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Introduccién General

1. INTRODUCCION GENERAL

1.1 HIDROCOLOIDES

El término “hidrocoloides” hace referencia a un amplio rango de polisacaridos
y proteinas que por ser sustancias hidrofilicas se dispersan en soluciones acuosas
formando soluciones coloidales. En la actualidad son comunmente empleados en una
diversa variedad de sectores industriales con un vasto numero de funciones que
incluyen el espesamiento y la gelificacion de soluciones acuosas, estabilizacion de
espumas, emulsiones y dispersiones, inhibicién del crecimiento de cristales, liberaciéon
controlada de sabores, etc. Todas sus aplicaciones dependen de las propiedades de
un gran numero de macromoléculas en diversos estados de hidrataciéon. Dado que los
alimentos son materiales muy complejos, y dada la diferente funcionalidad de los
hidrocoloides, en muchas aplicaciones se emplean mezclas de los mismos.

Es comun encontrarse en la bibliografia con el término “gomas” empleado
como sinénimos de hidrocoloides. Estrictamente, las gomas pueden corresponder a
moléculas de alto peso molecular tanto hidrofilicas como hidrofébicas, en general con
propiedades coloidales, que en el solvente adecuado producen geles o suspensiones
de elevada viscosidad. Las sustancias hidrofobicas conocidas como “gomas” son
polisacaridos de elevado peso molecular y derivados del petréleo como caucho,
algunos polimeros sintéticos, como el chicle, o la savia de algunos arboles que suele
usarse para obtener goma resina o balsamo. Si bien existe una amplia diversidad de
este tipo de gomas, el gran consumo de hidrocoloides por parte de la industria ha
hecho que estos dos términos se asimilen como sindnimos. Dentro de este trabajo de
tesis, para simplificar la escritura, se empleara indistintamente las palabras
“hidrocoloides” o “gomas” para referirse al mismo tipo de sustancias.

Particularmente, el uso de hidrocoloides en la industria alimentaria ha tenido
un amplio incremento en las ultimas décadas. Aunque en la mayoria de los casos se
encuentran presentes en concentraciones inferiores al 1%, su presencia ha resultado
en una gran influencia en las propiedades texturales y organolépticas de los productos

alimenticios.
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Los cambios en el estilo de vida moderna, la creciente concientizacion sobre
la vinculacién entre el tipo de dieta y la salud, junto con las nuevas tecnologias
productivas, han conducido a un rapido crecimiento en la industria de alimentos “listos
para consumir”, productos novedosos y el desarrollo de formulaciones con alto
contenido de fibras y bajo contenido de grasas. Estos cambios han sido la causa
principal de un abrupto crecimiento en el mercado de los hidrocoloides que a principios
del siglo XXI ha alcanzado alrededor de los U$S 4.4 billones anuales con un volumen
total de 260000 toneladas (Phillips y Williams, 2003)

Cada hidrocoloide consiste en una mezcla de moléculas similares pero no
idénticas, y las propiedades fisicas que exhiben son afectadas por las diversas fuentes
de obtencion, métodos de preparacion, procesamiento térmico y el ambiente dentro
del alimento (pH, contenido de sal, temperatura). Las descripciones de hidrocoloides
suelen presentar estructuras idealizadas pero se debe recordar que son productos
naturales (o sus derivados), con estructuras determinadas por la accién enzimatica
estocastica y no exactamente por el codigo genetico. Estan compuestos por mezclas
de moleculas de diferente peso molecular y, con la excepcién de la celulosa,
probablemente ninguna molécula es conformacionalmente idéntica o estructuraimente
idéntica a ninguna otra.

Las mezclas de hidrocoloides muestran tal complejidad en sus propiedades
no aditivas, que solo recientemente éstas pueden ser interpretadas como una ciencia
mas que como un arte. En la Figura 1.1-1 se puede ver de modo general, cémo varia
el efecto de los hidrocoloides a medida que aumenta su concentracion en una solucion
acuosa (Chaplin y Kennedy, 1994). A bajas concentraciones influyen sobre grandes
volumenes de agua dentro de su radio de giro (Figura 1.1-1a). A medida que la
concentracion aumenta las moléculas individuales pueden formar estructuras
globulares (Figura 1.1-1b), este proceso gobernado por la entropia permite la retencion
de la libertad de rotacion. Una concentracion mayor (Figura 1.1-1c y d) puede llegar a
provocar, en algunos casos, una separacion de fases debido a las diferentes formas
en que pueden influir sobre la estructura del agua. Es frecuente observar que los
hidrocoloides retengan su estructura extendida en la solucion formada. Esto puede
llevar a entrecruzamientos mixtos en raras ocasiones (Figura 1.1-1f), o mas
frecuentemente, a entrecruzamientos con fases separadas (Figura 1.1-1e). Los
entrecruzamientos mixtos pueden llegar a producir geles a concentraciones aun mas
altas (Figura 1.1-1g). Por otro lado, las separaciones de fase pueden generar una

disminucion en la entropia del sistema, ya que pueden permitir mayor libertad de
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movimiento debido a que se encuentran agrupadas en regiones de moléculas con
formas similares (Figura 1.1-1h).

Figura 1.1-1. Efecto de la concentracion y tipo de hidrocoloides presentes en una solucion

acuosa.

Existe un enorme potencial si se combinan el conocimiento sobre la relacién
estructura-funcién de los hidrocoloides y sobre la estructura del agua. Los parametros
particulares de cada aplicacién deben examinarse cuidadosamente, estudiando los
efectos requeridos (por ej. textura, flujo, contenido acuoso, estabilidad, cohesividad,
resiliencia, adhesividad).

Todos los hidrocoloides interactian con el agua, reduciendo su difusién y
estabilizandola. Generalmente los hidrocoloides neutros son menos solubles mientras
que los polielectrolitos son mas solubles. El agua puede ser retenida especificamente
por puentes de hidrogeno, por estructuracion de la misma, o dentro de los espacios
inter e intra moleculares. En las interacciones entre los hidrocoloides y el agua hay un
balance reversible entre la pérdida de entropia y la ganancia de entalpia pero el
proceso puede ser limitado cinéticamente y la red éptima no alcanzarse nunca
(Chaplin y Kennedy, 1994). Los hidrocoloides pueden exhibir un gran numero de
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conformaciones en solucién, ya que las uniones a lo largo de las cadenas poliméricas
pueden rotar libremente dentro los valles de energia potencial. Hidrocoloides de alto
peso molecular, conformacionalmente rigidos presentan esencialmente superficies
estaticas favoreciendo una estructuracion extensiva en el agua que los rodea. La
atraccion de las moléculas de agua afecta la textura y las caracteristicas de
procesamiento, previene la sinéresis y puede tener un beneficio econémico
substancial. En particular, los hidrocoloides pueden proveer agua para aumentar la
flexibilidad (plasticidad) de otros componentes del alimento. También pueden afectar la
formacion y crecimiento de cristales de hielo.

Muchos hidrocoloides también pueden formar geles. Los geles son redes que
contiene agua liquida pero que presentan un comportamiento tipo sélido dependiente
de la concentracidén de las macromoléculas; su dureza y fragilidad estan asociadas a la
estructura del hidrocoloide presente.

Los hidrocoloides gelan cuando los puentes de hidrogeno intra e
intermoleculares son favorecidos lo suficiente, con respecto a los puentes de
hidrégeno (y algunas veces interacciones iénicas) formados con las moléculas de
agua, para superar el costo entropico (Stephen y col., 2006). A menudo, los
hidrocoloides exhiben un delicado balance entre hidrofobicidad e hidrofilicidad. Los
hidrocoloides extendidos tienden a ‘“enredarse” a mas altas concentraciones y
moléculas similares pueden envolverse una alrededor de la otra (formando zonas de
uniones tipo hélice) sin pérdida de uniones puente de hidrégeno pero reduciendo la
heterogeneidad conformacional y minimizando la superficie hidrofébica de contacto
con el agua. En esas circunstancias se puede necesitar la formacién de un minimo
numero de uniones para superar el efecto entrépico y formar una union estable.
Cuando las zonas de unidén crecen lentamente, las interacciones eliminan agua y
puede aparecer sinéresis (Whistler, 1993).

Los hidrocoloides pueden estabilizar las emulsiones principalmente por
aumento de la viscosidad pero también pueden actuar como emulsificantes. En
particular, la interaccion electrostatica entre hidrocoloides polisacaridos idnicos vy
proteinas pueden aumentar la capacidad emulsificante aportando una estabilidad
considerable, mientras se mantengan un pH y fuerza ibnica apropiados. La
denaturalizacién de las proteinas también puede mejorar la capacidad emulsificante y
la estabilidad de la emulsioén.

Las mezclas de hidrocoloides pueden evitar el autoagregado a altas

concentraciones debido a la heterogeneidad estructural, la que dificulta la cristalizacion
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pero facilta su solubilidad. Los hidrocoloides pueden interactuar con otros
componentes de los alimentos facilitando la emulsificacién de lipidos, estabilizando las

micelas proteicas de la leche o afectando la adhesividad del gluten.

11.1 Factores que afectan el comportamiento de los

hidrocoloides

Podrian identificarse cuatro factores principales que afectan las propiedades
de los hidrocoloides: peso molecular, los monémeros involucrados en la cadena
principal, el tipo de ramificaciones y la distribucién de estas ramificaciones laterales
(Hoefler, 2001; Kuntz, 1999).

El peso molecular es basicamente la longitud de la cadena. Considerando,
por ejemplo, un hidrocoloide lineal que ocupa determinado volumen y se distribuye
homogéneamente en solucién acuosa, si se duplica la longitud de la cadena, la
molécula ocupara ocho veces el volumen inicial, con lo cual resultara ocho veces mas
probable que colisione con moléculas adyacentes. Estas colisiones e impedimentos
estan relacionados con la resistencia al flujo y consecuentemente con la viscosidad de
la solucion (Hoefler, 2001).

La composicién del esqueleto principal también muestra las propiedades de
los hidrocoloides. La secuencia de mondmeros influye sobre la estabilidad frente a
cambios en el pH de la solucién o en la capacidad de espesamiento 0 gelacion en
sistemas alimenticios (Hegenbart, 1993). Vinculado a este ultimo aspecto también
aparece la influencia de la composiciéon de las cadenas laterales del polimero. Estas
pueden variar ampliamente en tamafio y propiedades de espesamiento o gelificacion.
En el caso de las pectinas o los carragenanos, las cadenas de ramificacién son
pequefias, involucrando un grupo carboxilo o sulfato, respectivamente. Sin embargo,
los galactomananos o la goma xantica por ejemplo, presentan como cadenas laterales
polisacaridos complejos que les confieren caracteristicas diversas.

El dltimo de los factores que influye en las propiedades de los hidrocoloides
es la forma en que se distribuyen las cadenas laterales en la molécula (Kuntz, 1999).
La distribucién de estos sustituyentes puede afectar caracteristicas tan diversas como
la solubilidad en agua del hidrocoloide o las propiedades de sinergismo con otros
polisacaridos en solucion. Las ramificaciones pueden presentarse uniformemente
distribuidas en el esqueleto de la molécula 0 de manera aleatoria. Al distribuirse de

modo desparejo, aparecen zonas ‘lisas” donde la cadena principal se encuentra
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escasamente sustituida, y zonas “ramificadas” donde se encuentran concentradas la
mayor parte de las cadenas laterales. Un ejemplo claro de esta distribucion irregular se
observa en la mayoria de los galactomananos, los cuales presentan mayor o menor
grado de uniformidad en la sustitucion dependiendo del hidrocoloide especifico, lo que
conlleva a que exhiban distintas propiedades especificas (Hegenbart, 1993; Hoefler,
2001; Sikora y Kowalski, 2007).

1.1.2 Clasificacion de los hidrocoloides

Si bien existe una gran abundancia de biopolimeros disponibles de modo
natural, en muchos casos se presentan en mezclas cuya separacién en componentes
individuales conlleva procesos complejos tanto desde el punto de vista quimico como
mecanico. Los costos de estas operaciones son tan elevados que se buscaron fuentes
alternativas de hidrocoloides que faciliten su obtencién en grandes cantidades. En la
Tabla 1.1-1 se muestran los hidrocoloides de mayor importancia comercial,
clasificados de acuerdo a su origen.

Tabla 1.1-1. Clasificacion de los hidrocoloides principales de acuerdo a su fuente.

Arboles celulosa

gomas exudadas de plantas goma arabiga, goma karaya, goma tragacanto

Botanico  pianta almidén, pectinas, celulosa
Semillas goma guar, garrofin, goma tara, goma tamarindo
Tubérculos goma konjac
algas rojas Agar, carragenanos

Algas
algas marrones Alginato
Microbiano goma xantica, dextrano, goma gellan, wellan, celulosa
Animal gelatina, caseinato, quitosano, proteina de suero
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1.1.21. Hidrocoloides exudados de plantas

Corresponden al grupo de gomas mas antiguos; casi todas las familias de
plantas tienen alguna especie que exude gomas, pero sblo algunas lo hacen de modo
abundante como para permitir su recoleccion. Alrededor del 10-15% de las gomas
comercialmente disponibles corresponden a este grupo. En general son arbustos o
pequenos arboles los que producen este tipo de gomas, que son recogidas
manualmente y clasificadas en diferentes grados de pureza. Debido a los escasos
tratamientos que requieren previo a su comercializacion, es uno de los grupos de
gomas de menor costo en la actualidad y es esto lo que le da una ventaja competitiva

en el mercado.

1.1.2.2. Hidrocoloides provenientes de algas

Los hidrocoloides industriales derivados de algas comprenden tres grupos
principales: alginatos (derivados del acido alginico), agar y carragenanos. Las
primeras se extraen solamente de algas marrones mientras que las otras dos se
encuentran unicamente en algas rojas. El proceso de extraccidon, originalmente
practicado en paises orientales y después extendido a diferentes partes del mundo, es
relativamente simple, permitiendo remover una gran cantidad del peso seco de las

algas y dejando el producto relativamente puro.

1.1.2.3. Hidrocoloides provenientes de semillas

Muchas semillas contienen reservas de polisacaridos diferentes del almidén y
algunas de ellas son cosechadas para obtener varias de las gomas que se encuentran
en el mercado actual. Las semillas mas antiguas fueron las del memobrillo, psyllium,
lino y algarroba, y algunas de ellas en la actualidad siguen siendo de gran importancia
en la actualidad. La mayoria de ellas provienen de plantas anuales que pueden ser
cosechadas de manera similar al resto de los cultivos. Una de las gomas mas
importantes dentro de este género es la goma guar, que si bien su cultivo era conocido
desde principios del siglo XX, recién en la década del 1940 comenzd a emplearse para

obtener su hidrocoloide, convirtiéndose en uno de los mas importantes del mercado.
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Goma Guar

La goma guar es un polisacarido de la familia de los galactomananos (al igual
que las gomas garrofin, tara y fenogreco) que se obtiene a partir de extractos de la
semilla de la leguminosa Cyamopsis tetragonolobus, mas especificamente del
endospermo donde actua como reserva de alimento y agua (Maier y col., 1993). La
cadena principal la constituyen unidades de p-D-manopiranosa unidas mediante
enlaces (1—»4), aproximadamente la mitad de las unidades posee una ramificacién
constituida por unidades de a-D-galactopiranosa que se unen a la cadena principal
mediante un enlace en la posicidén 6 (Figura 1.1-2). La estructura presenta una relacion
manosa galactosa de 2.1 (o mejor estimado en 1.8:1). Su peso molecular se encuentra
entre 1 a 2 x 10° daltons.

on

Figura 1.1-2. Estructura molecular de la goma guar.

La goma guar esta conformada por polimeros no ionicos polidispersos con
forma de varillas, compuestos por mas de 10000 residuos moleculares. Al contener
mayor sustitucion de galactosa que la goma garrofin (la relacién manosa-galactosa es
alrededor de 3.5:1), la molécula presenta mayor rigidez y una menor extensibilidad
global y radio de giro de las cadenas aisladas (Petkowicz y col., 1998). Los residuos
de galactosa impiden una fuerte interaccién entre las cadenas, mientras que las
regiones libres son las que posibilitan la formacién de zonas de unién. Los residuos de
galactosa se presentan en la molécula en forma de “bloques” en algunas regiones y de
manera alternada en otras, lo que le confiere a la molécula regiones rigidas y regiones
mas flexibles, respectivamente.

La goma guar es uno de los espesantes y estabilizantes mas econdémicos.
Tiene la particularidad de hidratarse rapidamente en agua fria, permitiendo lograr
soluciones pseudoplasticas de elevada viscosidad a bajos esfuerzos. Tiene la ventaja
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de ser mas soluble y mejor agente emulsificante que la goma garrofin, Interactia
sinergisticamente con la goma xantica, lo que produce un aumento en la viscosidad de
la solucidon. La viscosidad que se obtiene a partir de sus dispersiones depende de la
temperatura, el pH, tiempo, concentracion, grado de agitacion y tamafio de las
particulas de goma. Es muy estable en soluciones de pH entre 4 y 10 debido a que la

goma guar es no iénica (Dziezak, 1991).

1.1.24. Hidrocoloides derivados de almiddén y celulosa

Tanto el almidén como la celulosa se encuentran faciimente disponibles en
diversa cantidad de planta y suelen ser buenas materias primas para el desarrollo de
distintas gomas. Mediante tratamientos térmicos, oxidacion o derivatizaciones es
posible el desarrollo de hidrocoloides adecuados para cada aplicacion en particular. Si
bien el costo de las materias primas resulta relativamente bajo, los procesos de
modificacion pueden llegar a ser demasiado complejos, lo que llevaria a un precio
elevado que le impida competir en el mercado.

Si bien existen numerosos derivados obtenidos por modificaciones quimicas
de la celulosa natural, sélo unos pocos éteres de celulosa han encontrado aplicacion
en la industria alimentaria. Los derivados mas comunmente usados son la
carboximetilcelulosa, metilcelulosa, e hidroxipropilmetiicelulosa. Estos dos ultimos son
empleados debido a la capacidad de formar geles termorreversibles y por sus

propiedades interfaciales (Kobashashi y col, 1999; Sarkar y Walker, 1995).

Hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC)

La hidroxipropilmetilcelulosa es un derivado de celulosa que forma parte de
una familia que incluye entre otros a la metilcelulosa (MC), en la cual los sustituyentes
son grupos metilo y a la metilhidroxietilcelulosa (MHEC) la que posee como
sustituyentes grupos hidroxietilo hasta en un 5%. La HPMC presenta en su cadena
grupos metilo e hidroxipropilos (Figura 1.1-3). Difieren principalmente entre si en su
peso molecular, viscosidad, grado de sustitucion (DS) y sustitucion molar (MS).

A lo largo de la cadena de celulosa, los grupos metilos constituyen zonas
hidrofébicas mientras que los grupos hydroxipropilos son mas hidrofilicos. La
introduccién de estos substituyentes permite a la HPMC comportarse como

surfactante.
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H O
CH,GHCH, 0
OH -
CH, b
Grupo hidroxipropilo Grupo metilo

Figura 1.1-3. Estructura quimica de la ceiulosa (a) y de la hidroxipropilmetilcelulosa (b).

Ademas de los sustituyentes presentes en el esqueleto carbonado de
celulosa y la viscosidad de sus soluciones, normalmente medidas a concentraciones
de 1 0 2% plv, estos productos se caracterizan por el grado de sustitucion (DS) y la
sustitucion molar (MS).

Cada unidad de anhidroglucosa en la molécula de celulosa tiene tres grupos
hidroxilos disponibles para la derivatizacion. De esta manera, si los tres grupos fueran
sustituidos el producto tendria un DS igual a 3. El término DS se relaciona con
aquellos sustituyentes que bloquean los grupos hidroxilos reactivos. Los sustituyentes
que permiten el crecimiento posterior de la cadena son caracterizados por la
sustitucion molar (MS). Es decir, el DS define el numero de grupos hidroxilos por
unidad de glucosa anhidra en donde el atomo de hidrégeno es reemplazado. MS
representa el numero promedio de grupos de oxido de propileno por unidad de glucosa
anhidra (Nahringbauer, 1995). La proporcion de MS/DS da la longitud promedio de las
cadenas de los sustituyentes laterales.

- 10 -
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La utilidad de los éteres no ibnicos de celulosa se basa fundamentalmente en
cuatro atributos: son espesantes eficientes, presentan actividad superficial, tienen la
habilidad de formar peliculas interfaciales y la capacidad de formar geles
termorreversibles.

1.1.2.5. Hidrocoloides de origen microbiano

Existe una amplia variedad de microorganismos capaces de producir
polisacaridos extracelulares creciendo en fuentes de energia de bajo costo como
granos o melaza. Esta técnica de desarrollo de gomas industriales provee al mercado
de una gran variedad de hidrocoloides con propiedades muy dispares y se encuentra
en constante crecimiento para satisfacer las necesidades de la industria.

Goma Xantica

La goma xantica es un exopolisacarido producido por fermentacién aerébica
sumergida a partir de la bacteria Xanthomonas campestris. En la naturaleza, este
polimero es producido para mantener a la bacteria adherida a diferentes vegetales.
Desde el punto de vista quimico puede considerarse un polielectrolito aniénico, cuya
estructura se muestra esquematicamente en la Figura 1.1-4. Dicha estructura consiste
en un esqueleto de glucosas unidas por enlaces -1,4; como en la celulosa, pero cada
dos residuos de glucosa existe una cadena lateral constituida por un trisacarido
cargado de unidades de B-D-manopiranosil-B-(1—>4)-D-glucuronopiranosil-(1—2)-6-o-
acetil-3-D-manopiranosil, con aproximadamente la mitad de ellos teniendo un acido

piravico unido al acetal ciclico en posicion 4,6 (BeMiller y Whistler, 1996).

Figura 1.14. Estructura molecular de la goma xantica.

-11 -
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El éxito comercial de la goma xantica se debe a su elevada viscosidad,
tolerancia al NaCl, estabilidad térmica y compatibilidad para ser utilizada en alimentos
(Kwon y col.,, 1987). Sus soluciones presentan alta viscosidad frente a bajas
velocidades de deformacion y ante el incremento del esfuerzo comienzan a fluir
facilmente. Estas propiedades lo tornan util para su aplicacién en aderezos para
ensaladas, evitando el cremado de las gotas de aceite cuando se encuentra en reposo
y pudiendo fluir cuando se agita el envase.

Cada molécula estd constituida por unos 7000 pentameros, su peso
molecular se encuentra en el rango comprendido entre 0.9 a 1.6 millones y es menos
polidispersa que la mayoria de los hidrocoloides. Las moléculas de goma xantica que
poseen mayor proporcidn de acido piruvico son las que originan soluciones de mayor
viscosidad y estabilidad térmica (BeMiller y Daniels, 2002). Los grupos acetilos
estabilizan la estructura ordenada de doble hélice mientras que los grupos piruvato la
desestabilizan. Las moléculas de goma xantica en solucién se encuentran bastante
extendidas debido a su rigidez estructural; lo cual conduce a una elevada viscosidad y
un marcado comportamiento pseudoplastico (pudiendo incluso comportarse como un
gél débil). Sus dispersiones pueden, ademas, presentar una viscosidad limite para
bajas velocidades de cizalla.

La molécula puede adoptar una conformacién de doble hélice rigida (tipo
cepillo) mediante el “atemperado” de la conformacién natural de cadena simple de
menor rigidez. La cadena principal se encuentra protegida por las cadenas laterales lo
que la hace relativamente estable frente a acidos, alcalis y enzimas. La conversion
entre la conformacién de doble hélice helicoidal ordenada y la mas flexible de cadena
simple conduce a una red débil que es altamente pseudoplastica. Las soluciones de
viscosidad elevada (~1% p/p) son aun pseudoplasticas. ElI comportamiento
pseudoplastico se debe principalmente a que las cadenas laterales se aplastan contra
la cadena principal durante la aplicacién de una cizalladura de modo de reducir las
interacciones moleculares. La viscosidad baja a alta cizalla hace que sea facil de
mezclar y fluir, mientras que su elevada viscosidad a baja cizalla aumenta la
estabilidad de las emulsiones (BeMiller y Whistler, 1996; Chaplin, 2002; Dea, 1993,
Kang y Pettitt, 1993; Rodd y col., 2000).

-12 -
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Goma Gellan

La goma gellan es un polisacarido exocelular deacetilado aniénico, de alto
peso molecular, producido por la Sphingomonas paucimobilis ATCC 31461 (Pollock,
1993), antes Pseudomonas elodea (Lobas y col., 1992), mediante la fermentacién de
un carbohidrato, purificado por recuperacién en alcohol isopropilico, secado y molido.
Es un heteropolisacarido lineal constituido principaimente por una secuencia de
unidades repetitivas de tetrasacarido, compuestas por unidades de B-D-glucosa, a-L-
ramnosa y acido (-D-glucurénico en proporciéon 2:1:1. Esta substituido con grupos
acilos, esto es, glicerilo y acetilo como ésteres de uniones O6 y O2 glicosidicos, como
se muestra en la Figura 1.1-5. Estudios de difraccion de rayos X han revelado una
doble hélice semiescalonada, paralela, en la que cada cadena polimérica se encuentra
en una conformacién de triple hélice izquierda, y en la que hay dos de dichas dobles
hélices empaquetadas en forma antiparalela en la celda unidad (Kang y Pettitt, 1993).

El acido glucourénico es neutralizado con una mezcla de sales de potasio,
sodio, calcio y magnesio. Generalmente contiene una pequefia cantidad de

compuestos nitrogenados como resultado de los procedimientos fermentativos.
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Figura 1.1-5. Estructura molecular de la goma gellan.

La goma gellan tiene la caracteristica de producir un gel termoreversible
cuando se calientan y enfrian soluciones acuosas, aunque requiere la presencia de
cationes mono o divalentes. Esta gelacion incluye la formacion de zonas de union de
doble hélice seguida por agregacion de segmentos de doble hélice para formar una
red tridimensional por complejaciéon con cationes y uniones puentes de hidrégeno con
el agua (Kang y Pettitt, 1993).

Hay tres formas basicas del producto que se pueden distinguir por: a)
contenido de polisacaridos, b) porcentaje de grupos acetilos substituyentes.y c)

~ 13-
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contenido proteico. Comercialmente esta disponible en dos formas (alto y bajo acilo).
Los grupos acilo tienen una profunda influencia en las caracteristicas del gel. La forma
con “alto acilo” produce geles muy flexibles y ductiles, mientras que la forma de “bajo
acilo” forma geles firmes y fragiles, similares al gel de agar. Sin embargo, variando el
grado de acetilacion, se puede obtener un rango de texturas de geles.

A partir del ano 1992 la goma gellan a sido aprobada por la US FDA para su

uso en productos alimenticios (Pszczola, 1993).

1.1.2.6. Hidrocoloides de origen animal

Corresponden al grupo mas abundante y diverso de hidrocoloides en la
naturaleza. A partir de mamiferos o peces es posible obtener macropolimeros que,
mediante algunos procesos fisicoquimicos, conduzcan a proteinas o carbohidratos de
gran utilidad en la industria alimenticia. Los mas importantes dentro de esta
clasificacién son el colageno, tanto de mamiferos como peces, para obtener gelatina y
la quitina, extraida del exoesqueleto de los crustaceos, que mediante una

deacetilacién puede transformarse en quitosano.

Gelatina

La gelatina se puede extraer de tejido colagénico proveniente de diversas
fuentes animales tales como piel de vaca, piel de cerdo, polvo de hueso, piel de
pescado, y de otros recursos naturales de menor uso (Harrinton y Karr, 1970;
Harrington y Rao, 1970; Ledward, 1986, Ward y Courts, 1977). En principio, la
composicion en aminoacidos de la gelatina obtenida es similar a la del material
colagénico del cual se obtiene y, por lo tanto, la diferencia de especies y de tipos de
tejido da origen a productos distintos. Su estructura quimica esta ligada a la estructura
de su materia prima y al proceso de elaboracion. Las fibras colagénicas son flexibles y
tienen una notable resistencia a la fuerza tensional. La estructura basica del colageno,
la cual se denomina tropocolageno, es una proteina fibrosa de un peso molecular algo
menor a 300.000 Da, mide unos 300 nm de longitud por 1,5 nm de espesor. Para
formar la fibrilla, las moléculas de colageno se alinean empalmando extremo con
extremo, en hileras que se superponen presentando brechas entre las moléculas de
cada hilera (Figura 1.1-6). Cada molécula de tropocolageno esta compuesta de tres
cadenas polipeptidicas entrelazadas. Cada uno de estos polipéptidos se denomina

cadena alfa y posee un peso molecular de 90.000 Da, aproximadamente. Cada
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cadena alfa se enrolla como hélice levégira de tres residuos de aminoacidos por giro, y
se ubican en las esquinas de un triangulo equilatero de 0,5 nm de lado. Las tres
cadenas juntas forman una super hélice dextrogira con un paso repetido de 8,6 nm y
una traslacion de 0,286 nm (Ledward, 1986).

e

L . J LJ
T & molécula de Fibrilla de Fibra de
Cadena o ropocolageno colageno colageno colageno

Figura 1.1-6. Representacion de las caracteristicas estructurales de una fibra de colageno.

