinas, dureza, co-
hesividad, elasticidad, masticabilidad, preferencia de los panelistas y nimero
de objetos.

2.2.3.1 Determinacién del porcentaje de aumento de volumen

Se utilizé el método descrito anteriormente para la elaboracion de las espumas
base de pastel angel, con la diferencia de que después de los 5 minutos de
tiempo de batido se afadio el azlicar y la harina restante con una espatula de
goma mezclando en forma envolvente para destruir al minimo la estructura de

la espuma. (Morr, 2002). En el caso de las muestras afiadidas con APS, APL y



G se remplazé el 25% como se sefalé anteriormente. La formulacién de cada

una de los pasteles se presenta en la tabla 5:

Clara de Huevo 49 36.75

Harina 17.2 17.2

Tabla 5. Formulacidn de la espuma para preparar el pastel angel.

A continuacién se presenta el diagrama de proceso para la elaboracién del pas-

tel angel:
Clara de Huevo 49%
Acido tartarico 0.6% ——> Batido 2 min
Sal 0.2% 1
Azicar glass 8.25% ——> | Adicién de azticar
2
Batido 3 min
v
Azlcar glass_ 24.75% ; Mezclado
Harina de trigo 17.2%
v
Vaciado
v
Horneado 180° C 12 min

Figura 15. Diagrama de proceso de la elaboracion del pastel angel.

La espuma de cada formulacién se coloco en un vaso de precipitados de

250 ml, llenandolo hasta la marca de 50ml y se horneo a una temperatura de



180 °C durante 12 min. El aumento de volumen del pastel se midié de acuerdo

a la altura en mm que el pastel aument6 después del tiempo de horneado; lo

cual se realiz6 con una regla observando a través del cristal del vaso de preci-

pitados. Para determinar el porcentaje y sabiendo que la altura original de la

espuma era de 1.1 cm, el valor medido, se introdujo en los céalculos siguientes:
valor medidolmm)

U de aumento de volumen = =100
011 mm

2.2.3.2 Andlisis de perfil de textura

Una prueba de TPA (Analisis de perfil de textura) se realizé a las 4 muestras de
pastel angel. Estas, fueron cortadas en rebanadas con un grosor de 1.5 cm.
Las pruebas texturales se realizaron en un Texturometro TA-XT2i para las cua-
les se utilizé un cilindro de 6 mm de diametro con una velocidad de prueba de
1.7 mm/s y una distancia de penetracién de 10 mm.

En la figura 16 se muestra una curva de TPA obtenida para el pastel
angel, en la cual se sefalan los valores y distancias utilizadas en el calculo de
los parametros de textura tales como la cohesividad, elasticidad y masticabili-
dad.

Como se puede observar en la figura 16 la dureza es la fuerza maxima obteni-
da durante el primer ciclo de compresion. La elasticidad se obtuvo a través de
la relacion de entre las distancias del primer y segundo ciclo de compresion
(longitud 4-5/longitud 1-2), la cohesividad a partir de la relacion entre las areas
de compresion (area 4-6/area 1-2), y la masticabilidad mediante el producto de

los parametros de dureza, cohesividad y elasticidad.
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Figura 16. Curva de TPA de pastel angel obtenida en el texturometro Texture analyzer TA-XT2i.

2.2.3.3 Prueba sensorial

Las 4 formulaciones fueron evaluadas con un panel de cien personas con un
rango de edad entre 15 y 25 afios, de ambos sexos. Para este ensayo se utilizd
el test discriminatorio de preferencia. En ésta prueba los panelistas selecciona-
ron entre las muestras, indicando si preferian una muestra sobre las otras. El
uso de la opcion de "no prefiero ninguna" no se utilizé ya que reduciria el poder
estadistico de la prueba pues se haria necesaria una mayor diferencia en las
preferencias para poder obtener significancia estadistica. Las muestras se pre-

sentaron en recipientes idénticos codificados con numeros aleatorios de 3 digi-
tos.

2.2.3.4 Analisis de imagen de la miga

Seis pasteles con un didametro de 60 mm, se cortaron en 3 rebanadas con gro-
sor de 1 cm. Posteriormente se capturaron las imagenes para cada rebanada

con una camara digital Sony DSC W100, contando con 18 repeticiones por ca-
da muestra (Crowley et al., 2000).



Obtenidas las imagenes se mejord su contraste por medio de la funcién
Enhance del programa Image PRO. Asimismo, el andlisis de la miga se realiz6
mediante la funcién Measure count/size. El primer paso consistié en segmentar
las imagenes por medio de la técnica thresholding que como se puede obser-
var en la figura 17, consiste en elegir un nivel de gris en la imagen original, pos-
teriormente se contrastan los objetos en estudio. En este caso se aplica este
umbral para diferenciar el area de la celda del pastel. De este proceso resulta
una imagen binaria (de dos niveles). Se utilizaron los colores blanco y negro

para distinguir ambas regiones.
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Figura 17. Conversién a imagen binaria y conteo de objetos por el programa Image Pro.

Posteriormente, las regiones seleccionadas son reconocidas por el pro-
grama como numero de objetos (celdas) los cuales se cuantificaron para eva-

luar la cantidad de gas atrapado durante el horneado.



2.3 Anélisis estadistico

Los resultados de las pruebas (tiempo de batido, tiempo Y2 de drenado, % de
sobrerrendimiento, aumento de volumen y no. de objetos), se sometieron a un
analisis de varianza (ANOVA) el cual se llevé a cabo para determinar si existia
diferencia estadistica entre los tratamientos por medio del programa MINITAB

14 con un nivel de significaciéon del 5%.



CAPITULO 3
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1Andlisis térmico diferencial y termogravimétrico

Para la realizacion de este estudio, inicialmente se obtuvieron los termogramas
para las muestras proteicas de clara de huevo y su mezcla con cada uno de los
componentes de la formulacién.

La técnica de analisis térmico diferencial es eficiente para el estudio de
desnaturalizacion de proteinas debido a que proporciona informacion acerca de
las transformaciones en la estructura macromolecular. En el analisis térmico se
nos permite conocer a que temperatura las proteinas se desnaturalizan y el
intervalo de temperaturas en el cual sucede dicha transformacion.

Durante el proceso de desnaturalizacion se pierden las estructuras se-
cundaria, terciaria y cuaternaria, sin que haya una hidrélisis del enlace peptidi-
co; es decir, los enlaces principalmente afectados son los de hidrégeno, los
hidréfobos y los i6nicos y, en ocasiones, los disulfuro. Cuando una proteina
sufre la ruptura de las uniones disulfuro que estabilizan su estructura terciaria
es dificil que regrese a su estado natural; pero en ocasiones el proceso puede
ser reversible. Es sabido que existe una relacién entre la estructura y las pro-
piedades funcionales de una proteina dada (Damadoran, 1989), y que la con-
formacion proteica es afectada por el tratamiento térmico. El efecto del calor
implica un cambio en la estructura terciaria, dando lugar a un arreglo menos
ordenado de la estructura polipeptidica.

En el caso particular de este estudio, las proteinas se someten a opera-
ciones que provocan una alteracién de sus proteinas durante el proceso: la in-
tensidad de la desnaturalizacion por los procesos mecanicos y las altas tempe-
raturas ejercen un efecto muy marcado, donde influyen notoriamente el pH, el
tipo y la concentracion de la proteina, la cual favorece la interaccion polipépti-
do-polipéptido. En la figura 18 se puede observar que todas las muestras pre-
sentan un comportamiento similar; una curva concava. La punta de la curva o
pico en cada uno de los casos es una sefal que muestra el efecto de la aplica-

cion de energia térmica a las proteinas, en este punto es cuando se observa la



temperatura de desnaturalizacién que por definicion es cuando la mitad de las
moléculas se encuentra en estado desnaturalizado T, (temperatura de melting)
(Badui, 2006).

Las endotermas revelan que se esté llevando a cabo un proceso de ter-
modesnaturalizacién cuyos mecanismos involucrados son varios y complejos e
involucran principalmente a los enlaces no covalentes. En este proceso las in-
teracciones hidrofébicas se refuerzan a medida que se lleva la temperatura por
arriba de los 60-70°C, las otras interacciones no covalentes se debilitan y la
entropia conformacional va disminuyendo al irse desordenando la cadena poli-
peptidica y la temperatura de desnaturalizacién se alcanza cuando la suma de
energias libres de todos los procesos es igual a 0. (Badui, 2006). De este mo-
do, el area comprendida por la endoterma corresponde a la entalpia de desna-
turalizacion, es decir entre mayor sea esta area, mayor la energia requerida

para que la proteina sufra esta transformacion.
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Figura 18. Termograma diferencial de las proteinas de clara de huevo y su mezcla con los ingre-
dientes de la formulacion.



