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1. Introduccion

La industria alimenticia busca constantemente mejorar las propiedades
tecnoldgicas, nutricionales o sensoriales de los alimentos y con ello incrementar su
valor agregado, acercAndose mas a satisfacer las necesidades del consumidor.
(Chemat et al., 2011).

El desarrollo tecnolégico moderno ha permitido encontrar nuevas y mas
eficientes maneras de transformar, utilizar y disponer de recursos alimenticios que
anteriormente eran desechados o poseian un uso limitado. Dentro de estos
componentes sub aprovechados en la industria alimentaria actual destaca el suero
de leche, derivado de la produccién quesera y que se considera un importante
contaminante ambiental cuando no se dispone de él de manera apropiada. Sin
embargo, cada vez se desarrollan nuevas tecnologias que permiten recuperar la
mayoria de sus componentes, los cuales en su mayoria poseen un alto valor
nutrimental y comercial; dentro de estos constituyentes, destacan las proteinas
séricas, las cuales una vez recuperadas y concentradas son ampliamente usadas
para el desarrollo de productos alimenticios.

Los productos lacteos obtenidos a partir de suero son variados y su
funcionalidad y costo dependen de la técnica de separacién y purificacidon empleada;
dentro de estos destacan aguellos separados a través de procesos con membranas,
como micro, nano y ultrafiltracion. El tamafio de poro de las membranas de
ultrafiltracién permite retirar de fluidos particulas en el rango de tamafio de 0.001 a
0.1 ym, como las proteinas. Al emplearse en suero de leche y acoplarse a secado
por aspersion y, de requerirse, técnicas de dialfiltracion, se obtienen concentrados
de proteina de suero de leche (WPC), definidos como productos de suero en polvo
con una concentracion de proteina del 60 al 85% de proteina o aislados de proteina
de suero de leche (WPI) con una concentracion superior al 90% (Yadav et al. 2015).

Los productos adicionados con proteinas séricas concentradas se han
multiplicado en las ultimas décadas. Aunque las proteinas de suero son resistentes
a un amplio rango de valores de pH, lo que las hace versétiles para usarse en
diversos tipos de productos, su termorresistencia es limitada, iniciando su

desnaturalizaciéon a temperaturas superiores a 70°C, con B-LG rigiendo el
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comportamiento térmico, al ser la proteina mayoritaria (Chandrapala et al., 2011).
Por ello, es necesario encontrar alternativas de proceso que limiten o modulen las
modificaciones estructurales de éstas, diversificando con ello sus aplicaciones. Por
ello diversos grupos de investigacion se han abocado a explorar el empleo de
tecnologias no térmicas en la conservacion y procesamiento de alimentos. Dentro
de estas tecnologias, recientemente se ha propuesto el uso de ultrasonido de
potencia (USP) como una alternativa viable y de costo asequible para su uso en el
procesamiento de alimentos (Frydenberg, 2015; Jambrak et al., 2014; Chandrapala
et al., 2011; Jiang, 2010; Villamiel et al., 2000); el USP posee una relativa facilidad
de aplicacién, permite medir de manera precisa la potencia efectiva del tratamiento
y genera efectos sobre las matrices alimenticias tratadas aun a tiempos cortos de
proceso. El USP ha sido extensamente estudiado en leche, suero y otros productos
lacteos, centrdndose en la modificacion de propiedades microestructurales y
fisicoquimicas de proteinas (Chandrapala et al., 2011; Cameron et al., 2008;
Villamiel et al., 2000).Estudios recientes como los de Barajas et al. (2018) han
demostrado que se pueden generar cambios estructurales y mejoras funcionales en
WPI, WPC y en otros ingredientes con polimeros alimenticios a través de la
aplicacion de ultrasonido de potencia, por lo que esto abre la posibilidad de usarlo
como una herramienta util en la generacién de productos y procesos alimenticios
novedosos.

Una de las aplicaciones mas comunes de las proteinas de suero es en la
formacion de geles, los cuales comiunmente se elaboran por medio de un
tratamiento térmico severo. Estos geles altamente deformables, con puntos
isoeléctricos alejados de los rangos Optimos de pH, poseen una baja fuerza iénica
y pueden presentar turbidez (Walstra et al., 2006). Estas caracteristicas pueden ser
consideradas como defectos en aplicaciones especificas, por lo que se deben
estudiar alternativas de proceso para modularlas o modificarlas. Se han explorado
modificaciones en la formulacion y la aplicacion de tecnologias emergentes como el
USP para reducir algunos defectos especificos de geles obtenidos a partir de WPC
y WPI. La gelificacién de proteinas de suero puede controlarse por adicion de otras

proteinas (Aguilera & Stanley, 1999), sean o no de origen lacteo. Asi, Pang et al.



2014) exploraron el efecto sobre propiedades reoldgicas, texturales vy
microestructurales de geles de gelatina tipo B con diferentes fuentes de proteinas
lacteas, entre ellas WPI, obteniendo resultados promisorios, dado que, aunque la
adicion de proteinas de suero no implico un cambio en la estructura del gel de
gelatina, produjo importantes modificaciones en su comportamiento reoldgico. Por
otra parte, Barajas (2018) establecié un bosquejo de condiciones de trabajo para el
USP con la finalidad de mejorar las capacidades fisicas y estructurales de WPI
mediante la formacion de agregados proteicos y propuso la aplicacion de estos para
mejorar las caracteristicas tecno-funcionales de productos gelificados. Sin embargo,
a la fecha no se han reportado estudios sobre USP como pretratamiento de WPI y
su efecto sobre la formacién de geles de gelatina.

Tomando en cuenta lo anteriormente expuesto, esta investigacion tiene los

siguientes objetivos

Objetivo General

Determinar el efecto de tratamientos de ultrasonido de potencia (USP) en proteina
concentrada de suero (WPC) mezclada en diferentes razones con grenetina tipo B
(colageno) a través de un procedimiento preestablecido y medir su efecto sobre las

caracteristicas fisicoquimicas y reoldgicas de los geles formados.

Objetivos especificos
e Definir un procedimiento estandar de preparacion de geles de grenetina tipo
B a escala laboratorio, estableciendo las condiciones de temperatura y

concentracion proteica mas apropiadas para obtener geles uniformes.

e Establecer una metodologia apropiada para la elaboracién de geles mixtos
de grenetina y WPC a razones de mezcla especificas.



e Elaborary evaluar geles termoformados de dispersiones de WPC pretratadas
por condiciones selectas de USP con la adicién de grenetina tipo B a razones

selectas.

Adicionalmente, se partira de la siguiente hipoétesis de trabajo

El ultrasonido de alta potencia como pre tratamiento de dispersiones acuosas
de WPC modificar4 las propiedades tecnoldgico-funcionales y estructurales de
geles termoformados mixtos elaborados con éstas y grenetina tipo B en

comparacion con geles estandar de grenetina.



2. Marco Teorico.
2.1 Leche bovinay suero de leche
2.1.1 Generalidades

La leche es la secrecion mamaria normal de animales lecheros obtenidos
mediante uno o mas ordefios sin ningun tipo de adicion o extraccion, destinados al
consumo en forma de leche liquida o a elaboracion ulterior (FAO 2011). Esta es
comercialmente extraida de animales con una alta tasa de produccion de leche y
una amplia tolerancia a condiciones ambientales, asi como geograficas donde
destacan los bovinos, ovinos y caprinos a nivel global.

La leche bovina representa alrededor del 85% de toda la leche de venta
directa, mientras que el 11% corresponde a leche de bufala y el 2% por leche ovina
y caprina (Fox 2011), por ello es la principal materia prima para la elaboracion de
productos lacteos, con ello la mayoria de los procesos tecnoldgicos, analiticos e
industriales se desarrollan en funcion de este tipo de leche; entre ellos uno de los
procesos mas recurrentes aplicados en leche bovina es la elaboracion de queso. La
composicién aproximada de leche bovina se muestra en la Tabla 1.

La leche es un alimento disefiado biol6gicamente para crianza de mamiferos;
contiene por naturaleza una alta cantidad de proteinas que se dividen en dos
grandes grupos de acuerdo con su estado de dispersion: las caseinas con el 80%
de contenido total y las proteinas de suero o con el 20% restante (Badui, 2006). Aun
con esta diferenciacion, las proteinas lacteas en lo individual aportan diferentes
propiedades tecnolégicas y funcionales incluso algunas formando complejos
importantes para el comportamiento tecnologico de la leche como la elaboracion el
gueso o fermentacién de &cido lacticas para la fabricacion de yogurt. La complejidad
y concentracion de las proteinas de leche afecta directamente su comportamiento
reologico, fisicoquimico y funcional; los principales tipos de proteinas consideradas
en cada fraccion, las caracteristicas mas relevantes de éstas, asi como sus

propiedades fisicoquimicas principales se detallan en la Tabla 2.



Tabla 1. Composicion aproximada de leche bovina

Componentes Rango de proporcion
(g/100g9)
Agua 85.3-88.7
Sdlidos no grasos 7.9-10.0
Grasa sobre extracto seco 22.0-38.0
Lactosa 3.8-5.3
Grasa 25-55
Proteina 2.3-44
Caseina 1.7-3.5
Minerales 0.57 -0.83

El queso es uno de los alimentos mas complejos y variados que consume el
ser humano; generado a través de multiples procesos, siendo el mas comun el
basado en la precipitacién de las caseinas de la leche por medio de la fermentacién
por bacterias acido lacticas (que reducen el pH de la leche) y la adicion posterior del
conjunto de peptidasas extraidas de fuentes animales, vegetales o microbianas
conocidas genéricamente como cuajo y que en conjunto actian sobre la estabilidad
de las micelas de caseina de la leche. La estabilidad de las micelas se atribuye a
Su carga negativa neta y a la repulsion estérica por parte de la region macro
peptidica flexible de k-caseina, asi como a la baja afinidad de esta ultima por las
sales de calcio; a través de la acidificacion (que reduce la repulsidon electrostatica)
y protedlisis de la region antes menciona de k-caseina (que disminuye la repulsion
estérica), las micelas se agregan, forman agrupaciones, que eventualmente
constituyen la red tridimensional proteica que contiene agua, grasa y algunos

compuestos solubles a la que se le denomina queso (Lucey, 2011).

2.1.2 Suero lacteo

Paralelamente a la elaboracion de queso se genera suero como subproducto,
el cual esta constituido por todos los componentes solubles e hidrofilicos que no se
pueden retener en la matriz de la cuajada. Dependiendo del tipo de procedimiento
empleado en la elaboracion del queso, el suero resultante puede ser acido (cuando

se lleva a cabo una coagulacion acida, como en la elaboracion de queso cottage) y
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dulce (cuando la coagulacion es enzimatica, como todos los quesos fabricados con
adicion de cuajo). La composicion aproximada de sueros dulce y &cido se muestra

en la Tabla 3 (Tommaso et al., 2012).

Tabla 2. Distribucion de las proteinas de leche (Adaptada de Badui, 2006).

Proteina % de Peso molecular Numero de Punto
proteina (kDa) aminoacidos isoeléctrico
Caseinas 80
asi 34 23.6 199 4.1
asz 8 24.2 207
B 29 23.9 209 4.5
K 9 19.0 169 4.1
Proteina de suero 20
B — lactoglobulina 9 18.2 162 5.3
a — lactoalbimina 4 14.1 123 5.1
Inmumoglobulinas 2 1500 45-8.3
Seroalbimina 1 69 4.7

*Fraccién de beta caseina producida por hidrélisis enzimatica

El suero se define como la porcién liquida de leche sin caseinas y grasas (De
Wit, 2001). El suero representa aproximadamente 85-95% del volumen de leche y
contiene hasta el 55% de sus soélidos (Gonzalez, 1996). Esta alta concentracion de
nutrientes, aunado a su alta tasa de produccion son los factores por los que el
aprovechamiento del suero de leche se ha convertido en una prioridad para la
industria lactea. Al obtenerse aproximadamente 9 L de suero por cada Kg de queso
producido (Jelen et al.,, 2011), el problema medioambiental que representa la
disposicion de suero en aguas residuales o en suelos es enorme; a esto se le afiade
el hecho que, potenciado por las actuales tendencias de consumo y demandas del
mercado, la produccion de los productos lacteos coagulados generadores de suero
acido (como yogurt griego) se han triplicado en los dltimos afios, por lo que la
industria se enfrenta a un problema asociado con el uso que se debe dar a 1.6 mil

millones de L de suero de leche por afio en el mundo (Chandrapala et al., 2015).



Tabla 3. Composicion aproximada de sueros dulce y acido

Componentes Suero acido Suero dulce
(9/100q9) (g/100g9)

Sdlidos 6 6.6
Lactosa 3.9 4.8
Proteina 0.72 0.9
Minerales 0.72 0.6
Acido lactico 0.6 0.13
Grasa 0.05 0.06

Hasta hace algunas décadas, a este liquido amarillo-verdoso solo se le
consideraba un residuo debido a su poca aplicacion industrial; uno de sus usos
alimenticios més frecuentes es la coagulacioén acida de proteina del suero, filtrada y
salada, para elaboracién de queso ricotta o requesén. Sino se le da un uso practico,
el suero de leche es considerado un contaminante grave ya que impone una tasa
muy alta de demanda biolégica de oxigeno (DBO) de 30,000 a 50,000 mg/L y
demanda quimica de oxigeno (DQO) de 60,000-80,000 mg/L, representando un
coadyuvante en el crecimiento de microrganismos nativos de drenajes o rios
representando un riesgo para el equilibrio del ambiente donde se deseche (Silviya
et al. 2016). Debido al alto contenido proteico del suero de leche, se vislumbran una
alta cantidad de aplicaciones desde el punto de vista tecnoldgico, por lo que se han
desarrollado diversas técnicas de extraccion y purificacion, para su posterior
implementacion en la industria en general. Esto le confiere al concentrado de suero
un balance de proteinas y carbohidratos caracteristicos diferente entre cada
producto lacteo deshidratado y el método ocupado para su extraccion, las cuales

son presentadas en la Tabla 4.

2.1.3 Productos obtenidos de procesos de separacion de proteinas lacteas

El desarrollo de la tecnologia de separacion por membranas permitio la
recuperacion de proteinas de suero sin desnaturalizar, dando como resultado los
primeros concentrados o aislados de proteinas de suero, que se utilizan como
proteinas funcionales o en formulas infantiles (Fox, 2011). A partir de ello, la

industria lactea ha hecho énfasis en la importancia de la utilizacion, estudio y trans-
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Tabla 4. Diferencias entre productos en polvo lacteos
(Modificado de Walstra, 2006).

Producto Método de Materia prima  Proteina  Carbohidratos Cenizas Grasa
obtencion
Caseina de . Leche
cuajo Cuajada descremada 83 0.5 8 2
Caseina - Leche
acida Acido descremada 90 0.5 2.5 2
. Acido + Leche
Caselna_to de NaOH descremada 86 0.5 5 2
sodio
Concentrado Leche
de caseina MF/DF descremada 83 1 8 1
micelar
Suero en Suero de
polvo UF leche 10.5 71 9 1
Concentrado Suero de
de suero UF leche 31-57 51 7 3
Aislado de Suero de
suero UF/DF leche 88+ 26 4 3

UF= Ultrafiltracion

DF= Diafiltracion

formacion de este tipo de concentrados con la finalidad de diversificar o modular la
funcionalidad que exhiben; los diferentes métodos de obtencién de concentrados,
que se muestran en la Figura 1, dan como resultado un amplio mercado de
productos de consumo directo (como férmulas y suplementos alimenticios) y permite
desarrollar ingredientes ricos en proteinas con aplicaciones tecnolégicas diversas y
complejas.

La técnica de extraccion que se ocupa hasta la fecha para la extraccion de
proteinas de suero de leche es la ultrafiltracién (UF) donde mediante un proceso de
retenciébn por membranas se pueden atrapar particulas de 0.001 — 0.1 pum en un
fluido. Debido a este alto valor proteico alcanzado en las extracciones por filtracion
se ha planteado el uso de concentrados de proteina de suero en diversos productos,
principalmente por su aporte nutrimental. No obstante, mediante el uso de estos
concentrados también se busca una mejora tecnoldgica gracias a la versatilidad
funcional de las proteinas mayoritarias de suero, incluyendo B- lactoglobulina (-
LG) y a-lactalbumina (a-LA), capaces de gelificar, retener agua, retener aceite,

dispersarse en medios acuosos, emulsificar, espumar y de servir como agentes para
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acentuar el flavor (Bulut Solak y Akin, 2012). Debido a lo anterior, cada vez se
investiga mas a fondo hasta donde todas estas propiedades pueden ser explotadas

en alimentos, con esto ampliando el espectro de aplicacion dia con dia de estos

agregados.

