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Resumen

El objetivo de esta investigacion fue el de estudiar las interacciones de los
biopolimeros caseina y almidon procesados por extrusion. Las muestras
extrudidas fueron procesadas usando un extrusor de tornillo simple marca
CICATA-IPN. Caracterizando los extrudidos en sus cambios funcionales mediante
el andlisis de la expansion (EXP), indice de solubilidad (ISA) y absorcion en agua
(IAA), asi como los cambios en el color (DC), la fuerza de compresion (FC) y las
propiedades reologicas de viscosidad y viscoelasticidad Asi como la
caracterizacién de los cambios estructurales por medio de estudios de difraccion
de rayos X , calorimetria diferencial de barrido y espectroscopia infrarroja, analisis
de azucares totales y reductores y microscopia confocal.

El desarrollo de nuestro estudio fue por medio de un disefio de experimentos
teniendo como variables independientes la temperatura de procesamiento por
extrusion (126 — 194° C), el contenido de humedad de las mezclas de los
biopolimeros (18- 29%) y la variacién en la proporcién de almidon-caseina en la
mezcla (5 — 95%). Se selecciono la metodologia de superficie de respuesta y los
resultados fueron analizados estadisticamente a través de un software SAS
version 6.02.

La maxima expansién se obtuvo para una proporcion de almidén (>90%) en la
mezcla de biopolimeros, con una temperatura de procesamiento de 126°C y con
contenidos de humedad mayores que 25%. El Incremento de la temperatura de
126°C a 194°C provocé tanto la disminucion de la expansion como el aumento de
los valores de IAA e ISA. La viscosidad Inicial y Viscosidad a 90°C fueron
significativamente afectadas tanto por la temperatura de procesamiento en el
extrusor como por la proporcion de caseina en la mezcla encontrandose los
valores menores de viscosidad al incrementarse .la proporcion de caseina en la
mezcla El incremento de la intensidad de color. fue proporcional al incremento en
la temperatura de procesamiento. En relacion a la FC esta fue altamente
dependiente tanto del contenido de humedad. como de la temperatura de
procesamiento lograndose los valores maximos en la mayor temperatura y
humedad de procesamiento. La pérdida de cristalinidad en el almidén de los
extrudidos fue mayor a 90% y la temperatura de fusion (Tm) se incrementd por la
presencia de caseina en todos los casos en relacion al almidén nativo, debido a
que el complejo formado de caseina-almidéon necesita mayor temperatura para
llegar a fundirse, El perfil de viscosidad de los extrudidos revel6 un
comportamiento inverso al presentado para almidones nativos tanto en la etapa de
calentamiento como en la etapa de enfriamiento en donde la retrogradacion es
practicamente inexistente debido primordialmente a la presencia de caseina y la
interaccion de esta con el almidén

La capacidad de formacion de geles y sus perfiles de viscoelasticidad fueron
estudiados por medio de los moédulos de almacenamiento y pérdida. Donde el
almidon es el principal responsable de las propiedades de elasticidad del producto,
en la medida que se incrementa la caseina disminuye esta propiedad debido a la
desnaturalizacion y pérdida de solubilidad de esta proteina

El desplazamiento de bandas de los espectros de IR indican claramente que las
muestras de almidon—caseina después de ser extrudidas llevan a la formaciéon de
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complejos o modificaciones estructurales que favorecen la interaccion entre un
almidon y una proteina. Las microfotografias en confocal de las muestras
extrudidas revelan que el proceso de extrusion forma estructuras propias de
interaccion entre ambos biopolimeros las cuales podran tener sin duda una
modificacion en las propiedades funcionales, texturales y reolégicas ampliamente
aplicativos en la industria alimenticia y otras aplicaciones.
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Abstract

The objective of this research was to study the interactions between the casein
and starch biopolymers processed by extrusion. The extruded samples were
processed by using an extruder of simple screw designed and constructed in
CICATA-IPN. The functional changes of the extruded samples were studied by
means of the analysis of their expansion (EXP), index of solubility (ISA) and water
absorption (IAA), as well as the changes in their color (DC), compression force
(FC) and the rheological properties as viscosity and viscoelasticity. The
characterization of the structural changes was studied by means of x-rays
diffraction, differential scanning calorimetry (DSC), infrared (IR) spectroscopy, total
and reducing sugar analysis and confocal microscopy.

Our study was performed by means of an experimental design having as
independent variables the processing temperature of extrusion (126 - 194° C), the
moisture content of the biopolymer mixtures (18- 29%) and the proportion of
starch-casein in the blend (5 - 95%). To analyze the experimental data was
selected the methodology of Response Surface and the results were statistically
analyzed through the SAS, version 6.02, software.

The maximum expansion was obtained for a starch proportion of in the biopolymer
mixture bigger than 90%, with a processing temperature of 126°C and moisture
contents greater than 25%. The increase of the temperature from 126°C to 194°C
caused the diminution of the expansion as well as the increase of the IAA and ISA
values. Initial viscosity and viscosity at 90°C were significantly affected by the
processing temperature in the extruder and also by the proportion of casein in the
mixture being the smaller viscosity values when the proportion of casein in the
mixture was increased. The color intensity was directly proportional to the increase
of the processing temperature. FC was highly dependent of the moisture content
and processing temperature also having their maximum values in the higher
processing temperature and humidity values. The loss of crystallinity in the
extruded starch was bigger than 90% and the melting temperature was increased,
when compared with the native starch, because the formed casein-starch complex
needs greater temperature to be melted. The viscosity profile of the extruded
samples revealed an inverse behavior to those presented by native starches in the
heating and cooling stages where the retrogradation is practically nonexistent
fundamentally due to the casein presence and its interaction with the starch.

The capacity of gel formation and its viscoelasticity profiles were studied by means
of their storage and loss modules. The starch is the main responsible by the
elasticity properties then when the casein is increased, in the blend, the elasticity
diminishes due to the denaturation and loss of solubility of this protein. The band
displacement in the IR spectra shows that the extruded starch-casein samples
form complexes with structural modifications that favor the interaction between
starch and protein. The confocal micro-photography’s of the extruded samples
reveal that the extrusion process forms structures, as a consequence of the
interaction between both biopolymers, which will be able to modify their functional,
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textural and rheological properties which are widely applied in the nutritional
industry and other applications
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Introduccion

Muchos alimentos estan compuestos de proteina y almidéon como constituyentes
centrales de un sistema alimentario, como son los cereales, las leguminosas y los
tubérculos ellos pueden simplemente cocinarse y consumirse. Otros productos son
desarrollados industrialmente como el pan, las pastas, las botanas y los alimentos
para desayuno. Estos alimentos tienen una textura y sabor que los caracteriza,
siendo atribuido en gran parte a la interaccion proteina—almidon Marshall y Chrastil
(1992). Estas propiedades asi como las funcionales, son los mayores atributos de
los alimentos por lo que los estudios de las interacciones almidon-proteina son
considerados de alta importancia. Takeuchi et al (1969) reporto que las fuerzas de
atraccion que ocurren en la interaccion de un sistema proteina—almidon son
debidas a un fendmeno electrostatico de cargas representado por la carga positiva
de la proteina y la carga negativa del almidon. Recientemente Zaleska et al (2001)
haciendo uso de esta propiedad de cargas en ambos biopolimeros describrié una
metodologia de formacion del complejo proteina-almidon por electro - sintesis. Por
medio de un analisis termo - gravimétrico estos autores reportan que la mayor
interaccion del complejo caseina - almidén de papa se obtiene en la proporcion 1:1
mientras que un pequefio exceso de la proteina puede dar como resultado la co -
precipitacion de la caseina por la formacion de complejos entre los polipéptidos y
las fracciones de aminoacidos de la caseina asi como las fracciones de fosfato o
de los grupos hidroxilos del almidon. Estudios descritos por Dahle et al (1975)
demuestran la gran habilidad de las proteinas para incorporar almidén
gelatinizado, siendo altamente dependiente del pH y de la temperatura,
encontrando que la maxima interaccion en un sistema de proteina — almidén
ocurre a un pH de 6.5. Snoeren et al (1976) encontraron para un sistema de
interaccion de carragenina con las proteinas de la leche a un pH entre 6 y 7 que
existe una mayor interaccioén electrostatica debido a la presencia de las cargas
negativas de la carragenina y las cargas positivas de la caseina. Este efecto de
interaccion se intensifica con el aumento de la temperatura observando que a 60°
C no se logro la desintegracion de las micelas de caseina aunque a temperaturas
mayores que 90° C se logra una agregacion de estas micelas a la carragenina por
medio de uniones electrostaticas. En otros estudios conducidos por Imerson et al
(1977) de interaccion de carbohidratos con proteina como la mioglobinay / o la
albumina del suero bovino fue reportado que a pH 6.0 la estructura de la
mioglobina es perturbada por los cambios de temperatura afectando su estabilidad
térmica, sin embargo en mezcla de carbohidratos con la mioglobina a la
temperatura de desnaturalizacién de esta proteina a pH de 6.0 se logra la
formacion de complejos estables de alto peso molecular debido a la agregacion de
los carbohidratos a la proteina, inhibiendo asi las interacciones proteina - proteina
y evitando su precipitacion. Estos cambios aparentemente son el resultado de las
fuerzas ionicas sugiriendo que la interaccion proteina -carbohidratos se deben a
las fuerzas electrostaticas derivadas del incremento de la carga positiva neta.
Estudios micro -estructurales de la interaccion de proteina — carbohidratos fueron
ilustrados por Heertje (1993). Por su parte Hermansson (1979) desarroll
complejos por calentamiento de mezclas de diferentes almidones con caseinay /o
caseinatos encontrando que las propiedades fisicas de viscosidad, gomosidad y
adhesividad del almidon fueron modificadas dependiendo de la proporcion

1



proteina - almidon en la mezcla, del tiempo de reaccion, temperatura y pH del
medio, estos autores encontraron en sus observaciones que la adicién de proteina
mejora la estabilidad de las emulsiones. Usando un modelo esquematico como
guia Moore y Carter (1974) indicaron que las fuerzas moleculares como carga -
carga e interacciones de puente de hidrogeno pueden mantener el carbohidrato
dentro de la matriz proteica. Pradeep et al (1999) estudiaron almidén de maiz con

proteina (caseina o hidrolizados de caseina) encontrando que la presencia de
esta proteina modifica la viscosidad y el perfil reoldgico del almidén.

El efecto de la extrusion en el almidon ha sido extensamente estudiado por Tang y
Ding (1994) destacando también los estudios de Colonna et al (1984), Linko et al
(1981 y 1992). Reportando que el principal efecto de la extrusion en el almidén es
la ruptura de la estructura granular, asi como la parcial o total destruccién de la
estructura cristalina. Presentando por lo tanto un efecto en las propiedades
funcionales como son los indice de absorcion y solubilidad en agua, la expansion
y cambios en la viscosidad tanto en el ciclo de calentamiento como en el de
enfriamiento del almidon extrudido Muchos otros autores han estudiado los
cambios en la estructura macromolecular del almidén provocada por la extrusion
como es el caso de Colonna et al (1984), Davidson et al (1984a y 1984b), Diosady
et al (1985), Ding y Tang (1990). Gomez — Aguilera en (1984); Hauck (1981) y
Meuser et al (1987). En sus respectivos trabajos concluyen que al adicionar
proteina al almidon se mejora la textura y el volumen de expansién de productos
extrudidos. Estos autores concluyen que aun es escasa la bibliografia referente al
estudio de la interaccién del complejo proteina — almidén por lo que los futuros
trabajos tenderan a elucidar las interacciones del complejo de almiddn — proteina.



Il Antecedentes
2.1 Generalidades del almidon

Almidén es la fuente primaria de almacenamiento de energia de los granos de los
cereales, la cantidad de almiddn en estos varia de 60 al 75% y ellos proporcionan
del 70 al 80% de calorias diarias que consumen en su dieta los seres
humanos.(Thomas y Atwell 1999). De acuerdo con Vega y Bontux en 1998 la
producciéon mundial de almidon fue del orden de 1x10° toneladas, de estas el 50%
se destind para alimentacibon humana o animal y el restante 50% para
transformaciones industriales. En otro reporte de la “International Starch Institute”
(1997) se estima que la produccion mundial de almidén es del orden de 4 a 5x10°
toneladas, siendo los principales productores por regiones Norte América con
1.5x10°%, la Unién Europea con 7.8x10%, Japdn 2.5x10° y otros paises 9x10°
toneladas. Las cuatro fuentes principales mundiales de extraccion de almidén son
el maiz, el trigo, la papa y la yuca siendo el maiz la principal fuente de extraccion
de almidén y el pais donde mas se produce son los Estados Unidos de Norte
América.

El almidén en el grano de trigo se localiza principalmente en el endospermo que
corresponde al 83% en peso del grano de trigo y constituye del 75 al 80% del peso
del endospermo en base seca. El porcentaje exacto depende de la variedad,
condiciones de cultivo y estado fisiolégico de maduracion, El almidén se encuentra
en forma de plastidos llamados amiloplastidos que contienen un granulo de
almidon por plastidio. En el almiddn de trigo se encuentran dos tipos de granulos
de almidon los pequefios y esféricos de 3 a 5 micras y los grandes lenticulares y
de dimensiones de 25 a 40 micras. El almidon de trigo es el componente de la
harina mas estudiado y hoy en dia no es completamente entendido en términos de
su estructura quimica e interacciones con otras moléculas (Davis 1994). Ademas
de su valor energético el almidon nativo asi como el almidon modificado pueden
ser usado para modificar las propiedades funcionales de muchos alimentos por
ejemplo: los almidones comerciales obtenidos de los cereales de maiz y trigo asi
como los de raices y tubérculos como papa, camote y yuca pueden ser usados
como agentes gelificantes, espesantes, adhesivos, agentes de retencion de
humedad, estabilizadores y texturizadores. Por otro lado el almidén también es un
producto industrial importante particularmente en la industria del papel y textil
(Thomas y Atwell 1999)

2.1.1 Estructura del almidén

Indistintamente de la fuente botanica de donde provenga el almidén es
basicamente un polimero estructurado por unidades de la D—glucopiranosa unidos

por enlaces glicosidicos a -1,4 y a -1,6 en donde se pueden distinguir dos tipos de
polimeros la amilosa que fundamentalmente es un polimero lineal con uniones

glucosidicas o -1,4 y la amilopectina que es una molécula mas grande que la
amilosa y esta ademas es ramificada con uniones glucosidicas tanto a-1,4 como
a-1,6 en los puntos de ramificacién Esta diferencia estructural entre los dos



biopolimeros contribuye a establecer diferencias en las propiedades fisico -
quimicas y funcionales del almidén (Hoseney. 1991).

La amilosa es considerada como un biopolimero esencialmente lineal compuesto
casi enteramente de la D —glucopiranosa con uniones glucosidicas a-1,4. Sin
embargo las recientes evidencias de Cura et al (1995 ) han sugerido que algunas
ramificaciones pueden estar presentes en la amilosa y ademas esta se presentan
en forma héliciodal y no exclusivamente lineal ya que en su interior contiene
atomos de hidrégeno y es por consiguiente de caracter hidrofobica por lo que es
apta para formar complejos con los acidos grasos libres, algunos alcoholes y con
yodo (Fennema, 1985). En anexo 1 tabla 1 se muestran algunas de las
caracteristicas de la amilosa y la amilopectina.

El complejo que forma la amilosa con los lipidos particularmente con los mono y
digliceridos es una propiedad aportada por la forma helicoidal de la amilosa. La
formacion y estructura del complejo amilosa — lipido esta en funcidon de varios
factores incluyendo la temperatura, el pH y la estructura del acido graso o glicérido
La formacién de este complejo puede cambiar las propiedades del almidéon como
son la temperatura de gelatinizacion, asi como alterar tanto la textura, los perfiles
de viscosidad y limitar la retrogradacién(Thomas y Atwell 1999)

La amilopectina esta compuesta de segmentos de glucosas unidas por enlaces o -
1,4 y ramificados por uniones glucosidicas a -1,6. Estas ramificaciones se estiman
que son del orden de 4 a 6% equivalentes a unas 20,000 puntos de enlace de
ramificacion. La configuracion de la amilopectina contribuye a la naturaleza
cristalina y a un arreglo ordenado de las moléculas en el granulo de almidon.
Debido a la naturaleza altamente ramificada de la amilopectina durante la
gelatinizacion le confere una textura gomosa y cohesiva.

De acuerdo con Thomas y Atwell (1999) tanto los pesos moleculares como el
grado de polimerizacion difieren grandemente para la amilosa y amilopectina. Para
la amilosa el grado de polimerizacion es entre 1500 a 6000 unidades de glucosa
mientras que para la amilopectina es de 300,000 a 3,000,000 unidades de glucosa
en la base de ese grado de polimerizacién y dado la unidad de masa atéomica de la
glucosa de 162, los pesos moleculares de la amilosa esta en el orden de 243,000
a 972,000 UMA (Unidad de Masa Atomica) y de la amilopectina es
aproximadamente de 10,000,000 a 500,000,000 UMA.

La amilosa y la amilopectina no existen libres en la naturaleza son componentes
de discretos agregados semicristalinos llamados granulos de almidén. El tamafrio,
la forma y la estructura de esos granulos varian dependiendo de la fuente botanica
siendo los diametros de los granulos entre 1 a 100 micras y las formas pueden ser
regulares o irregulares. El trigo la cebada y el centeno contienen granulos de dos
diferentes tamanos y de distinta forma una de ellas es del tipo “A” en donde los
granulos son del orden de 35 um de diametro y de forma oval, el otro grupo de
granulos son mas pequefios y del tipo “B” esféricos y de alrededor de 3 um de
diametro. El anexo 1 en la Tabla 2 se muestra el tamafio aproximado y las
diversas formas de los granulos de almidén de las fuentes mas comunes de
extraccion Thomas y Atwell (1999).



2.1.2 Propiedades fisicoquimicas del almidén
2.1.2.1Gelatinizacion,

Por muchos afnos los investigadores han tratado de definir la gelatinizacion del
almidén algunos simplemente llaman a la gelatinizacion como la pérdida de la
birrefringencia otros dicen que es el inicio del incremento de la viscosidad otros
usan palabras para caracterizar el proceso de gelatinizacion como (cocimiento |,
solubilizacion y gelificacion), aunque estas definiciones hasta ahora no describe la
gelatinizacion del almidon desde el punto de vista quimico. La definicion hasta
ahora mas comprensiva fue la que se gener6 de varios cientificos y tecnologos en
una conferencia de Ciencia y Tecnologia del Almidén en 1988 Formulando la
siguiente propuesta. Thomas y Atwell (1999).
La gelatinizacién del almidén es el colapso o ruptura del orden molecular del
granulo de almidon manifestando cambio “irreversible” en las propiedades como
hinchamiento granular, fusién de las regiones cristalinas, pérdida de birrefringencia
y la solubilizacidn del almidén en agua. El punto inicial de gelatinizacion y el rango
de temperatura en la cual ocurre es gobernado por la concentracién del almidonen
la suspension, método de observacion, tipo granular y la heterogeneidad de la
poblacién de granulos bajo observacion.
Los puntos criticos que marcan la gelatinizacion son:
a) Rompimiento del orden molecular
b) Es dependiente de la humedad y temperatura
c) Es irreversible (pérdida de birrefringencia)
d) Se incrementa el tamafio granular, sufre un hinchamiento con el incremento
de la temperatura
) Se incrementa la viscosidad de la solucion
Difiere con respecto a la velocidad de calentamiento, el pH y proporcion de
solidos.
g) Difiere con respecto a la fuente botanica del granulo y la proporcion de
amilosa y amilopectina
El granulo de almidén es esencialmente insoluble en agua fria (0 a 30°C) y previo
a la gelatinizacion son insignificantes los cambios al inicio de la aplicacién de
calor. ya que una combinacién de calor y agua causa cambios irreversibles en el
almidon; los mas sobresalientes son: La destruccion de la estructura semicristalina
evidenciada por la pérdida de birrefringencia y el incremento en el tamafo del
granulo, denotando que no todos los granulos se hinchan a la misma velocidad.
Todos los cambios que ocurren anteceden al incremento de la viscosidad del
medio en el cual el almidén es calentado. Cuando la mayoria de los granulos han
alcanzado su maximo de hinchamiento la suspension de almidon es llamada
‘pasta cocida” o almidén cocido, en este punto la viscosidad formada tiene la
habilidad para darle al almidén las propiedades de funcionalidad como ingrediente
en alimentos. La temperatura en la cual se inician los cambios es referido como
temperatura de gelatinizacion. En la actualidad debido a que no todos los granulos
de un almidon gelatinizan a la misma temperatura es mas apropiado establecer un
rango de temperaturas para indicar la gelatinizacion.

N N 0))



El rango de gelatinizacion varia dependiendo de la fuente botanica de cada
almidon en general la temperatura de gelatinizacion de el almidon de los
tubérculos y las raices es menor que la temperatura de gelatinizacion de los
cereales.

Desde el punto de vista mecanico el calentamiento del almidén en agua causa la
ruptura de enlaces de hidrogeno entre las cadenas del polimero por lo cual debilita
el granulo. Se cree que el hinchamiento inicial toma lugar en las regiones amorfas
del granulo en donde los enlaces de hidrégeno son menos numerosos y los
polimeros son mas susceptibles a disolucién. Cuando la estructura se debilita el
granulo embebe agua y se hincha aun que no todos los granulos gelatinizan
simultdneamente diferenciando el grado de rompimiento estructural del
hinchamiento granular. (Thomas y Atwell 1999).

2.1.2.2 Gelacion o pasta

Debido al continuo calentamiento mas y mas granulos de almidén se van
hinchando y la viscosidad del medio se incrementa hasta que llega a un maximo
cuando la mayoria de granulos se han hinchado y solo el menor porcentaje de
granulos permanecen intactos esto es referido como pico de viscosidad (“peak
viscosity”). En este punto el almidén es considerado como empastado,.para
almidones nativos la continuidad en el calentamiento eventualmente resulta en
una disminucion de la viscosidad al disolverse los granulos por efecto del calor.

La diferencia entre la gelacion y la gelatinizacion,.no esta perfectamente definido
ya que la gelacion es el fendmeno seguido de la gelatinizacion en la disolucion del
almidon. Esta gelacion involucra tanto el hinchamiento granular como la exudacion
de componentes moleculares del granulo y eventualmente la total destruccién del
granulo siendo importante recalcar que la gelificacion no es exactamente separado
de la gelatinizacibn aunque muchas veces es mejor describirlo como una
continuacion de la misma. En el punto no definido en donde termina la
gelatinizacion e inicia la gelacion es inusualmente relacionado al desarrollo de la
viscosidad de la pasta sin embargo, las diferencias entre estos dos términos solo
intercambian informacién para describir el mismo proceso.