Las cadenas del tipo alfa poseen una composicidén y secuencia aminoacidica
caracteristica donde la glicina aparece cada tres residuos de aminoacidos, salvo en las
terminales de la cadena. A menudo, a cada glicina le precede una hidroxiprolina y le
sigue una prolina. Esta estructura de glicina con hidroxiprolina y prolina es esencial
para la conformacion de la triple hélice (Figura 1.1-7) debido a que esto permite un
acercamiento entre las cadenas del tipo alfa y la existencia de enlaces del tipo puente-
hidrogeno intercatenarios entre el grupo carboxilo de la glicina y el grupo hidroxilo de
la hidroxiprolina (Cheftel y col., 1989; Ross y col., 1992).

Cuando los tejidos que contienen colageno se someten a procesos degradativos que,
usualmente, involucran hidrélisis alcalina o acida seguido de una extraccién acuosa en
caliente, la estructura fibrosa del colageno se rompe irreversiblemente y se obtiene la
gelatina (Figura 1.1-7). Por consiguiente, el proceso de manufactura involucra la
destruccion de la estructura terciaria, secundaria, y en alguna medida también la
estructura primaria del colageno nativo (Ward y Courts, 1977; Ledward, 1986). El

poder de gelificacion que presenta la gelatina esta directamente relacionado con la
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tendencia de regeneracion de la triple hélice perdida durante el procesamiento
(Harrington y Rao, 1970).

Figura 1.1-7. Esquema sobre el proceso de obtencion de gelatina.

1.1.3 Eleccion adecuada de los hidrocoloides

La seleccién adecuada de los hidrocoloides a emplear en el desarrollo de un
producto esta determinada por las caracteristicas funcionales requeridas, pero se
encuentra inevitablemente influenciada por el precio y la seguridad de abastecimiento.
Estas son las razones principales por las cuales el almidén es el mas comun de los
agentes espesantes. Es interesante sefialar sin embargo que la goma xantica, desde
comienzos de los 1970s, se ha convertido en uno de los espesantes mas elegidos a
pesar de su elevado precio. Esta particularidad esta asociada a su comportamiento
reolégico caracteristico, esto es, la posibilidad de generar soluciones altamente
viscosas con muy bajas concentraciones, tolerar cambios en el pH o la fuerza iénica
del sistema sin alterar ampliamente su viscosidad y una buena resistencia a cambios
moderados de temperatura. Sus soluciones presentan alta viscosidad frente a bajas
velocidades de deformacién y ante el incremento del esfuerzo comienzan a fluir
facilimente. Estas propiedades lo tornan util para su aplicacion en aderezos para
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ensaladas, evitando el cremado de las gotas de aceite cuando se encuentra en reposo
y pudiendo fluir cuando se agita el envase.

La gelatina es ampliamente, y desde hace muchos afios, el mas difundido de
los agentes gelificantes y, pese a que en la actualidad existe gran actividad en
desarrollar sustitutos de la misma, sigue siendo masivamente utilizada debido a sus
caracteristicas unicas (Figura 1.1-8). El resto de los hidrocoloides han sufrido también
alteraciones en sus precios y consumos en los ultimos afos, debido a la aparicion de
nuevos productos sustitutos y a la optimizacién en sus procesos de obtencidon y
purificacién (Phillips y Williams, 2003). La aparicion de distintos derivados de la
celulosa economicamente viables y la aprobaciéon para uso en alimentos de otros
hidrocoloides (tal es el caso de la gomas gellan o welan), ha segmentado aun mas el
mercado de aquellos que buscan conferirle determinadas caracteristicas a sus

productos.

o gelatina 46.3%
= goma guar 11.8%
w carragenanos 8.5%
o pectinas 7.7%
m goma arabiga 7.6%
@ goma xantica 4.6%
11 goma garrofin  3.9%

= CMC 3.8%
o alginatos 3.1%
‘1 agar 2.7%

Volumen total: 260000 toneladas

Figura 1.1-8. Volumen de ventas mundial para los distintos hidrocoloides (Phillips y Williams,
2003).

La gran expansion sufrida por el mercado de los ingredientes alimentarios a
causa de la creciente demanda de los consumidores por nuevos productos con
atributos sensoriales y funcionales diferentes, ha sido en parte, sino completamente, la
responsable de la busqueda de nuevos componentes que confieran caracteristicas

especificas a los alimentos. Es por esto que el estudio de las propiedades reologicas
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es una etapa clave en el desarrollo de un producto que contenga este tipo de
ingredientes. Un claro ejemplo es el de las salsas a base de crema empleadas en
muchas comidas. El uso de crema fresca es problematico desde el punto de vista de
su caducidad e inestabilidad durante el procesamiento. Este tipo de alimentos son
desarrollados cuidadosamente a partir de ingredientes secos que garanticen que el
producto final presente las mismas caracteristicas reolégicas que aquel desarrollado a
partir de ingredientes frescos. Probablemente el area mas extensivamente investigada
desde el punto de vista reolégico, donde el agregado de hidrocoloides ha sido
ampliamente abordado, sea el desarrollo de productos panificados (Kenny y col., 2000;
Kokini, 1992; Rasper, 1993). La reologia de las masas es un factor clave, ya que ésta
influye en la textura y el volumen del producto final.

El agregado de hidrocoloides a un producto alimenticio permite lograr el
disefo de productos con caracteristicas especificamente seleccionadas. Sin embargo,
lograr conocer el efecto de cada uno de ellos en un alimento complejo requiere de un
analisis profundo de sus propiedades reoldgicas, que seran luego la clave para la
conveniente eleccion de aquel polimero que confiera al producto las caracteristicas

optimas.
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1.2 REOLOGIA DE ALIMENTOS

1.2.1 Introduccion a la reologia

En términos generales es posible mencionar que en 1929, la American
Society of Rheology definié a la reologia como la ciencia que estudia la deformacién y
la fluidodinamica de materiales complejos. En la actualidad, esta disciplina presenta un
marco tedrico bien consolidado y en continuo crecimiento, logrando de esta forma
producir significativos avances en temas de alto interés tecnolégico como por ejemplo
la biorreologia, la reologia de polimeros y la reologia de suspensiones. Asimismo, en
las ultimas décadas han surgido importantes aplicaciones de la reologia en la industria
biotecnolégica y en la produccion de materiales biomédicos (Barnes y col., 1991).

Dentro de la industria alimentaria, existen diversas areas donde el
conocimiento de informacion provista por la reologia se hace indispensable, entre
ellas:

- Disefio de plantas: Selecciéon y disefio de caferias y bombas,
determinacién de la transferencia de masa y energia, disefio de equipos de llenado,
extrusores, homogenizadores, etc.

- Controles de calidad: Tanto en materias primas como en productos en
diferentes etapas del proceso (incluyendo la funcionalidad de los diversos ingredientes
en el producto y la vida util del los mismos).

- Evaluacién sensorial de atributos. Mediciones cuantitativas que
permitan correlacionar los atributos cualitativos sefnalados por los consumidores en los
ensayos sensoriales.

- Estudio de la estructura de los alimentos y la conformacion molecular de

los distintos constituyentes.

La reologia de alimentos esta a menudo confinada al comportamiento de
alimentos liquidos. Sin embargo, existe una tendencia creciente a considerar que la
respuesta que brindan tanto alimentos sélidos como liquidos sometidos a esfuerzos y
deformaciones son dos extremos de la misma ciencia. De hecho, existen algunos
productos que exhiben cualquiera de los dos comportamientos dependiendo de las
condiciones de esfuerzos a las que se encuentren sometidos, esto es, chocolate
fundido, aderezos, purés, que pueden presentar un comportamiento sélido a bajos

esfuerzos y liquido a mayores esfuerzos (McKenna y Lyng, 2003). Este tipo de analisis
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va en aumento, a medida que se desarrollan nuevos productos alimenticios que
puedan ser clasificados por el consumidor como semisélidos o semiliquidos. Es por
esto que se hace necesario el estudio de las propiedades elasticas y plasticas de los

alimentos, para obtener una caracterizacion mas precisa de los mismos.

1.2.2 Aspectos generales de reologia

En la mecanica clasica se distinguen nitidamente dos respuestas mecanicas
extremas; la de los sélidos que responden a la Ley de Hooke y la de los liquidos que
responden a la Ley de Newton. También se sabe que existen muchos materiales que
no se pueden describir con estos modelos constitutivos extremos. No obstante, la
teoria de la elasticidad (Ley de Hooke) se puede modificar para describir
deformaciones finitas y la Ley de Newton también se puede generalizar para describir
el comportamiento de liquidos que se suponen viscosos e inelasticos, en los cuales
uno de los fendmenos tipicos es que la viscosidad varia con la velocidad de corte.
Estos fluidos se denominan no-Newtonianos generalizados. En este sentido, estas
teorias se pueden considerar como extremos del espectro de comportamiento de los
materiales reolégicamente complejos. Ciertamente, este contexto es inadecuado para
describir el comportamiento de un conjunto importante de materiales denominados
viscoelasticos (Barnes y col, 1993; Bird y col., 1977; Montes y White, 1993). Forman
parte de este grupo de materiales las mezclas de diferentes biopolimeros y casi la
totalidad de los alimentos.

Como se ha mencionado en la seccion anterior, la reologia es la ciencia que
estudia el flujo y la deformacién de los materiales sometidos a fuerzas externas. En
concreto podria decirse que analiza la relacién existente entre las variables esfuerzo

(o), deformacion producida (y), gradiente de velocidad o velocidad de deformacién
(dy dt=y) y tiempo (t). Las ecuaciones que vinculan estas variables son

denominadas ecuaciones constitutivas. Dependiendo de coémo sean estas ecuaciones
constitutivas, los materiales presentaran comportamientos reoldgicos diferentes.

De modo general, la deformacion de cualquier material en un punto dado
puede describirse mediante el tensor deformacidn, que representa los cambios

relativos de un elemento cubico pequerio al ser deformado respecto a esta posicion:
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Y1 Y Y
Y={Yn Ya 7 Ec. 1.2
Ys1 V2 7m

La velocidad de deformacién se define como la variacion de este tensor

y respecto del tiempo:

dy . Y2 Y
Y= at =72 V22 Va2 Ec. 1.2-2
P T

De igual manera, el esfuerzo aplicado sobre un cuerpo puede especificarse
mediante el tensor esfuerzo, que representa las componentes de la fuerza que actua

sobre el cubo, respecto a la unidad de area sobre la que se aplica dicha fuerza.

Oy Oy Oqa

O3y O3 Og;

Asi, dependiendo de la direccién de la fuerza aplicada y el area donde la
misma actua, se podran tener esfuerzos de traccién o compresién (fuerza en direccién
perpendicular a la superficie, pero de sentido opuestos), o esfuerzos de cizalla o corte
(fuerza en direccion paralela a una cara), como se muestra en la Figura 1.2-1. Si la

deformacion es uniforme, los tensores esfuerzo y deformacién no varian con la

oh

posicién.
oL SL‘
S i le j‘ / / e -
; h / ;/ / ,fj h
/ 7
- >
Lo 5L
traccion cizalla o corte compresion

Figura 1.2-1. Tipos de esfuerzo externo al que se puede someter un material.
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1.2.2.1. Deformacion por esfuerzo de corte

Para definir el flujo de corte, considérese un sistema de coordenadas
cartesianas como el que se muestra en la Figura 1.2-2. En la misma se observa de
forma esquematica un modelo conformado por un material comprendido entre dos
placas paralelas; una inferior fija y una superior moévil, separadas una distancia “d” (se
supone que la distancia entre placas es mucho menor que la dimensién de las

mismas)

Figura 1.2-2. Flujo de corte entre dos placas paralelas. La placa superior se mueve en la
direccion del eje “x”" con una velocidad constante (vy). d: distancia entre placas.

Si se aplica una fuerza continua F sobre la placa superior, que la obliga a
desplazarse a una velocidad constante v,, se generara un perfil de velocidades
unidireccional en el material de acuerdo a:

ov
v.(y)= "y , v, =Vv,=0 Ec. 1.24
ay y

donde {x, y, z} son las componentes del sistema cartesiano que se muestra en la
Figura 1.2-2. A partir de estas ecuaciones es sencillo obtener el tensor de velocidad de

deformacion:
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0 7y, O
y=|lrx 0 O Ec. 1.2-5
0O 0 O

donde las Unicas componentes no nulas corresponden a:

Y
}/xyz}/yx:" =Y Ec. 1.2-6

oy

La velocidad de deformacion y =v, d es constante respecto de la

coordenada “y”, y por la ecuacién de continuidad se observa que tampoco varia con la
coordenada “x”. Por estas caracteristicas particulares, el perfii de velocidades
propuesto genera un flujo de corte simple y homogéneo. A partir de las condiciones de

simetria se obtiene la forma general del tensor esfuerzo (Bird y col., 1977):

Ow Ox O
oc=|o, o, O Ec. 1.2-7
0 0 o

Las componentes fuera de la diagonal son iguales por simetria y se

denominan esfuerzos de corte o =0, =0,,. A partir del flujo de corte en estado

estacionario, donde la velocidad de corte no varia con el tiempo, se obtiene la

viscosidad aparente 77(y),

n(7) =" Ec. 1.2-8

y los coeficientes de la primera y la segunda diferencia de tensiones normales se

definen,

v N, o,
Y= ,=".," Ec. 1.2-9
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.. N o
W, (y) = )}; = Ec. 1.2-10

Las Ec. 1.2-8, Ec. 1.2-9 y Ec. 1.2-10 representan las tres funciones

geometricas basicas del flujo de corte en estado estacionario.

1.2.2.2. Clasificacion de un material de acuerdo a su

comportamiento reoldgico

Como se ha mencionado previamente, las teorias lineales de elasticidad e
hidrodinamica dividen a los materiales entre sélidos y fluidos, mediante los conceptos
de sodlido perfectamente elastico y fluido puramente viscoso. En el sdlido
perfectamente elastico, la aplicacién de un esfuerzo, (fuerza por unidad de area)

produce una deformacién proporcional a la misma (Ley de Hooke):
c=Gy Ec. 1.2-11

donde G es la constante de proporcionalidad o la constante del resorte. Cuando ese
esfuerzo es suprimido, el cuerpo recupera su estado inicial no deformado de forma
similar a lo que ocurre con un resorte estirado o comprimido.

Por otro lado, si el cuerpo en consideracién es un fluido de viscosidad constante, el
esfuerzo es proporcional al cambio instantaneo de deformaciéon con el tiempo o
velocidad de deformacidén (Ley de Newton), independientemente de la deformacion

producida, es decir:
o =ny Ec. 1.2-12

En realidad, ambos conceptos no constituyen mas que idealizaciones del
comportamiento dinamico de materiales que se cumplen soélo en casos muy
especificos.

El comportamiento reolégico de un material se estudia analizando las relaciones
esfuerzo-deformacion, esfuerzo-tiempo y deformacion-tiempo. Estas relaciones se
traducen a leyes matematicas que relacionan un esfuerzo aplicado y una respuesta
dinamica resultante en forma de deformacién o velocidad de deformacién o viceversa.

Para encontrar una funcién del material, en el laboratorio se recurre a flujos reales que

- 24 -



Introduccién General

se asemejen al obtenido cuando se aplica un esfuerzo de corte o cizalla, ya que en
esta situacion idealizada tanto el esfuerzo como la deformacién se distribuyen
homogéneamente a lo largo de todo el material, estando relacionados de forma
sencilla con fuerzas externas y desplazamientos que se pueden medir directamente.
La presencia simultanea de propiedades elasticas y viscosas en diversos materiales
ha originado una clasificacién de los mismos con respecto a su comportamiento
esfuerzo cortante-deformacién por cizalla. Cada material se caracteriza por las
expresiones matematicas que relacionan estas variables (Carreau y col., 1997). La
clasificacién mas usual corresponde a la mostrada en la Figura 1.2-3.

[ Sélido rigido (Euclides) y =0

Solido elastico lineal (Hooke) o =Gy

Comportamiento Solido elastico no lineal o =0G(y)y
Reolégico § Viscoelastico o=f{ryrt)
Fluido viscoso no lineal o=1(y)y
Fluido viscoso lineal (Newton) o =gy
k Fluido Inviscido (Pascal) o =0

Figura 1.2-3. Clasificacion de un material de acuerdo a su comportamiento reolégico.

Ademas de la relacion esfuerzo/deformacién, el tipo de respuesta de un
material depende de la escala de tiempo involucrada entre la aplicacion del esfuerzo y
la medida de sus efectos. Para comprender el comportamiento reoldégico de un
material es necesario definir algunos tiempos caracteristicos, esto es, el tiempo de

relajacion (1) y el tiempo experimental (t.):

- 25 .



Introduccién General

a) Tiempo de relajacién (A). Cuando el material se somete a deformaciones,
pueden aparecer tensiones internas debido a un cambio de posicion u orientacion de
las moléculas en el seno de éste, las cuales pueden necesitar un cierto tiempo para
desaparecer. Este tiempo, llamado tiempo de relajacién, es también caracteristico del

material y mide el tiempo que requiere un material para adaptarse a la deformacién.

b) Tiempo experimental (t.): Es inevitable considerar que el comportamiento
observado en un material puede depender del tiempo experimental o de observacion y
de su relacion con el tiempo caracteristico del material. Asi, por ejemplo, si el tiempo
de observacidén es menor que el de relajacién, el material no tiene tiempo de relajarse
y disipar la energia suministrada, con lo cual ésta puede ser recuperada al retirar el
esfuerzo y se observa comportamiento elastico. En cambio, si el tiempo de
observacion es superior al de relajacion, el material se relaja disipando la energia en
forma de calor y se observa comportamiento viscoso. La relacién entre el tiempo de

relajacion y el experimental se define como el numero de Deborah (De):

De = Ec. 1.2-13

De este modo, se podrian definir tres situaciones principales:

1. El nimero de Deborah es mucho menor que 1. De—0. El tiempo de
relajacion es muy pequeno comparado con el tiempo experimental, por o que en el
material no se observa la componente elastica, y tiene unicamente comportamiento
viscoso. La reologia del sistema para esfuerzos pequefios quedara totalmente
caracterizada por la ley de Newton, mientras que a esfuerzos grandes se observaran
cambios relacionados con su comportamiento de flujo.

2. El numero de Deborah es mucho mayor que 1. De— «. Como el tiempo de
relajacibn es mucho mayor que el de observacién, el material no tiene tiempo de
relajarse, por lo que no fluira y presentara unicamente comportamiento elastico.

3. El numero de Deborah es cercano a 1. De =1. El material presentara un
comportamiento intermedio, denominado viscoelastico. Para describir la reologia del
sistema se han de introducir ecuaciones que tengan en cuenta simultaneamente la

viscosidad y la elasticidad, que seran descritas en apartados posteriores.
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A partir de esta clasificacion se han desprendido tres conceptos reolégicos
fundamentales que seran descritos en los apartados subsiguientes: la viscosidad de

flujo estacionario, la tixotropia y la viscoelasticidad.

1.2.2.3. Viscosidad de flujo estacionario

En términos generales, y como se menciond en la secciéon anterior, en los
fluidos Newtonianos la viscosidad es constante, es decir que son aquellos fluidos no
estructurados, compuestos por moléculas simples, con un comportamiento puramente
viscoso que puede ser descrito, en todo el rango de gradientes, mediante la ley de
Newton (Ec. 1.2-12), y, por tanto, su viscosidad sélo depende de las variables presion
y temperatura.

Hay una gran variedad de fluidos cuyo comportamiento no se ajusta al de un
liquido newtoniano, al menos en un cierto rango de esfuerzos (Rohn, 1995). Estos
fluidos suelen ser sistemas dispersos (emulsiones, suspensiones, soles de particulas,
etc.), soluciones de macromoléculas (fluidos biolégicos) o materiales fundidos
(plasticos), que tienen un cierto grado de estructuracion. En este punto hay que
distinguir entre comportamiento newtoniano y fluido newtoniano. Un fluido no
newtoniano puede tener comportamiento newtoniano en un cierto rango de esfuerzos
lo suficientemente bajos para no modificar su estructura. Sin embargo, la aplicacion de
un esfuerzo superior a un esfuerzo critico modifica la estructura y, por lo tanto, la
viscosidad del fluido. Por ello, el concepto de viscosidad como propiedad intrinseca
desaparece y, en todo caso, puede hablarse de una viscosidad aparente. En los
fluidos no newtonianos la relacion entre el esfuerzo y el gradiente de velocidad deja
por tanto de ser lineal y puede ser muy variada, obteniendo diferentes tipos de
comportamiento, como se muestra en el grafico de esfuerzo de corte en funcién de la

velocidad de deformacidon (reograma) que aparece en la Figura 1.2-4.
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esfuerzo vs. velocidad de deformacién viscosidad vs. velocidad de deformacién
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Figura 1.2-4. Reogramas caracteristicos de fluidos Newtonianos y no-Newtonianos en
condiciones de flujo. A: fluido newtoniano, B: pseudosplastico, C: dilatante, D: plastico de
Bingham, E: plastico de Herschel-Bulkley.

1.2.2.3.1. Fluidos pseudoplasticos o dilatantes

Son aquellos que siguen la ley de la potencia:

Ec. 1.2-14

donde k es el indice de consistencia y n el indice de comportamiento de flujo. Si n es
menor que la unidad el fluido es pseudoplastico y la viscosidad aparente del mismo
disminuye con el aumento del esfuerzo o la velocidad de deformacién
(comportamiento denominado shear thinning). Si n es mayor que la unidad el fluido es
dilatante y su viscosidad aparente aumenta con el esfuerzo (comportamiento
denominado shear thickening).

1.2.2.32 Plastico de Bingham

Un fluido es un plastico de Bingham cuando su reograma se ajusta a la

ecuacion:

C=0,+1Y¥ Ec. 1.2-15
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donde o, es el esfuerzo limite o esfuerzo umbral minimo necesario para producir
fluencia. Por debajo de este esfuerzo, la viscosidad se considera infinita (Figura 1.2-4).
El concepto de esfuerzo cortante limite (o yield stress) aparece cuando a velocidades
de deformacion muy bajas persiste un esfuerzo de corte no despreciable, pero es
probablemente un concepto inexacto. Lo que sucede en realidad es que la escala de
tiempo experimental es limitada, y no permite medir velocidades de deformaciéon tan
bajas que requieran excesivo tiempo de ensayo. Al aplicar un esfuerzo cortante mas
pequeno que el esfuerzo cortante limite se considera que la velocidad de deformacién
es nula ya que en el tiempo de duracion del ensayo no se detecta ninguna
deformacién, pero probablemente presenta un valor muy bajo distinto de cero. De todo
ello resulta que el esfuerzo cortante limite es mas bien un dato extrapolado que una
realidad fisica, y lo que sucede en realidad es que se tiene una viscosidad muy grande

para valores muy bajos de la velocidad de deformacién (Barnes y Walters, 1985).

1.2.2.3.3. Plasticos generales (Herschel-Bulkley)

Muchos fluidos requieren mas de dos parametros para explicar sus
reogramas. De este modo, los fluidos denominados plasticos generales se ajustan a la

ecuacién o modelo de Herschel-Bulkley, caracterizado por tres parametros:

c=0c,+ny" Ec. 1.2-16

Los plasticos generales incluyen, naturaimente, a todos los demas fluidos de
menos parametros (si 0o=0 se trata de un pseudoplastico o dilatante, sin = 7 es un
plastico de Bingham, y si se dan ambas cosas a la vez es un fluido newtoniano).

En la Figura 1.2-4 se muestran los reogramas caracteristicos que se

describieron previamente.

Sin embargo, en gran cantidad de sistemas fluidos no newtonianos, el
reograma mas comun obtenido al aplicar un amplio rango de velocidades de
deformacion es mas complejo, como el que se muestra en la Figura 1.2-5. A
gradientes muy bajos es frecuente observar comportamiento newtoniano, que pasa a
ser pseudoplastico a gradientes intermedios, para luego pasar nuevamente a ser

newtoniano para gradientes elevados.
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Figura 1.2-5.Reograma caracteristico de fluidos estructurales.

Este comportamiento es particular de los denominados “fluidos estructurales”,
donde el sistema estd conformado por varios componentes, como particulas con
formas irregulares, gotas dispersas de una emulsién, soluciones de polimeros con
cadenas ramificadas o entrelazadas, etc. En estado de reposo, las unidades
estructurales de estos productos tienden a mantener un estado desordenado. Ello
origina una alta resistencia al flujo y por lo tanto una elevada viscosidad. A medida que
el gradiente de velocidad se incrementa, las particulas se orientan en la direccion del
flujo. Esta alineacion facilita el desplazamiento de unas respecto a otras y reduce la
viscosidad (comportamiento pseudoplastico). Un posterior aumento de la velocidad de
cizalla sigue haciendo disminuir a la viscosidad hasta llegar a un gradiente de
velocidad en la cual la viscosidad no varia mas, puesto que se ha alcanzado la

orientacion o destruccion completa (Figura 1.2-6).
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Figura 1.2-6. Fluidos estructurales en reposo y en movimiento.
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Este comportamiento de flujo necesita de modelos matematicos mas
complejos que la ley de la potencia (Ec. 1.2-14) para poder ser representado
adecuadamente. Las ecuaciones de Sisko, Cross o Carreau son algunos de los
ejemplos mas tipicos de modelos que permiten vincular la viscosidad aparente con la
velocidad de cizalla (Barnes y col., 1993; Chhabra y Richarson, 1999). Todos estos
modelos incluyen, entre las dos regiones newtonianas, una caida abrupta vinculada a
una ruptura estructural del fluido que podra ser debida tanto a cambios reversibles

como irreversibles.

1.2.2.4. Tixotropia

La palabra tixotropia esta formada por las dos palabras griegas thixis, que
significa “agitacién”, y trepo, que significa “cambiante”. A pesar de que el concepto de
tixotropia ha sido redefinido varias veces a lo largo de los afios (Barnes, 1997), en la
actualidad existe un consenso casi generalizado con la definicibn que aparece en el
Polymer Science Dictionary (Alger, 1990). Se entiende por tixotropia al
comportamiento de los fluidos dependiente del tiempo en el que la viscosidad aparente
disminuye con el tiempo de aplicacion del esfuerzo y en el que la viscosidad se
recupera hasta su valor original cuando el esfuerzo cesa. La recuperacion puede durar
un considerable intervalo de tiempo.

El fendmeno de la tixotropia se debe a los cambios estructurales que tienen
lugar en un material al someterlo a una fuerza exterior. La tixotropia es la
consecuencia de que sea necesario un tiempo finito para pasar de un estado
microestructural determinado a otro.

Cuando un fluido es no newtoniano, su viscosidad de equilibrio o estacionaria cambia
con el gradiente de velocidad porque varia su estructura de equilibrio. Si el cambio de
una estructura de equilibrio a otra al modificar el gradiente es muy rapido (el tiempo
estructural t; es muy pequeno, e inferior al tiempo experimental t.), se dice que el
material no presenta una tixotropia significativa. En cambio, si al variar el gradiente el
material necesita un tiempo medible para adaptar su estructura a la nueva estructura
de equilibrio, superior al tiempo experimental, se dice que presenta una tixotropia
significativa. Desde este punto de vista, en sentido estricto todos los materiales no
newtonianos serian tixotrépicos, porque el cambio de estructura requiere siempre un

tiempo finito. Pero en la practica se consideran tixotrépicos aquellos materiales en los
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que la evolucién de la viscosidad con el tiempo al cambiar el esfuerzo o el gradiente se
pueda cuantificar, es decir, aquellos con tixotropia significativa.

Los fluidos tixotropicos son emulsiones, suspensiones o0 soluciones de
macromoléculas, entre las que se establecen fuerzas de unién fisicas relativamente
débiles, por lo que son faciles de destruir al aplicar un esfuerzo de corte. Con
frecuencia estas moléculas son cadenas largas o con ramificaciones, y es esta
morfologia la que provoca que los cambios estructurales inducidos por cambios de
gradiente muchas veces necesiten un periodo de tiempo para producirse en una
proporcidn lo suficientemente grande como para ser observable. Estos cambios
estructurales consisten en formacion o destruccién de estructura tridimensional,
formacion o destruccibn de uniones fisicas o de entrecruzamientos entre las
moléculas, o simplemente cambio de orientacion de las moléculas en el seno del
fluido. EI maximo de estructura se da cuando la orientacién de las moléculas y la
distribucién espacial son aleatorias en las tres dimensiones del espacio, o cuando las
uniones fisicas entre moléculas son maximas. El minimo de estructura tiene lugar
cuando las moléculas estan formando las agrupaciones mas pequenas posibles, y con
un grado de orientacibn maximo en el sentido del flujo que ofrece una minima
resistencia a fluir. La tixotropia es una medida de la cinética con la que un material

cambia de una estructura a la otra al variar el gradiente (Mewis y Wagner, 2009).

