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RESUMEN

Los objetivos de este trabajo fueron: (a)
investigar la formacion de complejos
electrostaticos de proteina de lactosuero
(PL) con alginato de sodio (AS) como
funcién de la relacion de biopolimeros
(RpLas) y el pH; (b) determinar el
rendimiento y las propiedades reoldgicas de
los complejos coacervados CCyy: CCss4.1,
CCss61, CCaps1y CCap,101; donde x =pH'y
y = Rppas ¥ (¢) determinar la composicion,
propiedades  reologicas,  sinéresis y
aceptabilidad sensorial de cuatro yogures
bajos en grasa (Yccssat, Yocssel, Yccaos:
y Yccaoi01) incorporados con CCy, en
sustitucion parcial de la grasa lactea. Los
resultados indicaron que se lograron
rendimientos de coacervacion optimos a pH
=35y Rpas=4:1ly6:l,yapH=40y
Rppas = 8:1 y 10:1. Los CC, y mostraron un
comportamiento predominantemente
elastico en el rango de frecuencia estudiado
y en la region viscoelastica lineal. El
Yccsse1 mostrd propiedades viscoeldsticas
y sensoriales semejantes a aquellas del
yogur control completo en grasa.

Palabras clave: Coacervacion compleja,
proteinas de lactosuero, alginato de sodio,

yogur

ABSTRACT

The objectives of this work were to
investigate the formation of electrostatic
complexes of whey protein (PL) with
sodium alginate (AS) as a function of the
biopolymers ratio (Rppas) and pH; to
determine the yield, and the rheological
properties of the complex coacervates CCy y:
CCss4.1, CC3.5,6:1, CC4.0,8:1, and CCyo,10:15
where x = pH and y = Rppas and to
determine the composition, rheological
properties, syneresis, and  sensory
acceptability of four low-fat yogurts
(ch3.5,4:1, ch3.5,6:1, YCC4.0,8:1 and ch4.0,10:1)
incorporated with CC,, in partial
substitution of the milk-fat. Results
indicated that optimum coacervate yield
was achieved at pH = 3.5 and Rpp/as = 4:1
and 6:1, and at pH = 4.0 and Rppas = 8:1
and 10:1. The CCyy showed a
predominantly solid like behavior in the
frequency range assayed and in the linear
viscoelastic region. The Yccsse1 showed
viscoelastic and sensory properties that
resembled more closely those of the full-fat
control yogurt.

Keywords: Complex coacervation, whey
proteins, sodium alginate, yogurt
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1. INTRODUCCION

Durante los ultimos 30 afnos, las tendencias mundiales de la alimentacion se han
enfocado en el progresivo interés de los consumidores por mejorar su salud fisica y
mental, asi como en reducir el riesgo de padecer enfermedades especificas,
convirtiéndose de esta manera el disefio de nuevos productos e ingredientes con
propiedades especificas en un &area en expansion, cientifica y tecnologicamente
prioritaria y esencial para la industria agroalimentaria (Alvidrez et al., 2002; Gimeno,
2003; Molina y Martin, 2007). Diversos estudios epidemioldgicos han demostrado que
el consumo de cantidades adecuadas de fibra dietética (FD) (25 a 35 g d”' en adultos)
promueve multiples efectos benéficos y protectores en la salud del individuo, reduciendo
los riesgos de padecer cancer de colon, diverticulosis, diabetes y obesidad, reduce los
niveles altos de colesterol y glucosa en la sangre y previene el estrefiimiento, entre otros
(Vilaplana, 2001; Garcia et al., 2002; Trumbo ef al., 2002; Pelayo, 2003; Beristain ef al.,
2006). Sin embargo, en México el consumo promedio diario de FD en la poblacion
adulta e infantil es menor a la cifra recomendada, siendo la principal fuente de aporte la
tortilla a base de maiz (Garcia et al., 2002). Por otra parte, en los ultimos afios, el
descubrimiento del lactosuero como un alimento funcional ha propiciado que sea
considerado como un co-producto del proceso de elaboracion de queso y manufactura de
caseina, siendo de esta manera las proteinas del lactosuero (PL) utilizadas en una amplia
gama de productos tales como bebidas deportivas, productos horneados, carnes

procesadas, aderezos y helados (Marshall, 2004; Dissanayake y Vasiljevic, 2009).
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En este contexto, con el proposito de favorecer la ingesta de fibra dietética (FD) y
aprovechar las propiedades funcionales y nutricionales de las proteinas de lactosuero
(PL) se ha sugerido su incorporacion en una amplia gama de alimentos, siendo el sector
lacteo el que mas ha respondido a la conciencia del consumidor por su interés en

alimentos funcionales (Diaz ef al., 2004; Molina y Martin, 2007; Martinez et al., 2008).

Los polisacaridos y las proteinas son los dos biopolimeros més importantes que se
utilizan en la industria alimentaria y diversas investigaciones han informado que la
coacervacion compleja de estas macromoléculas, a través de interacciones
electrostaticas, es considerada como fenomeno potencial para la elaboracion de
productos alimenticios novedosos, ya que algunas aplicaciones industriales que se dan a
los coacervados complejos son como ingredientes funcionales que contribuyen a
estabilizacion interfacial, formacién de peliculas comestibles, procesos de micro y nano
encapsulacion de vitaminas y sabores, obtencidon de texturizantes como sustitutos de
grasa y analogos de carne o caviar, formacion de nuevos geles alimenticios y
recuperacion de proteinas a partir de subproductos industriales (Gimeno, 2003; Turgeon

y Laneuville, 2009; Moschakis et al., 2010).

Considerando lo anterior, una opcidn para el disefio y estructuracion de alimentos con
bajo contenido de grasa, la puede constituir el aprovechamiento de interacciones entre
biopolimeros, ya que se considera pueden contribuir a las propiedades reoldgicas y
sensoriales de los productos alimenticios y ademds se menciona que las propiedades
térmicas, fisicas y mecanicas de los complejos binarios, en general, son mejores que las
de los biopolimeros individuales (Ye, 2008). Con base en lo expuesto, los objetivos de

este trabajo fueron: (a) investigar la formacion de complejos electrostaticos de proteina



de lactosuero (PL) con alginato de sodio (AS) como funcion de la relacion de
biopolimeros (Rpras) v el pH; (b) determinar el rendimiento y las propiedades
reoldgicas de los complejos coacervados formados y (c) determinar la composicion,
propiedades reoldgicas, sinéresis y aceptabilidad sensorial de yogures bajos en grasa

incorporados con complejos coacervados en sustitucion parcial de la grasa lactea.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Alimentos funcionales

Las tendencias en la alimentacion mundial han variado durante las tltimas tres décadas
generando un interés acentuado de los consumidores hacia ciertos alimentos que ademas
del valor nutritivo, aporten beneficios a las funciones fisiologicas del organismo humano
permitiendo de esta manera mejorar la calidad de vida y el bienestar integral del
individuo. Lo anterior, ha generado que el concepto de nutricién adquiera un nuevo
enfoque terapéutico y preventivo que ha promovido una nueva area de desarrollo en la
ciencia de los alimentos que corresponde a la de los “alimentos funcionales” (Alvidrez et

al.,2002; Araya y Lutz, 2003; Gimeno, 2003; Silveira et al., 2003).

El concepto de alimento funcional se introdujo en Japon durante la década de los 80’s
con la finalidad de abatir los elevados gastos que suponian los seguros de salud de la
poblacién japonesa, con alta expectativa de vida, a base de consumir alimentos que no
solo fueran saludables sino que también proporcionaran agentes bioactivos que
permitieran prevenir diversas enfermedades o fortalecer el sistema inmunolédgico del
consumidor (Araya y Lutz, 2003; Gimeno, 2003; Pelayo, 2003; Zeni, 2007).

Japon es el Gnico pais que tiene un proceso regulador especifico para la aprobacion de
alimentos funcionales conocidos como “alimentos para uso especifico de salud” (Foods
for Specified Health Use, FOSHU). En la actualidad, este pais cuenta con 778 productos
con licencia FOSHU, los cuales son aprobados por el Ministerio de Salud,

4



Trabajo y Bienestar del gobierno japonés tras la presentacion de pruebas exhaustivas con
fundamento cientifico, que apoyen la alegacion relativa a las propiedades de dichos
alimentos cuando son consumidos como parte de una dieta ordinaria (Gimeno, 2003;

Pelayo, 2003; Silveira et al., 2003; Zeni, 2007).

En Estados Unidos y la Union Europea el desarrollo y regulacion de alimentos
funcionales se intensifico en la década de los 90’s y en América Latina los esfuerzos atn
son reducidos (Pelayo, 2003). En los Estados Unidos, a pesar de que la categoria de
alimentos funcionales no estd legalmente reconocida, se considera que un alimento de
este tipo debe estar siempre “modificado” de alguna forma que proporcione beneficios a
la salud en adicion de su valor nutricional propio (Gimeno, 2003; Silveira et al., 2003).
En México, a pesar de que el término alimento funcional se utiliza con frecuencia entre
la comunidad cientifica, a la fecha no hay leyes que reglamenten especificamente el uso

de estos alimentos (Alvidrez et al., 2002).

2.1.1. Concepto y terminologia

No hay definicion legal de manera consensuada en la comunidad cientifica para
“alimentos funcionales”, ya que el principal dilema con respecto a la regulacion de este
tipo de alimentos es que se encuentran en el limite entre los alimentos y los
medicamentos, sin embargo algunas de las definiciones mas aceptadas son las que se

presentan a continuacion:

» Para Japon son aquellos “alimentos procesados que contienen ingredientes que
ayudan a funciones corporales especificas, ademas de ser nutritivos” (Servicio

Nacional del Consumidor (SERNAC), 2004).



» Para la comunidad Europea un alimento es funcional “si contiene un componente
alimenticio (sea o no un nutriente) con efecto selectivo sobre una o varias
funciones del organismo, cuyos efectos positivos justifican que pueda
reivindicarse que es funcional (fisioldégico) o incluso saludable” (SERNAC,
2004).

» Para la Academia Nacional de Ciencias de Estados Unidos los alimentos
funcionales son aquellos “alimentos modificados, o que tengan un ingrediente
que demuestre una accion que incremente el bienestar del individuo o disminuya
los riesgos de enfermedades, mas alla de la funcidn tradicional de los nutrientes
que contiene” (SERNAC, 2004).

» Para el Instituto de Nutricion y Tecnologia de la Universidad de Chile los
alimentos funcionales son aquellos “alimentos que en forma natural o procesada,
contienen componentes que ejercen efectos benéficos para la salud, que van mas
alla de la nutricion” (SERNAC, 2004).

» Para el Centro de Informacion Internacional de Alimentos (IFIC) son “aquellos
productos a los cuales intencionalmente se les adiciona un compuesto especifico
para incrementar sus propiedades saludables” y define como alimentos
saludables a aquellos que en su estado natural o con un minimo de
procesamiento, tienen compuestos con propiedades benéficas para la salud

(Araya y Lutz, 2003).

2.1.2. Ingredientes o elementos favorecedores de la salud

Actualmente en Japon existen 11 categorias de ingredientes funcionales incluidos en el
sistema FOSHU: fibra alimentaria, oligosacaridos, alcoholes derivados de azlcares,
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acidos grasos poli-insaturados, péptidos y proteinas, glucédsidos, isoprenoides y
vitaminas, alcoholes y fenoles, colinas (lecitina), bacterias &4cido lacticas (BAL),

minerales y otros (Mazza, 2000).

En Meéxico, las declaraciones de propiedades nutrimentales, estan enfocadas a las
enfermedades comunes tales como: diabetes, colesterol, sobrepeso, osteoporosis, estrés y
mala digestion, siendo uno de los principales cambios en los ingredientes de algunos
productos la integracion de fibra y la reduccion en el contenido de grasa (Santana,

2009).

2.2. Fibra dietética

La fibra dietética (FD) que se reconoce actualmente como un elemento de gran
importancia para una nutricion sana, es un grupo de sustancias de origen vegetal, es
decir un conjunto heterogéneo de moléculas complejas que tienen caracteristicas en
comun tales como: 1) son inatacables por fermentos y enzimas digestivas, 2) son
parcialmente atacables por las bacterias del colon y 3) son sustancias osmoticamente

activas (Vilaplana, 2001; Garcia et al., 2002; Escudero y Gonzalez, 2006).

2.2.1. Concepto de fibra dietética
Actualmente, no existe un concepto universal ni un método analitico que permita medir
todos los componentes alimentarios que ejercen los efectos fisioldgicos de la fibra, por
lo que este término presenta diferentes definiciones:
» Para Rojas-Hidalgo (1994) la fibra no es una sustancia sino una serie de
conceptos que difieren de acuerdo a la mente de botanicos, quimicos, fisidlogos,

nutriélogos o gastroenter6logos.



» Para la American Association of Cereal Chemist (2001) “la fibra dietética es la
parte comestible de las plantas o hidratos de carbono andlogos que son
resistentes a la digestion y absorcion en el intestino delgado, con fermentacion
completa o parcial en el intestino grueso. La fibra dietética incluye polisacaridos,
oligosacaridos, lignina y sustancias asociadas de la planta. Las fibras dietéticas
promueven efectos benéficos fisioldgicos como laxante, atentia los niveles de

colesterol y glucosa en sangre”.

2.2.2. Componentes de la fibra dietética

Considerando las definiciones recientes sobre FD, el numero de sustancias incluidas se
ha incrementado; sin embargo, de acuerdo con Escudero y Gonzalez (2006) y Molina y

Martin (2007) las principales sustancias que componen la FD son:

1. Componentes de la pared celular de los vegetales:
» Celulosa
» Hemicelulosas
» Sustancias pécticas

» Ligninas

2. Polisacaridos utilizados como aditivos alimentarios en el procesamiento de
alimentos funcionales:
» Gomas vegetales
» Alginatos
» Goma xantana o xantano

> Polidextrosa



3. Compuestos asociados a la fibra:
» Inulina

» Oligofructosa

4. Fibras de origen animal

Son sustancias parecidas a los hidratos de carbono que se encuentran principalmente en

alimentos de origen animal, entre las cuales se encuentran:

» Quitina y Quitosano
» Colageno

» Condroitina

2.2.3. Importancia de la fibra dietética en los alimentos

Garduiio y Morales (2005) mencionan que el concepto de FD ha evolucionado a través
del tiempo favoreciendo el desarrollo de productos adicionados o enriquecidos con FD y

su importancia se puede evaluar desde diversos puntos de vista:

» Nutricional.- La deficiencia en FD se relaciona con la mayor incidencia de
enfermedades presentes en los paises desarrollados como: constipacion,

hemorroides, diverticulosis, obesidad, diabetes, etc.

» Tecnoldgico.- Son una herramienta eficaz y versatil ya que permiten su adicion
sin que se generen cambios considerables en textura; asimismo sirven para
disminuir o sustituir otros ingredientes como grasas y azucares, evitan la
aglutinacion, dan proteccion a aromas, mejoran las caracteristicas organolépticas,

entre otras.



» De negocio.- Hay una marcada tendencia hacia la elaboracion de alimentos con
fibras debido a que los consumidores asocian a los alimentos que contienen fibra

como alimentos saludables.

De acuerdo con el grado de solubilidad en agua, la fibra se clasifica en:

» Fibra soluble (FS).- Este grupo incluye pectinas, gomas, mucilagos y algunas
hemicelulosas. Este tipo de fibras en contacto con el agua forman un reticulo
donde queda atrapada, originandose soluciones de gran viscosidad (Garcia ef al.,

2002; Escudero y Gonzélez, 2006).