Cuando los granulos de almidén son calentados en agua las pequefias moléculas
lineales de amilosa inician su solubilizacion y lixivian de los granulos cuando ellos
se hinchan. Si el calentamiento continua la amilosa restante asi como la
amilopectina son liberadas del granulo. La viscosidad de la pasta es la mas alta
cuando la mayoria de los granulos estan completamente hinchados y también hay
granulos intactos en el medio de cocimiento. Si el calentamiento continua la
solubilizacion de los biopolimeros se incrementa a medida que los granulos inician
la ruptura de enlaces de puentes de hidrogeno y se pierde la integridad estructural.
Para muchos almidones la textura y la viscosidad de la pasta resultante cambian
cuando esta es enfriada resultando una pasta viscoelastica o un gel dependiendo
del contenido de amilosa. En general un alto contenido de amilosa da un gel firme
y consistente. Un gel firme es el resultado de una reasociacion no covalente de las
moléculas lineales de amilosa después del calentamiento. El contenido de amilosa
y amilopectina de un almidéon en particular determinan las caracteristicas
reologicas de la pasta o del gel resultante por ejemplo almidén conteniendo
esencialmente amilopectina ( waxy corn) presenta un pico alto de viscosidad
seguido de un descenso brusco de la viscosidad durante el calentamiento
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continuo. Posterior al enfriamiento a temperatura ambiente o de refrigeracion, la
pasta resultante es considerada a ser cohesiva y viscoelastica aunque no puede
ser un gel consistente. De diferente manera el almidon de maiz dentado el cual
contiene aproximadamente el 25% de amilosa muestra un pico relativamente bajo
de viscosidad y un limitado descenso de la viscosidad durante el calentamiento,
posterior al enfriamiento usualmente se tiene un gel consistente, entendiéndose
como gel un sistema liquido con propiedades de soélido. (Thomas y Atwell 1999).

2.1.2.3 Retrogradacion

Los polimeros solubles de almidon y los fragmentos que permanecen insolubles
tienen una tendencia a reasociarse posterior al calentamiento. Esta reasociacion
es llamada retrogradacion. Una definicion de retrogradaciéon de almidon es la
siguiente:

La retrogradacién de almidon es un proceso que ocurre cuando las cadenas de
almidén comienzan a reasociarse en una estructura ordenada. En esta fase inicial
dos o mas cadenas de almidon pueden formar un simple punto de unién el cual
puede desarrollarse dentro de una mayor extension de regiones ordenadas,
cuando las condiciones son favorables hasta un orden cristalino puede aparecer.
La retrogradacion es especialmente evidente cuando la amilosa del almidon se
enfria. Al enfriase la pérdida de energia esta disponible para mantener
separadamente las moléculas de almidén solubilizadas. Retrogradacion resulta en
la formacion de agregados cristalinos y una textura gelatinosa. Aunque la
amilopectina puede retrogradar durante el enfriamiento con las moléculas lineales
de amilosa ya que estas tienen una gran tendencia a reasociarse y formar enlaces
de hidrégeno a lo largo de las cadenas de amilopectina. Conforme avanza el
proceso de retrogradacion la pasta de almidén se va opacando y tiende a la
formacion de un gel con el tiempo. Este gel gomoso tiende a expulsar agua y esta
accion es denominada como sinéresis. Esta sinéresis es muy comun encontrarla
en productos alimenticios que son formulados con almidén sin modificar.

Debido a que el proceso de retrogradacion es aplicado cuando el almidon se
enfria la sinéresis es mas notoria en productos refrigerados o congelados. La
estabilidad de un almidén al congelamiento es una medida del grado de sinéresis
o de la cantidad de agua expulsada. Esta es una consideracion importante para la
estabilidad de almidones en alimentos y esto debe ser tomado en cuenta cuando
se refrigeran o se congelan alimentos formulados con almidon. Es también
importante recordar que los almidones de diferentes fuentes botanicas retrogradan
a diferente velocidad y en varios grados de retrogradacion por ejemplo el almidén
de yuca con el 19% de amilosa da un gel suave y estable . Sin embargo el almidon
de maiz de alta amilosa (40%) proporciona un gel muy firme durante el
enfriamiento (Thomas y Atwell 1999).

2.2 Generalidades de la caseina

De acuerdo con Morr (1984) la produccién mundial de caseina en el afio de 1983
fue de 2.2 a 2.6x10° toneladas siendo los principales paises productores Nueva
Zelanda y Australia con una produccién de 8x10* toneladas La Comunidad
Econémica Europea con 1.08x10° toneladas y Polonia 2.9x10* correspondiendo al
36.66,. 44.58 y 13.75% del total de la produccién mundial respectivamente.



La caseina y caseinatos han ganado considerable importancia como ingrediente
funcional en productos alimenticios (Morr 1984) los usos de la caseina o los
caseinatos se pueden dividir en dos grandes grupos: el primer grupo de
aplicaciones no alimenticias correspondiendo al 40% del total y el segundo grupo
de amplia aplicacién en la formulacion de alimentos correspondiendo al 60% del
total.

Subdividiendo el primer grupo las aplicaciones principales son: 13% uso medicinal
7.0%, para la alimentacion animal y 20% para aplicaciones industriales. Las
aplicaciones en formulacién de alimentos son en la preparacién de analogos de
quesos 32%, crema para café 9.6%, panificacidon 9.2% elaboracion de postres
5.3% y otros usos 3.1% (Morr1984). Actualmente basado en sus propiedades
fisicas y funcionales la utilizacion de la caseina y/o caseinatos se ha incrementado
en usos como peliculas comestibles, agentes espesantes, estabilizantes,
gelificantes y emulsionantes (Prestige Proteins 2003).

Las aplicaciones de caseina y caseinatos en la industria alimentaria se desarrolla
en quesos fundidos, preparaciones dietéticas y en la alimentacién infantil, sin
embargo, las aplicaciones recientes de caseina y caseinatos se basan en sus
propiedades tanto nutricionales como funcionales, siendo la propiedad funcional
de los caseinatos como emulsificante y agente de enlace en helados, cremas para
café, cereales para desayuno y crema batida entre otras aplicaciones.

La caseina es un complejo de proteinas fosfatadas de caracter acido y constituye
la parte nitrogenada mas caracteristica de la leche representando el 80% del total
de sustancias nitrogenadas. Todas las caseinas son moléculas de gran tamafo
que contienen fosforo y entre los aminoacidos mas abundantes destacan el acido
glutdmico y en menor grado la leucina y prolina (Veisseyre 1988).

Las principales fracciones de la caseina son a (s1) Y o (s2), B Y k siendo la propiedad
distintiva de todas las caseinas su baja solubilidad en agua a pH de 4.6. El factor
comun en su composicion es que las caseinas son proteinas conjugadas ya sea
con grupos fosfato o esterificados a los residuos de la serina, esos grupos fosfato
son importantes en la estructura de las micelas de caseina.

El balance de los grupos ionizables de diversas caseinas conduce a constatar un
exceso notable de grupos acidos sobre los basicos debido al acido glutamico, y
aspartico que son dos amino acidos diacidos y el caso de la k caseina que es la
unica caseina que contienen una fraccion glucidica que esta formada por una o
varias frecuencias de galactosamina, galactosa —acido N acetilneuraminico o acido
sialico por lo que las proteinas son electronegativas. Es por ello la gran facilidad
de formar caseinatos. (Veisseyre 1988).

En solucién acuosa a pH de 6.8 las caseinas tienden a formar polimeros es decir
asociaciones de moléculas idénticas. Sin embargo se mantienen completamente
solubles, aunque en presencia de calcio idnico su comportamiento es diferente en
donde solo la k caseina es soluble a temperatura ambiente, la f caseina sola es
soluble a temperatura inferior a 5° C y las caseinas o (s1) Y o (s2), Son insolubles en
agua en un amplio rango de temperatura.



2.2 1. La caseina y los caseinatos

De acuerdo con Segalen (1980) los procesos empleados para extraer la caseina
de la leche descremada se basan en su insolubilidad a un determinado pH. En
donde se emplean tres diferentes técnicas para la extraccién de caseina lactica,
via quimica y fisicoquimica para obtencién da caseina acida y via enzimatica para
la obtencién de caseina renina. Al insolubilizar la caseina no solo se permite su
extraccion sino también su purificacion. Este estado insoluble impide su aplicacion
en diferentes campos donde se requiere un producto soluble. Por esta razén se
han utilizado técnicas para solubilizar la caseina como es la adicion de un alcali
dependiendo de la aplicacion en la industria ya sea alimentaria o farmacéutica a
los cuales esta destinado el caseinato. Se utilizan diversos alcalis para producir
diversos caseinatos como por ejemplo el caseinato de sodio que puede ser
producido por la adicion de hidréxido de sodio, bicarbonato de sodio o fosfato de
sodio.

Todas las caseinas son moléculas de gran tamafio que contienen fosforo y un
gran numero de aminoacidos, muchas aunque no todas las caseinas existen en
particulas coloidales llamadas micelas de caseina. Las particulas son voluminosas
conteniendo mas agua que caseina. Toda la caseina esta en solucion cuando la
concentracion, el pH y fuerza iénica son los de la leche aunque a menor cantidad
de Ca?* se forman pequefios agregados No existe acuerdo sobre su tamafio,
habiéndose sefialado diametros de 10 a 20 nm y pesos moleculares desde
250,000 a 2,000,000 de aqui que contengan de entre 10 y 100 moléculas de
caseina.

2.2.2 Propiedades fisicas y quimicas de las caseinas.

Las caseinas son proteinas acidas por ser ricas en acido glutamico y aspartico en
la caseina el contenido de prolina es extraordinariamente alto y este aminoacido
esta distribuido con gran regularidad a lo largo de la cadena peptidica lo que hace
improbable la presencia de estructuras ordenadas (o hélice o estructuras ), Otros
constituyentes como las caseinas os1 Yy la caseina 3 no poseen cisteina mientras
que la caseina as2 y sus derivados asi como la caseina k contienen dos residuos
de cisteina por molécula.

La composicion en aminoacidos de las caseinas le confieren una hidrofobicidad
media, ligeramente superior a la de la mayoria de las proteinas globulares, esta
propiedad le permite a las caseinas asociarse muy faciimente en complejos. El
conocimiento de caracteristicas estructurales de las proteinas de la leche permite
prever un cierto numero de propiedades fisicas y fisicoquimicas como la carga
eléctrica la cual puede ser modificada por la fijacion de idnes calcio.

El balance de los grupos ionizables de diversas caseinas conduce a constatar un
exceso notable de los grupos acidos de los basicos. Este exceso se explica por la
abundancia de aminoacidos diacidos glutamico y aspartico. Las diversas caseinas
poseen puntos isoeléctricos diferentes de 4.4 para las as 4.9 la caseina 3 de 3.7
la caseina x que es la mas cargada en glucidos siendo el punto isoeléctrico de
todas las caseinas de 4.6. El conocimiento de la secuencia de los aminoacidos de
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las proteinas de la leche proporciona una gran informacion sobre las
caracteristicas estructurales permitiendo calcular o prever las estructuras
tridimensionales y por lo tanto comprender las propiedades fisicoquimicas y
funcionales de los diferentes constituyentes proteicos de la leche.

2.2.2.1Caseinas o1

La localizacién de las cargas y de las cadenas laterales hidréfobas es muy
irregular. Esto confiere a la molécula un comportamiento di polar con un polo
globular mucho mas hidréfobo y un polo cargado; se puede establecer asi tres
fracciones hidréfobas comprendidos entre los residuos 1-44, 30-113 y 132-199 y
una parte muy fosforilada con residuos 41-80 que representa casi en su totalidad
la carga negativa ( -20.6) a pH de 6.6 en esta region se nota también la presencia
de un 9° grupo ortofosfato en al caseina oso Y ds1.

2.2.2.2Caseinas os>

Es la mas hidréfoba de las caseinas con una hidrofobicidad proxima a la de las
proteina globulares porque es mas fosforilada con 10 a 13 residuos fosfoseril / mol
y por ser mas rica en residuos catidnicos. Los residuos fosfoseril estan agrupados
en tres polos (residuos 8-16, 56-61 y 129-133) mientras que las partes hidréfobas
se limitan a las fracciones 160-207 (secuencia C terminal) y 90-120 (secuencia
central). Esta estructura sugiere que las interacciones electrostaticas son muy
importantes y dependen del pH resultando asi una gran sensibilidad a los iones
Ca™.

2.2.2.3Caseinas

Es la mas hidrofoba de las caseinas las partes fuertemente cargadas estan
separadas por una fraccién hidréfoba muy larga, asi la parte N terminal (residuos
1-21) que contienen cuatro de los 5 atomos de fésforo tiene una carga neta de —12
a pH 6.6 mientras que la parte hidréfoba no esta cargada. La molécula presenta
un caracter anfipolar muy marcado.

2.2.2.4Caseina k

Entre las diferentes fracciones que constituyen la caseina entera, la caseina k se
distingue a pesar de su pequeia proporcidon del 13% debido a que es soluble en la
presencia de calcio lo que le da un poder estabilizante frente al calcio. Posee un
papel de coloide protector lo que permite la formacion de micelas estables en
presencia de calcio.

La caseina k es pobre en fosforo 0.2% lo que representa de 1 a 2 atomos de
fésforo por molécula. Por el contrario, su contenido en serina y treonina es elevado
y sobre todo es notable la presencia de cisteina en su molécula en estado nativo.
La caseina k es la unica caseina que contiene una fraccién glusidica a esta
composicién en particular se debe un tipo especial de heterogeneidad debido a
qgue el numero de restos glucidicos fijados en la cadena peptidica puede variar.

2.3. Interacciones proteina — carbohidratos

El estudio de la interaccién de proteina con carbohidratos tiene sus inicios en la
década de los setenta siendo Takeuchi et al (1969) uno de los primeros
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investigadores en reportar las fuerzas de atraccion molecular que tiene lugar en la
interaccion de un sistema proteina — almidon. Encontrando en sus estudios que la
formacion de los complejos de la proteina con el almidon es debido a un fendbmeno
electrostatico de cargas representado por la carga positiva de la proteina y la
carga negativa del almidon. Otros estudios preliminares de la interaccion de
proteina — almidon fueron descritos por (Dahle et al 1975) en donde demuestra la
gran habilidad de las proteinas para incorporarse al almiddon gelatinizado, esta
capacidad de incorporacion, es altamente dependiente del pH y de la temperatura
encontrando estos autores que la maxima interaccion en un sistema de proteina —
almidén ocurre a un pH de 6.5, observando que al decrecer el pH la interaccion
caseina - almidon también decrece asi como al incrementarse el pH del punto
optimo (6.5) la interaccion también decrece. Por su parte Snoeren et al (1976)
estudio el sistema de interaccidén de carragenina con las proteinas de la leche a un
pH entre 6.0 y 7.0 encontrando estos autores que el efecto de interaccion se
intensificé con el aumento de la temperatura, ya que a la temperatura de 60°C no
se logra la desintegracion de las micelas de caseina sin embargo a la temperatura
de 90°C ocurrié una completa desintegracion de estas micelas acompafadas por
la aparente disminucion de particulas de caseina debido a la agregacion de estas
a la carragenina por medio de enlaces electrostaticos. Estudios con pectatos,
alginatos y carboximetil celulosa con proteinas de la mioglobina y albumina del
suero bovino fueron realizados por (Imerson et al 1977) quienes encontraron que a
pH 6 la estructura de la mioglobina es perturbada causando cambios espectrales y
disminucién de la estabilidad térmica, sin embargo, el calor de desnaturalizacién a
este pH provocé la formacion de complejos estables de alto peso molecular debido
a la agregacion polisacarido-proteina, inhibiendo la interaccidon proteina-proteina
como su precipitacion. Estos cambios son resultado de la fuerza i6nica y pH
sugiriendo que la interaccion es dada por fuerzas electrostaticas e incrementos en
la carga positiva neta.

En esta misma década usando un modelo esquematico como guia (Moore y
Carter 1974) proponen que las fuerzas moleculares como carga - carga e
interacciones de puentes de hidrogeno pueden mantener los carbohidratos dentro
de una matriz proteica.

Microfotografias de interacciones de proteina - carbohidratos fueron ilustradas por
Heertje et al (1993) en donde se observa la formacion de complejos estables de
alto peso molecular debido a la agregacion de los carbohidratos a la proteina,
inhibiendo asi las interacciones proteina - proteina y evitando su co precipitacion.
Estos cambios aparentemente son el resultado de las fuerzas idnicas sugiriendo
que la interacciéon proteina - carbohidratos se deben a las fuerzas electrostaticas
derivadas del incremento de la carga positiva neta.

Por su parte Hermansson (1979) desarroll6 complejos de proteina — carbohidrato
por calentamiento de mezclas de diferentes almidones con caseina y/o caseinatos
encontrando que las propiedades fisicas de viscosidad, gomosidad y adhesividad
del almidon fueron modificadas dependiendo de la proporcion de proteina, el
tiempo de reaccion, la temperatura y el pH del medio, afnadiendo que la adicién de
proteina mejora la estabilidad de las emulsiones por lo que el complejo proteina —
almidon puede ser usado ampliamente en el area alimenticia dado la diversidad de
aplicaciones de funcionalidad tanto del almidén como de la proteina.
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Pradeep et al (1999) estudiaron la interaccion de proteina - carbohidrato usando
en sus estudios almidon de maiz con proteina (caseina o hidrolizados de caseina)
encontrando que la incorporaciéon de esta proteina modifica la viscosidad y el perfil
reologico del almiddon. Debido a que cuando se gelifican los biopolimeros, la
amilopectina solo se hidrata, mientras que el medio continuo consiste de amilosa y
proteina. Asi probablemente la amilosa interactua con la proteina e hidrolizados de
proteina dominando el sistema, formando enlaces cruzados con el almidéon a
través de sus grupos hidrofilicos tales como —OH, -NH;, -COOH, y -SH. Las
interacciones formadas pueden ser almidén-proteina y almidén-hidrolizados de
proteina siendo estas las responsables por las altas viscosidades de pasta en fri6
comparadas con las del almidén sin proteina.

En otros estudios recientes Zaleska et al (2001) haciendo uso de la propiedad de
cargas en ambos biopolimeros describe una metodologia de separacion del
complejo proteina - almidén por electro sintesis, encontrando que la composicion
de los complejos formados es dependiente de la proporcion de los biopolimeros en
la solucion de la celda electrolitica. Por medio de un analisis termogravimétrico
sugieren estos autores que la mejor formacion del complejo caseina - almidon de
papa se obtiene en la proporcién 1:1, mientras que un pequefo exceso de la
proteina puede dar como resultado la co-precipitacion de la caseina por la
formacion de complejos entre los enlaces pépticos y las fracciones de
aminoacidos asi como las fracciones de fosfato o los grupos hidroxilos del
almidon.

La mayoria de las interacciones entre biopolimeros formados son sistemas de
fases separadas conteniendo el dominio de un polimero dispersado en la matriz
del otro. Menos frecuente es una interaccion atractiva entre polimeros diferentes
quimicamente resultando en polimeros de una sola fase. Comparados con
mezclas de polimeros sintéticos se tiene menos informacion disponible en mezclas
biopolimericas. La inmisibilidad ha sido observada para mezclas de algunos
polisacaridos, teniendo en su lugar una interaccidn atractiva entre proteinas y
polisacaridos anidnicos (Leloup et al., 1991). ZalesKa et al., 1999, 2000, 2001
desarrollaron un método de sintesis electroquimica para la formacion de
complejos polisacaridos anidnicos y proteinas y de acuerdo con estos autores los
biopolimeros formados poseen un rango amplio de propiedades y la mayor
interaccion fue obtenida para una relacion de 1:1 proteina-almidén.

Segun Marshall y Chrastil (1992) En los primeros estudios sobre las fuerzas
moleculares que conducen a una interaccion proteina almidon consideran a
ambos biopolimeros como coloides los cuales poseen carga superficial opuesta
Yoshimo .y Matsumoto (1966); Takeuchi (1969) La proteina deriva su carga
superficial de la composicion de aminoacidos de su estructura primaria. La
relacion de aminoacidos basicos (lisina, arginina e histidina) y aminoacidos acidos
(acido glutamico y acido aspartico) establece el punto isoelectrico en la proteina y
determina la carga de la superficie a un pH especifico.

Para el almidoén la situacion es mas compleja, Tanto la amilosa como la
amilopectina puras no poseen grupos de carga y son macromoléculas neutras.
Suspensiones de amilosa o amilopectina pura a muy alto o bajo pH provocan
deshidratacion y enolizacién de los grupos hidroxilo de la glucosa por lo tanto
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imparten una carga negativa a estas macromoléculas. Marshall y Chrastil (1992)
Sin embargo el pH en sistemas alimenticios es raramente extremo. En cereales,
los granulos de almidén contienen lipidos en el interior y la superficie de los
granulos (Morrison 1988). Muchos de estos lipidos son fosfolipidos los cuales
poseen una carga neta negativa. Marsh y Waight (1982) determinaron que la
suspension de almiddén de trigo posee un punto isoelectrico de 3.7 aunque el punto
isoelectrico de la suspension del almidon de papa no fue determinado en un rango
de pH de 2 - 10. Debido a la influencia de los fosfolipidos y a algun residuo de
proteina, la superficie del granulo de almidén estaria cargada negativamente y se
comportaria como un coloide cargado negativamente bajo condiciones de pH
encontradas en la mayoria de los sistemas alimenticios.

Dahle (1975) determino la interaccion de almidon proteina midiendo el almidén
remaneciente en solucién, después de la precipitacion del complejo almidén-
proteina. Siendo investigado el efecto del pH y calor en la habilidad de la proteina
de interactuar con el almidon, la maxima interaccién fue observada a un pH de 6.5.
La Interaccion fue ligeramente menor que el maximo alcanzado en el lado acido a
pH menor que 6.5, sin embargo, fue mucho menor que en el lado basico.

La interaccién de caseina con carragenina fue estudiada por (Heertje. 1993),
indicando que la carragenina es particularmente utilizada en productos lacteos en
el pH neutro (6-7) debido a la reaccién de los grupos sulfato de la k-caseina con la
carga positiva de la carragenina. Este efecto se intensifica con el aumento de la
temperatura es decir que a 60°C no se aprecia desintegracion de micelas de
caseina sin embargo a 90°C ocurre una completa desintegracion de micelas de
caseina acompanada por la aparente perdida de particulas de caseina y la
agregacion de estas, a la carragenina a través de enlaces electrostaticos.

Otros estudios han identificado la influencia de varios parametros, es decir que la
interaccion electrostatica es determinada por las caracteristicas fisicoquimicas de
cada polimero (densidad de carga y masa molar) su concentracion y relacion en la
mezcla, asi como las condiciones de la solucion (pH, fuerza idnica, tipo de iones)
(Schmitt et al., 1998). Ademas la temperatura, cizallamiento, y presion pueden
afectar la formacion y estabilidad de complejos (Schmitt et al., 1998). Previos
estudios de la interaccion entre carboximetilcelulosa (CMC) y proteinas (proteinas
del suero de la leche, gelatina) mostraron que la formacion de los complejos
puede ser controlada midiendo la viscosidad, la turbidez y el volumen coacervado
(Koh 1988a y 1988b). ) También fueron estudiados en detalle polimeros sintéticos
en combinacion con albumina de suero bovina (BSA para la purificacion de
proteina usando medidas de turbidimetria y titulacion de pH. El pH induce
transiciones estructurales (pH transicion) en la proteina, medida en funcién de su
fuerza idnica. Dos valores de pH especifico, pHc y pH@ fueron identificados. La
formacion de proteina soluble complejo poli electrdlitos fue iniciada a pHc, el cual
precede al pH de la fase de separacioén visual llamada pHg (Kaibara et al., 2000;
Mattison et al., 1999). Los anteriores estudios fueron realizados con polielectrolitos
sintéticos y sistemas con biopolimeros frecuentemente usados en productos
alimenticios. La novedad de estos estudios es el uso de una mezcla compleja de
proteinas del suero (Aislado de proteinas del suero de leche, SP) con un complejo
de polisacaridos, goma arabiga. La titulacion acida de la mezcla de los
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biopolimeros fue realizada para observar el pH de transicién en polielectrolitos
débiles, semejantes a la goma arabiga. La mezcla de biopolimeros fue lentamente
acidificada con glucona 6 lactona (GDL), y su turbidez, intensidad de dispersion y
tamafo de particula fueron monitoreados en paralelo y revelaron la formacion de
complejos solubles e insolubles. La determinacién del diagrama de estado difiere
con los encontrados con los polielectrolitos fuertes, asi como la fuerza iénica y pH
(Weinbreck et al., 2003).