1.2.25. Viscoelasticidad

La mayoria de los sistemas alimenticios presentan estructuras complejas que
exhiben caracteristicas del tipo viscosas y elasticas simultaneamente, lo que implica
que tanto la ley de Hooke como la ley de Newton resultan insuficientes para su
completa caracterizacién. Este tipo de materiales reciben el nombre de viscoelasticos
y tienen la caracteristica de disipar parte de la energia de deformacién al fluir y
almacenar otra parte, que utilizan para recuperar parcialmente la forma original al
desaparecer la fuerza externa (Barnes y col., 1993). El estudio de la viscoelasticidad
implica relacionar el esfuerzo cortante, la deformacidén y el tiempo mediante una
ecuacion reoldgica de estado. En el caso de que tanto el esfuerzo como la
deformacién sean lo suficientemente pequefios como para que ambas magnitudes se
puedan describir a lo largo del tiempo mediante ecuaciones diferenciales lineales de
coeficientes constantes, se dice que el material se encuentra dentro de su rango de

viscoelasticidad lineal (Kokini, 1992). En este rango la relacién entre el esfuerzo y la
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deformacion sélo es funcidén del tiempo o de la frecuencia, pero no depende de la
magnitud del esfuerzo aplicado. Las propiedades viscoelasticas lineales son muy utiles
para determinar las caracteristicas estructurales del material pero de poco valor para
predecir fendmenos que ocurren cuando se aplican deformaciones grandes como es el
caso de las operaciones de procesado de alimentos (Kokini y col., 1995).

El comportamiento viscoelastico lineal de un fluido puede relacionarse con su

estructura.

Por otro lado, la respuesta de un material que es sometido a un esfuerzo
puede depender de la magnitud del mismo, es decir que la respuesta puede no ser
lineal. La enorme complejidad que se deriva de este hecho hace que normalmente la
caracterizacion viscoelastica se lleve a cabo a esfuerzos o deformaciones Ilo
suficientemente pequefos para no alterar la estructura del material y, por lo tanto,
permanecer en el rango lineal. Las funciones viscoelasticas que se utilizan dependen
del sistema experimental del que se dispone. Los ensayos de caracterizacion
viscoelastica mas utilizados son los que se muestran en la Figura 1.2-7, donde se
observa el estimulo producido sobre el material y las diferentes respuestas que puede

presentar el mismo dependiendo de su comportamiento viscoelastico.
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Figura 1.2-7 Estimulo y respuesta de diferentes tipos de materiales ante tres ensayos

1.2.2.5.1.

reologicos tipicos.

Ensayos oscilatorios

Los ensayos oscilatorios consisten en la aplicacién sobre un material de una

deformacién (en un redmetro de velocidad controlada) o de un esfuerzo (en un equipo

de esfuerzo controlado) que varia armonicamente con el tiempo (Steffe, 1996). Por

ejemplo, suponiendo que se aplica una deformacién que siga la funcion:

Y =¥, sen(wt)

Ec. 1.2-17

donde y, es la amplitud y o la frecuencia de oscilacion. A partir de esta expresién y

recordando la definicion de la velocidad de deformacion (Ec. 1.2-2), ¥ vendra dada de

acuerdo a:

dy
dt

=y = y,wcos(wt)

Ec. 1.2-18
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En un ensayo de estas caracteristicas el reémetro registrara el esfuerzo de
corte necesario para mantener esta deformacién y su variacién con la frecuencia. En el
caso de un solido elastico (que sigue la ley de Hooke), el esfuerzo sera maximo
cuando la deformacion sea maxima, es decir, cuando sen(wt)=1y, por tanto, ot sea un
numero impar de veces n/2; por tanto, la respuesta del material estara en fase con la
perturbacion aplicada. Si, por otro lado, el material es viscoso puro, el esfuerzo sera
maximo cuando sea maxima la velocidad de deformacién, presentando un desfasaje
de /2 radianes con la deformacién impuesta. De manera general, el esfuerzo de corte

obtenido puede expresarse como:

o =o,sen(wt + 5) Ec. 1.2-19

donde oy es la amplitud del esfuerzo y 6 es el angulo de desfasaje (tambien llamado
angulo mecanico de pérdida) relativo a la deformacion. Por lo tanto, un fluido
viscoelastico presentara un desfase entre 0 y n/2, que indicara la relacién entre
elasticidad y viscosidad, y dependera de la frecuencia de oscilacién. Por ejemplo, a
frecuencias muy altas, correspondientes a tiempos muy cortos, el material no tiene
tiempo de relajarse y su comportamiento se acerca al de un sélido elastico, con angulo
de desfase pequeno. Por el contrario, a frecuencias bajas, el material tiene tiempo de
relajarse y fluir y, por tanto, su comportamiento es mas viscoso, lo que implica un
angulo de desfase mayor (Figura 1.2-7).

A partir de la Ec. 1.2-19, dividiendo en ambos miembros de la ecuacion por la
amplitud de deformacién (yo) y desarrollando el seno de la suma de dos angulos es

posible obtener la siguiente expresion:

7 217 |sen(wt+5)= (00 [senwtcos s + send cos wt] Ec. 1.2-20

Yo Yo Yo

Esta ecuaciéon permite definir dos funciones caracteristicas que facilitan la
interpretacién del comportamiento viscoelastico de los materiales; estas son el médulo

de almacenamiento o elastico (G’) y el médulo de pérdida o viscoso (G"):

G'= (00 cos(6) Ec. 1.2-21
¥

0
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G'= [60 Jsen(&) Ec. 1.2-22
y

Estas funciones presentan la ventaja de tener sentido fisico. Asi, el médulo de
almacenamiento, G’, esta relacionado con la respuesta o en fase con y y, por tanto,
con la parte de energia que queda almacenada y puede recuperarse. Es decir, es una
medida de la elasticidad. El modulo de pérdida, G", indica la parte de ¢ desfasada n/2
radianes respecto a y y esta relacionado con la energia que se disipa. Es, por tanto,
una medida del caracter viscoso del material. La combinacién de estos dos parametros
define un numero complejo, muy util en reologia, denominado médulo complejo G*,
que representa la resistencia total del material a la deformacién aplicada cuando es

considerado un sélido elastico:
G* =G'+iG" Ec. 1.2-23
cuya norma es el cociente entre oo Y Yo

G*="0- G2:G"? Ec. 1.2-24

Y0

Otras relaciones utiles que permiten evaluar el comportamiento viscoelastico
de un material son la viscosidad compleja (n*) y la tangente del angulo de desfasaje
(tan 8). La primera representa la resistencia total a fluir que posee un material que es
considerado un fluido viscoso, mientras que la tan (8) es un parametro adimensional
que compara la cantidad de energia cedida durante un ciclo de deformacién con la

energia almacenada en dicho periodo (Ferry, 1980).

‘G *‘ G|2+G|12

n*=" = Ec. 1.2-25
) a
tan(o) = sen(d) = G Ec. 1.2-26
cos(s) G
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1.2.2.5.2. Ensayos de fluencia (creep)

El ensayo de fluencia (Ferry, 1980) consiste en aplicar un esfuerzo cortante
constante a un material inicialmente en reposo y medir cdmo varia la deformacion con
el tiempo (Figura 1.2-7).

Dado que el esfuerzo debe ser lo suficientemente pequefio como para
asegurar que la medida ocurra dentro del rango viscoelastico lineal, pero la respuesta
debe estar dentro del rango de deformaciones que se pueda medir, debera utilizarse
un reémetro de esfuerzo controlado. La funcién viscoelastica obtenida en este ensayo

es la capacitancia J(t), que se define como el cociente entre la deformacion y(t) y el

esfuerzo .
J(t) = AU Ec. 1.2-27
o

Es sencillo ver qué forma tendria esta funcion para los comportamientos
extremos. Un sdélido elastico alcanzaria una capacitancia de equilibrio J. constante con
el tiempo. Para un fluido viscoso puro, la deformacién aumentaria linealmente con el

tiempo (dy/dt = constante) y, por tanto, también la capacitancia, segun la expresién:

J(t) = t Ec. 1.2-28

Los materiales viscoelasticos presentaran un comportamiento intermedio

entre estos dos extremos.

1.2.2.5.3. Ensayos de relajacion

Este ensayo consiste en aplicar una deformacién de forma rapida (que pueda
considerarse instantanea), como funcion escalén, y medir la variacién del esfuerzo
cortante con el tiempo (Figura 1.2-7).

En este ensayo se obtiene el médulo de relajacién G(t), que se define como:

G(t) = o Ec. 1.2-29

/4
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Con este tipo de ensayo también es sencillo determinar el resultado que se
obtendra para comportamientos extremos. En el caso de un soélido elastico, para
mantener una deformacién determinada se requiere un esfuerzo cortante constante y,
por tanto, G(t) no varia con el tiempo. Un fluido viscoso puro se relaja
instantaneamente y el esfuerzo resultante es, por tanto, una funcion impulso que es
distinta de cero unicamente en el momento inicial, lo mismo que G(t). Igual que en el
caso anterior, para un fluido viscoelastico la situacion es intermedia, y el moédulo de
relajacion disminuye progresivamente con el tiempo, pudiendo adquirir un valor de
equilibrio igual o distinto de cero segun el tipo de fluido ensayado. La deformacion
aplicada debe ser pequefia para asegurar que se esta midiendo dentro del rango de

viscoelasticidad lineal.

1.2.2.5.4. Modelos  analégicos  mecanicos de  materiales

viscoelasticos

Los ensayos viscoelasticos resefados en los apartados anteriores sirven, en
principio, para propositos comparativos, es decir, para comparar dos materiales y
decidir cual es mas elastico o mas viscoso. Sin embargo, la relacion entre las
diferentes funciones no es inmediata, y deberian realizarse todos los ensayos para
conocerlas todas. Para evitar esto, es importante la postulacion de modelos mecanicos
que representen el comportamiento del material y permitan relacionar las diferentes
funciones viscoelasticas mediante un tratamiento matematico sencillo. De este modo,
es posible reducir los valores de las diferentes funciones y su variacion con el tiempo o
la frecuencia a unos pocos parametros capaces de describir el comportamiento del

material. En este apartado se veran algunos de estos modelos.

a) Modelo de Maxwell y modelo de Kelvin-Voigt

Un material elastico puro puede ser representado por un resorte que siga la
ley de Hooke, segun la Ec. 1.2-11, de manera que el esfuerzo interno (o) es
directamente proporcional a la deformacion instantanea (y). Un material viscoso puro
se puede describir, analogamente, por un amortiguador hidraulico que siga la ley de
Newton (Ec. 1.2-12). Por tanto, un material viscoelastico deberia poder ser
representado por una combinacion de amortiguadores y resortes situados
apropiadamente en serie y/o en paralelo (Ferry, 1980). Las combinaciones mas

simples comunmente utilizadas son las de un resorte y un amortiguador en serie
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(modelo de Maxwell) o en paralelo (modelo de Kelvin-Voigt) como los representados
en la Figura 1.2-8. En general, el modelo de Maxwell se utiliza para describir el
comportamiento de los liquidos viscoelasticos, mientras que el modelo de Kelvin-Voigt

se ajusta mejor a soélidos viscoelasticos.

N
<« lw—W\/‘—§
- N

Figura 1.2-8. Modelos mecanicos de (a) Maxwell y (b) Kelvin-Voigt.

Para el modelo de Maxwell, la deformaciéon total sera la suma de las
deformaciones de los elementos resorte y amortiguador colocados en serie. Si esto se

expresa de modo diferencial se obtiene para la velocidad de deformacion la expresién:

dyr . 1do o
=}/=— EER
Gdt 7

dt

Ec. 1.2-30

Si se aplica esta ecuacidon a los diferentes ensayos de viscoelasticidad
descritos, y se define como tiempo de relajacion la variable A=7/G, que tiene unidades

de tiempo, e indica el tiempo que tarda un material en adaptarse al flujo, se obtiene:

J(t) = Ec. 1.2-31

1 t
+
G 7

G(t) = Ge * Ec. 1.2-32
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2

G'(0) = G(w2) ) Ec. 1.2-33
1+ (wA)

G'(w) = G(CM)Z Ec. 1.2-34
1+ (wA)

Por tanto, para describir el comportamiento viscoelastico de un fluido de
Maxwell, basta conocer dos parametros, correspondientes a elementos mecanicos
utilizados, esto es, la constante del resorte G y la viscosidad del amortiguador 1, o
bien G y el tiempo de relajacién A. Es importante destacar que las curvas G’ y G” se
hacen iguales cuando la frecuencia de ensayo tiene el mismo valor que la inversa del
tiempo de relajacién (Ec. 1.2-33 y Ec. 1.2-34). Si se extraen logaritmos de estas
ecuaciones, se observa que a frecuencias bajas la pendiente de logG’ vs. logw es
igual a 2, y la de logG” vs. logw es 1. A frecuencias menores de 1/ X, G’ es menor que
G”, y se hacen iguales cuando w= 1/A. Por consiguiente, en un fluido de Maxwell la
inversa de la frecuencia de cruce de estas dos funciones indica el tiempo de relajacion.

En el caso del modelo de Kelvin-Voigt, en el que el resorte y el amortiguador
estan situados en paralelo, la deformacion total es igual a la deformacién de cada
elemento individual, mientras que el esfuerzo total es la suma de cada uno de los dos

esfuerzos. La ecuacioén resultante es:

oc=Gy+ny Ec. 1.2-35

De este modo, las funciones obtenidas en los diferentes ensayos siguen las

ecuaciones:
1 -t
Jt)= (1 —-e ‘) Ec. 1.2-36
G
Git) =G Ec. 1.2-37
G(w)=G Ec. 1.2-38
G'(w)=CGwl=w Ec. 1.2-39
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Al igual que para Maxwell, basta conocer dos parametros, normalmente Gy n

o0 G y A, para tener caracterizada la viscoelasticidad lineal de un fluido de Kelvin-Voigt.

Los modelos sencillos de dos elementos no siempre describen las funciones
obtenidas experimentalmente. En general deben utilizarse modelos mas complejos,
resultantes de la combinacién de varios resortes y amortiguadores en serie y/o
paralelo. Es bastante usual utilizar varios elementos de Maxwell conectados en
paralelo o de Kelvin-Voigt conectados en serie. De aqui surgen los modelos
generalizados que se muestran en la Figura 1.2-9.

. | e

——d )
L4 9

) ¥

| 2

b

Figura 1.2-9. Modelos de Maxwell generalizado (a) y Kelvin-Voigt generalizado (b).

El modelo de Maxwell generalizado es ampliamente utilizado para describir el
comportamiento de liquidos viscoelasticos. Consiste en un numero n de elementos de
Maxwell conectados en paralelo. A cada resorte individual se le asigna una constante
G; equivalente a su médulo elastico, y cada amortiguador presenta una resistencia
debida a la friccién equiparable a su contribucién a la viscosidad, n;. El cociente n; / G;
es el tiempo de relajacion individual, A,. La respuesta global del sistema sera la
resultante de la contribucién de cada uno de los elementos individuales, (Ferry, 1980;
Mackley y col., 1994).

Para caracterizar la viscoelasticidad de un material cuyo comportamiento siga

el de un modelo de Maxwell o de Kelvin generalizado, deben conocerse las constantes
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G, )\ de todos los elementos simples. El conjunto de pares de valores (G;, A) se

conoce como distribucion de tiempos de relajacion. El conjunto de pares (J;, A) es la

distribucion de tiempos de retardacién (Ferry, 1980).
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1.3 ESQUEMA GENERAL DE LA TESIS

El presente trabajo de tesis se encuentra dividido en dos grandes areas de
aplicacion de los hidrocoloides: productos panificados libres de gluten y emulsiones
aceite-en-agua de bajo contenido lipidico.

En la Seccién A, se realiza un estudio sobre la utilizacion de hidrocoloides en
la formulacion de masas no fermentadas aptas para celiacos, empleadas en la
produccion de tartas y empanadas. En el Capitulo A.1 se hace un analisis especifico
de la problematica de la enfermedad celiaca y la dificultad que acarrea la formulacion
de productos panificados libres de gluten. El Capitulo A.2 muestra los objetivos
particulares de esta seccion. En el Capitulo A.3 se estudia el efecto de la
composicidén, esto es, humedad, proteinas y polisacaridos, sobre las caracteristicas
texturales y reolégicas de masas no leudadas. Se realiza un analisis multivariable
mediante la Funcion Objetivo para determinar la composicién 6ptima del producto
basado en atributos de textura. El Capitulo A.4 muestra el estudio realizado sobre la
naturaleza del hidrocoloide 0 mezcla de hidrocoloides empleados en la formulacién de
las masas, como asi también se realiza un analisis sobre el tipo de fase lipidica
empleada y el efecto que produce el contenido de solidos de la misma, sobre las
caracteristicas reoldgicas del producto. Como etapa final de esta seccion, en el
Capitulo A.5 se aborda un analisis sobre el efecto del tiempo de almacenamiento
refrigerado sobre las caracteristicas viscoelasticas de las masas y el efecto del
almacenamiento congelado de empanadas pre-elaboradas, sobre los atributos
texturales del producto final horneado. Finalmente se muestra el analisis sensorial
realizado sobre los productos desarrollados con masas libres de gluten, evaluando su
aceptabilidad global por atributos y comparando complementariamente con productos
libres de gluten equivalentes disponibles comerciaimente.

En la Seccién B se desarrolla un estudio sobre la aplicacion de biopolimeros
en la formulacibn de productos emulsionados aceite-en-agua, de bajo contenido
lipidico. ElI Capitulo B.1 muestra un breve analisis sobre las caracteristicas de los
sistemas emulsionados termodinamicamente inestables y una descripcion del estado
del arte de este tipo de dispersiones. En el Capitulo B.2 se plantean los objetivos
especificos de esta seccién. En el Capitulo B.3 se realiza un estudio sobre el
desarrollo de emulsiones de bajo contenido lipidico y con el agregado de mezclas de
gomas xantica y guar como agentes estabilizantes. Se estudia el efecto de la

concentracion de aceite y de hidrocoloide sobre la estabilidad y el tamafio de gotas de
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la emulsion, como asi también sobre los aspectos reologicos del sistema. Se realiza
un modelado del comportamiento de flujo de las emulsiones y sus respectivas fases
continuas, vinculandolas con las caracteristicas microestructurales de los sistemas. El
Capitulo B.4 muestra el estudio desarrollado sobre emulsiones estabilizadas con
gelatina de origen bovino, Se aborda el efecto del peso molecular de la proteina sobre
la estabilidad y las caracteristicas viscoelasticas de los sistemas emulsionados,
determinando los correspondientes espectros continuos de relajacion y evaluando
parametros estructurales. En el Capitulo B.5 se realiza un estudio sobre la aplicacién
de goma gellan como alternativa en el desarrollo de emulsiones gelificadas de bajo
contenido lipidico. Se realiza un estudio sobre las caracteristicas reolégicas de
dispersiones acuosas de goma gellan y su variacion con el contenido de grupos acilo
del hidrocoloide. Se modela el efecto de la composicidén de los sistemas emulsionados
a fin de determinar el espectro continuo de relajacién y lograr predecir diferentes
propiedades reologicas. Se muestra ademas la validaciéon de las predicciones hechas
por el modelo con ensayos experimentales de fluencia y recuperacion.

Como capitulo final, se recopilan las conclusiones generales de la tesis sobre

todos los capitulos previamente desarrollados.
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2. OBJETIVO GENERAL

La Propuesta de Investigacion esta orientada a aportar alternativas
tecnologicas para mejorar la calidad de los alimentos y la salud del consumidor,
especialmente considerando el caso de dietas especiales.

El Objetivo General es profundizar en el estudio del efecto de los
hidrocoloides sobre las caracteristicas reologicas y microestructurales de diferentes
alimentos: masas no fermentadas para celiacos y emulsiones alimentarias (o/w) de
bajo contenido graso.

Los objetivos especificos, agrupados de acuerdo al tipo de aplicacion
seleccionada son:

A. Masas no fermentadas para celiacos.

¢ Examinar el efecto de diferentes hidrocoloides usados (goma xantica, goma guar e
hidroxipropilmetilcelulosa) individualmente o combinados en distintas proporciones
en las propiedades reologicas de masa no leudada, libre de gluten, asi como las
caracteristicas texturales y organolépticas del producto horneado.

e Determinar mediante métodos multivariable la formulacion éptima de acuerdo a las
caracteristicas texturales.

e Analizar el efecto del contenido de sélidos en la fase lipidica, sobre las
propiedades reoldgicas de las masas y su incidencia sobre la microestructura.

o Estudiar y modelar el comportamiento viscoelastico de los sistemas analizados,
evaluando el efecto del almacenamiento refrigerado de los discos de masas.

e Estudiar el efecto de la congelacion y del almacenamiento congelado en las

propiedades reolégicas de este tipo de masa.

B. Emulsiones alimentarias de bajo contenido graso.

e Vincular las propiedades reolbégicas de la fase continua formulada con distintos
hidrocoloides (mezclas de gomas xantica y guar, gelatina, goma gellan), con la
estabilidad de las emulsiones aceite-en-agua de bajo contenido lipidico (en el
rango 10%-30%).

e Estudiar el efecto de la concentracién de fase dispersa en las emulsiones sobre el

comportamiento viscoelastico de las mismas.
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Modelar el efecto combinado de las concentraciones de goma xantica, goma guar
y fase dispersa sobre la viscosidad de los sistemas emulsionados, para obtener
parametros estructurales caracteristicos del sistema.

Analizar el efecto del tiempo de almacenamiento en emulsiones estabilizadas con
gelatina de origen bovino, como asi también la influencia del peso molecular del
hidrocoloide sobre las caracteristicas viscoelasticas.

Determinar la influencia del grado de acilacién de goma gellan sobre la reologia de
dispersiones de hidrocoloides y su incidencia sobre las caracteristicas
viscoelasticas de emulsiones gelificadas.

Estudiar y modelar el comportamiento observado por las emulsiones analizadas,
para interpretar la microestructura de los sistemas modelo y la influencia de los
hidrocoloides en la misma.

Determinar el espectro de relajacion de diferentes sistemas estudiados y su

aplicacién en la prediccidn de propiedades reologicas.
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EN EL DESARROLLO DE MASAS NO

FERMENTADAS LIBRES DE GLUTEN




Seccién A Capitulo A.1.
— — — — ————— ——— - — — _ ___ —  _— — — — ——  —— — —  ——— — — ]

A.1 Introduccién seccion A

A.1.1 Celiaquia

La enfermedad celiaca o celiaquia es un desorden inflamatorio cronico
caracterizado por un dafio en la mucosa del intestino delgado que conduce a
enfermedades gastrointestinales, mala absorcién de nutrientes y un amplio rango de
manifestaciones clinicas. Existe un consenso generalizado en que la enfermedad
celiaca es causada por una respuesta inmunolégica (linfocito T) en nifios y adultos
predispuestos genéticamente, y es desencadenada por la ingesta de la fraccién
proteica (prolaminas) de determinados cereales (Murray, 1999). Estos cereales son los
conocidos como TACC: trigo, avena, cebada y centeno. Las prolaminas reciben
distintos nombres de acuerdo al cereal de procedencia:

Trigo = gliadina.
Avena = avenina.
Cebada = hordeina.
Centeno = secalina.

El gluten de los cereales mencionados es la forma mas conocida de
presentacion de las prolaminas toéxicas para los celiacos.

Pese a ciertas dudas surgidas recientemente, algunos autores han
encontrado evidencias que un alto porcentaje de quienes padecen celiaquia, no
resisten el consumo de avena y es por esto que se incluye en la lista de cereales
riesgosos (Arentz-Hansen y col., 2004; Lundin y col., 2003).

La reaccion que produce la ingesta de gluten por parte de los que padecen
dicha enfermedad es la inflamacion del intestino delgado produciendo una mala
absorcion de varios nutrientes importantes como hierro, acido félico, calcio y vitaminas
liposolubles (Feighery, 1999; Kelly y col.,, 1999). Murray (1999) concluyé que la
enfermedad celiaca es el resultado final de tres procesos: predisposicion genética,
factores ambientales e inflamacion de tipo inmunoloégica; lo que termina produciendo

dafios en la mucosa intestinal (Figura A.1-1).
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Figura A.1-1. Representacion esquematica de los daios producidos por la celiaquia en el
intestino delgado. (a) Intestino sano (b) Intestino enfermo.

Cuando una persona que padece celiaquia ingiere alimentos que contienen
gluten, su sistema inmune responde danando las vellosidades del intestino conocidas
como “villi”. La funcion de estas vellosidades es la de incrementar la superficie de
absorcion del intestino hasta 600 veces proveyendo una extraordinaria capacidad
absortiva para los nutrientes esenciales. Ante la pérdida de estas vellosidades, la
persona comienza a presentar sintomas de mala nutricién, sin importar la cantidad o
calidad de alimento que ingiera (Arendt y col., 2002; Kagnoff, 2007).

A.1.1.1. Manifestacion clinica

La manifestacion clinica de la enfermedad celiaca varia marcadamente con la
edad del paciente, la duracién y extensién de la enfermedad, y la presencia de otras
patologias extraintestinales. Dependiendo de las caracteristicas en el momento de
ocurrencia, junto con las anormalidades histoldgicas e inmunolégicas que presente el
paciente, la celiaquia puede manifestarse de tres formas diferentes: Tipica (clasica),
atipica o silente (Dewar y col., 2004, Fasano y Catassi, 2001).
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La forma clasica de la enfermedad es aquella en la que los primeros sintomas
se manifiestan entre los 6 y 18 meses de edad. Esta forma esta tipicamente
caracterizada por diarreas crénicas, trastornos de crecimiento, anorexia, distension

abdominal y falta de masa muscular.

Tabla A.1-1. Sintomas tipicos y atipicos manifestados en pacientes con celiaquia.

Sintomas tipicos Sintomas atipicos Condiciones asociadas
Diarrea cronica Asociados a la mala absorcion Dependientes del gluten
Retrasos de crecimiento Baja estatura Diabetes
Distension abdominal Osteopenia Tiroiditis autoinmune
Anemia sideropénica Hepatitis autoinmune
Abortos recurrentes Gastritis atrofica
Dolor abdominal recurrente Enfermedad de Addison

Independientes de la mala absorcion  Independientes del gluten

Dermatitis Sindrome de Down
Pérdida del esmaite dental Sindrome de Williams
Ataxia Defectos congénitos de
Alopecia corazon

Pericarditis recurrentes
Psoriasis

Vasculitis
Hipo/hipertiroidismo
Atrofia muscular

Epilepsia

Alrededor de 1988, Maiki y col. reportaron cambios en la edad en que se
manifestaba la celiaquia en Finlandia, pudiendo aparecer en adultos de edades muy
dispares. Junto con esto, se vio que esta forma atipica de la enfermedad presentaba
una mayor diversidad de sintomas asociados, algunos de los cuales se mencionan en
la Tabla A.1-1 (Fasano y Catassi, 2001).

Existe una tercera forma de manifestacion de la enfermedad caracterizada
por la presencia de cambios histoldégicos en la primera parte del intestino, que se
producen en individuos que no mostraron sintomas aparentes. Es por esto que se
suele referir a esta forma de celiaquia como silente 0 “asintomatica” (Ferguson y col.,
1993).
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A.1.1.2. Modelo del “iceberg” de la enfermedad celiaca

Recientes estudios epidemiolégicos han mostrado que la prevalencia de la
enfermedad celiaca ha sido significativamente subestimada (Ascher y Kristiansson,
1997, Fasano y Catassi, 2001; Hovdenak y col., 1999; Johnson y col., 1997). Desde el
primer informe de enfermedad celiaca en el siglo XX, hasta el descubrimiento del
meétodo seroldgico de evaluacidn de antigliadina es mucho lo que se ha aprendido.
Uno de los estudios epidemioldégicos mas antiguos sobre celiaquia fue realizado en
1950 donde la incidencia de la enfermedad en Inglaterra y Gales se determiné como
1/8000 y 1/4000 para Escocia. Sin embargo el diagnéstico estaba basado enteramente
en la deteccidon de los sintomas tipicos y se confirmaban a través de estudios
complejos y no especificos. Alrededor de 1960 se empezaron a aplicar tratamientos
mas especificos y, conjuntamente con la biopsia peroral, el numero de casos
diagnosticados se vio incrementado.

Aunque en la actualidad la biopsia permanece como la unica forma de dar un
diagnéstico definitivo sobre la presencia de la enfermedad, el hecho de una mayor
conciencia y conocimiento de la enfermedad, junto con técnicas de diagndstico
mejoradas (estudios seroldégicos para deteccion del anticuerpo antigliadina), han
conducido a un incremento sustancial en la tasa de diagndsticos.

El modelo del iceberg se usa generalmente para explicar la prevalencia de la
enfermedad celiaca (Picarelli y col.,, 1996) y la prevalencia puede ser considerada
como la totalidad del iceberg (Figura A.1-2). Los casos que han sido adecuadamente
diagnosticados aparecen en la seccién visible del iceberg. Por debajo del nivel de
agua aparece el grupo de casos silentes, los cuales no han sido aun identificados y
presentan dafo en la mucosa intestinal. Ellos todavia permanecen sin diagnéstico, ya
que no presentan sintomas, o los mismos no han sido relacionados con la enfermedad
celiaca. Al fondo del iceberg aparece un tercer grupo con celiaquia latente. Estos
presentan una mucosa normal cuando ingieren gluten, pero tienen la potencialidad de

manifestar la enfermedad.