Filtracion par
membrana

\
Il

F r B
F . g
Intercambic de iones Ao '_,.-f’ Recuperadon
madiants placas Gf—-‘ de Lactosa

Suero
concen-
trado

———— ———

silica [N,

} ‘_ _\.-'_.. m:u-.

Fraccionamiento

. e

Aislamiento 2 Deslactosado
.

Intercambic de iones
mediante piacas por Alslamiento Des mineralizado

agitadion

g

Des mineralizado 2

Ebectrodialisis

Figura 1. Principales procesos de recuperacion de suero de leche (De Wit, 2001).

Se consideran como concentrados de proteina de suero lacteo a los
productos que contengan de 35 hasta 85% de contenido de proteinas séricas, lo
cual varia dependiendo de la manera de obtencion de ellas y del tipo de suero a
tratar. Por otro lado, el WPI (aislado de proteina de suero, por sus siglas en inglés)

es un producto con una concentracion mayor a 90%, donde la materia esta
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compuesta mayoritariamente por proteina sérica. Preferiblemente, el suero utilizado
para su elaboracion es relativamente puro; es aun mejor emplear un proceso de
microfiltracion permeado a partir de leche descremada. EI WPI puede ser producido,
como WPC, por ultrafiltracion; aunque, al menos un paso de di filtracion es
necesario (Walstra et al., 2006).

El mercado global de los concentrados de proteina ha crecido de manera
muy importante en los dltimos afios, debido a la versatilidad sensorial, tecnoldgica
y nutrimental de las proteinas de lacteas. Estadisticas estiman un crecimiento en el
mercado global anual de 0.7% (Statista, 2018) por lo que representa un mercado en

crecimiento con necesidad de tecnologias nuevas a su disposicion.

2.1.4 Principales proteinas de suero

El suero contiene por su naturaleza bastantes componentes de la leche
cruda como lactosa, lipidos y un alto contenido de proteina donde predominan la $3-
LG, algunos glicomacropéptidos (GMP) y a-LA, asi como inmunoglobulinas,
lactoferrinas y lactoperoxidasas (Walstra, 2006). A pesar de ser todas estas
proteinas de la misma naturaleza, si son sometidas a diferentes procesos como
tratamientos térmicos, cambio de pH o cambios de presién se puede alterar su
estructura y propiciar cambios funcionales, los cuales generen productos con
caracteristicas unicas.

Los concentrados y aislados han ganado terreno en el ambito industrial como
un ingrediente fortificante con proteinas de alta calidad nutrimental, principalmente
B-LG y a-LA. Adicionalmente, dado que su proceso de obtencion afecta
minimamente las propiedades estructurales y fisicoquimicas de las proteinas, la
ultrafiltracién permite mantener intacta su funcionalidad y con ello, su uso como
agente emulsificante, espesante, espumante o gelificante, asi como para la
formacion de bio-peliculas, recubrimientos y encapsulados (Yadav et al. 2015). Las
caracteristicas mas relevantes de las principales proteinas séricas se describen a

continuacion.
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2.1.4.1 B-Lacto globulina (B-LG)

B-LG es la principal proteina de suero en la leche bovina, se sabe que se
unen a ligandos hidrofobos tales como vitaminas y otras moléculas. Mas alla de la
contribucion nutricional de los componentes individuales (B-lg y ligandos), las
funciones biologicas de la proteina compleja / ligando son todavia especulativas.
(Le Maux et. al, 2014). Este alto potencial hidrofobo permite a la estructura ser
potencialmente compatible con otros agregados para mejorar 0 propiciar
propiedades conjuntas en sus estructuras.

Con una concentracion de 3.2 g/L en leche bovina, la B-LG representa
aproximadamente el 10% del total de proteinas de la leche y alrededor del 50-60%
del total de proteinas de suero (Le Maux et al., 2014). Por ello, es la proteina que
mayoritariamente interactia con el medio al que se incorpora, por lo que es de
interés tomarla en cuenta como una proteina prioritaria de modificacion.

Existen variantes genéticas de B-lg, siendo las variantes A y B las mas
comunes (Godovac et al., 1996). Estas dos variantes contienen 162 aminoacidos,
pero difieren en dos aminoacidos en las posiciones 64 y 118. La variante A tiene un
acido aspatrtico residuo en la posicién 64 y un residuo de valina en la posicién 118,
mientras que la variante B tiene glicina y alanina en estas posiciones,
respectivamente. Ambas variantes contienen cinco residuos de cisteina (Cys),
ubicados en las posiciones 66, 106, 119, 121 y 160. Estas cisteinas forman dos
enlaces disulfuro, entre Cys66 y Cys160, y entre Cys106 y Cys119 (Papiz et al.,
1986; Brownlowet al., 1997). Por otra parte, la Cys121 es un grupo tiol libre que se
encuentra atrapado en el centro de estructura B-lg y que al desnaturalizar la proteina
llega a mostrarse al medio para formar redes mas grandes o agregados proteicos
(Qin et al. 1998; Burova et al., 1998).
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La estructura secundaria de la B-lg (Figura 1) se compone de un 15% de
hélice a, un 50% de hoja B y 15-20% de giro inverso (Creamer et al. 1983; Sawyer
y Kontopidis 2000). En la proteina nativa, los enlaces disulfuro unen las cadenas G
a H (Cys106 — Cys119) y la cadena D al C terminal (Cys66 — Cys160). El grupo tiol
libre es inaccesible para los solventes en los nativos de la estructura de la proteina
y por lo tanto no esta disponible para reacciones de baja intensidad (Qin et al. 1998;
Burova et al. 1998).

Figura 2. Estructura tridimensional de la proteina B-Lactoglobulina (Protein Data
Bank 2005).

2.1.4.2 a- Lactalbumina (a-LA)

Es una de las principales proteinas encontradas en la leche humana como
bovina, en conjunto con la B-lg gobiernan la variedad de propiedades funcionales
gue puede ofrecer el WPC. En proporcién, es aproximadamente el 25% de la
proteina de suero total y contiene una amplia variedad de aminoacidos de cadena
ramificada y esencial (Bulut et al., 2012).

La a-Lactalbumina (a-LA) es un componente proteico importante de la
fraccién de suero de leche bovina debido a su relativa abundancia y facilidad de
purificacion. Esta proteina sirvio como modelo para el desarrollo temprano de
meétodos de investigacion de las propiedades quimicas y biofisicas de proteinas
(Brew, 2011). Un modelo propuesto de a-LA se muestra en la Fig. 3.
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La mayoria de las a-lactalbuminas, incluidas las de cerdo, humano, cobaya,
bovino, cabra, camello, equino y conejo, consisten en 123 residuos de aminoacidos.
Consta de dos grandes aglomerados: un gran dominio a -helicoidal y un pequefio
dominio de hoja B, que estan conectados por un bucle de enlace de ion calcio
(Permyakov & Berliner, 2000).

. Figura 3. Estructura de a -LA nativa (Permyakov & Berliner, 2000).

La desnaturalizaciéon de esta proteina sérica comienza alrededor de los 64°C
y a un pH arriba de 8 (Walstra, 2006). El ion calcio de a-LA es imprescindible en el
mantenimiento de la estructura lo cual genera al desconfigurarse una estructura
semi estable conocida como glébulo fundido que es una desnaturalizacion parcial,
en el que la proteina mantiene su estructura secundaria, pero con una estructura
terciaria poco definida (Coto, 2014). En consecuencia, la resistencia a la
desnaturalizacion de a-LA es mayor que la exhibida por BLG. Este proceso especial
de desnaturalizacion es un factor primordial en el reordenamiento proteico cuando

se sufren procesos como el ultrasonido de potencia.

2.1.4.3 Albumina bovina sérica (BSA)

La albumina de suero bovino (BSA) es un polipéptido de cadena sencilla
gue contiene 583 aminoacidos, que se pliegan en tres dominios homologos. Cada
uno de estos dominios contiene dos subdominios Ay B (Carter & Ho, 1994). La BSA
tiene dos residuos de triptéfano (Trp), Trp 134 en el primero dominio y Trp 213 en

el segundo dominio, lo cual lo hace una proteina estabilizadora importante dentro
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de la composicion proteica de la leche en general (Moriyama et al 1996). La BSA
(ver Figura 4) representa del 5-10% del contenido de proteina total en leche, con un
peso molecular de 66 kDa, su punto isoeléctrico es de pH 5.3 y su temperatura de
desnaturalizacion es de 64°C cuenta con 17 puentes de bisulfuro intramoleculares
y un grupo tiol libre en la posicién Cis34 (Thompson et al., 2009).

Existen estudios acerca de la estabilidad térmica y el comportamiento
reolégico de mezclas hidrocoloides con BSA que proporcionan esbozos acerca una
guia teorica para el disefio de nuevos hidrocoloides alimentarios en la industria
alimentaria. Asimismo, las interacciones vinculantes de ellos en mezclas de
proteinas y alimentos hidrocoloides también puede afectar las propiedades
funcionales de los alimentos. (Xu & Wang., 2019)

Figura 4. Estructura de BSA por rayos X derivada (Majorek et al., 2012).

2.1.5 Desnaturalizacion proteica

La desnaturalizacion proteica es un proceso de reordenamiento en las
cadenas peptidicas de las proteinas sometidas a un proceso de estrés, donde
aguellos enlaces mas débiles en la estructura de la matriz sufren un reacomodo,
perdiendo la estabilidad original. Al mismo tiempo, se generan propiedades que
surgen a partir de la nueva interaccion molecular que pueden generar los enlaces
rotos en condiciones con proteinas compatibles. La desnaturalizacion de las
proteinas puede ser reversible o irreversible. Ademas, generalmente es una
transicion cooperativa. Esto significa que la mayoria de los enlaces débiles que

estabilizan la conformacion nativa se rompen casi simultineamente. En
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consecuencia, el proceso se produce en un pequefio rango de intensidad del agente
empleado (Walstra, 2006).

Muchos factores pueden causar desnaturalizacion en las proteinas de suero,

algunos mas efectivos que otros, los mas ocupados en la industria alimenticia son:

Altas temperaturas: Se sabe que temperaturas altas siempre conducen a la
desnaturalizacion (mayor efecto del cambio en la entropia conformacional),
aunqgue la temperatura necesaria para desnaturalizar proteinas de WPC se
encuentra en un valor promedio de 70 °C.

Bajas temperaturas: puede hacer que algunas proteinas se desnaturalicen al
debilitar algunos enlaces hidrofébicos de baja intensidad; casi siempre se
necesita una reduccion de la temperatura de al menos -20 °C.

Alta presion, es decir, una presion hidrostatica considerablemente superior a
la ambiental; en términos de proceso, se considera alta presion a aquella
superior a 100 MPa, aunque por lo regular se aplica en magnitudes mucho
mayores (300-600 MPa). La presion elevada también puede causar
desnaturalizacion pues afecta principalmente los enlaces de puentes de
hidrégeno que estabilizan las estructuras superiores (terciaria, secundaria)
de las proteinas.

pH alto (>8), puede causar desnaturalizacién, debido a la repulsion entre

grupos con carga negativa.

A menudo, una combinacién de dos agentes puede causar desnaturalizacion

rapida, por ejemplo, un aumento moderado de temperatura y un aumento moderado

de pH. Por lo que manejar todas las variables involucradas es de crucial importancia

para saber por qué medio se esta desnaturalizando el sistema.

Una de las reacciones entre proteinas que resultan con mayor frecuencia de los

procesos de desnaturalizacion en leche es la formacion de complejo beta

lactoglobulina-kappa caseina (B-LG-KCN); la KCN tiene grupos sulfihidrilos no

asociados que, por su ubicacion en el exterior de la micela, pueden interactuar con

otros grupos sulfhidrilos disponibles en otras estructuras propias de la leche; la B-

LG posee grupos SH en su interior (5) con posibilidad de que uno de ellos no se
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encuentre asociado en forma de puente disulfuro y, por tanto, quede disponible para
reaccionar; siendo B-LG una proteina globular con estructura terciaria compleja,
gran parte de los factores de desnaturalizacion antes citados pueden modificar su
estructura, exponiendo los grupos funcionales de esta proteina sérica y facilitando
la formacion del complejo antes citado. Las reacciones sulfhidrilo-disulfuro entre -
LG y KCN y la formacion del complejo resultante, independientemente del
tratamiento que las propicio, tienen implicaciones importantes en la funcionalidad

de la leche y en sus aplicaciones tecnoldgicas.

2.1.6 Gelificacién de proteinas lacteas

Dentro de las capacidades funcionales de los concentrados lacteos, la
formacion de geles se produce gracias a la capacidad de desnaturalizacién de
proteinas como B-LG (beta lactoglobulina) y a-LA (alfa lactoalbumina),propiciando
la exposicion de sus grupos sulfhidrilos que permiten la interaccion con el medio y
formar agregados mediante puentes bisulfuro, ademas de que la proteina
desplegada es mas susceptible a las proteinas con interaccion proteica a través de
puentes de calcio y enlaces hidrofébicos (Chandrapala et al., 2011).

Con todo esto se busca expandir la gama de aplicaciones tecnoldgicas que
puedan tener las proteinas séricas sobre sistemas mixtos en concentracion
sometidos a tratamientos alternativos como es el ultrasonido de potencia y con ello
establecer el abanico de aplicaciones de estas condiciones en la industria
alimenticia.

Fu y Nakamura (2017) argumentan en un su estudio de geles a partir de
WPI mixtos con almidon que las similitudes en la activacion térmica de WPI y geles
de almidén sugieren la posibilidad de obtener una mezcla gel calentando una
solucion de mezcla de almidén y WPI, y que todavia existe una gran cantidad de
conocimiento sobre propiedades fisicas o propiedades viscoelasticas que cambian
dependiendo las proteinas y los sistemas de polisacaridos siguen siendo

investigados.
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2.2 Gelatina

2.2.1 Generalidades de la gelatina

El Food Chemicals Codex define a la gelatina como el producto obtenido de
la hidrdlisis del colageno sea por uso de acidos o alcalis o procesos enzimaticos. Es
el principal componente proteico de la piel, los huesos y el tejido conectivo de los
animales, incluidos los peces y las aves de corral (GMIA 2012). Este compuesto es
capaz de agrupar en condiciones de temperatura especificas agua en forma de
redes tridimensionales, también funcionando como soporte al estrés mecanico de
la estructura formada.

La gelatina (Figura 5) es uno de los biopolimeros méas versétiles y tiene
numerosas aplicaciones en alimentos, confiteria, farmacéutica, cosmética vy
productos técnicos. Esto también se refleja en las mas de 300 000 Ton de gelatina
producida anualmente en todo el mundo. La gelatina ha sido investigada y estudiado
por cientificos al menos desde principios del siglo XX, pero se ha aplicado en
alimentos incluso antes de esto. El origen del colageno y la diversidad de los
procedimientos de extraccion determinan las propiedades de la gelatina final (Haug
y Draget, 2011). Por lo mismo, se han desarrollado diferentes metodologias para la
medicién y estandarizacion de esta matriz alimentaria dentro de ellas el nimero de
Bloom, que es una prueba fisicoquimica utilizada como medicion de resistencia
mecanica en estructuras tridimensionales como geles, tiene una escala de 0 a 400
(g) que se traduce como la fuerza o resistencia del gel ante una presion externa
ejercida desde la superficie (GMIA, 2012).

,_;“/F
g
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Figura 5. Estructura de grenetina obtenida por difraccion de rayos X
(Majorek et al., 2012).

2.2.2 Colageno

El colageno es una proteina estructural y es el constituyente principal de
todos los tejidos conectivos fibrosos blancos que ocurren en animales desde
cuerpos como cartilago, tendones, fibras musculares, piel entre otros; la mayoria de
las proteinas estructurales posee versatilidad fisicoquimica dependiente de
variables del medio, incluyendo temperatura o pH por lo que, dependiendo de las
condiciones implementadas en los métodos de extraccion estos conferiran
diferentes propiedades a la gelatina.

El proceso de fabricacion de grenetina implica la limpieza de los tejidos de
origen seguidos por pre tratamiento, extraccion de gelatina, filtracion / purificacion /
esterilizacion, concentracion, secado y molienda final dando como resultado una
mezcla de cadenas de polipéptidos con diferentes composiciones y pesos
moleculares (Haug y Draget, 2011).Todos estos procesos varian en funcién del tipo
de gelatina a extraer ya que dependiendo la procedencia animal que puede ser
desde peces, bovinos hasta aves se cambiaran las condiciones del proceso que
permitan un menor deterioro de esta proteina en el proceso de la extraccion. Los
tipos de cadenas de colageno obtenidas por hidrdlisis y sus rangos de pesos

moleculares correspondientes se muestran en la Figura 6.
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Figura 6. Tipos de cadenas de grenetina obtenidas por hidrolisis de colageno
(Haug y Draget, 2011).

