T_D. 46%

INSTITUTO DE AGROQUIMICA Y TECNOLOGIA DE ALIMENTOS
CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

UNIVERSIDAD DE VALENCIA
U‘;Tn;gf;"’f E VALE:\ { \ ) |
| UNIVERST AT DE VALENCIA { ' e e AR
BIBLIOTECA CIENCIES WL VL5 REQISTRI CiNTRAL
T D = ENTRADA
‘ OLLY, s
1 DT e H- 2-9 9 }\'éq’ 1 : d
[ RIRERTRY &Ma Je ce. N.e ,1“‘\7 ‘.7 1 (32 "(?
HOBRA e
N LIS By, 19620423 24w OFICINA ALECLIAA 1l 4L

EFECTO DE LA ADICION DE GELATINA SOBRE EL
COMPORTAMIENTO REOLOGICO EN SISTEMAS LACTEOS

TESIS DOCTORAL
Ana Salvador Alcaraz
Valencia, 1998




UMI Number: U607190

All rights reserved

INFORMATION TO ALL USERS
The quality of this reproduction is dependent upon the quality of the copy submitted.

In the unlikely event that the author did not send a complete manuscript
and there are missing pages, these will be noted. Also, if material had to be removed,
a note will indicate the deletion.

Dissertation Publishing

UMI U607190
Published by ProQuest LLC 2014. Copyright in the Dissertation held by the Author.
Microform Edition © ProQuest LLC.
All rights reserved. This work is protected against
unauthorized copying under Title 17, United States Code.

ProQuest LLC
789 East Eisenhower Parkway
P.O. Box 1346
Ann Arbor, Ml 48106-1346






Dra. SUSANA FISZMAN DAL SANTO, Colaborador Cientifico del
Instituto de Agroquimica y Tecnologia de Alimentos (Valencia), del Consejo

Superior de Investigaciones Cientificas,

HACE CONSTAR:

Que el presente trabajo titulado: “Efecto de la adicion de gelatil.xa
sobre el comportamiento reolégico en sistemas licteos”, ha sido
realizado bajo su direccién por la Lda. en Ciencias Quimicas Ana Salvador
Alcaraz, en el Departamento de Conservacién y Calidad de Alimentos del
Instituto de Agroquimica y Tecnologia de Alimentos (IATA) (CSIC).

Valencia, Noviembre 1998

el

Fdo. Susana Fiszman






A Jose Miguel
A mis padres






AGRADECIMIENTOS

directa o indirecta, han hecho posible la realizacién de este trabajo.

En primer lugar, a mi directora Susana Fiszman, por haber dedicado su
tiempo y esfuerzo en este trabajo, asi como su dedicacién e interés por mi
formacion, ademas de su amistad y confianza.

También he de mencionar al resto de compaiieros del laboratorio, Luis y
Elvira, Carlos, Vicenta, M"Luisa ¢ Inmaculada, por su inestimable ayuda y

apoyo.

A todos mis amigos del Departamento y, en especial, a Amparo, Montse
Garcfa, Montse Pons, M*Helena, Elisa, Mariola, Javi, Ajo, M*Carmen, Paco,
Pilar y MPJosé, por haber disfrutado de su compaiiia y de su apoyo en todo
momento.

A mis padres, mis hermanas y, en especial, a Jose, por su ayuda y 4nimo
durante todo este tiempo.

A la empresa SKW-Biosystems, S.A. por su colaboracién y, en especial, al
Dr. Roberto Xalabarder por su interés y ayuda durante la realizaci6én del trabajo.

Finalmente agradezco al Instituto de Agroquimica y Tecnologia de
Alimentos por poner a mi disposicién todos los medios necesarios para realizar
este trabajo y al Ministerio de Educacién y Ciencia por la concesién de una beca
de Formacién de Personal Investigador.






INDICE






Indice

1. INTRODUCCION

1.1. Justificacion del tema
1.2. Objetivos

2. ANTECEDENTES
2.1. Gelatina: Caracteristicas y aplicaciones

2.1.1. Tipos de gelatina seglin su obtencion

h W

2.1.2. Mecanismo de gelificacion
2.1.3. Propiedades funcionales

2.1.3.1. Fuerza de gel
2.1.3.2 Viscosidad
2.1.3.3.pH

2.1.3.4. Punto isoeléctrico
2.1.3.5. Punto de fusién
2.1.3.6. Punto de gelificacién

2.1.4. Aplicaciones de la gelatina en la industria alimentaria
2.2. Aspectos fundamentales de la Reologia

2.2.1. Modelos mateméticos que describen el comportamiento

viscoelastico de los materiales
2.2.1.1. Modelo de Maxwell
2.2.1.2. Modelo de Kelvin-Voigt
2.2.1.3. Modelo de Burgers