Investigaciones realizadas con proteinas del suero de la leche y goma arabiga,
que posee una ramificacién con un numero de polisacaridos enlazados a una
cadena de polipéptidos (Islam et al., 1997). Este polisacarido presenta buenas
propiedades de emulsificantes y una marcada viscosidad baja. La goma arabiga
es un poli electrolito débil que posee grupos carboxilo y sus medidas
electroforéticas indican que esta cargada negativamente aproximadamente a pH
2.2, desde que a menor pH (<2.2) la disociacion de los grupos carboxilo es
suprimida (Burgess & Carless, 1984). De la estructura molecular de la goma
arabiga se puede estimar la densidad de carga de los poli electrolitos como un
grupo carboxilo por 5 nm (Islam et al., 1997). El aislado proteico de suero de leche
contiene 75% de B-Lactoglobulina (B-1g) y 15% de a-lactoalbumina (a-lac). Nativa
B-1g tiene un punto isoeléctrico (pl) a pH 5.2 y nativa a-lac a pH 4.1, y tienen
carga positiva debajo de su punto isoeléctrico. Una ves que el pl de B-1g es mayor
que el pl de a-lac y porque B-1g esta presente en mayor cantidad que a-lac, se
puede indicar que la interaccidn entre la proteina del suero y la goma arabiga esta
dominada por la p-1g. La formacion de complejos entre las proteinas del suero y la
goma arabiga resultan en un rango de pH donde las macromoléculas tienen
cargas opuestas (Weinbreck et al., 2003).

2.3.1 Usos de mezclas en base a las interacciones de caseina - almidén

El "pudin” es sin duda el ejemplo clasico de un almidén con un producto lacteo
otros productos en donde la conjuncion de almidén y caseina pueden estar
presentes son los postres frios, el yogur, las cremas acidas y el queso fresco. Los
almidones modificados usados en productos lacteos estan en el orden de 1 a 7%
en peso del total de la formula y funcionan como texturizantes, estabilizantes y/o
agentes de viscosidad (Thomas y Atwell 1999). En la seleccidén para la aplicacion
de un almidon en productos lacteos se requiere que este tenga tolerancia al calor
y a la accion mecanica, también estable al almacenamiento a bajas temperaturas
(0 a 4° C). Esto debido a las condiciones de procesado de los productos lacteos
en donde se requieren altas temperaturas para la pasterizacion, una alta tolerancia
a la accién mecanica en la homogeneizacion y una distribucion y almacenaje a
bajas temperaturas. De acuerdo con Kalab et al (1975) la adicion de hidrocoloides
estabiliza el yogurt evitando la separacion del agua (sinéresis) aumentando su
viscosidad concluyendo estos mismos autores que los hidrocoloides actuan como
espesantes o estabilizantes en el yogurt. Los almidones de maiz o trigo, son
hidrocoloides que podrian ser utilizados como estabilizantes o espesantes en el
yogurt. Recientemente el empleo de mezclas de proteina con el almidén han sido
usados para la formulacién de alimentos hipoalergénicos para infantes y férmulas
nutricionales para adultos (Goel et al 1999).
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El estudio de las interacciones proteinas — carbohidratos tiene relevancia para
aplicaciones en la industria de los alimentos uno de ellos como peliculas
comestibles, o materiales de empaque (Bystricky et al., 1990, 1991; Aggour, 1993;
Dalev & Simeonova, 1995; Korolezuk et al., 1996; Arvanitoyannis et al., 1997;
Ghorpade et al., 1997, Zbikowska et al., 1998), microencapsulacion de
ingredientes o cosméticos, substancias grasas, analogos de carne, peliculas,
adhesivos (Dickinson, 1998; Doublier, 2000; De Kruif & Tuinier, 2001; Sanchez &
Paquin 1997; Tolstogusov 1996) y en varias otras areas (Shogren et al., 1993;
Chandra & Rustigi, 1997, Tomasik & Schilling, 1998. Otro uso no alimenticio de la
interaccion proteina carbohidratos como recubrimientos o coberturas de productos
farmacéuticos (Lee et al., 1991; Imam et al., 1992; Jane et al., 1994; Arevalonino
et al., 1996).

Existe una continua necesidad de modificar las propiedades de estos materiales
para mejorar sus aplicaciones y conferirles nuevos usos. Por lo que se estan
proponiendo varios métodos de preparacion de materiales biodegradables, los
cuales tienen diferencias en cuanto a su biodegradabilidad. Algunas
investigaciones basadas en la produccion de mezclas homogéneas de polimeros
sintéticos con biopolimeros naturales indican que son de facil biodegradacion
(Shogren et al., 1993, Van Soest et al., 1996, Chandra & Rustigi, 1997,
Golachowski & Leszczynski, 1997; Fishman & Coffin, 1998). Las propiedades de
estos complejos 0 mezclas dependen fuertemente de los componentes y métodos
de preparacion, basados en las caracteristicas de los materiales investigaciones
realizadas por Jane et al., (1994), Dejewska et al., (1995); Ghorpade et al., (1997);
Otaighe & Jane, (1997); Zaleska et al, (1999), indican que los biopolimeros
formados son totalmente biodegradables.

Estudios de Ganz, (1966) indican que la CMC, también presenta propiedades
estabilizantes las cuales pueden ser incrementadas cuando se combina con
almidon debido a que se promueve la reduccion de la temperatura de
gelatinizacion aumenta la viscosidad y reduce el tiempo de cocimiento del almidén.
Otros tipos de interacciones entre polioxidos y proteinas son dutiles en la
preparacion de geles alimenticios,: los enlaces covalentes (por ejemplo), se usan
para formar geles muy elasticos por reticulacion de la gelatina con esteres de la
pectina o alginatos.

2.4 Generalidades de la extrusion

El extrusor de rosca unica fue aplicado a la industria alimentaria en 1935 en la
produccion de pastas alimenticias (Rossen y Miller. 1973). Desde aquella época,
una intensa utilizacion de este equipo ha ocurrido en el procesamiento de
alimentos intensificando por la introduccion del extrusor de cocimiento. Cuando se
emplea el extrusor de cocimiento se dota de energia térmica y mecanica al
material en proceso. Para que esto ocurra el alimento es forzado por un tornillo sin
fin a pasar por una matriz con diametro inferior al del cilindro calentado y por lo
tanto se restringe el flujo del material. El proceso de coccion de alimentos por
extrusion presenta algunas caracteristicas unicas comparadas con otros procesos
térmicos, especialmente por el alto grado de corte mecanico al que es expuesto el
alimento. Este es capaz de romper enlaces covalentes en los biopolimeros y la
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intensa disrupciéon de la estructura por la accion mecanica, facilita las reacciones
que en otros procesos estan limitadas por la difusion del reactante y el producto
(Bjorck, et al 1984).

Actualmente, los extrusores de alimentos son considerados como bioreactores de
alta temperatura y corto tiempo (HTST) que transforman una gran variedad de
materias primas en productos intermediarios o productos finales, tales como
harinas precocidas instantaneas, cereales para desayuno, alimentos tipo botana
dulces o salados, alimentos para animales, proteinas texturizadas y alimentos de
uso infantil precocidos de alto valor nutritivo, ademas de bases para sopas y
bebidas instantaneas y almidones pregelatinizados

2.4.1 Efecto de las variables de extrusion en almidon y proteina

Durante el proceso de extrusion el almidon esta sujeto a la accién de energia
térmica y mecanica por lo que puede sufrir desde una parcial hasta una completa
fragmentacion de los granulos durante su gelatinizacion (Meucier, 1984). Ademas
de la gelatinizacion, la formacion de oligosacaridos con bajo peso molecular fue
encontrado por Chiang y Johnson (1977) en almiddn de trigo, Mercier, (1977) con
almidoén de papa y Owuso y Ansah, Voort y Staley (1983) en almidon de maiz. Sin
embargo (Mercier y Feillet 1975) no observaron la presencia de oligosacaridos en
diferentes almidones procesados por extrusién lo cual puede ser debido a la
diferencia en las condiciones de procesamiento.

El efecto de la extrusion en el almidén ha sido extensivamente estudiado por Tang
y Ding (1994) destacando los estudios de Colonna et al (1984) y Linko et al (1981
y 1992). Reportando estos autores que el principal efecto de la extrusion en el
almidon es la fragmentacion de la estructura granular, asi como la parcial o total
destruccion de la estructura cristalina. Teniendo por lo tanto un efecto en las
propiedades funcionales como son los indices de absorcion y solubilidad en agua,
la expansion y cambios en la viscosidad tanto en el ciclo de calentamiento como
en el de enfriamiento. Diversos otros autores han estudiado los cambios en la
estructura macromolecular del almidén provocada por la extrusion como es el caso
de Colonna et al (1984), Davidson et al (1984a y 1984b), Diosady et al (1985),
Ding y Tang (1990), encontrando que la relacién entre los cambios estructurales
en el almidon y las propiedades reoldgicas son de suma importancia.

Por su parte Gomez — Aguilera en (1984) Describe en sus estudios que debido a
que la humedad es usualmente limitada durante el proceso de extrusion, el
almidon puede existir tanto gelatinizado como fundido y la relacion de amilosa -
amilopectina puede ser reducida por la hidrélisis causada por el efecto de la alta
temperatura, el alto efecto de cizalla y la baja humedad. Concluyendo que la
textura final del almidén extrudido puede ser debido a la combinacion de varios
factores como son la temperatura, la accion mecanica (cizalla) y la presién durante
el proceso de extrusion Este mismo autor proponen un modelo para predecir la
textura final de productos de un sistema proteina — almidon extrudido bajo un
conjunto de condiciones experimentales. Adicionalmente tanto Hauck (1981) como
Meuser et al (1987) en sus respectivos trabajos concluyen que al adicionar
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proteina al almidén se mejora la textura y el volumen de expansion de productos
extrudidos

Para un determinado almidén la influencia del proceso de extrusiéon en las
caracteristicas del producto es determinada por el tipo de extrusor utilizado y
variables del proceso las cuales modifican la cantidad y tipo de energia mecanica
o térmica. De acuerdo con Mercier (1986) las variables mas importantes del
proceso de extrusion son la temperatura, velocidad y diametro del tornillo sin fin,
diametro de la matriz, configuracion del tornillo, flujo de alimentacién y humedad
del material. El efecto por extrusién en el alimento ha sido estudiado por Colonia y
Mercier (1983) El principal efecto de este tratamiento termomecanico es la ruptura
de la estructura granular cristalina del almidén, mostrado por difraccién de rayos X
(Mercier et al 1980) y microscopia electronica de barrido (Chinnnaswuamy et al
1989). Las propiedades funcionales especificas, solubilidad en agua y capacidad
de absorcidn; asi como la relacion de expansién y viscosidad de la pasta sobre un
ciclo de calentamiento — enfriamiento de los almidones extrudidos han sido
investigados por Mecier y Feillet (1992). Otros autores han estudiado los cambios
de estructura molecular del almidon debido a la extrusion ( Colonna y Mecier
1983); (Colonna et al 1984; Davidson et al 1984, Diosady et al 1985; Ding y Tang
1990; Tang 1991; Davidson 1992 Mitchell y Aeras 1992.

Temperaturas de extrusiéon en el rango de 65 a 250° C han sido utilizadas por
diversos autores en la extrusién de almidones y harinas (Mercier et al 1975, 1977
y 1980); Chang et al 1977, Hoseney 1982); (Owusu-Ansar 1983 y 1984), y (Gémez
— Aguilera 1984) Ellos observaron que el indice de absorcion de agua y el grado
de gelatinizacion llegaban a un maximo a determinada temperatura de extrusion,
adicional a esto el indice de solubilidad en agua aumenté con respecto al aumento
de temperatura

Owusu-Ansah et al., (1983) estudiaron el efecto de las principales variables de
extrusion sobre los cambios fisicoquimicos de almidén, utilizando un extrusor de
doble tornillo. Evaluaron el efecto de la temperatura en el rango de 100 a 240 °C,
humedad del 11 al 23% y la velocidad del tornillo entre 50 y 90 rpm. Estos autores
encontraron que todas las caracteristicas fisicoquimicas medidas, excepto la ISA,
(indice de solubilidad en agua) fueron significantes en sus términos de primero y
segundo orden. De acuerdo con los autores, la viscosidad disminuyo en todo el
rango experimental de temperatura y el grado de gelatinizacion presentd un
maximo a los 170°C y posteriormente disminuyeron, con el aumento de la
temperatura. El ISA incrementé con el aumento de la temperatura y de la
humedad.

Chinnaswamy et al., (1989) estudiaron el efecto de la temperatura (140 °C)
humedad 14% y velocidad del tornillo (150 rpm) en el almidén usando un extrusor
de laboratorio marca Brabender (modelo 2802) Los autores encontraron que el
doble procesamiento de extrusion disminuy6 el grado de expansion (GE) desde
12.9 a 7.6 %, del tamafio de las células de gas y del volumen del producto
expandido, en relacién al primer procesamiento. Contrario a esto, los autores
reportan que la solubilidad en agua aumenté considerablemente de 28.8 a 35.4 %
con el doble procesamiento, mientras que el esfuerzo de corte se mantuvo
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practicamente constante de 0.64 a 0.68 Mpa. Ademas reportan que por
calorimetria diferencial de barrido (DSC) la temperatura de fusién fue de 54°C para
el almidén retrogradado y los difractogramas de rayos X mostraron una forma
cristalina de tipo "B". En términos generales, los autores reportan interesantes
cambios quimicos, fisicos y estructurales que se realizan durante el procesamiento
por extrusion de almidon, los cuales afectan, de manera importante, la calidad de
los productos.

Otros trabajos realizados por Chinnaswamy y Hanna (1990), reportan un estudio
sobre las propiedades funcionales y macromoleculares de almidén procesado por
extrusion, como el efecto de la humedad y temperatura de proceso, con y sin la
adiciéon de aditivos quimicos. Los autores reportan que el maximo grado de
expansion fue a 14% de humedad y que decrecia con el aumento de la humedad;
la viscosidad aparente y el esfuerzo de corte se incrementé con el aumento del
contenido de humedad y la solubilidad en agua disminuyd con el aumento del
contenido de humedad inicial de la muestra. También, el almidén fue
progresivamente degradado a medida que disminuia el contenido de humedad
durante la extrusion.

Chiang and Johnson (1977) estudiaron algunos de los factores mas importantes
que afectan la gelatinizacion del almidén de trigo durante el proceso de extrusién,
como la humedad (18, 21, 24 y 27%), temperatura (65, 80, 95 y 110°C), velocidad
del tornillo (60, 100 y 140 rpm) y el tamano del dado de salida (2/16, 3/16, 4/16 y
6/16 pulgadas). En este trabajo, los autores utilizaron un extrusor de laboratorio de
tornillo simple de % de pulgada, longitud / diametro 25 a 1, con una relacion de
compresion de 3:1, marca Brabender, modelo 2503. Los autores reportan que
tanto la temperatura, el contenido de humedad y la velocidad del tornillo, asi como
la interaccion entre la temperatura y la humedad, afectaron significativamente la
gelatinizacion del almidon. Asi mismo, esta ultima se incrementé bruscamente con
el incremento de la temperatura, se observé que con humedad de (24 a 27%); se
incrementd mas suavemente en contenidos bajos (18 a 21%) de humedad. Por
otro lado, el grado de gelatinizacion presentdé una muy ligera disminucion al
incrementar la humedad, a temperaturas de operacion del orden de (65 a 80°C).
No obstante, a temperaturas altas (95 a 110°C) la gelatinizacion aumento
significativamente con el aumento de la humedad. También, el incremento en la
velocidad del tornillo y en el diametro del dado de salida diminuyé la gelatinizacion,
lo cual pudiera deberse a la disminucién de los tiempos de retencion. Finalmente,
los autores reportan que el procesamiento de extrusion degrada los polisacaridos
del almidén ya que encontraron que los niveles de mono y disacaridos fueron
incrementados significativamente.

Gomez y Aguilera (1983) caracterizaron productos de maiz extrudidos bajo
diferentes condiciones de humedad (23.7, 18.5, 15.4, 13.9 y 7.6%) y cuantificaron
el grado de degradacion del almiddn, utilizando un extrusor Wenger X-5 de
laboratorio con una velocidad del tornillo de 750 rpm, dado de salida de 4.0 mm de
diametro interno. Estos investigadores encontraron que a menor contenido de
humedad (CH) fue mayor la temperatura en el dado de salida, mayor la
susceptibilidad enzimatica (gramos de maltosa/100 g de muestra), mayor el grado
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de gelatinizacién (GG, %), mayor el indice de yodo (BV), menor los carbohidratos
insolubles en agua (CIA, %), mayor el indice de solubilidad en agua (ISA, %) y
menor el indice de absorcidén de agua (IAA, gramos de agua / gramos de materia
seca). Finalmente, los autores reportan una alta correlacion negativa entre CIA y
ISA (r = -0.979), lo que sugiere que la fragmentacion de los carbohidratos es la
principal fuente del material soluble en agua; una correlacion de r = 0.963 entre
GG e ISA, indicé que en el caso de productos extrudidos el GG podria ser
considerado como un indicador del grado de degradacién del almidon. También,
reportaron que el IAA depende de la disponibilidad de grupos hidrofilicos, los
cuales ligan las moléculas de agua y de la capacidad de formacion de gel de las
macromoléculas. Los autores concluyen que la dextrinizacién parece ser el
mecanismo predominante de la degradacion del almidon durante el proceso de
extrusion a baja humedad y alto corte, lo cual quedd evidenciado mediante
estudios viscoamilograficos y de microscopia electrénica de barrido.

Case et al. (1992) estudiaron los efectos de la gelatinizacion sobre propiedades
mecanico - texturales en productos de trigo y de maiz, con contenidos de
humedad de 28% para harina de trigo y de 35% para mezclas de harina y almidén
de maiz y para almidén de trigo. El trabajo fue efectuado en un extrusor de doble
tornillo, marca Werner & Pfieiderer, modelo ZSK30, con un dado de salida
rectangular (50.8 X 0.7614 mm) para obtener un producto no expandido de tercera
generacion, el cual posteriormente fue sometido a freido. Las temperaturas
evaluadas fueron entre de 60 a 120° C, una velocidad del tornillo de 50 a 175 rpm
y una alimentacion de 5, 10 y 15 Kilogramos / hora. Reportan que a mayor grado
de gelatinizacion de los almidones, la expansion del producto freido era mayor.
Estos resultados fueron similares a los reportados para productos que fueron
directamente expandidos en la salida del extrusor. La densidad aparente (DA) de
los productos expandidos tendié a disminuir con el aumento en el grado de
gelatinizacién (GG), siendo minima (160 Kg. /m® con un 75% de gelatinizacién,
para los cuatro materiales estudiados. La textura de los productos freidos presenté
un comportamiento parabdlico, con un aumento en la fuerza maxima necesaria
para quebrar (FM) los productos a medida que aumenté el grado de gelatinizaciéon
y después de alcanzar el maximo la fuerza tendié a disminuir con el aumento de la
gelatinizacion. Case et al. (1992) concluyen que el uso de GG, DA y FM pueden
ser buenos estandares de medicidn para comparar almidones de diferentes
especies y para comparar resultados de diferentes extrusores Orford et al. (1993)
sefalan que la extrusion de los materiales conteniendo almidén causa grandes
cambios micro estructurales y modificaciones de las propiedades funcionales, por
lo que estudiaron el efecto de las diferentes condiciones de extrusion sobre el
tamafo molecular y propiedades funcionales de almidon de maiz ceroso con 98%
de amilopectina. En sus estudios reportan que la viscosidad intrinseca del material
extrudido fue la mitad de la del material original, debido a una disminucién en el
tamano molecular medio. Ademas, el indice de solubilidad en agua aumenté con
la degradacion del almidon y que la viscosidad de la dispersion estaba relacionada
con la viscosidad intrinseca y con el peso molecular. Los autores concluyen que
de acuerdo a los analisis de calorimetria y un adecuado control de la temperatura
a la que es sometida la muestra, combinado con la degradacion, puede ser usado
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para manipular las propiedades de cristalizacion de productos basandose en
almidon.

2.4.2 Interaccion proteinas - almidon por proceso de extrusion

Muchos productos alimenticios con bajo contenido de humedad aunque a alto
porcentaje de proteina y almidén son fabricados, tales como las pastas, botanas y
cereales para desayuno (Matz 1991). Los alimentos fabricados son tipicamente
expuestos a altos tratamientos térmicos durante el procesamiento, el mas popular
en la industria de los alimentos es la extrusién. Los extrusores combinan altas
temperaturas con baja humedad, alta cizalla y presion generando una variedad de
texturas. El contenido de humedad de los materiales extrudidos es usualmente
entre 15y 40% a estos niveles de humedad, desnaturaliza la proteina y el almidén
gelatiniza a altas temperaturas mas que en sistemas de alta humedad. Las
modificaciones de la proteina durante el proceso de extrusion son pobremente
entendidas. Se tiene evidencias que sugieren que las proteinas tienen la carga,
tamano, y forma alineada correctamente durante el tiempo de residencia en el
extrusor, después que la masa es extrudida y enfriada las moléculas de proteina
se encuentran correctamente alineadas, interacciones pueden ser formadas
estabilizando el producto final. Lai y Kokini 1991 indican que la alta fuerza de
cizallamiento en el extrusor juega un papel importante en la determinacion de las
propiedades de los productos extrudidos. En cuanto al almidon debido a que la
humedad es limitada durante la extrusion este puede existir en sus dos estados
plastificado y gelatinizado, los polimeros de amilosa y amilopectina pueden estar
reducidos a fragmentos. Como resultado de la fuerza de cizalla aplicado a
moléculas de amilopectina, estas son fragmentadas principalmente en los enlaces
a 1-6, este fenobmeno es atribuido a la disminucion en la viscosidad, con el
incremento en el contenido de agua disminuye la fuerza de cizalla aplicado a la
molécula (Davidson 1994). Los productos de la fragmentacion macromolecular son
del orden de 50,000 — 200,000 de peso molecular (PM), limites de 10° a 10" PM
para los fragmentos fueron reportados por Van Lengerich (1990) y Politz et al
(1994), estos estudios también indican que a mayores contenidos de agua de 20 —
30%, disminuye la fragmentacion de los polimeros. En contraste a estas
observaciones Wen et al (1990) encontraron que las proteinas del maiz fueron
mas resistentes al cizallamiento y no fragmentan durante la extrusion. El efecto del
SME (Specific Mechanical Energy) en la gelatinizacion del almidén fue debido
probablemente a la ruptura de los enlaces de puentes de hidrogeno por fuerzas
mecanicas, catalizando el proceso de gelatinizacion (Wang et al 1992). De
acuerdo con Linko et al (1992) y Tang et al (1994) el efecto de la extrusién en el
almidon provoca la ruptura de la estructura granular, asi como la parcial o total
destruccion de la estructura cristalina. Teniendo por lo tanto un efecto en las
propiedades funcionales como son los indices de absorcion y solubilidad en agua,
la relacién de la expansion y cambios en la viscosidad tanto en el ciclo de
calentamiento como en el de enfriamiento del almidon extrudido.