» Fibra insoluble (FI).- Este tipo de fibra incluye principalmente a la celulosa, la
lignina y algunas hemicelulosas. Estas fibras son capaces de retener el agua en su
matriz estructural formando mezclas de baja viscosidad (Garcia et al., 2002;

Escudero y Gonzalez, 2006).

Tanto la FS como la FI pueden ser utilizadas en la formulacion de alimentos
aumentando el contenido de FD, modificando las caracteristicas texturales, estabilizando
sistemas, asi como influenciando el sabor de los alimentos. Utilizando bajos niveles de
fibra de entre 0.1-0.2 % se obtiene un efecto sobre la viscosidad de soluciones y actia

como agente de volumen, afectando la suavidad y textura (Nelson, 2001).

2.2.4. Alginato de sodio (AS)

El término alginato se refiere a una familia de copolimeros lineales poli-anidnicos cuya
fuente de produccion son las algas marinas y bacterias. Los alginatos comercialmente

disponibles se obtienen principalmente de las algas pardas (Laminaria hyperborea,
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Ascophyllum nodosum y Macrocystis pyrifera) (Sutherland, 1991). El alginato de sodio
esta constituido de dos bloques, a-L acido guluronico (G) y B-D acido manurénico (M)
unidos por enlaces 1,4 (Figura 1) (Goh et al., 2012). La proporcion que existe entre G y
M da lugar a por lo menos tres diferentes segmentos poliméricos: los segmentos que
contienen GG y MM, asi como regiones con segmentos alternados GM lo que
contribuye a generar variadas caracteristicas en lo que se refiere a estructura y
biocompatibilidad. Este polisacarido hidrofilico es soluble en soluciones acuosas, estable
a pH 4-10 y presenta un peso molecular de 90000-290000 Da (Gaserod et al., 1998;

Becker et al., 2001).
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Figura 1. Componentes del alginato de sodio: bloques G-G, M-M y M-G.

Fuente: Goh et al., 2012.

Alginatos ricos en bloques G formaran geles rigidos y fragiles en presencia de Ca®’;
mientras que alginatos ricos en bloques M y GM formaran geles elésticos. El alginato de
sodio se puede entrecruzar con cationes divalentes (Ca>", Mn*", Zn*", etc.) o trivalentes

+ o . ., . . .«
(AI’", etc.), preferentemente, en los sitios de unién de los iones sodio que se sitian en los
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segmentos poli-guluronicos produciendo un modelo entrecruzado llamado ‘“caja de
huevo”. La reactividad con Ca*" produce un gel insoluble en medio 4cido pero soluble

en medio alcalino (Gombotz y Wee, 1998).

La principal aplicacion comercial del alginato es en forma de sal, siendo ampliamente
utilizado en la industria alimentaria, farmacéutica y de papel. En la industria de bebidas
y alimentos el alginato de sodio es uno de los ingredientes mas importantes ya que se
utiliza como estabilizante y espesante en una amplia gama de productos que incluyen

gelatinas, leche con chocolate y helado, entre otros (Goh et al., 2012).

Los derivados de alginato se utilizan también en la industria de procesamiento de
alimentos para la produccion de productos carnicos, aros de cebolla y en la industria de
la biotecnologia para la produccion de perlas para la inmovilizacion de células y enzimas
e inclusive han sido ampliamente utilizados en la encapsulacion de proteinas para su

liberacion controlada dentro del cuerpo humano (Gombotz y Wee, 1998).
2.3. Proteinas de lactosuero (PL)

Las proteinas de la leche se consumen ampliamente como alimento, particularmente en
paises desarrollados. Su uso en la dieta humana, desde épocas remotas, y su relativa
facilidad de purificacion a partir de la leche cruda han contribuido a su extensa
caracterizacion; en consecuencia las proteinas de la leche son probablemente las mejor
caracterizadas de las proteinas de todos los alimentos; por ejemplo, la estructura
primaria de todas las proteinas de leche de bovino se conoce, asi como la estructura
tridimensional de la mayoria de las proteinas del lactosuero (PL) (Swaisgood, 2003). La

leche contiene dos fuentes de proteinas, la caseina y el lactosuero (proteinas de
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lactosuero). Las caseinas son las proteinas responsables de la cuajada en la elaboracion
de queso; mientras que las PL se mantienen en un medio acuoso (suero de leche). El
lactosuero fue considerado en algin tiempo un producto de desecho; sin embargo, en los
ultimos afos los componentes de la leche han sido reconocidos como alimentos
funcionales propiciando con ello que en la actualidad el lactosuero sea considerado un
co-producto del proceso de elaboracion de queso y de la manufactura de caseina, ya que
su consumo como suplemento alimenticio proporciona una serie de beneficios tales
como modulacién inmune, mejoramiento de la fuerza muscular y la composicion
corporal, prevencion de enfermedades cardiovasculares y osteoporosis, entre otros
(Marshall, 2004). Los componentes del lactosuero son lactosa, minerales (calcio,
fosforo, sodio y potasio), lipidos y compuestos nitrogenados (PL, caseina soluble,

enzimas) (Schmitt et al., 1984).

La aplicacion de tecnologia en el procesamiento del lactosuero ha permitido el
desarrollo de diferentes productos comerciales tales como suero reducido en lactosa,
suero hidrolizado, suero desmineralizado, concentrado de proteinas de lactosuero (WPC,
34-89 % de proteina) y aislado de proteinas de lactosuero (WPL, > 90 % de proteina). El
WPI y WPC son productos procesados a gran escala a través de procesos de membrana y
cromatografia de intercambio i6nico obteniéndose productos que contienen todas las PL,

en las mismas proporciones que el suero original (Marshall, 2004; Goodall ef al., 2008).

Los productos derivados del lactosuero son considerados como productos GRAS
(sustancias generalmente reconocidas como seguras, por sus siglas del inglés “generally
recognized as safe”) por el Departamento de Administracion de Alimentos y Drogas de
Estados Unidos (USFDA) y presentan una gran diversidad de aplicaciones debido a sus
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caracteristicas funcionales tales como dispersabilidad, retencion de agua, formacion de
espuma, actividad emulsionante, gelacion y poder de amortiguacion. Estas
caracteristicas se ven afectadas por diversos factores (Figura 2) (Goodall et al., 2008;

Dissanayake y Vasiljevic, 2009).

PROTEINAS ‘
Factores intrinsecos NATIVAS Factores extrinsecos
« Composicion * Temperatura
* Estructura «pH
« Carga neta PR CR— * Sales
* Hidrofobicidad * Concentracion
PROPIEDADES
Efectos del procesamiento FUNCIONALES Componentes de alimentos
* Homogeneizacion = Lipidos
* Calentamiento * Hidratos de carbono
* Congelacion —— « Sales
* Almacenamiento * Proteinas

Figura 2. Factores que influyen sobre las propiedades funcionales de las proteinas de

lactosuero. Fuente: Von-Staszewski, 2011.

Las principales PL son B-lactoglobulina (B-Lg) y a-lactoalbumina (a-La), las cuales
constituyen aproximadamente el 80 % de la proteina total del lactosuero y son

consideradas las proteinas mas importantes desde un punto de vista industrial y

funcional (Schmitt ez al., 1984).

En su forma nativa existen como proteinas globulares compactas con alta solubilidad
debido a un balance de varias fuerzas atractivas y repulsivas que ocurren entre diferentes
partes de la cadena polipeptidica y entre la cadena polipeptidica y las moléculas del
solvente; es decir, su solubilidad es influenciada por la gran proporcion de residuos

hidrofilicos en su superficie (Dissanayake y Vasiljevic, 2009).
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2.3.1. B-lactoglobulina

La B-lactoglobulina (B-lg) es el componente mayoritario de las proteinas del lactosuero
(56-60 %) por lo que contribuye en mayor medida a las propiedades funcionales del
WPI, tales como actividad superficial, agregacion y gelacion térmica, capacidad de
retencion de agua, entre otras (Dissanayake y Vasiljevic, 2009; Ron et al., 2010). El
punto isoeléctrico de esta proteina es de aproximadamente 5.2, por lo que a valores de
pH > 5.2 presenta dominios hidrofilicos electronegativos y un exceso de cargas
positivas a valores de pH < 5.2; asimismo presenta una cadena polipeptidica de 162

aminoacidos y tiene un peso molecular de ~18.4 kDa (Fox, 2003; Mounsey ef al., 2008).

El polimorfismo genético es una caracteristica de la 3-Ig y se ha informado que en leche
de vaca existen seis variantes genéticas denominadas: A, B, C (presentes en la raza
Jersey); E (identificada en Yak (Bos grumniens)); D y Dr (presentes en cruza de Bos
taurus con Bos indicus). Las variantes A y B son las mas comunes y difieren entre ellas
en la sustitucion de una glicina en la variante B por un &cido aspartico en la variante A
(Figura 3). Su estructura presenta dos uniones disulfuro (entre Cys 160 — Cys 66 y Cys
119 — Cys 106) y también contiene un grupo sulfidrilo libre (entre Cys 119 o Cys 121) lo
que le confiere una estructura espacial rigida (Eigel et al., 1984; Kilara y Vaghela,
2004). La conformacion de la molécula de la B—Ig es fuertemente dependiente del pH. A
pH > 3 y pH < 7 existe como mondémero. Entre pH 3.1 y 5.1 a bajas temperaturas y altas

concentraciones de proteina, la B—lg se asocia hasta en forma octamérica.

Esta polimerizacion se da por medio de los grupos carboxilo; de esta manera la variante

A tiene mas posibilidad de formar octdmeros que la variante B por la presencia de un
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acido aspartico mas, en el lugar que la variante B tiene glicina. A otros valores de pH,
incluyendo el pH natural de la leche (pH 6.5), la f—Ig se presenta generalmente en forma

dimérica (Kilara y Vaghela, 2004).

1 1

Leu le Val Thr Gin Thr Met Lys Gly Leu Asp lle Gin Lys Val Ala Gly Thr Thr Tp
21 k3|

Ser Leu Ala Met Ala Ala Ser Asp lle Ser Leu Leu Asp Ala Gin Ser Ala Pro Leu Arg
a1 Gin in Variant D 51 Variant C His

Val Tyr Val Glu Glu Leu Lys Pro Thr Pro Glu Gly Asp Leu Glu lle Leu Leu Gin Lys
61 Gly in Variants B, C ™

Asp Glu Asn Asp Glu Cys Ala Gin Lys Lys lle lle Ala Glu Lys The Lys lle Pro Ala
81 by

Val Phe Lys lle Asp Ala Leu Asn Glu Asn lys Val Leu Val Leu Asp Thr Asp Tyr Lys
101 11 Variants B, C Ala

Lys Thr Leu Leu Phe Cys Met Glu Asn Ser Ala Glu Pro Glu Gin Ser Leu Val Cys Gin
121 131

Cys Leu Val Arg Thr Pro Glu Val Asp Asp Glu Ala Leu Glu Lys Phe Asp Lys Ala Leu
141 151

lys Ala Leu Pro Met His lle Agr Leu Ser Phe Asn Pro Thr GIn Leu Glu Glu Gin Cys
161 162

His lle OH

Figura 3. Estructura primaria de la B-Ig bovina A. Se indica la ubicaciéon de las

sustituciones en las distintas variantes genéticas. Fuente: Kilara y Vaghela, 2004.

2.3.2. a-lactoalbumina

La a-lactoalbumina (a-La) es considerada la tipica proteina del lactosureo ya que estéd
presente en la leche de todos los mamiferos y desempena un papel importante como co-

enzima en la sintesis de lactosa.

Esta proteina es el segundo componente mayoritario de las PL (20 %), presenta un punto
1soeléctrico de aproximadamente 4.1, por lo que a valores de pH > 4.1 presenta dominios
hidrofilicos electronegativos y un exceso de cargas positivas a valores de pH < 4.1,
asimismo presenta una cadena polipeptidica de 123 aminoacidos y tiene un peso

molecular de ~14.2 kDa (Mounsey et al., 2008; Lee y Hong, 2009). En la a-La
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encontramos tres variantes genéticas, siendo la variante B la mas abundante; ademas se

ha informado su capacidad para unirse con carbohidratos.

2.4. Coacervacion compleja

Actualmente, las interacciones biopolimero-biopolimero (proteina-polisacarido)
desempefian un papel de gran relevancia en investigaciones en ciencias de los alimentos
y biotecnologia, ya que presentan influencia en la formacidon de la microestructura y
propiedades reologicas de aquellos sistemas que los contienen, contribuyendo en gran
medida a la textura, estabilidad mecénica, consistencia, asi como en su apariencia y
sabor (Semenova, 2007). La coacervacion es definida por la Union Internacional de
Quimica Pura y Aplicada (IUPAC, por sus siglas en inglés) como “la separacion de un
sistema coloidal en dos fases liquidas” y es conducida esencialmente por fuerzas
atractivas de polimeros de carga opuesta (Lee y Hong, 2009). La fase mas concentrada
en componentes coloidales es el coacervado y la otra fase es la solucion en equilibrio (de
Kruif et al., 2004). Las proteinas y los polisacaridos son empleados con frecuencia de
manera simultdnea en la industria farmacéutica, biomédica y alimenticia debido a sus
multiples propiedades funcionales, por lo que el conocer las interacciones que se
presentan entre estos biopolimeros es de gran importancia ya que su control o
manipulacion son un factor clave para desarrollar nuevos productos o alimentos
procesados (Ye, 2008; Turgeon y Laneuville, 2009; Liu et al., 2011). La caracteristica
mas interesante al formar diversos tipos de particulas y complejos es que sus
propiedades funcionales son potencialmente mejores que las de las proteinas y los
polisacaridos solos (Schmitt y Turgeon, 2011; Ru et al., 2012). Cuando se prepara una
solucion en la que se incluyen dos biopolimeros se puede presentar uno de los siguientes
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tres comportamientos: incompatibilidad termodindmica, miscibilidad y la formacion de
complejos (coacervados). Las interacciones atractivas entre dos biopolimeros pueden
manifestarse en diversas formas: 1) La formacion de pequetios complejos solubles, que
se manifiestan en soluciones turbias; 2) La formacion de un gel débil y homogéneo, si
las interacciones son débiles, y 3) La precipitacion de ambos biopolimeros, si las
interacciones son fuertes, fendmeno que se conoce como coacervacion compleja (de

Kruif' y Tuinier, 2001; Tolstoguzov, 2003).

Como se menciond, la formacion de coacervados es conducida principalmente por
fuerzas atractivas electrostaticas las cuales se pueden ver afectadas por parametros
fisicoquimicos como pH, fuerza ionica, relacion proteina a polisacarido, densidad de
carga lineal del polisacarido, densidad de carga superficial de la proteina, concentracion
total de biopolimeros, etc. (Schmitt y Turgeon, 2011; Ru et al., 2012). La coacervacion
compleja, generalmente, ocurre en un estrecho intervalo de pH, entre el pK, de los
grupos reactivos a lo largo de la cadena del polisacarido y el punto isoeléctrico (pI) de la

proteina.