2.2.2. Ensayos estéticos

2.2.2.1. Ensayos de relajacién
2.2.2.2. Ensayos de fluencia

2.2.3. Ensayos dinamicos

2.2.3.1. Modelo desarrollado para un elemento eléstico

2.2.3.2. Modelo desarrollado para un elemento viscoso

2.2.3.3. Modelo de Maxwell

2.2.3.4. Modleo de Kelvin-Voigt

2.2.3.5. Modelo desarrollado para muestras reales
viscoelasticas

2.2.3.6. Realizacion de los ensayos dindmicos

10
13
13
14
14
14
15
15
15

17

18
18
19
21
23
23
26
28
29
29
30
30

30
32



Indice

3. OBTENCION DE GELES DE GELATINA EN LECHE MEDIANTE
ACIDIFICACION DIRECTA

3.1. Introduccién

3.1.1. Descripcion y caracteristicas de la leche
3.1.2. Obtencion de productos lacteos gelificados
3.1.2.1. Acidificacion enzimética
3.1.2.2. Acidificacién directa
3.1.3. La gelatina como ingrediente en los productos lacteos

3.2. Materiales y Métodos

3.2.1. Materia prima
3.2.2. Reconstitucion de la leche
3.2.3. Preparacion de geles en frio
3.2.3.1. Preparacion de la leche acidificada
3.2.3.2. Preparacion de los geles en agua y en leche
3.2.4. Preparacion de geles en caliente
3.2.4.1. Preparacion de las disoluciones de gelatina
3.2.4.2. Preparaci6n de los geles
3.2.5. Medida del pH
3.2.6. Andlisis reoldgicos a grandes deformaciones
3.2.6.1. Ensayos de penetracién
3.2.6.2. Ensayos de compresién: Andlisis de perfil de
textura
3.2.7. Andlisis reoldgicos a pequefias deformaciones
3.2.7.1. Determinacié6n de la regién lineal viscoelastica
3.2.7.2. Ensayo de cinética de maduracién
3.2.7.3. Ensayo de barrido de temperaturas: determinacion de la
temperatura de fusién
3.2.8. Anélisis estadistico

3.3. Resultados y Discusién

3.3.1. Geles acidos obtenidos en frio
3.3.1.1. Analisis del comportamiento de los geles mediante
ensayos reolégicos a grandes deformaciones
3.3.1.1.1. Determinacién de la fuerza Bloom y de la
fuerza en el punto de rotura
3.3.1.1.2. Andlisis de perfil de textura instrumental
(TPA)
3.3.1.2. Anadlisis del comportamiento de los geles mediante
ensayos reoldgicos a pequeiias deformaciones

37

39

39
41
42
42
46

47

47
47
47
47
47
48
48
48
50
50
50

53
54
55
55

56
56

57

57

58

58

62

66



Indice

3.3.1.2.1. Estudio de la cinética de maduracion

3.3.1.2.2. Influencia del pH, tipo y concentracién de
gelatina. Mecanismo de maduracién

3.3.1.2.3. Prediccion del comportamiento de los geles
después del periodo de maduracién

3.3.1.2.4. Dependencia del médulo de elasticidad con
la concentracién de gelatina

3.3.1.2.5. Determinacion de la temperatura de fusion

3.3.2. Geles 4cidos obtenidos en caliente
‘ 3.3.2.1. Anélisis del comportamiento de los geles mediante -
ensayos reolégicos a grandes deformaciones
3.3.2.1.1. Determinacién de la fuerza Bloom y de la
fuerza en el punto de rotura
3.3.2.1.2. Andlisis de perfil de textura instrumental

(TPA)

4. OBTENCION DE GELES DE GELATINA EN LECHE MEDIANTE
'FERMENTACION LACTICA

4.1. Introduccién

4.1.1. Etapas fundamentales en la fabricacién del yogur
4.1.2. La consistencia como pardmetro de calidad en el yogur
4.1.3. Uso de aditivos en el yogur

4.1.4. Adicién de sélidos lacteos

4.2. Materiales y Métodos

4.2.1. Materia prima

4.2.2. Preparacion del yogur

4.2.3. Determinacion de la acidez de las muestras

4.2.4. Determinacién del grado de sinéresis

4.2.5. Andlisis del comportamiento de los geles mediante ensayos
reologicos a grandes deformaciones: ensayos de penetracion

4.2.6. Andlisis del comportamiento de los geles mediante ensayos
reolégicos a pequeiias deformaciones
4.2.6.1. Determinacion de la region lineal viscoelastica .
4.2.6.2. Determinaci6n de la temperatura de formacion del gel
4.2.6.3. Cinética de maduracién
4.2.6.4. Espectro mecénico