Como se observa en la figura 18 la muestra con menor estabilidad térmi-
ca es la de clara de huevo con acido tartarico ya que el pico de la curva es el
primero a una temperatura de 49° C, lo cual indica que desde el momento en
gue se le agrega el acido a la proteina, ésta cambia su conformacion, se ioniza
y produce una repulsion electrostética intramolecular; el rechazo entre grupos
vecinos cargados hace que la proteina se desdoble y pierda su estructura con
mayor facilidad.

Es importante sefialar que la mezcla con temperatura de desnaturaliza-
cion mayor fue la muestra de clara de huevo (color vino) ya que el pico de esta
curva es el ultimo de todos los casos (70°C). Se sabe que la clara de huevo
tiene mas de 40 diferentes proteinas, de las cuales la mayor parte corresponde
a la ovoalbumina (54%) y la conalbimina (13%) (Powrie, 1976). Se ha reporta-
do que a pH 7, la conalbimina se desnaturaliza a 65°C y la ovoalbumina a
84°C (Stadelman y Cotterill, 1973). Dado que en este grafico solo se presenta
un pico se puede deducir que la sefial que el equipo detecta de las proteinas es
global y que la temperatura de desnaturalizacion del conjunto es de 70°C.

Cabe resaltar que la curva anterior tiene una menor amplitud que la de
clara de huevo con NaCl lo que significa que en esta ultima la desnaturalizacién
se lleva a cabo en un intervalo mayor de temperatura. Se cree que esto es ge-
nerado por la adicion de NaCl ya que se ha reportado que para proteger a una
proteina en medio acuoso de la desnaturalizacion térmica se recurre a la adi-
cion de concentraciones moderadas de NacCl. (Badui, 2006).Esto sucede debi-
do a que se mantiene la estructura cuaternaria de las proteinas por mas tiem-
po, los iones formados por la disociacion de la sal al disolverse en la matriz
acuosa bloquean de un modo muy eficaz la formacién de enlaces intermolecu-
lares, incluso con baja concentracion, e impiden asi la transicion de la proteina
a un nuevo complejo.

Posteriormente, en el grado de estabilidad térmica se encuentra la
muestra de clara de huevo con acido tartarico y sal (69°C). Aunque existe una
diferencia minima entre la temperatura de desnaturalizacion con respecto a la
de clara de huevo, se puede observar un cambio notable en el area de la endo-
terma de ambas muestras ya que la pendiente de la segunda es mucho mas
pronunciada lo que indica que la pérdida de la estructura nativa sucede con

una rapidez mucho mayor, pues el proceso de desnaturalizacion se da en un



intervalo mas corto de temperatura. Este efecto se atribuye a la presencia de
cloruro de sodio y acido tartarico, puesto que causan un efecto sinérgico pro-
tector de la estructura proteica, el &cido produce el despliegue de la proteina y
se producen interacciones electrostaticas de las sales con los residuos de ami-
noacidos cargados estabilizando dicho plegamiento (Biswas y Haydon,1962;
Graham y Phillips, 1989.), de este modo a pesar de tener casi la misma tempe-
ratura de desnaturalizacién se necesita una mayor cantidad de energia para
desnaturalizarla ya que la conformacién tridimensional es estabilizada por la
sal.

En este orden de acuerdo a estabilidad térmica se encuentra la muestra
con grenetina. La estabilidad térmica de la ovoalbumina se ve afectada por la
presencia de grenetina en la mezcla lo que indica que si existe una fuerte inter-
accion entre estas proteinas (Harwalker y Ma, 1996), sin embargo presenta un
comportamiento muy similar. Se puede suponer que esto se debe a la estructu-
ra molecular de la grenetina ya que al no ser una proteina nativa, por haber
sido sometida a tratamientos alcalinos o &cidos en el proceso de extraccion a
partir del colageno ya ha sido desnaturalizada por lo tanto su estructura es mas
flexible y requiere menor cantidad de energia para desnaturalizarse que las
proteinas de clara de huevo.

En contraste, la mezcla con grenetina supera en estabilidad térmica a la
proteina de soya y de suero de leche puesto que posee en su estructura cua-
ternaria triples hélices, que son mas dificiles de desnaturalizar por el calor que
las estructuras globulares (Zhongkai y Guoying, 2005). Asimismo tiene una
conformacion libre de enlaces disulfuro por que no posee cistina y esto incre-
menta la estabilidad ya que los péptidos con baja cantidad de este aminoacido
son menos propensos a desarrollar una aglomeracion sulfhidrica. La estabili-
dad térmica de la grenetina también se debe a su resistencia ante el despliegue
de su estructura terciaria por el alto contenido de prolina e hidroxiprolina. En
una cadena libre de prolina, la posibilidad de formar enlaces intramoleculares
€s mayor que en una cadena que si contiene este aminoacido (Deman, 1999).

A continuacion se encuentran las muestras con APS y APL. Dicho orden
de estabilidad, no se debe a la temperatura de desnaturalizaciéon que es la
misma en ambas muestras (69°C) sino a que la curva de la primera posee una

mayor area. Se deduce que la muestra con APS obtuvo menor estabilidad pues



la fraccién 11 s tiene un gran potencial de formar enlaces disulfuro (Shimada y
Cheftel, 1988; Koshiyama, 1971; Utsumi y Kinsella, 1985), los grupos sulfhidrilo
generan interacciones covalentes irreversibles entre las proteinas de soya y
clara de huevo. La fraccion 7s contiene cuatro grupos sulfhidrilo que participan
en dos enlaces disulfuro intramoleculares, mientras que la fraccién 11s tiene 48
grupos sulfhidrilo, muchos de los cuales interaccionan enlazandose mediante
las subunidades basicas y acidas de las proteinas presentes (Koshiyama,
1971; Hermansson, 1978).

Se puede afirmar que la muestra con APL fue la mas inestable ya que
las proteinas del suero de leche son muy sensibles a temperaturas altas pues
se ha comprobado que son las primeras proteinas de la leche en desnaturali-
zarse al aplicar energia térmica (Badui, 2006),ademas esta proteina contiene
residuos de cisteina y por ello contiene grupos sulfhidrilo libres que como se
menciond anteriormente favorecen la termodesnaturalizacion y generan la aso-
ciacion intermolecular por medio de un intercambio sulfhidrilo-disulfuro (DeMan,
1999).

Sucesivamente se encuentra la muestra de clara de huevo con harina de
trigo, la cual tiene una T4 de 65°C, y un area mucho menor que las muestras
anteriores. Se cree que esto es debido a la presencia de harina de trigo la cual
esta constituida en su mayoria de polisacaridos principalmente almidon, el cual
tiene gran capacidad para enlazar las moléculas de agua mediante la aplica-
cion de calor, por ello menos proteinas interaccionan con el agua y tienden a
formar enlaces proteina-proteina aumentando la velocidad del proceso de des-
naturalizacion.

En la figura 19 se puede observar la respuesta que cada muestra obtuvo
en la pérdida de peso con respecto a la temperatura aplicada. Por medio de
este termograma podemos saber el porcentaje de masa que se pierde y eluci-
dar el grado de interaccion que las moléculas del sistema tienen con las molé-
culas de agua.

Todas las muestras obtuvieron un comportamiento similar a excepcion
de la muestra con harina de trigo. Se cree que esto sucedié debido a la pre-
sencia de almiddn, ya que al llegar a su temperatura de gelatinizacién (55° C-
65°C) cambia de una forma semi-cristalina a una forma eventualmente amorfa

(Tester y Debon, 2000), los puentes de hidrogeno de la region amorfa del gra-



nulo se rompen permitiendo que el agua se asocie con los grupos hidroxilos
libres dando lugar al hinchamiento del granulo. El granulo se expande al mismo
tiempo que los polimeros se hidratan, debido a ello el agua es retenida, lo cual

causo el menor porcentaje de pérdida de peso para esta muestra.
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Figura 19. Termograma de pérdida de peso de las proteinas de clara de huevo y su mezcla con los

ingredientes de la formulacién.

Como se puede observar la muestra que se deshidrata con mayor rapi-
dez es la que contiene grenetina, y que las demas empiezan a deshidratarse a
los 65°C, lo cual significa que son mas estables a la temperatura pero menos
capaces de retener el agua. Se puede suponer que este efecto es causado por
la naturaleza molecular de la grenetina ya que ademas, por su naturaleza
hidrocoloide con alta capacidad de retencién de agua tiene una mayor cantidad
de grupos hidrofilicos expuestos que las otras proteinas.