El esquema general (Figura 4) de coacervacion entre proteina y polisacarido anionico
establece que la carga de los “parches” de las moléculas de proteina provocan que la
proteina interactué con el polisacarido para formar complejos solubles cuando el pH > pl
iniciandose el primer pH critico (pH,); sin embargo, al ir reduciendo atin mas el pH, los
complejos solubles incrementan en tamafio y nimero dando como resultado una
nucleacion y crecimiento llegando entonces a un segundo pH critico (pHy1), en donde se
forman complejos insolubles debido a la neutralizacion de cargas. Para algunos

polisacaridos basados en acido carboxilico tales como la pectina y el alginato de sodio

18



una mayor disminucién del pH conduce a un tercer pH critico (pHy) en donde los

complejos insolubles se disocian a complejos solubles (Liu et al., 2010a, b).
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Figura 4. Representacion esquematica de la evolucion de la turbidez durante la
acidificacion de un sistema proteina-polielectrélito fuerte (curva soélida) o con un

polielectrolito con un pk, fijo a pH = 2 (curva punteada). Fuente: Turgeon y Laneuville,

20009.

Las aplicaciones industriales que se han dado a los coacervados es como ingredientes
funcionales que contribuyen a estabilizacion interfacial, formacion de peliculas
comestibles para diversos alimentos (frutas, hortalizas, carnes, productos de
panificacion), procesos de micro y nano encapsulacion de vitaminas y sabores,
obtencion de texturizantes como sustitutos de grasa y andlogos de carne o caviar,
formacioén y estabilizacion de emulsiones alimenticias, formacion de nuevos geles
alimenticios, recuperaciéon de proteinas a partir de subproductos industriales y en
tecnologia ambiental para el tratamiento de aguas con alto contenido de metales pesados

(Salazar, 2001; Tharanathan, 2003; Farris et al., 2009; Turgeon y Laneuville, 2009). En
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productos alimenticios la coacervacion compleja proteina-polisacarido puede determinar
su estabilidad, estructura, propiedades viscoelasticas, textura y percepcion en la boca

(Ye, 2008; Turgeon y Laneuville, 2009).
2.5. Espectrofotometria

La Espectrofotometria es una de las técnicas experimentales mas utilizadas para la
deteccion especifica de moléculas. Se caracteriza por su precision, sensibilidad y su
aplicabilidad a moléculas de distinta naturaleza (contaminantes, biomoléculas, etc.) y

estado de agregacion (sélido, liquido, gas).

Los fundamentos fisicoquimicos de la espectrofotometria son relativamente sencillos,
para ello se toma en cuenta que las moléculas pueden absorber energia luminosa y
almacenarla en forma de energia interna. Las ondas electromagnéticas viajan a la
velocidad de la luz y son caracterizadas por su frecuencia (f) y longitud de onda (A). En

un medio estas dos propiedades estan relacionadas por:

c=MN (1)
Donde: ¢ es la velocidad de la luz en el vacio (3.0 x 10 m s™)

La radiacion puede exhibir propiedades de onda y de particula. La luz visible acta
como si se realizara en unidades discretas llamadas fotones, en donde cada foton tiene

una energia (E) que puede ser calculada por:

E=hf (2)

Donde: 4 es la constante de Planck (6.626 x 107* I s)
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Cuando la radiacion de una determinada A choca contra un objeto, esta puede ser
reflejada, transmitida o absorbida (Figura 5) y la proporcion relativa de estos tipos de

radiacion determina la apariencia del objeto.

lo Ircr

Figura 5. Efectos de la incidencia de luz sobre un objeto. Fuente: Sahin y Giiliim-

Sumnu, 2006.

Un material se dice que es transparente cuando la luz que incide sobre el mismo pasa a
través de ¢l con un minimo de reflexion y de absorcion. Lo contrario de la transparencia
es la opacidad, es decir, un objeto que no permite ninguna transmision de luz, pero
absorbe y/o refleja toda la luz que incide sobre €l se denomina opaco. En superficies
opacas, ciertas A especificas de la luz son absorbidas y las demas se reflejan, dando
como resultado la formacion de color. Si toda la luz visible es absorbida, el objeto
aparece en negro, mientras que si hay tanto reflexion como transmision de luz, se dice

que el material es translucido (Sahin y Giiliim-Sumnu, 2006).

2.5.1. Leyes de absorcion de radiacion

Cuando se dice que una sustancia quimica absorbe luz a una determinada A, significa

que las moléculas de esa sustancia absorben fotones de esa longitud de onda; es decir,
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cuando un haz de radiacion monocromatica de una determinada A atraviesa una capa de
disolucion conteniendo una especie absorbente, la potencia (energia por unidad de

tiempo y unidad de area) del haz incidente P se atentia, disminuyendo hasta P, (Figura

6).

P-dP —

Figura 6. Esquema de la absorcion de radiacion en una solucion. Fuente: Gonzalez,

2008.

Se define la transmitancia (T) como la fraccion de radiaciéon incidente que consigue

atravesar la muestra. Varia de 0 a 1 y puede expresarse también como porcentaje:

P
Py

T=—;%T ==X100 3)
0

Un parametro de mayor utilidad practica es la absorbancia (A) definida como:
A = —logT 4)
2.6. Reologia

Histéricamente, la reologia inicia con los conceptos de solido eléstico ideal y fluido

viscoso ideal establecidos por Robert Hooke e Isaac Newton, respectivamente. El
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término reologia proviene del griego “rheos” (flujo) y “logos” (ciencia o palabra), por lo
que puede ser considerada como la ciencia que estudia la deformacion y el flujo de la
materia (Rao, 1999; Sahin y Gliliim-Sumnu, 2006). La reologia como ciencia crecio
considerablemente debido a trabajos de investigacion realizados en soluciones de
polimeros sintéticos en diferentes solventes, en los cuales se observaba la respuesta
fisica de los sistemas cuando se aplicaban esfuerzos y deformaciones; es decir, se
estudiaba la relacion entre las fuerzas ejercidas sobre el material y la deformacion
resultante como una funcion del tiempo. En este sentido las propiedades reoldgicas se
definieron como aquellas propiedades mecanicas que resultan de la deformacion y el
flujo de un material en presencia de un esfuerzo (Steffe, 1996; Giiliim-Sumnu, 2006). De
acuerdo con la definicidon de reologia mencionada, existen dos conceptos fundamentales
que es necesario tener presentes al realizar evaluaciones reoldgicas en un producto,

dichos conceptos son:

a) FEsfuerzo definido como la fuerza (expresada en Pa) aplicada por unidad de éarea
superficial que se requiere para el movimiento de un fluido. Dependiendo de la
direccion de la fuerza con respecto a la incidencia sobre el area superficial se
tiene: un esfuerzo normal (o) cuando la fuerza es directamente perpendicular a la
superficie y puede realizarse durante tension o compresion y se tiene un esfuerzo
de corte (1) cuando la fuerza actiia en paralelo a la superficie.

b) Deformacion definida como la cantidad adimensional de la deformacion relativa
de un material. Si se aplica un esfuerzo normal la deformacion se denota como ¢
y si se aplica un esfuerzo de corte la deformacion se denota como y (Tabilo-

Munizaga y Barbosa-Canovas, 2005).
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Las propiedades reoldgicas de los alimentos en la industria son determinadas con
diversos propositos tales como: conocer la estructura del material, disefiar tuberias y
seleccionar bombas, seleccionar y operar equipos de mezclado, disefiar y operar
intercambiadores de calor, controlar procesos de elaboracién de productos, disefiar
maquinaria en funcion de los materiales que se involucran y a las caracteristicas del
producto terminado, ya que de ellas depende la aceptacion que tendra el producto por el
consumidor, entre otros (Ramirez, 2006). En la practica, las pruebas reologicas se llevan
a cabo mediante la aplicacion de una fuerza a la muestra bajo estudio y la medicién de la
magnitud de su deformacién o bien aplicar una deformacidon y medir la resistencia que

presenta.

En alimentos, las propiedades reoldgicas involucran grandes o pequeiios esfuerzos segin
la alteracion que se desee causar al producto; asi esfuerzos pequefios comunmente se
emplean cuando se requiere un pequefio porcentaje (%) de deformacion para no romper
la estructura de la muestra y esfuerzos grandes se utilizan para deformar una muestra

hasta el punto donde el cambio estructural permanezca.

La mayoria de los alimentos presentan una estructura sélida considerada elastica y una
fase liquida que aporta un caracter viscoso a la estructura, por lo que se dice que
presentan un comportamiento reologico denominado viscoeldstico, dentro de este grupo
se encuentran productos lacteos como el helado, el yogur y las bebidas lacteas
fermentadas, entre otros. En general las propiedades viscoelasticas dependen de la
temperatura y de la frecuencia de deformacion, por lo tanto son comunmente
determinadas como una funcion de la temperatura a una frecuencia dada o viceversa,
siendo los principales parametros que se determinan el modulo de almacenamiento (G’),
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que representa el caracter eldstico del producto y el modulo de pérdida (G’’), que

representa su caracter viscoso (Rao, 1999; Ramos e Ibartz, 2006).

2.7. Evaluacion sensorial

La evaluacion sensorial desempefia un papel importante en la industria de alimentos, ya
que actividades como la estandarizacion de los procesos y productos, asi como el area de
produccion y promocion de productos requieren de conocer las metodologias adecuadas
que les permitan evaluar los alimentos con el proposito de garantizar que seran
competitivos en el mercado al asegurar que sus productos son aceptados por el
consumidor al que van destinados. Es asi como la evaluacion sensorial surge como una
disciplina para medir la calidad de los alimentos, conocer la opinion y mejorar la

aceptacion de los productos por parte del consumidor (Hernandez, 2005).

El Instituto de Alimentos de Estados Unidos define la evaluacion sensorial como “la
disciplina cientifica utilizada para evocar, medir, analizar e interpretar las reacciones a
aquellas caracteristicas de alimentos y otras sustancias, que son percibidas por los

sentidos de la vista, olfato, gusto, tacto y oido”.

Sancho et al. (2002) definen la percepcion como la interpretacion de la sensacion y
menciona que ¢sta se puede medir sélo por métodos psicologicos, en tanto que los
estimulos se miden por métodos fisicos o quimicos. Asimismo se ha generado
informacion que establece que la secuencia de la percepcion que tiene un consumidor
hacia un alimento se da en el siguiente orden color, olor, textura, sabor y sonido. Los
sentidos son los medios con los que el ser humano genera las percepciones que tiene

hacia un producto alimenticio (Figura 7).
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Figura 7. Percepciones de un consumidor hacia un producto alimenticio.

Fuente: Sancho et al., 2002.

Las pruebas sensoriales empleadas en la industria de alimentos se dividen en tres grupos

(Figura 8):

» Pruebas discriminativas.- Consisten en comparar dos o mas muestras de un
producto alimenticio, en donde el panelista indica si percibe la diferencia o no,
ademas estas pruebas se utilizan para describir la diferencia y para estimar su

tamano.

» Pruebas descriptivas.- Permiten conocer las caracteristicas del producto y las
exigencias del consumidor; por medio de estas pruebas se realizan los cambios
necesarios en las formulaciones hasta que el producto contenga los atributos que

le permitan tener una mayor aceptacion del consumidor.

» Pruebas afectivas.- Son aquellas pruebas en donde el panelista expresa el nivel de
agrado, agrado y preferencia de un producto con relacion a otro; en estas pruebas

se utilizan escalas de calificacion de las muestras evaluadas.
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Figura 8. Clasificacion de las pruebas sensoriales. Fuente: Hernandez, 2005.



3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Materiales

Para la formacion de coacervados complejos se utilizaron los biopolimeros aislado de
proteina de lactosuero (PL) (Hilmar™ 9400, 93 % de proteina en base seca, Hilmar
Cheese Company, Hilmar, CA, EUA) y alginato de sodio de alto contenido de acido
gulurénico (AS) (GRINSTED® FD 175, 60.5 % de 4cido gulurénico, Danisco Mexicana,
S.A de C.V., México, D. F.). Los ingredientes para la elaboracion de yogur fueron leche
entera en polvo (Nido®, Nestle S.A de C.V., México, D. F.), leche descremada en polvo
(Lactomix®, Dilac S.A de C.V., México, D. F.), cultivo liofilizado de Streptococcus
salivarius spp thermophilus, Lactobacillus lactis y Lactobacillus delbriieckii spp.
bulgaricus (CHOOZIT™MY800 LYO 5 DCU, Danisco France S.A.S, Dangé-Saint

Romain, Francia).

El 4cido clorhidrico (HCIl) e hidréxido de sodio (NaOH) grado analitico fueron
adquiridos de J.T. Baker. (Xalostoc, Méx., México). Para todos los experimentos se

utilizé agua destilada.
3.2. Desarrollo y caracterizacion de coacervados CCpy s

3.2.1. Preparacion de disoluciones base
Se prepard una disolucion base de AS a una concentracion de 1 % (p/p). El AS se

dispers6 en agua destilada a temperatura ambiente (20 + 2 °C), aplicando agitacion
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(Termo-agitador FELISA®, FE-311, Zapopan, Jal., México) durante 4 h. Posteriormente
se coloco en refrigeracion (5 £ 1 °C) durante 12 h para asegurar la completa hidratacion
del biopolimero.

Se prepard una disolucion base de PL a una concentracion de 1 % (p/p). La PL se
dispers6 en agua destilada a temperatura ambiente (20 + 2 °C), aplicando agitacion
(Termo-agitador FELISA®, FE-311, Zapopan, Jal., México) durante 2 h. Posteriormente
se coloco en refrigeracion (5 £ 1 °C) durante 12 h para asegurar la completa hidratacion

del biopolimero.
3.2.2. Preparacion y formacion de coacervados CCpy as

Con el proposito de estudiar el fenomeno de complejacion que se presenta entre la PL y
el AS como funcion del pH y relacion en peso de biopolimeros (Rpp/as) se elaboraron
coacervados binarios los cuales fueron evaluados por el método turbidimétrico descrito
por Devi y Maji (2010) y Gaspoz (2008) con algunas modificaciones: a) Las
disoluciones base de PL y AS se ajustaron por separado a valores de pH 2.50, 3.00, 3.50,
4.00, 4.50, 5.00. 5.50 y 6.00 (pH-metro HANNA"® Instruments Inc., HI-221, Woonseket,
RI, EUA.) con disoluciones de HCI y NaOH 1, 0.5 y 0.1 N; b) A determinado pH ambas
disoluciones base se mezclaron a una Rppasde 1:1, 2:1, 4:1, 6:1, 8:1 y 10:1 manteniendo
una concentracion total de biopolimeros de 1 % (p/p), agitando suavemente la mezcla
durante 30 min a temperatura ambiente (20 + 2 °C) y posteriormente dejando en reposo
durante 48 h para alcanzar la fase de equilibrio; c) Las mezclas se centrifugaron
(centrifuga Eppendorf® , 5810-R, SP., Brasil) a 4000 rpm durante 20 min a 20 °C, con el
proposito de separar los complejos solubles (CSpy/as) presentes en el sobrenadante del
coacervado complejo (CCpr/as) y d) La absorbancia del sobrenadante (fase de equilibrio)
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se midio a 20 = 0.5 °C a una longitud de onda de 850 nm (espectrofotometro UV
Spectronics® GenesysTM, 5 UV-Vis, Spectronics Instruments Inc., Rochester, NY,
EUA), valor al cual los biopolimeros individuales no mostraron absorbancia
significativa. Los valores criticos pH. (formacion de CSpras), pHyi (asociacion de
CSpr/as y formacion de CCprias) y pHyo (disolucion de los CCpras), asociados con los
eventos de formacion de estructuras se determinaron graficamente de acuerdo con
Weinbreck et al., 2004a y Liu et al., 2009. Todas las mediciones se realizaron por

triplicado.
3.2.3. Rendimiento y contenido de humedad de coacervados CCpp as

El rendimiento de los CCp/as al variar el pH y la Rpy/as, se determind por separacion de
la fase coacervada de la fase en equilibrio (sobrenadante) mediante centrifugacion
(Centrifuga Eppendorf®, 5810-R, SP., Brasil) a 4000 rpm por 20 min a 20 + 0.5 °C y
posterior decantacion. Los complejos CCpyas se secaron a 50 £ 2 °C (RIOSSA®, H-33,
Rius-Rocha S.A de C.V., México, D. F.) hasta peso constante. La humedad y el
rendimiento se determinaron de acuerdo a las ecuaciones de la AOAC (1995) y Huang et
al. (2012), respectivamente:

ms

Humedad (%) = T—mnf—m—
271

x 100 (5)

Donde: m; = es peso del tubo; m, = peso del tubo mas muestra himeda y ms = peso del

tubo mas muestra seca

Rendimiento CCpyas(%) = 7 X 100 (6)
(1]

Donde: m; = peso del CCpp/as seco y my = peso total de los biopolimeros (PL + AS) en

la dispersion
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Todas las mediciones se realizaron por triplicado y se seleccionaron cuatro coacervados
CCpr/as con base en su rendimiento y pH de formacion cercano al del yogur, alimento en

el que se evalud su aplicacion.
3.2.4. Caracterizacion reologica de coacervados CCpp/as

Los coacervados CCpp/as se sometieron a pruebas oscilatorias y pruebas de flujo en un
reometro Physica MCR 301 Shear Rheometer (Anton Paar, Messtechnik, Stuttgart,
Alemania) empleando una geometria cono-plato (cono rotatorio de 50 mm de diametro y
angulo de 1°) y un “gap” de 0.250 mm. La temperatura se mantuvo constante a 25 =+
0.01 °C a través de un sistema de control y medicién de temperatura Physica TEK 150 P

(Physica Messtechnik, Stuttgart, Alemania) (Sandoval-Castilla et al., 2004).