El efecto de la extrusion en la estructura de la proteina ha sido menos estudiada,
en harina de maiz extrudida las proteinas resultan ser menos solubles en alcohol y
soluciones alcalinas que inicialmente, debido a que los grupos sulfhidrico libres y
enlaces de disulfuro de las proteinas sufren modificaciones cuando expuestos a
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alta temperatura y presion, resultando en la insolubilizacion (Abe et al, 1985).
Otras investigaciones indican que los enlaces de disulfuro juegan un papel menor
en la texturizacidn por extrusion y proponen que los enlaces de amida son los
responsables por la formacion de la textura. Neuman et al (1984) mostraron que
los enlaces de disulfuro en harina de soya son importantes y no encontraron
evidencia apreciable de enlaces peptidicos intermoleculares. Wen et al (1990)
observo que la maxima fragmentacién del almidén generalmente ocurre a menor
contenido de humedad (20%) y baja temperatura (100°C) y alta velocidad del
tornillo (300 rpm) y que la proteina disminuye su solubilidad debido a la
desnaturalizacion térmica, oxidandose los grupos sulfhidrico y la destruccion de
los aminoacidos tirosina serina y treonina. Alonso et al (2002.) Observaron la
perdida de solubilidad de harinas de frijol kidney y arbeja cuando fueron
extrudidas. Sin embargo cuando la proteina de soya fue extrudida con el objeto de
inactivar los factores antinutricionales mejor6 su solubilidad y digestibilidad,
cuando esta fue procesada a menor velocidad de extrusion y alta temperatura,
(Ainsworth et al 1999). Pommet et al (2003) observaron que al extrudir la proteina
de soya esta sufre agregacion a través de enlaces cruzados y la energia de
activacion fue dependiente de las condiciones de extrusion. El incremento en la
densidad reticular parece ser inducido por la severidad del tratamiento, la
temperatura y fuerza de cizalla afectan las caracteristicas estructurales del
bioplastico proteina.

Chang et al 2001 extrudieron proteina de soya con almidén de yuca y observaron
un incremento en la expansién de los productos. Reportando que una mayor
concentracion de proteina de soya resultdé en un mayor volumen especifico con
alta temperatura y concentracion de proteina se obtuvieron mayor absorcion de
agua y menor solubilidad. Wang et al 2003 realizaron la extrusion de zeina con
acido oleico como plastificante para la formacién de peliculas y observaron que la
formacion de la resina fue consecuencia de la interaccion de los componentes
promoviendo su plastificacion.

2.4.2. Caracterizacion de extrudidos

Una gran variedad de métodos se emplean para caracterizar los extrudidos y para
analizar los efectos de las variables del proceso por extrusion. Consecuentemente
es dificil comparar los resultados obtenidos por los diversos centros de
investigacion por lo que es deseable emplear metodologia estandarizada. En
general los métodos preferidos son aquellos que incluyen los cambios en las
propiedades fisicas por la fragmentacion del almidon, el grado de gelatinizacion, la
desnaturalizacion de proteina, la inactivaciéon enzimatica y modificacion de lipidos.

Los analisis fisicos mas recurrentes para la caracterizacion de los extrudidos son
la expansion que es expresada como la relacién de areas ( Mercier y Feillet 1975)
o diametros ( Van Zuilichem et al 1975), de la forma cilindrica del extrudido entre
el area o diametro de la superficie de la matriz del extrusor, asi como la relacion
de la expansion volumétrica que relaciona a ambas expansiones radiales y
longitudinales propuestas estas ultimas por los modelos de Alvarez- Martinez et al
(1988).

2.4.2.1 Expansién de productos extrudidos
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Muchos estudios del comportamiento de la proteina de soya durante la extrusion
se han llevado a cabo. Faubion et al (1982) reportaron que la adicion de proteina
de soya (8%) al almiddon de trigo provocd un incremento en la expansién, sin
embargo, la adicién de proteina de gluten causd una reduccién en la expansion.
Por su parte Martinez-Serna y Villota (1992) observaron una reducciéon del 30 %
en la expansiéon al adicionar 10% de proteina de suero de leche a almidén de
maiz. En otros estudios Wen et al (1990) encontraron que la fragmentacion de la
amilopectina del almiddn, debido al proceso de extrusién, fue del orden de 17 a
60% dependiendo de la humedad y velocidad de tornillo en el extrusor. El
contenido de la amilosa asi como la amilopectina en el almidon tienen influencia
en la expansién siendo el alto contenido de amilopectina el que puede provocar
una pobre expansidn y viceversa alto contenido de amilosa provoca alta expansion
(Bhattacharya y Hanna 1987). Adicional a lo anterior Zhang y Hoseney (1998)
reportaron que la presencia de particulas cristalinas da como resultado una pobre
expansion. La densidad volumétrica es también una medida de la expansion y es
expresada como Kg / m>.

De acuerdo con Chinnaswamy y Hanna (1990), a menor humedad se incrementa
la resistencia al flujo, lo cual incrementa el cizallamiento dentro del extrusor y a su
vez, degrada las moléculas de almidén. Con relacion al efecto de la temperatura,
los autores reportan que el grado de expansion fue maximo a 150'C,

2.4.2.2 indices de solubilidad y absorciéon de agua

La solubilidad en agua y la viscosidad aparente aumentaron con la temperatura y
el esfuerzo de cizalla presentd un pico minimo a 150°C. El aumento de la
temperatura de extrusion incremento la degradacién del almidon. Segun; estos
autores Chinnaswamy y Hanna (1990), otros de los factores que afectan de forma
importante las caracteristicas funcionales y de expansion, son la calidad de la
materia prima, contenido y composicion de almidon, proteinas, lipidos y fibra. De
éstos, uno de los que mas afectan las caracteristicas de expansion, es la relacion
amilosa - amilopectina. En dicho estudio encontraron que la solubilidad en agua de
los productos extrudidos disminuian con el aumento en la concentracion de
amilosa (0-75% almidon nativo), en la muestra; el fraccionamiento de las
moléculas mostré6 un comportamiento de disminucién de la fraccién |
(amilopectina) y aumento de la fraccion Il (amilosa), proporcionalmente, a medida
que aumentaba la concentracion de amilosa y el mejor grado de expansion se
presentd con un contenido de amilosa del 50%. Asimismo, los autores reportan
que aparentemente el peso molecular promedio y la fragmentacién de las
moléculas de almiddn son las que controlan el grado de expansion, mas aun que
la naturaleza cristalina o el grado de gelatinizacién de estos. Tang and Ding (1994)
establecieron una relacion cuantitativa entre las propiedades funcionales y
modificaciones macromoleculares de almidon extrudido, desde el punto de vista
estructura - molecular. Se cree que la expansion en los materiales extrudidos a la
salida del dado ocurre como un resultado de una desorientacion de
macromoléculas que son orientadas dentro del dado por alto esfuerzo de corte.
Por otro lado, desde el punto de vista tecnolégico, se cree que la expansion ocurre
como un resultado de la recuperacion de la deformacidon elastica de fusion
impuesta en el dado. Lo que es claro, es que la expansion de los extrudidos
depende de las propiedades reoldgicas de los polimeros del almidédn las cuales, a
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su vez, dependen de los parametros moleculares, es decir peso molecular,
distribucion del peso molecular, grado de rompimiento de las moléculas. De
acuerdo con sus investigaciones, Tang and Ding (1994), dedujeron que la
extension de la degradacion molecular en el almidon extrudido puede predecirse
usando el grado de expansion y concluyen que los efectos mecanico y quimico
sobre la extrusiébn de almidon o materiales amilaceos puede ser controlado
facilmente "in situ' por mediciones de la expansién y por ajuste de las condiciones
operacionales.

Cuando un almiddn extrudido es dispersado en agua sus propiedades funcionales
centrales son la absorcién y solubilidad en agua. Un almidén nativo no absorbe
agua y su viscosidad es cercana a cero. sin embargo, un almidon extrudido
absorbe agua formando una pasta Esta pasta es formada tanto por las moléculas
solubles como por los granulos hinchados por el agua que forman un gel Estas
dos propiedades son afectadas por el tamafo de las particulas, observando que al
disminuir el tamafo de las particulas se incrementan la velocidad y el nivel de
solubilidad.

El indice de absorcion en agua se correlaciona con viscosidad de la pasta en frio
debido a que unicamente el almidon modificado absorbe agua y se hincha
modificando asi su viscosidad. En cambio la absorcion de agua decrece con el
aumento en la dextrinizacién del almidon (Kim y Rottier 1980). El IAA (indice de
absorcion en agua) es el peso del gel obtenido por gramo de muestra seca.
Siguiendo el método propuesto por Anderson et al, (1969, 1982), Desarrollado
como una medida del poder de hinchamiento del almidén.. El IAA se correlaciona
con la viscosidad de la pasta en frio esto debido a que unicamente los granulos de
almidon gelatinizado absorben agua a temperatura ambiente y el hinchamiento del
almidén da como resultado un incremento en la viscosidad (Van Zuilichem 1978).
El IAA decrece con el comienzo de la dextrinizacién. La capacidad de absorcién
de agua de harinas ha sido medida usando la viscosidad de una suspension de
harina agua a 30°C (Kim y Rottier 1980).

El indice de solubilidad en agua ISA expresa como el porcentaje de solidos en
base seca recuperados después de la evaporacion del sobrenadante de la
determinacion de IAA (Anderson 1969) Este indice relaciona la cantidad de so6lidos
solubles de una muestra seca y mide la dextrinizacién. De acuerdo con Tang and
Ding (1994) el indice de solubilidad en agua (ISA) se incrementa conforme
aumentan la velocidad del tornillo y la temperatura de extrusion y disminuye con el
aumento del contenido de humedad, contrario a esto, el indice de absorcion de
agua disminuye conforme aumentan la velocidad del tornillo, la temperatura de
extrusion y el contenido de humedad, Estos investigadores concluyen que los
cambios en ISA y en viscosidad aparente pueden ser explicados en términos de la
degradacion macromolecular ocurrida.

2.4.2.3 Fuerza de compresioén para la desintegraciéon de los extrudidos

Estudios realizados por Mercier y Feiller (1975), determinaron la energia requerida
para el quebrado de los extrudidos colocando las muestras en una celda cubierta y
midieron la resistencia al corte con un cortador especial accionado a una velocidad
de 4.7 cm/min. La muestra fue colocada en un canal que disefiado especialmente
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para prever un contacto directo del cuchillo y la muestra. Segun Abecassis et al
(1974) reportaron la energia de corte fue calculada como el valor maximo en
kilogramos por gramo y fue seleccionada como un indice de energia requerida
para la subdivision del extrudido. Antila (1979) usando un analizador marca Zwich
disefiado especialmente para este fin, determind la energia requerida para la
fragmentacion de piezas expandidas de extrudidos de 20 cm de longitud y de
forma cilindrica, La textura es una medida empleada para conocer la dureza o
fragilidad de los extrudidos a través del siguiente modelo matematico | = E/n r?
siendo | = la firmeza del extrudido en KJ / m? , E = energia requerida para el
quebrado del extrudido en KJ y r = radio del extrudido.en m?.

2.4.2.4 Propiedades Reoldgicas de viscosidad

La viscosidad inicial de una suspensién de almidén nativo es cercana a cero. Por
el contrario la viscosidad inicial de un almidon pregelatinizado como es el caso de
un almidén extrudido es muy superior a cero y este valor depende ampliamente
entre otros factores del grado de gelatinizacion y la cantidad de granulos de
almidon fragmentados. Este almidon pregelatinizado presenta la propiedad de
absorber rapidamente agua y formar una pasta a temperatura ambiente El Dash et
al (1983).

También de forma contraria al comportamiento de un almidéon nativo el almidén
extrudido disminuye su viscosidad inicial al incrementarse el tratamiento térmico
debido a que ocurre un rompimiento de los polimeros del granulo de almidén con
una consecuente reduccion en la viscosidad inicial.

Mercier (1977) observo que la viscosidad inicial de un extrudido fue proporcional al
incremento de la temperatura de extrusion, este incremento de la viscosidad inicial
se logré hasta una temperatura limite de aproximadamente 150°C. Sin embargo
cuando un almidén nativo es procesado a temperaturas superiores a esta
temperatura limite el efecto es negativo dada una posible fragmentacion
estructural del almidén por efecto de las altas temperaturas del procesamiento.

2.4.2.5 Diferencial de color de extrudidos

Paralelamente al desarrollo de los colorimetros triestimulo y tomando como base
la teoria de colores opuestos de Hering se desarroll6 el sistema L, a, b de Hunter
con estas nuevas coordenadas se define un espacio cartesiano en la que L
corresponde a la claridad y a y b a la cromaticidad Calvo y Duran (1997)
Concretamente a define el componente rojo-verde, rojo para valores positivos y
verde para valores negativos. El parametro b define el componente amarillo-azul,
amarillo para los valores positivos y azul para los valores negativos en donde la
diferencia de color de dos muestras en este sistema Hunter viene dada por la
expresion:

AE = [(AL)* + (Aa)’ + (Ab)* 1"

La formacion de color durante el procesado por extrusiéon puede proveer
importante informacion referente al grado de tratamiento térmico. Lorenz et al
(1974) mostraron que el oscurecimiento de una muestra fue mayor al
incrementarse la temperatura de procesamiento de forma contraria un color mas
ligero se observé al incrementarse el contenido de humedad de la misma muestra
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También el oscurecimiento es relacionado a la pérdida del contenido de lisina
Conway et al en (1968) usando en sus estudios mezclas de maiz y soya. El
oscurecimiento de una muestra extrudida puede ser debido a la caramelizacion de
los carbohidratos, la reaccion de Maillard entre los azucares reductores y el grupo
amino libre de los aminoacidos de la proteina y el efecto de productos de
descomposicion oxidativa de lipidos y proteinas (Dworschak, 1980). La reaccion
de Maillard puede causar un indeseable oscurecimiento durante el procesamiento
térmico y almacenamiento y esto es importante en cuanto a la formacién de color y
sabor en el tratamiento térmico de alimentos como lo es en productos de
panificacion (Linko 1962 Johnson y Linko, 1964,).

2.4.2.6 Difraccion de rayos X en productos extrudidos

El almidén es considerado un material semicristalino ya que contiene ambas
regiones amorfas y cristalinas. Las regiones amorfas son debidas principalmente a
la presencia de amilosa la cual es completamente amorfa y la amilopectina la cual
es tiene ambas regiones amorfas y regiones cristalinas altamente ordenadas. El
granulo de almidén es aproximadamente 30% cristalino, porque los sitios
cristalinos exhiben un alto grado de orden, por lo que presentan birrefringencia
bajo la luz polarizada (Davis., 1994). La fusidén de cristales durante la gelatinizacién
es analizado por estudios de difraccidn de rayos X, los cuales indican la pérdida
de birrefringencia por pérdida del orden cristalino y por medidas de calorimetria
que muestran la pérdida del orden estructural. Cuando un cristal es irradiado por
rayos X se forma un modelo distintivo de la estructura del cristal. Esta técnica ha
sido usada para estudiar los almidones de naturaleza cristalina. Hasta hoy en dia
se han identificado tres tipos al caracterizar los almidones. El tipo A para
almidones procedentes de los cereales,. el tipo B para almidones de tubérculos y
el tipo C para almidén de leguminosas adicionalmente a estos modelos se ha
encontrado un tipo V para los almidones recristalizados con la presencia de un
acido graso o un alcohol de cadena larga formando complejos interrelacionados.
Esto es atribuido a la formacion de complejo de almiddn, en el cual las cadenas
glucosidicas forman una hélice con una fraccién hidrofilica y otra hidrofébica con
una molécula no polar como la de un lipido. Esto es similar al complejo yodo -
almidoén

Para la mayoria de los almidones, la cristalinidad es atribuida a los grados de
polimerizacion cortos de la cadena de amilopectina (14-20 unidades de glucosa);
periodicidad cristalina de 50-70 A originado por la presencia de enlaces a-(1-6)
(Robin et al.,1974). Trabajos en estructuras del tipo A y B en almidén (Imberty and
Pérez, 1988; Imberty et al., 1988) establecieron que la estructura tridimensional
corresponde a un empaquetado hexagonal paralelo, formacion de dobles hélices
paralelas en sentido izquierdo y el resultado estructural deriva de difractogramas
de rayos X en fibras artificiales validas para polimorfismos nativos. Aunque la
geometria de doble hélices es idéntica en las formas A y B, las dos estructuras
difieren en el contenido de agua y arreglo cristalino (Wu y Sarko, 1978 a,b). La
fase amorfa del almidén granular es también heterogénea consistiendo de amilosa
amorfa y regiones de amilopectina densamente ramificada. La implicacion de tal
complejo morfolégico es que la propiedad térmica y el comportamiento de
plastificacion del almiddn por el agua variara en la fase amorfa
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La extrusidon destruye el orden de la estructura cristalina en una forma parcial o
completamente, dependiendo de la relacion de amilosa — amilopectina y de las
variables de extrusion, asi como el contenido de humedad y cizalla. Los almidones
de los cereales se comportan completamente diferentes (Mercier et al 1979). El
almidén comercial de maiz con 22% de humedad extrudido a 135° C formd un
nuevo tipo de estructura caracterizado por tres picos centrales en el modelo de
difraccion de rayos X EI mayor pico fue localizado a 9°54’ similar al espectro
correspondiente al complejo butanol-amilosa conocido como la estructura V.
amilosa. Cuando el almidén fue extrudido a temperaturas mayores de 185°C y el
contenido de humedad fue del 13% se establecié una nueva estructura llamada
tipo--E .Esta estructura fue caracterizada por tres picos significativamente
desplazados de los del tipo-V siendo el pico central a 9°03’; a 170°C ambos tipos
E y V aparecen. Acondicionando los productos a 30% de humedad algunas veces
se transforma la estructura del tipo-E a la forma estable tipo-V. Similarmente todos
los almidones de cereal con 30% de humedad inicial extrudidos a temperaturas
superiores a 170°C exhiben un modelo de tipo-V este fendbmeno ha sido
observado en almidones de trigo arroz y maiz de alto porcentaje de amilosa (52 y
61%)

La similitud entre los tres picos centrales de los modelos tipo E y V, y las
transformaciones del tipo E al tipo V fueron conducidos por Mercier et al (1979)
Estos autores sugieren que estructura del tipo E es helicoidal, semejante a la
estructura tipo B en la cual hay seis residuos de glucosa por ciclo en una red
hexagonal. Las diferencias entre las dos estructuras pueden ser atribuidas a las
diferentes distancias interaxiales en las dos hélices. De acuerdo a los datos de
rayos X la distancia interaxial de la hélice del tipo V puede ser 1.38 nm y para el
tipo E de 1.50 nm. En niveles de humedad menores que 19% el espectro fue
inmodificable unicamente se observo un ligero cambio en la distancia interaxial de
1.38 a 1.31 nm del tipo V-amilosa y de 1.50 a 1.47 para el tipo E. Asi mismo se
observo que con humedades del orden del 30% el tipo E fue irreversiblemente
transformado dentro del tipo V.

Los resultados del analisis de difraccion de rayos X por extrusion sugieren que la
estructura del almidon de los cereales es reorganizado dentro de un complejo
helicoidal de tipo V—amilosa y que la estructura del tipo E es causada por la
variacion en la distancia entre dos hélices teniendo el mismo numero de residuos
de glucosa preferentemente que por la presencia de dos diferentes hélices.

El grado de cristalinidad puede ser determinado separando las dispersiones de las
regiones cristalinas y amorfas en la difraccién de rayos X.

El grado de cristalinidad (X.) puede ser calculado de:

j:szlc(s)ds

'[:szl(s)ds

X =

Donde:
| es la intensidad de dispersion de una muestra desconocida
|, es la intensidad de dispersion muestra de referencia amorfa
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| es la intensidad de dispersién muestra de referencia cristalina
K es una constante la cual puede ser calculada de la inclinacion de la curva
obtenida por el trazo de la grafica de | — I, contra Ic — I,

2.4.2.7 Propiedades de térmicas de productos extrudidos (DCS)

La calorimetria diferencial de barrido es la técnica mas adecuada para el estudio
de la energia de las transiciones de fase de biopolimeros (proteinas y
carbohidratos) esta técnica permite la caracterizacion termodinamica de los
cambios conformacionales inducidos por los cambios de temperatura en los
biopolimeros (Freire et al., 1990, Cooper et al., 1994 y Sanchez Ruiz., 1995).

En un experimento de calorimetria diferencial de barrido se registra de forma
continua la capacidad calorifica aparente de cualquier macromolécula en funcion
de la temperatura obteniéndose un termograma. Este generalmente esta
caracterizado por un pico de absorcion de calor correspondiente a un proceso
endotérmico (transicion térmicamente inducida). Los datos cualitativos obtenidos
por DSC incluyen temperaturas de transiciones sélido — sélido, cristalizacion,
fusion, rehidratacion y desnaturalizacion. Asi como datos cuantitativos de DSC
incluyen la entalpia de las transiciones o reacciones, la capacidad calorifica y el
grado de cristalinidad. Lund (1983) revis6 las aplicaciones de DSC en alimentos
destacando tres transiciones de fase importantes hielo — agua, desnaturalizacién
de proteinas y la gelatinizacion del almidon. Otras medidas que proporciona el
método son parametros termodinamicos globales como el cambio de entalpia
[AH], de entropia [AS], de energia libre de Gibbs [AG] y de la capacidad calorifica
[AC,] asociados a la transicion inducida por la temperatura.

2.4.2.7.1 Transicién de fase para Proteinas

La transicion de fase de las proteinas afectan el estado fisico y caracteristicas de
textura de varios alimentos. La transicibn mas importante que ocurre en las
proteinas es la desnaturalizacidon. Las proteinas nativas desnaturalizan cuando
ellas son calentadas en la presencia de agua. La desnaturalizaciéon puede ser
considerada a ser una fase de transicion irreversible que incluye un calor
endotérmico de desnaturalizacién. Otro importante estado de transiciéon de
proteinas es la transicion vitrea, las proteinas son biopolimeros que son
plastificados por agua (Yannas 1972, Slade y Levine 1995).