A esta muestra le sigue la de clara de huevo; posteriormente se encuen-
tra la muestra que contiene At y NaCl. Se cree que esto es debido al desplie-

gue de la proteina causado por la presencia de acido tartérico, lo cual genera



gue tenga una mayor area superficial, y también a la presencia de sal soluto
gue incrementa la capacidad de ligar agua (Badui, 2006)

A continuacion se encuentra la muestra que contiene APS, la cual resul-
to con mayor capacidad de ligar agua pues su estructura no se desnaturaliza
con la misma rapidez que la del suero de leche, por lo cual es capaz de retener
el agua por mas tiempo.

En este orden contindan las muestras clara de huevo con acido tartérico,
y con sal, ambas muestras exhiben un comportamiento muy similar, sin embar-
go la muestra con cloruro de sodio se deshidrata a una temperatura mayor,

esto por el efecto protector que causan los iones salinos como se ha sefalado

anteriormente.
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Figura 20. Termograma diferencial de la espuma testigo de pastel angel y las afiadidas con protei-

nas.

En la figura 20 se presenta el termograma de las espumas en estudio.
Para la formacion de la espuma, las proteinas ya han sido procesadas con los
diferentes ingredientes de la formulacién (sal, acido tartarico, harina y azdcar),

es por ello que muestran un comportamiento muy distinto al de las muestras



anteriores. La presencia de azucares en mezclas de biopolimeros en un por-
centaje mayor al 30% resultan en un estructura mas fuerte y termoestable de-
bido a la proliferacion de las interacciones polimero- polimero (Kasapis, 2003).
Es evidente, el efecto que causo el batido y el mezclado con el azucar y la
harina, pues desnaturalizo en gran medida a la estructura, es decir las protei-
nas ya no estan en dispersion sino adsorbidas en la interfase, lo cual hace que
se requiera un menor flujo de calor para la desnaturalizacion, ya que las protei-
nas estan acumuladas en una mayor concentracion y se encuentran desplega-
das, lo que favorece los enlaces intermoleculares (Ball y Jones, 1995). Se ob-
serva que las endotermas son poco profundas y con una extension considera-
ble, esto seguramente se debe a la combinacion de procesos que se llevan a
cabo en este rango de temperaturas: la gelatinizacién del almidon (85-95°C) y
la desnaturalizacion térmica de las proteinas presentes (70-100°C) (Wilderjans
et al., 2008).

También es destacable que la T4, no decrecié considerablemente en es-
tas muestras a comparacion de las muestras con las proteinas en solucion, ya
gue el alto contenido de azucar de la formulacién crea un ambiente menos fa-
vorable para que la proteina se despliegue. La adicion de azUcar aumenta tanto
la temperatura de desnaturalizacion de las proteinas como la de gelatinizacion
del almidon (Munzing y Brack, 1991).

Por otra parte cabe mencionar que existe una diferencia importante entre
las tres primeras muestras y la de grenetina. Esto nos indica que aunque se ha
sometido a un proceso de batido, la grenetina fue la estructura mas estable
ante este proceso mecanico. Esto se debe a que su estructura terciaria aun
esta estabilizada por una gran cantidad de interacciones hidrofobicas y elec-
trostaticas y necesita mayor cantidad de energia para desnaturalizarse.
Ademas, la mezcla de estas proteinas resulta en una reduccion de las interac-
ciones entre las proteinas de clara de huevo, que de otra forma llevarian a la
agregacion intermolecular. En vez de esto, la interaccion sinérgica de las pro-
teinas de la clara con la grenetina, forman una especie mucho mas termoesta-
ble (Badii y Howell, 2006).

Posteriormente se encuentra la muestra con proteina de soya, la cual
presenta un comportamiento muy similar al de la clara de huevo, se cree que

esto es debido a que la distribucién de aminoacidos en este grupo de proteinas



no tiene grandes diferencias al del aislado de soya tal como se observa en la
tabla 6:

Alanina 5.85 4.18

Acido Aspartico 10.31 11.90

Acido Glutamico 13.46 19.61

Histidina 2.29 2.87

Isoleucina 5.72 4.90

Lisina 6.90 6.17

Fenilalanina 5.92 5.09

Serina 6.99 5.09

Triptoéfano 1.25 1.07

Valina 6.45 5.28

Tabla 6. Perfil de aminoéacidos de las proteinas de clara de huevo y proteina de soya (American
Chemical Society, 2011).

En cuanto a la clara de huevo, se asume que se desnaturaliz6 con ma-
yor facilidad que las muestras con grenetina y APS, ya que en el proceso de
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batido es la que se despliega mejor debido al bajo contenido de estructura ter-
ciaria de las ovoalbuminas y alta actividad interfacial (Marcone, et al., 1994).
Por tanto su estructura en esta etapa del proceso se encuentra desplegada, y
la energia térmica requerida para llegar a su temperatura de desnaturalizacion
€s menor.

Por ultimo se encuentra la muestra APL, la cual fue notablemente mas
inestable, se asume que esto es debido a que la mezcla de proteinas de suero
de leche con las de la clara de huevo no interaccionan positivamente ya que la
proteina de suero de leche ejerce un efecto muy marcado en las asociaciones
intermoleculares (Hsieh et al., 1993), provocando una menor temperatura des-

naturalizacion del complejo formado.
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Figura 21. Termograma de pérdida de peso de las espuma testigo de pastel angel y las afiadidas

con proteinas.

En la figura 21 se muestra el termograma de pérdida de peso para las

espumas. Esta gréfica es de suma importancia, ya que podemos conocer el



efecto de las proteinas en la pérdida de agua que se lleva a cabo durante el
horneado, proceso térmico al cual es sometida la espuma en estudio.

Es trascendente el hecho de que si bien en este sistema ya se encuen-
tran presentes la sacarosa y el almidon, moléculas con alta capacidad de re-
tencidon de agua por su naturaleza hidrofilica, las proteinas siguen siendo las
macromoléculas que determinan mayormente la capacidad de retencion de
agua, por su mayor porcentaje en la formulacion.

Como se puede observar, la grenetina es la que pierde menos peso por
su naturaleza altamente hidrofilica, debido a la mayor exposicion de residuos
polares a la superficie de la molécula y su menor grado de desnaturalizacion.

Posteriormente se encuentra la muestra APS, con un comportamiento
muy similar al de la muestra de CH, sin embargo posee una mayor capacidad
de retencién de agua. Este hecho se atribuye a que la adicién de proteinas de
soya en un sistema exhibe una fuerte capacidad de retencién de agua por su
grado de desnaturalizacion y mayor exposicion de grupos hidrofilicos en la su-
perficie de la molécula

La menor capacidad de retencion fue exhibida por la muestra APL. Es
sabido que la temperatura afecta fuertemente a las proteinas del lactosuero
(Morr, 2002), al ser poco estables su tasa de deshidratacion es mayor; ademas
la presencia de grupos sulfuro genera una mayor interaccion entre moléculas

vecinas y hace que expulsen el agua mas rapidamente.
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Figura 22. Termograma diferencial de la espuma soélida (pastel angel).

En este sistema ya se encuentran estructuras muy diferentes, pues se
han establecido interacciones proteina-proteina y proteina-polisacarido, me-
diante el proceso de horneado debido al efecto de la temperatura. Se puede
notar que las endotermas tienen una poca profundidad, no obstante tienen una
gran extension, lo que significa que las especies involucradas tienen una esta-
bilidad aumentada conforme al aumento de temperatura. Este comportamiento
se atribuye a que los azucares de bajo peso molecular como la sacarosa, in-
fluencian profundamente el comportamiento de los almidones. En un ambiente
con poca humedad estos sistemas exhiben endotermas con aumento de tem-
peratura y aumento de entalpia, una posibilidad de este hecho es que el azlucar
actia como antiplastificante y eleva la temperatura de transicion vitrea del al-
midon (Slade y Levine, 1987). Es por ello que el aumento de energia requerida
para el cambio de estructuras en este sistema se debe al efecto de la poca
humedad en el sistema y a que las proteinas ya han sido previamente desnatu-
ralizadas, y ahora han formado asociaciones que las han convertido en bio-

polimeros de alto peso molecular (Kato, et. al., 1990).