A.1.1.3. Tratamiento clinico de la enfermedad celiaca (EC)

En la actualidad, el unico tratamiento efectivo para la EC es la exclusién total
de la ingesta de gluten. EI cumplimiento estricto de la dieta conduce, en la mayoria de
los casos, a una rapida y completa recuperacion de la histologia normal de la mucosa
intestinal, remisién de los sintomas y negativizacion de los marcadores serologicos en

pocos meses. El control del seguimiento de la dieta se realiza comunmente mediante
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la determinacién de anticuerpos anti-gliadinas en sangre periférica, ya que constituyen
un buen indicador de las transgresiones (Chirdo y col., 2005).

El cumplimiento de la dieta es muchas veces no satisfactorio debido a la
ingesta inadvertida de gluten por falta de informacién precisa de los pacientes sobre
los productos aptos y errores en la identificacion de los productos comerciales. Sin
embargo, el mayor problema lo constituyen las transgresiones voluntarias,
principalmente debido al desconocimiento de los pacientes sobre sus consecuencias,
a un espectro limitado de productos libres de gluten apetecibles que hacen poco
atractiva la dieta a largo plazo y al costo elevado de los productos. También se ha
observado que el cumplimiento es mas bajo en los pacientes adultos con escasa o
nula sintomatologia al momento de su diagnéstico (Case, 2005). Los alimentos que no
estan permitidos en una dieta libre de gluten son: (i) cualquier tipo de pan, cereal u
otro tipo de comida hecha a base de harinas de trigo, cebada, centeno, triticale, dinkel,
kamut y avena o derivados hechos con esos granos; (ii) alimentos procesados que
contengan trigo y derivados del gluten como espesantes o carga, por ejemplo,
salchichas, aderezos para ensaladas, sopas enlatadas o deshidratadas, quesos
procesados, salsas de crema y (iii) medicamentos que usen gluten como excipiente en

comprimidos.

~N
Celiaquia sintomatica
Lesion mucosa
manifiesta
Celiaquia silente
./
-
Celiaquia latente Mucosa normal
-~

Figura A.1-2. Representacion esquematica del modelo del “iceberg” de la enfermedad celiaca.
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A.1.2 El rol del gluten en los productos de panaderia

El gluten es el material proteico que puede ser separado de la harina cuando
el almidon y otros componentes menores son removidos mediante el lavado con agua.
Es una red elastica y extensible que se forma por accién mecanica a partir de las
gliadinas y gluteninas, en presencia de agua, por accion mecanica. Ese gluten
resultante tiene alrededor de 65% de agua. En base seca, el gluten contiene entre un
75-86% proteina, el resto corresponde a carbohidratos y lipidos que son retenidos
fuertemente dentro de la matriz de gluten (Bloksma y Bushuk, 1998).

Desde el punto de vista de su composicion el gluten esta constituido
principalmente por:

 Glutenina, proteina que le proporciona la fuerza o tenacidad de la masa.
Dentro de éstas se encuentran las gluteninas de alto peso molecular (HMW) y las
de bajo peso molecular (LMW).

» Gliadina, proteina responsable de la extensibilidad de la masa.

Estudios realizados en el afio de 1960, a partir de lograr un 95% de
solubilizacion de la totalidad de las proteinas de gluten, demostraron que las gliadinas
son proteinas principalmente monoméricas, con masas desde 30.000 Da hasta 50.000
Da mientras que las gluteninas, forman polimeros con masas estimadas mayores a
10° Da. (Shewry y col, 2001).

Uno de los modelos estructurales propuestos para el gluten (Shewry y col,
2001) asigna a las gluteninas HMW el rol de “columna vertebral’ de la red proteica,
con ramificaciones de HMW o LMW. Esta estructura esta estabilizada en gran medida
por los puentes disulfuro (intra e intercatenarios) en los extremos de cada subunidad.
Estos puentes son los que le otorgan a la masa la tenacidad o elasticidad.

Las gliadinas, interactuan con esta estructura de gluteninas mediante uniones
no covalentes, como puede observarse en la Figura A.1-3. En consecuencia, el gluten
exhibe cohesividad, propiedades elasticas y viscosas que combinan los extremos de
los dos componentes (Anon., 1982). La matriz de gluten resulta determinante en las
propiedades mas importantes de las masas (extensibilidad, resistencia al estiramiento,
tolerancia al mezclado, capacidad para retener gas), la cual encierra al almidén y los
fragmentos de fibras.
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Figura A.1-3. Modelo estructural para el gluten de trigo.

Basandose en los resultados de electroforesis de pH acido, las gliadinas, se
clasifican a su vez en 4 sub-grupos: a-gliadinas (las mas “rapidas” en correr en el gel),
B-gliadinas, y-gliadinas y w-gliadinas (las mas “lentas”). Se sabe que las a- y B-
gliadinas estan muy intimamente relacionadas, en lo que respecta a secuencia de
aminoacidos y frecuentemente se engloba a ambos grupos dentro de las a-gliadinas.

El gluten es a menudo denominado como una proteina “estructural® para la
elaboracion de panificados. Las propiedades del gluten se manifiestan cuando la
harina se encuentra hidratada, produciendo masas extensibles, con una buena
capacidad de retencion de gas y una buena estructura de la miga en los panes
homeados. La ausencia de gluten a menudo genera una mezcla liquida en lugar de
una masa (pre-baking), lo que se traduce en un alimento con una estructura granulosa,
sin color y otros defectos de calidad luego del homeado.

Rotsch (1954) concluy6 a partir de sus estudios, que una masa de pan libre
de gluten sélo puede retener gas si otro gel remplazaba a la matriz ausente. La
elaboracion de pastas libres de gluten resulta dificil, ya que el gluten contribuye a la
fuerte red de proteinas que evita la disolucion de la pasta durante la coccién
(Gallagher y col., 2004).

La diversidad de materias primas libres de gluten que pueden ser usadas,
implican una modificacién en los procesos tradicionales de produccion. Este problema
no se encuentra en general en el desarrolio de galletitas aptas para celiacos, ya que el
desarrolio del gluten es minimo y en ocasiones indeseable; la textura de las galletitas
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horneadas se atribuye principalmente a la gelatinizacion del almidon y al
subenfriamiento del azucar, en lugar de a una estructura almidén/proteina (Gallagher y
col., 2002).

Los productos aptos para celiacos se encuentran, por lo general, formulados
a partir de la combinacion de diferentes almidones y proteinas que puedan “imitar” las
propiedades de una red cuando el producto se encuentra cocido. Sin embargo, la
formulacion requiere ademas el agregado de sustancias que permitan lograr la
cohesion de los distintos componentes durante su procesamiento y manipulacion. Es
por esto que la combinacion de almidones, proteinas e hidrocoloides suele ser la base
inevitablemente necesaria para el desarrollo de un producto panificado libre de gluten

con adecuadas propiedades organolépticas.

A.1.3 El almidon

El almidon es el polisacarido de reserva de las plantas, se encuentra
ampliamente distribuido en la naturaleza y es de variada y extensa utilizacion en la
industria alimentaria (Sanderson, 1981). El almidén en los tejidos vegetales se
encuentra bajo la forma de granos intracelulares compactos; con aspecto y estructura
caracteristicos segun la especie vegetal de la que provienen (Whistler y BeMiller,
1984). Todos los granulos presentan una hendidura denominada hilum, que constituye
el centro de nucleacion alrededor del cual se desarrolla el granulo. Frente a la luz
polarizada los granulos son birrefringentes, pudiendo observarse una cruz oscura con
centro en el hilum. Ello es indicativo de su estructura esferocristalina, en la que la
mayor parte de las moléculas de almidon se arreglan en direccion radial desde el hilum
hacia la periferia (BeMiller y Whistler, 1996).

El almidon esta formado por dos polimeros: amilosa y amilopectina que son
practicamente incompatibles entre si (Tolstoguzov, 2003). La amilosa es un polimero
esencialmente lineal constituido por unidades de glucosa unidas por enlaces a-D-1,4
glucosidicos (Figura A.1-4a); su peso molecular est4 comprendido entre 2.2 x 10° (en
maiz) y 4.9 x 10° (en papa), (Young, 1984). La amilosa puede adoptar una forma
extendida (con un radio hidrodinamico entre 7 y 22 nm), pero generalmente tiende a
presentarse como una hélice simple levégira bastante rigida o formar zonas de union
tipo doble hélices levogiras paralelas que son aun mas rigidas (Figura A.1-4b).
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Figura A.1-4. (a) Estructura de la amilasa; (b) disposicion espacial de las cadenas de amilasa.

La amilopectina es un polisacarido ramificado constituido por el mismo
esqueleto que la amilosa pero que posee ramificaciones de glucosas que se unen
mediante uniones «o-D1,6 glucosidicos resultando una molécula mas compacta. El
peso molecular varia desde 1 x 10" a 4 x 10° (Young, 1984) y contiene entre 20 y 30
residuos de glucosa entre puntos de ramificacién. (Figura A.1-5).

Cada molécula de amilopectina posee mas de 2 millones de residuos de
glucosa que forman una estructura compacta con un radio hidrodinamico de entre 21y
75 nm. En el granulo de almidén, las moléculas de amilopectina se encuentran
orientadas radialmente y a medida que el radio aumenta también aumenta el nimero
de ramificaciones requeridas para rellenar el espacio, con la consecuente formacion

de regiones concéntricas de zonas amorfas y zonas cristalinas que se alternan.
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Figura A.1-5. (@) Estructura de la amilopectina; (b) Esquema de ramificaciones de la

amilopectina.

En la Figura A.1-6 puede verse como se organizan las regiones (0 dominios)
amorfas y cristalinas dentro del granulo de almidén. Dichas regiones conducen a la
formacién de capas concéntricas que contribuyen a la observacién de anillos de
crecimiento que se advierten en el microscopio 6ptico. Las moléculas de amilopectina
se ordenan de manera transversal, disponiendo las ramificaciones (cadena A) en las
regiones cristalinas (Figura A.1-6). El caracter cristalino del granulo de aimidén esta
dado por las moléculas de amilopectina. Existe cierta discusion sobre la forma de la
estructura cristalina pero parece mas probable que consista de hélices levégiras

paralelas que poseen seis residuos por vuelta.

Figura A.1-6. Vista esquematica de la estructura interna de un granulo de almidon.
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Cuando una suspension acuosa de almidon se calienta por encima de una
determinada temperatura, llamada temperatura de gelatinizacion, se produce el
hinchamiento irreversible de los granulos de almidon. Este hinchamiento va
acompaiado por una pérdida del orden, de cristalinidad y por la solubilizacién de
amilosa. Al enfriar el fluido se convierte en una pasta viscoelastica turbia y a
concentraciones de almidén suficientemente altas (mayores que 6% p/p) en un gel
viscoelastico opaco. Cuando se enfria dicha pasta, se reduce la energia cinética y
algunas moléculas de amilosa se asocian, alineandose en dobles hélices izquierdas
paralelas, rigidas, que constituyen las zonas de unién (“junction zones”) y formando
una red tridimensional que retiene agua adicional. Este proceso se conoce como
gelificacién. La pérdida de agua libre y el flujo restringido del agua debido a que los
granulos hinchados ocupan mas espacio contribuye al aumento de la viscosidad de las
dispersiones. Este proceso es irreversible.

Debido a que el almidon gelatinizado produce materiales solubles en la matriz
de la fase continua y granulos hinchados que actuan como un relleno disperso, las
propiedades reolégicas de los sistemas que contienen almidon (“composites”)
dependen basicamente de las propiedades viscoelasticas y de las fracciones
volumeétricas de las fases continua y dispersa, y de las interacciones moleculares entre
estas dos fases (Eliasson, 1986; Lai y col., 1999).

A.1.4 Las proteinas de suero

Se denominan proteinas de suero a aquellos compuestos nitrogenados que
permanecen solubles en el suero de leche luego de haberse producido la precipitacion
isoeléctrica de las caseinas a pH 4.6 (de Wit, 1981). Estas proteinas tienen estructura
y propiedades diferentes a las caseinas, ya que no estan asociadas a las micelas y
ademas son susceptibles a la desnaturalizacion-agregacion por calor.

Las principales proteinas de suero son la p-lactoglobulina, la a-lactoalbumina,
las inmunoglobulinas y la albumina sérica bovina. También se encuentran presentes
algunas fracciones proteicas menores tales como la proteasa peptona, la lactoferrina,
el caseinomacropéptido y varias enzimas. En la Tabla A.1-2 se detallan algunas de las

propiedades fisicoquimicas de las principales proteinas de suero.
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Tabla A.1-2. Propiedades fisicoquimicas de las principales proteinas presentes en el suero de
leche (Bryant y McClements, 1998).

i Peso Temperatura de
] Porcentaje Punto
Proteina ) ] molecular desnaturalizacion
(%) isoeléctrico
(kDa) (°C)
B-lactoglobulina 60.0 5.2 18.4 78
a-lactoalbumina 22.0 48-5.1 14.2 62
Inmunoglobulinas 9.1 55-6.8 15.0-96.0 72
Albumina sérica bovina 55 48-5.1 60.0 64

La p-lactoglobulina es la proteina que se encuentra en mayor proporcién,
siendo aproximadamente el 60% del total de las proteinas de suero. A temperatura
ambiente y a pH neutro existe como dimero pero, a altas temperaturas o a valores
extremos de pH, se disocia en monémeros. Contiene 162 residuos de aminoacidos,
siendo 5 de ellos residuos de cisteina que consisten en dos uniones disulfuro
intramoleculares uniendo los residuos 66-160 y 106-119 o 121 y un grupo SH no
reactivo en el residuo 121 o 119, respectivamente. Los residuos no reactivos pueden
facilitar la polimerizacién de las proteinas para formar enlaces disulfuro covalentes
intermoleculares durante los tratamientos térmicos a altas temperaturas (de la Fuente
y col., 2002)

La a-lactoalbumina es la segunda proteina que se encuentra en mayor
proporcion y representa cerca del 20% del total de las proteinas de suero. Contiene
123 residuos de aminoacidos con 4 uniones disulfuro intramoieculares uniendo los
residuos 6-120, 28-1 11, 1-77 y 73-91. Aunque es susceptible a la desnaturalizacion
por tratamiento térmico, el alto grado de renaturalizacién que posee es el responsable
de su aparente resistencia al calor (de la Fuente y col., 2002).

Las inrnunoglobulinas representan aproximadamente el 9% del total de las
proteinas de suero. Son un grupo complejo de proteinas que incluyen la 1gG1, 1gG2,
IgA e IgM y que cumplen una importante funcidén en la transmisidon de la inmunidad a
traves del calostro desde Ila madre a las crias recién nacidas (Kilara, 2004).

La albumina sérica bovina constituye aproximadamente el 6% del total de las
proteinas de suero. Esta proteina es idéntica a la albumina sérica aislada de la sangre
humana (Kilara, 2004). Contiene 583 residuos de aminoacidos con 17 uniones
disulfuro intramoleculares y un solo grupo sulfidrilo libre en el residuo 34.

Las proteinas de suero se caracterizan por tener propiedades funcionales

especificas, tales como gelificacién, retencion de agua, solubilidad, emuisificacion,
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espumado y espesamiento (de Wit y col., 1988, Ennis y Mulvihill, 2000). En el
desarrollo de productos panificados las mas importantes son la gelificacién y la
retencion de agua.

Gelificacion. Las suspensiones de proteinas de suero en estado nativo
poseen la capacidad de formar geles cuando son sometidas a tratamientos térmicos
por encima de los 70°C. Las condiciones del medio (concentracién de proteina, pH,
fuerza idnica) y la presencia de componentes no proteicos, como los agentes
reductores, influencian la capacidad de gelificacién de estas proteinas.

Retencion de agua. Los geles formados a partir de las suspensiones de
proteinas de suero poseen una alta capacidad de retencion de agua, contribuyendo
significativamente a la textura de los alimentos a los cuales son adicionadas como
ingrediente.

Ademas, las proteinas de suero se caracterizan por poseer un elevado valor
nutricional, debido a que poseen altos contenidos de lisina, triptéfano y aminoacidos
azufrados que conforman una importante proporcion de aminoacidos esenciales, es
decir aquellos que no son producidos por el organismo.

Todas estas caracteristicas permiten que las proteinas de suero puedan ser
utilizadas como suplemento alimentario o como ingrediente en la elaboracion de
alimentos para reforzar sus atributos nutricionales.

Los productos en polvo a base de proteina de suero que se comercializan
comunmente son los aislados (WPI) y los concentrados (WPC). Estos productos
difieren tanto en la materia prima de origen como en el proceso de elaboracion y
consecuentemente en su composicion (de Wit y col.,, 1988; Huffman, 1996; Morr y
Foegeding, 1990). Los WPC tienen porcentajes de proteina que varian entre 30% vy
85%

A.1.5 Proteinas de huevo

Los huevos de gallina se utilizan casi exclusivamente para el consumo
humano. Tanto la yema como la clara son fuentes excelentes de algunos nutrientes y
poseen propiedades funcionales importantes. En promedio, un huevo presenta la
composicion sefialada en la Tabla A.1-3.

Los ovoproductos se comercializan normalmente refrigerados, congelados o
deshidratados por atomizacién. En este ultimo caso el huevo es previamente
pasteurizado para garantizar su inocuidad, y luego deshidratado hasta un 5% de
humedad final.
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Tabla A.1-3. Composicion media del huevo de gallina (%).

% p/p Agua Proteinas Lipidos Glucidos Minerales

Huevo entero 100 65.5 12 11 0.5 11
Huevo sin cascara 90 74 13 12 0.7 0.9
Clara 60 88 10 0.03 0.8 0.5
Yema 30 47 16 34 0.6 1.1
Cascara 10 0 2 0 0 98

Las proteinas de huevo son ricas en aminoacidos indispensables, con una
composicion muy estable y ademas poseen un excelente valor nutricional. Por esto
son consideradas desde hace tiempo, como proteinas de referencia.

A.1.51. Proteinas del albumen

La clara se considera un sistema proteico constituido por fibras de ovomucina
incluidas en una solucion acuosa de numerosas proteinas globulares. La composicién
proteica de las capas delgada y gruesa de la clara se diferencia unicamente en el
contenido de ovomucina, que es cuatro veces superior en la capa gruesa que en la
delgada

La ovoalbumina es la proteina mas abundante del albumen. Es una
fosfoglicoproteina, cuyo numero de moles de fosfato ligados a los residuos de serina
varia de 2 a 0; la ovoalbumina A, (2 moles de fosfato por mol) representa cerca del
85% de la ovoalbumina total. La molécula contiene 3,5% de glucidos bajo la forma de
una unidad glucidica de masa molar 1570, comprendiendo 5 residuos de D-mannosa y
3 residuos de D-glucosamina. La molécula encierra 4 grupos SH y dos uniones
disulfuro, pero el numero de estas ultimas aumenta durante el almacenamiento; se
forma asi una "S-ovalbumina” mas termoestable que la proteina original. La proporcion
de S-ovalbumina es del 5% en el momento de la puesta y alcanza el 80% después de
6 meses de almacenamiento en frigorifico. La desnaturalizacion térmica de la
ovalbumina natural, orcurre a 72-84°C. La ovoalbumina posee buenas propiedades
gelificantes que también puede ayudar a la estabilizacion termica de espumas. No
obstante, las propiedades gelificantes se reducen cuando aumenta la proporcién de S-
ovoalbumina.

La conalbumina (u ovotransferina) es una glicoproteina conteniendo sobre un
0.9% de D-mannosa y 1.7% de D-glucosamina y esta formada de dos subunidades.

Esta proteina es muy sensible a la desnaturalizacion térmica (entre 57-65°C). La
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conalbumina presenta la particularidad de complejar cationes bi y trivalentes, tales
como Cu*?, Zn*2 AI*® Fe**.

El ovomucoide es una glicoproteina que contiene entre 0.5 y 4% de D-
galactosa, 7-8% de D-mannosa, 10-18% de D-glucosamina y 0.03-2.2% de acido
sidlico. Frecuentemente las unidades glucosidicas estan ligadas a la molécula proteica
a nivel de residuos de asparragina. La molécula esta constituida de 3 subunidades.
Las zonas estructuradas en o-hélice representan el 22% de las cadenas
polipeptidicas.

La lisozima contiene 129 residuos de aminoacidos y su estructura
tridimensional se conoce con precisién. El pH isoeléctrico de esta molécula es muy
elevado (cerca de 10). Esta proteina puede separarse por precipitacion del resto del
albumen y es empleada para “maternizacién” de leche de vaca.

La ovomucina es una glicoproteina constituida por 2 subunidades de un
contenido en glucidos préximo al 30%, con 6 a 23% de hexosas, 6 a 16% de
hexosaminas y 1 a 14% de acido sialico. Las repulsiones electrostaticas debido a las
cargas negativas de acido sialico, explican la estructura alargada y fibrosa de la
molécula, que es a su vez responsable de la viscosidad de la capa espesa gelificada
del albumen. Esta proteina es insoluble en el agua, pero es soluble en soluciones
salinas de pH superior o igual a 7. La ovomucina es capaz de formar con la lisozima
un complejo insoluble en agua; este complejo seria el motivo de la estructura
gelificada especifica de la capa espesa del albumen.

Otras proteinas presentes en la clara pero en menor porcentaje son las

ovoalbuminas G2 y G3, |la avidina, el ovoinhibidor y la flavoproteina.

A.1.5.2. Proteinas de la yema

. Las particulas presentes en suspension en la yema, contienen tres tipos de
proteinas asociadas bajo la forma de un complejo; las lipovitelinas y la fosfovitina
constituyen la base de ese complejo, al cual se unen, por intermedio de la fosvitina, las
lipoproteinas de baja densidad.

Las /ipovitelinas constituyen la fraccion lipoproteica de alta densidad. Estas
proteinas pueden separarse en a y b-lipovitelinas. A un pH inferior a 7 existen bajo la
forma de dimeros. La fraccion lipidica de la molécula (20% en peso) esta constituida
por 60% de fosfolipidos y 40% de lipidos neutros.

La fosfovitina es una fosfoproteina que contiene mucha serina (representa el
31% del numero total de residuos de aminoacidos). Algunos de estos residuos estan
esterificados por el acido fosforico. La fosfovitina es capaz de fijar los iones férricos;

los complejos asi formados son solubles y constituyen una reserva de hierro.
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El plasma contiene dos tipos de proteinas, las livetinas y una fraccion
lipoproteica de baja densidad. Existen tres livetinas de masas molares diferentes (a,
By y). Estas livetinas son proteinas globulares solubles, derivadas de las proteinas
plasmaticas del pollo: sero albumina (o), as-glicoproteina (B) y y-globlulinas (y).

- Las lipoproteinas de baja densidad se pueden separar en dos fracciones L1
y L2 de masas molares respectivamente iguales a 10 y 3 10° Da. Su contenido en
lipidos es muy elevado (cerca del 86% en peso); se trata esenciaimente de lipidos
neutros (75%) y fosfolipidos (25%). En esas lipoproteinas, las proteinas y los
fosfolipidos estarian situados en la superficie de una estructura esférica conteniendo
fundamentalmente los trigliceridos.

Las proteinas del huevo poseen diversas propiedades funcionales. Son
agentes tensioactivos que diminuyen la tension interfacial entre el agua y la fase
hidrofébica, como puede ser el aceite o el aire, y se agregan en la interfase formando
particulas grandes. La actividad de superficie de las proteinas y lipoproteinas es
importante para la elaboracion de emulsiones y espumas. El tratamiento por calor de
los ovoproductos da origen a la formacién de geles con propiedades elasticas. Las
propiedades de este tipo de geles son importantes en productos de reposteria y

panaderia.

A.1.6 Formulacion de productos libres de gluten

La formulacion de productos panificados libres de gluten presenta un gran
desafio para los tecnélogos de alimentos. Existe un numero limitado de trabajos
relacionados con este tipo de productos aptos para celiacos. Esto refleja, por un lado,
la dificultad tecnolégica de su elaboracién, y por otro, la falta de conocimiento de que
existe un gran numero de personas que requiere productos libres de gluten, tanto
celiacos como no-celiacos que son alérgicos al gluten. En los ultimos aflos ha habido
un incremento significativo en investigaciones y desarrollos orientados a este tipo de
productos, que involucraron la adicibn de distintos almidones, derivados lacteos,
hidrocoloides y otras proteinas alternativas al gluten para mejorar la estructura,
palatabilidad, aceptabilidad y la vida util de los productos panificados libres de gluten.
Este tipo de investigaciones condujeron a incrementar la gama de productos
disponibles en el mercado.

Los almidones e hidrocoloides son ampliamente usados en la industria de los
panificados para impartirle buenas propiedades texturales y de apariencia a los
alimentos derivados de cereales (Anon., 2002; Cunin, 1999, Laureys, 1996, Ward y
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Andon, 2002). Se han llevado a cabo diversos estudios para desarrollar productos
libres de gluten usando combinaciones de almidones e hidrocoloides. Rotsch (1954)
mostréo que es posible la elaboracion de panes a partir de almidones y sustancias
capaces de formar gel. En su elaboracion se han empleado tanto almidén de trigo
como otros almidones (almidon de maiz, arroz, mandioca, amaranto, papa, etc),
siendo estos ultimos los mas deseables ya que algunos celiacos no pueden tolerar el
almidon de trigo (algunos informes han sefialado que existen, a largo plazo, efectos
dafinos en pacientes celiacos por la ingesta de las pequefias cantidades de gliadina
presentes en el almidon de trigo) (Chartrand y col., 1997, Hovarth y Mehta, 2000;
Skerritt y Hill, 1992).

Para asegurar productos libres de gluten que resulten aceptables, es
necesaria la produccién de alimentos con atributos sensoriales similares a aquellos

desarrollados con harina de trigo.

A.1.7 Mercado de masas no leudadas

El consumo de empanadas y tartas (formuladas a partir de masas no
leudadas) es una de las tradiciones alimentarias mas arraigadas en gran parte de
Latinoamérica y especialmente en Argentina. La produccion de este tipo de alimentos
se extiende por los distintos paises exhibiendo pequefias diferencias pero
manteniendo una composicién esencial fija. En todos los casos, una empanada o tarta
es un producto alimenticio compuesto por una fina masa (en la mayoria de los casos
no leudada) rellena de diversos ingredientes tanto salados como dulces. En la amplia
mayoria de los caso la masa esta desarrollada a base de harina de trigo conteniendo
alguna fase lipidica (usualmente grasa de origen animal o margarina). Si bien los
paises de la region son grandes consumidores de empanadas y tartas, variedades
similares de éstas tienen gran mercado en paises de Europa. Espafia es uno de los
mayores referentes con la tradicional empanada gallega y otras vanedades similares
como los pastissets en Catalufia o las formatjades en las islas Baleares. Sin embargo
su consumo se extiende hasta paises como Rusia (conocidos como pirozhki) o los
tradicionales cornish pasties consumidos en el Reino Unido, lo que muestra el alcance
de este tipo de alimentos en diversas partes del mundo.

En particular, en Argentina, los cambios en los habitos de consumo han
incrementado su presencia en la dieta actual. Se estima que sélo en el Gran Buenos
Aires el consumo supera los 540 millones de unidades (45 millones de docenas) al

afo, por $ 50 millones. Junto a los productos vinculados (tapas para copetin, pastelitos
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y tartas) el tamafio de mercado asciende a $85 millones y con una marcada tendencia
de crecimiento de alrededor de un 3% (Pantanelli, 2001).

Esta elevada incidencia en la dieta, lo posiciona como un producto relevante,
no s6lo a nivel nacional, sino también de alto impacto en diferentes partes del mundo.
El desarrollo de una alternativa de masas no fermentadas libres de gluten que
presente atributos de calidad similares a los desarrollados con harina de trigo y

sensorialmente adecuada, resulta una necesidad en el mercado actual.
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A.2 Objetivos seccién A

En esta Seccion se estudiaran aspectos referidos a las propiedades de los
hidrocoloides y su aplicacion en el desarrollo de masa no fermentada para enfermos

celiacos, apta para ser empleada en la elaboracion de empanadas y tartas.

A.2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Examinar el efecto de la adicion de diferentes hidrocoloides usados
individualmente o combinados en las propiedades reolégicas de masa no levada, libre
de gluten, asi como las caracteristicas texturales, y organolépticas del producto
horneado.

. Estudiar los efectos aditivos, sinérgicos o antagénicos del agregado de
hidrocoloides en el comportamiento viscoelastico del producto a través de ensayos
reologicos oscilatorios.

o Evaluar el efecto del tipo de fase lipidica utilizada y del contenido de sélidos de
la misma sobre las caracteristicas reolégicas de las masas y sobre parametros
estructurales.

o Relacionar las caracteristicas viscoelasticas con los parametros de textura
(ensayos de puncion y elongacion).

o Analizar el efecto de la congelacién y del almacenamiento congelado en las
propiedades reolégicas de este tipo de masa.

o Realizar un analisis sensorial del producto horneado y analizar la respuesta al

producto cocido de panelistas no entrenados.

-66 -



A.3 Optimizacion de la composicién de masas

libres de gluten respecto a los parametros de

textura

A.3.1 INTRODUCCION

Cuando los enfermos celiacos ingieren alimentos que contienen gluten, su
sistema inmune responde produciendo dafio sobre el intestino delgado, mas
especificamente, las protuberancias presentes en el mismo son eliminadas. De este
modo, los nutrientes presentes en los alimentos no pueden ser absorbidos,
produciendo una mala nutricion del paciente independientemente de la calidad
nutricional del alimento ingerido (Arendt y col., 2002; Lazaridou y col.,, 2007). Esta
enfermedad genera que los celiacos se vean impedidos de ingerir cualquier alimento
que contenga gluten durante el resto de su vida. Productos tradicionales como tartas o
empanadas entran dentro del grupo de alimentos que resultan prohibitivos para este
tipo de pacientes, ya que su masa es usualmente elaborada a base de harina de trigo.