Dependiendo de la fuente de extraccion del coladgeno y sus propiedades se
han clasificado las gelatinas en tipo Ay B, siendo la Tipo A proveniente de derivados
porcinos y tipo B provenientes de vacunos GMIA 2012), de esto dependeran
diferentes factores en las caracteristicas de la gelatina final, temperatura y tiempo
de gelacion, pH, etc. La utilidad de ambos tipos de gelatina varia principalmente en
el nimero de Bloom; la fuerza de gel regula entre 175 y 275 unidades Bloom en
gelatinas comerciales, ya que, a mayor Bloom, mayor cantidad de colageno se
requiere. Por ejemplo, una gelatina con Bloom de 275 requerir4 aproximadamente
1.3% de gelatina, mientras que una gelatina 175 Bloom debera contener 2.0% para
obtener una firmeza similar. A pesar de estas diferencias, las gelatinas comestibles
tienen diversas aplicaciones desde jugos, emulsiones carnicas, pasteleria,
panaderia, confiteria y alimentos dietéticos (GMIA, 2012). Las caracteristicas de

cada tipo de gelatina se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Propiedades de geles de gelatinas tipa Ay B (GMIA, 2012).
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Tipo A Tipo B
pH 3.8-55 50-75
Punto isoeléctrico 7.0-9.0 4.7-5.4
Fuerza de gel (Bloom) 50 — 300 50 — 300
Viscosidad (mps) 15-75 20-75
Cenizas (%) 0.3-2.0 0.5-2.0

2.2.3 Propiedades reoldgicas de geles

Los geles son sistemas muy complejos que dependen directamente tanto
de las propiedades intensivas como de las extensivas por lo que las capacidades
que se pueda mostrar en su tiempo de vida dependeran de todas las variables que
le puedan afectar.

Las gelatinas comestibles son derretidas a temperatura del cuerpo humano
37°C, con ello en mente desde su elaboracion la temperatura a la que se encuentre
la gelatina definira las futuras y finales condiciones tecnologicas de la gelatina
incluyendo la de la activacion,refrigeracion y consumo final. La temperatura
adecuada de gelificacion de acuerdo con lo planteado por el GMIA (2012) se refiere
a una correlaciéon de pérdida de fuerza en el gel de acuerdo con el tiempo y la
temperatura de exposicion ejercida en la formacion de la gelatina, como se muestra

en la Figura 7.

21



100

| BTG
|
\ B
) \ \\
1009
o \ ~_
# ~
%
g & :J;é\“'\_
\\‘--._
20
120“0\
N
GO % 1% 2

Tims, hours

Figura 7. Pérdida de fuerza de gel de con cambios en temperatura y tiempo
(GMIA, 2012).

El punto 6ptimo de activacion de cada gelatina depende del tipo de grenetina,
la concentracion y la firmeza necesaria. Por otra parte, el exceso de temperatura
deteriora las propiedades que esta pueda presentar en el gel formado vy, si la
temperatura es minima, el gel no retendra la capacidad de retenciéon de agua
apropiada ni alcanzara la firmeza deseada; por ello las variables de proceso que
involucren aumento de temperatura ya sea por la cavitacién del ultrasonido o la
activacion de la proteina, son de crucial énfasis ya que un aumento repentino influira
en la calidad final del gel a formarse.

De manera similar, el pH influye de manera sustancial en la formacion y
firmeza del gel que se quiera formar, ya qué dependiendo del tipo de grenetina, el
punto isoeléctrico se ubica por encima o debajo de la neutralidad en la escala del
pH. Las interacciones y repulsiones debido a las cargas de los iones entre mas
cercanas se encuentren al punto isoeléctrico contribuiran a la estabilidad a largo
plazo de la estructura del gel incluyendo cuando se tratan de gelatinas compuestas
de multiples materiales. Mientras mas lejano sea el pH de los materiales a utilizar
del pH optimo del colageno, se complicara mas la formacion de redes

tridimensionales resistentes, como se puede observar en la Figura 8.
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Diversas propiedades son evaluadas para caracterizar a los geles
alimenticios; dentro de las mas importantes se encuentran las reoldgicas y las
texturales. Los sélidos blandos como los geles son sistemas sometidos a cambios
propiciados en funcion de la concentracion, temperatura y tiempo principalmente,
por lo mismo al depender de esto su estado sélido o liquido la manera mas efectiva
de evaluar sus propiedades a través del tiempo y en funcién de la temperatura es la
reometria de este sistema. Schalek & Szegvari (2009) justifican que las transiciones
sol-gel no solo podian ser inducidas por cambios de temperatura, pero también
mediante agitacion mecénica a temperatura constante, reafirmando la importancia
de este analisis para el estudio presente.

Los redmetros de fluidos proporcionan una determinacion definitiva de
transicion sol-gel en dispersiones WPI, esto puede proporcionar una base para
aplicar mediciones reolbgicas para investigar la influencia de las variables de
procesamiento en la capacidad de formacion de gel de WPI dispersiones
(Labropoulos y Hsu, 1996). Los fendmenos ocurridos en la transicion sol-gel ain
deben de ser estudiadas a fondo para encontrar y describir de manera precisa de
puntualizar estos fendmenos, estos técnicamente son definidos como parametros

de cizalla.
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Los parametros que se necesitan considerar para determinar las
propiedades de los alimentos con comportamiento viscoelastico estan en funcion de
la naturaleza del producto, en tipo de equipo (redbmetro de plato y cono o reébmetro
oscilatorio), la propiedad que se desea analizar y el modelo de ajuste al
experimento, los principales parametros con sus variables de operacion se enlistan

en la Tabla 6.

Tabla 6. Pardmetros viscoelasticos de cizalla, extension simple y compresion a
granel (Rao.1999)

Parametro Gradiente Extension simple | Compresién a
granel
Relajacion por estrés G(t) E(t) K(t)
Compresion J(t) D(t) B(t)
volumétrica
Maodulo de G'(w) E’(w) K’(w)
Almacenamiento
Mddulo de perdida G'(w) E”(w) K”(w)
Modulo complejo G*(w) E*(w) K*(w)
Viscosidad dinamica n’(w) N'e(w) n'v (W)
Viscosidad compleja n*(w) N*e(w) n*v (W)

2.2.4 Tixotropia

La tixotropia es uno de los fendmenos reolégicos documentados mas
antiguos en la ciencia coloidal, ya que los cambios en la microestructura sistema
dentro de un modelo reoldgico puede ser capaz de describir completamente las
diferentes caracteristicas del fluido a través del tiempo (Mewis & Wagner., 2009). Al
ser sistemas semisolidos los geles son sistemas complejos en constante transicion
en funcién de los diferentes factores mencionados anteriormente, por lo que estas
transiciones de estados en funcion de la temperatura en estos casos fueron
estudiados a través de la reoldgica y en este proyecto en especifico son la tixotropia.

Los geles conformados por agentes mixtos y que contienen mas de un agente

gelificante pueden ser clasificados en 3 tipos: geles acoplados, inter compenetrados
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y de redes de fases separadas (Morris,1986); en estos los las redes inter
compenetradas crear redes independientes si mezclarse entre los componentes de
las mezclas y cada fase en el gel tendra caracteristicas diferentes, mientras que los
geles acopladas se forman en presencias favorables de interaccion molecular entre
los diferentes tipos de polimeros a ocupar, y por el lado contrario los geles que
tienden a tener componentes que se causen repulsion molecular o variacion grande
de afinidad formaran geles de fases separadas concluye el autor. El comportamiento
de los sistemas mixtos ha sido esencialmente estudiado durante la formacion de gel

usando pequeiias técnicas de deformacién reoldgica (Turgeon & Beaulieu., 2001).

2.2.5 Anélisis de textura

El indice de Bloom es un auxiliar en técnicas de textura sobre geles y a su
vez como un solido blando pueden presentarse comportamientos reoldgicos,
congruentes con las pruebas de resistencia al estrés mecéanico. Este indice es
medido en funcién de la fuerza del gel, que es un importante parametro
fisicoquimico ya que refleja la cantidad de contenido de triple hélice de gelatinas y
determina las propiedades mecanicas, reoldgicas y térmicas correspondientes, asi
como comportamientos de biodegradacion y mecanismos de liberacion
componentes (Chou et.al., 2016). Un alto valor en el indice de Bloom a menudo
sugiere un mayor contenido de triple hélices en gelatinas, lo que significativamente
reduce el grado de hinchamiento y mejora el médulo elastico de Young en peliculas
bio poliméricas como demostraron Bigi et al. (2004). Asimismo, el aumento en la
cantidad de grenetina cambia el indice de Bloom debido al aumento en el contenido
de aminoacidos y el aumento en la cantidad de prolina e hidroxiprolina, o que afecta
aun mas la solubilidad de la gelatina (Kempka et al., 2014). Por ello, la consideracion
del indice de Bloom se hace crucial en la caracterizacién de matrices gelificantes

Otra prueba textural tipica que se realiza en geles alimenticios es la relajacion
del estrés. Esta prueba a pesar de ser utilizada en productos de diversas industrias
incluyendo panificacion, industria médica y de envases (GMIA, 2012), La estrategia

en el desarrollo de nuevos los materiales visco elasticos, requieren la consideracion
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de una estructura multinivel, que conduce a una serie de propiedades,
caracteristicas o comportamientos en un determinado entorno, necesarios para
satisfacer el rendimiento deseado del producto (Aliya, 2012). EI comportamiento las
pruebas de relajacion de estrés de hidrogeles esta fuertemente afectado por
polimeros que estan reticulados. En geles con interacciones ionicas, este estrés se
relaja principalmente a través de la ruptura y posterior recuperacion de estas
interacciones. Por el contrario, en geles con enlaces covalente el estrés se libera
principalmente a través de la migracion del agua como sefiala Zhao et al. (2010). La

prueba de relajacion al estrés puede ser expresada como:

o(t) =0, + f(t) (Ec.2)
Donde:
o(t): es el estrés transitorio
Oe: Es el estrés de equilibrio después del tiempo infinito
f(t): Representa el componente en descomposicion del estrés

El esquema de cémo se lleva a cabo una prueba de estrés-relajacion en geles
se muestra en la Figura 9. Se destaca la forma en que debe colocarse el gel entre

los platos rigidos y los reogramas tipicamente generados.

" Platos rigidos
Pardmetros Muestra de gel (a)
Presion .
Esfrés 1 Tiempo
b
Tiempo ®)

Figura 9. Esquema de una prueba de relajacion de estrés en geles.
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2.3 Ultrasonido

2.3.1 Generalidades

El sonido es una variacion en la presién, o una vibracién, que se mueve a
través de un medio de transmision, ya sea el ambiente, agua o un alimento. Esta
variacion de presion es generalmente generada por una accion mecanica. Las
ondas de sonido pueden diferenciarse entre si por la frecuencia de vibracion de la
onda, ya que a mayor frecuencia se producen efectos como aumento de presion y
de temperatura en el area a la que se le someta este determinado ultrasonido.

En procesos alimenticios, el ultrasonido se divide en dos rangos dependiendo
la intensidad de este proceso: ultrasonido de baja potencia con una frecuencia en
el rango de 100 kHz a 1 MHz y ultrasonido de alta potencia con una frecuencia en
el rango de 20-100 kHz (Wu et al. 2018). Un esquema representativo de los tipos

de ultrasonido se muestra en la Figura 10.
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Figura 10. Espectro del sonido (Kentish y Ashokkumar, 2011)

En la industria alimenticia, el ultrasonido de potencia se ha vuelto una
tecnologia auxiliar e incluso principal en algunos procesos de trasformacion de los
alimentos, entre ellos procesos de coccidn, de congelacion, cristalizacion, secado,
sellado, filtracion, desmolde, deformacion, emulsificacion, oxidacion, entre otros.

Dependiendo de su intensidad, el ultrasonido puede actuar en los alimentos
con diferentes fines, pero, de manera general se clasifica como US de baja
intensidad o de diagndstico o de alta intensidad o de potencia; los efectos y las

aplicaciones del US dependen de los parametros de proceso que se elijan; los
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parametros ultrasonicos generalmente controlados incluyen la amplitud
(usualmente calibrable de 0 a 100% y que se puede relacionar con la proporcion
aplicada de la potencia de salida del equipo), la frecuencia de operacién, el tiempo
y el volumen de proceso.

El US de baja intensidad es empleado principalmente como herramienta de
diagndstico, de andlisis fisicoquimico y de composicién de materia; debido a su alta
frecuencia puede ocuparse para medir viscosidad de liquidos, asi como otras
pruebas de caracter reologico, aunque su aplicacion principal en el area de lacteos
es para determinar la composicion de leche en pruebas de calidad.

Por otro lado, el ultrasonido de alta potencia puede propiciar un cambio en la
estructura del alimento debido a la formacién de burbujas en medio liquido llamada
cavitacion. Este proceso intercambia energia mecanica con el entorno a través de
la formacion y explosion de burbujas, lo cual propicia cambios en la materia al estar
inmersa en este proceso (Ashokkumar, 2011). El US de potencia se puede aplicar
de manera directa a productos liquidos cuando se realiza con un dispositivo de
sonda o bien, de manera indirecta, cuando se hace a través del uso de bafio
ultrasonico (Chemat et al., 2011). El ultrasonido de alta potencia puede causar
alteraciones variables de las estructuras de los productos tratados en funcion de la
cavitacion ultrasonica, la rapida formacién y colapso de las burbujas de gas, que
pueden producir alta cizalla y energia mecéanica (Wu et al. 2018).

La cavitacién es un proceso fisicoquimico inducido por el ultrasonido en fases
liquidas, en liquidos se produce debido a la vibracion y el oxigeno disperso en la
mayoria de los liquidos que producen burbujas que al continuar la fuerza mecanica
del ultrasonido produce una acumulacién de fuerza térmica y mecanica que revienta
las burbujas formadas. Esto libera la energia contenida en la burbuja produciendo
un cambio de temperatura y presion en el entorno de la burbuja; ademas de ello,
esta liberacion de energia propicia la formacion de radicales libre en el medio.
(Chandrapala et al., 2011).

Los fendmenos de transporte involucrados en la cavitacién son los tres
principales, de materia cuando el oxigeno de la burbuja explota y se mezclan el aire

encapsulado con el medio exterior, de energia cuando el calor de la burbuja explota
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debido al aumento de temperatura/presion, con ello transfiriéendola al medio exterior,
y de momento con la energia suministrada por el ultrasonido a manera constante.
Una representacion del proceso de cavitacion asociado a los tratamientos

ultrasénicos se muestra en la Figura 11.
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Figura 11. Procesos estable y transitorio de cavitacion (Zheng y Sun, 2006).

La cavitacidn acustica se puede dividir en dos tipos, transitoria y estable. La
transitoria ocurre cuando la cavitacién produce burbujeo en el sistema, llena con
gas o vapor, y forma implosiones, produciendo con esto un aumento en la
temperatura y presioén que puede romper células y estructuras biolégicas, asi como
desnaturalizaria enzimas y proteinas. Por otro lado, la cavitacion estable, se refiere
a burbujas que oscilan de manera regular para muchos ciclos acusticos. Estas
burbujas producen microcorrientes en el liquido que a su vez puede inducir estrés
microbiolégico. Estos choques pueden alterar los componentes estructurales y

funcionales de la muestra (Chemat et al., 2011).
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2.3.2 Uso de ultrasonido de potencia como agente de modulacion de
propiedades de proteinas lacteas.

A partir del conocimiento de trasformacion que provoca el ultrasonido de
potencia por medio de la cavitacion, multiples estudios se han realizado con la
finalidad de conocer el alcance y la capacidad de modificaciébn sobre diversas
propiedades de la matriz alimenticia a configurar.

El USP en productos de naturaleza lactea ha sido empleado en diversas
ocasiones con una variedad de finalidades sustentadas en la potencia y energia
fisicoquimica que trasmite el proceso, desde intentar sustituir procesos térmicos
convencionales como la pasteurizaciébn como lo reporta Cameron et al., (2008),
quienes descubrieron que el USP es capaz de eliminar microorganismos patdégenos
y deteriorativos a niveles aceptados por la legislacion local, logrando disminuciones
de 100% en cuentas de E.coli, Pseudomonas fluorescens y Listeria monocytogenes
tras tratamientos de sonicacion a 750 W, 20 KHz tras 10, 6 y 10 min de proceso,
respectivamente demostrando el alcance de esta tecnologia en términos de
conservacion de productos alimenticios.