Como se puede observar, la grenetina sigue teniendo el efecto mas
marcado, pues aunque su T4 es menor la energia requerida para desnaturali-
zarse es mayor, esto significa que su interaccion con los demas componentes
del sistema fue termodinamicamente compatible, es decir las fuerzas elec-
trostaticas causaron una inclusién de la proteina en los dominios ocupados por
el polisacéarido y viceversa, otra posibilidad de esta termoestabilidad son las
reacciones quimicas de la proteina con el almidon que pudieron dar lugar a
enlaces covalentes entre ambas macromoléculas (Stanley y Yada, 1991).

Posteriormente se encuentran las muestras de clara de huevo y soya
con un comportamiento muy similar. De aqui se deduce que las proteinas de
clara de huevo y las globulinas de soya son las mas similares en cuanto a en-
talpia de desnaturalizacion, es decir son altamente compatibles en términos
termodinamicos. La muestra con menor termoestabilidad fue la de suero de

leche, comportamiento generalizado en todos los sistemas evaluados.
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Figura 23. Termograma de pérdida de peso de las espumas sdlidas (pastel angel).

En este sistema las proteinas se encuentran en un alto grado de desna-
turalizacion, y existe muy poca humedad en el medio. Sin embargo el porcenta-

je de agua que se pierde con respecto al tiempo en el pastel, nos da una idea



de la capacidad de retencién de agua de las estructuras proteicas y su grado
de desnaturalizacion que traera como consecuencia efectos en las propiedades
macromoleculares y en la vida util del producto.

Como en casos anteriores la proteina con menor capacidad de retencion
de agua fue la de APL, pues su grado de desnaturalizacion fue mayor causan-
do la formacién de agregados estabilizados por interacciones hidrofébicas; re-
duciendo asi esta propiedad de hidratacion (Petruccelli y Afién, 1995).

Las muestras testigo y la afladida con asilado proteico de soya, siguen
teniendo comportamientos similares sin embargo la capacidad de retencion de
agua es mayor en las muestra testigo, esto debido también al grado de desna-
turalizacion que en la muestra con proteina se soya, fue mayor.

En cuanto a la muestra con grenetina, se mejoro notablemente la capacidad
de retencion de agua desplego ya que la presencia de grenetina en la mezcla
formo una nueva especie con un aumento de estabilidad térmica, un menor
grado de desnaturalizacion que permiti6 que mas moléculas de agua permane-

cieran unidas a la estructura proteica.

3.2 Tiempo de batido

El tiempo de batido se determin6 Unicamente con formulacién testigo, ya que la
proteina de clara de huevo, seria la de mayor proporcion en las muestras a
evaluar (75%). Se sabe que cada proteina posee un tiempo de batido 6ptimo
sin embargo, era necesario establecer un solo tiempo para que fuera posible la
comparacion entre todas las muestras.

Tal y como se encontr@ bibliograficamente, el batido por un tiempo ma-
yor al causé “sobrebatido” debido a la coagulacion de proteinas y pérdida de
capacidad de retencion de agua en la interfase (Dickinson, 1992). Este proceso
se puede observar en la tabla 7 ya que se obtuvo un aumento de tiempo medio
de drenado directamente proporcional al tiempo de batido en el intervalo de 3 a
5 min, es decir, a medida que se aumentaba el tiempo de batido se lograba
establecer una interfase mas estable, sin embargo a tiempos mayores la esta-

bilidad decrecio.



92 ab
108.6 *
110.67%
104.3%

86.5 %

Tabla 7. Tiempo Y2 de drenado para los tiempos de batido seleccionados.

N[O OB W

*Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Este comportamiento de la espuma se atribuye a que en los primeros
momentos del batido se forma una espuma de grandes burbujas y poco esta-
ble, surfactada principalmente por las ovomucinas, que son las glicoproteinas
de la clara que pierden mas facilmente su estructura globular, por naturaleza
son viscosas y similares a un gel (Johnson y Zabik, 1981); éstas no muestran
una capacidad espumante importante, pero le dan estabilidad a la espuma por
sus largas cadenas de proteinas unidas con polisacaridos lo que previene el
drenado de la espuma (Kato et al., 1978).

La funcionalidad desarrollada por las proteinas de la clara se debe a la
entrada de mayor cantidad de energia mecanica con el tiempo, pues a medida
gue aumentamos el tiempo de batido se observa que mas proteina se pueda
adsorber y la lamela adquiere mayor fuerza estructural. De igual manera la es-
tabilidad se eleva por la elevada viscosidad que conserva la matriz retardando
el drenaje, esta viscosidad se debe al elevado porcentaje de proteinas, (princi-
palmente ovoalbuminas) que conservan su estructura soluble (Martinez, 2000).

Después del tiempo de 5 minutos la estabilidad decrecio pues como ya
se menciono se genero el sobrebatido, definido como el mecanismo responsa-
ble de la disminucién de estabilidad después de un tiempo determinado de ba-
tido (Halling, 1981). De acuerdo con esta teoria debido a prolongados periodos
de batido se conduce a la coagulacién excesiva de las proteinas globulares en
la interfase aire-agua, que generalmente se asocia con la formacion de agre-
gados insolubles, que exhiben poca capacidad de retencion de agua. El dete-
rioro de la capacidad de retencion de agua de las proteinas en la interfase a su
vez es responsable del colapso de la espuma, que se refleja en la disminucién
de estabilidad. Dicho fenomeno implica el proceso de formacién de enlaces
entre moléculas proteinicas vecinas, pues como se puede ver en la tabla 7 en

los tiempos de batido posteriores a 5 minutos, la apertura de enlaces continud,



ocasionando asociaciones entre las proteinas tan estrechamente, que expulsa-
ron el agua que embebia a la red, causando una espuma deshidratada y poco
flexible.

Debido a que el tiempo medio de drenado mayor lo obtuvo la muestra con el
tiempo de batido de 5 min, éste se establecié como el tiempo de batido para la
experimentacion posterior, con el fin de generar una estructura mas estable
capaz de soportar la energia mecéanica aplicada al afiadir el aztcar y harina,

ingredientes que se afiaden en la elaboracion de las espumas.

3.3 Capacidad espumante

La habilidad para formar la espuma esté relacionada al nivel de aire que se
puede introducir mediante el batido en la solucion de proteina y esta se estima
mediante la medicién del incremento del volumen de espuma (% de sobrerren-
dimiento).

El efecto de las proteinas en el porcentaje de sobrerrendimiento, des-
pués del batido se puede observar en la tabla 8, mediante el analisis ANOVA
se verifico que si existe diferencia estadistica entre los tratamientos obtenién-
dose un P de 0.000.

CH 496.934 *
APS 505.922 "2
APL 513.889

G 453.672 °°

Tabla 8. Porcentaje de sobrerrendimiento en las espumas proteicas.

Se sabe que los hidrolizados pépticos tienen mejores propiedades es-
pumantes que las proteinas nativas debido a una mayor velocidad de desplie-
gue de péptidos mas pequefios (Kilara y Panyam, 2003). De aqui que las
muestras APL y APS obtuvieran un mayor porcentaje de sobrerrendimiento;
pues el estado configuracional de las moléculas de proteina de leche y soya
son mas favorables para la formacion de espuma que las de clara de huevo por

si solas, ya que los procesos a los que se han sometido las han desnaturaliza-



do haciéndolas mas flexibles y capaces de reordenarse en la interfase origi-
nando una mayor area interfacial y por lo tanto una mayor capacidad espuman-
te.

De acuerdo a Murray et al., (1981) los parches hidrofébicos surgen
cuando la molécula es incapaz de enterrar en su interior los residuos hidrofébi-
cos, lo que da como resultado que estas areas estén expuestas en la superfi-
cie. Estas regiones tienen una alta tendencia a asociarse e interaccionar a
través de enlaces intermoleculares pues asi evaden la elevada constante di-
eléctrica del solvente, particularmente a distancias muy cercanas, lo que origina
enlaces fuertes y muy estables.

La hidrofobicidad superficial ha sido correlacionada con la mejora de las
propiedades espumantes (Kato y Nakai, 1930). Esto se debe a que aunque
este tipo de enlaces no se consideran como reales; son el resultado de la aso-
ciacion de las partes apolares de la molécula para prevenir el contacto con el
agua lo cual genera interacciones que permiten la formacion de la espuma;
como éstas partes se orientan hacia dentro de la proteina, donde la constante
dieléctrica es menor, estas interacciones se fomentan aun mas. El nimero de
grupos apolares, su grado de hidrofobicidad y localizacién en la cadena poli-
peptidica contribuyen al grado de interacciones hidrofébicas que las moléculas
puedan llegar a establecer (Stanley y Yada, 1991).