Foegeding (1988) definid la temperatura de gelatinizacion como la temperatura en
la cual la concentracion de la proteina nativa adquiere igual concentracion que la
proteina desnaturalizada. Muchas proteinas desnaturalizan en el rango de
temperaturas de 50 a 80° C. La temperatura y el calor de desnaturalizacion AHgq
son obtenidos por DSC. La desnaturalizacion de las proteinas ocurre en un rango
de temperatura que es especifico para cada proteina también depende de la
presencia de otros componentes y del pH. Went et al (1990) encontraron que las
proteinas del maiz fueron mas resistentes a las fuerzas de cizallamiento y no
fragmentan durante la extrusion.
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2,4,2.7.2 Transicidon de fase para almidén

Las transiciones de fases del almidon son extremadamente importantes en el
procesado de alimentos. De acuerdo a Whittam et al (1991) la temperatura de
fusion y transicion vitrea son los parametros mas importantes para caracterizar las
propiedades fisicas de los polimeros de almidon en un amplio rango de
temperaturas. Varias técnicas de determinacion de la temperatura de
gelatinizacion de almidones ha incluido el microscopio con luz polarizada para el
analisis de birrefringencia, la deteccién de cambios en la viscosidad con un
viscoamilografo deteccion de cambios en la cristalinidad por medio de difraccion
de rayos Xy la determinacion de propiedades térmicas por DSC.

La manifestacién de dos eventos térmicos destacables durante la gelatinizacion,
cuya localizacion e importancia depende del contenido de agua, ha sido sujeto a
varias investigaciones que han producido diferentes explicaciones. Por analogia
con polimeros sintéticos algunos autores (Evans and Haisman, 1982 y Donovan,
1979) han propuesto que la gelatinizacion del almidén es un proceso de fusion de
cristales-solvente (esto es una fusion /disolucion), el cual cumple con la ecuacion
de Flory-Huggins (Flory, 1953). De acuerdo a Evans y Haisman (1982), los
sucesivos picos endotérmicos corresponden a transiciones de fusion de materiales
cristalinos con diferente estabilidad a diferentes niveles de humedad (primera
etapa), los granulos tienen una cristalinidad media estable cooperativamente (esto
es el menor pico de temperatura), y consecuentemente, la concentracion de agua
efectiva para los granulos de almidon sin gelatinizar remanescentes es reducida,
debido a la absorcion de agua por la cadena de polisacaridos desordenada.
Finalmente los granulos remanescentes funden a altas temperaturas (el segundo
pico), definido por la ecuacién de Flory-Huggins. Donovan (1979) propuso una
explicacion a escala molecular, indicando que a menor temperatura endotérmica
refleja “remocion” y desorganizacion de cadenas de polimeros de la regién
cristalina, procesos que son facilitados por la accion de hinchamiento del granulo
de almiddn por el agua en las regiones amorfas. Una tercera interpretacion asume
(Russell, 1987) que las dos endotermas estan relacionadas con la separacion de
las dobles hélices, asociadas con segmentos de intervalos cortos ordenados de
amilosa y amilopectina, seguido por la fusion de cristales (intervalo largo
ordenado).

Algunos autores (Slade y Levine, 1988; Biliaderis et al, 1986) han considerado al
almidén semejante a otras entidades parcialmente cristalinas, presentando un
caracter de inestabilidad. Sin embargo sugieren que la gelatinizacion del almidon
es un proceso de fusion sin equilibrio controlado por la transicion vitrea localizado
en el borde principal de la primera endoterma (Slade y Levine, 1988). Un proceso
mas complejo que envuelve la parcial fusion seguido por la recristalizacion y fusién
final durante la medicién del DSC, también fue indicado por (Biliaderis et al, 1986).
Mas recientemente Show and Teo (1993) propusieron que la primera endoterma
puede ser resultado de un estado de transicion vitrea o gomosa asociado con la
entalpia de la relajacion, sobrepuesta a la endoterma de fusién cristalina. Todas
estas explicaciones son basadas esencialmente en experimentos en el DSC, los
cuales han mostrado un incremento en la capacidad calorifica asociado con el
inicio de la primera transicion (Slade y Levine, 1988), la fusion de complejos
amilosa —lipidos formados durante el barrido del DSC (Biliaderis et al, 1986) y
finalmente, como para muchos polimeros sintéticos (Wunderlich, 1990), la tasa de
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calentamiento depende del perfil de DSC muestra el desaparecimiento de la
segunda endoterma a altas tasas de calentamiento.

En las curvas de DSC dos diferentes etapas fueron evidentes como mayores
eventos endotérmicos, abajo y arriba de 75°C (para un calentamiento de 3°C/min).
A través de difractometria de rayos X dinamico, los cambios de cristalinidad fueron
observados en la primera etapa del DSC.

Kaletunc y Breslauer (1993, 1996) y Barrett y Kaletunc (1998) usaron el modelo de
almidén fragmentado para explicar sus resultados, que mostraron una disminucion
en la temperatura de transicion vitrea o gomosa (Tg) con el incremento de la
fuerza de cizalla. Estudios de Gropper et al 2002 indicaron que el efecto de la
energia mecanica especifica (SME) en un rango de 344 a 2108 kJ/kg, en una
mezcla de proteinas — almidén, no cambia significativamente el Tg de los
productos aun a pesar que previos estudios reportaron una disminucion de Tg
debido a la fragmentacion del almidén, estos estudios fueron realizados con
mezclas de almidén proteinas extrudidas, las pruebas de DSC fueron realizadas
con aw de 0.546 y 0.326. Van Lengerich (1990) y Politz et al (1994) mostraron que
el almidén durante la extrusién genera fragmentos mayores a 5x10* a 10° PM.
Gropper et al (2002) encontraron que el limite de PM que afecta el Tg fue 1x10* a
6.7x10* a mayores PM no se podria esperar ningtin efecto de la extrusién en el Tg
de almiddn. Bindzus et al (2002) observaron que la extrusion en diferentes fuentes
botanicas de almidon, trigo maiz y arroz, provoca la fragmentacion con diferente
distribucion de pesos moleculares, teniendo estructuras cristalinas del tipo V y E.
La temperatura de transicion vitrea (Tg) en el calorimetro diferencial de barrido de
los almidones extrudidos fue independiente de la fuente botanica.

2.4.2.8. Propiedades Reolégicas visco - elasticidad de productos extrudidos
El término reologia fue inventado por el profesor Bingham Lafayette y significa el
estudio de la relacion de esfuerzo y deformacién. Este estudio implica los cambios
de forma y el flujo de la materia abarcando la elasticidad, viscosidad y plasticidad
La reologia hoy en dia contribuye al conocimiento de la estructura (tamano y forma
molecular) de las sustancias en disolucion y su viscosidad. Asi como al grado de
entrecruzamiento de los polimeros y su elasticidad (Méndez-Nufiez y Solorza.
(2001). La mayoria de los materiales manifiestan simultaneamente flujo viscoso y
elastico denominado viscoelasticidad, mientras mas completa y resistente a la
ruptura es la estructura de un material mas pronunciada es su elasticidad y
mientras mas facil se rompa su estructura mayor es su comportamiento viscoso
(Borwankar y Shoemaker, 1992., Steffe et al 1992). Los métodos de medicion para
determinar las funciones viscoelasticas lineales de materiales se pueden dividir en
dos categorias Método estatico y dinamico.

Las pruebas dinamicas se han convertido en un método comun para el estudio del
comportamiento viscoelastico de un gran numero de materiales. Segun Méndez-
Nuriez y Solorza. (2001), como los alimentos debido a que aportan resultados
rapidos con un minimo de cambios fisicos y quimicos. Cuando la amplitud de la
deformacion es pequena de tal forma que el material se comporta de manera
viscoelastica lineal el esfuerzo de corte producido al deformar la muestra (1) esta
dadopori(t)=i1.sen(mwt-3)endonde 1, es la amplitud del esfuerzo de corte y
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d es el angulo de desfasamiento respecto a la deformaciéon cuyo intervalo de
valores es 0 > 3 > 90°. La ecuacién anterior se puede escribir como 1 (t) = G’ y
+(G” / @)y’ en donde G’ es el modulo de almacenamiento, que se define como el
esfuerzo en fase con la deformacion y es una medida de la energia almacenada y
recuperada por el material en un ciclo y es un indicador del componente elastico
del material. G’ es el modulo de pérdida y se define como el esfuerzo desfasado
90° respecto a la deformacién, dividida por la deformacién en una prueba de
deformacion sinusoidal. Es una medida de la energia disipada como calor por el
material en un ciclo y es un indicador del componente viscoso del material. Ambos
modulos G’ y G estan en funcion de la frecuencia y se pueden expresar en
términos de la relacion de amplitudes ( 1 o / o) ¥ €l angulo de desfasamiento

G’ =(1,/1v0) cos (d)
= (14/70) sen (d)

Otra funcion usada para describir el comportamiento viscoelastico de materiales
es la tangente del angulo de desfasamiento que es también una funcion de la
frecuencia.

| tan (5)= G”/ G’
La tan(d) indica la relacién entre la cantidad de energia disipada y la energia
almacenada o sea entre la porcion viscosa y la porcion elastica.

Lindahl y Eliasson (1986) estudiaron la interaccion de las proteinas de trigo con
geles de almidon de maiz, cebada, trigo, triticale, centeno y patata analizando los
cambios en las propiedades viscoelasticas provocados por la interaccion de la
proteina —almidon. Estos autores encontraron que a medida que se incrementé la
proteina (gluten) el modulo de almacenamiento G’se incrementé. EI gran valor
observado de G’ en almidon de maiz puede ser relacionado a la mayor rigidez de
los granulos de almidén de este cereal, sin embargo, el bajo valor de G’
observados para almidon de papa y centeno puede ser debido a la baja rigidez de
esos granulos. Los valores del angulo de fase muestra que el gel mas elastico es
formado por el almidon de maiz y triticale mientras que el gel mas viscoso es el del
almidén de papa y centeno, el bajo valor de 6 de los geles de maiz y triticale
puede ser atribuido al mejor contacto granulo- granulo en esos geles el cual puede
ser debido a la formacién de una red de caracter transitoria en el gel.

En la caracterizacion viscoelastica de pastas y geles de almidén es frecuente el
uso de cizalla oscilatoria de baja amplitud. EI comportamiento de los mddulos
dinamicos ( G’, G™" y G*) asi como el angulo de pérdida (tan &) han proporcionado
informacion del caracter elastico de estos sistemas (Evans y Haisman 1979;
Alloncle y Dublier1991;Evans y Lips 1992, Eidam y Kulicke 1995: Abdulmola et al
1996, Tecante y Doublier 1999) lo cual ha sido asociado a la presencia de
particulas deformables en suspension como granulos intactos hinchados, granulos
fragmentados hinchados y granulos no hinchados.

2.4.2.9 Espectroscopia infrarrojo
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Espectroscopia infrarroja ha llegado a ser una de las técnicas mas importantes
para la determinacién de las estructuras moleculares. La region del infrarrojo es
una determinada zona de la radiacion electromagnética situada mas alla de la
parte roja de la region visible, aunque no existen limites precisos de la separacién
de las diferentes regiones de la radiacion electromagnética la regién de infrarrojo
suele considerarse como una zona comprendida entre las longitudes de onda de
0.75 a 1000 um que corresponden a numeros de onda de 13,333 a 10 cm™. La
region del infrarrojo se subdivide a su vez en tres regiones la del infrarrojo cercano
(13,333 a 4000 cm™), infrarrojo medio o fundamental (4000 a 400 cm™) y la del
infrarrojo lejano (400 a 10 cm™)

La aplicacion de la espectroscopia infrarroja al analisis cualitativo se basa en el
hecho de que el espectro infrarrojo de cada sustancia es caracteristico y unico, ya
que no hay dos especies quimicas cuyos espectros infrarrojos sean exactamente
iguales por lo que los espectros han sido considerados como las huellas digitales
de las moléculas. Como es légico los compuestos de estructura analoga en
particular si son relativamente complejos, presentan espectros infrarrojos muy
parecidos, pero siempre difieren en algunos detalles.

El espectro de infrarrojo confirma algunos grupos funcionales de biopolimeros en
la formacion de complejos (Zeleska et al 2001) diferenciando los espectros de
almidoén y caseina uno del otro asi como de los complejos formados de almidén de
papa y caseina.

Por los antecedentes revisados se puede indicar que aun es escaso el
conocimiento referente al estudio de la interaccion del complejo proteina —
almidoén por lo que los trabajos futuros tenderan a elucidar las interacciones de
este complejo que establece la interaccion entre los biopolimeros y su
funcionalidad en los alimentos y desarrollar técnicas analiticas que describan los
eventos moleculares que ocurren durante los procesos de elaboracion de los
diversos productos alimenticios, peliculas comestibles, microencapsulacion
peliculas para coberturas y materiales de empaque. Es asi que en esta
investigacion se estudio la interaccion del almiddn con la caseina sometido a un
proceso de extrusién, para poder conocer las modificaciones fisicas y quimicas en
estos biopolimeros.

lll. OBJETIVOS.
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3.1 Objetivo general:

Estudiar los efectos de la interaccion de los biopolimeros de almidon y caseina por
el proceso de extrusion en sus propiedades estructurales, térmicas vy
viscoelasticas

3.2 Objetivos especificos:

3.2.1 Estudiar el efecto de la temperatura, humedad y concentracién de los
biopolimeros durante el proceso de extrusion en sus propiedades estructurales,
térmicas y viscoelasticas

3.2.2 Analisis mediante técnicas estructurales, térmicas y viscoelasticas de las
diferentes mezclas de biopolimeros.

IV Materiales y Métodos
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4.1 Materiales

4.1.1 Materia prima:

Para el estudio de interaccion de los biopolimeros se utilizaron almidén de trigo de
la empresa Gluten de México S.A. de C.V.y caseina acida, producida por
“Lactoland Trockenmilchwerk GMBH “

4.1.2 Reactivo analitico: hidroxido de calcio Ca (OH), Merck México
4.2 Equipos

Balanza Analitica Marca OHAUS Precision Advanced. = 0.1 g. USA.

Balanza Analitica Marca OHAUS Explorer Precision = 0.0001 g. USA.

Estufa eléctrica Marca J. M. Ortiz D6F774 150 °C 110 Volts 15 Ampers.

Parrilla con agitaciéon Barnstead - Thermolyne Nuova |l Modelo No. SP18425
120 Volts, 7.3 A60 Hz. USA

Medidor de pH Corning / ion meter

Mini Scan ™ X modelo N° 45/ D — L ( Hunter CE ¢ Associates Laboratory
Reston, VA)

Viscosimetro RVA "Rapid Visco-Analyzer" modelo 4C (Newport Scientific PTY
Ltd, Sydney, Australia)

Centrifuga “International Centrifuge” size 2 model k de International Equipment
Co. Motor 0.75 HP 50/60 Hz.USA”

Texturometro"Texture Analyser” TA-XT2i. (Texture Technologies Corp).N.Y.
U.S.A"

Mezcladora Kitchen Aid Classic MK4588WH,250 W.USA

Calorimetro Diferencial de Barrido Perkin EImer DSC Pyris 1
Espectrofotometro IR “Perkin ElImer” Spectrum one FT-IR Spectometer
Agitador de frascos Motor LENDAD Tipo HS de 0.33 HP 5.7 A México.

Extrusor piloto de tornillo simple marca CICATA - IPN. México de capacidad
hasta 12 Kg. h. Tornillo sin fin de diametro 60 mm y longitud de 950 mm Provisto
de tres zonas de calentamiento y de una tolva de alimentacion. matriz de 12.5 mm.
Secador de charolas F. J. Stockes Corp. PA USA.

Molino de laboratorio Raymond de 16 in con alimentador de accién manual y una
capacidad de 1 Kg/h. Motor de 2 HP USA.

Microscopio electrénico laser "Confocal Laser Microscopy” modelo MRC 1024
(Bio-Rad) equipado con un laser de criptdn — Argon acoplado a un microscopio
invertido Diaphot 200 marca NikonColorimetro espectronic 20 marca model
Reometro ARES-RFS lll, TA Instruments, USA

4.3 Métodos.
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4.3.1 Métodos Analiticos

4.3.1.1 Humedad
El contenido de humedad de las materias primas y de los extrudidos en polvo fue

determinada usando el método oficial de la AACC, n° 44 — 19 (Novena edicidon
1995)

4.3.1.2 pH.

El pH de las materias primas igual que de los extrudidos en polvo fue determinado
de acuerdo al método oficial de la AACC N° 02-52 (Novena edicion 1995)
disolviendo 10 g de muestra en 100 mL de agua destilada, se calibré previamente
el equipo con soluciones buffer estandar de pH 4.0, 7.0 y 10.0 cada muestra se
agitdé durante 5 minutos y se registro el pH.

4.3.2 Métodos Estadisticos

Disefio experimental y analisis estadistico

La metodologia de superficie de respuesta (RSM) en nuestro estudio fue
seleccionada para analizar la influencia de las variables independientes en las
caracteristicas funcionales de los biopolimeros almidon — caseina Esta
metodologia de superficie de respuesta también fue usada para construir los
modelos matematicos para interpretar la relacion entre las variables dependientes
e independientes. Todos los tratamientos fueron desarrollados al azar y los datos
fueron analizados usando el software TS020 SAS (Statistical Analysis System)
version 6.12 de SAS Inc., Cary..NC.,USA. La significancia de los modelos fue
analizada usando el analisis de varianza (F y coeficiente R?). El disefio
experimental, los valores de las variables independientes y los niveles de los
parametros de extrusion son presentados a continuacion en las tabla 3 .

Tabla 3 Variables independientes y niveles de los parametros de extrusiéon

Variable Niveles

-1.662 -1.000 0.000 +1.000 +1.662
X1 en °C
Temperatura 28.36 140.0 160.0 180.0 193.84
X2 en %
Humedad 18.25 21.00 25.00 29.00 31.72
X3 en %
Proporcion 5.00 23.25 50.00 76.75 95.00
de almidén

De igual Forma los valores reales de las variables independientes son
presentados a continuacion en la tabla 4
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Tabla 4 Valores reales de las Variables Independientes

Corrida Variables valor real
Temperatura °C | % Humedad | % Almidén

01 140.00 21.00 23.25
02 140.00 21.00 76.75
03 140.00 29.00 23.25
04 140.00 29.00 76.75
05 180.00 21.00 23.25
06 180.00 21.00 76.75
07 180.00 29.00 23.25
08 180.00 29.00 76.75
09 193.64 25.00 50.00
10 160.00 31.72 50.00
11 160.00 25.00 95.00
12 126.00 25.00 50.00
13 160.00 18.27 50.00
14 160.00 25.00 05.00
15 193.64 25.00 50.00
16 160.00 31.72 50.00
17 160.00 25.00 95.00
18 126.36 25.00 50.00
19 160.00 18.27 50.00
20 160.00 25.00 05.00
21 160.00 25.00 50.00
22 160.00 25.00 50.00
23 160.00 25.00 50.00
24 160.00 25.00 50.00
25 160.00 25.00 50.00

4.3.3 Métodos experimentales
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Las etapas de la metodologia experimental estan representadas por medio del
siguiente diagrama de flujo

MATERIAS PRIMAS

ACONDICIONAMIENTO

EXTRUSION

ANALISIS:
EXPANSION, TEXTURA MOLIENDA
Y PESO ESPECIFICO

ANALISIS: COLOR,
VISCOSIDAD, pH ISA,
IAA, DSC Y OTROS
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4.2.3.1 Preparacioén de las muestras

La muestras fueron preparadas mezclando caseina, almidén, el hidroxido de
calcio necesario para ajustar el pH a 6.5 en la mezcla. EIl mezclado de los
componentes fue llevado a cabo mediante un mezclador, "Kitchen Aid Classic
modelo MK4588WH” y finalmente adicionando agua de acuerdo al disefio
experimental presentado en la tabla 4, finalmente las muestras fueron
almacenadas a 4°C en bolsas de polietileno para la subsiguiente etapa del
proceso.

4.2.3.2 Proceso de extrusion

El proceso de extrusion de las muestras fue desarrollado usando un extrusor de
tornillo simple fabricado en CICATA. — |.P.N..México. El cual consta de un tornillo
sin fin de 950 mm de longitud (L) y 60 mm de diametro (D) con una relacién L/D
de 15.8:1.0 El barril del extrusor tiene tres zonas independientes de calentamiento
y/o enfriamiento. El calentamiento es llevado a cabo por medio de resistencias
eléctricas y el enfriamiento es llevado a cabo a través de canales por medio de
circulaciéon de aire frio comprimido. La relacién de compresion del tornillo fue de
1:1 y el diametro del orificio de la matriz empleado fue de 12.5 mm. El equipo
esta dotado de tres termopares para el monitoreo de la temperatura del barril y un
termopar extra colocado en el plato de la matriz para medir la temperatura y
presion del producto Los materiales fueron alimentados al interior del extrusor a
razén de 70 gr. / min. Controlando este flujo con un motor eléctrico fabricado por
“Baldor Electrical Co” (FT Smith Ark Cat. GPP7454 MDF U.S.A.) El total de la
potencia eléctrica instalada en el extrusor es de 10.46 kW incluyendo las
resistencias eléctricas que calientan el barril. ElI procesamiento de las muestras
fue desarrollado a diferentes temperaturas, humedades y proporciones de
almidon-caseina de acuerdo al disefio experimental de la tabla 4. Finalmente las
muestras fueron secadas en una estufa con circulacion de aire a 55°C hasta
alcanzar una humedad de 8+/- 0.5% y asi proceder a almacenamiento en bolsas
de polietileno para posteriormente someter los extrudidos a los diferentes analisis
de estudio y caracterizacion.

4.2,3.3 Molienda de muestras extrudidas

Las muestras de extrudidos fueron subdivididas en dos fracciones la primera fue
utiizada para los andlisis de expansion, densidad volumétrica y fuerza de
compresion. en cuanto la segunda fraccién fue sometida a quebrado y reduccion
de tamano a través de un molino de martillos marca Raymond con alimentador
manual y una capacidad de 1 Kg/h. Accionado por un motor de 2 HP USA y con
un juego de mallas intercambiables hasta constituirse en polvo de tamafo de
particula similar al de una harina de 150 um.
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4.3 Métodos de analisis de productos extrudidos.

4.3.1 indice de Expansion

El indice de expansion (EXP) de los productos extrudidos fue determinado de
acuerdo al método descrito por Jin et al (1994). Esto fue obtenido dividiendo el
promedio del diametro de 10 muestras de cada extrudido entre el diametro de la
matriz del extrusor.

Exp= Dm/ Dme

4.3.2 Fuerza de compresion

La fuerza de compresion (CF) requerida en para fragmentar los extrudidos fue
determinada usando un analizador de textura TA-XT2i. New .York. U.S.A." Cinco
extrudidos tomados al azar de cada muestra con una longitud de 2.5 cm fueron
colocados transversalmente en relacion al piston de la celda de compresion de
Ottawa obteniendo el promedio del esfuerzo especifico de energia en Newtons-
fuerza necesario para quebrar la estructura del extrudido. Esta fuerza fue dividida
entre el area de la seccion cruzada reportandose finalmente como la fuerza en
Newtons / m? necesario para quebrar los extrudidos

4.3.3 Densidad volumétrica

La densidad volumétrica (BD) fue determinada por el método propuesto por Hsieh
et al 1990.de deslocacion de semilla de mijo. El porcentaje de tres medidas de
cada extrudido fue expresada en gramos por litro.