Curvas de flujo: Muestras de CCpp/as, de aproximadamente 2.0 g, se colocaron
cuidadosamente en el plato y se procedié a dar un tiempo de reposo de 25 min para
permitir la recuperacion de la estructura y el equilibrio térmico. Se aplicé una velocidad
de cizalla de 107 a 10° s y se obtuvo la viscosidad aparente en funcion de la velocidad

de cizalla.

Pruebas oscilatorias: Muestras de CCpp/as, de aproximadamente 2.0 g, se
colocaron cuidadosamente en el plato y se procedio a dar un tiempo de reposo de 25 min
para permitir la recuperacion de la estructura y el equilibrio térmico. Se realizaron
barridos de amplitud (0.01-100 % de deformacion) empleando una frecuencia constante
de 10 rad s, con el propésito de determinar la region viscoelastica lineal (RVL) de los
CCpr/as. Posteriormente, muestras de 2.0 g de CCpp/as se sometieron a barridos de

frecuencia aplicando una deformacion de 0.3 % (correspondiente a la RVL) y variando
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la frecuencia de 0.1 a 100 rad s (Wang et al., 2007; Espinosa-Andrews et al., 2010; Ru
et al., 2012). Los valores de los mddulos de almacenamiento (G’) y de pérdida (G’’), asi
como los del factor de cedencia (tan & = G’’/G’) de los CCpp/as, se obtuvieron mediante
el software RheoPlus/32 V2.62 del equipo. Todas las mediciones se llevaron a cabo por

triplicado.
3.3. Variaciones de yogur

Se elaboraron dos yogures control, uno completo en grasa (Ycg) a partir de leche
conteniendo 3.0 + 0.1 g de grasa lactea 100 g”' y uno bajo en grasa (Ygg) a partir de
leche conteniendo 1.5 + 0.1 g de grasa lactea 100 g'. Ademas se elaboraron cuatro
yogures bajos en grasa a partir de leche conteniendo 1.5 + 0.1 g de grasa lactea 100 g™,

adicionados con 1.5 g 100 g de uno de los cuatro CCpyas seleccionados.
3.4. Elaboracion de yogur

Leche entera en polvo (Nido®, Nestle S.A de C.V., México, D. F.) y leche descremada
en polvo (Lactomix®, Dilac S.A de C.V., México, D. F.) se combinaron en las
proporciones adecuadas para obtener los contenidos de grasa establecidos para las
variaciones de yogur. Las mezclas de leche en polvo se rehidrataron hasta un contenido
de sélidos no grasos de 9 g 100 g de leche, en agua a una temperatura de 30 °C,
aplicando agitacion moderada; posteriormente, las dispersiones de leche se refrigeraron
a5 £ 1 °C durante 24 h para asegurar una completa hidratacion de los polvos, antes de
ser utilizados. Lotes de 1 L de leche rehidratada se calentaron a 30 °C y se adicionaron
con 60 g de azicar L. Cada mezcla se agito vigorosamente a 4000 rpm por 2 min
(ULTRA-TURRAX" T50 Basic, IKA®-WERKE Works Inc., Wilmington, NC, EUA) y
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después se sometio a una temperatura de 80 °C durante 10 min. Posteriormente, todas
las mezclas se enfriaron a 45 + 1 °C y se inocularon con 0.05 g L™ de cultivo lactico e
incubaron a 45 °C hasta alcanzar una acidez de 90-95 °D; en este punto los yogures se
enfriaron y almacenaron a 5 = 1 °C durante 24 h para posteriormente batirlos y adicionar
el CCpras a aquellos yogures asignados. Finalmente los yogures se almacenaron
nuevamente a 5 £ 1 °C hasta su caracterizacion. Todas las variaciones de yogur se

elaboraron por triplicado.

3.5. Composicion quimica del yogur

La variacion en la composicion de los yogures se analizd de acuerdo con los siguientes
métodos: grasa por el método Gerber a los 7 d de almacenamiento, pH con un
potencidmetro (HANNA®, HI-221, Hanna Instruments Inc, Woonseket, RI, USA.) a los
7 y 15 d de almacenamiento y humedad por secado en horno (AOAC, 1995) alos 7 d de

almacenamiento. Todas las mediciones se realizaron por triplicado.

3.6. Sinéresis del yogur

La susceptibilidad del yogur a sinéresis se determino utilizando el método de Keogh y
O’Kennedy (1998). Se centrifugaron 40 g de yogur (Centrifuga Eppendorf®, 5810-R,
SP., Brasil) a 222 x g por 10 min a 4 £ 0.5 °C. El sobrenadante se retiro mediante
decantacién, se procedid a pesar los tubos y se calculd el porcentaje de sinéresis con

respecto al peso original del yogur.
3.7. Caracterizacion reoldgica del yogur

Los yogures se sometieron a pruebas oscilatorias dindmicas en un Redmetro. La

geometria utilizada fue de cono-plato (cono rotatorio de 50 mm de didmetro y 4ngulo de

33



1°) y un “gap” de 0.051 mm. La temperatura se mantuvo constante a 5 + 0.01 °C a través
de un sistema de control y medicion de temperatura Physica TEK 150 P (Physica

Messtechnik, Stuttgart, Alemania) (Sandoval-Castilla et al., 2004).

Muestras de yogur de aproximadamente 1.5 g a una temperatura de 5 + 0.01 °C se
colocaron cuidadosamente en el plato y se dejaron reposar por 30 min para permitir la
recuperacion de su estructura; posteriormente se sometieron a barridos de amplitud
aplicando una deformacion de 0.01 a 100 % a una frecuencia de 1 Hz, con el proposito
de determinar la RVL. Posteriormente, muestras de 1.5 g de yogur se sometieron a
barridos de frecuencia aplicando una deformacion de 0.1 % (correspondiente a la RVL)

y variando la frecuencia de 0.1 a 10 Hz.

Los valores de los modulos de almacenamiento (G’) y de pérdida (G’’), asi como los del
factor de cedencia (tan 6 = G’’/G’) de los yogures, se obtuvieron mediante el software
RheoPlus/32 V2.62 del equipo. Todas las mediciones se llevaron a cabo por triplicado a

los 7y 15 d de almacenamiento

3.8. Evaluacion sensorial

La aceptabilidad sensorial de los yogures fue evaluada por un panel de 60 consumidores,
integrado por estudiantes de la Universidad Auténoma Chapingo con edades de entre 15
y 25 afios. Cada uno de los seis yogures (muestra de aproximadamente 10 g) alos 7y 15
d de almacenamiento se colocaron en vasos de plastico de 20 mL, codificados con
numeros aleatorios de tres digitos y se presentaron de manera aleatoria a los panelistas.
La aceptabilidad de los consumidores por el yogur se evalud usando una escala hedonica
de 7 puntos (1 = me disgusta extremadamente, 2 = me disgusta mucho, 3 = me disgusta
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moderadamente, 4 = ni me disgusta ni me gusta, 5 = me gusta moderadamente, 6 = me

gusta mucho y 7 = me gusta extremadamente).
3.9. Analisis estadistico

Se utilizo un disefio completamente al azar en la caracterizacion reolédgica de los CCpp/as
y los yogures. Los datos obtenidos para cada uno de los tratamientos se sometieron a un
analisis de varianza de clasificacion simple (ANOVA) y en los casos pertinentes se
realizd comparacion de medias mediante la prueba de Tukey (p < 0.05). Los datos de
evaluacion sensorial se sometieron a ANOV A usando un disefio de bloques completos al
azar y en los casos pertinentes se realizd comparacion de medias mediante la prueba de
Tukey (p < 0.05), asi mismo se realiz6 un andlisis de componentes principales. El
analisis de datos (ANOVA) se realizo utilizando el software SAS V.9.00. (SAS Institute
Inc., Cary, NC, EUA), mientras que el analisis de componentes principales se realizo
con el software Statgraphics® Centurion XVI (StatPoint Technologies Inc., Warrenton,

VA, EUA).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Analisis turbidimétrico

La turbidez se debe principalmente al cambio en el tamafio y masa de los agregados
presentes en una solucion, por lo que cambios en la turbidez del sistema PL/AS
estudiado indicaron la formaciéon de complejos solubles e insolubles (CSpp/as Y CCpy/as)
entre estos dos biopolimeros. La Figura 9 muestra que el comportamiento de
complejacion PL/AS siguié una tendencia similar a otros sistemas como goma arabiga-
quitosano (Espinosa-Andrews et al., 2007), seroalbimina bovina-pectina (Ru et al.,
2012), aislado de proteina de canola-alginato de sodio (Klassen et al., 2011), aislado de

proteina de lactosuero-A-carragenina (Stone y Nickerson, 2012), entre otros.
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Figura 9. Absorbancia de dispersiones de aislado de proteina de lactosuero (PL)-alginato

de sodio (AS) (1 % p/p) a diferentes relaciones PL/AS en funcion del pH.
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En la Figura 9 puede observarse que los perfiles de titulacion turbidimétrica
(absorbancia vs pH), para diferentes Rpras, exhibieron una tendencia similar,

caracterizada por tres regiones en un rango de pH de 2.5 a 6.0:

- Una region A a valores de pH relativamente altos (pH. > 5.5) en la que los
valores de absorbancia fueron muy bajos y relativamente constantes. Los bajos valores
de absorbancia en esta region indicaron que ambas macromoléculas permanecieron co-
solubles, probablemente debido a repulsion electrostatica entre sus cadenas cargadas
negativamente. En adicion, la naturaleza diluida de la dispersion (1 % p/p) contribuyd a

esta co-solubilidad (Aryee y Nickerson, 2012).

- Una regién intermedia B que comienza en un valor de pH critico de inicio de
formacion de complejos solubles PL/AS (pHy1) de = 5.5 y que finaliza a valores de pH =
4.5 para Rpp/as 8:1 y 10:1 y pH = 4.0 para Rpp/as 1:1, 2:1, 4:1 y 6:1, en la que los valores
de absorbancia aumentaron significativamente, alcanzando valores de 0.683 + 0.03,
0.675 + 0.02, 0.293 £ 0.03, 0.118 £ 0.01, 0.171 £ 0.03 y 0.179 + 0.03 para la Rpp/as 1:1,
2:1, 4:1, 6:1, 8:1 y 10:1, respectivamente. El incremento en los valores de absorbancia
en esta region indico la formacion de complejos solubles PL/AS, mediante atracciones

electrostaticas entre las cadenas cargadas opuestamente de ambos biopolimeros.

Conforme se acidifico el sistema PL/AS a valores de pH cercanos a 4.5, las cadenas de
PL fueron adquiriendo carga superficial positiva (pH < pl = 4.8) (Weinbreck et al.,
2004Db), lo cual en turno derivé en su interaccion con cadenas de AS con carga opuesta
(pH > pKa =~ 1.88 ) (Klemmer et al., 2012). La solubilidad de los complejos se debio a la

neutralizacion incompleta entre las moléculas de PL y las moléculas de AS.
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- Una region C que comprende la formacion de complejos coacervados
insolubles (CCpr/as), iniciando a valores de pHy, de 4.5 para Rpp/as 8:1 y 10:1 y 4.0 para
Rppas 1:1, 2:1, 4:1 y 6:1, en la cual los complejos solubles PL/AS alcanzaron suficiente
tamafio y niimero para comenzar a agregarse en complejos insolubles, produciéndose
una disminucion gradual y significativa (p < 0.05) en las lecturas de absorbancia del
sobrenadante. Es en esta region donde se atribuye que las macromoléculas presentes en
la mezcla alcanzan una relacion eléctrica equivalente propiciando que las cargas se
cancelen entre si para dar una neutralizacion total de los complejos lo que lleva a una
separacion macroscopica de dos fases, una rica en biopolimeros y otra rica en solvente
(Schmitt et al., 1999; Cooper et al., 2005; Aryee y Nickerson, 2012). El desplazamiento
de pHy, hacia la derecha conforme se incrementd Rpp/as ha sido informado por Ramirez-
Santiago et al. (2012) y puede deberse a un sistema enriquecido con proteina cargado

positivamente en presencia de un polisacarido altamente cargado negativamente (AS).

4.2. Diagrama de estado

La coacervacion compleja, en general, ocurre en un estrecho rango de pH y se cree que
sucede a través de dos eventos: la formacion de complejos solubles (pHgyi) y la

agregacion de estos Gltimos en complejos insolubles (pHygo).

La relacion proteina-polisacarido que se emplee en una mezcla desempenia un papel
importante en su coacervacion compleja, ya que influye en el balance de cargas entre
polisacaridos y proteinas, en la intensidad de las interacciones y en el grado de auto-
agregacion (Ye, 2008; Liu et al., 2010b). El diagrama de fases que describio los valores

criticos de pH en funcion de la Rpp/as (Figura 10) fue acorde con lo observado en la
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Figura 9. A valores de pH > pH. los biopolimeros presentes en la mezcla se consideran
co-solubles. Conforme Rpy/as incrementd de 1:1 a 4:1, lo valores de pH. de los sistemas
disminuyeron progresivamente (p < 0.05) de 5.47 a 5.01, y a partir de Rpp/as 4:1 a 10:1
permanecieron practicamente constantes (p > 0.05), indicando ello independencia del
pH. respecto al valor de Rpp/as. Los valores de pH, para las distintas Rpy/as fueron: 5.47
+0.02 (1:1) > 5.33 £ 0.05 (2:1) > 5.01 £ 0.03 (4:1) = 5.01 £ 0.02 (6:1) =4.99 + 0.01

(8:1) = 4.98 + 0.02 (10:1).
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Figura 10. Diagrama de estado del sistema aislado de proteina de lactosuero-alginato de
sodio (1 % p/p) a una temperatura de 25 + 1 °C, como una funciéon de la relacion

proteina-polisacarido.