Debido a ello y de acuerdo a la tabla 9, se corroboran parte de los resul-
tados en cuanto al sobrerrendimiento siendo este un fenémeno que depende
intrinsecamente del cambio de configuracién de la molécula y posterior adsor-
cion en la interfase. Tal como se observa en la 8 la proteina con mayor poder
espumante fue APL, de la cual su mayor componente es la B-Lactoglobulina
proteina con mayor valor de hidrofobicidad de acuerdo a la tabla 9 posterior-
mente se encuentra la ovoalbumina con el segundo mayor valor de hidrofobici-
dad, le sigue el colageno y finalmente el APS. Para fines didacticos en esta
discusion se utilizara el valor del colageno para representar a la grenetina pues
no se encontrd en la literatura, aunque se asume que la hidrofobicidad superfi-

cial de la grenetina debe ser menor debido a su grado de desnaturalizacion.



Ovoalbumina 980
Aislado de soya 822
Colageno 880
B-Lactoglobulina 1020

Tabla 9. Valores de hidrofobicidad para las proteinas estudiadas. (Adaptacién de Damodaran,
1989; Myers, 1990).

Ademas del valor de hidrofobicidad, otro factor que influye en gran medi-
da es la viscosidad, pues esta puede limitar la cantidad de aire que se incorpo-
ra en el sistema (Walstra, 2003), esto debido a la resistencia que opone el flui-
do a expandirse.

Por ello se asume que la grenetina haya tenido el menor porcentaje de
sobrerrendimiento debido a que se observo que esta mezcla presentaba mayor
viscosidad, la cual impidi6 la incorporacion de aire y redujo la expansion de la
espuma. Asimismo sucede con la ovoalbumina que a pesar de tener un alto
valor de hidrofobicidad, su viscosidad no deja de ser importante por la accién
de las ovomucinas, generando un menor porcentaje de sobrerrendimiento que
el de las otras proteinas.

Por otra parte, las interacciones electrostaticas juegan un papel significa-

tivo en la adsorcion de las proteinas. Las propiedades espumantes han sido

reportadas como 6ptimas para un rango de cercano al punto isoeléctrico (Da-

vis, et al., 2004).

CH/At/NaCl | 4.95

CH/ APS | 4.97

CH/ APL 4.7

CH/ G 5.4

Tabla 10. Valores de pH de las soluciones proteicas.



Debido a que la proteina presente en mayor cantidad en todas las solu-
ciones es la ovoalbumina se podria establecer que la region isoeléctrica de es-
ta proteina seria la mas favorable para el desarrollo de la espuma (pl 4.6)
(Holen y Elsayed, 1990), en este caso otra razén a la menor espumabilidad de
la mezcla con grenetina se atribuye a que el pH de la solucion es el mas lejano
a la region isoeléctrica de la ovoalbumina tal y como se puede observar en ta-
bla 10.

Los valores de sobrerrendimiento de la tabla 10 se encuentran dentro de
los rangos sefalados por Arunepanlop et al., (1996) quien afirma que el sobre-
rrendimiento de la espuma formada para pasteles angel debe ser de 500 a

800% (correspondiente a una fraccion de aire de 83—88%).

3.4 Tiempo Y2 de drenado

Como se observa en la tabla 11, las espuma testigo y la afiadida con aislado
proteico de soya estadisticamente poseen la misma velocidad de drenado. Esto
quiere decir que como se ha visto antes al tener una estructura similar desarro-

llan espumas con estructuras muy poco diferentes.

110.67 *@
APS 113.8 *
APL 83.3 %

G 121.8 ™

Tabla 11. Tiempo % de drenado para las espumas proteicas.

Por otra parte la muestra con grenetina, resulto ser la espuma mas esta-
ble. Se cree que esto es debido a que la grenetina, que al ser una proteina
desnaturalizada, no posee una conformacion espacial definida como las protei-
nas globulares, sino que es considerada como un polimero lineal que incluye

un pequefio namero de cadenas ramificadas, capaz de formar soluciones de



alta viscosidad en comparacion con otras proteinas, dando lugar a una estruc-
tura de gel en la interfase debido a su flexibilidad y a su estructura entrecruza-
da al azar, es por ello que previene eficazmente los procesos de desestabiliza-
cion de la espuma.

Otra explicacién a esta mejora en estabilidad, es la interaccion que este
polipéptido tiene con la sacarosa, puesto que se sabe que las zonas de unién
de la grenetina que forman la estructura tridimensional en la interfase son las
regiones que anteriormente formaban la estructura de triple hélice del colageno
y los azlcares son capaces de unirse a estos puntos, revirtiendo a la grenetina
a esta conformacion mucho mas estable (Oakenfull y Scott, 1986).

La espuma menos estable fue la mezcla con aislado proteico de suero
de leche. En estudios realizados se ha observado que el aislado de proteina de
leche forma espumas menos estables ante la fuerza de gravedad a compara-
cion de las espumas de clara de huevo (Phillips, et al., 1989).Yang estudi6 es-
pumas de clara de huevo y suero de leche; con un porcentaje de sacarosa de
63.6 % (similar al del sistema en estudio); en el cual encontré que el nUmero
inicial de burbujas de la espuma de proteinas de clara de huevo era mayor que
en la espuma de proteinas de suero de leche; lo que significa que las primeras
son mas estables y se desestabilizan a una velocidad menor que las de suero
de leche, en la presencia de azucar. Ademas se observé que las espumas de
clara de huevo no mostraron cambios significativos en el nimero de burbujas
durante un periodo de 10 minutos, mientras que en las espumas de proteinas
de suero, éste numero si decrecio con el tiempo (Yang, 2009).

De acuerdo a Yang (2008) las proteinas de suero de leche cuando se
encuentran mezcladas con la albumina de huevo dominan la interfase y deter-
mina las propiedades de la espuma. Por esta razdén se genera mayor rapidez
en la coalescencia y consecuente desproporcion, ya que hay mayor difusion de
gas a través de la lamela causando que las burbujas pequefias desaparezcan

mientras las grandes se expanden continuamente.

3.5 Porcentaje de aumento de volumen

En la tabla 12 se puede observar el efecto que tuvieron las diferentes proteinas

en el volumen final del pastel &ngel.



En el proceso de elaboracion del pastel angel el aumento de volumen
generado por la actividad interfacial de las proteinas y estabilidad térmica es el
punto clave en la elaboracion del producto (Pernell et al., 2002).

52.78 *@
APS 50
APL 30.56 ™

G 47.22 %

Tabla 12. Porcentaje de aumento de volumen de las espumas de pastel angel durante el horneado.

Como se observa en la tabla 12 el mayor porcentaje de aumento de vo-
lumen lo presenta la muestra testigo con un 52.78%. Esto es debido a que la
clara de huevo previene el colapso por la alta elasticidad y termorresistencia de
la pelicula formada en la interfase. A falta de agentes quimicos tales como el
bicarbonato de sodio, como en otros productos de panificacion, el considerable
crecimiento dentro del horno del pastel angel estéa relacionado con la presencia
de globulinas, ovoalbuminas y fracciones de ovomucinas ademas de la lizosima
gue también ejerce un efecto que previene los procesos de desestabilizacién
ya que forma un complejo que altera la desnaturalizacion y agregacion de las
proteinas durante el calentamiento (Johnson y Zabik, 1981).

La ovoalbumina, siendo la proteina en mayor proporcion, juega un papel
clave en la formacion de la espuma y estabilidad, ya que como se ha sefalado
anteriormente cuando se adsorbe en la interfase, las moléculas de ovoalbdmi-
na se desdoblan y se configuran para orientar sus regiones hidrofébicas hacia
la fase gaseosa. Las moléculas adsorbidas interactian por medio de una com-
binacion de enlaces disulfuro y enlaces no covalentes que forman una mem-
brana interfacial cohesiva y elastica. En general, la excelente formacién de es-
puma y la estabilidad térmica de la clara de huevo son el resultado de la inter-

accion entre las proteinas individuales que la constituyen (Damodaran, 2005).



Cabe destacar que a pesar de que esta muestra obtuvo el mayor volu-
men, y de acuerdo al grafico de intervalos de confianza no existe diferencia
estadistica entre las medias de la muestra con proteina de soya, lo cual se re-
laciona con los resultados obtenidos en el analisis térmico diferencial, pues su
comportamiento térmico y estabilidad fue casi idéntica generando resultados
similares en cuanto a volumen.