Se han utilizado en la literatura diferentes almidones libres de gluten para la
elaboracion de panes (Cunin, 1999; Gallagher y col., 2002, 2003; Kobylafiski y col.,
2004, Ranhotra y col., 1975; Toufeili y col.,, 1994; Ward y Andon, 2002), que sin
embargo fallan en la elaboracion de una matriz continua y por tanto carecen de la
estructura necesaria para la elaboraciéon de una masa de buena calidad. Este tipo de
falencias hacen que resulte necesario el agregado de sustancias poliméricas que
logren imitar las propiedades viscoelastica del gluten en las masas.

Los hidrocoloides son ampliamente utilizados en la industria de panificados
para impartir las caracteristicas deseadas de textura y apariencia a producto
elaborados a base de cereales. Existen diversos trabajos publicados sobre el uso
combinado de almidones e hidrocoloides para la produccién de panes aptos para
celiacos (Gallagher y col., 2004; Lazaridou y col., 2007). Las gomas xantica y guar son
algunos de los hidrocoloides que pueden ser agregados a masas libres de gluten. La
estructura molecular de estos dos polisacaridos esta bien documentada en la literatura

(BeMiller y Whistler, 1996). El comportamiento pseudoplastico de la goma xantica es
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importante durante algunos procedimientos de la elaboracion de productos panificados
(amasado, laminado, extrudado de la masa). Las interacciones entre las gomas
xantica y guar pueden también ejercer un efecto sinérgico, que depende de distintos
factores tales como la relacion masica, temperatura de mezclado y fuerza iénica
(BeMiller y Daniels, 2002; Khouryieh y col.,, 2006; Quintana y col., 2002a). Esta
propiedad puede aumentar la viscosidad mejorando la manipulacion de la masa.

El almidén de arroz esta ampliamente difundido y ofrece un gran potencial
para el desarrollo de productos libres de gluten. La ausencia de gluten, bajos niveles
de sodio y altas cantidades de carbohidratos facilmente digeribles son todas
propiedades del arroz que es incluido para dietas especiales (Eliasson y Larsson,
1993). Sin embargo, la ausencia de gluten puede causar serios problemas en la
elaboracion de panificados. Kang y col. (1997) mostraron que varios tipos de gomas,
incluyendo  hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), goma garrofin, goma guar,
carragenanos, goma xantica y agar resultan satisfactorias para el desarrollo de pan de
arroz, donde HPMC exhibe una mayor expansién volumétrica de la pieza de pan. Cato
y col., (2004), encontraron que la combinacién de HPMC (1.7%) y carboximetilcelulosa
(CMC) (0.4%) proporciona mejores caracteristicas a los panes como sustituto del
gluten que la goma guar (0.7%) cuando se usa una mezcla 50:50 de harina de trigo:
harina de arroz.

La incorporacién de derivados lacteos es muy utilizada en la industria de
panificados (Stahel, 1983; Zadow y Hardham, 1981). Las proteinas lacteas son
ingredientes sumamente funcionales y debido a su versatilidad pueden ser
incorporados facilmente a numerosos productos. Su incorporacién en panificados tiene
tanto ventajas nutricionales como beneficios funcionales que incluyen un mejor flavor y
textura y una mayor estabilidad durante su almacenamiento (Cocup y Sanderson,
1987; Kenny y col., 2001; Mannie y Asp, 1999). Los derivados lacteos pueden ser
usados en las formulaciones libres de gluten para mejorar la manipulacién de la masa.
Sin embargo, no es aconsejable la ingesta de panes suplementados con ingredientes
de alto contenido de lactosa por aquellos individuos celiacos con dafno significativo en
su pared intestinal, ya que podrian presentar intolerancia a la lactosa debido a la
ausencia de la enzima lactasa que es generada por las vellosidades vy
microvellosidades del intestino delgado (Ortolani y Pastorello, 1997). Se han estudiado
diversos aditivos lacteos en la formulacién de panes libres de gluten (Gallagher y col.,
2003). En general las mezclas con un contenido alto en proteina y bajo en lactosa

(caseinato de sodio o aislados de proteinas lacteas) dieron panes con mejor forma y
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volumen, y una textura de corteza mas firme. Ademas, suplementar estos panes con
proteina lactea permitié duplicar el contenido de proteina total de los mismos. Las
proteinas de suero lacteo también son ingredientes muy empleados para mejorar
productos panificados en general debido a su alta calidad nutricional y propiedades
funcionales (de Wit, 1998). Asi, se agregan a cereales para desayuno para aumentar
el contenido de aminoacidos esenciales (Kenny y col., 2001).

Otra posibilidad es incorporar proteinas de huevo, ya que su versatilidad,
caracteristicas sensoriales y excelente funcionalidad las hace adecuadas para una
diversidad aplicaciones industriales (Gallagher y col., 2003). Durante |la preparacion de
numerosos productos alimenticios los componentes del huevo pueden funcionar como
emulsificantes y espumantes, asi como formar estructuras de sostén tridimensionales.
(Ibanoglu y Ergelebi, 2007).

Sin embargo, no existe bibliografia referente a la formulacién y
comportamiento reoldégico de masas no levadas, libres de gluten, aptas para utilizarse
en empanadas y tartas, pese a que estos alimentos son comunmente preparados en
numerosas culturas. Por lo tanto en este capitulo se estudiara el efecto del contenido
de gomas xantica y guar, concentrado de proteinas de suero lacteo, huevo en polvo y
agua sobre las caracteristicas texturales y reolégicas de masas no fermentadas libres
de gluten desarrolladas a base de almidones de maiz y mandioca, aptas para
emplearse en empanadas y tartas. Se utilizara un disefio estadistico adecuado para
encontrar relaciones matematicas entre las variables observadas, lo que permitira

encontrar la “formulacién éptima” dentro del rango de combinaciones analizado.

A.3.2 MATERIALES Y METODOS

A.3.2.1. Materiales utilizados

Se utilizé6 almidén de maiz obtenido de Unilever de Argentina S.A. (Argentina),
con un porcentaje de humedad de 12.5% y un 0.3% de proteinas. El almidén de
mandioca empleado (14% humedad y 0.2% proteinas) fue adquirido de Indecar S.A.
(Argentina). La formulaciones analizadas en este disefio fueron todas elaboradas
usando aceite comercial 100% girasol (Molinos Rio de La Plata SACIFI, Buenos Aires)
adquirido en un supermercado local y sin ningun tratamiento posterior. Arla Food
Ingredients S.A. (Argentina) proporcioné la proteina de suero lacteo concentrada (80%

proteina) con que se desarrollaron las masas formuladas. Se utilizé huevo en polvo
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(6% humedad y 38% lipidos) suministrado por Tecnovo S.A. (Argentina). Los
hidrocoloides empleados para estos ensayos fueron goma xantica y goma guar,
ambos de grado comestible, adquiridos de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). En

todas las formulaciones se empleé NaCl de grado analitico y agua destilada.

A.3.2.2. Preparacion de las muestras

La formulacién inicial de la masa fue seleccionada mediante pruebas
preliminares, evaluando su facilidad de manipulacion, pero sin hacer uso de ensayos
objetivos de caracterizacion. La composicion basica consistid en una mezcla de
almidones de maiz y mandioca en relacién 2:1 p/p (Lang, 2006). La combinacioén de
hidrocoloides a utilizar fue seleccionada a partir de datos bibliograficos donde la
mezcla de gomas xantica y guar aparece mostrando caracteristicas de sinergismo
cuando se encuentran en relacion 7:3 (BeMiller y Daniels, 2002), Todas las
formulaciones contuvieron 2% de NaCl, 20% de aceite de girasol y 1% de alcohol
etilico que actuara como preservante, expresando los porcentajes como g/100g de
almidén empleado. El resto de los componentes de las masas fueron: concentrado
proteico de suero lacteo (WPC), huevo en polvo y agua destilada, cuyas
concentraciones fueron variadas para estudiar su influencia en la formulacién.

El proceso de elaboracion de los discos de masa utilizados en los ensayos
puede verse esquematizado en la Figura A.3-1. La etapa inicial es una mezcla de los
constituyentes sélidos, esto es, almidones, hidrocoloides, WPC, huevo en polvo y NaCl
por un periodo de 1.5 minutos en un procesador comercial (Universo Rowenta,
Alemania) a 400 rpm usando el accesorio correspondiente para amasado. Luego de
obtener una mezcla homogénea, se agrego la fase grasa correspondiente, es decir,
aceite de girasol y se mezclé durante 1.5 minutos mas. Con el procesador aun en
funcionamiento, se adicioné el agua requerida y el alcohol y se continué el mezclado

por 5 minutos mas.
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Figura A.3-1. Esquema del proceso de producciéon de las masas libres de gluten para los
ensayos considerados.

Una vez retirada la mezcla del procesador, se amasé brevemente a mano y
se envolvié en un film de polietileno. La muestra se colocd en un envase hermético y
se mantuvo refrigerada a 4°C por 24hs para permitir la completa hidrataciéon de los
componentes sélidos y lograr la estabilizacion de la consistencia de la masa (Manley,
2001). La misma fue luego estirada de modo de obtener una lamina de 2 mm de
espesor mediante el uso de rodillos y guias que garantizaran una altura uniforme de
toda la masa. A partir de ésta se obtuvieron los discos de masa para los ensayos

correspondientes.

A.3.2.3.Disefio de las experiencias

Para optimizar las caracteristicas reolégicas y texturales de las masas
estudiadas, se propuso un diseno factorial completo de dos niveles con cuatro factores
(2*) para evaluar distintas combinaciones de los constituyentes mas importantes, es
decir, gomas (G), WPC, huevo en polvo (H) y agua (A). En la Tabla A.3-1 se presentan
la matriz del disefio con los niveles estudiados para cada una de las variables junto

con la codificacion correspondiente para el disefio utilizado (Box y Draper, 1987).
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Tabla A.3-1. Factores considerados en el disefio del experimento y la correspondiente

codificacion para los niveles ensayados. Los porcentajes estan dados en g/100g de almidoén.

Niveles
-1 0 +1
Gomas (relacion entre xanticay guar: 7:3 p/p) 1.50% 2.25% 3.00%
Concentrado proteico de suero lacteo (WPC)  3.50% 5.00% 6.50%
Huevo en polvo 3.50% 5.00% 6.50%
Agua 51.0% 53.0% 55.0%

Factores

Se consideraron 17 formulaciones de masa diferentes, incluyéndose un punto
central que permita evaluar la curvatura de la funcion respuesta. Dicho nivel fue
replicado dos veces, para tener una estima independiente del error experimental
(Tabla A.3-2).

Los factores considerados fueron codificados tal como se observa en la Tabla
A.3-2, de manera de garantizar la ortogonalidad entre las variables, eliminando asi la
correlacion entre las estimas de los efectos principales e interacciones (Myers y col.,
2009).

Sobre cada una de las formulaciones desarrolladas, se realizaron dos tipos de
mediciones experimentales: ensayos texturales y analisis reolégicos. Estos resultados
fueron modelados matematicamente siguiendo una metodologia de superficie de

respuesta como se explica en el inciso A.3.2.6.
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Tabla A.3-2. Formulaciones ensayadas de acuerdo con el disefio factorial seleccionado y sus
respectivas variables codificadas segun la Tabla A.3-1

Gomas Huevo en

Formulacién WPC Agua (A)
(G) polvo (H)
1 -1 -1 -1 -1
2 -1 -1 -1 +1
3 -1 -1 +1 -1
4 -1 -1 +1 +1
5 -1 +1 -1 -1
6 -1 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1 -1
8 -1 +1 +1 +1
9 0 0 0 0
10 +1 -1 -1 -1
11 +1 -1 -1 +1
12 +1 -1 +1 -1
13 +1 -1 +1 +1
14 +1 +1 -1 -1
15 +1 +1 -1 +1
16 +1 +1 +1 -1
17 +1 +1 +1 +1

A.3.2.4. Analisis texturales

Todos los ensayos de textura se llevaron a cabo en un TAXT2i Texture
Analyzer (Stable Micro Systems, Reino Unido). Para cada ensayo se tomaron seis
replicados en especimenes diferentes con el fin de reducir la dispersion de los

resultados. En todos los casos se reportaron los valores medios de cada medida.

A.3.2.41. Ensayos de puncién

Para este tipo de ensayos se utiliz6é una sonda de 2 mm de diametro

adoptandose una velocidad de descenso de 1 mm/s. Las medidas fueron realizadas
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sobre discos de masa de 40 mm de diametro y 2 mm de espesor. Se registré la fuerza

maxima necesaria para producir la ruptura de las muestras (FP).

A3.24.2. Ensayos de elongacion

Para estos ensayos se utilizé un sistema de mordazas A/TG. Las muestras
fueron estiradas a una velocidad de 0.5 mm/s obteniéndose de este modo las curvas
de fuerza necesaria para producir el estiramiento (N) vs. deformacién producida sobre
la muestra (mm.). La fuerza maxima de ruptura por elongacion (N) y la deformaciéon en
la ruptura se obtuvieron a partir de dichas curvas. Las muestras fueron cortadas como

fragmentos rectangulares de 90 mm de largo, 35 mm de ancho y 2 mm de espesor.

A.3.2.5. Analisis reoloégicos

Todos los ensayos reolégicos fueron realizados en un reédmetro Haake RS600
de esfuerzo controlado (ThermoElectron, Alemania) y para cada medida se realizaron
al menos tres replicados, reportandose en cada caso los valores medios.

Los ensayos sobre las masas se realizaron a una temperatura constante de
20°C, estabilizada mediante un barno termostatico. Se utilizé6 una geometria de platos
paralelos como la que se muestra esquematicamente en la Figura A.3-2. Se utilizaron
platos de 35 milimetros de diametro para realizar todas las corridas (sensor PP35-S).
Los sensores empleados presentaron superficies rugosas con el objetivo de evitar
posibles errores de deslizamiento de la muestra (Sanchez y col., 2001).

Una vez colocada la muestra en el equipo, se llevé el sensor hasta la posicién
de medida (1.6 mm. de espaciado entre platos, H), se eliminaron los restos de masa
que pudieran ocasionar alteraciones en las medidas y se cubrié todo el contorno con
una fina pelicula de silicona para evitar la deshidratacion de la muestra durante el
ensayo. Posteriormente, se dejoé reposar la masa durante 600 segundos sin aplicar
ningun esfuerzo para lograr la relajacion de los esfuerzos normales a los que pudiera

haber estado sometida durante la manipulacién previa (Ribotta y col., 2004).
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Figura A.3-2. Esquema del sensor de platos paralelos usado en los ensayos reoldgicos

oscilatorios.

Se realizaron ensayos reoldgicos oscilatorios de barrido de esfuerzo y
frecuencias. En principio, con el objeto de determinar el rango de viscoelasticidad
lineal (LVR) de cada muestra a 20°C, se vario6 el esfuerzo aplicado entre 0.5y 100 Pa,
manteniendo fija la frecuencia de oscilacién en 6.28 rad/s. Una vez determinado el
LVR, se realizaron ensayos de barrido de frecuencias, dentro de dicho rango, para
determinar la evolucién de los moédulos elastico (G') y viscoso (G”). La frecuencia fue
variada desde 0.09 hasta 130 rad/s.

Dada la duracién de los ensayos, se utilizé una camara humeda, para reducir

al minimo las posibles pérdidas por evaporacion (Garrido y Califano, 2007).

A.3.2.6. Analisis estadistico

Se realizaron analisis de varianzas (ANAVA) por separado par a los
resultados de puncion, elongacion y ensayos oscilatorios de los disefios 2 para
evaluar los efectos principales y sus interacciones. Los factores estudiados fueron las
concentraciones de gomas, concentrado de proteina de suero lacteo, huevo y agua, y
las interacciones correspondientes Se eligid el test de Bonferroni para realizar las
comparaciones pareadas simultaneas. Tanto para las comparaciones de medias como

para los ensayos “F”, las diferencias se consideraron significativas cuando P < 0.05.
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Posteriormente, las funciones respuesta para los ensayos de puncion y
elongacion, fueron modeladas segun:

2

Y =5, +§:ﬁixi +i iﬂﬁxixj +> i iﬁﬁkxixjxk +,B12_,,4]i[Xi Ec. A.3-1

i=1 j=i+1 i=1  j=i+1 k=j+1

donde Y es la variable respuesta correspondiente, esto es, FP (maxima fuerza de
ruptura en el ensayo de puncion), FE (maxima fuerza de ruptura en el ensayo de
elongacién) o D (deformacién al momento de la ruptura en el ensayo de elongacion);
X; son las variables de proceso codificadas (G, WPC, H, A) y “B” son los parametros de
la regresion.
Para el ajuste del modelo polinémico, se siguié una metodologia “stepwise” para
establecer los términos significativos de la Ec. A.3-1 en cada caso, incluyendo el punto
central. Todos los procedimientos estadisticos (analisis de varianzas, regresion lineal
multiple, stepwise) se llevaron a cabo mediante el software SYSTAT (SYSTAT, Inc.,
Evanston, IL).

Se realizdé una optimizacién multivariable mediante el método de la Funcién
Objetivo empleando el médulo “Solver” de Microsoft Excel.

A.3.3 RESULTADOS Y DISCUSION

A.3.3.1. Analisis de textura

A.3.3.1.1. Ensayos de puncién

Se empled un modelo factorial completo del tipo 2* para analizar la maxima
fuerza de ruptura en el ensayo de puncion.

En la Figura A.3-3 se observan las curvas de fuerza de puncién vs. distancia de
penetraciéon del punzén que produce la deformaciéon en la muestra hasta la ruptura,
para tres de las formulaciones ensayadas (Tabla A.3-2).

El ensayo de ANAVA realizado mostré un efecto significativo (P<0.05) de
todos los factores, excepto el efecto puro de WPC, la interaccién doble entre las
concentraciones de gomas y WPC (GxWPC) y la interaccion triple WPCxHxA. Sin
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embargo, el peso relativo de cada factor sobre la fuerza de ruptura y el impacto
causado por cada uno fue diferente.
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Figura A.3-3. Ensayo de puncion para tres de las formulaciones estudiadas. La numeracion de
las formulaciones esta codificada de acuerdo a la Tabla A.3-2.

Enla Tabla A.3-3 se muestran las fuerzas promedios de puncién obtenidas a
partir de seis replicados para cada formulacién estudiada, ordenados de manera

creciente en relacion a la fuerza maxima.

Tabla A.3-3. Fuerza promedio maxima obtenida para las distintas formulaciones en el ensayo

de puncion.

Formulacion Fuerza de puncion (mN) Formuiacion Fuerza de puncion (mN)
Form. 8 44° Form. 17 88°
Form. 2 45° Form. 15 92
Form. 6 52%° Form. 13 101 9"
Form. 4 54 % Form. 11 103"
Form. 3 545 Form. 16 109 ™
Form. 5 552 Form. 12 129"
Form. 7 61 Form. 10 130!
Form. 1 72 Form. 14 167"
Form. 9 78°%

* Diferentes supraindices indican diferencias significativas entre las medias (P<0.05)
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El ensayo permitid observar que el contenido de hidrocoloides explicaba el
70.94% de la varianza total. El incremento de G desde el nivel (-1) al nivel (+1), es
decir, entre 1.5% y 3%, produjo un aumento de FP en 60 mN. Contrariamente, el
aumento en el contenido de huevo en polvo trajo aparejado una disminucién en el
valor maximo de FP (desde 97 mN a 72 mN), mostrando ademas una interaccion con
el contenido de gomas (Figura A.3-4a). El efecto principal del término A (contenido de
agua) mostré que es necesaria menor fuerza para fracturar la masa en un ensayo de
puncion a medida que se incrementa el contenido de agua (de 120 mN a 83 mN),
como se muestra en la Figura A.3-4b. El porcentaje de varianza explicada por este

factor corresponde al 12.1%.

Dado que algunas de las interacciones entre los pardmetros estudiados
mostraron efecto significativo, es necesario hacer foco sobre cada combinacién
especifica. En particular, la interaccién entre el contenido de gomas y huevo (GxH)
resulté significativa, mostrando que el incremento en el contenido de hidrocoloides
tiene un efecto mas marcado cuando el contenido de huevo en polvo esta en su nivel
mas bajo (H(-1)) que cuando éste se eleva al nivel H(+1). La misma tendencia aparece
para la interaccién entre hidrocoloides y agua (GxA): el efecto en el aumento de la
concentracién de gomas resulta mas marcado para bajos niveles de agua (Figura
A.3-4b).
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Figura A.34. Efecto del contenido de gomas sobre la fuerza promedio de puncién en las masas

para distintos niveles de huevo (a) y agua (b).

Los resultados obtenidos en el ensayo de puncién, también fueron analizados
siguiendo una metodologia stepwise para encontrar el mejor modelo lineal que ajuste
los datos obtenidos siguiendo la Ec. A.3-1. En el disefo se incluyé el punto central
(Formulacién 9), lo que permitié obtener una ecuacion predictiva con los coeficientes

que se muestran en la Tabla A.3-4.
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Tabla A.34. Coeficientes de regresién obtenidos mediante el método “stepwise” para las
respuestas estudiadas: fuerzas maximas de puncion y elongacion y deformacion en la

ruptura.

Efecto FP FE D Efecto FP FE D
Bo Constante 84 1208 8.6 B2s WPC x H -3.2 NS NS
By G 30 54.9 49 Baa WPC x A -2 NS NS
B WPC -1.2 -9.9 NS Baa HxA 4.3 NS NS
Bs H 4.7 -147 05 Bi2a GxWPCxH 4 NS NS
Be A -12 119 -1.2 Biza G XxWPCxA 2.9 NS NS
Bz GxWPC NS NS -0.6 Bias GxHxA 2.5 NS NS
Bia GxH -3.4 NS NS Basa WPCxHXxA NS NS NS
Bia GxA -6.4 NS -0.3 Bi2sa G XxWPCxHxA 6 NS NS

G: gomas; WPC: concentrado de suero lacteo; H: huevo en polvo; A: agua; FP: fuerza maxima de
puncién (mN); FE: fuerza maxima de elongaciéon (mN); D: deformacién en la ruptura (mm). NS:
Términos que no fueron significativos en el analisis de superficies de respuesta.

Para visualizar los efectos combinados de los diferentes factores sobre la
fuerza maxima en el ensayo de puncion, se generaron superficies de respuesta como
funcion de dos variables (contenido agua y gomas en este caso, ya que son las dos
que presentan mayor incidencia) y a dos niveles de una tercera variable, manteniendo
la cuarta en el nivel central. Las correspondientes superficies se muestran en las
Figura A.3-5ayb.

-80-



ieccion A Capitulo A.3.
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Figura A.3-5. Grafico de superficies de respuesta para la fuerza maxima de puncion en funcion
del contenido de agua y gomas. (a) Dos niveles diferentes de huevo en polvo a un contenido

fijo de WPC (5%). (b) Dos niveles diferentes de WPC a un contenido fijo de huevo en polvo
(5%).
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Considerando el efecto del contenido de agua, puede verse que resulta
necesaria menor fuerza en la puncién a medida que ésta se incrementa en la
formulacién. La superficie obtenida muestra también que a altos contenidos de agua e
hidrocoloides, la disminucién en el porcentaje de huevo en polvo aumenta la fuerza
maxima de puncién, lo cual se encuentra en concordancia con la interaccion senalada
por el analisis de varianzas (Figura A.3-5a). Este efecto probablemente podria
explicarse de acuerdo a la disponibilidad de agua en la masa; cuando el contenido de
proteina de huevo disminuye, aumenta el agua disponible en la masa para interactuar
con las gomas xantica y guar, permitiendo formar asi una red que conduzca a masas
mas resistentes. En el otro extremo, donde el contenido de agua es elevado (A(+1)) y
el nivel de gomas bajo (G(-1)), la fuerza maxima es menor a menor contenido de
huevo en polvo. En ese punto, el contenido de polisacarido es muy bajo para formar
enlaces fuertes y entonces la contribuciéon de la proteina a la estructura resulta
importante.

La interaccién triple de agua, gomas y WPC se ve en la Figura A.3-5b. A
bajos niveles de agua y alto contenido de hidrocoloides, la disminucion de WPC
debilita la estructura de la masa, mientras que en el extremo G(-1) y A(+1) se observa

el comportamiento opuesto.

A.3.3.1.2. Ensayos de elongacion

Es necesario mencionar que dos de las formulaciones con alto contenido de
agua y bajo porcentaje de gomas (formulaciones 2 y 8) fueron demasiado blandas
para manipularse y no fue posible llevar a cabo el ensayo de elongacion sobre ellas.
De las formulaciones restantes, en la Figura A.3-6 se grafican tres de las que

mostraron mayores diferencias significativas.
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Figura A.3-6. Ensayo de elongacion para tres de las formulaciones estudiadas. La numeracién
de las formulaciones esta codificada de acuerdo a la Tabla A.3-2.

En la Tabla A.3-5 se muestran las fuerzas de elongacién maxima y la
deformacion en la ruptura para las formulaciones medidas. A partir de ellas, el ensayo
de ANAVA mostré que sélo tres de los efectos principales afectaban la deformacion al
momento de la ruptura. El principal de ellos fue el cambio en el contenido de
hidrocoloides (G) el cual explica el 78.3% de la varianza total. Los otros fueron los
niveles de agua (A) y huevo en polvo (H), explicando, respectivamente, el 3% y el
0.8% de la variacion total. La interaccion GxA también resultd significativa.
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Tabla A.3-5. Fuerza promedio maxima y deformacién en la ruptura para las distintas
formulaciones en ensayos de elongacion.

Formulacion Fuerza de elongacion (mN) Deformacion en la ruptura (mm)
Form. 4 53° 2.3°
Form. 5 75% 3.7°
Form. 6 63 40%
Form. 1 100° 46%
Form. 3 65 47%
Form. 7 71 56%®
Form. 9 115° 7.4%

Form. 11 206 ¢ 10.5°¢
Form. 15 1621 11.15
Form. 17 141 11.4°
Form. 14 200° 143°
Form. 16 154 ¢ 15.0°
Form. 13 146~ 15.0°
Form. 10 208° 15.4°¢
Form. 12 197 ° 156°

* Diferentes supraindices indican diferencias significativas entre las medias (P<0.05)

Se encontré también una correlacion positiva entre la fuerza maxima en un

ensayo de elongacion (FE) y su correspondiente deformacién al momento de ruptura

(D). También se observé una dependencia lineal entre D y la fuerza maxima de
puncion (FP) (Figura A.3-7).
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Figura A.3-7. Dependencia lineal de la maxima fuerza de puncion y elongacién con la

deformacion al momento de la ruptura

Como se menciond previamente (Figura A.3-7), existe una correlacion
positiva entre la longitud que puede estirarse una muestra de masa (D) y la fuerza
maxima de elongacién requerida (FE). Es por esto que el incremento en el contenido
de hidrocoloides o una disminucion en la concentracion de huevo en polvo genera
también un aumento significativo de la fuerza al momento de ruptura, aunque el efecto
del porcentaje de gomas tiene mucho mayor impacto. Por otra parte, con el aumento
en el contenido de WPC o agua, tanto D como FE disminuyen.

Una conclusiéon similar se obtuvo mediante la metodologia stepwise para
hallar una superficie de respuesta. Sélo dos de las interacciones fueron significativas
sobre la variable D, esto es, GxXWPC y GxA (Tabla A.3-4)

En la Figura A.3-8 se muestran las superficies de respuesta correspondientes
a la deformacién maxima en un ensayo de elongacion. Un elevado contenido de
gomas se traduce en un incremento tanto de la fuerza de elongacién como de su
deformacién asociada. Sin embargo, ambas variables decrecen cuando se aumenta el
contenido de WPC, H o A, convirtiendo a la masa en un producto de baja elasticidad y

mas fragil.
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Figura A.3-8. Grafico de superficies de respuesta para la deformacién en un ensayo de
elongacion en funcion del contenido de agua y gomas. (a) Dos niveles diferentes de huevo
en polvo a un contenido fijo de WPC (5%). (b) Dos niveles diferentes de WPC a un contenido
fijo de huevo en poivo (5%).
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Figura A.3-9. Grafico de superficies de respuesta para la fuerza maxima en un ensayo de

elongacion en funciéon del contenido de agua y gomas. (a) Dos niveles diferentes de huevo

en polvo a un contenido fijo de WPC (5%). (b) Dos niveles diferentes de WPC a un contenido
fijo de huevo en polvo (5%).

-87 -



Seccion A Capitulo A.3.

A partir de los ensayos de puncion y elongacidén es posible concluir que una
combinacion de gomas en el nivel +1 y agua en la menor concentracion ensayada
(nivel “-1") permite obtener masas facilmente manipulables, capaces de resistir
posibles desgarros que puedan ocurrir durante la elaboracion industrial de este tipo de
masas (formulaciones con elevadas fuerzas de puncién). Dado que ademas presentan
elevados valores de FE y D, las masas desarrolladas con esa combinacién de niveles
de agua e hidrocoloides resultarian adecuadas para resistir sin romperse el
estiramiento que sufren durante la primera etapa de coccion debido a la expansion del

aire y el vapor contenidos dentro de la empanada.