4.3 4 Métodos de analisis extrudidos en polvo

4.3.4.1 indices de absorcién y solubilidad en agua

Los indices de absorcion (IAA) y solubilidad (ISA).en agua fueron determinados de
acuerdo al método descrito por Anderson et al (1982).Las muestras fueron
centrifugadas a 3000 x g durante 10 minutos usando una centrifuga “International
Centrifuge size 2 model k de International Equipment Co. USA”

4.3.4.2 Determinacién de color

Los parametros L, a y b de cada muestra fueron determinados en un colorimetro
Mini Scan™ XE modelo N° 45/ D — L ( Hunter CE ¢ Associates Laboratory.,
Reston, VA) siguiendo el método descrito por Jin et al (1994 ) tomando como base
los valores de L= 98.735, a = 0.225 y b = 2.945 correspondientes a una muestra
de almidén-caseina sin procesar. La diferencia de color AE. para cada muestra fue
calculada usando la ecuacion

COLOR = AE.= (AL2 + Aaz+ Ab2)1/2
4.3.4.3 Viscosidad
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Un "Rapid Visco-Analyzer" modelo 4C (Newport Scientific PTY Ltd, Sydney,
Australia), fue usado para obtener los parametros de viscosidad de las muestras
extrudidas directamente del trazo del viscoamilograma. Las preparacion de las
muestras fue fijada a un peso total de 28 gr. base 14% de humedad equivalentes a
25 mL de agua y 3 gr. de muestra (2.58 gr de materia seca) Para llevar a cabo el
analisis de las muestras fue ajustado el pH de la suspensién a un valor de 7.0.con
NaOH y mantenida durante 8 segundos a rotacién del porta muestras para
estabilizar la temperatura y procurar una suspensioén uniforme. La programacion
del equipo en la etapa de calentamiento (50 a 90°C) fue de 4.5 minutos. La etapa
de reposo a la temperatura de 90°C fue de 6 minutos y finalmente la etapa de
enfriamiento hasta 50°C fue de 4.5 minutos siendo el tiempo total del analisis de
15 minutos a 160 rpm. La viscosidad inicial (VI) fue tomada del inicio del trazo del
viscoamilograma (tiempo = 0). La viscosidad (V90) fue tomada cuando la
temperatura de la muestra alcanzé la temperatura de 90 °C (tiempo = 4.5 minutos)
y la viscosidad (V50) es el valor de la viscosidad cuando la muestra alcanzé los
50°C en un tiempo total de 15 minutos.

4.3.4.4 Reologia de pastas y geles de muestras extrudidas

Para la determinacion del comportamiento reologico (viscoelastico) de las
muestras de extrudidos fueron previamente preparadas pastas y/o geles de las
muestras extrudidas, Fue adicionado 1 gramo de muestra base del 10% de
humedad a 5 ml de agua destilada y dejar en reposo la pasta o gel formadé por
espacio de 24 horas a una temperatura constante de 4°C

El comportamiento reologico (visco-elastico dinamico) de las pastas o geles
producidos con las muestras extrudidas de almidon-caseina fue medido por medio
del reémetro ARES-RFS lll, TA Instruments, USA Empleando el sistema de platos
paralelos y una distancia de 1 mm entre plato y plato. La frecuencia desarrollada
fue desde 10™.a 10..rad / s a una temperatura constante de 25°C.

El analisis del comportamiento reolégico fue desarrollado en dos etapas; la
primera etapa fue desarrollada para encontrar la zona de comportamiento lineal de
los médulos de almacenamiento G’ y perdida G”con respecto a la variacion de
frecuencias; y la segunda etapa fue desarrollada para conocer el comportamiento
viscoelastico a través de los parametros que fueron determinados como son G’
modulo de almacenamiento G” modulo de pérdida. n viscosidad dinamica; &
angulo de fase y frecuenciaenrad/s

En la caracterizacion viscoelastica de geles de almidén es frecuente el uso de
cizalla oscilatoria de baja amplitud. EI comportamiento de los mddulos dinamicos
G’, G y G* asi como el angulo de pérdida (tan d8) han proporcionado informacién
del caracter visco-elastico de estos sistemas.

4.3.4.5 Difraccion de rayos X

Se utilizaron muestras en polvo de los materiales almidon-caseina extrudidos. Los
difractogramas de rayos X se obtuvieron usando un equipo Siemens D5000 con
una linea de radiacién de CuKa (A = 1.5418 A°®) con una diferencia de potencial de
30 kV y una densidad de corriente de 20 mA Las muestras se registraron entre 5
y 40 grados (26) con un paso angular de 0.05° y un tiempo de conteo, por paso
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angular, de 15 segundos. El material fue colocado en un porta muestras de
aluminio de area 900 mm? (dimensiones 30x30 mm).

Se realizaron medidas de difraccion de rayos X con el fin de evaluar los cambios
en la estructura cristalina y el grado de cristalinidad de las muestras extrudidas.

El grado de cristalinidad puede ser determinado separando las dispersiones de las
regiones cristalinas y amorfas en la difraccion de rayos X. El grado de cristalinidad
(X;) puede ser calculado de:

rszlc(s)ds

Donde:
| es la intensidad de dispersion de una muestra desconocida
|, es la intensidad de dispersion muestra de referencia amorfa

| es la intensidad de dispersion muestra de referencia cristalina
K es una constante la cual puede ser calculada de la inclinacién de la curva
obtenida por el trazo de la grafica de | — I, contra Ic — I,

4.3.4.6 Espectroscopia infrarrojo

Fue seguida la metodologia descrita por Zeleska et al (2001). Las muestras fueron
examinadas en capsulas fabricadas de KBr conteniendo 3 mg. de cada muestra
extrudida con 300 mg de KBr. Los espectros fueron obtenidos con un Perkin Elmer
Spectrum One FT-IR Spectrometer. Los espectros fueron realizados en el rango
de 400 a 4000 cm ™

4.3.4.7 Calorimetria diferencial de barrido

Para las mediciones en el DSC, se utilizaron las muestras extrudidas molidas a
una granulometria menor a 100 mesh, estas muestras fueron acondicionadas a
dos diferentes humedades: a) Muestras que fueron mantenidas en un desecador a
humedad relativa controlada de 40% con sales de K,COj;, de forma que las
muestras durante una semana alcanzaran el equilibrio con una actividad de agua
de Aw= 0.44. b) Las muestras fueron mezcladas con agua en una relacién en
peso de 2 de agua para uno de muestra (2:1 p/p). Las muestras asi
acondicionadas fueron evaluadas en propiedades térmicas en un DSC Perkin-
Elmer Pyris 1 para ello fueron colocadas en capsulas de aluminio selladas
herméticamente, las capsulas fueron para muestras volatiles N° 0219-0062 que
soportan una presiéon de 2 atm. La medicion fue realizada a una razén de
calentamiento de 5°C/min. y los termogramas se corrieron en un rango de 40 a
190°C. Obteniendo de los termogramas el valor de la transicion vitrea (Tg) y
temperatura de fusién (Tm).

4.3.4.8 Azucares totales reductores y no reductores
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Determinacion de azucares totales
Se usaron los métodos oficiales n° 80-60 y 70-75 de AACC edicion 1982 y Método
oficial 14.023 de AOAC 1984)..

4.3.4.9 Microscopia confocal

La preparacién de la muestras para la observacion microscopica de extrudidos
consistio pesar 1 gramo de cada muestra seleccionada y adicionar 10 mL de agua
destilada mas 2 gotas de colorante dejar en reposo por 24 horas refrigeracion
cubriendo el recipiente con aluminio laminado (hoja de aluminio). Posterior al
reposo, se tomo una gota de la muestra preparada y se colocé en un porta objetos
por ultimo se sometié a la observacion bajo el microscopio confocal analizando
con luz polarizada y cromaticidad para cada muestra

Las muestras seleccionadas para observacion al microscopio confocal asi como el
listado de los colorantes que se adicionaron a las muestras estan registrados en la
tabla 12 del anexo 1

La determinacion microscopica de muestras de caseina, almidon, y caseina-
almidén extrudidas fueron llevadas a cabo utilizando un “Confocal laser
microscopy“ modelo MRC 1024 (Bio Rad) equipado con un Laser de Cripton —
Argoén y acoplado a un microscopio invertido Diaphot 200 Nikon.
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V RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Analisis de humedad de las materias primas y de extrudidos

El Analisis del contenido humedad de las materias primas; almidon de trigo y
caseina acida fueron de 9.8% y 10.1% de humedad en base humeda
respectivamente La humedad promedio de los extrudidos fue de 11.375% de y la
actividad de agua (ay) fue en promedio de 0.378 ( tabla 11 en anexo).

5.2 Analisis del pH de las materia primas y de productos extrudidos

El analisis del pH de las materias primas en suspension nos reveld que el almidén
de trigo presentd, en promedio, un pH de 7.95 y la suspension de caseina
presentd en promedio un pH de 4.85. Sin embargo el analisis del pH de la mezcla
de estos dos biopolimeros en suspension reveld en promedio un pH de 5.05.

5.3 Expansion (EXP)

Los resultados experimentales de la expansion de la interaccion almidon-caseina
extrudidos fueron procesados estadisticamente obteniéndose un R? = 0.725 y una
probabilidad de F de p < 0.006, para el siguiente modelo matematico ajustado.

EXP= 6.588863251 - 0.076519004 T + 0.185383675 H - 0.004702355 C
+0.0003368856 T*T - 0.000272781 H*H + 0.000048996 C*C - 0.001496250 T*H -
0.000101495 T*C + 0.000688084 H*C

A través de este modelo se obtuvieron las graficas de superficies de respuesta
mostradas en las figuras.5.1a, 5.1b y 5.1c.
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Figura.5.1 Graficas de superficies de respuesta de la expansiéon de los
biopolimeros extrudidos a las temperaturas de procesamiento de 126°C (5.1a),
160°C (5.1b) y 194°C (5.1c)

Las superficies de respuesta de la expansién de los biopolimeros extrudidos
muestran que la maxima expansion de los extrudidos (2.3) se logré cuando estuvo
presente el mayor porcentaje de almidon (95%) en la mezcla y humedades
superiores al 25% esto a la temperatura mas baja de procesamiento de 126°C.
Horn (1977a) encontr6é en sus estudios que la maxima expansion para muestras
procesadas por extrusion se obtuvo con muestras de almidén al 100%
decreciendo los valores de expansion al incorporarse otros componentes como
proteinas o lipidos.

De forma contraria a los valores de maxima expansion encontrados para las
muestras procesadas a la menor temperatura de 126°C. Se encontré6 que al
incrementarse la temperatura de procesamiento de 126 a 194° C con altos
contenidos de humedad se observa que disminuye la expansion de los extrudidos
llegando incluso a su punto minimo de expansion de 1.0. Siendo esto atribuido a
que al incrementar la temperatura de procesamiento se provoca una
fragmentacion del almidén por el efecto de la combinacién de alta temperatura y
alto contenido de humedad lo que ocasiona una fragilidad estructural del granulo
de almiddn con la consecuente disminucién de expansion de los extrudidos (Seiler
et al 1980a, 1980b). El efecto de disminucidon en la expansién por el incremento
tanto en la humedad como en la temperatura es atribuido al colapso del granulo de
almidon por la alta presion generada en el interior del extrusor (Marshall y Chrastil
1992).

Otros autores Faubion y Hoseney (1982) también observaron este
comportamiento de valores minimos de expansion en muestras de almidon
procesadas a altas temperaturas, atribuido a la fragilidad estructural del granulo de
almidén y perder su integridad, debido a la gran cantidad de vapor generado
durante la extrusion en estas condiciones de procesamiento.

De esta manera tanto la temperatura de extrusion como el contenido de humedad
durante el proceso de extrusion son parametros muy importantes en la expansion
de los extrudidos (Gujska y Khan 1991). Asi mismo bajo estas condiciones de alta
temperatura de procesamiento (194°C) aunque con bajos contenidos de humedad
de alrededor de 18% es notable observar que la mezcla de almidon-caseina
mantiene altos niveles de expansion en practicamente todas las proporciones de
la mezcla, sobresaliendo los niveles de alta proporcion de caseina del 80 al 95%
en la mezcla. Por lo que probablemente el vapor generado por la alta temperatura
de procesamiento es retenido por la red de fuerte estructura, que se forma del
complejo almidon-caseina produciendo extrudidos de alta expansion.

5.4 indice de Solubilidad en agua (ISA)

Los resultados experimentales de los indices de solubilidad en agua de los
extrudidos almidén-caseina fueron procesados estadisticamente obteniéndose un
valor de R? = 0.649, una probabilidad de F de p < 0.026 F para el siguiente modelo
matematico.
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ISA = -163.1308432 + 1.2442195 T + 6.1856285 H + 0.0699876 C - 0.0033938
T*T - 0.0954039 H*H - 0.0021778 C*C - 0.0082760 T*H + 0.0018736 T*C -
0.0025998 H*C

A través de este modelo se obtuvieron las graficas de superficies de respuesta
mostradas en las figuras.5.2a, 5.2b, 5.2c.
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Figura 5.2 Graficas de superficies de respuesta de los indices de solubilidad en
agua de los biopolimeros extrudidos a las temperaturas de procesamiento de
126°C.(5.2a), 160°C (5.2b) y 194°C.(5.2c)

El analisis de las superficies de respuesta de los indices de solubilidad en agua
obtenidas a través de su modelo matematico revela que al incrementar la
temperatura de procesamiento de las mezclas almidén-caseina de 126 a 194° C el
ISA se va incrementando, localizandose los maximos valores de ISA en la zona
del mas alto porcentaje de almidon del 65 a 95% con contenidos de humedad de
que van de 19 al 25%. Este incremento de ISA es atribuido tanto al efecto de
fragmentacion del almidon provocado por la cizalla del extrusor, como por la alta
temperatura de procesamiento y niveles de 20 a 25% de contenido de humedad
(Gujska y Khan 1991). De forma contraria los valores minimos de ISA encontrados
en las superficies de respuesta se localizan en la zona de alto contenido de
humedad, en conjuncion con la mayor proporcion de proteina en la mezcla tanto a
bajas como a altas temperaturas de procesamiento atribuyéndose este hecho a la
pérdida de la solubilidad por desnaturalizacion de la proteina.

Kim y Rottier (1980) observaron que al incrementarse la temperatura de
procesamiento aumenté la cantidad de almidon fragmentado lo que provocd un
mayor porcentaje de almidén soluble. Al mismo tiempo el incremento de la
temperatura provoca un efecto negativo en la solubilidad por la desnaturalizacion
de la proteina, teniendo como consecuencia de ello una caida en los valores de
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ISA por la presencia de la proteina. Siendo mayor esta pérdida de solubilidad
conforme se aumenta la proporcién de proteina en la mezcla

Los cambios de solubilidad de mezclas de almidon - proteina por extrusion. fueron
reportados por Kim y Rotttier (1980) Estos autores estudiaron el efecto de la
temperatura de procesamiento por extrusion en la cantidad de almidon dafado y
sus cambios en la solubilidad en agua reportando que al incrementar la
temperatura se incrementa la cantidad de almidon hidrolizado y por lo tanto se
incrementa la solubilidad en agua. Al mismo tiempo que la proteina se
desnaturaliza por la alta temperatura decreciendo su solubilidad en agua. El efecto
de la temperatura en las proteinas procesadas por extrusion también fue
estudiado por Cheftel et al (1986) asi como por Goel y Rekha (1999), observando
estos autores algunos cambios estructurales debido a la presencia de grupos
hidrofilicos como —OH, -NH, , -COOH y —SH de las proteinas, la modificacion de
grupos amino de las cadenas laterales y la formacion de nuevos enlaces
covalentes isopeptidicos dan como resultado una proteina mas resistente al calor
en bajas concentraciones de agua y las posibles interacciones por uniones
cruzadas de almiddn con la proteina, provocando disminuciéon en la solubilidad de
las macromoléculas de almidon—caseina.

5.5 indice de absorcién en agua (IAA)

Del procesamiento estadistico de los resultados experimentales de los indices de
absorcién en agua fueron encontrados un valor de R? = 0.793964, con una
probabilidad de F de p < 0.0009, para el siguiente modelo matematico.

IAA = 12.78244292 + 0.02142855 T - 0.75750072 H - 0.09323512 C - 0.00011227
T*T + 0.01143881 H*H + 0.00050951 C*C + 0.00062766 T*H + 0.00023357 T*C +
0.00154427 H*C

A través de este modelo se construyeron las siguientes graficas de superficies de
respuesta de la Fig. 5.3a, 5.3b y 5.3c
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Figura 5.3 Graficas de superficies de respuesta de los indices de absorcion en
agua (lIAA) de los biopolimeros extrudidos a las temperaturas de procesamiento
de 126°C.(5.3a), 160°C (5.3b) y 194°C.(5.3c)

El analisis de las superficies de respuesta revelé que los maximos valores del los
indices de absorcion en agua (IAA) estan alrededor de 8.0 a las condiciones de
procesamiento de alta temperatura de 194°C y con la mayor proporcién de
almiddén en la mezcla en el rango de 90 a 95% y alto contenido de humedad, que
variaron del 27 al 32%.

De igual forma en relacion a la region de los valores de menor indice de absorcion
en agua de 3.6 a 4.2 esta zona esta localizada entre contenidos de humedad entre
26 y 29% y el mayor porcentaje de proteina en la mezcla del 90 al 95%

Sin embargo a esta misma proporcion de proteina del 90 al 95% también se
obtuvieron valores altos de IAA al decrecer considerablemente el contenido de
humedad a niveles del orden del 18%.

Este comportamiento del indice de absorcién en agua de los extrudidos de
almidon-caseina es significativamente afectado por el contenido de humedad de
procesamiento ya que cuando la mezcla almidén-caseina es procesada con alta
proporcion de almidon y con altos contenidos de humedad esta accién provoca
una menor fragmentacién del almidon y sobre todo se minimiza la
desnaturalizacion de la proteina lo cual consecuentemente incrementa el indice de
absorcion en agua de los extrudidos.

La alta concentracion de proteina en la mezcla (90 al 95%) da como resultado
pequenos valores de IAA atribuidos a la desnaturalizacion de la caseina causada
por las variables del proceso de extrusién (Gujska y khan 1991). La capacidad de
hidratacion de la proteina fue menor debido a la formacidn de enlaces Inter e
intramoleculares de la caseina con la amilosa y amilopectina del almidén (Goel y
Rekha 1999). El efecto es atenuado por la alta concentracién de almidon (95%)
donde los valores de IAA medianamente dependen de los cambios que el almidon
pueda sufrir durante la extrusion.

Con el incremento en la temperatura de 126 a 194°C y la proporcion de almidén
de 5 a 95% los valores de IAA se incrementan esto posiblemente se deba a la
cantidad de almidon fragmentado debido al efecto de cizalla y al bajo contenido de
humedad (Gujska y khan 1991). También debido a la pérdida de solubilidad de la
proteina por la desnaturalizacion pueden ocurrir cambios estructurales los cuales
corresponden a la presencia de grupos hidrofilicos como —OH, -NH,, -COOH y —
SH para formar enlaces cruzados con el almidon (Goel y Rekha 1999). En bajos
niveles de almidén y consecuentemente alto proporcion de proteina en la mezcla
es donde se producen los mas bajos valores de IAA debido a la pérdida de
solubilidad de la proteina por desnaturalizacién siempre que el procesamiento este
sujeto a altas temperaturas de extrusion

En bajas temperaturas de procesamiento de126°C y con alto contenido de
humedad (mayor a 26%) el decrecimiento de |IAA es debido a la reducida cantidad
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de almidén fragmentado (Gujska y khan 1991). Los altos valores de IAA a 126°C
fueron establecidos para muestras con contenidos de humedad mayores que 26%
y proporciones de almidon mayores que 65%, estos valores de IAA son debidos a
la interaccion del almidon con la proteina lo que evitaria la desnaturalizacién de la
proteina y por consecuencia se produce mayor capacidad de absorcion de agua.
Similares resultados se obtuvieron para la temperatura de procesamiento de
160°C.

5.6 Diferencial de color

El diferencial del color (AE) fue determinado para los productos extrudidos en
relacion a una muestra estandar de mezcla de biopolimeros sin procesar fue
encontrada una correlacién en los datos con R* = 0.877 y F de p < 0.0001.
Resultando del analisis estadistico el siguiente modelo matematico.

COLOR (AE) = 85.34424024 + 0.33579240 T - 6.46583645 H - 0.26178036 C -
0.00163665 T * T + 0.10111304 H * H + 0.00314043 C * C + 0.00943723 T *H +
0.00065888 T * C - 0.00667223 H* C

A través de este modelo se obtuvieron las graficas de superficies de respuesta
mostradas en la Figuras .5.4a, 5.4b y 5.4c

95

idon (% p/p}

Almiden (% pip)
35

Humedad @) 203 ar ®

Figura 5.4. Graficas de superficie de respuesta del diferencial de color (AE) de los
biopolimeros extrudidos a las temperaturas de procesamiento de 126°C (5.4a),
160°C (5.4b) y 194°C (5.4c)
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Los datos nos revelan que el diferencial de color es ampliamente dependiente
tanto de la temperatura de procesamiento de extrusion asi como de la proporcion
de caseina en la mezcla de los biopolimeros y presenté un efecto negativo tanto
por la humedad como por la proporcién de almidon en la mezcla, esto se puede
observar con detalle en la representacion de su comportamiento en las superficies
de respuesta. En esta grafica se observa que al incrementar la temperatura de 126
a 194° C el diferencial de color) aumenta logrando sus maximos valores en las
cuatro esquinas de las superficies, dos de ellas se establecidas a bajos contenidos
de humedad (18 - 19%) y las otras dos regiones de valores maximos de diferencial
de color son observados a altos contenidos de humedad (30 - 32%). Esto implica
que los valores de (AE) son minimos en contenidos intermedios de almidon y
humedad. Estos cambios en la intensidad de color posiblemente son causados por
reaccion de Maillard entre los azucares reductores (almidén dextrinizado) y grupos
amino libres de la caseina e interacciones entre ambas macromoléculas. Sin
embargo una alta proporcidon de caseina en la mezcla con altos o bajos niveles de
contenido de humedad intensificaron el cambio en color cuando la temperatura fue
incrementada a 194°C. Los minimos valores de diferencial de color fueron
observados en las siguientes condiciones de procesamiento cuando la
temperatura fue incrementada de 126 a 194°C y la humedad fue cercana al 25%
con una proporcion de almidon alrededor del 45% en la mezcla de los
biopolimeros caseina y almidén.

5.7 Fuerza de compresion (FC)

Los modelos matematicos se ajustan a los datos experimentales de FC una vez
que presenta un R? = 0.64679 con una probabilidad de F de p < 0.0130

FC=-489.64014+5.62809*T+3.23302*H+0.44101*C-0.04421*T?-1.08471*H?-
0.02614C*+0.34526 T*H +0.01876T*C

A través de este modelo se obtuvieron las graficas de superficies de respuesta
Fig.5.5a, 5.5b y 5.5¢
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Figura. 5.5 Graficas de superficie de respuesta de la fuerza de compresion
(FCOM) de los biopolimeros extrudidos a las temperaturas de procesamiento de
126°C (5.5a), 160°C (5.5b) y 194°C (5.5c).