Posteriormente se encuentra la grenetina, la cual obtuvo una menor ex-
pansion pues se sabe que esta proteina forma geles termorreversibles, y sin
duda, el aumento de temperatura generé que las peliculas formadas en la inter-
fase disminuyeran su viscosidad y se originara el colapso de algunas burbujas,
sin embargo cabe destacar que su estabilidad es aceptable dentro del horno,
ya que se sabe que en el calentamiento de esta mezcla de proteinas una pe-
guefia proporcion de las moléculas de grenetina se une a la ovoalbumina. Es
entonces cuando la ovoalbumina adopta una conformacién que minimiza la
agregacion con otras proteinas de la clara. Como resultado un gel uniforme y
fuerte es formado con la grenetina que crea una estructura continua reversible

y la clara de huevo una red establecida por el calor con menos agregaciones,

comparada con el gel que producen las proteinas de clara de huevo por si so-
las (Badii, et. al., 2006).

Figura 24. Imagenes del volumen final de los pasteles.

Como se ha indicado previamente, la capacidad espumante de las pro-
teinas de clara de huevo y aislado de suero de leche son comparables (Foege-
ding et al., 2002). Sin embargo se puede distinguir en la figura 24 que la susti-
tucion parcial de proteinas de clara de huevo por aislado de suero de leche re-
sulta en un volumen notablemente menor (Berry et al., 2009).

La poca estabilidad térmica durante la transformacién de la espuma
liguida a una espuma sodlida (estructura del pastel) es la razéon de la poca fun-

cionalidad exhibida por las proteinas de suero de leche en el pastel angel (Per-



nell, et al., 2002). Se cree que esto se debe a que la red formada por esta mez-
cla proteica no es lo suficientemente fuerte y elastica para que se dé la expan-
sion de las burbujas simultdneamente a la disminucion de viscosidad durante el
proceso de horneado. Esto se atribuye a las caracteristicas de las proteinas
gue fueron evaluadas anteriormente en el andlisis térmico donde se verifico
gue las temperatura y entalpias de desnaturalizacion son notablemente meno-
res en la espuma de proteinas de suero de leche que en la de clara de huevo.
Ademas se ha comprobaron en investigaciones donde se sustituye la
clara de huevo por proteina de suero de leche en el pastel angel, que durante
la coccion, el pastel con proteina del suero se eleva rapidamente a un volumen
maximo y luego se derrumba (DeVilbiss et al., 1974). Otros experimentos en
este sistema, mostraron una expansion similar seguida por un colapso durante
la coccidn. La clara de huevo y el aislado de suero de leche tienen un compor-
tamiento similar durante la expansion inicial de hornear. Sin embargo, alrede-
dor de la temperatura de desnaturalizacion de ambas proteinas (75 °C a 85°
C), la elasticidad de la masa del pastel es mayor en los pasteles de clara de
huevo. Tal y como se observa en la figura 24 el volumen del pastel con protei-
nas de suero fue notablemente menor, pues la desnaturalizacion excesiva de

sus proteinas originG una masa menos elastica y mas propensa al colapso.

3.6 Andlisis de Perfil de textura

En la figura 25 se presentan las curvas de perfil de textura representativas para
cada una de las muestras en estudio.

Como se puede observar en la tabla 13 y en la figura 25, respecto al
parametro de dureza, la muestra con mayor valor fue la mezcla con proteinas
de suero de leche. Este hecho se atribuye al grado de desnaturalizacion que
estas proteinas sufrieron en el horneado, pues tal como se indica en el analisis
térmico diferencial, fue el mayor que en las otras mezclas. Debido a dicha ines-
tabilidad, la estructura de las burbujas fue poco homogénea y con una miga de
textura grosera como lo sefiala Arunepanlop, et. al, (1996). Este fendmeno fue

causado por un grado mayor de colapso de las burbujas generando que la can-



tidad de gas atrapado en la espuma fuera menor y la estructura adquiriera ma-

yor firmeza.
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Figura 25. Curvas de perfil de textura para los pasteles testigo y afiadidos con proteina.

APS | 65.783* 0.818% 1.814% 97.264%

51.826 0.716% 2.148™

76.229%°

Tabla 13. Parametros de textura del pastel angel.




Las proteinas de clara de huevo tuvieron un comportamiento similar al
de la proteina de soya pues son difirieron estadisticamente, esto nos hace infe-
rir que la presencia de proteinas de soya no modifico la estabilidad térmica de
la mezcla proteica. Ambas espumas tienen una miga mas finas, mejor distribui-
da que la muestra con proteinas de suero de leche, lo que da como resultado
un menor valor de dureza.

Por ultimo se sitia la muestra G, la cual obtuvo un valor significativa-
mente menor. Se cree que esta proteina fue capaz de ligar mas agua al esta-
blecer una red mas estable ante el calor lo que ha sido corroborado anterior-
mente por medio del analisis térmico en el cual la perdida de agua fue menor
gue las demas muestras, ya que el agua ejerce un efecto plastificante lo que se
refleja en mayor suavidad.

Respecto al pardmetro de cohesividad, el mayor valor lo obtuvo la mues-
tra con proteinas de suero de leche. Se infiere que esto sucedié a que tal como
fue observado en el analisis térmico diferencial, estas proteinas fueron las mas
inestables, desarrollando interacciones intramoleculares por la presencia de
grupos sulfuro (aglomeracion sulfhidrica) dando lugar a una estructura mas
compacta y con un mayor valor de mayor cohesividad.

En el caso de la muestra G, se cree que su estructural tiene enlaces
menos fuerte a diferencia de la de las otras muestras, debido a su mayor capa-
cidad de retencion de agua y ausencia de grupos sulfuro, por lo tanto el mate-
rial se relaja con mayor facilidad y presenta una menor resistencia para el rom-
pimiento.

En cuanto a la elasticidad, siendo esta la capacidad de recuperacion de
las espumas solidas, ante un esfuerzo aplicado; la muestra que despleg6 un
mayor nivel de elasticidad fue el pastel con grenetina, lo cual nos remite una
vez mas a su estructura, la cual fue capaz de retener mas moléculas de agua.
Se conoce que las proteinas con un grado mayor de hidrataciéon son mas flexi-
bles ya que al tener un mayor grado de interaccion con las moléculas de agua
las interacciones intermoleculares se minimizan causando mayor movilidad es-
tructural y previniendo el plegamiento (Wilde, 2000), a diferencia de las protei-
nas con menor grado de hidratacion, en este caso las muestra con proteinas de
suero de leche, las cuales si difieren estadisticamente. Dicho fenébmeno se atri-

buye a su menor estabilidad térmica con respecto a la muestra G, originando la



formacion de agregados que generaron menor capacidad de adsorcion de agua
y poca la movilidad de la estructura proteica. Este hecho explica la causa de la
disminucién en la capacidad de volver a su estado original después de la com-
presion de dichas muestras.

Por ultimo se calcul6 el parametro de masticabilidad que, como se puede
observar en la tabla 13 el pastel con grenetina requiere de menos tiempo para
masticarse a una tasa de fuerza aplicada y reducir su consistencia, ya que co-
mo ha mencionado en los atributos de textura previos presenta una estructura
mAas suave, elastica y menos cohesiva lo que la hace mas facil de deglutir.

Cabe destacar que la muestra APL obtuvieron un valor marcadamente ma-
yor en este parametro, ya que su grado de deshidratacion es mayor tal como
se presentd en el estudio termogravimétrico, pues las capacidad de retencion
de agua de las proteinas disminuyo debido su mayor nivel de desnaturalizaciéon
por efecto de la temperatura, por lo tanto su estructura es mas seca, dura y
menos elastica lo cual implica mayor tiempo para reducir su consistencia y asi,

poder ser tragada.

3.7 Distribucién de tamafio de burbuja

Las imagenes de las burbujas obtenidas a partir de microscopia Optica de es-
pumas alimenticias, generalmente no son esféricas, sino poliédricas. Sin em-
bargo, trabajos previos han asignado a los poliedros un diametro medio, como
si estos fueran una esfera (Pugh, 1994). Otras dimensiones anteriormente
cuantificadas mediante el andlisis de imagenes en masa de pastel son el area
de la burbuja y factor de forma (que mide la desviacién de una esfera perfecta)
(Hicasmaz et al., 2003).



Figura 26. Imagenes de las espumas capturadas a través del dispositivo Moticam.

Al observar las espumas en la figura 26, se perciben diferencias notables
en cuanto a tamafio y distribucién de burbujas. En el caso de la espuma de cla-
ra de huevo se observa un comportamiento muy peculiar ya que es la que pre-
senta burbujas amorfas de mayor tamafio que cualquiera de las otras mues-
tras. Ademas es notable que existe una mayor cantidad de burbujas mas pe-
guefas que en la espuma con proteinas de soya, la cual en resultados anterio-
res de propiedades de la espuma resultaron ser iguales estadisticamente.