Por otro lado, la exploracion de esta tecnologia emergente no solo se ha
enfocado con la intencidn de sustituir el abanico de procesos de conservacion que
ya se desarrollan en la industria lactea, también se han explorado propiedades y
procesos que se realizan (incluso indirectamente) gracias a la multiple cantidad de
operaciones que involucra la cavitacion en si. Ejemplo de esto es el efecto de
reduccion en tamafio de particula y peso molecular en las proteinas de suero
causado por ultrasonido, como fue reportado por Jambrak et al. (2014) Se estudié
y observo el efecto del ultrasonido en el tamafio de particula y el peso molecular de
proteinas de suero, demostrando que a 20 kHz, el ultrasonido caus6 una reduccién
en el tamafo de particula, reduciendo su distribucion con una disminucion
significativa en el peso molecular y el fraccionamiento de proteinas; mientras tanto,
a 40 kHz, hubo una reduccién significativa en el tamafio de particulas, también
encontrando cambios significativos en la composicion del peso molecular de las
fracciones proteicas, concluyendo que con un tratamiento prolongado bafio

ultrasénico de 40 kHz fomentara la formacion de agregados de moléculas en WPI.
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La disminucién de particula y peso molecular tiene una vital relevancia para
la industria lactea como materia prima, ya que al reducirse el tamafio de los glébulos
lacteos es posible lograr una integracion mas efectiva despertando el interés en las
tecnologias de homogeneizacion y emulsificacion en particular las areas de
produccion de leche, productos lacteos fermentados y hielo fabricacion de cremas,
donde la homogeneizacion es un paso clave de procesamiento (Wu et al.,2001).

En un estudio reciente, Nobel et al. (2016) investigaron los efectos del
ultrasonido durante la fase de fermentacion y acidificacion en la fabricacion de
yogur, centrandose en particulas detectables visualmente, granulosidad y grumos
en el producto final. En donde si hay particulas grandes (> 1 mm), se considera una
textura defecto y afecta negativamente la percepcion del yogur revuelto
homogéneo. En este estudio se identificd un rango critico de pH para la formacién
de una red de proteina. Al aplicar una sonicacion de 5 min cuando el producto
estaba en el pH critico de 5.4 - 5.1 estos factores contribuyeron a una percepcion
granulada de las muestras de yogurt revuelto por un panel sensorial.

Investigaciones como la de Armenta (2016) han corroborado que el
ultrasonido a partir de la inercia energética de la cavitacion con el aumento de
temperatura que este produce pude propiciar cambios significativos en muchos
factores de las proteinas de suero pero que a su vez a tiempos prolongados
mayores a 14 min esta desnaturalizacion se ve disminuida y concluyendo que se
puede lograr una desnaturalizacion proteica parcial sin necesidad de llegar a la
temperatura de desnaturalizacién, ademas de que se promueven cambios en las
propiedades funcionales de formacion y firmeza de geles. (Fig 12)

A partir de la comprobacion del cambio sustancial en ciertas propiedades
especificas que realizaba por medio del USP en productos lacteos, la aplicacion
directa sobre productos de consumo directo ha sido desarrollando conforme fue
avanzando la informacion acerca de las ventajas que puede ofrecer el USP como
tecnologia emergente en lacteos. Recientemente, diversos grupos de investigacion
se han abocado a explorar la gelificacion de solventes que emplean una molécula
gue es activada a través de la tecnologia del ultrasonido de potencia (Banderlang,

2012). Lo anterior es debido a que el proceso de sonicacion involucra los fenbmenos
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de intercambio de energia, aumento de presion y un reordenamiento intermolecular,

mencionados anteriormente.
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Figura 12. Firmeza de gel de tratamientos de ultrasonido (Armenta 2016).

Existe interés por desarrollar posibles aplicaciones del US en sistemas
alimenticios y sus implicaciones en las propiedades funcionales de las proteinas
una vez tratadas, las cuales, dependiendo la naturaleza de la proteina se pueden
aumentar o disminuir. Dentro de las caracteristicas del producto que pueden verse
influidas se encuentran la solubilidad, la viscosidad, gelificacién, emulsificacién y
otras propiedades intensivas o independientes como son la temperatura, el tiempo
de sonicacion y la frecuencia de este. En la Figura 13 se ejemplifican los posibles
casos de activacién de moléculas funcionales por efecto del ultrasonido.

El incremento de temperatura en muestras liquidas sometidas a US ocurre
como consecuencia de una serie de factores prevalentes, como la transmision de
una onda acustica a través del medio, que incluye absorcion molecular, disipacion
de turbulencia, dispersion de ondas acusticas por burbujas gaseosas y pérdidas
viscosas (O’Sullivan et al., 2017). ElI conocimiento del comportamiento de las
proteinas de suero bajo la influencia de un proceso ultrasénico es de fundamental

importancia para el desarrollo de la transicion sélido gel en los experimentos de esta
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investigacion, por lo que la generacion de las muestras permitira un

entendimiento de la influencia de estos sistemas y el USP.
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Figura 13. Posibles vias de evolucién de una molécula gelificadora sensible a

ultrasonido segun el estimulo aplicado (Banderlang, 2012).
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3. Metodologia

3.1 Plan de Investigacion

La metodologia de este proyecto se encuentra dividida en 3 etapas

principales, las cuales se describen a continuacién; asimismo, se presenta un

resumen grafico en la Figura 14:
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Figura 14. Plan de trabajo propuesto

Etapa 1. Pruebas preliminares: Se llevaron a cabo para establecer parametros
generales de proceso de elaboracion de gelatina con grenetina, donde se
determind la concentracién a emplear y el proceso general de elaboracién, en
especifico, posibles variaciones en la formacion de gel atribuibles a cambios
en la temperatura de proceso.

Etapa 2: Ajustes del proceso de elaboracion de geles mixtos: se evaluaron las
posibles modificaciones de proceso requeridas para introducir WPC a los geles
elaborados, estableciendo una razén WPC: grenetina adecuada para su
fabricacion.

Etapa 3: Evaluacion de modificaciones en el concentrado de proteina de suero
(WPC) a través del uso del ultrasonido de potencia y su efecto sobre el
comportamiento de los geles mixtos: se procesaron dispersiones acuosas de

WPC mediante tratamientos ultrasonicos selectos y se determinaron cambios
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en sus propiedades reoldgicas, texturales y microestructurales, asi como la
determinacion de posibles cambios estructurales en WPC mediante

espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR).

3.2 Materiales y Métodos

3.2.1 Materiales

Se empleé WPC instantaneizado Hilmar™ 8010 (Hilmar Ingredients, Hilmar,
California, E.U.A) con una pureza de WPC 80%; este producto de rapida dispersion
e hidratacion esta elaborado con suero dulce de leche bovina, el cual,
posteriormente a ser ultrafiltrado y secado por aspersion es sometido a un proceso
de aglomeracion y tratamiento superficial; el producto tipicamente contiene un
maximo de 7.5mg de particulas quemadas /25 g de producto seco; el contenido

nutrimental del concentrado se encuentra en la Tabla 7.

Tabla 7. Composicion promedio de WPC 80%

Componentes Porcentaje
Proteina (base seca) 82.5%
Proteina (efectiva) 78.2%
Lactosa 5.2%
Grasa 6.0%
Humedad 5.2%
Cenizas 2.7%

Ph 6.0-6.8

Por su parte, la grenetina en polvo Bloom 290 (Coloidales Duche S.A de C.V,
Ciudad de México) empleada es un producto instantaneo sin sabor, que genera
dispersiones acuosas viscosas y geles firmes y estables, con un nivel de uso

recomendado en el rango de 20-25 g/L y un contenido promedio de proteina del

85%.
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3.2.2 Acondicionamiento de WPC

Las propiedades fisicas inducidas en los geles dependen de: las condiciones
utilizadas para producir los polimeros de proteina de suero y las condiciones para
formar geles. Un calentamiento mas largo aumenta el tiempo en la etapa de
formacion del polimero la dureza del polimero de proteina de suero inducido al gel,
(Ju y Kilara 1998). Considerando lo anterior, la estructura inicial del WPC se debe
garantizar el desdoblamiento optimo en dispersidbn acuosa ya que de esto
dependera la condicion adecuada de interaccion proteica funcional que se inducira
por el ultra sonido, por consiguiente:

La preparacion de las dispersiones acuosas del concentrado de proteina de
suero se realiz6 pesando 1 0 5 g de WPC, para posteriormente afiadirlos a 100 mL
de agua des ionizada, dejandose en agitacion por 24 h para garantizar su

hidratacion y la correcta exhibicion de sus caracteristicas funcionales.

3.2.3 Pretratamiento ultrasdnico

Las dispersiones de WPC a dos concentraciones (1 y 5 g/100g) se se
colocaron en un reactor enchaguetado de 500 mL y se sometieron a diferentes
tratamientos de USP variando el tiempo proceso, de acuerdo con disefio
experimental descrito en la seccion 4.2.7.5. El USP se aplic6 utilizando un
procesador de sonda Hielscher UP400S (Teltow, Alemania) que opera a una
frecuencia fija de 24 kHz, con una potencia de salida de 400 W aplicada a través de
una sonda de titanio de 22 mm de diametro (H22D, Hielscher). El equipo trabajo a
una amplitud de 100% en todos los tratamientos (correspondientes a 400 W tedricos
de salida), introduciendo la sonda 3 cm en la dispersién proteica; para controlar el
aumento de temperatura y con esto evitar desnaturalizacion proteica inducida por
calor los parametros empleados se empleé un bafio de recirculacion digital
Polyscience ADO7R20 empleando agua destilada como fluido de enfriamiento. El
arreglo del sistema de tratamiento USP se muestra en la Figura 15.

Asimismo, la potencia efectiva de los tratamientos USP aplicados se calcul6

a través de un método calorimétrico (Torkamani et al., 2014), empleando la Ec. 1:

36



= myuGy (Z—T) (Ec. 1)
Donde:

Pn = Potencia efectiva en W

mn = la masa utilizada en el tratamiento, en kg

(dT/dt) = diferencial tiempo/temperatura para cada tratamiento de sonicacion

Cp =calor especifico para la muestra en J/ (kg °C).

Figura 15. Arreglo de equipos para el proceso por ultrasonido de potencia. A)
Procesador ultrasénico, B) reactor enchaquetado y C) bafio recirculador

El Cp se calculé con los datos de composicién proporcionados por el
proveedor, empleando la ecuacién de Choi y Okos (Singh & Heldman, 2009) (Ec.
2):

[‘-P = 1‘1=1 E'.piXi (EC 2)

Donde:
Cpi: Calor especifico para el componente i

Xi: Fraccion peso del componente i
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Los calores especificos para cada uno de los componentes del WPI se
determinaron mediante las Ecuaciones 3-7 (Singh & Heldman, 2009) utilizando la

temperatura promedio (T) registrada en cada tratamiento:

CP proteina =2.0082+1.2089 x1073 T-1.3129x1076 T 2 (Ec. 3)
CP crasa =1.9842+1.4733 x1073 T-4.8008x 107 T 2 (Ec. 4)
CP Lactosa =1.5488+1.9625 x1073 T-5.9399x1076 T 2 (Ec. 5)
CP cenizas =1.0926+1.8896 x103 T-3.6817x107° T 2 (Ec. 6)
CP agua =4.1762 = 9.0864 x 10T +5.4731x107° T 2 (Ec. 7)

3.2.4 Pruebas preliminares de gelificacion con grenetina

Las pruebas preliminares desarrolladas tuvieron la finalidad de establecer
una metodologia de elaboracién de geles concreta y confiable en funcion del tipo de
grenetina a ocupar; los pardmetros adecuados de elaboracion del gel involucran
diversos factores incluyendo el punto de temperatura adecuado que propicia la
activacion de la grenetina, la dureza del gel y los pardmetros de apreciacion visual
de un gel estandar; a su vez era necesario que el método implementado permitiera
obtener datos replicables tanto durante la elaboracion como durante el
almacenamiento de los geles como es sugerido por Mleko & Foegeding (2000). La
temperatura esta directamente asociada con las tendencias reoldgicas ya que las
fuerzas hidrofébicas de la proteina son responsables de la gelacion. De acuerdo
con lo anterior se consideraron dos metodologias alternas de preparacion de geles
que diferian principalmente en la concentracion de grenetina requerida para
elaborar geles estandar y en la firmeza resultante. Una medicién precisa de la
firmeza del gel es esencial, pues los diversos tipos de grenetina se venden con base
en esta propiedad; la firmeza deseada define la concentracion de grenetina
empleada y el método de elaboracién apropiado.

El primer método probado fue el estdndar establecido por el Gelatin
Manufacturers Institute of America (GMIA, 2012) para determinacién de firmeza
(Bloom) el cual emplea una concentracion de grenetina de 6.67% w/w (peso/

volumen). Por su parte, el segundo método uso una concentracion de 7.5% w/w de
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grenetina que corresponde a aquella establecida en las instrucciones de fabricacion
proporcionadas por el fabricante (Coloidales Duche, S.A. de C.V, México).
Dispersiones acuosas preparadas a ambas concentraciones fueron sometidas a
diferentes temperaturas de hidratacion de la grenetina de acuerdo con el diagrama
de deterioro de firmeza de geles en funcion de la temperatura a la que se activa la
grenetina mencionado anteriormente. Para determinar la temperatura Optima las
dos concentraciones de grenetina fueron sometidas a calentamiento a tres
temperaturas que no comprometieran la desnaturalizacion del colageno. El rango
de temperatura empleado se fij6 considerando la temperatura minima de
preparacién de muestras de grenetina (45°C), definida como punto de activacion de
colageno por Walkenstrom et al. (1994) mientras que el limite superior fue de 65°C,
temperatura establecida por GMIA (2012) como limite de desnaturalizacion y
pérdida de fuerza en los geles; la temperatura intermedia considerada fue de 55°C.

Las dispersiones fueron hidratadas y sometidas a agitacion durante 10 min
para posteriormente tratarlas térmicamente durante 5 min a 110 ciclos de agitacion
en un bafo de agitacién reciprocante Polyscience (WDS 28A; lllinois, EUA) (Fig. 16)
a las temperaturas previamente mencionadas. Estas muestras fueron
posteriormente enfriadas a 10°C por 24 h para permitir la formacion del gel. Todos
los experimentos se realizaron por duplicado. Mediante el analisis de los resultados
obtenidos se establecié una temperatura de proceso y una concentracion de
grenetina especificas, mismas que fueron empleadas en el resto de los

experimentos del proyecto.

3.2.5 Pruebas de gelificacion en sistemas mixtos grenetina con WPC

El proceso de gelificacion de los aislados de proteina de suero es un equilibrio
de la repulsion y atraccién entre proteinas moléculas globulares como B-LG, cuando
la concentracion de proteina se mantiene constante, pH o la fuerza ionica conduce
a cambios de geles su microestructura, algunas propiedades fisicas y a la capacidad
de retencién de agua Fu & Nakamura (2017), por ello las formulaciones mixtas
deben ser sometidas a una metodologia concreta para poder compararse entre ellas

de manera correcta.
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Figura 16. Bafo de agitacion reciprocante Polyscience

Empleando la metodologia descrita por Pang et al. (2014) y Cameron et al.,

(2008) se establecieron los procedimientos para la formacién de los sistemas

gelificantes con WPC sonicada, como se describi6 con anterioridad. La

concentracion empleada para todas las pruebas fue de 6.67% de grenetina que se

mantuvo fija por dos concentraciones de WPC al 1% (p/p) y al 5% (p/p); a cada una

de estas concentraciones se realizaron experimentos independientes con 4 niveles

de tiempos de sonicacion: 0, 2, 4 y 6 min de proceso ultrasénico. En la Tabla 8 se

muestran las variables empleadas en el experimento y sus niveles respectivos.

Tabla 8. Variables de proceso en la formacion de los geles mixtos

Concentracion Grenetina

Concentraciéon WPC

Tiempos de

No. de codigo

(% wiw) (% wiw) sonicacion (min) de experimento
0 1
2 2
! 4 3
6 4
6.77
0 5
2 6
> 4 7
6 8
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3.2.6 Determinacion de cambios estructurales de WPC sometido a USP

Como parte de las pruebas preliminares, se planteo la posibilidad de tratar con
USP la mezcla de grenetina-WPC, con la intencion de medir el efecto de esta
tecnologia sobre ambas estructuras. Sin embargo, al realizarse este ejercicio, se
noté que, en la mayoria de los casos, los geles formados carecian de firmeza y
resultaba imposible determinar su firmeza por medios instrumentales. Esto pudo
deberse a la desnaturalizacion de la grenetina por medio de la cavitacion del USP,
rompiendo esta estructura e impidiendo la formacion del gel en el sistema mixto, por
lo que esta idea fue descartada de manera categoérica desde el principio de la
investigacion.