Fuerza de compresion es la fuerza requerida para quebrar los extrudidos es
altamente dependiente del contenido de humedad. A una temperatura de 160°C
(figura 6b) se establecieron los valores maximos a condiciones de humedad de
entre 25 a 28% y una proporcién de almidon de 50% en la mezcla. Contenidos
altos de humedad mayores a 29% y contenidos bajos, menores que 25% de
humedad asi como proporciones de almidon mayores o menores al 50%
resultaron en una reducida fuerza de compresién. A temperatura de 194°C el
maximo valor de FC correspondié a altos contenidos de humedad, mayores que
28%,a la misma proporcion de almidéon del 50%. Sin embargo a bajas
temperaturas de proceso de 126°C los valores maximos de FC ocurrieron con
contenidos intermedios de humedad del orden del 25% y en proporciones de
almidon en la mezcla mayores que 75%. La FC es inversamente proporcional a la
expansion principalmente porque la densidad volumétrica es baja en alta
expansion. En proporciones de almidén entre 35 al 65% y contenidos de humedad
de alrededor del 28.5% los biopolimeros extrudidos adquieren una densa y rigida
estructura la cual requiere mayor energia para realizar el quebrado. Esto es
probablemente debido a las interacciones entre almidén y caseina, dando lugar a
la modificacion estructural acontecida en ambos biopolimeros durante el proceso
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de extrusion. Dependiendo de la temperatura y contenido de humedad la
modificacion estructural posiblemente puede promover la formacién de puentes de

Hidrégeno y fuerzas de atraccion de van der Waals e interacciones hidrofobicas
y/o hidrofilicas.

5.8 Viscosidad

En las figuras 5.6.1, 5.6.2, 56.3, 564 y 56.5 se muestran algunos
viscoamilogramas representativos del conjunto de muestras obtenidas en el
viscosimetro "RVA” .
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Figura 5.6.5 Viscoamilogramas muestras 11y 14

Los modelos matematicos para la viscosidad inicial (1V), viscosidad a 90°C (V90) y
viscosidad final a 50°C (V50) obtenidas de los datos experimentales mostraron las
siguientes correlaciones R? = 0.9469, R? = 0.9682, R? = 0.9693 respectivamente y
una probabilidad F de p < 0.0001 fue encontrada para todos los modelos.

A través de estos modelos se obtuvieron las graficas de superficies de respuesta
Figuras 5.6a, 5.6b y 5.6¢ para IV. Figuras 5.7a, 5.7b y 5.7c para V90 y figuras
5.8a, 5.8b y 5.8c para V50

IV =3221.475087 - 19.783277 T - 134.095096 H - 4.450108 C+ 0.044890 T*T +
2.041410 H*H +0.105948 C*C + 0.245313 T*H - 0.000701 T*C - 0.068925 H*C

V90 = 1836.411427 - 9.353786 T - 83.556057 H - 5.746472 C + 0.020830 T*T+
1.212765 H*H + 0.083738 C*C + 0.132813 T*H - 0.010981 T*C + 0.087617 H*C

V50 = 2064.978070 - 14.128240 T - 72.221139 H - 5.161454 C+ 0.034258 T*T +
1.001242 H*H + 0.085563 C*C + 0.139063 T*H - 0.008178 T*C + 0.045561 H*C
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Figura 5.6 Graficas de superficie de respuesta de la viscosidad inicial (IV) de los
160°C (5.6b) y 194°C (5.6¢)
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Figura. 5.8 Graficas de superficie de respuesta de la viscosidad a 50°C (VIS50) de
el

los biopolimeros extrudidos a las temperaturas de procesamiento de 126°C (5.8a),

160°C (5.8b) y 194°C (5.8¢)
viscoamilogramas se realizaron ajustando el pH de las muestras a un valor de 7.0

Las figuras.5.6a, 5.6b y 5.6c muestran que la viscosidad inicial IV es altamente
fragmentacion que sufre el almid

dependiente de la proporci
durante



esto debido a que la energia requerida para su homogenizacion y mezclado previa
a su analisis sobrepasaba la capacidad del equipo

Los cambios estructurales sufridos principalmente en el almidon durante el
proceso de extrusion son los causantes de la alta viscosidad inicial IV. El
comportamiento de la viscosidad del almidon extrudido ha sido estudiado por
Conway et al (1968), Anderson et al (1969a y 1969b), Doublier et al (1986) y
Schweiser et al (1986) Estos autores reportaron la caracterizacion del almidén
extrudido por analisis viscoamilografico encontrando que las diferencias que
presenta este almidon extrudido con relacion a un almidon nativo son basicamente
la ausencia de pico de gelatinizacion, una alta viscosidad inicial de la pasta fria y
una continua caida en la viscosidad entre los 50 a 95 °C. Asi como en la etapa de
enfriamiento (retrogradacion) se ha observado un ligero o nulo incremento en la
viscosidad logrando su maximo valor a 50°C.

La IV y V90 a 194°C de temperatura de extrusion fueron principalmente afectados
por la relacibn de almidon-caseina, sin embargo esta relacibn no causa
considerables diferencias en estas viscosidades, en el caso del uso de
temperaturas de 126°C y 160°C. Cuando se incrementé la proporcion de almidon
en la mezcla (alrededor de 95%), fueron obtenidos mayores valores de viscosidad
(IV y V90). Sin embargo, los valores menores de viscosidad no correspondieron
solamente a la menor proporcién de almidén en la mezcla (alrededor de 5%), sino
también a la pérdida de solubilidad de la proteina por desnaturalizacion. Las IV y
V90 decrecieron con altas proporciones de caseina en la mezcla, independiente
de la temperatura de extrusion y el contenido de humedad (Madeka & Kokini,
1992). Los valores de V50 fueron menores que la IV y V90 para las diferentes
concentraciones de almidon-caseina en la mezcla (Figura 5.8). La viscosidad
inicial del almidén nativo es casi cero, aunque almidones pregelatinizados
rapidamente absorben agua y forman una pasta a temperatura ambiente. La
viscosidad inicial depende del nivel de gelatinizacién y la proporcién de granulos
de almidéon fragmentados (Chang et al, 1998). Finalmente, almidén con menor
contenido de humedad, extrudido a alta temperatura, resulta en un extrudido con
baja retrogradacion debido principalmente a la alta degradacion tanto del almidén
como de la proteina por la alta temperatura de procesamiento. En este trabajo la
retrogradacion (V50) decrecié cuando la temperatura del cafidén fue incrementando
(194°C), esto es debido probablemente al hecho que los complejos almiddn-
caseina forman un gel débil menos estable, los cuales no sufren retrogradacion
por lo que los valores de viscosidad son bajos. Los altos valores IV probablemente
resultan de la gelatinizacion del almidon y la interaccion entre la proteina y
fragmentos del almiddn, los cuales forman enlaces Inter e intramoleculares (Goel
et al, 1999). El valor de la V90 fue menor que los obtenidos para la IV debido al
alto dafio del almidon durante la extrusién, disminuyendo su capacidad de
retencion de agua. Una maxima retrogradacion ocurrié solo cuando se proceso
una proporcion de almidon de 90 — 95% en la mezcla, a 18% de contenido de
humedad (Figura 5.8a). La uniformidad en bajos niveles de viscosidad
presentados en las muestra es atribuible tanto al proceso de extrusion como a la
presencia de caseina que le da estabilidad evitando la retrogradacién del almidon.
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5.9 Difraccién de rayos X

Como resultado de exposicion de la muestras a la difraccién de Rayos X se obtuvo
el porcentaje de cristalinidad registrados en la tabla 6 que presentaron las
muestras extrudidas derivado de los difractogramas mostrados en las figuras

59.1,592,5693,594y59.5

Tabla 6 Porcentaje de cristalinidad de la muestras extrudidas

Muestra | %Cris | Muestra | %Cris Muestra | % Cris | Muestra | %Cris | Muestra | % Cris
01 0.26 06 2.13 11 1.78 16 1.49 21 1.66
02 5.05 07 0.61 12 0.97 17 1.44 22 1.88
03 0.29 08 1.77 13 2.65 18 1.52 23 1.74
04 2.26 09 1.87 14 0.41 19 2.77 24 1.98
05 0.59 10 2.27 15 2.33 20 0.13 25 1.78
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El porcentaje de cristalinidad que presentaron las muestras extrudidas derivado de
los difractogramas fue analizado estadisticamente observandose el efecto del
proceso de extrusidon en la modificacion de la estructura cristalina de los
biopolimeros El anadlisis de varianza refleja el efecto de las variables de
procesamiento por extrusion encontrando una correlacion R? = 0.76318 y una

probabilidad de F de P< 0.0022, para el siguiente modelo matematico.

CRIS = 7.489704-0.00728*T-1.018754*H+0.315279*C-0.000123*T? +0.010504*H?
—0.000043*C?+0.003781*TH-0.000948*TC-0.0003738*HC.

A través del modelo matematico se obtuvieron las graficas de superficies de
respuesta mostradas en la Figura 5.9a, 5.9b, 5.9c

Cris Caseina Almidon extrudados a 25%
5.9a
5.9b

§7.....
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= ] |
2L 77

AT L7 T LT
e e b
i e g
L L L L
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Temperatura ( C) 20 Temperatura { C) 20 ¢

Cris Caseina Almidon extrudados a 32%

160
.10
Temperatura { C) 120

Figura 5.9 Graficas de superficie de respuesta de la cristalinidad (CRIS) de los
biopolimeros extrudidos con contenidos de humedad de procesamiento de 18%
(5.9a), 25% (5.9b) y 32% (5.9¢)

De acuerdo con Zobel (1988). El porcentaje de cristalinidad en el almidon nativo
de trigo segun es del orden del 36% existiendo por efecto de la extrusion una
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pérdida parcial o total del orden estructural semicristalino del almidén lo que
significa la pérdida de cristalinidad

El maximo porcentaje de cristalinidad encontrado en las muestras de los
extrudidos de caseina-almidon fue del 6%, lo que significa una pérdida del 84% de
la cristalinidad en relacion al almidén nativo,en muestras procesadas a una
temperatura de 126°C con un contenido de humedad de 18% y una proporcién de
almiddn del 95% en la mezcla de los biopolimeros. Este porcentaje de cristalinidad
del 6% disminuyé aun mas, debido al incremento en la temperatura de
procesamiento de 120 a 194°C asi como debido a la disminucion de la cantidad de
almidon presente en la mezcla de biopolimeros lo que nos indica que el grado de
cristalinidad en la interaccion de caseina — almidén es altamente dependiente de
la proporcién de almidon.

La alta temperatura de procesamiento de extrusidn mayor a la temperatura de
gelatinizacion del almidon aunada al efecto de cizalla producido en el interior del
extrusor provocan la pérdida de birrefringencia de los granulos de almidén,
modificando su estructura atribuyéndose a estas modificaciones la disminucion o
pérdida de cristalinidad, en relacion al grado que presenta un almidén nativo.

Conforme se incremento el contenido de humedad de las muestras de 18 a 32%
se observa que disminuyé la intensidad en los difractogramas de rayos X, lo que
nos indica la pérdida de la cristalinidad en las muestras extrudidas.. Los minimos
valores de cristalinidad pudieron observandose en muestras procesadas a 32% de
humedad, temperaturas entre 126 a 135°C y porcentaje de caseina mayores que
80%. Esto debido a que el almidén es el componente directamente responsable de
los cambios estructurales y del porcentaje de cristalinidad. Jenkins y Donald
(1998) observaron que cuando el almidon fue tratado térmicamente a bajos
contenidos de humedad conservd su cristalinidad, contrario a lo que ocurrid
cuando un almidén fue procesado con altos contenidos de humedad vy
temperatura de 120°C, provocando la disminucion de la cristalinidad.

5.10 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Del resultado de los analisis del barrido calorimétrico diferencial asociado a las
transiciones de fase de las mezclas de biopolimeros extrudidos fueron obtenidos
diferentes termogramas para cada una de las muestras a una a, = 0.46 y una
proporcion agua-muestra de 2:1 Se selecciond algunos termogramas
representativos para muestras analizadas con proporcion agua — muestra 2:1
mostradas en las figuras 5.10.1, 5.10.2, 5.10.3 y 5.10.4 La tabla 7 muestra el
analisis del barrido calorimétrico diferencial asociado a las transiciones de fase
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Figura 5.10.1 Termogramas de las muestras correspondientes a
los tratamientos 13 y 16 obtenidas con una proporcion de agua -
muestra 2:1
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Figura 5.10.2 Termogramas de las muestras correspondientes a los
tratamientos 23, 24 y 25 obtenidas en con una proporcion de 2:1 agua -
muestra
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Figura 5.10.3 Termogramas de las muestras correspondientes a los
tratamientos 9, 11 y 13 obtenidos con una proporcion 2:1 agua -
muestra
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Figura 5.10.4 Termogramas de las muestras correspoendientes a los
tratamientos 6, 7 y 14 obtenidas con la proporcion agua - muestra 2:1

Tabla 7 Analisis del barrido calorimétrico diferencial asociado a las transiciones de fase

Muestra area total area picos Tm (°C)
1 337.73 0.88 110.6
2 403.86 20.39 994
3 358.17 1.04 104.2
4 374.31 8.45 108.2
5 318.16 1.88 102.4
6 405.57 8.61 101.0
7 396.00 2.43 114.0
8 543.21 9.61 111.5
9 509.98 9.55 102.5
10 574.58 13.07 106.4
11 470.36 8.35 103.0
12 524.53 512 105.0
13 512.58 13.56 102.7
14 453.63 1.84 119.0
15 535.63 12.5 102.0
16 462.12 6.88 109.9
17 556.65 7.98 109.4
18 574.51 8.73 110.0
19 513.49 14.24 104.2
20 468.06 0.61 107.8
21 606.18 10.09 106.0
22 508.63 9.58 103.8
23 416.03 8.08 105.0
24 519.33 10.24 101.5
25 432.68 7.72 108.0

Como se puede apreciar en los termogramas de las muestras extrudidas estas no
presentaron transicion vitrea T4 “glass transtition” esto es atribuido tanto al efecto
de extrusién causando la pérdida parcial o total de la cristalinidad provocada por
los cambios estructurales en el almidon, como por la interaccidon de almidéon-
caseina que producen complejos de alto peso molecular. Sin embargo se puede
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apreciar con claridad una transicion de fase T, temperatura de fusion “melting
temperature” entre los 100 y 120°C para muestras analizadas dependiendo de las
variables de procesamiento. Asi mismo la temperatura de fusion T, de las
muestras analizadas a una a,, = 0.46 fue encontrado en un rango de temperaturas
entre 140 a 180°C

Las temperaturas de fusion (Tr,) de las muestras de proporcion agua- muestra de
2:1 fueron analizadas estadisticamente observandose el efecto de las variables
del proceso de extrusion en la modificacion de las propiedades térmicas de los
extrudidos. El anadlisis de varianza refleja el efecto de las variables de
procesamiento por extrusion encontrando una correlacién R?> = 0.600 y una
probabilidad de F de p < 0.0337 para el siguiente modelo matematico

Tm =254.927578 - 0.738263 T - 6.053785 H - 0.712670 C- 0.000188T*T +
0.016528 H*H +0.002325 C*C + 0.030781 T*H + 0.16472 H*C

A través de este modelo se obtuvieron las graficas de superficies de respuesta
mostradas en la Fig.5.10a, 5.10b, 5.10c
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Figura 5.10 Graficas de superficies de respuesta de las temperaturas de fusion Tp,
de los biopolimeros extrudidos a las humedades de procesamiento de
18%.(5.10a), 25% (5.10b) y 32%.(5.10c)

Las gréficas de superficie de respuesta de perfil de las temperaturas de fusién
(Tm) de las muestras extrudidas y analizadas con una proporcidon agua- muestra
de 2:1, son mostradas en la figura 5.10a para un de contenido de humedad del
18% se observa que la Tm disminuye a medida que aumenta la temperatura
desde 120 a 200°C, y este efecto se ve intensificado cuando se aumenta la
proporcion de almidon en la mezcla. Es decir, que cuando se procesan mezclas
con altas proporciones de almidon (95%) y altas temperaturas (200°C) a bajas
humedades (18%) se produce una mayor fragmentacion del almidon Esta mayor
fragmentacion del almidon es la responsable de la disminucion de la temperatura
de fusién (Trm). De forma contraria cuando se aumenta la proporcion de caseina en
la muestra y se disminuye la temperatura de procesamiento a (126°C) se observa
un incremento en la temperatura de fusion a este mismo contenido de humedad
del 18%. Esto probablemente se debe a que la caseina no sufre una
fragmentacion significativa Resultados semejantes fueron obtenidos por Went et al
(1990) indicando que las proteinas del maiz fueron mas resistentes a las fuerzas
de cizallamiento y no se fragmentan durante la extrusién.

La grafica de superficie de respuesta (figura 5.10b) del perfil de temperatura de
fusion (T,) m a una humedad 25% no presentan cambios significativos por el
aumento tanto de la temperatura como por el incremento de la proporciéon de
almidén con relacion a la caseina, esto posiblemente se deba a que en este
contenido de humedad, el agua funciona como plastificante evitando cambios
estructurales significativos por lo que no se alteran los valores de Tm.

Sin embargo a mayores contenidos de humedad (32%) (figura 5.10c) se observa
que a altas temperaturas de procesamiento (194°C) y altas proporciones de
almidén 95% se establecen los valores maximos de temperatura de fusién (Tm)
alrededor de (115°C) disminuyendo paulatinamente estos maximos valores de T,
al decrecer la temperatura de procesamiento,.posiblemente se deba a que en
estas condiciones el agua contribuya a una mayor interaccién de los biopolimeros
almidon - caseina por lo que se obtienen los valores maximos de temperatura de
fusidn por la nueva estructura de alto peso molecular formada por los biopolimeros

La interaccion de los biopolimeros caseina-almidén por el efecto de la extrusidon
sin duda conduce a la formacion de moléculas amorfas de alto peso molecular
estas dos afirmaciones son la explicacion del comportamiento del perfil
termografico de los extrudidos y como se puede observar en las figuras de la
5.10.1 a la 5.10.4 no presentan transicion vitrea (Tg) y la temperatura de fusion Ty,
es notablemente mayor a la temperatura de fusion reportada por otros autores
para almidén de trigo
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5.11 Espectroscopia infrarroja

Los espectros de infrarrojo confirman la interaccion de algunos grupos funcionales
de los biopolimeros en la formacidn de complejos. Los espectros fueron
registrados en un rango de 400 - 4000 cm™. Los espectros de almidén y caseina
difieren uno del otro como pueden observarse en las figuras 5.11.1 y 511.2 y
tablas 7 y 8 de posicion de bandas

Cuando se substrae el espectro del almidén del espectro de interaccion caseina
almidon se obtiene un espectro de caseina y / o almidon que difiere del espectro
obtenido individualmente. Este desplazamiento de bandas en particular como
también la diferencia de los espectros, indican claramente que las muestras de
almidén—caseina después de ser extrudidas llevan a la formaciéon de complejos o
modificaciones estructurales que favorecen la interaccidn entre ellas.

Tabla 8. Posicion y asignacion tentativa de banda de espectros de IR del almidon

Compuesto Posicién de banda en cm™ Asignacidn tentativa de banda
Almidén 3430 muy fuerte "OH puente de H intramolecular
2928 débil "OH
1655 débil 'C=0
1373 débil °OH
1084 fuerte ’coc
980 muy fuerte °CO

v y & denotan modos de vibracion de tension (elongacién) y flexion
respectivamente

La notacién de intensidad de banda es: muy fuerte, fuerte, débil, muy débil y
hombro.

Tabla 9. Posicién y asignacion tentativa de banda de espectros de caseina

Compuesto Posicién de banda en cm™ Asignacién tentativa de banda
Caseina 3437 muy fuerte "NH puente de H intramolecular
Puente de Hidrogeno 3280 hombro "OH asociacién polimérica
Intramolecular asociacion 2961 debil "OH
Polimerica 2854 débil "OH

1624 fuerte 'C=0 amida

1535 fuerte °NH

1272 débil °OH

1197 débil °C-N

Las bandas de los espectros de IR de las muestras extrudidas estan indicadas en
la tabla N° 9, donde se tiene una seleccidn de las muestras en funcién de su
relacion almidén-caseina en la mezcla.
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Tabla 10 Espectros de IR del complejo almidén caseina en cm™
Casein | 5% caseina |23.% caseina | 50%caseina | 76.% caseina | 95%caseina | Almidon
a 100% | 95% almidén | 76.%almidon | 50%almidon | 23.%almidéon | 5% almidén 100%
3403 3424 3424 3417 3424 3413 3402
2930 2930 2929 2929 2930 2930 2929
2346 2347 1650
1650 1650 1650 1647 1650 1640 1650
1537 1537
1454 1454 1456 1448 1454 1407 1407
1155 1155 1155 1156 1157 1154
1079 1079 1080 1080 1080 1079
1026 1026 1024 1020 1023 1022 1025
933 932 933
856 858
763 762
689.6 689.6 697
578 578 577

Mezcla almidén 5% caseina 95% Muestra 14 y 20

Mezcla almidon 23.25% caseina 76.75% Muestras 01, 03, 05y 07

Mezcla almidén 50% caseina 50% Muestras 09, 10, 12, 13, 15, 16, 18, 19, 21, 22,
23,24y 25

Mezcla almidon 76.75% caseina 23.25% Muestras 02, 04, 06 Y 08

Mezcla almidon 95% caseina 05% Muestras 11y 17

En esta tabla N° 9 se puede observar que las muestras extrudidas a 160°C con
5% de almiddén en relacion a la caseina presentan un pequefio desplazamiento en
su banda de 3403 cm™ en relacién a la caseina de 3424 cm™ (grupos amino y
amida), como también una banda en 2930 cm™ caracteristico de los grupos OH
poliméricos de los carbohidratos del almidon banda que no se observa en la
caseina. Los demas picos presentan ligeras alteraciones en cuanto a su longitud
de onda, observando también la presencia de otros picos adicionales (1079 y 1025
cm™) que solo estan presentes en el espectro del almidén correspondiendo a
grupos carboxilo y alcoholes.

Cuando la mezcla de almidon caseina fue extrudida a 140°C y aumentando la
concentracion de almidén para 23.25% no se observo el desplazamiento de la
banda a 3424 cm™ y los demas picos tampoco presentaron alteraciones con
relacion a las muestras procesadas con 5% de almidon, solo se obtuvo un pico
adicional a 2346 cm™. Aunque cuando fue extrudida a 180°C nuevamente se tiene
el desplazamiento de la banda 3403 cm™ manteniéndose inalterado los demas
picos y perdiéndose el pico a 2346 cm™ como las muestras con 5% de almidén y
160°C, en cuanto al efecto del contenido de agua en la extrusion se puede
observar que incrementos de humedad intensifican la resolucién de ciertos picos
como los grupos amino y amida (3404 cm™ muy fuertes) y los alcoholes primarios
(1024 cm™ muy fuertes) que anteriormente se presentaban como solo fuertes o
débiles respectivamente. Cuando los biopolimeros fueron extrudidos en una
relacion de 50:50 % a diferentes temperaturas y humedades, se observa que la
banda de 3424 cm™ es ligeramente desplazada en funcion de la temperatura
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manteniendo su resoluciéon de muy fuerte, también en la longitud de onda de 1023
cm™' se intensifica la resolucién del pico a muy fuerte dependiendo del incremento
de la temperatura, es decir a 123°C esta banda es débil y a 193°C es muy fuerte,
los demas picos no presentaron diferencias.