En el caso de la muestra con proteinas de suero de leche, se observa
claramente que el diametro de burbuja es claramente superior al de las demas
espumas, esto debido a la cantidad de aire introducido mediante el batido, lo
cual esta de acuerdo con los resultados de capacidad espumante. Este meca-
nismo de desestabilizacién fue observado por Berry, (2008) quien realizé un
estudio en cual videograbo a las espumas de pastel angel de clara de huevo
con aislado de suero de leche en las cuales no se observo el fenébmeno de coa-
lescencia, mientras que la disminucién y eventual desaparicién de pequefias

burbujas y crecimiento de las burbujas grandes si se presentd. Con tal eviden-



cia y por la distribucion poco homogénea de tamafio de burbuja en las mues-
tras tal y como se observa en la figura 26 se puede asegurar que en este sis-
tema la desproporcion es el mecanismo principal de desestabilizacion.

Para corroborar estas observaciones se midié el tamafio de burbuja en
cada una de las muestras el cual esta representado en el histograma de la figu-
ra 27. Las 2 espumas con mayor homogeneidad en la distribucion de tamafio
de burbuja son las de aislado proteico de soya y grenetina, sin embargo es evi-
dente que el diametro de burbuja es mucho menor en la muestra con grenetina;
esto debido a la viscosidad generada por esta proteina lo cual limité la expan-
sion de la pelicula viscoelastica y generé una menor capacidad espumante, tal
como se observo anteriormente. Asimismo se puede suponer que la estabilidad
desarrollada por la muestra con grenetina se debe a dicha uniformidad de ta-
manfos lo cual disminuyo la velocidad del mecanismo de desproporcion.
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Figura 27. Histograma de distribucién del tamafio de burbuja para las espumas de pastel angel.

En cuanto al grosor de la lamela no se encontré una diferencia importan-
te entre las espumas de clara, suero y proteinas de soya. Es importante sefia-
lar que la muestra con grenetina, si se observo un cambio perceptible ya que
€S un poco mas gruesa que las demas muestras, lo que pudo haber contribuido
a que el mecanismo de desproporcion se aminorara pues la lamela era mas

gruesa lo que previene el acercamiento de las burbujas (Wilde, 2000).



Como se observa en la figura 27 el pastel testigo muestra una distribucion de
tamafno de burbuja menos homogénea que la muestra con aislado proteico de
soya. También se puede observar que el pastel que cuenta con la distribucion
menos homogénea es la muestra con proteinas de suero, en el cual hay diame-
tros muy diferentes, debido a esto y a resultados anteriores se corrobora que
en el proceso de horneado se di6 en mayor grado la desestabilizacién de la
espuma por desproporcion generando el colapso y menor retencién de gas en

el sistema.
3.8 Imagen de la miga

De acuerdo a Brown (2011) la miga se puede definir como la estructura celular
en el interior de un producto horneado que se revela cuando éste es cortado.
La evaluacion de este atributo se basa en el tamafio de la celda . En la miga
abierta las celdas son medianas a grandes, en la cerrada éstas son pequefias.
Respecto a la forma de la celda, y grosor de las paredes, las migas finas pre-
sentan paredes delgadas , mientras que las paredes anchas predominan en

una miga gruesa.
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Figura 28. Tipos de distribucion de la celda en productos horneados, Brown (2011).
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La figura 29 muestra ejemplos de imagenes de cada tipo de pastel. Un
estudio visual no es suficiente pues las migas son bastante similares en cuanto
a distribucion alveolar, es por ello que se realiz6 la edicion y tratamiento de

iméagenes con el programa Image Pro con el objetivo es mejorar el contraste



entre las dos fases en la imagen (Hall y Bracchini, 1997); para una evaluacién
mas precisa de la cantidad de aire que las espumas fueron capaces de atrapar
en su estructura.

La deteccion del area de la celda (alveolos de la miga) se llevo a cabo
en las imagenes binarias con el programa Image Pro el cual identifica a las cel-
das de la miga como numero de objetos

Al igual que los resultados anteriores de volumen tras la coccion, se en-
contraron diferencias importantes entre las caracteristicas de la miga de los
pasteles. El analisis estadistico ANOVA mostré que las diferencias en las ca-
racteristicas de la imagen si son significativas (véase anexo estadistico).

Como se observa en la figura 29, las migas de los pasteles testigo y la
mezcla con aislado proteico de soya, tenian alveolos mas pequefios, un aspec-
to mas homogéneo, una matriz con estructura mas fina, con muchas celdas
pequefias y muy pocas grandes, por ello tienen una mayor cantidad de objetos
detectados. Esto nos remite a que ambos pasteles conservan caracteristicas
similares aln después de horneados, pues hay una mayor cantidad de celdas y
una distribucion mas uniforme lo que implica una mayor cantidad de aire atra-

pado.

Figura 29. Imagenes de las migas a color real y en blanco y negro.



CH 140.61%
APS 136.77%
APL 106.55%

G 115.94

Tabla 14. Namero de objetos captados por el programa Image Pro.

Los procesos de desestabilizacién de las espumas como la coalescencia y
desproporcion causan un incremento en el tamafio de celda y disminuyen la
calidad del pastel (Berry, 2008). Por esta razon se infiere que el pastel con la
menor calidad es el horneado con proteinas de suero de leche, ya que obtuvo
la menor cantidad de objetos detectados; esto puede atribuirse a un mayor co-
lapso, por la diferencia entre las propiedades térmicas entre el suero y las pro-
teinas de la clara de huevo (Peter y Bell, 1930). Richert (1979) también confir-
ma que el suero de leche debido a su menor estabilidad térmica, tiene una
habilidad pobre a retener el gas durante la coccion dando lugar a volimenes

mas bajos en el pastel.

3.9 Prueba sensorial

Las pruebas de preferencia permiten a los consumidores seleccionar entre va-
rias muestras, indicando si prefieren una muestra sobre otra o si no tienen pre-
ferencia. En este estudio se observa que la mayoria de los panelistas prefirio el
pastel resultante de la mezcla con grenetina. El comentario mas comun acerca
de la preferencia a este producto fue que era el pastel con mayor suavidad lo
cual les brindaba una sensacion agradable al masticarlo.

Posteriormente se encuentra la muestra testigo, con el segundo lugar en

cuanto a preferencia debido a su estructura esponjosa y sabor adecuado.



G l
.
. (T

0] 10 20 30 40

Muetsra
b
5
=

=
5
w

Panelistas que prefirieron dicha muestra

Figura 30. Resultados de la prueba sensorial de preferencia.

Respecto a la falta de aceptacion del pastel con aislado proteico de so-
ya, esta se debid a que los panelistas mencionaron que tenia un sabor carac-
teristico poco agradable, se cree que esto fue producido por la presencia de
soya ya que el sabor es uno de los mayores retos cuando se quiere desarrollar
un alimento con este ingrediente ya que genera sabores residuales desagrada-
bles (Childs et al., 2007), estas notas de sabor reconocidas como beany flavor
(sabor afrijolado) son propias del frijol de soya y son trasmitidas a los alimentos
gue la contienen; segun Potter et al.,(2007) los aromas y sabores caracteristi-
cos de soya, son consideradas caracteristicas indeseables por la mayoria de
los consumidores.

En cuanto a la muestra con proteinas de suero de leche, se puede notar
gue fue rechazada por la mayoria de los panelistas, esto debido a que su es-
tructura era mas compacta y no tenia la suavidad ni la estructura que caracteri-
za al pastel angel, por ello al compararla con las otras muestras los panelistas

no la prefirieron.



Conclusiones

El entendimiento de las propiedades de las espumas de la clara de huevo, el
aislado de proteina de soya, aislado de proteina de leche asi como de la grene-
tina, agentes espumantes clave en la industria de alimentos es poco, a pesar
de la abundante literatura en estos temas. Incluso en sistemas modelos donde
se estudia a la clara de huevo y sus proteinas individuales, las preguntas sobre
su estabilidad térmica y propiedades macroscopicas todavia no se han resuelto
del todo.

Respecto a el objetivo general de esta investigacién, las interacciones
proteina-proteina principales en el sistema pudieron ser evaluadas mediante el
estudio térmico realizado asi como también las propiedades de la espuma. A
partir de esto se pudo identificar el efecto que tuvo la combinacion de las pro-
teinas en estudio, sobre las propiedades funcionales y atributos del producto

final. Los principales puntos a destacar de esta evaluacion son:

La proteinas de clara de huevo y aislado proteico de soya, no interaccionaron
de manera sinergica, sino que el APS ejercio el mismo efecto que la aplicacion
de CH por si sola, ya que al debido a la desnaturalizacion tanto térmica como
mecanica su estructura (perfil de aminoacidos) formo una red proteica con pro-
piedades espumantes, entalpias y temperaturas de desnaturalizacion similares,
lo cual se vio reflejado en parametros tales como diametro de burbuja, textura,
y estructura de la miga, los cuales no difirieron estadisticamente.