La determinacion de modificaciones estructurales de proteinas séricas en WPC
se llevd a cabo por medio de un andlisis de espectroscopia de infrarrojo por
transformada de Fourier (FTIR). Esta técnica detecta la vibracion de los enlaces
quimicos presentes en la muestra, que al hacer incidir energia de radiacién en la
longitud de onda que corresponde al espectro electromagnético en la seccion del
infrarrojo, arroja respuesta Optica de la misma como son la absorbancia, reflexion,
transmision, dispersién o fluorescencia. Mediante la aplicacion de esta técnica
analitica podemos visualizar la estructura secundaria de la proteina y observar
cambios en ella. Para esto, se utiliz6 un espectrometro marca Bruker® modelo
Vertex 70 (Figura 17) en el modo de Reflectancia Total Atenuada (ATR por sus
siglas en inglés). Para el analisis, se coloco una alicuota de 10 uL de cada una de
las muestras y se colect6 el espectro dentro de la region del infrarrojo mediano entre
4000-650 cm- realizando mediciones por muestra, después del proceso de
sonicacién y tras realizar las dispersiones de éstas con la grenetina. Posteriormente,
los datos espectrales de las muestras fueron analizados mediante el software
OriginPro 8.0 (OriginLab Corp; Northampton, MA, E.U.A) para evaluar las
modificaciones que sufrieron los grupos funcionales en las estructuras secundarias

del WPC y otras modificaciones provocadas por el USP.
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Figura 17. Espectrofotometro de FTIR (Bruker)

3.2.7 Medicion de propiedades en geles

Todas las pruebas de gelificacion se llevaron a almacenamiento de acuerdo con las
reglamentaciones establecidas por el GMIA (2012). Previo a las pruebas realizadas,

los geles se mantuvieron a una temperatura de 4°C+2 por un minimo de 24 h.

3.2.7.1 Firmeza de gel (indice Bloom)

En los alimentos multi componentes como coloides poliméricos (proteinas y
polisacéaridos) la concentracidén y estado de proteinas o polisacaridos se relacionan
directamente con la textura de los alimentos Fu & Nakamura (2017), por ello la
fuerza del gel refleja la estabilidades fisicas y quimicas de la estructura formada
cuando el sistema es compuesto por diferentes factores, asi como cuando son
sometidos a diferentes metodologias para su elaboracion. Para medir la firmeza de
gel, se realiz6 la prueba conocida como indice de Bloom, se utilizé un texturémetro
Texture Technologies, TAXT-Plus (Surrey, Reino Unido) con una sonda estandar
de 0.5 +/- 0.001 in de didmetro y a una profundidad de 4 mm en la superficie del gel,
de acuerdo con el procedimiento oficial. La velocidad de inmersion fue de 1 mm/s
con una distancia de compresion de 10 mm a la muestra, la prueba se realiz6 a
temperatura ambiente (20+/- 2 °C). El analisis se realiz6 por triplicado y se registro

el niumero de Bloom para determinar la temperatura a la que el gel era més firme.
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Figura 18. Texturometro Texture Technologies TAXT-Plus

La firmeza de los nuevos geles adicionados con WPC sonicado, también fue
sometida a la prueba del nimero de Bloom a las condiciones de operacion idénticas
a las de las pruebas preliminares, con ello se plane6 obtener la estabilidad de estas
en funcion del tiempo de sonicacion y concentraciéon de WPC afadido, las muestras
se verificaron con duplicado y se tomé el valor de Bloom en fuerza G.

Las condiciones de analisis textural empleadas para esta medicion fueron las
siguientes: sonda estandar de 0.5 +/- 0.001 pulgadas de diametro y a una

profundidad 4 mm en la superficie.

3.2.7.2 Prueba de estrés mecanico

Las pruebas de estrés mecanico se realizaron con el mismo texturémetro
TAXT-Plus, salvo con diversas modificaciones de parametros en las mediciones ya
que la prueba de estrés mecanico se fundamenta en la capacidad de la muestra
para resistir una carga mecanica de mayor area sobre la matriz alimenticia a una
fuerza constante y un tiempo determinado.

Las condiciones de analisis textural empleadas para esta medicion fueron las
siguientes: sonda estandar de 10 cm +/- 0.001 de diametro bajo una presion la
muestra de 5 g constantes, un tiempo de suspension de fuerza de 120 sy a una

distancia de 1.870 mm y una aproximacion de 0.25 mm/s.
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3.2.7.3 Capacidad de retencion de agua

La capacidad de retencion de agua (CRA), es la afinidad que tiene la
naturaleza de una proteina para absorber agua y retenerla de acuerdo con su
afinidad i6nica de la matriz. Esta propiedad es primordial en matrices como geles o
dispersiones ya que la composicion de los geles es mayor de 90% de agua.

Entre los factores que pueden afectar la CRA se incluyen la concentracion
proteica, el pH, la fuerza ibnica, la presencia de otros componentes como
polisacaridos, lipidos y sales, y las condiciones de almacenamiento (Zayas, 1996).
Procesos como el ultrasonido pueden afectar estructuralmente a los componentes
gue conforman el gel y/o a las interacciones entre los mismos.

Para la determinacion de la CRA se realizaron dos tipos de pruebas; en la
primera se determina el porcentaje de humedad final en geles por medio de una
prueba gravimétrica. La segunda de ellas consiste en una prueba de centrifugado
para conocer la pérdida de agua del gel por sinéresis. Las dos pruebas en cuestion
se describen a continuacion.

a) Prueba gravimétrica: Se emplearon geles preparados de acuerdo con
la metodologia anteriormente descrita; posteriormente se dejaron
templar hasta alcanzar temperatura ambiente. Para la determinacién de
porcentaje de humedad, se utilizé un horno convencional de conveccion
(Binder, Alemania) y se usaron charolas de aluminio que anteriormente
habian sido puestas a peso constante a 105°C por 24 h; una vez
colocada la muestra dentro de la camara, se calculd la concentracion

de humedad del gel por la pérdida de peso tras 4 h de secado a 105°C.

b) Prueba de sinéresis: Se pesaron 3 g de muestra en un tubo Falcon de
15 mL y se centrifug6 a 4500 rpm, 10 °C por 40 min en una centrifuga
refrigerada Hettich (E.U.A). Una vez terminado el tiempo indicado, se
midid el volumen del exudado (mL). Para la determinacion de CRA se

utilizé la ecuacion 8:
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tmo 100

CRA = ( )( ) (Ec. 8)

Dénde: M= Peso de la muestra antes de centrifugar
E = Masa de exudado
mo= % inicial de contenido de humedad de la cuajada (base humeda).

Cabe hacer notar que después de 3 dias de almacenamiento, no se
observaron signos de sinéresis ni otros cambios apreciables de apariencia en los
geles elaborados; esto esta en concordancia con trabajos previos (Walkenstrom &
Hermanson, 1994) donde, al elaborar geles mixtos de proteinas séricas adicionadas
con grenetina, se observé que la red de proteinas séricas no sufria alteracion por la

presencia del otro polimero.

3.2.8 Pruebas reoldgicas en geles.

Para las pruebas de viscosidad, se utiliz6 un Redmetro marca Brookfield,
modelo RST-CP, EU, se coloc6 1 mL de la dispersion; los parametros para la
medicion fueron los siguientes: velocidad 100 rpm durante 2400 s, tomando 10
puntos de medicion a temperatura constante 25 + 1°C; de acuerdo con resultados
preliminares, se determind la viscosidad a 150 s de proceso.

Por su parte, la tixotropia de los geles fue medida en un redmetro de rotacién
marca Brookfield modelo RST-CPS empleando el médulo de sdlidos suaves; los
geles fueron refrigerados 24 h antes de su uso y la medicion se realiz6 a temperatura
ambiente (16 + 2°C) durante 180 s para cada muestra, con 90 s de bloque
ascendente y descendente. El equipo oper6 a un esfuerzo constante fijo de 8 Pa
evaluando la deformacion del gel para el posterior calculo de los bloques
ascendentes y descendentes para determinar el coeficiente de tixotropia general de

las muestras (Pa/s)
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Figura 19. Redmetro Brookfield RST-CPS

3.2.9 Microscopia diferencial de barrido

Para determinar la microestructura de los geles mixtos de grenetina y WPC
se empled un microscopio electronico de barrido de emision de campo (FE-SEM)
Tescan Maia3 de ultra alta resolucion (Brno, Republica Checa) (Figura 20); previo
a su observacion, los geles se almacenaron en un ultracongelador ScienTemp 43
(Adrian, Michigan, EUA) a -40°C por 48 h; posteriormente fueron colocados en una
liofilizadora Freezone Labconco (Kansas City, MO, EUA) programada a 0.135 mPa;
las muestras fueron deshidratadas por 24h y conservadas en bolsas de vacio hasta
su observacion. El FE-SEM operé a un voltaje de aceleracién de 2.0 kV con una

magnificacion del 1000x.

WL

Figura 20. FE-SEM Teascan
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3.2.10 Disefio experimental

Para la Etapa 1 se llevo a cabo un disefio completamente aleatorizado con dos
variables independientes. La concentracion de grenetina (variable 1) se probé a dos
niveles diferentes (6.77 y 7.5%) de acuerdo con lo explicado en la Seccion 4.2.4.
Asimismo, se emplearon tres niveles (45°C, 55°, 65°C) de temperatura de
gelificacion (variable 2). La variable dependiente fue el grado de firmeza de gel
(Bloom).

La Etapa 2, al tratarse de una verificacion de parametros de formulacion y
proceso en geles mixtos se realiz6 variando la razén de grenetina:WPC (dos niveles,
6.77:1; 1.35:1) para confirmar si este rango de valores de concentracion de los
polimeros eran apropiados para la elaboracion de geles con niveles medibles de
firmeza a través de la prueba de Bloom.

Para la Etapa 3 se implementé nuevamente un disefio completamente
aleatorizado con dos variables independientes: razén de grenetina:WPC (dos
niveles, 6.77:1; 1.35:1) y tiempo de sonicacion (cuatro niveles: 0, 2 4 y 6 min). Las
variables dependientes fueron: viscosidad de gel, tixotropia, microestructura de gel
por SEM, FTIR, CRA, pérdida de estrés mecanico y firmeza de gel (Bloom).

Todas las pruebas anteriores se realizaron por duplicado y las mediciones de
las variables de respuesta se llevaron a cabo por triplicado. Los resultados se
analizaron por modelo lineal general (etapas 1y 3) o ANOVA de una via (etapa 2)
con nivel de significancia de a=0.05 y realizando comparaciones entre medias con
el método de Tukey Minitab 17.0 (Minitab Inc., State College, PA, USA).
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4. Resultados

4.1 Resultados pruebas preliminares

De acuerdo con los objetivos especificos se buscOd establecer una
metodologia de procesamiento estdndar adecuada para la formacion de geles de
grenetina con base en dos variables principales que permitieran la formacion y
medicion de sus propiedades: la temperatura de activacion de la grenetina y la
concentracion de grenetina en las soluciones.

La firmeza de geles expresada en Bloom para las dos formulaciones
establecidas (grenetina al 7.5% (p/p) y al 6.77% (p/p), correspondientes a las
concentraciones de proteina sugeridas por el fabricante -Coloides Duche- y por la
GMIA, respectivamente) y a tres temperaturas de activacidon de grenetina se

presenta en la Tabla 9.

Tabla 9. indice de Bloom en geles de grenetina pura*

Concentracion Temperatura de activacion de grenetina (°C)
Grenetina
(% wiw)

45 55 65

6.77

364+4.5°2 319+10.740 329+13.7A0

+ Ba

[ 285:8.8 250+17.28b 312+1742

*N= 4

AMayusculas diferentes en la misma columna indican diferencia significativa (p<0.05)
a MinUsculas diferentes en la misma columna indican diferencia significativa (p<0.05)

El indice de Bloom es un importante parametro fisicoquimico que refleja la
cantidad de contenido de triple hélice de gelatinas y su firmeza resultante (Chou et
al., 2016). Como puede observarse en la tabla previa, los valores mas altos de
firmeza de gel para cada formulacion se presentaron a temperaturas de activacion
de 45°C para la de 6.77% de grenetina y a 65°C para aquella de 7.5% de grenetina;
se puntualizan estos valores dado que se deseaba asegurar el mayor nivel de

firmeza en los geles de grenetina pura, considerando que la adicion de otros
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hidrocoloides se sabe que puede generar una disminucion en la magnitud de dicho
parametro por tratarse de polimeros distintos, los cuales no siempre presentan un
comportamiento sinérgico, si no que en ocasiones pueden exhibir un
comportamiento antagonico (Morris, 1986). También es notorio que, en términos
generales, los geles formados con 6.67% de grenetina muestran una dureza
significativamente mayor en comparacion con sus contrapartes de mayor
concentracion de grenetina, en particular los formados con proteina activada a 45°
y 55°C; el tratamiento a 65°C también exhibe un comportamiento similar pero no
existe una diferencia significativa (p<0.05) entre los valores de firmeza a distintos
grados de concentracion de grenetina; este resultado es similar a lo reportado por
Osorio et al.,(2007) donde se afirma que tanto la temperatura de fusion como la de
gelificacion en estos sistemas aumentan con la concentracion de grenetina a
diversos grados de concentracion de hidrocoloide y a valores de pH en el rango de
3 a 6; estos autores concluyeron que este efecto se puede atribuir a que a mayores
concentraciones de grenetina en el sistema requieren de una mayor aplicacion de
energia para lograr la activacion de la misma. Dado que la mayor firmeza en el
sistema con alta concentracién de grenetina se presenta a 65°C se opto por trabajar
con la formulacion del GMIA (2012) en el remanente de esta investigacion, debido
a que la temperatura de activacion requerida para maximizar la firmeza de gel
(45°C) se encuentra muy por debajo de aquella reportada como inicial para observar
cambios conformacionales en proteinas séricas (65°C) y podria comprometer su
funcionalidad (Walstra et al., 2006). Adicionalmente, es importante hacer notar que
la formulacion recomendada por el fabricante (7.5% p/p) y activada a 45°C present6
un valor de indice de Bloom (285+8.8) que no diferia significativamente (p<0.05) del

indicado en la etiqueta del producto empleado (290).

4.2 Pruebas de gelificacion en sistemas mixtos grenetina con WPC

Las pruebas de gelificacion subsecuentes (ver Etapa 2 del plan de
investigaciéon) tuvieron la finalidad de corroborar la eficacia de la metodologia

establecida en las investigaciones de Pang et al. (2014) y de Cameron et al. (2008),
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en las cuales se elaboraron geles mixtos de grenetina:WPC a diferentes razones,
buscando que la proporcién de WPC usada no afectara el proceso de formacién de
gel de manera importante. Los geles mezclados conteniendo dos 0 mas sustancias
gelificantes se pueden clasificar en tres categorias: interpenetrados, acoplados y de
redes de fases separadas; dependiendo de la proporcion de biopolimeros y técnica
de elaboracion, una misma mezcla de dos gelificantes puede producir diferentes
tipos de geles (Turgeon y Bealieu, 2001). Con base en la metodologia desarrollada
en las pruebas preliminares y de acuerdo con los resultados de Pang et al (2014)
se establecieron los limites superior e inferior de concentracion de WPC en 1% p/p
y en 5% p/p; por su parte, de acuerdo con los resultados de la etapa previa, la
proporcion de grenetina se mantuvo fija al 6.67%. Mezclas de hidrocoloides en los
porcentajes indicados fueron empleadas para formar geles de acuerdo con la
metodologia anteriormente descrita en pruebas preliminares para corroborar que la
gelificacion se llevaba a cabo de manera apropiada, sin interferencia por la
presencia de WPC, a ambas concentraciones exploradas. Los resultados obtenidos
(ver Tabla 11) demostraron que la adicién de WPC, si bien produjo una reduccién
significativa en el nivel de firmeza de los geles en comparacién a la observada en
las pruebas de la Etapa 1 (364) éstos se encontraban dentro de un rango de valores
de indice de Bloom de otras grenetinas comerciales. Una revision de diversas
grenetinas disponibles en el mercado nacional permiti6 observar que para las 8
principales marcas comercializadas en México el rango de Bloom declarado en
etiqueta fue de un minimo de 230 a un maximo de 315; asi, marcas selectas fabrican
productos con Bloom en el rango de 230-315 (Progel®); de 260-290 (Coloides
Duche®) y de 250-280 (Regia®) por citar algunas. Como puede observarse en la
Tabla 11, los valores del Bloom de los geles de grenetina afiadidos con WPC (a 2
concentraciones) se encontraban dentro del rango de firmeza de gel de los
productos comerciales citados, por lo que no fue necesario realizar ajustes en la
formulacién o en su proceso de elaboracion. Por otra parte, se puede apreciar que
el valor de dureza de gel se redujo significativamente al incrementarse la
concentracion de proteina de suero. Asi, los geles al 5% de WPC exhibieron una

firmeza promedio de gel 11.6% menor que la observada en geles con 1% de WPC
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((Bloom 258 vs Bloom 288). Diversos trabajos han explorado cambios en la
gelificacion de grenetina con otros hidrocoloides. Somboon et.al. (2013) usando
gelatina de pescado y agar como agentes gelificantes mixtos de gelificacion
concluyeron que las propiedades de una dispersiéon de 1% de agar pueden ser
significativamente modificadas por la adicion de gelatina de pescado (0-25%). Por
su parte, Pang et al., (2014) destacan que la concentracion de grenetina, el pHy la
adicion y de proteinas de leche afectan el comportamiento de gelificacion de
gelatina; mediante la manipulacion de estos tres factores se pueden modular las
propiedades de geles mixtos de gelatina y proteinas lacteas para que exhiban el
nivel de firmeza deseado. Martin et al (2016) mencionan que los geles mixtos de
proteinas de diferente origen presentan propiedades complejas que deben
analizarse cuidadosamente, pues dependiendo de los tipos de biopolimeros
empleados puede presentarse separacion segregativa de fases, lo cual induce la
formacién de redes discontinuas bifasicas que afectan las propiedades texturales

de los geles.