De acuerdo con Aryee y Nickerson. (2012) la dependencia del pH,. con respecto a la
relacion de biopolimeros que se emplea en la mezcla presenta diferentes tendencias, lo
cual puede estar relacionado con la presencia de agregados, el tamaiio de las proteinas y
los agregados, asi como a las condiciones del solvente. Dependencia similar a la que
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presento el sistema en estudio PL/AS ha sido informada para los sistemas aislado de
proteina de lenteja-goma arabiga (Aryee y Nickerson, 2012), aislado de proteina de
chicharo-AS (Klemmer et al., 2012), aislado de proteina de lactosuero-(k, A, 1)
carragenina (Stone y Nickerson et al., 2012) y aislado de proteina de canola- AS/1
carragenina (Klassen et al., 2011), atribuyéndose este comportamiento a la interaccion
entre agregados proteina-proteina con las cadenas del polisacarido. En contraste, otros
investigadores han encontrado independencia entre la relacion proteina-polisacarido con
el valor de pH,, atribuyendo este comportamiento a que la formacion de complejos
solubles ocurre entre polisacaridos y proteinas individuales. Ejemplos de estos sistemas
son: proteinas de lactosuero-goma arabiga (Weinbreck et al., 2003), B-lactoglobulina
(libre de agregados)- pectina de alto/bajo metoxilo (Girard et al., 2002) y aislado de
proteina de chicharo-quitosano (Elmer et al., 2011). Los valores criticos para el inicio de
la formacion de complejos solubles (pHgyi) para las diferentes Rpi/as variaron en un
rango estrecho de pH de 4.48 a 5.00, presentando los siguientes valores: 4.99 + 0.02
(1:1), 5.00 £ 0.03 (2:1), 4.48 £ 0.03 (4:1), 4.51 £ 0.02 (6:1), 4.78+ 0.03 (8:1) y 4.75 +
0.03 (10:1). Los valores criticos de maxima coacervacion u optimos para la formacion
de CCpras (pHgoopt) mostraron un desplazamiento hacia valores mas altos de pH
conforme se incrementé la Rpp/as y fueron diferentes estadisticamente (p < 0.05): 3.98 +
0.02 (10:1) = 4.00 + 0.02 (8:1) > 3.50 + 0.01 (6:1) = 3.50 = 0.02 (4:1) > 2.97 + 0.02

(2:1)>2.53+0.01 (1:1).

La tendencia sobre la dependencia de pHgoop con respecto a la relacion proteina-
polisacarido es consistente con la literatura. Para sistemas aislado de proteina de lenteja-
goma arabiga (Aryee y Nickerson, 2012), proteinas de lactosuero-goma ardbiga
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(Weinbreck et al., 2004b) y aislado de proteina de chicharo-AS (Klemmer et al., 2012)
se ha sefialado que los valores pHyoop: tienden a desplazarse hacia valores mas altos al
incrementarse la relacion proteina-polisacarido, dependiendo del sistema empleado,
hasta cierta relacion de biopolimeros, para posteriormente presentar una meseta o
incrementos no significativos, sugiriendo que este comportamiento se debe al enlace de
cadenas de polisacarido a una gran cantidad de moléculas de proteina disponibles. Por su
parte, el pH correspondiente a la disolucion de los CCpp/as (pHgis) fue independiente de

Rpr/as (p > 0.05) y se encontrd a un valor de pH 2.0.

Los diagramas de fase son importantes en términos de tener una mayor comprension

sobre las regiones de pH en donde diferentes tipos de complejos PL/AS estan presentes.

4.3. Rendimiento y contenido de humedad de coacervados CCpy as

El rendimiento de los CCpp/as se adoptdé como una medida para conocer el efecto de la
Rpr/as (concentracion total de biopolimeros de 1 % p/p) y pH sobre la eficiencia de
coacervacion compleja entre los biopolimeros PL y AS, ya que estos factores influyen
en la configuracion tridimensional y la densidad de carga de los biopolimeros,
modificando de esta manera el grado de interaccion electrostatica entre ellos (Espinosa-

Andrews et al., 2007; Shinde y Nagarsenker, 2009).

En el Cuadro 1 se puede apreciar que el rendimiento de complejacion para cada Rpp/as
varia significativamente (p < 0.05) de acuerdo al pH en el que se encuentre el sistema,
siendo la tendencia general que a mayor pH se necesita una mayor Rpy/as para obtener
mayor rendimiento. Weinbreck et al. (2004b), Wang et al. (2007) y Shinde y
Nagarsenker (2009) informaron comportamiento similar en el sistema proteina de
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lactosuero-goma arabiga, [-lactoglobulina-pectina y gelatina-AS, respectivamente.
Espinosa-Andrews ef al. (2007) mencionan que en el sistema goma arabiga-quitosano el
maximo rendimiento (~85 %) fue independiente de la relacion en peso de biopolimeros
que se utilizé. El cambio a valores inferiores de pH cuando la Rpy/as disminuye sugiere
que un menor numero de moléculas de PL estan disponibles para las cadenas de AS por
lo que es necesario un pH mas acido para obtener mayor niimero de cargas positivas en
las cadenas de PL y que éstas lleguen a ser suficientes para compensar las cargas
negativas del AS (Weinbreck et al., 2004b). Ademaés el rendimiento maximo (%) fue
significativamente menor (p < 0.05), para una a Rpp/as mayor, fendmeno facilmente

entendible si se considera que a mayor Rpy/4s hay una menor concentracion final de AS.

Cuadro 1. Efecto del pH y la Rpy/ss sobre el rendimiento de CCpy/as.

RPL/AS
pH
1:1 2:1 4:1 6:1 8:1 10:1
2.5 81.889+0.39  73.73%1.32  53.47°+031 39.43°+0.76 30.86°+0.20  26.67+0.03
3.0 68.86°£0.70  76.20:1.03  41.86*1.17  34.93%+0.85 23.46™+t1.45 26.98+0.72
3.5 49.47°+0.50 63.89°+0.84  75.36%:0.27  78.84%+0.68  53.43°40.24  35.64°+0.41
4.0 31.53%1.22  42.96%0.72  59.70°40.35  68.74°+0.76  73.39%+0.66  75.83°+0.67

pH: pH del sistema aislado de proteina de lactosuero-alginato de sodio; Rpp/as : relacion en peso

entre aislado de proteina de lactosuero-alginato de sodio.

bed; superindices con letras diferentes en una misma columna indican diferencia significativa (p

< 0.05) entre medias.

A partir de los resultados del contenido de humedad de los CCpp/as (Cuadro 2) se
observo que un pH = 2.5 rindié los CCpp/as de menor contenido de humedad (p < 0.05).
En el resto de los pHs evaluados, aquellos CCppas que presentaron los mayores
rendimientos tendieron a presentar un menor contenido de humedad. La principal
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caracteristica de los CCpp/as es la gran capacidad que tienen para ligar agua, al respecto
Burgess (1990) menciona que el proceso de coacervacion que se presenta entre los
biopolimeros gelatina-goma arabiga se da a través de una competicion de fuerzas
electrostaticas atractivas que tienden a acumularse en poli-iones cargados los cuales se
dispersan por efectos de entropia y es entonces cuando los entrecruzamientos
macromoleculares de dos poli-iones de carga opuesta se asocian como resultado de
fuerzas electrostaticas para formar una fase coacervada capaz de entrampar grandes
cantidades de agua entre sus agregados. Los contenidos de humedad que presentaron los
CCppas en este estudio son similares a lo reportado por Wang et al. (2007) para el
sistema [-lactoglobulina-pectina en wuna relacion de biopolimeros 5:1 y una
concentracion de NaCl de 0.01, 0.02 y 0.41 M, ya que reportaron un contenido de

humedad de 90.9, 90.6 y 89.8 %, respectivamente.

Cuadro 2. Efecto del pH y la Rpy /a5 sobre el contenido de humedad de CCpyas.

RPL/AS
pH
1:1 2:1 4:1 6:1 8:1 10:1
2.5 91.43+1.31 90.11°+1.05 87.15+0.35 89.34%+0.43 88.50°+0.14  88.88%+0.37
3.0 98.06°+0.18 97.46°+0.32 97.59%0.15 96.86°+0.12 97.03°:0.67  95.16°:1.03
3.5 96.52%+0.14 94.51°+0.32 91.49°+0.14 92.41°+0.87 96.78°+0.17  97.68%+0.21
4.0 96.05°+0.36 95.30°+0.28 93.97°+0.11 93.15°+0.40 92.95°+0.12  91.24°+0.86

pH: pH del sistema aislado de proteina de lactosuero-alginato de sodio; Rpy/ss : relacion en peso

entre aislado de proteina de lactosuero-alginato de sodio.

bed; superindices con letras diferentes en una misma columna indican diferencia significativa (p

< 0.05) entre medias.

Se seleccionaron cuatro CCpp/as para su caracterizacion y aplicacion en yogur, con base
en su rendimiento y pH de formacién cercano al de este derivado lacteo; estos CCpp/as

fueron: CCs54.1, CCs56.1, CCs08:1 Y CCa0,10:1-
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4.4. Caracterizacion reolégica de coacervados CCpy/as
4.4.1. Curvas de flujo

La Figura 11 muestra la variacion de la viscosidad aparente versus la velocidad de
cizalla de los CCpp/as. El comportamiento bajo cizallamiento de los CCpyp/ss indico que
se comportaron como materiales estructurados tipicos, mostrando una region
Newtoniana a bajas velocidades de cizalla (~0.0023-0.0030 s') y una region de
adelgazamiento al corte (shear thinning) a velocidades de cizalla superiores (Steffe,
1996). Al considerar la composicion de los CCpp/as, €l comportamiento bajo cizalladura
se atribuye a modificaciones en la organizacion macromolecular que presentan los
biopolimeros involucrados, como consecuencia de los cambios en la velocidad de cizalla

a los que son sometidos.

El comportamiento de la viscosidad aparente de los CCppas, como funcion de la
velocidad de cizalla es tipico de muchos fluidos no-Newtonianos (fluidos poliméricos,
dispersiones floculadas, coloides) y se debe probablemente a la formacion de una

estructura reversible o red en el reposo o estado de equilibrio.

A bajas velocidades de cizalla se considera que la tasa de ruptura de las uniones
intermoleculares de los biopolimeros es equilibrada por nuevas uniones que se forman
permitiendo de esta manera mantener una viscosidad constante. En contraste, a altas
velocidades de cizalla la ruptura de uniones intermoleculares predomina sobre la
formacion de nuevas uniones, promoviendo la alineacion de las moléculas en direccion
del campo de cizallamiento y originando una disminucion de la viscosidad aparente al

incrementarse la velocidad de cizalla (Bastos ef al., 2010; Murillo-Martinez et al., 2011).
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Figura 11. Variacion de la viscosidad aparente de los CCpras como funcion de la

velocidad de cizalla,

Los datos experimentales de la Figura 11 se ajustaron al modelo de Carreau (0.92 < R*<
0.96), el cual describi6 el comportamiento pseudoplastico de estos sistemas

biopoliméricos:

a Mo~
?? == ??00 + [1_’_(}1.},)2]1& (7)

Donde: n = viscosidad aparente; y = velocidad de cizalla; n, = viscosidad limitante a
baja velocidad de cizalla; A = tiempo constante asociado al tiempo de relajacion de los
biopolimeros en solucion; 1., = viscosidad a velocidad de cizalla infinita y n = indice de

comportamiento de flujo

Los valores de los parametros reoldgicos Mo, A y n de los CCpp/as se muestran en el
Cuadro 3, pudiendo observarse que los CCss41 y CCsse formados a pH = 3.5,

presentaron valores de mo mayores (p < 0.05) y valores de A menores (p < 0.05) a
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aquellos mostrados por los CCy 3.1 y CCao10:1 formados a pH = 4.0. Lo anterior sugiere
una interaccion mas fuerte entre los biopolimeros PL y AS a pH= 3.5 que a pH= 4.0,
originandose estructuras con un tiempo de recuperacion (A) menor (Lobato-Calleros et
al., 2004; Murillo-Martinez et al., 2011). En contraste, la interaccion y resistencia de la
estructura de los CCss4.1 y CCsse. fue dependiente de su Rpp/as; mientras que las

propiedades de flujo de los CCy 5.1 y CCap.10:1 fue independiente de su Rpp/as.

Cuadro 3. Pardmetros reoldgicos del modelo de Carreu para los CCpy/as.

Codigo del 1o (kPa-s) 2 (s) n
CCprras
CCss4:1 57.12°+ 1.76 171.97°+ 18.79 0.53% + 0.00
CCss56:1 133.82°+ 4.47 72.40° + 15.98 0.63° + 0.04
CCuos:1 30.16"+ 2.13 379.13° + 23.94 0.51*+0.00
CCu0.10:1 30.88* +2.58 407.6°9 + 0.74 0.53*+0.00

CCy,y: complejos coacervados formados por aislado de proteina de lactosuero (PL) y alginato de
sodio (AS), donde x = pH y y = relacion en peso PL/AS; n,: viscosidad limitante a baja
velocidad de cizalla; A = tiempo constante asociado al tiempo de relajacion de los biopolimeros
en solucion y n = indice de comportamiento de flujo.

“b¢: superindices con letras diferentes en una misma columna indican diferencia significativa (p

< 0.05) entre medias.

Un mayor contenido de proteina confirié al CCs s 6.1 mayor valor de 1o y menor valor de
A, que aquellos mostrados por el CCjs54.1. Todos los CCpr/as mostraron comportamiento
pseudopléstico o de adelgazamiento al corte (n < 1), siendo el CCssg:1 €l que exhibio
menor pseudoplasticidad (p < 0.05). Comportamientos reoldgicos similares han sido

observados en coacervados de aislado de proteina de lactosuero-quitosano,
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encontrandose que el uso de relaciones de 1:0.25 y 1:0.10 afectaron de manera

significativa el comportamiento “shear thinnig” del sistema (Bastos et al., 2010).

Moschakis et al. (2010) mencionaron que emulsiones recubiertas con WPI mostraron un
comportamiento casi Newtoniano; sin embargo, al emplear polisacaridos (goma arabiga
y quitosano) para promover coacervacion proteina-polisacarido, se cre6 un sistema que
exhibié comportamiento pseudoplastico el cual es caracteristico de interacciones

asociativas.

4.4.2. Barridos de amplitud

Los barridos de deformacion mostraron que tanto el pH como la Rpp/as afectaron la
respuesta viscoelastica de los CCpp/as. Los datos del modulo elastico (G’) (Figura 12)
indicaron que los CCpp/as presentaron una region viscoelastica lineal (RVL) en el rango
de deformacion de 0.01 a 0.47 %, caracterizada por valores de G’ practicamente
constantes, seguida de una region viscoelastica no lineal a deformaciones mayores, en la
que se presentd una inflexion pronunciada de los valores de G’. Es en esta ultima region
donde ocurre la ruptura y la reformacion de enlaces ocurrio a diferentes velocidades,
dependiendo de la estructura de los CCpp/as (Murillo-Martinez et al., 2011). Los valores
de G’ en la RVL variaron de menor a mayor como sigue: CCa g1 < CCup10:1 < CCs54:1
< CCjs56:1 (Cuadro 4), sugiriendo que valores de pH menores y valores de Rpp/as
mayores, contribuyeron a la formacion de una estructura coacervada altamente
interconectada (Ramirez-Santiago et al., 2012). Los valores del mddulo viscoso (G’’) de
los CCpp/as en la RVL (Figura 13) fueron mas bajos que aquellos mostrados por G’ y
variaron de menor a mayor en el mismo orden que los valores de G’ (Cuadro 4). A un
porcentaje de deformacion dado en la RVL el valor de G”’ fue significativamente menor
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que el correspondiente de G’, indicando ello un caracter predominantemente elastico de

los CCpyr/as, evidenciado por los bajos valores de tan & (Cuadro 4).