A.3.3.2. Analisis reolégico

Los resultados de los ensayos oscilatorios de cizalla de pequena amplitud
fueron expresados en términos de los médulos de almacenamiento (G') y de pérdida
(G”). Como se muestra en la Figura A.3-9, las curvas de los ensayos dinamicos
resultaron cualitativamente similares para todas las formulaciones ensayadas. En
todos los casos se observd a G’ siempre mayor que G” dentro del rango de
frecuencias ensayados y con un leve incremento de los modulos con la frecuencia,
mostrandose ambas curvas casi paralelas. Este resultado puede explicarse en
términos de la interaccién sinérgica de la goma xantica con los galactomananos
reportada previamente por varios autores (Dea y col., 1977, Khouryieh y col., 2006).
Shatwell y col. (1990) mostraron que las mezclas entre xantica y guar presentaban
propiedades reolégicas de una red entrelazada, aunque en presencia de muestras de
xantica con bajo contenido de grupos acetilos las mezclas exhibian un mayor

comportamiento del tipo gel.
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Figura A.3-10. Barridos de frecuencias para tres de las masas libres de gluten analizadas. La
numeracion de las formulaciones esta codificada de acuerdo a la Tabla A.3-2.

Varios autores han reportado tendencias similares en masas desarrolladas
con harina de trigo mostrando un crecimiento de los valores de G' y G” con la
frecuencia de oscilaciéon (Agyare y col., 2004; Dreese y col., 1988; Kenny y col., 2001;
Lefebvre y col.,, 2003; Ribotta y col., 2004). A partir de esto, puede verse que las
masas estudiadas presentaron una respuesta predominantemente elastica, aunque en
el rango de bajas frecuencias, las curvas de G’ y G” se aproximan entre si (Figura
A.3-10). Este comportamiento podria estar indicando una frecuencia de cruce de
ambos médulos por debajo de 1072 rad/s, lo cual implicaria que la recuperacion de los
esfuerzos a los que se sometié a la masa, resulta un proceso lento y la red formada no
es completamente elastica. Se podria pensar a la estructura de la masa como un
material compuesto formado por dos fases:. una matriz y un material de relleno (o
carga). En este caso, los granulos de almidén probablemente actuaron como material
de relleno inerte debido a que no podrian formar una red cohesiva (Aguilera y Rojas,
1996; Ravindra y col., 2004), mientras que las gomas xantica y guar conformarian la
fase matriz que contenia a los granulos.

El andlisis de los barridos de frecuencias mostré que las caracteristicas
elasticas se incrementan (valores del médulo de almacenamiento mas grandes)
cuando la concentraciéon de hidrocoloides aumenta o el porcentaje de agua disminuye,

confirmando los resultados obtenidos mediante los ensayos de textura y en
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concordancia con el comportamiento general observado en masas a base de harina de
trigo (Berland y Launay, 1995)

Para cuantificar este comportamiento cualitativo observado, se decidioé seguir
la metodologia propuesta por Bruno y Moresi (2005), basada en la extension del
modelo para entrecruzamientos poliméricos propuesta por Friedrich y Heymann
(1988). Este modelo considera que la dependencia del moédulo de relajacion, G(t), con

el tiempo y el orden de relajacion (o) presenta la forma:

G()=G,_ + Se =" exp(-t/ 1) Ec. A.3-2
T T(1-a)

donde I'(1-a) es la funcibn gama, A, es el tiempo de relajacion medio y G.., y S,* son,
respectivamente, el mddulo de equilibrio y un parametro estructural del material
asociado a la fuerza de los entrecruzamientos.

Dentro del rango de viscoelasticidad lineal, los moédulos de almacenamiento y

pérdida pueden vincularse con el médulo de relajacién mediante (Ferry, 1980):

e 0]

G(0) =Gy + @ I[G(t) -G, , |sen(at)dt Ec. A.3-3
0
G'(w) = o j[G(t) -G, , |cos(atydt Ec. A.3-4
0

Dichas ecuaciones pueden resolverse considerando el modelo propuesto en
la Ec. A.3-2. Mediante integracion, la dependencia analitica de G’ y G” con la

frecuencia puede expresarse como (Friedrich y Heymann, 1988).

G(0)=G,. + °S.i(A, )Sen[(1 - ajarctan(wi, ) Ec. A.3-5
P 1

h+ (wa, 2"

cos|(1-a)arctan(wA, )]

[1 + (a)/la )2 r_alz

G'(w)= 72[ S. 2 (w4,) Ec. A.3-6
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Basandose en estas ecuaciones, Friedrich y Heymann (1988) demostraron
que dentro del rango de altas frecuencias de oscilaciéon o préximo al punto de gel (es

decir, cuando wi,—>x), las Ec. A.3-5 y A.3-6 se reducen a:

G(w)=G,_, + 2 S, COS(’lr a)a)" Ec. A3-7
' T 2
" 2 T a
G'(w)= Sgsen _a|o Ec. A.3-8
T 2

Se observa que dentro de esa region, tanto el modulo viscoso como el
elastico resultan independientes del tiempo de relajacién A,. La tangente del angulo de

fase puede expresarse como:

tangd = G tan(z{ a) Ec. A.3-9
G 2

la cual es valida de manera exacta en el estado sol y en el punto de gelacién. En el
estado gel, esta expresion puede tomarse como valida dentro de rangos de frecuencia
donde el médulo de equilibrio pueda considerarse despreciable. En principio, para las
formulaciones estudiadas en esta tesis, se asumié que G, , resulta mucho mas chico

que G, y de este modo la viscosidad dinamica compleja puede expresarse como:

= =T P AA ol Ec. A.3-10

De este modo, las caracteristicas viscoelasticas de las masas pueden ser
descriptas en términos del orden de relajacion (o) y A, (A, = 2/7.S)),

representando este ultimo una medida de la fuerza de la red de entrecruzamientos.
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Figura A.3-11. Viscosidad compleja de cuatro masas no fermentadas libres de gluten. La
numeracién de las formulaciones esta codificada de acuerdo a la Tabla A.3-2. En lineas
rectas aparece el ajuste de las curvas con la Ec. A.3-10.

A modo de ejemplo, en la Figura A.3-11 se muestra la viscosidad compleja
como funcién de la frecuencia de algunas de las formulaciones estudiadas. La
viscosidad compleja se calculé a partir de los datos experimentales del espectro, y su
dependencia con la frecuencia fue satisfactoriamente modelada mediante la Ec. A.3-
10, como se muestra en la Figura A.3-11. A partir de los parametros obtenidos se
corroboré la aproximacién realizada en el modelo propuesto (G., << G'). El calculo de
tan(an/2) y los valores experimentales de tan(3) condujeron a valores practicamente
coincidentes (~0.31), lo que confirma que la aproximacion hecha resulté valida dentro
del rango de frecuencias analizadas. Todas las masas mostraron un comportamiento
pseudoplastico similar dentro del rango de frecuencias estudiado, lo que se vio
reflejado en que no existan diferencias significativas entre los valores de a para todas
las formulaciones (P>0.05). Se obtuvo un valor promedio de a = 0.19, lo que muestra
una baja dependencia de ambos moddulos con la frecuencia; esto se encuentra

comunmente asociado con muestras con comportamiento tipo gel (Steffe, 1996).
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Tabla A.3-6. Valores promedio del pardmetro de fuerza de los entrecruzamientos del material

(A,) como funcion de la composicion de las masas.

Nivel de gomas Nivel de agua A, (Pa.s%) .10°
-1 -1 32°
-1 +1 17°
0 0 397
+1 -1 54°
+1 +1 48°

El parametro A, de las masas presenté cambios significativos (P<0.05) sélo
con la concentracion de agua e hidrocoloides. En la Tabla A.3-6 se muestran los
valores promedio del parametro de fuerza del material, determinado mediante la Ec.
A.3-10, como funcion de la composicion de las masas. El incremento en el contenido
de hidrocoloides confiere mayor fuerza a los enlaces de la red, resultando de este
modo un mayor valor de A,. Este mismo efecto fue observado cuando el contenido de
agua disminuy6, pero sélo en presencia de un bajo porcentaje de gomas (nivel -1).
Cuando disminuye el contenido de agua disponible en el sistema, aumenta la
concentracion de hidrocoloides disperso en la matriz, conduciendo a incrementar
también el valor de Aa. Bajo estas condiciones una mayor rigidez de la masa (esto es,
una red polimérica mas elastica) implicaria entrecruzamientos mas fuertes entre las

moléculas de hidrocoloides que componen la matriz.

Se contrastaron los resultados experimentales obtenidos de los ensayos de
puncion y elongacion (grandes deformaciones) con valores obtenidos a partir de los
ensayos oscilatorios. Los parametros texturales FP, FE y D se vincularon con los
moédulos de pérdida y almacenamiento obtenidos a una frecuencia especifica de
oscilacion (1 hz). A partir de esto, se observé una correlacion positiva de ambos
modulos tanto con FP como con FE (P<0.001). A modo de ejemplo, en la Figura
A.3-12 se muestran las relaciones lineales obtenidas para G’ vs. FP y G’ vs. FE.
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1 M 1

50 100 150 200
FP; FE (mN)

Figura A.3-12. Relacion entre las caracteristicas texturales de las masas sometidas a grandes
deformaciones y las propiedades viscoelasticas. Fuerzas de puncién (B) y elongacién (0O)

vs. mdédulo almacenamiento (G') a 1 Hz (6.28 rad/s).

Los ensayos reolégicos dinamicos y los ensayos mecanicos donde la muestra
se somete a grandes deformaciones, son fundamentales para estudiar los cambios en
las caracteristicas del producto debido a las formulaciones. Los componentes
principales (almidon, proteinas, hidrocoloides y agua) y sus interacciones juegan una
funcién importante en la estructura conformacional asi como en las propiedades
reolégicas de las masas (Shiau y Yeh, 2001).

La relacién observada en la Figura A.3-12 demuestra como pueden
combinarse las respuestas de ensayos reolégicos de grandes y pequehas
deformaciones, relacionadas con la manipulacién u otras propiedades de textura, y
permitir establecer condiciones o6ptimas de procesamiento de las masas libres de

gluten.

A.3.3.3. Determinacion de la formulacion optima a partir de la funcion
objetivo
El propdsito del proceso de optimizacion es la seleccion, independientemente

de la multiplicidad de soluciones potenciales, de la mejor solucién con respecto a

algun criterio bien definido. La eleccion de este criterio (funcién objetivo) es un paso
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esencial en un estudio (Beveridge y Schechter, 1970). Una funcién objetivo es aquella
que expresa el objetivo en términos de los factores del sistema y/o respuestas. La idea
basica del enfoque de la funcién conveniencia es transformar un problema de
respuesta multiple en un problema de respuesta unica por medio de transformaciones
matematicas. Lowe (1967) propuso un procedimiento simple para formar funciones de
conveniencia de respuestas multiples.

La funcion de conveniencia (del inglés “desirability”), escrita dj(y;), establece
una relacion funcional de la respuesta y; con los factores o condiciones de operacion,
de tal manera que su rango es el intervalo [0,1], proporcionando la mayor conveniencia
cuando di(y;) = 1 y la minima conveniencia deseada (completamente indeseable)
cuando dj(y;) = 0. En general, la conveniencia de cada respuesta debe ser mayor que
cero como condicidn necesaria para establecer la conveniencia total de un sistema. En
el intervalo [0,1], la conveniencia puede tener, segun el caso, una variacion lineal o no
lineal, dependiendo de las condiciones propias del producto y del proceso, que debera
ser previamente definida. Si (Yjmin; Yjmax) SON mediciones de los valores mas
indeseables y mas deseables de una respuesta “y”, respectivamente, y si se asume
que la conveniencia se incrementa linealmente de Yjmn @ Ymax, €ntonces la

conveniencia de la respuesta se calcula como (Derringer y Suich, 1980):

0 ' ijin > Yj
Yi = Yjmin . RALO-
d, = | ( j j ) Vi <Y1 <Y i Ec. A.3-11
(ijax _yjmin)
1 v yj >yjmax

Hay varias formas en las cuales se pueden combinar las conveniencias
individuales, una de ellas podria ser la media aritmética. Sin embargo, en la realidad
existe una premisa basica: si una caracteristica es tan pobre que no es conveniente el
uso del producto, tal producto no debe ser aceptado, a pesar del resto de las
caracteristicas, es decir, una masa que presente extremadamente baja extensibilidad
no puede ser considerada adecuada por mas que su resistencia a la puncién sea la
correcta. La reaccion del consumidor a un producto estd basada en gran medida en
las caracteristicas menos deseables de dicho producto debido a que son un foco de

problemas potenciales (Harrington, 1965). Es por esto que el modelo matematico
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empleado es |la media geomeétrica de los valores de conveniencia individuales
(Harrington, 1965; Derriger y Suich, 1980):

D=kd, *d,*...*d, Ec. A.3-12

El valor de D es el mas alto en condiciones donde la combinacion de los
diferentes criterios a nivel global es 6ptima y sera nulo si al menos uno de los atributos
resulta completamente indeseable.

Una formulacién de masas libres de gluten que permita la manipulacion
industrial sin romperse debe soportar elevadas tensiones y presentar buena
extensibilidad (Bourne, 1982). Estas propiedades estan asociadas con las fuerzas
maximas en la puncion y elongacion y con la maxima deformacion de los ensayos de
extensibilidad. Estas variables fueron empleadas para encontrar la formulacién éptima
dentro de las composiciones analizadas.

En la Tabla A.3-7 se muestran los criterios de optimizacion para cada
respuesta, el valor predicho para cada una y el valor de la funcién D (Ec. A.3-12). Se
encontré que la composicién 6ptima correspondié a la Formulacién 12: agua 51.0 %,
gomas 3.00 %, concentrado proteico de suero lacteo 6.50 % y huevo en polvo 3.50 %
(Tabla A.3-1).

Tabla A.3-7. Parametros de la optimizacién de masas no fermentadas libres de gluten.

Respuesta
Variable ijin Yj max .
predicha
Fuerza puncién (mN) 40.0 200 164.2
Fuerza elongaciéon (mN) 35.0 250 192.4 0.81
Deformacion (mm) 1 15.0 13.90

Dentro del rango de composiciones estudiadas, el contenido 6ptimo de agua
fue el minimo posible, mientras el porcentaje total de gomas (xantica y guar) fue el
maximo. En las masa crudas, la mezcla de gomas xantica y guar, formaria la red
tridimensional que da cohesividad al producto, mientras que el agua jugaria un doble
papel: por un lado se comportaria como relleno inerte disminuyendo las caracteristicas
elasticas del sistema, pero también como lubricante y plastificante del sistema.
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Contenidos muy bajos de agua (fuera del rango de medicién) producen una masa
quebradiza, imposible de laminar; a concentraciones muy altas, la masa es cohesiva,
pero poco resistente. El contenido de WPC fue el mas elevado, de modo de contribuir
a la formacion de la red tridimensional que contiene a los granulos de almidén,
mientras que el porcentaje de huevo en polvo fue el minimo de modo de aumentar el
agua disponible interactuar con las gomas xantica y guar, permitiendo formar asi una
red que conduzca a masas mas resistentes.

A.3.4 CONCLUSIONES

Se lograron desarrollar masas en base a almidones e hidrocoloides que
resultaron apropiadas para una produccion industrial de este tipo de panificados aptos
para enfermos celiacos.

Las formulaciones conteniendo porcentajes mas altos de gomas y menor
contenido acuoso fueron las mas adecuadas en lo referente a su comportamiento
reolégico, mostrando cambios significativos en los parametros estructurales. Ambos
tipos de ensayos de textura (puncién y elongacién) condujeron a conclusiones
similares que las obtenidas mediante el analisis de los resultados de los ensayos
reolégicos dinamicos.

Los parametros de viscoelasticidad lineal (G’ y G”) fueron satisfactoriamente
correlacionados con las variables caracteristicas de ensayos de grandes
deformaciones (extensibilidad y puncién).

A partir del método de optimizacion multivariable de la Funcion Objetivo se
logr6 encontrar la formulacidon adecuada dentro del rango de composiciones

analizadas.
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A.4 Efecto de distintos hidrocoloides y de Ila
fase lipidica en las caracteristicas reolégicas y
texturales de masas no levadas aptas para

celiacos

A.4.1 INTRODUCCION

Las hidroxipropilmetilcelulosas (HPMC) son derivados de la celulosa, la
sustancia organica mas abundante en la naturaleza. Poseen sustituyentes hidrofébicos
que le permiten comportarse como surfactante en la interfase aire-agua y aceite-agua,
caracteristica que presentan muy pocos polisacaridos. Se ha encontrado que la HPMC
es mas activa superficiaimente que las proteinas lacteas (Arboleya y Wilde, 2005;
Mezdour y col, 2007; Pérez, y col., 2007), pero existen en la bibliografia muy pocos
estudios acerca de su comportamiento en la interfase aceite-agua. Ha sido
ampliamente utilizada en la industria farmacéutica como adsorbente de drogas y en su
liberacion controlada. En la industria de alimentos las hidroxipropilmetiicelulosas son
empleadas en una gran gama de productos alimenticios. Los productos basados en
proteinas frecuentemente necesitan estabilizantes para prolongar su vida util durante
el almacenamiento a temperatura ambiente o bajo refrigeracion; estos polisacaridos
pueden ser agregados para lograr dicho objetivo (Coffey y col, 1995). Actualmente
existe una fuerte tendencia en la industria hacia la produccion de alimentos reducidos
en calorias, esto resulta en una nueva aplicacion de HPMC ya que este polisacarido
imparte buenas caracteristicas de textura (Maikki y col, 1993). En particular las HPMC,
son interfacialmente activas y ofrecen la posibilidad de imitar la textura de los lipidos
en estos productos. La inclusion de HPMC en la industria de los panificados también
ha resultado satisfactoria, mostrando mejoras en el volumen especifico y la textura de
los panes (Armero y Collar, 1999; Guarda y col., 2004; Rosell y col., 2001), debido a la
ya mencionada capacidad para actuar como emulsificante, de fortalecer las paredes
de las celdas que atrapan el CO; y de incrementar la retencién de humedad (Barcenas
y Rosell, 2006; Sarkar y Walker, 1995). También se ha encontrado que el uso de

HPMC afecta la gelatinizacion del almidén y sus propiedades viscoelasticas, aunque el
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efecto logrado depende de la concentracidon empleada (Barcenas y col., 2009). Se ha
registrado también la utilizacion de HPMC en la formulacién de productos panificados
sin harina de trigo, apta para celiacos (Kobylafisky y col., 2004), lo que la identifica
como una interesante alternativa en el desarrollo de masas no levadas libres de
gluten.

La fase lipidica en los productos panificados o de pasteleria juega un papel
importante como lubricante de las masas contribuyendo a su plasticidad e impartiendo
los atributos sensoriales y de calidad esperados por el consumidor. La inclusién de
margarinas en el desarrollo de panificados contribuye a estabilizar las celdas de aire
formadas durante el mezclado y a facilitar su manipulacién durante la produccion
(Given, 1994). Baltsavias y col. (1997) mostraron que el tipo y concentracién de fase
grasa empleado en la produccibn de panes tiene un gran efecto sobre sus
propiedades viscoelasticas, observando una marcada reduccion en la rigidez de las
masas con el reemplazo de margarina por una fase lipidica liquida. El tipo de fases
grasas empleadas en los panificados abarca un rango que va desde aceites liquidos
hasta grasas con elevados puntos de fusion, contribuyendo a una gran diversidad de
propiedades reolégicas en el producto final.

Es este capitulo se examinaran los cambios producidos en las atributos
reolégicos y estructurales cuando se emplean distintos hidrocoloides
(hidroxipropilmetilcelulosa, mezcla de gomas xantica y guar, y mezcla de goma xantica
con HPMC) y tres tipos diferentes de fases lipidicas (aceite de girasol, margarinas de
alto y bajo contenido de sélidos).

A.4.2 MATERIALES Y METODOS

Ad4.21. Materiales utilizados

Se utilizé almidén de maiz obtenido de Unilever de Argentina S.A. (Argentina),
con un porcentaje de humedad de 12.5% y un 0.3% de proteinas. El almidon de
mandioca empleado (14% humedad y 0.2% proteinas) fue adquirido de Indecar S.A.
(Argentina). El aceite comercial 100% girasol (Molinos Rio de La Plata SACIFI, Buenos
Aires) empleado o la margarina comercial (Flora-Danica S.A., Argentina), fueron
adquiridos en un supermercado local y sin ningun tratamiento posterior. CALSA,
Argentina proveyé la margarina con alto contenido de grasas (para usos industriales)

que se utilizé en algunas formulaciones. Los hidrocoloides empleados para estos
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ensayos fueron goma xantica y goma guar, adquiridos de Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO) e hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), de Methocell E4M (The Dow
Chemical Company, Michigan), todos de grado comestible. Arla Food Ingredients S.A.
(Argentina) proporciono la proteina de suero lacteo concentrada (80% proteina) con la
cual se desarrollaron las masas formuladas. Se utilizé huevo en polvo (6% humedad y
38% lipidos) suministrado por Tecnovo S.A. (Argentina) y NaCl de grado analitico. En
todas las formulaciones se emple6 agua destilada y 1% etanol como agente de

preservacion.

A4.2.2. Preparacion de la muestras

La formulacion basica considerada en el desarrollo de las masas fue una
mezcla de almidones de maiz y mandioca en proporcién 2:1, un contenido total de
hidrocoloides de 3% y de proteinas de 10%, que incluyen 3.5% de huevo en polvo y
6.5% de concentrado de suero lacteo (WPC). Un 2% de NaCl, agua y una fase lipidica
determinada completan la formulacion base, donde los porcentajes estan dados en
g/100 g de almidén total. El proceso de elaboracion es equivalente al descrito en el

capitulo A.3, hasta obtener una masa de 2 mm de espesor.

Ad4221. Efecto de los hidrocoloides

Se estudié la influencia del tipo de hidrocoloides en las caracteristicas
reologicas de las masas formuladas. Para esto se eligieron tres combinaciones de
hidrocoloides: Hidroxipropilmetilcelulosa (H) y mezclas de gomas xantica/guar (7:3) y
xantica/HPMC (3:2). En todos los casos, el porcentaje total de hidrocoloides se
mantuvo constante en 3% y las formulaciones fueron elaboradas con 20% de aceite de
girasol y 51% de agua destilada (Tabla A.4-1)

Tabla A.4-1. Formulaciones ensayadas para estudiar el efecto del tipo de hidrocoloides
empleados en la formulacién de masas libres de gluten

Hidrocoloides Fase grasa

Formulacion Almidones (3 g/100g almidon) . (a/ .10'09
Tipo almidén)
.. XGS020 Xantica/guar
HS0O20 Maiz/Mandioca  HMPC aceite 20
XHSO20 Xantica/HPMC
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A4.222.  Efecto de la fase lipidica

Para estudiar el efecto de la fase lipidica sobre las caracteristicas texturales
de las masas, se consideraron tres tipos de materia grasa: aceite de girasol, margarina
de alto contenido de sélidos (empleada a nivel industrial) y margarina comercial (con
bajo contenido de sélidos). En la Tabla A.4-2 se muestra la composicion de las tres
fases lipidicas ensayadas.

Tabla A.4-2. Perfil de acidos grasos en las tres fases lipidicas ensayadas.

Margarina  Margarina Aceite de

Industrial  Comercial Girasol
Laurico (12:0) ND ND 0.50
Miristico (14:0) 3.20 0.12 0.20
Miristoleico (14:1) 0.90 ND ND
Pentadecanoico (15:0) 0.80 ND ND
Pentadecenoico (15:1) 0.30 ND ND
Palmitico (16:0) 26.50 11.05 6.80
Palmitoleico (16:1) 3.30 0.70 0.10
Margarico (17:0) 1.60 0.13 ND
Margaroleico (17:1) 0.50 0.03 ND
Stearico (18:0) 26.20 8.87 4.70
Elaidico (18:1t) 410 36.27 ND
Oleico (18:1c) 29.30 24 .59 18.60
Linoleico (18:2) 2.20 15.85 68.20
Linolénico (18:3) 0.50 2.05 0.50
Araquidico (20:0) 0.20 0.40 0.40
Gadoleico (20:1) ND 0.09 1.00
Behenico (22:0) 0.40 0.38 ND
Lignocerico (24:0) ND 0.11 ND

ND: No - Detectado

El contenido de fase grasa fue estudiado a dos niveles: 20% y 30%. Con el
objeto de analizar posibles interacciones, el estudio se llevé a cabo considerando dos
mezclas de hidrocoloides diferentes como se muestra en la Tabla A.4-3. El contenido
de agua en la masa fue modificado en funcién del contenido de aceite, de modo de

mantener constante la suma de los porcentajes de agua y fase lipidica.
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Tabla A.4-3. Composicibn de las formulaciones estudiadas con distintas tipos y
concentraciones de fases grasas.

Formulacion Almidones Hidrocoloides Fase grasa

Tipo %
XGS020 Aceite 20
XGS030 30
XGRM20 Xantica/guar  Margarina Comercial 22
XGRM30 30
XGIM20 Margarina Industrial -2
XGIM30 Maiz/Mandioca 2
XHSO020 Aceite 20
XHS030 30
XHRM20 Xantica/HPMC ~ Margarina Comercial 22
XHRM30 30
XHIM20 Margarina Industrial 20
XHIM30 30

A4.23. Determinacién del contenido de grasas totales

Los equipos basados en la resonancia magnética nuclear (RMN) utilizan las
interacciones entre ondas de radio y el nucleo de los atomos de hidrégeno para
obtener informacion sobre las propiedades del material en estudio, como una particula
en suspension o las gotas de una emulsién (McClements, 1999).

Basicamente, la muestra se coloca en un gradiente de campo magnético
estatico y una serie de pulsos de radiofrecuencias son aplicados. Estos pulsos pueden
causar que algunos de los nucleos de hidrogeno de la muestra se exciten a niveles de
energia mas altos, lo que lleva a la generacion de sefiales de NMR detectables. La
amplitud de la sefial depende del movimiento del nucleo. La frecuencia, amplitud y
tiempo de decaimiento de la sefial dependen de la relacion sélido/ liquido en la
muestra.

Se utilizé un equipo Bruker PC 120 Minispec de resonancia magnética
nuclear por pulsos (RMN), con un campo magnético 0.47 T operando a una
resonancia y frecuencia de 20 MHz (Bruker Biospin GmbH, Rheinstetten,Germany) y a
20°C. Las muestras fueron previamente fundidas a 80°C durante 30 min,
colocandoselas luego en tubos de vidrio de 10 mm de diametro a esa temperatura y
finalmente termostatizada a 20°C durante 30 min (temperatura del ensayo). Las
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sefales de decaimiento fueron ajustadas con una exponencial simple (AOCS 16b-93,
Martini y Herrera, 2000; Puppo y col., 2002)

A.4.2.4. Analisis texturales

Los ensayos de textura se realizaron en un TAXT2i Texture Analyzer (Stable
Micro Systems, Reino Unido). En todos los ensayos se consideraron al menos seis
replicados, utilizando especimenes diferentes, con el fin de reducir la dispersion de los

resultados. En todos los casos se informaron los valores medios de cada medida.

A4.241  Ensayos de puncion sobre muestras crudas

Sobre discos de masa cruda de 40 mm de diametro y 2 mm de espesor se
realizaron los ensayos de puncidén. Se empled una sonda de 2 mm de diametro y una
velocidad de descenso de 1 mm/s. Se registré la fuerza maxima necesaria para

producir la ruptura de las muestras (FP).

A4.242.  Ensayos de elongacion

Para estos ensayos se utilizé un sistema de mordazas A/TG. Las muestras
fueron estiradas a una velocidad de 0.5 mm/s obteniéndose de este modo las curvas
de fuerza necesaria para producir el estiramiento (N) vs. deformacién producida sobre
la muestra (mm.). La fuerza maxima de ruptura por elongacion (N) y la deformacion en
la ruptura se obtuvieron a partir de dichas curvas. Tomando como base la norma
ASTM D638, las muestras fueron cortadas en forma de “hueso” para llevar a cabo los
ensayos de elongaciéon. Las dimensiones consideradas son las que se muestran en la
Figura A.4-1.
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p 90 ,

Figura A.4-1. Forma empleada en los especimenes de masa empleada en los ensayos de

elongacion. Las dimensiones estan dadas en milimetros.

A.4.25. Analisis reolégicos

Sobre discos de masa crudos se realizaron ensayos oscilatorios de pequefa
amplitud para evaluar la dependencia de los modulos elastico (G’) y viscoso (G”) con
la frecuencia de oscilacion. Se utilizé para todos los ensayos una geometria de platos
paralelos de 35 milimetros de diametro con un espaciado entre platos de 1.6 mm. La
frecuencia de oscilacion vario desde 0.09 hasta 130 rad/s, manteniendo una
temperatura constante de la muestra de 20°C. Previamente se realizaron barridos de
esfuerzo entre 0.5 y 100 Pa, manteniendo fija la frecuencia de oscilacion en 6.28 rad/s,
para determinar el rango de viscoelasticidad lineal. Las condiciones de ensayo fueron

explicadas con mayor detalle en el capitulo A.3.