Se observé que la adicion de grenetina interacciond sinérgicamente con las
proteinas de la clara asi como con los demas componentes del sistema, dando
lugar a un nuevo complejo con mayor estabilidad térmica, lo que optimizo las
propiedades tanto de la espuma como del pastel, tales como: mayor capacidad
de retencién de agua, distribucion de burbuja mas uniforme, mejores propieda-
des texturales y mayor preferencia en la evaluacion sensorial.

El aislado proteico de suero de leche resulto ejercer una interaccién antagonis-
ta con las proteinas de clara de huevo, por ser la proteina con mayor grado de
desnaturalizacién, presentd el mayor porcentaje de sobrerrendimiento pero la

mayor rapidez en el mecanismo de desproporcién, lo cual evidentemente ge-



neré el menor volumen final del pastel, dando como resultado caracteristicas
organolépticas poco deseables y un nivel minimo de preferencia por los pane-

listas.

Es importante sefialar que el analisis de imagen en la estructura de la
miga del pastel tal como se encontré bibliograficamente es valido para obtener
el grado de retencién de gas por la espuma, ya que los resultados coinciden
totalmente con los obtenidos en el porcentaje de aumento de volumen en el
horneado, por lo cual es un método altamente recomendable si se desea reali-
zar un estudio rapido y eficaz de esta propiedad para futuras investigaciones.
En conclusion se afirma que la proteina de soya es una opcion viable para la
sustitucién de 25% de la clara de huevo en la formulacién del pastel angel, ya
gue por ser una proteina de origen vegetal su aplicacion genera menos costos,
ademas de que actualmente se ha fomentado su consumo debido a propieda-
des nutraceuticas. No obstante, se reconoce que no fue la mas aceptada en la
prueba sensorial, por lo cual la aplicacion de este ingrediente deberia de
acompafarse con un saborizante que enmascarara las notas de sabor inheren-
tes de la soya.

Desde el punto de vista de la ingenieria en alimentos, en el cual uno de
los principales objetivos es el de la mejora de los productos alimenticios, des-
arrollando atributos de calidad éptimos, se recomienda el uso de la grenetina
pues al interaccionar sinergisticamente con las proteinas de la clara de huevo,
se desarrollo un producto final con mejores atributos de calidad, el cual fue

aceptado ampliamente por los panelistas.
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Apéndice 1. Andlisis de varianza (ANOVA) de una via

Tiempo de Batido

Origen DF SS MS F P
Tiempo de batido | 4 | 1502.42 | 375.60 | 48.43 | 0.000
Error 10 77.55 7.76
Total 14 | 1579.97
Individual 95% CIs For Mean Based on
Pooled StDev
Level N Mean StDev -------- fomm e fomm e Fom = +-
1 3 92.00 1.00 (———%——m)
2 3 108.60 0.79 (===*--)
3 3 110.67 5.10 (==—=*--)
4 3 104.30 2.38 (==*=—==)
5 3 85.47 2.34 (—-—-*---)
———————— B et e e
90 100 110 120
Porcentaje de sobrerrendimiento
Origen DF| SS MS F P
% de sobrerrendimiento | 3 | 5894.8 | 1964.9 | 117.41 | 0.000
Error 8 133.9 16.7
Total 11 | 6028.7
Individual 95% CIs For Mean Based on
Pooled StDev
Level N Mean StDev ----- Fomm————— tomm————— tom—————— +-——=
APL 3 514.36 6.00 (——*—-)
APS 3 505.47 2.6l (==*-
CH 3 496.17 4.69 (—=*-=)
G 3 456.35 1.46 (-=-*--)
-——— fmmm—————— Fmm Fmm +-——=
460 480 500 520

Tiempo %2 de drenado




Origen DF SS MS F P
t 2 de drenado 3 | 2387.85| 795.95 | 310.31 | 0.000
Error 8 20.52 2.56
Total 11 | 2408.37
Individual 95% CIs For Mean Based on
Pooled StDhev
Level N Mean StDev —4+--—-—----— t-——— Fomm = to——————
APL 3 84.53 1.97 (*-)
APS 3 110.60 1.65 (=*-)
CH 3 114.87 1.45 (=%*)
G 3 121.83 1.25 (=%*)
- fomm—————— Fom e
84 96 108 120
Aumento de Volumen
Origen DF SS MS F P
Aumento de volumen | 3 | 0.20667 | 0.06889 | 27.56 | 0.000
Error 8 | 0.02000 | 0.00250
Total 11 | 0.22667
Individual 95% CIs For Mean Based on
Pooled StDev
Level N Mean StDev --—-—---—--- tom—————— tom—————— to——————— +
APL 3 0.43333 0.05774 (-——=*—-————- )
APS 3 0.73333 0.05774 (—===* === )
CH 3 0.76667 0.05774 (————- e )
G 3 0.60000 0.00000 (==———-— K —— )
————————— -t
0.48 0.60 0.72 0.84
No. de Objetos
Origen DF | SS MS F P
No. De Objetos 3 | 14483 | 4828 | 44.73 | 0.000
Error 68 | 7339 | 108
Total 71 | 21822

Individual 95% CIs For Mean Based on




Pooled StDev

Level N Mean StDev —----- Fo———————- Fo———————- Fo——————- +-——=
APL 18 106.56 7.05 (-—=-*---)
APS 18 136.78 14.40 (===*-—-)
CH 18 140.61 11.93 (===*-—-)
G 18 115.94 5.69 (——=*-—- )
—_———— fmmm—————— Fmmm—————— Fmmm—————— +m——
108 120 132 144
TPA
Dureza
Origen DF| SS MS F P
Muestra 3 | 2058.5 | 686.2 | 20.93 | 0.000
Error 24 | 786.7 | 32.8
Total 27 | 2845.2

Individual 95%

Pooled StDev

CIs For Mean Based on

Level N Mean StDev —---+--—--—-—=- t-——————— tm——————— t-————
APL 7 75.911 7.189 (====*-—-)
APS 7 65.783 2.210 (====*===)
CH 7 65.963 8.375 (====*===)
G 7 51.826 2.100 (-——=-*---)
e fom fom +—————
50 60 70 80
Cohesividad
Origen DF SS MS F P
Muestra 3 1 0.12196 | 0.04065 | 6.47 | 0.002
Error 24 | 0.15089 | 0.00629
Total 27 1 0.27285
Individual 95% CIs For Mean Based on
Pooled StDev
Level N Mean StDev -—--—---- t-——— t-——— tomm = +-
APL 7 0.90286 0.07476 (—=—==——- Hmm e —— )
APS 7 0.81843 0.07305 (=== —F == )
CH 7 0.81684 0.02705 (=== F )
G 7 0.71653 0.11615 (-————--- e e )
———————— it bttt St e e e T e
0.720 0.800 0.880 0.960

Elasticidad




Origen DF| SS MS F P
Muestra 3 |1.070]0.357| 2.62| 0.074
Error 24 | 3.269 | 0.136
Total 27 | 4.339
Individual 95% CIs For Mean Based on
Pooled StDev
Level N Mean StDev ------ tomm————— tomm————— tm——————— +--=
APL 7 1.6015 0.0730 (-———=--- e e )
APS 7 1.8101 0.1628 (=== F e )
CH 7 1.8402 0.1613 (m=mmm——F )
G 7 2.1490 0.6979 (=== Amm e )
—————— t———————— o o +-—=
1.50 1.80 2.10 2.40
Masticabilidad
Origen DF | SS MS F P
Muestra 3 | 4469 | 1490 | 5.37 | 0.006
Error 24 | 6654 | 277
Total 27 | 11123
Individual 95% CIs For Mean Based on
Pooled StDev
Level N Mean StDev —+--—-—---- tomm = tomm = Fo——————

APL 7 111.40 16.37
APS 7 97.26 11.16
CH 7 98.69 12.30

G 7 76.19 23.77 (----———- Ko )




Apéndice 2. Cuestionario de evaluacion sensorial. Prueba de preferencia

EVALUACION SENSORIAL DE PASTEL ANGEL

EDAD: SEXO:M__ F__

1. Marque con una X la muestra que le gusta mas en general:

234 452 377 749
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