—a—CC

—e—CC
CCA.O‘B:1
CC4.0‘1O:1

3.54:1

3.56:1

0.1

0.01 T L | L | L | LR |
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Figura 12. Variacién del modulo de almacenamiento (G’) de los CCpp/as como funcion

de la deformacion.

Cuadro 4. Valores del médulo de almacenamiento (G’), médulo de pérdida (G*’) y tan o

de los CCpp/as en la region viscoelastica lineal.

Codigo del CCpuas G’ (kPa) G”’ (kPa) tan o

CCss4:1 3.85° +£0.02 0.66% £ 0.02 0.17° £ 0.00
CCss61 8.52¢ £0.10 1.25% 0.01 0.14° + 0.00
CCuo8:1 1.64* +0.03 0.18 + 0.00 0.11%+0.00
CCa0.10:1 3.04°+ 0.05 0.31°+ 0.00 0.10* + 0.00

CCy,y: complejos coacervados formados por aislado de proteina de lactosuero (PL) y alginato de

sodio (AS), donde x = pH y y = relacion en peso PL/AS.

ab,cd,

< 0.05) entre medias.

: superindices con letras diferentes en una misma columna indican diferencia significativa (p
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Figura 13. Variacion del modulo de pérdida (G’”) de los CCpp/as como funcién de la

deformacion.

El comportamiento de G’ y G’* a deformaciones mayores a ~0.6 % (Figuras 12 y 13)
difiri6 entre los CCpr/as; mientras que las curvas de G’ y G”” de CCss54.1y CCss6:1 S€
caracterizaron por un punto de inflexion descendente en los valores de estos dos
modulos, aquellas de los CCas.1 Yy CCup,10:1 S€ caracterizaron por un punto de inflexion
descendente para G’, pero por un punto de inflexion ascendente seguido de un punto de
inflexion descendente para G’ al incrementarse el % de deformacion. El
comportamiento mostrado en la region viscoelastica no lineal (RVNL) para los CC354:1
y CCss61 €s conocido como “strain thinning” o adelgazamiento por deformacion,
comportamiento atribuido a un estado de entrecruzamiento o interconexion de las
cadenas de PL con aquellas de AS a bajos valores de deformacién (RVL); en contraste,
al incrementarse el % de deformacion las cadenas de PL y AS se des-entrecruzan y se
alinean con el campo de flujo (Ramirez-Santiago et al., 2012). Por su parte, el

comportamiento mostrado por los CCapg.1 Y CCag10:1 €s conocido como “weak strain
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overshoot”, caracteristico de asociaciones intermoleculares (principalmente por
interacciones electrostaticas y puentes de hidrogeno) entre polielectrolitos que presentan
estructura extendida como consecuencia de las repulsion electrostatica de los grupos
cargados que se encuentran en las cadenas laterales. Cuando una deformacion externa se
impone la estructura resiste hasta cierta deformacion critica, donde G’ se incrementa,
pero una vez que este limite se supera la estructura comienza a romperse y se alinea con

el campo de flujo (G’ disminuye) (Hyun et al., 2002).

El comportamiento “strain thinning” es caracteristico de una gran cantidad de
emulsiones en tanto que el comportamiento “weak strain overshoot” ha sido informado
para coacervados de aislado de proteina de lactosuero-pectina de bajo metoxilo y
dispersiones de goma xantana al 4 % (p/p) (Hyun et al., 2002; Ramirez-Santiago et al.,
2012). El factor de cedencia (tan ) es un valor adimensional en funcidon de la relacion
G’’/G’, es decir, es un parametro que compara la cantidad de energia pérdida durante un
ciclo de prueba con la cantidad de energia almacenada en el mismo periodo, siendo un
indicador del tipo de comportamiento que predomina en un material viscoelastico
(Lobato-Calleros et al., 2009).

Los CCss54:1 y CCs56.1 mostraron comportamiento predominantemente eldstico en todo
el rango de deformacion estudiado (tan 6 < 1) (Figura 14); por el contrario, los CCs g1y
CCs0,101 mostraron comportamiento predominante eldstico hasta una deformacion

menor a 26.84 y 33.76 %, respectivamente.

El comportamiento mostrado por los CCpp/as podria sugerir que un valor de pH bajo
(3.5) contribuy¢ a la formacidon de estructuras con mayor caracter elastico que aquellas

formadas a pH= 4.0 (Wang et al., 2007).

50



tan 6

0.1 1 10 100
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Figura 14. Variacion del factor de cedencia (tan 6) de los CCppas como funcion de la

deformacion.
4.4.3. Barridos de frecuencia

Los CCp/as son materiales viscoelasticos por lo que su comportamiento reologico puede
ser descrito mediante los pardmetros mddulo de almacenamiento (G*), el cual es una
medida de su naturaleza eléstica y modulo de pérdida (G”), el cual es una medida de su
naturaleza viscosa (Lobato-Calleros et al., 2006).

Los barridos de frecuencia (0.1-100 rad s'l) de los CCpras se realizaron a una
deformacion de 0.3 % con la finalidad de estudiar el comportamiento reoldgico dentro
de la RVL, de acuerdo con los resultados obtenidos en los barridos de amplitud
previamente analizados. Las Figuras 15 y 16 muestran la variacion de los modulos G’ y
G’ de los CCppas como funcion de la frecuencia, pudiendo observarse que ambos
modulos mostraron dependencia significativa con la frecuencia, incrementandose

conforme la frecuencia se elevo (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Valores de los médulos de almacenamiento (G’) y de pérdida (G’’) de los

CCpp/as en el limite inferior y superior de los barridos de frecuencia.

Frecuencia (rad s™)

Codigo del
0.1 100
CCyy
G’ (kPa) G”’ (kPa) G’ (kPa) G”’ (kPa)
CCss4:1 5424+£0.16  0.59**+£0.02  7.45%+0.21 1.02°° £ 0.02
CCss6:1 9.08*+0.21  1.20"+£0.01 1455®+035 2.12%+0.06
CCyos:1 1.56**+0.16  0.20**+£0.00  1.92**+020  0.48"+0.04
CCa0.10:1 2.92°2+£0.14  049°*+£0.02  4.99+026  0.93*°+0.04

CCy,y: complejos coacervados formados por aislado de proteina de lactosuero (PL) y alginato de

sodio (AS), donde x = pH y y = relacion en peso PL/AS.

bed: superindices con letras diferentes en una misma columna indican diferencia significativa (p

< 0.05) entre medias.

8. superindices con letras diferentes en una linea indican diferencia significativa (p < 0.05)

entre medias.

La variacion de los médulos G’ y G’ con la frecuencia es acorde al comportamiento de
interacciones débiles, topologicas entre cadenas de biopolimeros, mas que el
comportamiento de geles (Murillo-Martinez et al., 2011). En el Cuadro 5 puede
apreciarse que tanto a bajas como a altas frecuencias todos los CCpp/as presentaron
valores de G’ y G’ estadisticamente diferentes (p < 0.05), sin embargo todos
presentaron valores de G’ > G”’, lo que sugiere que presentaron comportamiento
viscoelastico predominantemente eléstico, lo cual es corroborado por los valores de tan 6
< 1 (Figura 17). Los resultados obtenidos en este estudio son consistentes con el
comportamiento predominantemente eldstico de coacervados -1g- pectina (Wang et al.,
2007) y albimina sérico bovina-pectina (Ru ef al., 2012). No obstante, coacervados
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formados por proteinas de lactosuero-goma arabiga (Weinbreck et al., 2004c), goma
arabiga-quitosano (Espinosa-Andrews et al., 2010) y agar-gelatina (Singh et al., 2007)
han mostrado comportamiento predominantemente viscoso, por lo que se puede decir
que las propiedades viscoelasticas que se observan en los diferentes sistemas reflejan las
caracteristicas de los pares de biopolimeros que se emplean. Los efectos del pH y de la
Rpp/as de los CCpp/as sobre el comportamiento de G’ y G”’ en los barridos de frecuencia,
son congruentes con los observados en los barridos de amplitud y en las curvas de flujo;
al disminuir el pH de formacién de los CCpp/as se incremento su caracter viscoelastico,
probablemente debido a un mayor numero de cargas positivas en las cadenas de PL
disponibles para la union electrostatica de cadenas de AS. Asimismo, cuando el pH de
formacion de los CCpp/as s€ mantuvo constante y se aumentd la Rpp/as, los modulos G’ y
G’ incrementaron, confirmando que la disponibilidad de un mayor niimero de cargas

positivas en PL contribuy6 a interacciones mas fuertes con las cadenas de AS.

0.30
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[2e]
c
1]
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Figura 17. Variacion del factor de cedencia (tan 6) de los CCpp/as como funcion de la

frecuencia.
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4.5. Composicion quimica y sinéresis del yogur

El Y¢g presento un contenido de grasa significativamente mayor (p < 0.05) con respecto
a los yogures bajos en grasa (Cuadro 6), resultado predecible debido al mayor contenido
de grasa en la leche usada para su elaboracion, en comparacién con aquella utilizada
para la preparacion del resto de los yogures. El contenido graso del Ypg no difirio
significativamente de aquellos de los yogures conteniendo CCppas. El Ypg mostrd
menor contenido de solidos totales (p < 0.05) respecto al Y¢g y aquellos yogures bajos
en grasa conteniendo CCpp/as, como resultado de la disminucion en el contenido graso
de la leche a partir de la cual se elabord. El contenido de so6lidos totales de los yogures
bajos en grasa conteniendo CCpp/as no difirid significativamente. Los valores de los
contenidos de solidos totales de los yogures variaron de forma opuesta a los
correspondientes de humedad.

Cuadro 6. Composicion quimica de las variaciones de yogur.

Codigo del yogur Humedad (%) Grasa (%) Sélidos totales (%)
Yo 84.24*+ 0.42 2.86° + 0.06 15.76° + 0.42
Ys6 86.36°+ 0.14 1.37*+£0.05 13.63*+0.14
Yeessal 85.00°°£0.19 1.40° + 0.00 14.99% +0.19
Yeessel 85.12°+0.11 1.43% +0.06 14.88° +0.10
Yecsos: 85.24°+0.21 1.40° + 0.00 14.76" + 0.20
Yccao10:1 84.92%° + 0.46 1.43* +0.05 15.07° + 0.46

Ycg: yogur completo en grasa; Ypg: yogur bajo en grasa; Yccxy: yogures bajos en grasa
adicionados con CCpy x5 formados por aislado de proteina de lactosuero (PL) y alginato de sodio
(AS), donde x = pH y y = relacion en peso PL/AS.

“2¢ superindices con letras diferentes en una misma columna indican diferencia significativa (p

<0.05) entre medias.
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El Cuadro 7 muestra el pH y la susceptibilidad a sinéresis de los yogures a los 7y 15 d
de almacenamiento a 5 = 1 °C. Los valores de pH de los yogures a los 7 d de
almacenamiento variaron de 4.34 a 4.42; mientras que a los 15 d de almacenamiento
variaron de 4.24 a 4.32. Se puede observar que hubo diferencias (p < 0.05) entre los
valores de pH de los distintos yogures en el dia 7 de almacenamiento, no asi para el dia
15. El pH de el Ycg v el Ypg no disminuyd significativamente durante el tiempo de
almacenamiento; en contraste, los valores de pH de Yccssar, Yeessen, Yccaos: Y

Y cca.0.10:1 disminuyeron (p < 0.05) durante el periodo de almacenamiento.

Cuadro 7. Valores de pH y sinéresis de los yogures a los 7 y 15 d de almacenamiento a 5

+1 °C.

Codigo del 7 15 Sinéresis 7 d Sinéresis 15 d

yogur (%) (%)

Yea 4.34*%£0.03 4.28*+0.03 8.12*°+0.11  11.54*¥+0.28
Ysa 4.36"4+0.01 432440.04 16274+ 040 18.518+0.27
Yecssal 4.42°+0.01 425440.03  14.14+043 17.51%+£0.28
Yeessel 4.36"%+0.02 429*440.02  13.00*+£0.62  14.02°®£0.06
Yecaog:1 4.34+0.01 424*440.02  11.75°2£035  14.16"£0.39
Y cca,10:1 4.40°8+0.01 426"+0.03 1536021 16.31°£0.09

Ycg: yogur completo en grasa; Ypg: yogur bajo en grasa; Yccxy: yogures bajos en grasa

adicionados con CCpy x5 formados por aislado de proteina de lactosuero (PL) y alginato de sodio

(AS), donde x = pH y y = relacion en peso PL/AS.

&% superindices con letras diferentes en una misma columna indican diferencia significativa

(p < 0.05) entre medias.

AB.,

entre medias.

: superindices con letras diferentes en una linea indican diferencia significativa (p < 0.05)
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Los valores de pH que presentaron los yogures fueron similares a los informados por
otros autores: 4.22 (Hess et al., 1997), 4.32-4.60 (Aryana y McGrew, 2007) y 4.15-4.62
(Tamyjidi et al., 2012). El descenso de pH durante el tiempo de almacenamiento es
debido a la continta actividad metabolica del cultivo lactico empleado en la elaboracion
del yogur, ya que éste continua fermentando la lactosa durante su almacenamiento; es
decir, después de la fermentacion y una vez que se coloca el producto en refrigeracion
las bacterias acido lacticas siguen con la produccion de acido lactico provocando el
fenomeno llamado sobre-acidificacion o post-acidificacion (Serra et al., 2009).
Descensos en el pH con el tiempo de almacenamiento han sido mencionados en yogur
“control” y yogur adicionado con microcapsulas de aceite de pescado; asi como en
yogur “control” y yogur adicionado con oligofructosa e inulina (Aryana y McGrew,
2007; Tamjidi et al., 2012).

La sinéresis como principal defecto en el yogur puede ser definida como la expulsion de
suero por contraccion de la red estructural, el cual se hace visible sobre la superficie del
gel (Sahan er al., 2008; Lee y Lucey, 2010). La susceptibilidad a sinéresis que
presentaron los yogures durante 7 y 15 d de almacenamiento a 5 = 1 °C se muestra en el
Cuadro 7. Para todos los yogures el % de sinéresis fue significativamente mayor en el
dia 15 de almacenamiento con respecto a los valores mostrados el dia 7. Diferentes
resultados se han informado sobre la tendencia de los yogures a la susceptibilidad a
sinéresis durante su almacenamiento. Supavititpatana et al. (2008) encontraron que la
sinéresis de yogur batido aument6 durante su almacenamiento en un periodo de 21 d.
Aryana y McGrew (2007) informaron incrementos en la susceptibilidad a sinéresis con
el tiempo de almacenamiento en yogur “control” y en aquellos a los que se les adiciond

prebioticos (oligofructosa e inulina). En contraste, Tamjidi et al. (2012) mencionaron
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que yogur enriquecido con 0.8 g 1000 g de microcapsulas de aceite de pescado mostro
disminucién en sinéresis durante el tiempo de almacenamiento. Sahan et al. (2008)
encontraron que la adiciéon de B-glucano en yogur disminuy6 la sinéresis durante un
periodo de almacenamiento de 15 d. Keogh y O’kennedy (1998) mencionaron que una
combinacion (50:50) de goma de algarrobo y goma xantana en yogur batido reduce la
sinéresis durante su almacenamiento. Con base en lo expuesto, se puede inferir que la
causa exacta de la sinéresis del yogur no esta del todo clara; sin embargo, se ha generado
informacion, en donde se menciona que la susceptibilidad a sinéresis esta relacionada
con una red inestable del gel y un reordenamiento excesivo cuando se tiene un gel con

una red estructural débil (Lucey, 2001; Lee y Lucey, 2004).