A.4.2.6. Microscopia electronica ambiental de barrido (ESEM)

Se utilizé un microscopio ambiental electrénico de barrido Phillips-Electroscan
2010 (Phillip-Electroscan, Holanda) para examinar la superficie de las masas. En todas

las formulaciones analizadas se observaron muestras de masa cruda y cocida.

A.4.2.7. Analisis estadistico

Todos los analisis estadisticos se realizaron usando el software SYSTAT
(SYSTAT, Inc., Evanston, IL). Se realizaron analisis de varianzas (ANAVA) por
separado para los resultados de puncion, elongacién y ensayos oscilatorios. El tipo de
hidrocoloides o el tipo y contenido de fase lipidica fueron los factores analizados. Se
eligio el test de Bonferroni para realizar las comparaciones pareadas simultaneas.

Tanto para las comparaciones de medias como para los ensayos “F”, las diferencias

2104 -



Seccion A Capltulo A.4.

se consideraron significativas cuando P < 0.05. En el capitulo se reporta cada media

como su valor medio + el error estandar de la media.

A.4.3 RESULTADOS Y DISCUSION

Como formulacion basica se adopté la que surgid de la optimizacion
desarrollada en el capitulo A.3. La composicién inicial utilizada fue: 3% de gomas,
3.5% de huevo en polvo, 6.5% de concentrado proteico de suero lacteo (WPC) 20% de

aceite y 51% de agua.

A.43.1. Efecto de los hidrocoloides en la reologia de las masas

En la micrografia de la Figura A.4-2, se observa la microestructura de una
masa formulada con una mezcla de xantica/HPMC (formulacién XHSO20, de acuerdo
a la Tabla A.4-1) a modo de ejemplo. La micrografias no mostraron diferencias entre
las formulaciones elaboradas con distintos hidrocoloides, en todos los casos se
observé cualitativamente la misma configuracién. La estructura general de las masas
se vio contenida por una red continua formada por los hidrocoloides donde los
granulos de almidéon de maiz y mandioca se ordenaron de manera aleatoria sin
mostrar en ningun caso agrupamientos de uno u otro almidén, lo que muestra la

homogeneidad de |la matriz observada.

Figura A.4-2. Imagen obtenida mediante microscopia electronica de barrido ambiental de una
masa formulada con 20% de aceite de girasol y una mezcla de xantica/HPMC (barra = 50

pm) C = almidén de mandioca; M = almidén de maiz; H = red de hidrocoloides.
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La Figura A.4-3 muestra los resultados de los analisis texturales (puncion y
elongacion) a los que se sometieron masas elaboradas con distintos tipos de
hidrocoloides, esto es, HPMC y combinaciones de xantica/guar y xantica/HPMC. Cada
curva mostrada corresponde a la media de seis replicados.

Lo que puede observarse es que aquellas formulaciones elaboradas con
mezclas de xantica/guar exhibieron los mismos valores medios de FP (366 mN) y FE
(297 mN) que las masas producidas con xantica/lHPMC. Sin embargo, en aquellos
casos donde la matriz de hidrocoloides sé6lo estaba formada por HPMC las masas
reportaron valores fuerzas de ruptura y deformacibn maxima que fueron
extremadamente bajos (104 mN, 77 mN, y 7 mm, para FP, FE y D, respectivamente).
La elevada fragilidad que mostré este tipo de masas la convierte en un producto
inadecuado para su elaboracién industrial, debido a las grandes tensiones de
estiramiento a las que deberia ser sometida durante la manipulacion y elaboracién de
los discos de masa. La falta de resistencia mostrada por la estructura de la muestra
HSO20 podria ademas conducir a deficiencias durante el horneado de las empanadas,

como derrames o grietas, lo que implicaria una pérdida en la calidad del producto final.

450
400

350 | %
300 | §o ?

Fuerza (mN)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
Distancia (mm)

Figura A.4-3.Efecto del tipo de hidrocoloides empleado en la textura de las masas: Ensayos de
puncién (simbolos abiertos) y elongacién (simbolos llenos). Mezcla de xantica/guar (E1 W),
HPMC (A A), y mezcla de xantica/HPMC (© @).
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Como material de referencia se tomaron discos de masas elaboradas a base
de harina de trigo, adquiridos comercialmente y se los sometido al mismo tipo de
ensayos que las muestras libres de gluten desarrolladas en el laboratorio. Los valores
obtenidos para cada ensayo fueron FE=344mN (SEM: 9.9) and FP=325 mN (SEM:
16.6), lo que permite observar una concordancia con los valores obtenidos en las
muestras XGS020 y XHSO20, siendo sin embargo mucho mayores que los

observados en las masas desarrolladas unicamente con hidroxipropilmetilcelulosa.

Las caracteristicas viscoelasticas de las masas libres de gluten, se estudiaron
mediante ensayos oscilatorios, previa determinacion del rango de viscoelasticidad
lineal (LVR) mediante ensayos de barrido de esfuerzos. En ninguno de los casos el
esfuerzo de corte dentro del LVR superé los 40 Pa, lo que equivale a deformaciones
por debajo del 0.1%. A partir de dicho esfuerzo de corte, la estructura de las masas se
ve alterada apartandose de la proporcionalidad entre el esfuerzo y la deformacion. De
manera similar, se ha observado que masas desarrolladas a base de harina de trigo
exhibieron un comportamiento viscoelastico lineal en el rango de deformaciones
inferiores a 0.1% (Phan-Thien y Safari-Ardi, 1998; Safari-Ardi y Phan-Thien, 1998;
Weipert, 1990).

En la Figura A.4-4 se muestran los resultados de los barridos de frecuencias
realizados sobre las masas formuladas con distintos hidrocoloides. Las curvas
presentaron un comportamiento cualitativamente similar, mostrando un moédulo de
almacenamiento por encima del médulo de pérdida en todo el rango de frecuencias
medidas y una baja dependencia de ambos médulos con la frecuencia, 1o que sugieren
que las muestras libre de gluten presentan un comportamiento del tipo sélido elastico.
La baja dependencia observada del mddulo elastico (G’) con la frecuencia puede
determinarse mediante el exponente de la ley de la potencia aplicada a dicho médulo
(G’ = a*@®). En todas las formulaciones analizadas este coeficiente (b) estuvo por
debajo de 0.2, corroborando la dependencia poco pronunciada que se observéd
previamente. Este comportamiento en sistemas poliméricos es caracteristico de una
estructura tridimensional tipo gel, ocasionada por los entrecruzamientos de los
hidrocoloides presentes en la formulacién de la masa. Comportamientos similares en
ensayos dinamicos oscilatorios se han observado en masas a base de harina de trigo

(Baltsavias y col., 1997, Dobraszczyk y Morgenstern, 2003, Edwards y col., 2003;
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Weipert, 1990), como asi también en masas a base de harina de arroz con y sin el

agregado de HPMC como aditivo (Gujral y col., 2003; Sivaramakrishnan y col., 2004).

10°
=
e
o 10
©
0.01 0.1 1 10 100 1000

frecuencia (rad/s)

Figura A.4-4. Efecto del tipo de hidrocoloide en la reologia de las masas: moédulos de
almacenamiento (G’, simbolos llenos) y pérdida (G”, simbolos vacios) vs. frecuencia ().
Mezcla xantica/guar (m (1), HPMC (@ O), y xantica/HPMC (A A). Los valores estan

expresados como media t error estandar de la media.

Cuando se comparan los diferentes hidrocoloides empleados, las
formulaciones conteniendo xantica/guar presentaron valores de ambos moédulos
significativamente superiores (P<0.05) a aquellos obtenidos con las formulaciones que
incluyeron HPMC, ya sea como unico componente de la matriz de hidrocoloides o en
combinacién con goma xantica. Guarda y col. (2004) detectaron una mayor absorcion
de agua en los panes a base de harina de trigo cuando se les agregaba HPMC en
lugar de goma xantica. Este efecto ha sido atribuido a los grupos hidroxilos presentes
en la estructura del hidrocoloide, lo que le permite una mayor retencion de agua a
través de las interacciones por puentes de hidrégeno (Rosell y col., 2001). La

disminucién de los médulos G’ y G” en las formulaciones desarrolladas con HPMC,
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como asi también los valores observados de FP y FE, pueden atribuirse a este

fenomeno de ablandamiento de las masas.

A.4.3.2. Efecto de la fase lipidica en la reologia de las masas

Para evaluar el efecto del tipo y contenido de fase lipidica se consideraron
s6lo aquellas formulaciones que presentaron atributos reolégicos adecuados para su
produccién industrial en la seccion A.4.3.1, es decir, aquellas formulaciones
desarrolladas con mezclas de xantica/guar y xantica/HPMC.

La observaciéon microscopica de las diferentes formulaciones ensayadas no
mostrdé diferencias en la estructura de las masas cuando las mismas contenian
diferentes tipos de fases grasas. En la Figura A.4-5 se observa la comparacioén de dos
muestras formuladas con la misma combinacién de hidrocoloides (xantica/lHPMC)
donde se emplearon dos fases grasas diferentes (aceite de girasol y margarina de alto
contenido de sélidos). En ambas micrografias la estructura aparece homogénea sin
mostrar indicios de una contribucidén significativa de la fase grasa en la matriz que

contiene los granulos de almidén.

Figura A.4-5. Imagen obtenida mediante microscopia electronica de barrido ambiental de dos
masas formuladas con una mezcla xantica/guar y un 20% de (a) aceite de girasol (b)

margarina de alto contenido de sdélidos (barras = 50 um).

En la Tabla A.4-4 se muestran las fuerzas maximas de puncién y elongacion,

junto con la maxima deformacién alcanzada, para todas las formulaciones ensayadas.
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Los ensayos texturales no sefalaron diferencias significativas (P>0.05) entre las dos
mezclas de gomas empleadas para ninguna de las fases lipidicas utilizadas..

Tabla A.4-4. Resultados de los ensayos de textura para las formulaciones ensayadas. FP, FE:
fuerzas maximas de puncion y elongacion, respectivamente, D: deformacion maxima en
ensayo de elongacioén (Formulaciones codificadas de acuerdo a la Tabla A.4-3)

Formulacion FP(mN) FE(mN) D(mm)

XGS020 357%" 294° 14.13%f
XGS030 104" 77° 7.30%
XGRM20 285% 211% 9.49>®
XGRM30 315%" 227% 7.72
XGIM20 262% 2842 10.82°"
XGIM30 413" 2553 16.33%
XHS020 376" 301 14.62%f
XHSO30 117" 80° 7.82%
XHRM20 275%¢ 212%% 7.87%¢
XHRM30 3432900 202% 9.21°
XHIM20 279%%¢ 2783 12.9%¢
XHIM30 399" 280°% 16.69%

* Diferentes supraindices dentro de la misma

columna indican diferencias significativas (P< 0.05).

En las formulaciones que contenian margarina, el incremento en el porcentaje
de fase grasa produjo un significativo incremento de la resistencia a la puncién. Sin
embargo, el incremento en el contenido de aceite de girasol produjo el efecto inverso.

La fuerza de elongacion y la deformaciéon maxima fueron afectadas tanto por
el tipo como por el contenido de fase lipidica (P<0.05). La inclusién de margarina en la
formulacién proporcioné ductilidad a las masas, siendo este efecto mas marcado en el
caso de la margarina con alto contenido de soélidos (46.8%) respecto a la disponible
comercialmente (24.7%). Tanto en la Tabla A.4-4 como en la Figura A.4-6 puede
observarse que la formulaciéon desarrollada con alto contenido de aceite resulto la
menos adecuada para una posterior elaboracion industrial del producto, presentando
valores de FP, FE y D extremadamente bajos que dificultan su manipulacion.
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Figura A.4-6. Efecto de la fase lipidica en la elongacién de las masas. Los resultados que se
muestran corresponden a formulaciones elaboradas con la mezcla xantica/HPMC. Aceite de
girasol (@ O), margarina industrial (con alto contenido de sélidos) (A /) y margarina
comercial (con bajo contenido de sélidos) (B ). Simbolos llenos corresponden a 20% de
contenido lipidico en la formulacidén y simbolos vacios a 30%.

El efecto de la fase lipidica en la viscoelasticidad de las masas se analiz6 a
través del modelo propuesto por Friedrich y Heymann (1988) descripto en el capitulo

A.3. De acuerdo con ésta, la viscosidad compleja (n*) se podia expresar como:

(2 12
pr= VGG A, ol Ec. A.4-1
a

donde a es el orden de la funcién de relajacién y A, un parametro asociado a la fuerza
del material.

La Ec. A4-1 se ajustdo satisfactoriamente a los barridos de frecuencia
realizados sobre las diferentes formulaciones, obteniendo los parametros
correspondientes. La Figura A.4-7 muestra algunas de las curvas de viscosidad
compleja en funcién de la frecuencia con su correspondiente ajuste y los valores de A,

para todas las muestras.
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Figura A.4-7. Efecto de la fase grasa en el comportamiento viscoelastico de las masas libres de
gluten. (a) Viscosidad compleja en funcion de la frecuencia de oscilacién para algunas de las
muestras ensayadas; en lineas rectas se observa el ajuste mediante la Ec. A4-1. (b)
Parametro A, de la Ec. A.4-1 para todas las muestras estudiadas en funcién de la fase

grasa, los valores estan expresados como media + error estandar de la media.

Se observé un marcado incremento de A, con el contenido de sélidos de las
fases grasas. Cuando la matriz contenia alto contenido de sélidos (formulaciones
elaboradas con margarina industrial), las masas exhibieron un comportamiento mas
elastico y una estructura mas firme, reflejado en un significativo incremento de A,

(Aqamy > Agrmy). Adicionalmente se vio un efecto significativo del tipo de hidrocoloides
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sobre la fimeza de la red formada (P<0.05). Cuando se utilizé HPMC en lugar de
goma guar en la mezcla de hidrocoloides, se observdé una disminuciéon en el valor de
A, que fue mas notorio en las masas que contenian margarina industrial (Figura
A.4-7b).

El orden de la funcion de relajacion estuvo en todos los casos por debajo de
0.2, indicando un pronunciado caracter elastico de las masas, asociado a una
estructura con elevado numero de entrecruzamientos observado en muestras con
estructura tipo gel (Doublier y col., 1992; Steffe, 1996). Sin embargo, todas las
formulaciones que contenian aceite presentaron un valor de a significativamente
mayor (a=0.19) que aquel correspondiente a las masas desarrolladas con margarina,
ya sea comercial o industrial («=0.15). Esto muestra que, a pesar de no observarse
diferencias entre las micrografias mostradas en la Figura A.4-5, existe una
contribucion de la fase grasa a la matriz que contiene a los granulos de almidén,
disminuyendo el comportamiento sélido de la misma cuando se emplea una fase
lipidica liquida a temperatura ambiente.

A.4.4 CONCLUSIONES

En el presente capitulo se estudié el efecto del tipo de hidrocoloide y fase
lipidica agregada, sobre el comportamiento reologico de masas no fermentadas libres
de gluten orientadas a enfermos celiacos. El analisis mostr6 que aquellas
formulaciones desarrolladas con mezclas de biopolimeros que incluyeran xantica
presentaron las mejores propiedades texturales (resistencia a la puncion y elasticidad),
sin importar el otro polisacarido presente. Aquellas masas desarrolladas unicamente
conteniendo HPMC resultaron las menos adecuadas para la elaboracién industrial de
masas para empanadas o tartas.

El estudio por medio de ensayos reoldgicos dinamicos del tipo de fase lipidica
empleada en la elaboraciéon de las masas, permitié el ajuste mediante la ecuacion
propuesta por Friedrich y Heymann (1988), para obtener parametros estructurales. Se
observé un marcado incremento de la fuerza de la red con el contenido de sélidos de
las fases grasas, mostrando un comportamiento mas elastico y una estructura mas
frme, en aquellas formulaciones que contenian margarina industrial.
Complementariamente se vio un efecto significativo del tipo de hidrocoloides sobre la
fuerza de la red formada. Cuando se utilizé HPMC en lugar de goma guar en la mezcla
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de hidrocoloides, se observdé una disminucion en la fuerza de la red que fue mas
notoria en las masas que contenian margarina industrial.

Con el uso de margarinas, se observé que el incremento en la concentracion
de fase lipidica produjo masas con mayor resistencia a la puncion, mientras que se
encontré un efecto opuesto con el incremento del contenido de aceite de girasol. La
margarina de alto contenido de sélidos (para usos industriales) permitié lograr masas
con mayor elasticidad que la margarina del tipo comercial, conduciendo a

formulaciones mas ductiles y adecuadas para su produccion en gran escala.
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A.5 Efecto del almacenamiento refrigerado y
congelado sobre masas no fermentadas libres de

gluten

A.5.1 INTRODUCCION

El mercado actual de alimentos como empanadas o tartas presenta diversas
alternativas de comercializacién que se adecuan a las necesidades del consumidor.
Tal es asi que pueden encontrarse a la venta los discos de masas refrigerados, el
producto elaborado y cocido (ya sea en alimentos horneados o fritos), y la alternativa
de empanadas o tartas “listas para hornear” que se comercializan congeladas. Las
principales ventajas de la congelacién de masas son la disminucién en las pérdidas de
producto por envejecimiento y la adaptaciéon a las necesidades del mercado (Dodic y
col.,, 2007). Sin embargo, el uso de masas congeladas puede presentar problemas
como cambios en las caracteristicas texturales de las masas y pérdidas de calidad del
producto final. Durante la congelacion, el agua del alimento se convierte en hielo, lo
que a menudo resulta en tensiones dentro de la matriz. La cristalizacién del agua libre
es un fendbmeno natural durante la congelaciéon de alimentos, que produce cambios en
la distribucién del agua, la estructura y la funcion de los componentes bioquimicos
(Sharadanant y Khan, 2003a). La posterior descongelacion conduce a que el agua
resulte facilmente separada de la red del alimento, causando el debilitamiento de la
textura. Los ciclos de cristalizacion y recristalizacién del agua pueden resultar en
cambios reoldgicos y danos fisicos en la red proteica.

Los efectos negativos durante el almacenamiento refrigerado o de los ciclos
congelacién-descongelacion pueden reducirse mediante la incorporacion de
hidrocoloides (Barcenas y col., 2004; Ferrero y col.,, 1993; Sanderson, 1996;
Selomulyo y Zhou, 2007). En productos a base de harina de trigo, se considera que la
inclusién de polisacaridos permite la formacion de complejos hidrofilicos con las
proteinas del gluten, ligando el agua y reduciendo la migraciéon de la misma dentro de
la masa (Ribota y col., 2004). Se ha observado en panificados que la adicién de
carboximetilcelulosa, goma arabiga y goma garrofin, produjo una mejora en masas

descongeladas, disminuyendo la cantidad de agua libre y la migracion de la misma,
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T e ——

aumentando el volumen del producto final y la calidad del pan (Sharadanant y Khan
2003a, 2003b).

Con el fin de determinar la calidad del producto final, complementariamente a
los atributos texturales, resulta necesario un analisis sensorial del producto final
horneado para estudiar su aceptabilidad entre los consumidores de estos alimentos.

En base a esto, en el presente capitulo se estudia el efecto del
almacenamiento refrigerado sobre las caracteristicas reolégicas de las masas y el
efecto de la congelacién de empanadas “listas para hornear” sobre el comportamiento
textural del producto final cocido.

A.5.2 MATERIALES Y METODOS

A.5.2.1. Materiales utilizados

Se utiliz6 almidon de maiz (Unilever de Argentina S.A., Argentina) y almidén
de mandioca (Indecar S.A., Argentina) con las caracteristicas descriptas en A.4. Como
fase grasa se emplearon aceite de girasol (Molinos Rio de La Plata SACIFI, Buenos
Aires) y margarina de alto contenido de sélidos (CALSA, Argentina). Los hidrocoloides
empleados para estos ensayos fueron goma xantica y goma guar, adquiridos de
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO) e hidroxi-propil-metil celulosa (HPMC), de
Methocell E4M (The Dow Chemical Company, Michigan), todos de grado comestible.

Los demas materiales empleados fueron descriptos en el Capitulo A 4.

A.5.2.2. Preparaciéon de la muestras

El proceso de elaboracion de los discos de masa utilizados en los ensayos
fue realizado siguiendo la misma metodologia descripta en el Capitulo A.3. Para el
estudio del efecto del almacenamiento se seleccionaron las formulaciones que
presentaron mejores parametros texturales en el Capitulo A.4. En particular se
eligieron las formulaciones con 20% de aceite de girasol y mezclas de xantica/guar y
xantica/lHPMC para estudiar el almacenamiento refrigerado y se incluyé también la
formulacién XHIM30 (con 30% de margarina industrial) para estudiar el

almacenamiento congelado de empanadas pre-elaboradas.
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A.5.2.3. Almacenamiento

A.5.2.3.1. Almacenamiento refrigerado de discos de masa

Se elaboraron discos de masa para empanadas de 12 cm. de diametro, los
que fueron conservados al vacio en bolsas CN510 (PO,: 35cm’*/(m?dia bar) a 23°C,
Sealed Air, Argentina). Las bolsas se almacenaron refrigeradas a 4°C por un periodo
de 20 dias, llevandose a cabo analisis reolégicos y texturales cada cuatro dias

aproximadamente.

A.5.2.3.2. Almacenamiento de empanadas congeladas

En la actualidad es comun observar en el mercado productos del tipo “listos
para hornear” y en particular las empanadas se comercializan también de esta forma.
Considerando esta posibilidad, se elaboraron empanadas con la masa libre de gluten
desarrollada, utilizando un relleno a base de carne picada (Lupano, 2003), las que
fueron congeladas y almacenadas a -20°C por un periodo de 15 dias. Para su andlisis,
las empanadas fueron luego horneadas sin previa descongelacién a una temperatura
de 200°C por un periodo de 20 minutos en un horno eléctrico (Ariston FM87-FC, Italia).
Como controles se utilizaron empanadas elaboradas con la misma masa y horneadas

sin previo almacenamiento.

A.5.2.4. Analisis texturales

Los ensayos de textura se realizaron en un TAXT2i Texture Analyzer (Stable
Micro Systems, Reino Unido). En todos los ensayos se consideraron al menos seis
replicados en especimenes diferentes, reportandose los valores medios para cada

medida.

A5.24.1. Ensayos de puncién sobre muestras crudas

Sobre discos de masa cruda de 40 mm de diametro y 2 mm de espesor se
realizaron los ensayos de puncién. Se siguioé la metodologia adoptada en el Capitulo
A4

117 -



Seccion A Capitulo A.5.

A.5.2.4.2. Ensayos de puncién sobre muestras cocidas

Sobre las muestras horneadas de empanadas se llevé a cabo un ensayo de
puncion empleando la sonda Volodkevich (HDP/VB) que se muestra en la Figura
A.5-1. Esta sonda permite simular la mordedura de un alimento con los incisivos
(Wen-Ching et al., 2007), lo que corresponde al primer contacto de una empanada con
la boca. Se determiné en cada caso la fuerza maxima al momento de la ruptura (FP,
mN).

Figura A.5-1. Sonda Volodkevich empleada en los ensayos de puncion sobre empanadas
cocidas.

A.5.2.43. Ensayos de elongacion

Para estos ensayos se utilizd un sistema de mordazas A/TG. Los
especimenes fueron cortados con forma de “hueso”, siguiendo las dimensiones que se
muestran en el Capitulo A.4. Las condiciones de ensayo corresponden a las descriptas
en el capitulo anterior. Se obtuvieron las curvas de fuerza necesaria para producir el

estiramiento (N) vs. deformacién producida sobre la muestra (mm.).
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A.5.2.5. Analisis reolégicos

Se llevaron a cabo barridos de esfuerzos y de frecuencias en un reémetro
Haake RS600 (ThermoElectron, Alemania), sobre discos de masa crudos que se
conservaron refrigerados durante distintos tiempos de almacenamientos. Los primeros
ensayos permitieron obtener el rango de viscoelasticidad lineal, mientras que los
segundos se utilizaron para evaluar la dependencia de los moédulos elastico (G') y
viscoso (G”) con la frecuencia de oscilaciéon. Las condiciones operativas y los

sensores empleados son analogos a los detallados en el Capitulo A 4.

A.5.2.6. Microscopia electrénica ambiental de barrido (ESEM)

Se utilizé un microscopio ambiental electrénico de barrido Phillips-Electroscan
2010 (Phillips-Electroscan, Holanda) para examinar la superficie de las masas. En

todas las formulaciones analizadas se observaron muestras de masa cruda y cocida.

A.5.2.7. Analisis sensorial

Para la realizacion del analisis sensorial, se conté con la colaboracién de un
panel semientrenado de 40 panelistas que, si bien contaban con los conocimientos
basicos de la evaluacién sensorial, no recibieron ningun entrenamiento especifico en
este tipo de alimentos. Los panelistas evaluaron empanadas rellenas a base de carne
picada, elaboradas con dos tipos de masas diferentes; una de las masas elegida entre
las formulaciones libres de gluten desarrolladas en el laboratorio y la otra, una masa
libre de gluten adquirida comercialmente en un supermercado local.

Las muestras se elaboraron y cocieron de manera simultanea en horno a
200°C durante 20 minutos. Los panelistas realizaron su evaluacion mediante una
escala hedbénica de nueve puntos como la que se muestra en la Figura A.5-2, para
determinar cuanto les gusta o les disgusta cada producto de acuerdo a caracteristicas

como apariencia, textura, sabor y aceptabilidad global.
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ACEPTABILIDAD DE EMPANADAS LIBRES DE GLUTEN (SIN HARINA)

Nombre: Fecha:
Evaluador N°:

Usted ha recibido 2 muestras de empanadas libres de gluten. Utilizando la escala indicada, por favor
evalue cada atributo marcando con una cruz (x) en el casillero adecuado.

Muestra Nro: 322

Me disgusta Me gusta
Apariencia O O O O O O O O O
Textura (| O O O O O O a 0O
Sabor O O O O O O O 0O O
Aceptabilidad global O O O O O O O O O

Muestra Nro: 847

Me disgusta Me gusta
Apariencia O O 0 O O O O O a
Textura O O O O O O O O O
Sabor O O O O O O O O a
Aceptabilidad global O O O O O O O O O

Figura A.5-2. Planilla entregada a los evaluadores en el analisis sensorial de aceptabilidad por
atributos.

Una vez finalizado el analisis de aceptabilidad por atributos, se le entregé a
cada panelista la consigna que aparece en la Figura A.5-3, para que evaluen, sobre
las muestras analizadas, su preferencia de acuerdo a una evaluacion global.

El ensayo se realizO6 en una habitacion adecuadamente iluminada y
acondicionada. Las muestras se sirvieron tibias, a la temperatura tipica de consumo,
en platos de poliestireno blanco, codificadas con una numeraciéon de tres digitos y en
orden aleatorio. También se suministr6 agua mineral a cada panelista para enjuague

entre pruebas.

Luego de la evaluacién por atributos, sefiale con una cruz (x) en el casillero correspondiente cual es
la muestra que prefiere

Muestra 322 0O Muestra 847 0O

Figura A.5-3.Planilla entregada a los panelistas para el analisis sensorial de preferencias.

A.5.2.8. Analisis estadistico

Todos los analisis estadisticos se realizaron usando el software SYSTAT
(SYSTAT, Inc., Evanston, IL). Se realizaron analisis de varianzas (ANAVA) por
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separado para los resultados de puncidn, elongacién y ensayos oscilatorios. Se eligié
el test de Bonferroni para realizar las comparaciones pareadas simultaneas. Tanto
para las comparaciones de medias como para los ensayos ‘F”, las diferencias se
consideraron significativas cuando P < 0.05. En el capitulo se reporta cada resultado

como su valor medio + el error estandar de la media (SEM).

A.5.3 RESULTADOS Y DISCUSION

A.5.3.1. Almacenamiento

A53.1.1. Almacenamiento refrigerado de discos de masa

Las formulaciones con 20% de aceite de girasol y 30% de margarina industrial
mostraron los mayores valores de fuerzas al momento de la ruptura (tanto en
elongacion como puncién), sin embargo no difirieron significativamente entre ellas. En
base a estos resultados, se seleccionaron las formulaciones que con menor contenido
de lipidos presentaron resultados texturales adecuados (es decir, XGS0O20 y XHSQ20)
para seguir su evolucién durante el almacenamiento refrigerado. Discos de masa de
12 cm. de diametro se almacenaron refrigerados a 4°C y se estudiaron sus
propiedades reologicas y texturales a 1, 5, 8, 12, 16 y 20 dias de almacenamiento
(FiguraA.54 ayb).