Tabla 10. indice de Bloom en mixtos elaborados con WPC/ y grenetina*

Concentracién WPC Formacion de gel Bloom
(% p/p)
1 Si 288+ 6.1 A
5 Si 258 +8.6 B
*N= 4

AMayusculas diferentes en la misma columna indican diferencia significativa (p<0.05)

Los geles con 1y 5% de WPC afadida (ver Figura 21) mostraron niveles de
estabilidad y firmeza similares a los de una gelatina comercial y no exhibieron
separacién de fases al dia 1 y durante 3-4 dias de almacenamiento refrigerado; por
ello, se consider6 adecuado mantener el uso de estas dos concentraciones de WPC

para el resto de la investigacion.
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Figura 21. Geles de de grenetinay WPC al 1% (A) y al 5% (B)

4.3 Pruebas en geles mixtos de grenetina con WPC pretratada por USP

4.3.1 Calculo de la potencia efectiva del ultrasonido

Se estimo el calor especifico (Cp) de la dispersion de composicion conocida
(1, 5% WPC) y tratada a temperatura ambiente mediante la ecuacion de Choi y
Okos (Ec. 2) para posteriormente determinar la potencia efectiva de los tratamientos
USP aplicados a traves del método calorimétrico de Torkamani et al., 2014 (Ec. 1).
Los resultados de estos calculos se presentan en la Tabla 11. La potencia real
efectiva de las dispersiones al 1 y 5% no vari6, presentando una magnitud de 96.64
W, este resultado se asemeja al reportado por Armenta-Ortega (2016) quien reporto
un valor de potencia efectiva de 88.5 W para una dispersion de WPC de 15 % de
concentracion, correspondiente a un valor de Cp de 3.886 KJ/Kg°C; en ambos
casos, la mayor concentracion de WPC reduce el valor de Cp (el agua es el principal
contribuyente para incrementar su valor) y esto redunde en una eficiencia de

conversién de potencia ultrasénica ligeramente menor.

Tabla 11. Potencia efectiva y CP de soluciones de sistemas mixtos de WPC

Concentracion WPC Potencia efectiva del USP
(% wiw) (KWa/min)
Cp Q (W)
1 4.164 96.64
5 4.076 94.60
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La potencia efectiva comparada con la potencia nominal de salida de este tipo de
ultrasonicador es considerablemente menor; de acuerdo con el fabricante, ésta es
de 400 W cuando opera a una amplitud del 100%. Sin embargo, trabajos previos
indican que la potencia nominal de este tipo mismo modelo de sonicador es
usualmente menor; en este sentido, Gallegos-Pineda (2015) reporta una potencia
nominal real de 344+17W; tomando en cuenta este valor, se observa que en el
presente trabajo hay una pérdida considerable de energia (de 70.7 a 73.5%) en

forma de calor.

4.3.2 Capacidad de retencion de agua

El tipo de interaccion y la movilidad del agua como molécula en sistemas
acuosos como los geles son relevantes pues ayudan a definir factores de calidad
sensorial y tecnolégica y de estabilidad de los productos alimenticios; Hinrichs et al.
(2003) estudiaron los cambios en capacidad de retencion (CRA) de agua de geles
elaborados con proteinas lacteas, incorporando otros hidrocoloides; estos autores
hacen énfasis en que las interacciones de hidrocoloides con proteinas lacteas son
complejas, pueden incluir fenbmenos como miscibilidad y coacervacion y, en ultima
instancia, pueden alterar las caracteristicas de los geles, los cuales pueden exhibir
defectos como sinéresis y textura arenosa, entre otros. Los resultados de las
pruebas de CRA en sistemas mixtos grenetina: WPC pretratada por USP se

muestran en la Tabla 12.

Tabla 12. Capacidad de retencion de agua en geles mixtos pretratados por USP %
de agua exudada

Concentracion WPC USP (min)
(% wi/w) en sistemas mixtos
grenetina:WPC 0 2 4 6
1 0.11+0.0% 0.09+0.042 0.09+0.042  0.09+0.042
5 0.09+0.0B2 0.07+0.082 0.08+0.082  0.08+0.08B2

*N=4
AMayusculas diferentes en la misma columna indican diferencia significativa (p<0.05)
a Minusculas diferentes en la misma fila indican diferencia significativa (p<0.05)
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La CRA de geles mixtos de WPC sonicada con gelatina sélo exhibiéo una
diferencia significativa (p<0.05) entre las concentraciones de WPC 1% y 5% a los
mismos tiempos de sonicacion, pero no a diferentes tiempos de sonicacion a la
misma concentracion proteica, demostrando que los valores exhibidos por esta
propiedad estan en funcién del contenido de proteina de la mezcla y no de la
intensidad del proceso ultrasonico. De acuerdo con Mao et al. (2011) la evaluacién
de la CRA en geles es de vital importancia para determinar su estabilidad; estos
investigadores evaluaron la CRA de geles de goma gellan preparados a diferentes
concentraciones de calcio y almacenados bajo condiciones de refrigeracion (4°C)
reportando una variacion minima tras 4 meses con pérdidas de agua del 1-2% (p/p)
durante independientemente de la concentracion de calcio empleada.

4.3.2 indice de Bloom

La grenetina y las proteinas presentes en el WPC son proteinas globulares,
capaces de formar geles cuando se encuentran a concentraciones suficientemente
altas y, dependiendo de su proporcion o si se desnaturalizan o gelifican
previamente, es posible obtener diferentes microestructuras y respuestas reoldgicas
de las mismas (Martin et al.,, 2016). En el presente proyecto, se exploraron
pretratamientos ultrasénicos en dispersiones de WPC que, como se ha reportado
en trabajos previos, pueden generar una desnaturalizacion parcial de éstas y, con
ello, propiciar cambios microestructurales que, a su vez, impacten en las
caracteristicas estructurales y la funcionalidad de los geles formados. Los
resultados del indice de Bloom para geles mixtos de grenetina con WPC

previamente ultrasonicada se muestran en la Tabla 13.

Tabla 13. indice de Bloom (g) en sistemas mixtos tratados por ultrasonido

Concentracion WPC USP (min)
(% wiw) en sistemas 0 2 4 6
mixtos grenetina:WPC
1 290+2.4%a 264+12.2°° 222+18.0%° 253+174P
5 258+3.482 230+3.78P 197+9.8/° 225+9.18p
*N=4

AMayusculas diferentes en la misma columna indican diferencia significativa (p<0.05)
a Minusculas diferentes en la misma fila indican diferencia significativa (p<0.05)
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Los resultados de las pruebas de Bloom en los geles mixtos con WPC
pretratado por USP muestran una disminucién significativa (p<0.05) en el grado de
firmeza de los geles al incrementarse el porcentaje de WPC de 1 a 5% para todos
los tratamientos realizados con y sin aplicacion previa de US, con excepcion del
tiempo de proceso ultrasonico de 4 min (donde también se observé una reduccion,
pero no significativa). Estos resultados concuerdan con lo obtenido en la seccién
previa, donde se atribuyé este efecto de reduccion en firmeza de gel a una posible
falta de afinidad entre las proteinas empleadas, donde la concentracion de 1% de
WPC pudo establecer interacciones estables con la grenetina; mientras que, al
incrementarse la concentracion del WPC al 5%, la imposibilidad de formar
interacciones entre todas las proteinas del WPC y la grenetina generé un
ablandamiento significativo de los geles. Por otra parte, se observo una disminucién
significativa (p<0.05) en el grado de firmeza al incrementarse el tiempo de
sonicacion hasta 4 min, de manera independiente de la concentracion de WPC.
Asimismo, para ambas concentraciones de WPC existe un incremento de la firmeza
del gel al aumentar el tiempo de tratamiento ultrasonico a 6 min, regresando la
firmeza a una magnitud similar a la observada en los tratamientos de 2 min de USP.
Chandrapala et al (2011) mencionan que la sonicacion de dispersiones de WPC
reconstituido altera el comportamiento térmico de las proteinas, recalcando que es
posible que una sonicacién prolongada derive en la reagrupacion de las mismas y
provocando una reconstruccion estructural que impacta en la firmeza final del gel.
Esto podria explicar el repunte de indice de bloom en ambas concentraciones a 6
min con respecto a las muestras elaboradas con dispersiones pretratadas por 4 min
a ambos niveles de concentracion. Jambrak et al. (2014) reportan que tratamientos
ultrasénicos de potencia selectos (20 KHz, potencia efectiva de 43-48 W/cm?) son
capaces de disminuir el tamafo de particula y el peso molecular de las proteinas
séricas y de incrementar el area superficial de las mismas; los cambios en estas
propiedades implican modificaciones en la funcionalidad de estas proteinas y en el
tipo de interacciones que pueden establecer con otras proteinas, como la grenetina

y con esto puede existir un reforzamiento estructural de la matriz.
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4.3.3 Resultados prueba de estrés mecanico

Las propiedades reoldgicas son una herramienta fundamental en la
caracterizacion de solidos blandos como los obtenidos en el presente estudio. Las
propiedades reoldgicas en geles alimenticios se determinan usualmente a través de
pruebas de relajacion al esfuerzo con la intencion de comprobar si existe un
entrecruzamiento estructural de los componentes incluidos en la mezcla como lo
establece Tang et al., (1999). Los resultados de las pruebas de estrés mecanico de

los geles mixtos de WPC: grenetina se enlistan en la Tabla 14.

Tabla 14. Pruebas de estrés mecanico (g) en geles mixtos WPC con y sin
tratamiento ultrasénico

Concentracion WPC USP (min)
(% wi/w) en sistemas
mixtos grenetina:WPC 0 2 4 6
1 2.9+0.2%a 5.1+0.3Ab 3.4+0.2°2  51+0.1A°
5 2.7+0.2%a 3.5+0.28b 2.6+£0.2A°  3.,5+0.28P
*N= 4

AMayusculas diferentes en la misma columna indican diferencia significativa (p<0.05)
a Minusculas diferentes en la misma fila indican diferencia significativa (p<0.05)

Los resultados mostrados de la prueba de relajacién al esfuerzo no exhiben
una diferencia significativa (p<0.05) en geles no ultrasonicados a ambas
concentraciones de WPC (2.9, 2.7 g para concentraciones de WPC de 1% y 5%,
respectivamente) lo cual implica que no existe un efecto en los geles elaborados
con WPC en funcion de la concentracion proteica. Por el contrario, la aplicacién de
tratamientos selectos de USP al WPC produce incrementos significativos en los
valores de resistencia con relacion a los obtenidos en geles no sonicados. En todos
los casos, las pruebas de estrés mecanico con geles al 1% de WPC presentaron
valores significativamente (p<0.05) mayores que aquellos obtenidos con muestras
al 5% de WPC. Por otra parte, los tratamientos de USP a 2 y 6 min presentaron
valores de resistencia similares a ambas concentraciones proteicas, (5.1 g) con 1%
WPC y 3.5 g para 5% WPC. En cambio, a los 4 min de sonicacion se muestra una
disminucién de la resistencia con respecto a la determinada a 2 y 6 min de USP
(33% para los geles al 1% WPCy 25% para los geles al 5%WPC). Estas magnitudes
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de valores de resistencia (3.4 g para 1%; 2.6 g para 5%) no exhibieron diferencias
significativas con aquellos reportados en geles no sonicados a sus respectivas
concentraciones proteicas. Zhao et al. (2010) realizaron pruebas de relajacion al
esfuerzo con hidrogeles de alginato, reportando que, dependiendo del tipo de
enlaces cruzados formados, éstos pueden disociarse y volverse a formar en
diversos lugares de la matriz. De acuerdo con esto, es posible que exista una falta
de asociacion y afinidad estructural en los geles sonicados a 4 min a ambas
concentraciones, debido al grado de desnaturalizacion parcial del WPC. Por otro
lado, los geles mixtos sonicados a 2 y 6 min mostraron una mejor resistencia al
estrés mecanico, lo cual puede atribuirse al entrecruzamiento de las estructuras
poliméricas por efecto de la sonicacion, permitiendo que sean geles mas estables
ante la manipulacion mecanica a largo plazo; asimismo, el reordenamiento
molecular provocado por la cavitacion y su efecto sobre grado de desnaturalizacion
del WPC pudieron afectar este proceso. El hecho de que al incrementarse el tiempo
de proceso a 6 min se revirtieran los cambios texturales en geles observados a los
4 min de sonicacion puede indicar que la desnaturalizacion proteica y el
reordenamiento estructural subsecuente son reversibles. Tang et al. (1999)
mencionan que mayores indices de relajacion al esfuerzo mecéanico estan
asociados con un mayor tamafo de poro en la matriz y que este equilibrio se refleja
en el grado de entrecruzamiento de la red polimérica, considerando que, bajo las
condiciones de mejor desempefio, el sistema permite un reordenamiento estructural

mas eficiente de la matriz ante las fuerzas mecénicas externas.

4.3.4 Pruebas de tixotropia

El mddulo tixotrépico es un analisis de sélidos blandos que surge de la
capacidad de los polimeros que los conforman para adoptar estructuras ordenadas
cuando se encuentran dispersos en un medio acuoso (Morris, 2013). Cuando los
polimeros se asocian intermolecularmente tienden a desarrollar una estructura
tridimensional y exhibir tixotropia, la cual se ve reflejada en un cambio en la
viscosidad de la dispersion polimérica en funcion del tiempo y se caracteriza por un

incremento en este parametro cuando una dispersion permanece en reposo por un
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cierto periodo de tiempo; cuando la cizalla aplicada en un sistema disperso que
exhibe tixotropia excede un nivel critico, la estructura puede romperse y la
viscosidad reducirse de manera importante (Federsen & Thorp, 1993). Un valor mas
alto de coeficiente de tixotropia refleja que el sistema analizado requiere un mayor
esfuerzo para generar su deformacion. Los resultados de las pruebas de tixotropia

en geles mixtos de WPC:grenetina se presentan en la Tabla 15.

Tabla 15. Tixotropia (KPa/seg) de geles mixtos de grenetina: WPC sonicada

Concentracion WPC USP (min)
(% wiw) 0 2 4 6
1 28.6+1.7% 348+1.27 256+0.74 325+29#4
5 21.0+0.482 26.5+0.2°8° 20.6 £ 0.3 21.7+2.36%
*N=2

AMayusculas diferentes en la misma columna indican diferencia significativa (p<0.05)
a Minusculas diferentes en la misma fila indican diferencia significativa (p<0.05

Como puede observarse en la Tabla 15, los resultados de esta prueba
concuerdan con aquellos de las pruebas texturales en geles y de viscosidad en
dispersiones poliméricas. Debido a que en todos los casos los geles con
concentracion de 1% exhibieron valores significativamente (p<0.05) mas altos de
coeficiente de tixotropia en comparacion con todos los tratamientos a 5% WPC
(control y tratamientos experimentales), esto indica que se requiere un mayor
esfuerzo para deformar a los primeros, probablemente como resultado de una
mayor firmeza estructural. Por otra parte, el tiempo de USP tuvo un efecto
significativo sobre el coeficiente de tixotropia exhibido por los geles mixtos
formados, con diferencias importantes asociadas al porcentaje de proteina sérica
sonicada incorporada a la matriz. En este sentido, se observé que no existe una
diferencia significativa (p<0.05) entre los tratamientos USP de 2 y 6 min a una
concentracion de WPC de 1%, reafirmando la tesis del reagrupamiento proteico
propiciado por el tiempo prologando de USP enunciado por Chandrapala et al.
(2011). Por otro lado, el USP de 4 min con un 1% de WPC nuevamente representé
el tratamiento con menor esfuerzo de deformacion requerido, encontrando

evidencia de soporte adicional que a este tiempo de USP se afectan de manera
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importante la organizacion proteica, afectando la estructura del gel y haciéndolo mas
débil en comparacion a los obtenidos con otros tratamientos. Por su parte, el
coeficiente tixotropico de los geles con 5%WPC sonicado so6lo exhibieron un
incremento significativo con 2 min de USP. Mantelet et al (2018) describen que es
posible que ocurra un proceso de atenuaciéon mediante el USP en la transicion sol-
gel de diversos polimeros; este proceso se puede ubicar entre el punto de inflexién
de USP en la curva de atenuacion y temperatura de transicion sol-gel de varios
sistemas. Esto se debe a que las cadenas de gelatina y otros agregados cambian
progresivamente su conformacion para formar respectivamente redes helicoidales
triples y dobles dependiendo del tratamiento USP aplicado, por lo que esta
disminucién de dureza a 4 min de USP en geles de 1% WPC puede ser propiciado
por un cambio irreversible en la estructura helicoidal de ambas proteinas, lo cual
inhibe el entrelazamiento molecular de éstas con mayor firmeza. Sin embargo, a los
6 min de USP el orden estructural se reconstituye parcialmente, por lo que una
disminucion funcional en la firmeza podria atribuirse a un entrelazamiento no
sinérgico, pero compatible a nivel estructural. Probablemente debido a lo anterior,
los geles jamas mostraron una separacion de fases, concluyéndose que el WPC
puede ser considerado un agente funcional efectivo para incorporarse en geles de
grenetina, dependiendo del porcentaje de adicién seleccionado.