El Ycg presentd menor grado de sinéresis (p < 0.05) en los dos periodos de
almacenamiento evaluados, en comparacion con el resto de los yogures. La menor
susceptibilidad a sinéresis del Y¢g puede ser atribuida a la formacion de una red
proteinica con mayor resistencia a la compactaciéon y menor reordenamiento (Lee y
Lucey, 2010). Asimismo, dado que en la leche homogeneizada las proteinas se adsorben
sobre la superficie de los globulos de grasa, un mayor contenido en los niveles de grasa
lactea puede proporcionar un incremento de la habilidad de las proteinas para

inmovilizar agua (Keogh y O’kennedy, 1998).

La presencia de mayor niumero de globulos de grasa lactea puede conferir a la red
proteinica del Y¢g una estructura mds abierta, con mayor capacidad de retencion de
humedad, en comparacion con aquellas de los yogures bajos en grasa en las que el
numero de globulos de grasa lactea fue reducido considerablemente. Los yogures bajos

en grasa adicionados con CCpr/as presentaron mayor susceptibilidad a sinéresis (p <
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0.05) que el Ycg, pero en general menor susceptibilidad que la exhibida por el Ygg
(Cuadro 7). A partir de los resultados expuestos puede inferirse que los CCppas
contribuyeron a una mayor retencion de humedad en el yogur, probablemente unida a
los biopolimeros que los constituyeron mediante enlaces por puente de hidrégeno.

4.6. Caracterizacion reoldgica del yogur

4.6.1. Barridos de amplitud

El yogur es un sistema alimenticio viscoelastico, constituido por una matriz proteinica
en la que se encuentran principalmente atrapados globulos de grasa y elevadas
cantidades de agua, por lo que su espectro mecanico puede ser descrito a través del
modulo de almacenamiento (G’) y el moédulo de pérdida (G’’), con la finalidad de
estudiar su naturaleza elastica y viscosa, respectivamente (Penna et al., 2001). Las
curvas que definieron la variacion de G’ como funcion de la deformacion mostraron que
la RVL de los yogures comprendio el intervalo de deformacion de 0.03-0.215 %, a 1 Hz
de frecuencia, tanto a los 7 como a los 15 d de almacenamiento. Las curvas de G’ y G’
versus deformacion de todos los yogures presentaron forma y tendencia similares
(Figuras 18 a 21), pudiendo observarse dos regiones principales: a) Una RVL con
valores constantes de G’ y G’’, lo que sugiere que en esta region los valores de estos
modulos son independientes de la deformacion. En esta region los valores de G’ fueron
mayores a aquellos de G”’, por lo que puede inferirse que todos los yogures mostraron
comportamiento predominantemente elastico (Wang et al., 2007; Aguirre-Mandujano et
al., 2009); b) Una region de comportamiento no lineal a deformaciones mayores a 0.293
%, asociada con la ruptura de la estructura de los yogures hasta el punto en que su
comportamiento reoldgico se convirtid en predominantemente viscoso (G’’> G’) a

deformaciones superiores a 30 %.
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Figura 18. Variacion del modulo de almacenamiento (G’) de los yogures como funcion

de la deformacion, después de 7 d de almacenamiento a 5 + 1 °C.
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deformacion, después de 15 d de almacenamiento a 5 + 1 °C.
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La reduccion en el contenido graso del yogur, asi como el pH y la Rpp/as de los CCppas
usados en sustitucion de la grasa lactea (GL) afectaron sus propiedades viscoelésticas,
obteniendo yogures con una amplia gama de propiedades reoldgicas, dependiendo de su
composicion. Los valores de G’ en la RVL de los yogures a los 7 d de almacenamiento
difirieron significativamente (p < 0.05), variando de mayor a menor valor de la manera
siguiente: Yccsse:l > Yo > Yecao081 = Yecao10:1 > Yecssa1 = Ypg, mientras que para
G’ la tendencia fue: Yccssen = Yoo > Yecaost = Yecao,101 > Yecssal = YBa. A partir
de los resultados obtenidos puede inferirse que la reduccion de GL ocasiondé una
disminucion significativa en las propiedades reoldgicas, siendo G’ y G”” del yogur (Y sg)
significativamente menores a aquellos del Ycg; lo anterior como consecuencia de la
pérdida de globulos de GL, uno de los principales componentes estructurales del yogur,
los cuales se ha comprobado refuerzan la red proteinica (Aguirre-Mandujano et al.,
2009). Sandoval-Castilla et al. (2004) informaron que yogures con un menor numero de
glébulos de grasa mostraron menor firmeza que los yogures completos en grasa debido a
la disminucion de su funcion como promotores estructurales dentro de la red estructural
de proteinas. La incorporacion de CCprnas, a excepcion del CCssaq (Ycocssan),
reforzaron la red proteinica del yogur, exhibiendo los yogures Yccsse1, Yccaos: ¥

Yccao.10:1, valores de G’ y G*” mayores (p < 0.05) a aquellos del Ypgg.

Entre los yogures conteniendo CCpp/as se observaron diferencias significativas en sus
valores de G’ y G’’, pudiendo observarse que tanto el pH de formaciéon como la Rpp/as
de los CCpy/as, influyeron en el comportamiento reoldgico de los yogures a los que
fueron incorporados. Para el caso de los CCpp/as formados a pH = 4.0, la Rpp/as no

afecto significativamente el caracter viscoelastico que confirieron al yogur; en contraste,
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para el caso de los CCp/as obtenidos a pH de 3.5, incrementos en Rpp/as confirieron al
yogur de un mayor caracter viscoelastico. De esta manera, el CCj; 56, rindid un yogur
(Ycesse) con caracter viscoelastico superior (p < 0.05) al del Y¢g; mientras que el
CCj5.4:1 produjo un yogur (Yccss4:1) con caracter viscoeldstico pobre, similar (p > 0.05)
al del Ypg. Estos resultados parecen indicar que la proteina excedente en el CCss¢.1, €n
comparacion con aquella presente en el CCssa.q, fue capaz de interaccionar con las
cadenas de caseina que conformaron la red proteinica del Yccsse:1, reforzando su
estructura e incrementando en turno su resistencia a la deformacién. Cabe sefialar que
disminuciones en el pH causan aumentos en el nimero de cargas positivas en las PL, las
cuales posiblemente estuvieron disponibles para interactuar con grupos —COO™ no
neutralizados de la caseina que conform6 la red proteinica del yogur y con los

componentes de las membranas de los globulos de GL.

Un caracter mas eldstico en el yogur se ha atribuido a un incremento en las interacciones
inter-particula causadas principalmente por la auto-agregacion de proteinas de
lactosuero, asi como por agregados de proteinas de lactosuero adsorbidos en los glébulos
de grasa (Hrzeminski et al., 2011). Houzé et al. (2005) mencionaron que altos niveles de
proteina de lactosuero disminuyen la resistencia a fuerzas de cizalla y que un contenido
reducido de grasa causa pérdida de estructura y viscosidad resultando en una alteracion

en apariencia, textura y sensacion en la boca.

El elevado contenido de proteina de lactosuero de los CCysps:1 Yy CCap,10:1, formados a
pH =4.0, rindi6 yogures con menor grado de estructuracion que el Y cc35.6:1, aunque con
mayor grado de estructuraciéon que el Ypg. Los valores de G’ y G’ para los yogures
después de 15 d de almacenamiento fueron menores (p < 0.05) a los exhibidos a los 7 d
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de almacenamiento, a excepcion del Yccap.101 que no presentd diferencia significativa
en su comportamiento reoldgico durante el tiempo de almacenamiento (Cuadro 8), lo
anterior indica que el yogur es un sistema alimenticio dinamico que sufre rearreglos
estructurales con el tiempo (Lee y Lucey, 2010).

En términos generales, los valores de G y G’ de los yogures después de 15 d de
almacenamiento, siguieron tendencias similares a aquellos exhibidos a los 7 d de

almacenamiento (Cuadro 8).

Cuadro 8. Valores de los médulos de almacenamiento (G’) y de pérdida (G’’) de los

yogures en la region viscoelastica lineal durante el tiempo de almacenamiento a 5 + 1

°C.
7d 15d
Cédigo del
yogur G’ (Pa) G’ (Pa) G’ (Pa) G’ (Pa)

Yo 167.00°+£2.82  40.05°+£0.49  92.50*+£4.52  22.40”*+0.98
Yi6 66.60°°+£2.82  15.65+0.63  39.70*+4.80  9.51"*+1.40
Yeessal 79.65%£10.11  18.70™P+£226  29.45+3.60  7.66™*%1.00
Yeessel 246.00" £ 565 47.90®+3.11 161.50"+£2.12 35.50“*+2.40
Yecaos: 116.00+1.41  2725°"+£120 7725 +1.76 18554+ 0.77
Yecao10: 108.00°* +£7.07 24.25"*£332  99.30°*+0.28 21.65"*+0.07

Ycg: yogur completo en grasa; Ygg:

yogur bajo en grasa; Yccyy: yogures bajos en grasa

adicionados con CCpy x5 formados por aislado de proteina de lactosuero (PL) y alginato de sodio

(AS), donde x = pH y y = relacion en peso PL/AS.

&% superindices con letras diferentes en una misma columna indican diferencia significativa

(p < 0.05) entre medias.

AB.,

entre medias.

: superindices con letras diferentes en una linea indican diferencia significativa (p < 0.05)
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Los rearreglos estructurales que experiment6 el yogur durante el almacenamiento no
modificaron su caracter predominantemente eldstico en la RVL, presentando valores de
tan 0 menores a la unidad; tan 6 es un valor adimensional, funcion de la relacion G*’/G’,
el cual funciona como un indicador del tipo de comportamiento que predomina en un

material viscoelastico (Lobato-Calleros et al., 2009).

Considerando lo anterior se puede observar que todos los yogures presentaron un
comportamiento predominantemente eldstico a deformaciones menores de 30 % (Figuras
22 y 23). Asimismo se puede observar que se presentd el mismo comportamiento a los 7

y 15 d de almacenamiento (Cuadro 9).

tan d

Deformacion (%)

Figura 22. Variacion del factor de cedencia (tan 6) de los yogures como funcion de la

deformacion, después de 7 d de almacenamiento a 5 + 1 °C.
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Figura 23. Variacion del factor de cedencia (tan 6) de los yogures como funcion de la
deformacion, después de 15 d de almacenamiento a 5 = 1 °C.

Cuadro 9. Valores del factor de cedencia (tan 0) de los yogures en la region viscoelastica

lineal durante el tiempo de almacenamiento a 5 + 1 °C.

Cédigo del yogur tan & (7 d) tan & (15 d)
Yo 0.24°* £ 0.00 0.24"*+ 0.00
Yi6 0.23°*+0.00 0.23"*+0.00
Yeessal 0.23**+0.00 0.26" £ 0.00
Yeessel 0.19**+0.02 0.21**+0.01
Yecaos: 0.23**+0.00 0.24™* £ 0.00
Yecao10: 0.22% £ 0.02 0.21** £ 0.00

Ycg: yogur completo en grasa; Ypg: yogur bajo en grasa; Yccxy: yogures bajos en grasa
adicionados con CCpy a5 formados por aislado de proteina de lactosuero (PL) y alginato de sodio
(AS), donde x = pH y y = relacion en peso PL/AS.

. superindices con letras diferentes en una misma columna indican diferencia significativa (p
< 0.05) entre medias; *®: superindices con letras diferentes en una linea indican diferencia

significativa (p < 0.05) entre medias.
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4.6.2. Barridos de frecuencia

Para caracterizar la dependencia del comportamiento reologico de los yogures como
funcion de la frecuencia, se determinaron sus propiedades viscoelésticas dentro de un
rango de frecuencia de 0.1-10 Hz (Hassan et al., 2003; Gonzalez-Tomas et al., 2008).
De acuerdo con los resultados obtenidos de los barridos de amplitud, previamente
analizados, los barridos de frecuencia se realizaron a una deformacion constante de 0.1

% con el proposito de trabajar dentro de la RVL de los yogures.

Las Figuras 24, 25, 26 y 27 muestran la variacion de G’ y G’ de los yogures como
funcion de la frecuencia después de 7 y 15 d de almacenamiento, pudiendo observarse
que ambos modulos mostraron dependencia significativa con la frecuencia,

incrementandose conforme la frecuencia se elevo.
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Figura 24. Variacién del modulo de almacenamiento (G’) de los yogures como funcion

de la frecuencia, después de 7 d de almacenamiento a 5 + 1 °C.
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Figura 25. Variacion del modulo de pérdida (G’”) de los yogures como funcion de la

frecuencia, después de 7 d de almacenamiento a 5 + 1 °C.
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Figura 26. Variacion del médulo de almacenamiento (G’) de los yogures como funcion

de la frecuencia, después de 15 d de almacenamiento a 5 £ 1 °C.
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Figura 27. Variacion del modulo de pérdida (G’’) de los yogures como funciéon de la

frecuencia, después de 15 d de almacenamiento a 5 = 1 °C.

En los Cuadros 10 y 11 puede apreciarse que tanto a bajas como a altas frecuencias
todos los yogures presentaron valores de G’ y G”” estadisticamente diferentes (p < 0.05);
sin embargo todos presentaron valores de G’ > G, después de 7 y 15 d de
almacenamiento, lo que sugiere que presentaron comportamiento viscoelastico

predominantemente eléstico.

Este comportamiento reologico es caracteristico de geles viscoelasticos débiles y ha sido
informado para yogures tradicionales, asi como para aquellos adicionados con distintos
tipos de PL, hidrocoloides y geles de monoglicéridos (Hassan et al., 2003; Gonzalez-

Tomas et al., 2008; Aguirre-Mandujano ef al., 2009).

Los yogures siguieron tendencias similares a las observadas en los barridos de amplitud.
Al séptimo dia de almacenamiento, tanto a bajas como a altas frecuencias, el Ycg y el

Yccsse1 presentaron modulos viscoelésticos similares (p > 0.05) y mas elevados (p =
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0.05) que los correspondientes al resto de los yogures. En general, los yogures Yccaos:1
vy Yccao.101 presentaron valores de G’ y G”’ intermedios a aquellos de los yogures Ycg y

Yccsser ylosde Yeey Yeessan.

El comportamiento reoldgico de los yogures dependiente de su composicion fue
semejante al observado en los barridos de amplitud, por lo que es posible inferir que los
efectos del pH y de la Rpp/as usados para la formacion de los CCpp/as influyeron de
manera similar sobre el comportamiento reoldgico de los yogures sometidos a

variaciones de deformacion o a variaciones de frecuencia.