Tanto la fuerza de puncion como la fuerza en el ensayo de elongacion
permanecieron constantes durante todo el almacenamiento refrigerado (FP= 364 mN y
FE=290 mN) y no se observaron diferencias significativas tampoco entre las
formulaciones ensayadas (P<0.05). Por otro lado, se relevaron los valores de G’y G”
a 1 Hz para las dos formulaciones, viéndose que, si bien existian diferencias
significativas entre las mezclas de xantica/guar (G'= 1.41 10° Pa, SEM = 7.0 10’ Pa;
G"= 2.30 10* Pa, SEM= 7.7 10° Pa at 1 Hz) y xanticas/HPMC (G'= 9.88 10* Pa, SEM=
3.1 10° Pa; G”"= 1.92 10* Pa, SEM= 7.7 10° Pa at 1 Hz), las mismas no variaron

durante el almacenamiento.
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Figura A.5-4. Efecto del almacenamiento refrigerado sobre las propiedades reolégicas de
discos de masas libres de gluten. (a) FP (m (), FE (A A), G a1hz (® O)y G” a 1hz (
), (b) Deformacién en la ruptura (B [OJ).Simbolos abiertos: mezcla xantica/guar, simbolos

llenos: mezcla xantica/HPMC.

La deformacién al momento de la ruptura en el ensayo de elongacién
permanecido constante durante todo el almacenamiento, para aquellas muestras
desarrolladas con la mezcla xantica/HPMC. Por otra parte, en las formulaciones con
xantica/guar se observé una significativa disminucion de su extensibilidad a partir del
octavo dia de almacenamiento (Figura A.5-4b). Esta diferencia observada podria
relacionarse con los grupos hidroxilos presentes en la molécula de HPMC. Su mayor

capacidad para retener agua es posiblemente |la responsable de que las masas
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conserven por mayor tiempo su extensibilidad. En formulaciones de pan elaborado a
base de harina de trigo, el agregado de HPMC ha mostrado una tendencia similar a lo

encontrado en las masas desarrolladas en este trabajo (Collar y col., 1998).

A5.3.1.2.  Almacenamiento congelado de empanadas

Se estudid el efecto del almacenamiento congelado de empanadas
elaboradas “listas para hornear” sobre las propiedades reoldgicas del producto final,
es decir, el alimento ya horneado. Se seleccionaron tres formulaciones para este
ensayo: XGS020, XHS0O20, y XHIM30 (de acuerdo a la codificaciéon de la Tabla A.4-3
del Capitulo A.4). Se incluyé la formulacién elaborada con margarina industrial, para
determinar si el efecto de la fase lipidica mostraba diferencias en el producto cocido.

El proceso de horneado altera la naturaleza estructural de los componentes
de una masa mediante una serie de reacciones fisicas, quimicas y bioquimicas (Pyler,
1988). Tanto la temperatura, como la humedad o la duracién del horneado influyen en
las caracteristicas del producto final. La temperatura del horno es responsable de la
formacion de una corteza superficial del producto, de la coagulacion de las proteinas,
la gelatinizacion del almidén y la estabilizacion del sistema coloidal de las masas
Freeman y Shelton, 1991). La observacion microscépica del producto horneado
permitié dividir en tres zonas diferentes la estructura final de la masa (Figura A.5-5).
En la region externa, la corteza se mostré como una lamina continua de proteinas e
hidrocoloides reteniendo a los granulos de almiddén, los cuales practicamente no
gelatinizaron debido a la rapida deshidratacion de la superficie a la temperatura del
horno seleccionada (Figura A.5-5a). La estructura interna presenté tanto granulos
gelatinizados como no gelatinizados. Partiendo desde la corteza, a medida que se
observaron capas mas internas de masa, la cantidad de granulos intactos fue
disminuyendo. En la Figura A.5-5b aun es posible identificar algunos granulos de
almidén que mantienen su conformacién, mientras que en la Figura A.5-5c, donde se
muestra la seccién de masa mas interna, la gelatinizacién es casi completa y resulta
imposible distinguir entre la matriz generada por los hidrocoloides y el almidén. El
contenido limitado de agua en la formulacién es lo que permitio llegar a observar estas
diferentes conformaciones en la masa. En la Figura A.5-5d se muestra una fotografia

del producto final horneado.

- 123 -



Seccion A Capitulo A.5.

Figura A.5-5. (a-c) Imagenes obtenidas mediante microscopia electronica ambiental de barrido
de masas formuladas con una mezcla xantica/lHPMC y un 20% de aceite de girasol (a) masa
horneada, corteza externa (barra = 200 um); (b) masa horneada, region entre la corteza y la
superficie interna (barra = 200 um); (c) masa horneada, superficie interna (barra = 200 um),

(d) fotografia del producto final horneado (barra = 5 cm).

Los ensayos texturales de puncion con diente sobre las muestras cocidas no
presentaron diferencias significativas (P<0.05) entre el control (producto no congelado)
y las muestras congeladas. Ademas, se vio que la fuerza maxima en la puncién (FP)
no resulté alterada por el tiempo de almacenamiento congelado en ninguna de las
formulaciones estudiadas. Este efecto concuerda con lo observado por Sanderson
(1981), quien senalé que la inclusién de goma xantica en productos panificados a base
de harina de trigo induce a una mayor estabilidad tanto en la coccion como en la
congelacién de los mismos y mejora la estabilidad frente a ciclos de congelacion-

descongelacién de alimentos congelados que contienen almidon como espesante.
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La estabilidad mostrada frente a la congelacion de empanadas elaborada con
masas libre de gluten, representa una importante ventaja tecnolégica teniendo en
cuenta que brinda la posibilidad de desarrollar un producto que sea comercializado de
manera congelada, “listo para hornear”, sin que esto implique alterar sus propiedades

reologicas.

A.5.3.2. Evaluacion sensorial

A cada uno de los cuarenta panelistas se le solicitd hacer una evaluacién de
apariencia, textura, sabor y aceptabilidad global de formulaciones almacenadas por un
periodo de diez dias a 4°C. Para el analisis se consideraron dos muestras: una de
ellas fue una de las formulaciones desarrolladas en el laboratorio con mezclas de
goma xantica y HPMC y un 20% de aceite de girasol (XHSO20), la otra fue una de las
formulaciones de masas libres de gluten adquiridas comercialmente en un
supermercado local.

Si se observa la

Tabla A.5-1 puede verse que no se detectaron diferencias significativas en
cuanto al sabor, la textura y la aceptabilidad global de las dos formulaciones (P >0.05).
Por otro lado, la apariencia de la masa comercial, recibi6 una calificacion
significativamente menor que la formulacién XHSO20 por parte de los panelistas. Este
aspecto estuvo relacionado con fracturas que se produjeron sobre la superficie de esa
masa particular durante el horneado de las mismas.

Las observaciones fueron clasificadas en tres grupos de percepcion sensorial,
el primero correspondié a aquellos que les disgustoé el producto (puntajes entre 1y 4),
el segundo corresponde a aquellos que les resulté indiferente (puntaje 5) y el tercer
grupo fueron aquellos que expresaron que les gustaron las muestras evaluadas
(puntajes entre 6 y 9). A mas del 70% de los evaluadores les agradaron todos los
atributos evaluados del producto. Especificamente, a mas del 94% de los panelistas
les gustd globalmente la formulacién desarrollada con mezcla de goma xantica/HPMC

y aceite de girasol.
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Tabla A.5-1. Puntajes de la evaluacion sensorial de masas para empanadas libres de gluten.
Entre paréntesis se sefiala el porcentaje de panelistas que calificaron cada atributo entre 6 y
9.

Aceptabilidad por atributos _
Preferencias
Apariencia Textura Sabor  Aceptabilidad global
7.4° 6.8° 7.12 7.5°
XHSO20 67.5%°
(88.9%) (70.1%) (80.6%) (94.4%)
Masa 6.5 6.9° 7.0° 7.0°
. 32.5%"
comercial (75%) (83.1%) (83.3%) (80.6%)

* Diferentes supraindices dentro de la misma columna indican diferencias significativas (P<
0.05).

Oftro de los aspectos a sefalar, que se observa en la Tabla A.5-1, es que dos
tercios de los evaluadores prefirieron la formulacién desarrollada en el laboratorio
(XHSO20) por sobre la que se encuentra disponible comercialmente (P<0.05). Es
ademas importante remarcar que ninguna de las formulaciones desarrolladas en este
trabajo mostraron signos de ruptura durante el horneado, mientras que mas del 90%
de los discos de masa libres de gluten adquiridos comercialmente aparecieron con
grietas sobre la superficie luego del horneado, lo que conduce a una pérdida de la
calidad global del producto final.

A.5.4 CONCLUSIONES

De las formulaciones analizadas en los dos capitulos anteriores, se
seleccionaron aquéllas que mostraron las mejores caracteristicas reologicas y de
textura, para llevar a cabo en este capitulo un estudio del efecto del tiempo de
almacenamiento.

Las masas fueron almacenadas a 4°C por un periodo de 20 dias sin mostrar
cambios significativos en la resistencia a la puncion y elongacion o en las
caracteristica reolégicas. La deformaciéon al momento de la ruptura en el ensayo de
elongacion mostré una disminucién en las formulaciones con xantica/guar a partir del
octavo dia de almacenamiento, mientras que para aquellas muestras desarrolladas
con la mezcla xantica/lHPMC mantuvieron la misma extensibilidad durante todo el

tiempo de almacenamiento ensayado.
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El analisis textural de los productos horneados no mostré diferencias
significativas entre aquellos empanadas cocidas sin congelar y aquellas almacenadas
a -20°C durante 15 dias.

La evaluacion sensorial de un panel semientrenado calific6 como aceptable la
formulacién evaluada con una puntuacién promedio de 75/90. Al someter dicha
formulacién a un analisis de preferencias contra un producto analogo, libre de gluten
disponible actualmente en el mercado, dos tercios de los evaluadores mostraron una

preferencia significativa por el producto optimizado en este trabajo de tesis.
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B.1 Introduccién secciéon B

B.1.1 Consideraciones generales

Una gran variedad de productos alimentarios, sean naturales o
manufacturados, estan constituidos total o parcialmente por emulsiones o bien han
sido emulsificados en alguna etapa de su produccién. El primero de los alimentos
emulsionados consumido fue la leche, como vehiculo de nutrientes en la primera etapa
de la vida de los mamiferos. A lo largo del tiempo, se han desarrollado y elaborado
alimentos que en la actualidad son de consumo cotidiano como la crema de leche,
manteca, yogures, quesos, cremas heladas (emulsiones derivadas de la leche),
mayonesa, margarina y emulsiones carnicas (McClements, 1999). Durante muchos
anos, la industria alimentaria se basé en la tradicion para la formulacién, el
procesamiento y las condiciones de almacenamiento de productos emulsionados. Sin
embargo, en los ultimos afios la industria alimentaria moderna debe responder
rapidamente a los cambios en las preferencias del consumidor mediante la elaboracion
de nuevos productos y el mejoramiento de los ya existentes, con propiedades
organolépticas y textura adecuadas, saludables y de costo relativamente bajo. Esto
implica cambios no s6lo en el desarrolio del producto en si mismo, sino también en la
tecnologia de los procesos de elaboracion. En los ultimos afios la cantidad de
alimentos emulsionados se ha diversificado notablemente. En el mercado existen
emulsiones alimentarias tradicionales de contenido lipidico reducido (crema de leche,
mayonesa, manteca, cremas heladas), con adiciéon de componentes beneficiosos para
la salud, bebidas (“soft drinks”), sustituto de leche o crema de leche (“coffee
whiteners”), leche de soja y derivados, aderezos, salsas y alimentos especiales para
un determinado segmento de la poblacién (niflos o ancianos). En este contexto, es
fundamental tener conocimiento de los factores que determinan y afectan las
propiedades fisicoquimicas y organolépticas de los productos alimenticios y en el caso

de los alimentos emulsionados en particular, esto no constituye una excepcion.
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B.1.2 Definiciones

Las emulsiones son sistemas heterogéneos compuestos por una mezcla de
dos fases inmiscibles, una continua y otra dispersa en forma de pequefas gotas y por
ende, desde el punto de vista fisicoquimico son dispersiones coloidales liofébicas (Mc
Clements, 1999, Damodaran, 2005).

En la mayoria de las emulsiones alimentarias, los didmetros de gota varian
entre 0,1 y 100 ym y pueden clasificarse convenientemente de acuerdo a la
distribucion de las fases acuosa y oleosa:

- Un sistema que consiste en una fase oleosa dispersa en una acuosa se
denomina emulsion aceite en agua (oil in water, o/w). Ejemplos de éstas serian las
mayonesas, aderezos, leche, etc.

- Si la fase continua es oleosa, con gotas de una solucién acusa dispersa, las
emulsiones correspondientes son emulsiones agua en aceite (water in oil, w/o). La
manteca y la margarina son los ejemplos mas importantes de emulsiones agua en
aceite.

- Existen también las denominadas “emulsiones multiples”, que podran ser
aceite en agua en aceite (o/w/0) o agua en aceite en agua (w/o/w). Por ejemplo, una
emulsién w/o/w estaria constituida por gotas de agua dentro de las gotas de fase
lipidica (emulsién o/w) y éstas a su vez dispersas en un medio acuoso (Garti, 1997).

- El concepto de emulsion alimentaria se amplia a sistemas que pueden
contener una fase sélida 0 gaseosa en las fases liquidas. Por ejemplo, las cremas
heladas se consideran emulsiones o/w aireadas o espumadas, debido a la inclusion de
aire en la fase continua.

La concentracién de gotas en una emulsién se describe en términos de una
fraccién volumétrica de fase dispersa (¢y) o de una fraccion masica de fase dispersa
(dm). Si V4 y mg son el volumen y la masa de las gotas y Ve y me, el volumen y la

masa de la emuisién, entonces ¢y y ¢, vienen dados por:

¢ = "y Ec. B.1-1

P = Ec. B.1-2

Ambos parametros pueden relacionarse conociendo las densidades de las

fases dispersa (8q4) y continua (8.):
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é = PuOc Ec. B.1-3
"

BuSs +(1-9,)5,)

Estrictamente, ¢, y dn coinciden sélo cuando las densidades de las dos fases
que constituyen el sistema son iguales (McClements, 1999).

El proceso por el cual se convierten dos fases inmiscibles en una emulsion, o
se reduce el tamafio de gotas en una emulsidn preexistente se conoce como
homogeneizacion y, consecuentemente, el dispositivo disefiado para llevar a cabo este
proceso recibe el nombre de homogeneizador. Para realizar una distinciéon segun la
naturaleza de los materiales de partida es conveniente clasificar la homogeneizacion
en dos categorias. La creacidbn de una emulsién a partir de dos fases liquidas
separadas se denomina homogeneizacion primaria, mientras que el proceso de reducir
el tamafio de las gotas en una emulsion ya existente o pre-emulsion se denomina
homogeneizacion secundaria (Figura B.1-1). La creacién de un tipo particular de
emulsion puede involucrar una homogeneizacién primaria, secundaria o una

combinacién de ambas (McClements, 1999).

Figura B.1-1. Representacion esquematica del proceso de homogeneizacidén para una emulsion

aceite en agua (o/w). (1) Homogeneizacién primaria; (2) homogeneizacién secundaria.

B.1.3 Estabilidad de emulsiones

Cuando se busca lograr una mayor estabilidad en un producto emulsionado,

lo que se persigue es que la misma tenga la capacidad de resistir modificaciones en
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sus propiedades a lo largo del tiempo. Dichas propiedades pueden cambiar debido a la
ocurrencia de procesos fisicos y quimicos. Los procesos fisicos originan variaciéon en
la distribucidén espacial o el tamafno de las gotas, mientras que los procesos quimicos
producen una alteraciéon de los componentes de las fases dispersa y/o continua de la
emulsion. En la practica, estos procesos pueden actuar de manera simultanea
(Schramm, 2005).

El periodo de tiempo en que una emulsién debe permanecer estable depende
de la naturaleza del producto. Mientras que algunos productos deben permanecer
estables durante largos periodos de tiempo (mayonesas, aderezos, bebidas “cloudy"),
otros requieren un proceso de desestabilizacién controlada durante su manufactura o
elaboracion, como en el caso de margarinas, mantecas o cremas heladas.

Dentro de la estabilidad de una emulsién, aparecen dos conceptos que son
importantes de distinguir, esto es, la estabilidad termodinamica y la estabilidad
cinética. La primera esta asociada con la espontaneidad de ocurrencia de un
determinado fendmeno, mientras que la segunda contempla la velocidad a la que
dicho proceso se lleva a cabo.

Los productos emulsionados son, en su mayoria, termodinamicamente
inestables. El origen de esta inestabilidad puede observarse a partir del cambio de
energia libre que sufre un sistema disperso antes y después de su emulsificacién
(McClements, 1999). Si se asume como simplificacion del sistema que las densidades
de las fases continua y dispersa son iguales, el analisis se reduce a un estado inicial
con una unica gota suspendida en la fase continua en lugar de una capa de aceite

sobre la capa acuosa (Figura B.1-2).
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INICIAL FINAL

Figura B.1-2. Representacion esquematica sobre el proceso de emulsificacion y su

inestabilidad termodinamica.

En el estado inicial, antes de la homogeneizacion la energia libre del sistema
esta dada por:

G'=G,+G, +G!-TS!_, Ec. B.14

y en su estado final, después de la emulsificacién:
G =G +Gl +G] -TS{_, Ec. B.1-5

donde G,, G, y G son las energias libres de las fases dispersa, continua e interfacial
respectivamente, T es la temperatura absoluta y S, €s la entropia configuracional de
las gotas de la emulsién; los supraindices “I” y “F" se refieren los estados inicial y final
del sistema. Las energia libre de la fase continua y dispersa antes y después de la
formacién de la emulsién permanecen constantes de manera que la diferencia de

energia libre de los estados inicial y final del sistema (AG formacien) Viene dada por:

AGformacitbn = GIF —G: _(TscF;onf _Tslconf) Ec. B.1-6

AG s = AG, —TAS ., Ec. B.1-7
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Las fases acuosa y dispersa son practicamente inmiscibles entre si, de
manera que las mismas presentan una tensién interfacial (y). Por consiguiente el
téermino AG, es igual al producto entre y y el incremento de area entre las fases

acuosa y dispersa (AA) de manera que:

AG =y AA-TAS_, Ec. B.1-8

formacion

El primer término de la Ec. B.1-8 (y AA) es siempre positivo porque el area
interfacial se incrementa después de la formaciéon de la emulsién, mientras que la
entropia configuracional (- TASc) €s siempre negativo, debido a que el numero de
ordenamientos posibles que las gotas pueden adoptar en el estado emulsificado es
mucho mayor que en el estado inicial (AS.¢ > 0). En la mayoria de las emulsiones
alimentarias, con gotas que varian de 0,1 a 100 um, el término configuracional es
mucho menor que la energia libre interfacial (McClements, 1999) y la Ec. B.1-8 se

puede escribir como:

AG =y AA Ec. B.1-9

formacion

Por consiguiente la formacion de una emulsion alimentaria es un proceso
termodinamicamente desfavorable, debido al incremento de area interfacial después
del proceso de homogeneizacion. El término configuracional so6lo puede dominar el
comportamiento del sistema en emulsiones donde la tensién interfacial entre las fases
continua y dispersa es extremadamente baja de manera que se forman sistemas
termodinamicamente estables. Este tipo de sistemas reciben el nombre de
microemulsiones para distinguirlos de las emulsiones que trataremos a lo largo de este
trabajo de tesis.

El cambio de energia libre asociado con la formacién de una emulsion
determina si el proceso es 0 no termodinamicamente desfavorable, pero no da
ninguna indicacién sobre la velocidad a la cual las propiedades de la emulsién
cambian con el tiempo, ni de los mecanismos posiblemente involucrados en estos
cambios. El hecho de que las emulsiones permanezcan en muchos casos en un
estado cinéticamente estable (0 metaestable) puede atribuirse a la existencia de una
energia de activacién (AG*), la cual debe superarse para alcanzar la separacién total
de las fases, el estado termodinamico mas estable. Para que una emulsién sea
cinéticamente estable el valor de AG* debe ser significativamente mayor a la energia

térmica Et (Ev = kT). En realidad, debido a que hay diferentes mecanismos por los
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cuales una emulsion puede desestabilizarse es muy comun que las emulsiones tengan
mas de un estado metaestable, cada uno de ellos con su propia energia de activacién.
El pasaje de un estado metaestable a otro puede ser suficiente para tener un efecto
indeseable sobre la estabilidad.

B.1.4 Mecanismos fisicos de desestabilizacion de emulsiones

Desde el momento que se forma una emulsién, inmediatamente después de
la homogeneizacion (y a veces durante), comienza el proceso de desestabilizacién, el
cual tiende a disminuir el area interfacial y liegar al estado termodinamico mas estable,
esto es, las fases separadas. Existen distintos mecanismos que contribuyen de
manera simultanea y sinérgica a la desestabilizacion, ocasionados por distintos
fenomenos fisicos, los cuales se relacionan con la diferencia de densidad de las fases
continua y dispersa, las interacciones coloidales entre las gotas y la microestructura y
viscoelasticidad de las fases involucradas (McClements, 1999).

En el caso particular de las emulsiones alimenticias, los cambios producidos
por la desestabilizacion deben controlarse para que las caracteristicas de la emulsién
se mantengan dentro de un rango de valores estrechos, fuera del cual ya no seria
posible su utilizacion o comercializacion. La Figura B.1-3 muestra los principales
mecanismos de desestabilizacion que pueden presentarse en una emulsion aceite en

agua (o/w).

B.1.4.1. Separacion gravitacional (cremado)

El cremado y la sedimentacion se conocen conjuntamente como fenémenos
de separacién gravitacional. El cremado describe el movimiento ascendente de las
gotas debido a la menor densidad de la fase dispersa respecto a la de la fase
continua, mientras que la sedimentacion describe el movimiento de las gotas en
sentido contrario, precisamente también por un efecto de diferencia de densidad. En
general (aunque no de manera exclusiva) el cremado es mas comun en emulsiones
o/w y la sedimentacién, en emulsiones w/o. Durante el proceso de cremado se forma
una fase inferior o suero, la cual estd empobrecida en gotas y una fase superior

enriquecida en gotas, la fase crema. (Figura B.1-3).
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Figura B.1-3. Mecanismos de desestabilizacion mas importantes de una emulsion aceite en
agua (o/w). (1) Cremado (separacién gravitacional); (2) Floculacién; (3) Coalescencia; (4)
“Oiling off”.

El movimiento de las particulas en un campo gravitatorio se describe
mediante la ley de Stokes:

2
Vgiokes = %gAT& Ec. B.1-10
donde vgokes €S |a velocidad de movimiento de las particulas, 7 es la viscosidad, g, la
constante gravitatoria, Ad la diferencia de densidad entre las fases y d el diametro de
las gotas. Segun la ley de Stokes, la velocidad es directamente proporcional al
cuadrado del diametro de las gotas, a la diferencia de densidad e inversamente
proporcional a la viscosidad del sistema. Sin embargo, en sistemas complejos como
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las emulsiones alimentarias, esta ley presenta limitaciones para describir el
comportamiento real.

En primer lugar la ley de Stokes supone que las particulas se encuentran
aisladas y que el movimiento de una particula no esta afectado por la presencia de las
otras. Tan pronto como la concentracion de particulas se incrementa, el movimiento de
las particulas se encuentra impedido y la velocidad de cremado disminuye. Vinculado
a esto, también hay que sefalar que las emulsiones son siempre polidispersas (en el
mejor de los casos, tienen una distribucion de tamafno de gota monomodal, lo cual no
implica un unico tamaro de gotas), por lo tanto, hay diferentes “poblaciones” de gotas
de distinto tamafo y por ende, con una velocidad de cremado diferente. La velocidad
de cremado de las gotas mas pequefias podria frenar el movimiento de las gotas de
mayor tamafio, especialmente en emulsiones altamente concentradas.

La Ec. B.1-10 tampoco contempla el movimiento browniano, debido a la
agitacién térmica (E = kT). Por un efecto entrépico, este movimiento tiende a distribuir
las gotas de manera uniforme en el seno de la emulsion, lo que se opone al
movimiento ascendente de las gotas. El efecto es importante si el diametro de las
mismas es menor a 1 um (McClements, 1999).

Si las gotas presentan un tamano pequeno, el film interfacial formado
alrededor de las mismas comienza a ser relevante. Dado que este film se encuentra
altamente hidratado, por la interaccién de las moléculas de agua con los restos
aminoacidicos polares de las proteinas o emulsificantes no proteicos adsorbidas/os en
la interfase, la densidad de las gotas es mas cercana a la de la fase continua
circundante. Este efecto que retarda la velocidad de cremado y no esta contemplado
en la Ley de Stokes.

La importancia del cremado en la industria alimentaria es muy alta y se estima
que el 40 % del costo de desarrollo de nuevas emulsiones alimentarias se atribuye a la
realizacion de ensayos de estabilidad frente a este mecanismo, porque proporciona el

primer indicio visual de la desestabilizacién (Robins, 2000).

B.1.4.2. Floculacion

La floculaciéon es un proceso de agregacion de gotas, que puede ser o no
reversible, el cual depende fundamentaimente de las interacciones coloidales que
existen entre las gotas. La floculacién ocurre cuando existe una fuerza atractiva neta
entre las gotas que es suficientemente grande como para vencer el movimiento
térmico y provocar que los agregados persistan. En los ultimos afos se propusieron

distintos mecanismos, los cuales dependen de la concentracion y tipo de emulsificante
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utilizado, del método de homogeneizacion y la presencia de componentes sin actividad

interfacial en la fase continua (McClements, 1999).

Floculacién por formacion de puentes (Bridging flocculation)

En emulsiones preparadas con la adicién de polimeros de alto peso molecular
puede producirse la floculacién por un mecanismo de formacion de puentes (“bridging
flocculation”). Estas moléculas actuan como agentes de enlace cuando parte de las
mismas se adsorben sobre la superficie de las gotas y el resto del polimero
permanece en la solucion acuosa (Figura B.1-4a). La floculacion se da cuando las
“colas” de una molécula adsorbida en la interfase de una gota interaccionan con otras
gotas (Tornberg y col.,, 1997). Este tipo de floculaciéon se ha observado con el
agregado de caseinato de sodio y goma xantica en emulsiones alimentarias. La
concentracion interfacial de hidrocoloide es el factor dominante que gobierna este
mecanismo. Sin embargo, también depende de las propiedades del polimero: peso
molecular, grado de disociacion, flexibilidad molecular e hidrofobicidad superficial
(Dalgleish, 1996, Walstra, 1993).

Floculacion por deplecion o exclusion (Depletion flocculation)

La adicién de un polimero a las emulsiones suele inducir también otro fenémeno
conocido como floculacién por exclusién o deplecion. Cuando el espacio entre gotas
adyacentes es mas pequeno que el volumen hidrodinamico termodinamicamente mas
estable de las moléculas no adsorbidas del hidrocoloide, el polimero es excluido del
espacio entre las gotas. Esto genera una capa alrededor de cada gota donde la
concentracién de polimero es bastante menor que en el seno de la solucion (Figura
B.1-4b). De este modo, se establece un gradiente de concentracién local de agua y
consecuentemente, un gradiente de presion osmética que induce la floculacién
(McClements, 2000). Este efecto de deplecion se ha visto en sistemas emulsionados
que contienen tanto proteinas como polisacaridos (Dickinson y Golding, 1997,
Schramm, 2005; Walistra, 1993).
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Figura B.1-4. Esquema de los distintos mecanismos de floculacién. (a) Floculacion por

formacién de puentes;, (b) Floculacion por exclusion.

B.1.4.3. Coalescencia

La coalescencia suele ser un mecanismo de desestabilizacién mas lento que
el cremado y la floculacion. Para que este proceso ocurra, las gotas deben estar lo
suficientemente cercanas entre si, o cual es mas probable en emulsiones que
presentan un alto grado de floculacién o cuando se logrado una concentracion de
gotas suficientemente grande debido a la separacion gravitacional (Damodaran, 2005).

A diferencia de la floculacién, la coalescencia se considera un proceso
irreversible. Cuando la capa de emulsificante que separa las gotas se rompe, se
alcanza un contacto intimo entre las mismas y sus contenidos fluyen juntos de modo
de formar una nueva gota mas grande como se muestra en la Figura B.1-3
(McClements, 1999). El espesor del film que separa las gotas es la variable critica en
este proceso. Cuando dicho espesor disminuye por debajo de un valor critico se
produce la coalescencia. La magnitud de este espesor esta gobernada por dos fuerzas
de caracter opuesto. En primer lugar, la presidon dentro de una gota de la fase dispersa
es superior a la de la fase continua en una magnitud que esta dada por la ecuacién de

Laplace como:

4y
d

AP = Ec. B.1-11

donde AP_ es la diferencia de presion entre el interior y el exterior de la gota, y es la
tensién interfacial y d es el diametro de la gota. Las fuerzas interfaciales ejercen una
presion hacia el interior, que es mayor cuanto menor es el diametro de las gotas y
mayor la tensién interfacial.

139 -



Seccion B Capitulo B.1.

La otra fuerza es la presion de desprendimiento o de separacién (“disjoining
pressure”). Cuando dos gotas estan desprovistas de agente emulsificante, la presion
de separacion es despreciable y las gotas coalescen facilmente por colapso del film
interfacial cuando se acercan debido a la presién de Laplace. Sin embargo, cuando
las mismas estan cubiertas con un agente emulsificante, las interacciones coloidales
entre las moléculas adsorbidas crean una presion de separacién que tiende a
incrementar el espesor del film interfacial. Por lo tanto, la magnitud y naturaleza de las
interacciones coloidales son de importancia fundamental para determinar si una
emulsion es estable o no frente a la coalescencia (Bi<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>