Otra posible explicacion de la disminucion en el coeficiente tixotropico al usar
WPC tratado por 2 min de USP se asocia a lo planteado por Mewis & Wagner (2009)
quienes describen un fendmeno conocido como activacién proteica, que se refiere
a un incremento de temperatura requerida para desdoblar una proteina pero que
puede deberse también al efecto de un tipo de estrés mecéanico, como el ultrasénico.
La activacion causa cambios lentos en la microestructura, tantos reversibles o
irreversibles por lo que podemos intuir que el fendmeno de activacion proteica se
ve influenciado por el tiempo de sonicacion aplicado, donde 2 y 6 min de USP se
observa una activacion similar en comparacién con una reversion de este proceso

a los 4 min de tratamiento ultrasénico.
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4.3.5 Viscosidad de geles mixtos

Carvalho et al. (2007) describen el comportamiento mostrado en geles mixtos
de WPI con almiddn y establecen que la gelificacion en sistemas complejos como
el usado en este proyecto esté muy relacionado con el mecanismo de
reorganizacion de los polimeros cuando se someten a un estrés mecanico
(agitacion, cavitacion ultrasénica) y con la velocidad de calentamiento/enfriamiento.
Por tanto, las pruebas de viscosidad son importantes para la caracterizacion de los
geles termoformados en funcion de la concentracion de polimeros empleados y los
posibles efectos del USP sobre sus propiedades de flujo; los resultados de las

pruebas de viscosidad se muestran a continuacion Tabla 16.

Tabla 16. Pruebas reolégicas de viscosidad (KPa/s) en geles mixtos

Concentracion USP (min)

WPC
(% wiw) en

sistemas mixtos 0 2 4 6
grenetina :\WPC
1 0.0319+ 0.0%@ 0.0128+0.07* 0.0082 +0.0”° 0.0119+0.0%°
5 0.0093+ 0.0 B2 0.0076 + 0.0 B> 0.0049 + 0.0 B¢ 0.0075 + 0.0 B

*N=2
AMayusculas diferentes en la misma columna indican diferencia significativa (p<0.05)
a MinUsculas diferentes en la misma fila indican diferencia significativa (p<0.05)

Como puede observarse en la tabla previa, la viscosidad depende de la
concentracion de WPC afadida y del tiempo de sonicacion empleado en este
componente. Tanto para los sistemas control con 1% WPC (3.2 x 102 KPa/s) como
para aquellos con 5% WPC (9.3 x 103 KPa/s) la viscosidad se redujo
significativamente (p<0.05) al adicionar WPC sonicado, con cambios en su
magnitud de acuerdo con el tiempo de sonicacion. Asi, no se observo una diferencia
significativa en las muestras adicionadas con WPC sonicado a 2 y 6 min a ambas
concentraciones proteicas; por otra parte, las muestras tratadas por 4 min
presentaron una disminucién significativa (p<0.05) en la viscosidad de la muestra
en ambas concentraciones con respecto a los otros tiempos de sonicacién (8.15x
102y 4.9 x 10 KPa/s, para 1% y 5% de WPC, respectivamente). Jambrak et al.
(2014) apuntan que los cambios estructurales inducidos por el USP en las proteinas
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estdn asociados con la ruptura parcial de interacciones hidrofobicas
intermoleculares. A medida que aumenta el tratamiento ultrasonico, el tamafio de
particula de proteina y su distribucion se reducen, por lo que esto explicaria la
disminucién progresiva en la magnitud de la viscosidad en los tratamientos USP
hasta los 4 min de proceso; al prolongarse el tiempo de sonicacion, es posible que
exista una reasociacion proteica que provoca que las caracteristicas reoldgicas del
gel se reviertan al estado observado a los 2 min de proceso. Es importante hacer
notar que la disminucién en el valor de viscosidad a los USP de 4 min a ambas
concentraciones de WPC concuerda con el comportamiento significativamente
diferente de los geles correspondientes a este tiempo de proceso en las pruebas
previas de indice de Bloom, mddulo de tixotropia y prueba de relajacion por estrés.

4.3.6 Espectroscopiainfrarroja por transformada de Fourier (FTIR) de geles
La identificacion de cambios estructurales en los geles mixtos se realizé por
medio de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier. El uso de FTIR-
ATR acoplado con analisis multivariado ha probado tener un gran potencial como
técnica analitica de alta precision para detectar modificaciones estructurales,
cambios conformacionales, concentraciébn de proteina y adulteraciones en
productos lacteos con alto contenido proteico (Andrade et al., 2018). La region del
infrarrojo en donde se pueden observar cambios en la estructura de productos ricos
en proteina como el WPC es entre los 1600 y los 1700 cm?, que corresponde a la
amida I. En esta region, se han determinado los cambios en la estructura secundaria
proteica (incluyendo hélices a, laminas (3, giros y la estructura desordenada). En
este proyecto, para la identificacion de las estructuras secundarias particulares, se
empled la segunda derivada de la citada region de amida I, la cual nos proporciona
informacion sobre la absorbancia de la proteina a un determinado niumero de onda;
asimismo, para llevar a cabo el proceso de deconvolucion se utilizo la informacion
contenida en la Tabla 17. De acuerdo con Byler y Purcell (1989), la deconvolucién
de la segunda derivada de un espectro de FTIR de proteinas globulares como las
séricas puede ayudar a elucidar componentes de banda traslapados tales como
aguellos observados regularmente en la region de la Amida I; dado que los
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componentes asociados con esta regidn estan asociados con estructuras que
poseen diversos tipos de estructuras secundarias, la deconvolucion de estos
espectros puede ofrecer una nueva y mas detallada comprension de los cambios
conformacionales que acompafian a la desnaturalizacion proteica por factores

fisicos externos, como aquellos producidos por el ultrasonido de potencia.

Tabla 17. Estructuras secundarias en la region de la amida | (Barth, 2007 )

Estructura secundaria Posicién de la banda
Promedio Extremos
a- hélices 1654 1648-1657
Laminas 3 1633 1623-1641
1684 1674-1695
Giros 1672 1662-1686
Estructuras desordenadas 1654 1642-1657

Los picos de los espectros después de aplicar la segunda derivada del
espectro y la deconvolucion de la proteina tratada por USP, asi como la
concentracion de WPC respectiva, se muestran en las Figuras 23 y 24; el célculo
del area de los picos en las respectivas bandas de absorcion se incluye en el Anexo

B y se presentan en la Tabla 18 y en la Figura 25.

Tabla 18. Areas de los picos de espectros FTIR en por proteina

Concentracion Picos Correspondientes a estructuras
WPC(% w/w) en  USP Estructuras
sistemas mixtos  (min) a- hélices Laminas B Giros
grenetina:WPC desordenadas
0 -0.0149 -0.0283 -0.0334 -0.0022 -0.0097
1 2 -0.0174 -0.0344 -0.0346 -0.0093 -0.0665
4 -0.0155 -0.0297 -0.0291 -0.0091 -0.0051
6 -0.0176 -0.0564 0.0496 -0.0095 0.0035
0 -0.0171 -0.5402 -0.0042 -0.0208 -0.0291
5 2 -0.0144 -0.6509 -0.1447 -0.0207 -0.0186
4 0.0190 -0.0161 -0.0178 -0.0270 -0.0054
6 -0.0142 -0.0301 -0.1409 0.0241 -0.0328

Los resultados de la integracion de las areas para cada numero de onda
evaluado permiten conocer la modificacion en la estructura secundaria del WPC por

efecto del USP. En este sentido, las hélices a muestran un area similar en los
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tratamientos de 2 y 6 min a 1% de concentracion. Asimismo, el area mas baja se

ubicé en la muestra sin tratamiento. Esto concuerda con lo discutido previamente,

debido a que las hélices a son las estructuras que dan firmeza y son las més

expuestas a modificacion (Andrade et. al, 2018).
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Las contribuciones en la estructura de los giros que va de 1662-1686 cm™ no
muestran movimientos sensibles entre sus valores y entre sus respectivas
concentraciones o tratamientos aplicados, por lo que estas estructuras pueden ser
menos impactadas por el tratamiento ultrasénico. Los cambios mas notorios se
observan en las areas correspondientes a la estructura desordenada, donde a
medida que aumenta el tiempo de sonicacion el area de estos picos en ambas
concentraciones disminuye, alcanzando sus valores minimos a los 6 min de
tratamiento para ambas concentraciones. Esto posiblemente se ligue al efecto de
disminucion de tamafio de particula y reordenamiento molecular citado
anteriormente en funcién de la cavitaciéon lo cual haria esta sefial mas débil

conforme el paso del tiempo (Barth, 2007),.
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Figura 25 Areas de los picos de USP en geles mixtos WPC grenetina.
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Por altimo, las laminas B demuestran una disminucién en su pico en ambas
concentraciones en el tiempo de 4 min confirmando la hipodtesis del desorden
estructural que sufren las muestras a este tiempo de sonicacién ultrasénica y como

estas impactan todas las estructuras secundarias del WPC.
5.3.7 Microscopia electronica de geles mixtos

Se realizaron microscopias como analisis complementario para determinar
las propiedades estructurales de los geles mixtos formados de manera analoga a
como reportan Lupano et. al. (2000), quienes realizaron la misma prueba en
sistemas mixtos de WPC con gluten, con la finalidad de observar cambios en
propiedades de textura, asi como el posible entrecruzamiento de redes proteicas
formadas en sistemas mixtos; en esta investigacién todos los tratamientos, de
sonicacion y controles (0 min) fueron sometidos a microscopia para su posterior
analisis visual acerca de las estructuras generadas por las variables experimentales
empleadas (ver Figura 26).

Los resultados de las microscopias de todas las muestras muestran una
diferencia éptica apreciable en la distribucion estructural de los componentes de la
mezcla entre los geles de gelatina con WPC sonicado y sin sonicar a ambas
concentraciones (1, 5%); los geles con WPC sin sonicar exhiben una estructura
tipica de celda (especialmente en aquella de 5% WPC), que hace presumir que las
estructuras proteicas entrelazadas coexisten dentro del mismo bloque de formacién.
Por otro lado las estructuras de las muestras USP se aprecian menos agregadas,
mas abiertas que los controles, en particular aquellas sonicadas por 4 min a ambos
niveles de concentracién de WPC, las cuales exhiben una mayor proporcién de area
lisa en su estructura lo cual sugiere un menor grado de entrelazamiento que coincide
con las muy diferentes propiedades texturales y reoldgicas descritas en secciones
anteriores para estas muestras, por lo que podemos atribuir estas areas de textura
uniforme a fragilidad en la estructura de un gel; por otro lado las demas muestras
USP exhiben estructuras mas afiladas y porosas atribuidas a la naturaleza de las
proteinas para retener agua en la estructura y volverse mas firmes (Yamul y Lupano,
2003).
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0 min

SEM HV: 1.0 kV WDz 2.78 mm sc, SEM HV: 1.0 kV : 2.54 mm
View field: 152 pm Det: SE 20 pm View field: 145 pm Det: SE 20 um
SEM MAG: 908 x  Date(midly): 0319720 uDLAP SEM MAG: 956 x | Date(m/dly): 03/19/20

2 min

SEM HV: 1.0 kV
View fieid: 135 pm
SEM MAG: 1.02 kx | Date(midly): 03/19/20

SEM HV: 1.0 KV WD: 2.20 mm
View field: 123 pm Det: SE 20 um
SEM MAG: 1.13 kx| Date{m/dly): 03/19/.20

4 min

SEM HV: 1.0 kV WD: 2.45 mm L MAIAS TESCAN SEM HV: 1.0 kV WD: 2.57 mm
View field: 127 pm Det: SE View 127 um Det: SE 20 pm
SEM MAG: 1.09 kx | Date{m/diy): 03/19/20 UDLAP SEM MAG: 1.09 kx | Date(m/dly): 03/19/20

6 min

SEM HV: 1.0 kV WD: 2.70 mm
View field: 150 pm [ 20 pm
SEM MAG: 923 x| Date{midyy): 03/19/20

1% WPC 5% WPC

Figura 26 Micrografias de geles mixtos de grenetina y WPC sonicado a diferentes
concentraciones (columnas) y tiempos de proceso (filas)
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5. Conclusiones y trabajo futuro

Conclusiones

Se definié un procedimiento estandar de preparacion de geles de grenetina
tipo B a escala laboratorio basada en la concentracion proteica mas
apropiada para obtener geles uniformes; a una concentracioén de 7.5 % de
grenetina, considerando una temperatura de activacion de 45°C se
obtuvieron geles con una firmeza en el rango de Bloom esperado; la
temperatura se selecciond buscando minimizar un posible dafio proteico a

las proteinas séricas cuando eventualmente se preparasen los geles mixtos.

Se estableci6 una metodologia para la elaboracion de sistemas mixtos
gelificantes con WPC grenetina que permitié desarrollar las mediciones de
las propiedades texturales, reoldgicas y microestructurales del sistema de
manera fundamentada y sin presentar anomalias en su reproduccion lo cual
permitio la evaluacién de estos. Los geles de grenetina con WPC adicionada
hasta 5% mostraron niveles de estabilidad y firmeza similares a los
reportados en gelatinas comerciales y no exhibieron separacion de fases

durante el almacenamiento refrigerado.

El proceso de sonicacién altera las caracteristicas fisicoquimicas y
tecnoldgico funcionales del WPC, asi como su capacidad de interactuar con

otras proteinas al elaborar sistemas gelificantes mixtos.

La mayoria de las propiedades fisicoquimicas de geles mixtos de grenetina:
WPC (indice de Bloom, estrés mecanico y pruebas reoldgicas) tienden a
cambiar en funcion del tiempo de sonicacion y la proporcion de WPC
incorporado y varian significativamente con respecto al control. Se
observaron similitudes importantes entre las caracteristicas de diversas
propiedades de geles elaborados por incorporacion de 1 y 5% de WPC
sonicado por 2 y 6 min y diferencias significativas en los sistemas fabricados

con WPC sonicado por 4 min. En términos generales, los geles elaborados
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con WPC sonicado resultaron ser menos firmes y viscosos, con mayor
resistencia al estrés y mayor indice de trixotropia a tiempos selectos de
sonicacion de WPC, sin cambios apreciables en su capacidad de retencion
de agua; los resultados de estas observaciones correspondieron
adecuadamente con los resultados de las pruebas de FTIR y microscopia

de geles.

e EI USP resulto ser el factor determinante en la modificacibn de las
propiedades de gelificacion, principalmente la resistencia mecanica, la
interaccién de componentes poliméricos y las propiedades reoldgicas de los
geles mixtos. Por su parte, algunas otras propiedades como el indice de
Bloom, la capacidad de retencion de agua y las sefales del FTIR son mas
dependientes de la concentracién de los componentes del gel, linea que se

recomienda explorar en estudios futuros.

e El uso de geles mixtos de grenetina y WPC con funcionalidad tecnoldgica
modulada por USP resulta de interés para la industria alimenticia para la
generacion de productos alimenticos con caracteristicas texturales y

reologicas Unicas.

Trabajo a futuro
Los proyectos subsecuentes pueden explorar algunas de las siguientes

lineas de trabajo:

A) Observar cambios en el comportamiento de geles mixtos de grenetina y
WPC durante el almacenamiento a diferentes temperaturas, en particular

a condiciones de refrigeracion.