Las diferencias en el comportamiento reoldgico de los yogures deben ser entonces
explicadas en términos de las caracteristicas de estructuracion que surgen en los yogures
debido a la composicion e interacciones de los CCppas con la red proteinica del
producto. De esta manera se puede inferir que en el Yc¢csse se presentd un mayor
numero de interacciones a través de la red proteinica del yogur, ya que a mayor cantidad
de uniones dentro de la matriz mayor es la elasticidad (mayor valor de G’) de la
estructura del gel (Everett y Olson, 2000). En contraste, para el resto de los sistemas no
se generaron suficientes interacciones capaces de generar una estructura con elasticidad

similar a la del Ycg.

Con el tiempo de almacenamiento (15 d), los modulos G* y G”” del Y¢g sufrieron
decremento significativo a bajas y altas frecuencias (Cuadros 10 y 11); mientras que

aquellos del Ygg permanecieron constantes (p > 0.05).

El comportamiento de G’ y G’’ de los yogures conteniendo CCpp/as durante el

almacenamiento fue variable y dependio6 del pH y la Rpp/as usados para su preparacion.
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Cuadro 10. Valores de los médulos de almacenamiento (G’) y de pérdida (G’’) de los

yogures determinados a 0.1 Hz durante su almacenamiento a 5 = 1°C.

7 d de almacenamiento 15 d de almacenamiento

Tratamiento

G’ (Pa) G’ (Pa) G’ (Pa) G’ (Pa)
Yea 125.50°+3.53  21.75°°+0.49  53.35“°+2.19 10.70°+0.14
Ysa 36.60**+2.82 7.97*4+0.57 29.00**+0.14 5.82°4+0.84
Yeessal 45.60*+£3.35  9.67""+0.62 42.05"43.60 8.29%4+0.85
Yeessel 125.00%+4.24  23.25%+£120  112.00+3.88  18.80*+0.56
Yecaos: 62.55+1.02 11.10°%+0.14  32.75"*+159  6.88*4+0.17
Yceao,10:1 56.30°P+£1.73  10.25"%+0.31  42.60™+0.14 7.40°°+1.68

Ycg: yogur completo en grasa; Ygg: yogur bajo en grasa; Yccyy: yogures bajos en grasa
adicionados con CCpy a5 formados por aislado de proteina de lactosuero (PL) y alginato de sodio
(AS), donde x = pH y y = relaciéon en peso PL/AS.

bed: superindices con letras diferentes en una misma columna indican diferencia significativa (p
< 0.05) entre medias; " superindices con letras diferentes en una linea indican diferencia

significativa (p < 0.05) entre medias.
Cuadro 11. Valores de los modulos de almacenamiento (G’) y de pérdida (G’’) de los

yogures determinados a 10 Hz durante su almacenamiento a 5 + 1°C.

7 d de almacenamiento 15 d de almacenamiento

Tratamiento
G’ (Pa) G’ (Pa) G’ (Pa) G’ (Pa)
Yo 24451423 68 63.85°+£3.85  114.50°*+4.94  32.70"%+0.84
Yia 74.35*446.39 21.70**+1.97 63.454+8.98 17.65**+1.34
Yeessa 82.25*+8.37  26.75"*+1.87  76.00“+10.90  24.80*+1.97
Yeesse 236.50°%4£16.26  61.25%+229  202.50*+14.84  55.30°“+3.95
Yecaos: 107.00°%+7.07  31.25"%+2.15 54.55**+3.28 18.00**+1.23
Yecao0: 97.75*4+6.18  28.45"8+0.49  81.50™*+537  22.65**+0.88

Ycg: yogur completo en grasa; Ygg: yogur bajo en grasa; Yccx,: yogures bajos en grasa
adicionados con CCpy x5 formados por aislado de proteina de lactosuero (PL) y alginato de sodio
(AS), donde x = pH y y = relacion en peso PL/AS.

b¢. superindices con letras diferentes en una misma columna indican diferencia significativa (p

AB

< 0.05) entre medias; ™ superindices con letras diferentes en una linea indican diferencia

significativa (p < 0.05) entre medias.
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4.7. Evaluacion sensorial

Después de 7 d de almacenamiento cambios en la composicion del yogur no afectaron la
percepcion de sus atributos de cremosidad y aroma (p > 0.05), pero si aquellos de

dulzor, acidez, consistencia, granulosidad y aceptabilidad global (p < 0.05) (Cuadro 12).

El dulzor y la acidez del Y ¢ fueron percibidos como significativamente menores a los
correspondientes a 1os Yccsse:1, Yecaos1 Y Yecao10:1- Los consumidores percibieron la
consistencia y la granulosidad del Y¢g como iguales (p > 0.05) a aquellas del resto de
los yogures. La aceptabilidad global del Y¢g fue indistinta (p > 0.05) a la obtenida para

el resto de los yogures, a excepcion del Ycca 0.1 que obtuvo mayor aceptabilidad global.

Los resultados de la evaluacion sensorial de los yogures después de 15 d de
almacenamiento (Cuadro 13), mostraron que los atributos sensoriales de los yogures
sufrieron algunas modificaciones. Ademas de calificar como similares estadisticamente
la cremosidad y el aroma de los distintos yogures, los consumidores también evaluaron
como iguales (p > 0.05) los atributos de consistencia y granulosidad, manteniendo

calificaciones diferenciadas para dulzor, acidez y aceptabilidad global.

El dulzor y la acidez del Y g fueron percibidos como menores (p < 0.05) a aquellos del
resto de los yogures. En relacién a la acidez estos resultados son acordes a los
expresados en el Cuadro 12. Sorpresivamente, los yogures bajos en grasa con o sin
coacervados después de 15 d de almacenamiento obtuvieron calificaciones mayores de
aceptabilidad global respecto al Ycg, estando estas en el rango de me gusta
moderadamente y me gusta mucho. Una explicacién probable a lo anterior, pudiera ser

el hecho de que cada dia mas consumidores ingieren alimentos reducidos en grasa.
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Cuadro 12. Medias de las calificaciones asignadas a los atributos y la aceptabilidad global de los yogures después de 7 d de

almacenamiento.

Cédigo del yogur Cremosidad Dulzor Acidez Aroma Consistencia  Granulosidad Aceptabilidad global
Yco 533*+1.54 503" £1.50 5.03*° £1.43 528 +£127 545 £121 546 +£1.29 5.16° +1.52
Ysa 506°+£1.42 558 +1.46 543" +1.65 5.53*+129 528°+£123 580" +1.41 5.58%+1.29
Yeessa 545°+143 560" +135 536®+1.23 5.65+149 563°+144 528" +£1.35 573" +1.48
Yeesse 546 £1.45 578°+£136 5.65° £136 5.68+124 550%™ £1.49 546" +1.46 5.65% + 1.40
Ycca0s:1 568 £1.34 595°+124 568°+098 541* +1.13 586°+1.01 5.71* +1.31 5.15°+1.05
Yccao.10:1 551° £1.21 581°+128 546™+1.21 5.53* £1.03 548° £1.38 511" £1.46 5.40° + 1.54

Ycg: yogur completo en grasa; Ygg: yogur bajo en grasa; Yccxy: yogures bajos en grasa adicionados con CCpp/as formados por aislado de proteina

de lactosuero (PL) y alginato de sodio (AS), donde x = pH y y = relacion en peso PL/AS.

P superindices con letras diferentes en una misma columna indican diferencia significativa (p < 0.05) entre medias.
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Cuadro 13. Medias de las calificaciones asignadas a los atributos y la aceptabilidad global de los yogures después de 15 d de

almacenamiento.

Tratamientos  Cremosidad Dulzor Acidez Aroma Consistencia  Granulosidad Aceptabilidad global
Yco 521°+1.53 421°+£143 426°+130 5.03"+1.50 511°+1.40 4.96"+1.56 433"+ 1.58
Ygo 545°+141 501°£129 490°+136 540°+126 535°+138 558 +1.75 5.31°+1.33
Ycessa 533*+1.27 551+ 111  531°+137  541°+123  541°+125 516+ 1.64 591°+1.10
Ycesse 546°+125 561°£1.09 521°+1.12 548 +134 541°+121 5.01*+1.58 5.83°+ 1.06
Yccaos:1 543*+139  531°+124 521°+136 5.11°+141 551°+132  535°+1.54 5.76° + 1.14
Yecaoio: 518°+£1.37 536135 503°+£1.54 526°+135 520°+143  491°+1.49 5.48°+1.28

Ycg: yogur completo en grasa; Ygg: yogur bajo en grasa; Yccxy: yogures bajos en grasa adicionados con CCpyp/as formados por aislado de proteina

de lactosuero (PL) y alginato de sodio (AS), donde x = pH y y = relacion en peso PL/AS.

b superindices con letras diferentes en una misma columna indican diferencia significativa (p < 0.05) entre medias.
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Los mapas de preferencia son técnicas comunmente utilizadas para examinar la relacion
entre los datos de los atributos sensoriales y la aceptabilidad global del producto por el
consumidor. Una de estas técnicas es el mapa de preferencia interno, el cual es un
analisis de componentes principales (ACP), que emplea las calificaciones individuales
de los consumidores hacia los productos para obtener nuevas variables que corresponden
a las principales dimensiones de la preferencia. El espacio producto se construye
exclusivamente basandose en las calificaciones hedonicas a través de los productos (las
observaciones) y el consumidor (las variables) (Thompson et al., 2004; Young et al.,

2004).

El ACP de los atributos sensoriales y la aceptabilidad global indicé la relacion entre
ellos, asi como la distribucion de las distintas formulaciones de yogur en un espacio
bidimensional. EI ACP después de 7 d de elaborados los yogures, arroj6 un primer
componente principal que explico el 53.76 % de la varianza total, el cual estuvo definido
por los atributos de acidez y dulzor correlacionados positivamente con la aceptabilidad
global (Figura 28). El segundo componente explico el 21.09 % de la varianza y estuvo
definido por los atributos de consistencia y cremosidad correlacionados negativamente
con granulosidad. Los resultados expuestos indican que la aceptabilidad global de los
yogures estuvo en gran medida relacionada con su acidez y dulzor. En adicién, los
yogures percibidos como consistentes y cremosos, fueron poco granulosos. Los dos
componentes principales claramente diferenciaron a los yogures de acuerdo a su
composicion. De acuerdo a la posicion de los yogures en el espacio bidimensional,
puede inferirse en términos generales que el Ycg y el Ypg presentaron atributos

sensoriales evaluados con calificaciones muy distintas a aquellas asignadas a los yogures
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conteniendo CCpy/as, encontrandose estos ultimos en posiciones que indican una mayor
preferencia por sus atributos sensoriales; en particular el yogur Yccaozs:1 €l cual presentd
las calificaciones mas altas en aceptabilidad global, consistencia y cremosidad. Del resto
de los yogures incorporados con CCpras, €l Yccao.101 fue el que presentd menor
aceptabilidad global y los Yccsse1 ¥ Yecssa: una aceptabilidad global intermedia. En
contraste, el Y¢g aunque presentd buena cremosidad y consistencia, exhibio bajas
calificaciones de aceptabilidad global, al parecer relacionadas con su bajo dulzor y
acidez. Por su parte, el Ypg también recibio bajas calificaciones de aceptabilidad global,

probablemente por haber sido percibido como granuloso y poco cremoso y consistente.
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Figura 28. Analisis de Componentes Principales de los atributos sensoriales y

aceptabilidad global de los yogures después de 7 d de elaborados.

El ACP después de 15 d de elaborados los yogures (Figura 29), arrojo6 un primer
componente principal que explico el 67.25 % de la varianza total, el cual estuvo definido
por los atributos de acidez, dulzor, aroma y consistencia correlacionados positivamente
con la aceptabilidad global. El segundo componente explico el 20.32 % de la varianza y
estuvo definido por los atributos de cremosidad y granulosidad correlacionados
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positivamente. Al contrastar estos resultados con los obtenidos a los 7 d de elaborados
los yogures, puede observarse que la aceptabilidad de los yogures después de 15 d de
elaborados estuvo correlacionada con un mayor niumero de atributos sensoriales que a

los 7 d de preparados los yogures.

Las posiciones del Y¢g y del Ygg fueron consistentes con las observadas a los 7 d de
almacenamiento, confirmando los atributos sensoriales ya referidos para ambos. Para el
caso de los yogures conteniendo CCpr/as, €l Yccao,10:1 continud siendo el que obtuvo
menor calificacion de aceptabilidad global; mientras que Y ccss6:1 fue el que tuvo mayor
aceptabilidad global, relacionado esto ultimo con su mayor acidez, dulzor y aroma. El
Yccaosa fue percibido como mas consistente y cremoso que el Yccss6:1, pero su menor
aroma, acidez y dulzor lo ubicaron con menor aceptabilidad global. Por su parte el
Y cc3.5.4.1 presentd aroma, acidez y dulzor intermedios a aquellos del Ycca0s:1 Y Yecsse:n,

recibiendo una menor calificacion de aceptabilidad global que este ultimo.
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Figura 29. Analisis de Componentes Principales de los atributos sensoriales y

aceptabilidad global de los yogures después de 15 d de elaborados.
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5. CONCLUSIONES

El fenémeno de coacervacién compleja entre aislado de proteina de lactosuero (PL) y
alginato de sodio (AS) a pH = 3.5, fue Optima a una relacion en peso PL/AS (Rpp/as) de
4:1 y 6:1, con rendimientos de coacervados (CCpras) de 7536 y 78.84 %,
respectivamente; mientras que a pH = 4.0 la Rppas Optima fue de 8:1 y 10:1, con

rendimientos de CCpy/as de 73.39 y 75.83 %, respectivamente.

Todos los CCppas presentaron comportamiento viscoeldstico con cardcter
predominantemente eldstico, lo que sugiere que en todos ellos la interaccion
electrostatica entre las moléculas de PL y las cadenas de AS llevo a la formacion de una
red tridimensional bien estructurada, siendo el CCssg. (preparado a pH = 3.5 y una
Rpr/as de 6:1) el que presentd los valores mas elevados de los modulos eléstico (G”) y de

pérdida (G’’) en la region viscoelastica lineal.

La incorporacion de CCpp/ps preparados a diferentes valores de pH (3.5 y 4.0) y distintas
Rpras (4:1, 6:1, 8:1 y 10:1) en yogur reducido en grasa, rindié productos que difirieron
en su composicion quimica y grado de sinéresis; observandose de manera particular que
la incorporacion de CCypgs:1 (preparado a pH = 4.0 y una Rppas de 8:1) y CCss4:
(preparado a pH = 3.5 y una Rp/as de 6:1) contribuy6 a la obtencion de yogures con la
mitad del contenido de grasa lactea que el yogur completo en grasa (Ycg), y con un
menor grado de sinéresis durante el tiempo de almacenamiento, en comparacion con el
mostrado por el yogur bajo en grasa (Ypgg) sin CCpp/as.
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La incorporacion de CCpp/as mejord sensiblemente las propiedades reologicas de yogur
bajo en grasa durante el tiempo de almacenamiento, presentando el Yccsse,

incorporado con CCs s56.1, modulos viscoelasticos (G y G’’) comparables a los del Y cc.

Los productos Yccaos:1 Y Yccsse: exhibieron una mayor aceptabilidad global respecto

al Yeg v Ygg, sugiriendo que la incorporacion de CCppas como sustitutos de grasa

permite la elaboracion de productos funcionales.
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