Muestras de almidén al 76.75% con caseina al 23.25% extrudidas a 140°C,
presentaron diferencias en la banda de los aminos libres y amidas a cambios de
humedad de extrusion, obteniendo 3450 cm™ para 21% y 3404 cm™ para 29%,
también se intensificd el pico a 1650 cm™ (amidas) para 29% comparado con 1640
cm” para 21%, los demas picos no tienen diferencias de intensidad ni de
desplazamiento en la longitud de onda. Efecto semejante fue observado para
180°C de extrusion obteniendo mayores intensidades y resolucion de los picos
para altas humedades en las mismas longitudes de onda del espectro de IR, con
la diferencia que a 1155 cm™ es débil la intensidad para 21% y fuerte para 29%,
ademas que a 1023 cm™ se observa un pico muy fuerte, los otros picos no
presentaron diferencias.

Como seria de esperar que muestras con alto contenido de almidon 95%
presentaron espectros de IR semejantes al almidon 100%, es asi que los picos
donde se tenia menor intensidad, como los que representan a grupos con oxigeno,
sean mas fuertes y de mayor resolucion, es decir a 1650 cm™, 1154 cm™y a 1025
cm™' debido a la mayor presencia de alcoholes, &cidos carboxilicos y amidas.

Por estos resultados se puede indicar que en el proceso de extrusion se forman
nuevas estructuras con los compuestos de almidén caseina, que de acuerdo con
Zaleska et al (2001) dan lugar a complejos y los grupos que mayor modificacion
sufren son los grupos amino, amida, carboxilo y hidroxilo de ambos compuestos,
ya que el almidon de trigo contiene naturalmente proteinas en su superficie e
internamente en su estructura (Baldwin, 2001) aun a pesar de realizar la
extraccion del almidon exhaustivamente. Esta proteina del almidén probablemente
también interacciona con la caseina estableciéndose redes y modificaciones
estructurales en funcién de la temperatura, concentracion y humedad de extrusion
las cuales son observadas por los espectros de IR
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Figura N° 5.11.1 Espectro de IR de la muestra de caseina
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Figura N° 5.11.2 Espectro de IR de la muestra de almidén de trigo
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Figura N° 5.11.3 Espectros de IR de muestras de almidén-caseina que
contienen 5% de almidén en la mezcla

65



0707
0.8 Samples 1, 3, & and 7 23 25% Starch 102443

068 328709 165087

ne4 145675
062
0.60
0.58 203026
0.56
054
0.52
0.50
& 048 32415
048
0.44
042
34640

040 %
038
038
034
032

0.30

0274
40000 3600 3200 2300 2400 2000 1800 1800 1400 1200 1000 200 600 400.0
am-1

Figura N° 5.11.4. Espectros de IR de muestras de almidon-caseina que
contienen 23.25% de almidon en la mezcla
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Figura N° 5.11.5 Espectros de IR de muestras de almidon-caseina
que contienen 50% de almidén en la mezcla
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Figura N° 5.11.6. Espectros de IR de muestras de almidén-caseina que
contienen 76.75% de almidon en la mezcla
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Figura N° 5.11.7. Espectros de IR de muestras de almidén-caseina que
contienen 95% de almidén en la mezcla

5.12 Reometria (viscoelasicidad)

El analisis del comportamiento viscoelastico de las muestras extrudidas fue
llevado a cabo en dos etapas en el Reometro ARES-RFS Ill, TA Instruments, USA
del perfil viscoelastico de cada muestra fue derivado el modulo de
almacenamiento G°, modulo de pérdida G y angulo G'/G"" a continuacion se
muestra los reogramas de algunas muestras para G’y G'* contra frecuencia en las
Figuras 5.12
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Figura 5.12a Reogramas de G’y G’
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G, G" (Pa)
G', G" (Pa)

T
10" 10° 10 10°

Frecuencia (rad/s) Frecuencia (rad/s)
Figura 5.12e Reogramas de G’y G~ Figura 5.12f Reogramas de G’y G™*
contra frecuencia para las muestras contra frecuencia para las muestras
17,18,19,20. 21,22,23,24.

El analisis estadistico sobre los resultados de las propiedades reoldgicas de los
productos extrudidos indica que el ANOVA es significativo para G’ G” y Tan & una
ves que los valores de la probabilidad de F fueron: P<0.0001; P< 0.0171 y
P<0.0028 respectivamente y el modelo ajustado a cada una de estas propiedades
fue R?=0.8738; R?>=0.60 y R?=0.754, indicando que las variables de extrusion si
tienen un efecto significativo en las propiedades reolégicas de los productos
extrudidos. Los modelos ajustados se presentan a seguir, a través de estos
modelos se realizaron graficas de superficies de respuesta como se muestran en
las Figuras 5.12.1a 5.12.1b 5.12.1c ; 5.12.2a 5.12..2b 5.12.2c; 5.12.3a 5.12.3b y
5.12.3c

G =731.252954+0.8394313x T —29.1703607 x H —21.7718286x C —0.0026751x T'* +0.5096057 x H>
+0.1562825% C2 —0.0375313% TH +0.0455514x TC +0.1271729x HC

G"=18.61773527+0.826435384x T +1.84338728x H — 4.077783649x C —0.003121813x T'> — 0.04442072 x H>
+0.029814441x C? +0.00828972x TC

Tand =1.672837547—0.022411377x T + 0.052565049x H —0.001768256 x C +0.000061073x T2 —0.001116744 x H>

—0.000010075x C* +0.00005 x TH —0.000010748 x TC + 0.000023364 x HC

180 e T &9
Temperatura { C) 120
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Figura 5.12.1 Gréficas de superficies de respuesta del médulo de almacenamiento
G’ de los biopolimeros extrudidos a las humedades de procesamiento de
18%.(5.12.1a), 25% (5.12.1b) y 32%.(5.12.1c).

Las graficas de superficies de respuesta para 18% de humedad indican que
incrementos en el contenido de almidon hasta 95% aumenta el valor de G’, la
temperatura de extrusién no presenta un efecto preponderante, notandose un
ligero incremento en la elasticidad (G’) de las muestras para mayores
temperaturas (200°C). Para humedad de extrusion de 25% y 32% se observo un
comportamiento similar, con una ligera disminucién de los valores de G’ para
aumentos de humedad. Esto indica que en los productos extrudidos de ambos
polimeros el almidén es el responsable de las propiedades de elasticidad del
producto, en la medida que se incrementa la proporcion de proteina disminuye
esta propiedad, debido a la desnaturalizacion que sufre la caseina en el proceso
de extrusion la hace menos soluble, razéon por la cual no contribuye en la
elasticidad de los productos extrudidos.

Temperatura { C) o

160
Temperatura {C)

Figura 5.12.2 Graficas de superficies de respuesta del modulo de pérdida G” de
los biopolimeros extrudidos a las humedades de procesamiento de 18%.(5.12.2a),
25% (5.12.2b) y 32%.(5.12.2c)
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Los valores del modulo de perdida (G”) relacionados con la propiedad de
viscosidad en las muestras indican que aumentos del contenido de humedad
durante el proceso de extrusion no afectaron significativamente en esta propiedad
reoldgica, una vez que las graficas de superficies de respuesta en el intervalo de
trabajo (18% a 32%) no presentaron cambios apreciables en su comportamiento,
para la temperatura de extrusion aumentos de 120°C a 200°C se produjo un
incremento del valor de G” para todos los niveles de humedad. El mayor efecto lo
tuvo la concentracion de almidén con relacion a la caseina, es decir, que
aumentos de la concentracion de almidon mayor y menor que 50% provoco un
incremento de G” en ambos sentidos, aunque se observa que G” es mucho mayor
para concentraciones superiores al 50% de almidén.

Analizando los graficos de reologia se observa que los valores de G’ siempre
fueron mayores que los de G” lo que indica que los geles de productos extrudidos
presenta mas propiedades elasticas que viscosas y este comportamiento se
acentua mas, para mayores contenidos de almidén en relacion a la caseina.
También se observa que los menores valores de G’ y G” se obtienen para una
relacion de almidén: caseina proximos a 50% (varia en funcion de la humedad),
indicando que posiblemente en esta relacion se tiene la maxima interaccion de
estos dos macromoléculas por lo que se presentaron los menores valores de G’ y
G” o viscoelasticidad. Resultados semejantes fueron encontrados por Takeuchi
(1969) donde la maxima interaccién fue encontrada para una relacion de 1:1 de
almidon proteina. Tecante et al. (1999) indica que cuando la relacién de almidones
entumecidos enteros es mayor que los fragmentados estos aportan mayor
propiedad de elasticidad que cuando estan fragmentados.
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Figura 5.12.3 Graficas de superficies de respuesta de la tangente del angulo G’ /
G’’de los biopolimeros extrudidos a las humedades de procesamiento de
18%.(5.12.3a), 25% (5.12.3b) y 32%.(5.12.3c)
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Las graficas de superficie de respuesta de la tangente 6 que es la relacién entre
G”/G’ muestra que incrementos de la concentracion de almidén disminuye el valor
de tangente & para todas las humedades en que fue realizada la extrusion, la
temperatura no presentdé un efecto significativo. Correlacionando con las
afirmaciones anteriores se puede indicar que a mayor contenido de almidén la
propiedad reoldgica de los extrudidos tiende a ser mas elastica que viscosa y este
efecto se incrementa levemente con el contenido de humedad, indicando que
probablemente los granulos de almidén conserven mas su integridad favoreciendo
por lo tanto la propiedad de elasticidad (G’) y cuando se tiene mayor contenido de
caseina esta caracteristica es disminuida debido a la desnaturalizacion de la
misma y perdida de solubilidad durante el proceso de extrusion.

5.13 Azucares totales (reductores y no reductores)

Los modelos matematicos se ajustan a los datos experimentales una vez que
presenta un R? = 0.8066 con una probabilidad de F de p < 0.0006

Glu = 27.36934 + 0.08717 T - 2.81291 H + 0.16685 C — 0.000193 T*T + 0.058488
H*H +0.001280 C*C + 0.000093 T*H - 0.000313 T*C — 0.005023 H*C

A través de este modelo se obtuvieron las graficas de superficies de respuesta
Figura 5.13a, 5.13b y 5.13c.

Figura 5.13. Graficas de superficies de respuesta de los equivalentes en glucosa
de azucares totales (reductores y no reductores) de los biopolimeros extrudidos a
las humedades de procesamiento de 18%.(5.13a), 25% (5.13b) y 32%.(5.13c)
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Las graficas de superficie de respuesta de la cuantificacion de los miligramos de
glucosa equivalente a las temperaturas de 126, 160 y 194°C muestran que la
cantidad de glucosa o azucares totales solubles en DMSO se increment6 al
incrementarse la proporcién de almidén en la mezcla siendo los valores maximos
alcanzados para las muestras con 95% de almidén, asi como también los valores
minimos de cantidad de glucosa son observados a la minima proporcion de
almidén del 5% en conjuncion con la humedad en el intervalo de contenido de
humedad de 21 a27%

Referente al efecto de la temperatura de procesamiento en la cuantificacion de
glucosa o azucares totales solubles en DMSO no es significativo ya que la
superficie de respuesta solo denota un ligero aumento al incrementarse la
temperatura de 126 a 194°C.

El resultado de los analisis de azucares reductores no revelaron la presencia
significativa de estos atribuyendo este hecho al que el proceso por extrusion (altas
temperaturas y cortos tiempos de procesado) y a la presencia de proteina con la
posible formacién de complejos almidén—caseina, que evita una fragmentacion
intensa del granulo de almiddn, dentro de los intervalos de trabajo de las variables
a la que fueron sometidos estas macromoléculas, resultados semejantes fueron
obtenidos por Gropper et al (2002) en la que encuentra que el proceso de
extrusion no produce una fragmentacién intensa en los granulos y el peso
molecular que encuentra es de 1x10* a 6.7x10* . A partir estos resultados se
puede indicar que el contenido de azucares reductores en nuestro proceso es muy
pequeno no pudiendo ser detectadas por los métodos usuales.
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5. 14. Microscopia Confocal

5.14 Microfotografias de los biopolimeros caseina y almidén nativos y procesados
por extrusién en un microscopio electrénico confocal
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Figura 5. 14. Microfotografias confocal de los biopolimeros almidén—caseina
extrudidos

Las microfotografias confocal A y B presentan al almidén nativo observado por
transmitancia y por fluorescencia, C es la caseina sin tratamiento. Los resultados
de las demas microfotografias son muestras extrudidas, El analisis micro
estructural reafirma los resultados observados por los métodos de analisis previos
donde el proceso de extrusion desarrollado en esta investigacion no fragmenta
intensamente los granulos de almidon, como se observa en la microfotografia D y
E algunos fragmentos del almidon y en su mayoria los restantes granulos todavia
se mantienen integros interactuando con la matriz proteica desnaturalizada. Las
microfotografias F y G indican como los granulos y fragmentos de almidén se
encuentran embebidos en la matriz de proteina, interactuando entre las
macromoléculas formando una sola red. Nuevamente la interaccion se facilita
debido a que los granulos de almidon de trigo poseen en su superficie e
internamente proteinas que no se pueden extraer mediante los métodos
convencionales, estas proteinas pueden formar enlaces con las caseinas,
adquiriendo una nueva estructura.
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VI Conclusiones

La disminuciéon de expansion de los productos extrudidos a altas temperaturas
(170 a 190° C) y humedades (25 a 30%) son atribuidas a una determinada
fragmentacio y una cierta fragilidad estructural del granulo de almidén, provocando
también la desnaturalizacion de la caseina por el efecto de la alta temperatura y
presion de vapor. Se debe destacar que el grado de fragmentacion o dano en los
granulos de almidon no es tan intenso una ves que los valores de expansién no se
disminuyen significativamente.

La solubilidad de los biopolimeros estudiados se incrementé con una mayor
proporcion de almiddn en la mezcla y de manera contraria a mayor proporciéon de
proteina disminuyé la solubilidad debido a la desnaturalizacion de la proteina por
el proceso de extrusion. Los cambios estructurales se deben a que los grupos
hidrofilicos como —OH, -NH,, -COOH y —SH de las proteinas puedan reaccionar e
interaccionar con el almidén, o proteinas del almidon con la caseina, provocando
la disminucion en la solubilidad. Los resultados del indice de absorcion de agua
también corroboran los resultados de solubilidad que para altas concentraciones
de almidon se presentaron mayores valores de IAA, para menores niveles de
almidén y consecuentemente alta proporcion de proteina se obtuvieron bajos
valores de IAA debido a la pérdida de solubilidad de la proteina, cuando el proceso
esta sujeto a altas temperaturas de extrusion.

Cuando se incrementd la proporcién de almidon en la mezcla (alrededor de 95%),
mayores valores de viscosidad fueron obtenidos (IV y V90). Sin embargo, menor
viscosidad no corresponde solamente a un menor valor de almidén en la mezcla
(alrededor de 5%), sino también a la perdida de solubilidad de la proteina por
desnaturalizacion. Lo que confirma la afirmacion anterior en ISA e IAA

El cambio de color en los polimeros, posiblemente son causados por reaccion de
Maillard entre los azucares reductores (almiddn dextrinizado) y grupos amino
libres de la caseina e interacciones entre ambas macromoléculas. Sin embargo
una alta proporcion de caseina en la mezcla con altos o bajos niveles de contenido
de humedad intensifican el cambio en color cuando la temperatura es de 194°C.
Obteniendo los minimos valores de diferencia de color cuando la humedad fue
cercana al 25% con una proporcién de almidon alrededor del 45% en la mezcla

La fuerza de compresion maxima se obtuvo cuando la relacion de almidén caseina
fue proxima a 50% para contenidos de humedad de alrededor del 28.5% los
biopolimeros extrudidos adquieren una densa y rigida estructura la cual requirié
mayor fuerza para su fragmentacion, esto se debe probablemente a las
interacciones entre almidon y caseina.

El maximo porcentaje de cristalinidad encontrado en las muestras de los
extrudidos de caseina-almidon fue del 6% lo que significa una pérdida del 84% de
la cristalinidad en relacion al almidén nativo (36%). Este porcentaje de cristalinidad
del 6% disminuyé aun mas tanto por el incremento en la temperatura de
procesamiento de 120 a 194°C como con la disminucién de la proporcion de
almidon presente en la mezcla de biopolimeros lo que indica que el grado de
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cristalinidad en la interaccion de caseina—almidon es altamente dependiente de la
proporcion de almidoén.

Los termogramas obtenidos por DSC de las muestras extrudidas no presentaron
transicion vitrea T4 “glass transtition” una ves que estas ya se encuentran en
estado gomoso debido al efecto de extrusion, reafirmando los resultados de
difraccion de rayos X de pérdida parcial o total de la cristalinidad.

El grado de dafio que sufre el almidén y la desnaturalizaciéon de la proteina se
manifiestan en los valores de Tm. Es decir que altas temperaturas de extrusion y
bajos contenidos de humedad resultaron los valores de Tm, menores. Mientras
que a bajas temperaturas y altas humedades resultaron también los valores de Tm
menores y viceversa. Los cambios dan como resultado una proteina mas
resistente al calor a bajas concentraciones de agua.

De acuerdo a los resultados anteriores se indica que existe una probable
interaccion entre el almidén de trigo y caseina, que es observada a través de los
espectros de IR. Cuando se substrae el espectro del almidon de los espectros de
interaccion caseina almidon se obtiene un espectro de caseina y / o almidon que
difiere de los espectros obtenidos individualmente. Este desplazamiento de
bandas en particular como también la diferencia de los espectros, indican
claramente que las muestras de almidon—caseina después de ser extrudidas
llevan a la formacion de complejos o modificaciones estructurales que favorecen la
interaccion entre ellas. Las bandas mas sobresalientemente desplazadas son las
de la regién de la vibracion del grupo CO —NH (aproximada a 1530 cm™).

Los resultados obtenidos indican que en los productos extrudidos el almidon es el
responsable de las propiedades de elasticidad del producto, en la medida que
incrementa la proteina (caseina) disminuye esta propiedad debido a la
desnaturalizacion que sufre la caseina en el proceso de extrusion la hace menos
soluble, razon por la cual no contribuye en la elasticidad de los productos
extrudidos. También se observa que los menores valores de G’ y G” se obtuvieron
para una relacion de almidon: caseina proximos a 50% (varia en funcién de la
humedad), indicando que posiblemente en esta relacién se tiene la maxima
interaccion de estos dos macromoléculas por lo que se registraron los menores
valores de G’ y G” o viscoelasticidad.

El analisis de azucares reductores realizado por varios métodos revelé que el
proceso por extrusion no libera cantidades significativas de estos azucares debido
a la posible formacion de complejos almidén—caseina, evita una fragmentacion
intensa del granulo de almidon. Aunque en el analisis de azucares totales se tiene
fragmentos solubles en DMSO que indican una determinada fragmentacién de los
granulos de almidon.

Las microfotografias revelan que el proceso de extrusion forma estructuras de
interaccion entre ambos biopolimeros las cuales modifican las propiedades
funcionales, texturales y reologicas de los productos, que podrian tener grandes
posibilidades de nuevas aplicaciones en la industria alimenticia, e industria en
general.
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Anexo 1

Tabla 1- Caracteristicas de la amilosa y amilopectina

Caracteristica Amilosa Amilopectina
Forma Esencialmente lineal Ramificada
Uniones glucosidicas o -1,4 a-1,4ya-1,6
Peso molecular Menor a 500,000 50 a 500 millones
Formacién de peliculas Resistentes Fragiles
Formacién de gel Firmes Suaves
Color con yodo Azul Rojo — café

Fuente: Starches (Thomas y Atwell 1999)

Tabla 2- Aproximaciones de tamanos y formas de granulos de almidén

Material Maiz Trigo Arroz Papa Yuca
Fuente cereal Cereal Cereal tubérculo Raiz
Diametro
en micras 5a30 1a45 1a3 5a100 4a35
Formas Poligonal Lenticular Poligonal Oval Barrilete
redondeado | redondeado | esférico esférico
“Fuente: Starches (Thomas y Atwell 1999)
Tabla 5. Condiciones de ejecucién de las corridas de extrusién
Muestra % Humedad Caseina gr.. Ca(OH), gr. Agua mL
01 21 2588.12 47.77 372.15
02 21 784.020 14.47 372.15
03 29 2879.74 53.16 752.11
04 29 872.360 16.40 752.11
05 21 2588.12 47.77 372.15
06 21 784.020 14.47 372.15
07 29 2879.74 53.16 752.11
08 29 872.36 16.10 752.11
09 25 1776.00 32.78 552
10 31.72 1950.50 36.00 901
11 25 177.600 3.278 552
12 25 177.600 32.78 552
13 18.27 1629.75 30.08 259.5
14 25 3374.40 62.29 552
15 25 1776.00 32.78 552
16 31.72 1950.50 36.00 901
17 25 177.600 3.278 552
18 25 1776.00 32.78 552
19 18.27 1629.75 30.08 259.5
20 25 3374.4 62.29 552
21 25 1776.00 32.78 552
22 25 1776.00 32.78 552
23 25 1776.00 32.78 552
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24

25

1776.00

32.78

552

25

25

1776.00

32.78

552

Tabla 11 Porcentaje de humedad y actividad de agua (ay) de extrudidos

Muestra %Humedad aw
01 11.755 0.371
02 11.331 0.383
03 12.513 0.397
04 12.521 0.353
05 10.977 0.386
06 10.234 0.364
07 11.705 0.374
08 11.798 0.37
09 12.868 0.395
10 11.913 0.384
11 11.489 0.379
12 11.630 0.395
13 9.635 0.361
14 10.432 0.382
15 12.644 0.405
16 11.917 0.385
17 10.880 0.366
18 11.402 0.39
129 9.909 0.364
20 10.833 0.379
21 11.423 0.379
22 11.245 0.35
23 11.051 0.38
24 11.162 0.372
25 11.107 0.407

92




Tabla 12 Lista de colorantes y muestras seleccionadas para observacion en
microscopio electrénico laser confocal.

Muestra Colorante Proporcion a/c Peso de muestra
21 Safranina 50/50 1 gramo
21 Rodinila “blue” 50/50 1 gramo
21 Lisamina 50/50 1 gramo
21 Acridina 50/50 1 gramo
21 Fluoreceina 50/50 1 gramo
21 Acido fusinico 50/50 1 gramo
14 Safranina 05/95 1 gramo
14 Rodinila “blue” 05/95 1 gramo
14 Lisamina 05/95 1 gramo
14 Acridina 05/95 1 gramo
14 Fluoreceina 05/95 1 gramo
14 Acido fusinico 95/05 1 gramo
17 Safranina 95/05 1 gramo
17 Rodinila “blue” 95/05 1 gramo
17 Lisamina 95/05 1 gramo
17 Acridina 95/05 1 gramo
17 Fluoreceina 95/05 1 gramo
17 Acido fusinico 95/05 1 gramo
Almidén 100% Safranina 100/0 1 gramo
Almidén 100% Rodinila “blue” 100/0 1 gramo
Almidén 100% Lisamina 100/0 1 gramo
Almidén 100% Acridina 100/0 1 gramo
Almidon 100% Fluoreceina 100/0 1 gramo
Almidén 100% Acido fusinico 100/0 1 gramo
Caseina 100% Safranina 0/100 1 gramo
Caseina 100% Rodinila “blue” 0/100 1 gramo
Caseina 100% Lisamina 0/100 1 gramo
Caseina 100% Acridina 0/100 1 gramo
Caseina 100% Fluoreceina 0/100 1 gramo
Caseina 100% Acido fusinico 0/100 1 gramo
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