B) Evaluar cambios estructurales de WPC para emplearse como
ingrediente de geles mixtos con grenetina empleando otros parametros

de USP como variaciones en la potencia o porcentaje de amplitud.
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C)

D)

Evaluar el efecto de cambios en las condiciones del medio sobre las
propiedades de geles mixtos, incluyendo el pH y la fuerza ionica, entre
otros y determinar el efecto de esos cambios sobre las propiedades
reologicas y estructurales de los geles mixtos; asimismo, se recomienda
evaluar diversas concentraciones de WPC para explorar el desarrollo de

funcionalidades distintas en los geles elaborados.

En este estudio, se evalud principalmente el efecto del USP sobre la
formacion del gel y sus propiedades, como son las reolégicas, capacidad
de retencion de aguay pruebas de Bloom. Sin embargo, en una siguiente
etapa se puede ampliar el estudio para evaluar el efecto estructura del
USP en las proteinas del WPC con pruebas de caracter quimico como
pruebas de sulfhidrilos libres, andlisis de calorimetria diferencial de
barrido y otras pruebas tecnologico-funcionales (p.e. solubilidad).
Asimismo, se puede evaluar la vida u(til de los geles a diferentes

temperaturas e incluir otras pruebas de tipo sensorial.
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6. Anexos

ANEXO A. Analisis estadisticos
8.1 Andlisis estadisticos de pruebas preliminares

ANOVA de dos factores: BLOOM vs. Grenetina (%), temperatura cal

Fuente GL SC CM F P
Grenetina (%) 1 18095.0 18095.0 109.36 0.000
temperatura cal 2 7622.3 3811.2 23.03 0.000
Interaccidn 2 4460.3 2230.2 13.48 0.000
Error 18 2978.2 165.5

Total 23 33156.0

S = 12.86 R-cuad. = 91.02% R-cuad. (ajustado) = 88.52

Modelo lineal general: BLOOM vs. Grenetina (%), temperatura cal

Factor Tipo Niveles Valores
Grenetina (%) fijo 2 6.77, 7.50
temperatura cal fijo 3 45, 55, 65

Andlisis de varianza para BLOOM, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC Sec. SC Ajust. CM Ajust. F
Grenetina (%) 1 18095.0 18095.0 18095.0 109.36
temperatura cal 2 7622.3 7622.3 3811.2 23.03
Grenetina (%) *temperatura cal 2 4460.3 4460.3 2230.2 13.48
Error 18 2978.2 2978.2 165.5
Total 23 33156.0
S = 12.8631 R-cuad. = 91.02% R-cuad. (ajustado) = 88.52%

Observaciones inusuales de BLOOM

EE de Residuo
Obs BLOOM Ajuste ajuste Residuo estandar
17 273.000 250.500 6.432 22.500 2.02 R

R denota una observacidn con un residuo estandarizado grande.

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95.

Grenetina

(%) N Media Agrupacién
6.77 12 337.7 A

7.50 12 282.7 B

Las medias que

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95.

T cal N Media Agrupaciédn
45 8 324.9 A

65 8 320.6 A

55 8 285.1 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95.

Grenetina temperatura

(%) cal N Media Agrupacidn
6.77 45 4 364.3 A

6.77 65 4 329.0 B

6.77 55 4 319.8 B

7.50 65 4 312.3 B C

7.50 45 4 285.5 C

7.50 55 4 250.5 D

77

no comparten una letra son significativamente diferentes.

oo

oo

o\

P
0.00
0.000
0.000



Las medias que no comparten una letra son significativamente diferente

8.2 Andlisis estadisticos de la segunda etapa
ANOVA de dos factores: BLOOM vs. concentracion WPC (%), USP (MIN)

Fuente GL SC CM F P
concentracion WPC (%) 1 6903.1 6903.13 53.77 0.000
USP (MIN) 3 11278.8 3759.58 29.29 0.000
Interaccidn 3 5641.1 1880.38 14.65 0.000
Error 24 3081.0 128.38
Total 31 26904.0
S = 11.33 R-cuad. = 88.55% R-cuad. (ajustado) = 85.21%
Modelo lineal general: BLOOM vs. concentracion WPC (%), USP (MIN)
Factor Tipo Niveles Valores
concentracion WPC (%) fijo 2 1, 5
USP (MIN) fijo 4 0, 2, 4, 6
Anédlisis de varianza para BLOOM, utilizando SC ajustada para pruebas
Fuente GL SC Sec. SC Ajust. CM Ajust. F
concentracion WPC (%) 1 6903.1 6903.1 6903.1 53.77
USP (MIN) 3 11278.7 11278.8 3759.6 29.29
concentracion WPC (%) *USP (MIN) 3 5641.1 56041.1 1880.4 14.65
Error 24 3081.0 3081.0 128.4
Total 31 26904.0
Fuente P
concentracion WPC (%) 0.000
USP (MIN) 0.000
concentracion WPC (%) *USP (MIN) 0.000
Error
Total
S = 11.3303 R-cuad. = 88.55% R-cuad. (ajustado) = 85.21%
Observaciones inusuales de BLOOM
EE de Residuo
Obs BLOOM Ajuste ajuste Residuo estandar
7 195.000 222.500 5.665 -27.500 -2.80 R

R denota una observacidén con un residuo estandarizado grande.
Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95.0
concentracién

oo

WPC (%) N Media Agrupaciédn
1 16 257.4 A
5 16 228.1 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95.0

oe

USP

(MIN) N Media Agrupacidn
0 8 274.3 A

6 8 239.5 B

4 8 230.6 B

2 8 226.6 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

o\

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95.0
Concentracién USP

WPC (%) (MIN) N Media Agrupacién
1 0 4 290.0 A

1 4 4 222.5 A B

5 0 4 258.5 B

1 6 4 253.3 B C

5 2 4 230.7 C D

5 6 4 264.8 D

1 2 4 222.5 D E
5 4 4 197.3 E



Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ANOVA de dos factores: viscosidad vs. tiempo USP, % wpc
Fuente GL SC CM F P

tiempo USP 3 0.0004496 0.0001499 1011.84 0.000

% wpc 1 0.0003177 0.0003177 2145.02 0.000
Interaccidn 3 0.0002555 0.0000852 574.94 0.000

Error 8 0.0000012 0.0000001

Total 15 0.0010240

S = 0.0003849 R-cuad. = 99.88% R-cuad. (ajustado) = 99.78%

Modelo lineal general: viscosidad vs. % wpc, tiempo USP

Factor Tipo Niveles Valores
% wpc fijo 2 1, 5
tiempo USP fijo 4 0, 2, 4, 6

Andlisis de varianza para viscosidad, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC Sec. SC Ajust. CM Ajust. F P
% wpc 1 0.0003177 0.0003177 0.0003177 2145.02 0.000
tiempo USP 3 0.0004496 0.0004496 0.0001499 1011.84 0.000
% wpc*tiempo USP 3 0.0002555 0.0002555 0.0000852 574.94 0.000
Error 8 0.0000012 0.0000012 0.0000001
Total 15 0.0010240

S = 0.000384870 R-cuad. = 99.88% R-cuad. (ajustado) = 99.78%
Observaciones inusuales de viscosidad

Residuo

Obs viscosidad Ajuste EE de ajuste Residuo estéandar

15 0.006900 0.007450 0.000272 -0.000550 -2.02 R

16 0.008000 0.007450 0.000272 0.000550 2.02 R

R denota una observacidén con un residuo estandarizado grande.

o°

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95.0

% wpc N Media Agrupacidén
1 8 0.0 A
5 8 0.0 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95.0

tiempo

USP N Media Agrupaciédn
0 4 0.0 A

2 4 0.0 B

6 4 0.0 B

4 4 0.0 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95.0

oe

tiempo
% wpc USP N Media Agrupacién
1 0 2 0.0 A
1 2 2 0.0 B
1 6 2 0.0 B
5 0 2 0.0 C
1 4 2 0.0 C D
5 2 2 0.0 D
5 6 2 0.0 D
5 4 2 0.0 E

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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ANOVA de dos factores: TIXOTROPIA vs. % wpc, tiempo USP
P

Fuente GL SC CM F

% wpc 1 2381331963 2381331963 97.93 0.000
tiempo USP 3 3234594922 1078198307 44.34 0.000
Interaccidn 3 2892220451 964073484 39.65 0.000
Error 8 194532157 24316520

Total 15 8702679493

S = 4931 R-cuad. = 97.76% R-cuad. (ajustado) = 95.81%

Modelo lineal general: TIXOTROPIA vs. % wpc, tiempo USP

Factor Tipo Niveles Valores
% wpc fijo 2 1, 5
tiempo USP fijo 4 0, 2, 4, 6

Anédlisis de varianza para TIXOTROPIA, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC Sec. SC Ajust. CM Ajust. F P
% wpc 1 2381331963 2381331963 2381331963 97.93 0.000
tiempo USP 3 3234594922 3234594922 1078198307 44.34 0.000
% wpc*tiempo USP 3 2892220451 2892220451 964073484 39.65 0.000
Error 8 194532157 194532157 24316520

Total 15 8702679493

S = 4931.18 R-cuad. = 97.76% R-cuad. (ajustado) = 95.81%

Observaciones inusuales de TIXOTROPIA

EE de Residuo

Obs TIXOTROPIA Ajuste ajuste Residuo esténdar
7 83311 92475 3487 -9164 -2.63 R
8 101639 92475 3487 9164 2.63 R

R denota una observacidén con un residuo estandarizado grande.
Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95.

wpc N Media Agrupacidn
8 45418.9 A
8 21019.5 B
Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

a1 oo

oo

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95.0%

tiempo

UsSP N Media Agrupacidén
6 4 57136.0 A

2 4 30729.8 B

4 4 23165.8 B

0 4 21845.3 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95.

tiempo

% wpc USP N Media Agrupacidn
1 6 2 32475.2 B

1 2 2 34894.9 B

1 0 2 28612.1 B C

5 2 2 26564.7 B C

1 4 2 25693.5 B C

5 6 2 21796.8 B C

5 4 2 20638.0 B C

5 0 2 21078.4 B C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

o\
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ANOVA de dos factores: stres relaxation g max vs. % Wpc, tiempo USP

Fuente GL e CM F P
% wpc 1  6.2293 6.22932 72.61 0.000

tiempo USP 3 12.3557 4.11857 48.01 0.000

Interaccién 3 2.1416 0.71388 8.32 0.001

Error 16 1.3726 0.08579

Total 23 22.0992

S = 0.2929 R-cuad. = 93.79% R-cuad. (ajustado) = 95.07%

Modelo lineal general: stres relaxation g max vs. % wpc, tiempo USP
Factor Tipo Niveles Valores

% wpc fijo 2 1, 5

tiempo USP fijo 4 0, 2, 4, ©

ANOVA para stress relaxation g max utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC Sec. SC Ajust. CM Ajust. F P
% wpc 1 6.2293 6.2293 6.2293 72.61 0.000
tiempo USP 3 12.3557 12.3557 4.1186 48.01 0.000
% wpc*tiempo USP 3 2.1416 2.1416 0.7139 8.32 0.001
Error 16 1.3726 1.3726 0.0858
Total 23 22.0992
S = 0.292894 R-cuad. = 93.79% R-cuad. (ajustado) = 95.07%
Observaciones inusuales de stress relaxation g max
stres
relaxation EE de Residuo

Obs g max Ajuste ajuste Residuo estandar

7 3.88850 3.38443 0.16910 0.50406 2.11 R

19 2.11707 2.60433 0.16910 -0.48726 -2.04 R

R denota una observacidén con un residuo estandarizado grande.
Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95.0

oo

% wpc N Media Agrupaciédn
1 12 4.1 A
5 12 3.1 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95.0

o

tiempo

UsP N Media Agrupacién
6 6 4.3 A

2 6 4.3 A

4 6 3.0 B

0 6 2.8 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95.0

o

tiempo
% wpc USP N Media Agrupacién
1 6 3 5.1 A
1 2 3 5.1 A
5 2 3 3.5 B
5 6 3 3.5 B C
1 4 3 3.4 B CD
1 0 3 2.9 B CD
5 0 3 2.7 C D
5 4 3 2.6 D

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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ANEXO B Analisis estadisticos y espectros FTIR (deconvoluciones)

[21/02/2020 22:07 "/Deriv" (2458900)]
Lorentz (5) fit to Smoothedl WPC1SINUB:

Chi~2/DoF 4.10594E-9 R"2 0.97359

Peak Area Center Width Height

1 -0.0096748 1632.7 0.078431 -0.078529
2 -0.014916 1648.7 12.957 -7.3288E-4
3 -0.0022257 1664.5 5.1925 -2.7288E-4
4 -0.033408 1688.2 45.943 -4.6293E-4
5 -0.028271 1628.0 12.659 -0.0014217

Yoffset = 5.15215E-4

[12/03/2020 11:51 "/Deriv" (2458920)]
Lorentz (5) fit to Smoothed2 WPC12MINB:

Chi~2/DoF 8.57378E-8 R"2 0.84216

Peak Area Center width Height

1 -0.034605 1625.2 9.7460 -0.0022604
2 -0.017418 1647.8 9.0786 -0.0012214
3 -0.012003 1664.3 12.167 -6.2804E-4
4 -0.0098676 1681.8 5.5199 -0.0011380
5 -0.034366 1632.7 0.14860 -0.14723

Yoffset = 6.66799E-4

[22/02/2020 22:20 "/Deriv" (2458901)]
Lorentz (5) fit to Smoothedl WPC14MINB:

Chi”2/DoF 4.60209E-8 R"2 0.85909

Peak Area Center width Height

1 -0.029668 1628.2 10.463 -0.0018052
2 -0.029131 1619.4 1.5995E5 9.4891E-4
3 -0.015541 1648.7 9.7480 -0.0010150
4 -0.0051359 1661.4 4.7757 -6.8464E-4
5 -0.0091317 1681.9 7.0110 -8.2919E-4

Yoffset = 5.02155E-4

[24/02/2020 11:31 "/Deriv" (2458903)]
Lorentz (5) fit to Smoothedl WPC16MINB:

Chi”~2/DoF 1.37389E-7 R"2 0.77069

Peak Area Center Width Height

1 -0.056359 1627.0 19.534 -0.0018368
2 0.049608 1612.2 43.813 7.2083E-4

3 -0.017552 1650.0 7.2793 -0.0015350
4 0.0034862 1640.8 0.51709 0.0042921

5 -0.0095042 1683.3 3.6655 -0.0016507



Yoffset = 3.62636E-4

[12/03/2020 12:37 "/Deriv" (2458920)]
Lorentz (5) fit to Smoothedl WPC5SS50B:

Chi”~2/DoF 1.72635E-8 R"2 0.80878

Peak Area Center Width Height

1 -0.017086 1626.2 13.427 -8.1012E-4
2 -0.0041571 1648.6 9.2172 -2.8712E-4
3 -0.029123 1653.9.0 4.71E-11 3.6691E17
4 -0.54017 1694.3 1.4949E-4 -2300.4

5 -0.020825 1668.2 7. 1.5291E21 0.49627
Yoffset = -1.03743E-4

[24/02/2020 12:02 "/Deriv" (2458903)]

Lorentz (5) fit to Smoothed3 WPC52MINB:

Chi”~2/DoF 1.15494E-7 R"2 0.81102

Peak Area Center Width Height

1 -0.065093 1634.1 1.3333E27 -6.4539E12
2 -0.062093 1630.6 19.242 -0.0020543
3 -0.020825 1663.5 0.11901 -0.11087

4 -0.018589 1651.7 0.14452 -34.620

5 -1446.7 -1.8261E5 9258.0 -0.099482
Yoffset = 4.56816E-4

[25/02/2020 15:01 "/Deriv" (2458904)]

Lorentz (5) fit to Smoothedl WPC54MINB:

Chi~2/DoF 1.53484E-7 R"2 0.84802

Peak Area Center Width Height

1 -0.027020 l644.1 0.14873 -0.11565

2 -0.016136 1630.9 0.21746 -0.047239
3 -0.017754 1625.1 6.5935 -0.0017142
4 -0.0053666 1649.9 2.6573 -0.0012857
5 -0.018997 1656 2.9015E11 -0.0032976
Yoffset = 1.40045E-4

12/03/2020 12:54 "/Deriv" (2458920)]

Lorentz (5) fit to Smoothed2 WPC56MINB:

Chi”~2/DoF 1.16688E-7 R"2 0.8962

Peak Area Center Width Height

1 -0.057041 1645.2 17.520 -0.0020727
2 -0.032765 1642.0 15.663 -0.0013317
3 0.012658 1639.0 3.7787 0.0021325
4 0.37827 -582.80 2233.5 1.0782E-4
5 0.12724 1622.9 64.552 0.0012548



Yoffset = -3.26829E-4