4.2.7. Andlisis estadistico

66
67
71
72

74
75

75

75

78

82

83

84
86
87
90

91

91
91
93
94

94

95
96
96
96
97
97



Indice

4.3. Resultados y Discusién 98
4.3.1. Determinacién de la acidez 98
4.3.2. Determinacion de la sinéresis 101
4.3.3. Anilisis del comportamiento de los geles mediante ensayos

' reologicos a grandes deformaciones: ensayos de penetracién 102
4.3.3.1.Estudio del perfil de las curvas de penetracién 102
4.3.4. Andlisis del comportamiento de los geles mediante ensayos

reolégicos a pequefias deformaciones 106

4.3.4.1. Valor del pH obtenido en las muestras preparadas en el
redmetro 106
4.3.4.2. Determinaci6n de la temperatura de formacién del gel 107
4.3.4.3. Cinética de maduracién 109
4.3.4.4. Espectro mecénico 111

5. CARACTERIZACION MICROSCOPICA POR CRYO-SEM DE LOS

GELES DE GELATINA EN LECHE 113
5.1. Introduccién 115

5.2. Materiales y Métodos : 115

5.3. Resultados y Discusién ' 116
5.3.1. Geles 4cidos obtenidos en frio 116

5.3.2. Geles inducidos por acidez obtenidos en caliente 116

5.3.3. Geles obtenidos mediante fermentacion lactica 117

6. CONCLUSIONES 127

7. BIBLIOGRAFIA | 131



CAPITULO 1

INTRODUCCION






Introduccidn

1.1. JUSTIFICACION DEL TEMA

Las nuevas tendencias en alimentacién hacen prever que en los préximos
afios tanto en Espafia como en el resto de Europa, se ampliarén de modo
espectacular los mercados para los productos elaborados, precocinados y listos
para consumir. Asi mismo, cada vez con mds frecuencia los consumidores se
interesan por alimentos mdas sanos y seguros, en los que se exige un bajo
contenido calérico, bajo contenido en colesterol, menos cantidad de azicares
cariogénicos, etc.

También han variado las tecnologias aplicadas a los métodos de coccion,
calentamiento y recalentamiento, tanto en la industria (calentamiento 6hmico,
altas presiones) como en el hogar (microondas) por lo que el desarrollo de
formulaciones de alimentos debe adaptarse a ellas y conferir al producto acabado
las propiedades funcionales que el consumidor espera del tradicional.

La sustitucién de ingredientes tradicionales para conseguir estos fines
suele llevar aparejados principalmente problemas de falta de estabilidad y pérdida
de textura. El desarrollo de nuevas formulaciones para alimentos y en especial,
en el grupo de los derivados lacteos, helados, postres, yogures, etc. que satisfagan
estas demandas lleva implicito el doble reto de proporcionar texturas adecuadas y
aditivos naturales alternativos.

Los hidrocoloides formadores de geles (pectinas, carragenatos, gelatinas,
alginatos, entre otros) constituyen la alternativa més interesante, ya que debido a
sus propiedades funcionales son capaces de reforzar estructuras, retener agua,
estabilizar espumas y emulsiones y conferir cuerpo. Existen diversos
hidrocoloides con capacidad de formar geles entre los que varian los mecanismos
de formacién y las condiciones de gelificacion (Fiszman, 1989). Las
caracteristicas finales de cada sistema seran dependientes de dichas condiciones.
Este es un primer aspecto en la seleccion de un hidrocoloide para su utilizacién
en una determinada aplicacién. Sin embargo, existen otros factores que modifican
las propiedades funcionales de los sistemas gelificados, entre ellos, la presencia
de diversos ingredientes, sales, aziicares, proteinas, etc. (Dickinson, 1993;
Fiszman y Duran, 1989 y 1992). El estudio de las interacciones de los agentes
espesantes (conocidos como hidrocoloides) entre si o con las proteinas de la
leche, es fundamental para la obtencion de nuevas texturas. De todos los
ingredientes que se pueden utilizar en la preparacién de postres lacteos, la
gelatina podria jugar un papel muy importante debido a sus propiedades
funcionales (agente gelificante, estabilizante, espumante, se dispersa facilmente
en agua y es compatible con otros hidrocoloides presentes en los productos
lacteos). La compatibilidad de la gelatina con las proteinas de la leche hace que
su uso esté recomendado en la literatura comercial como ingrediente funcional en
la preparacién de una amplia gama de productos con diferentes texturas, aunque
su aplicacion en la actualidad es limitada.

3
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La textura, justamente, es uno de los factores que mas influyen en la
calidad final de los alimentos elaborados. La calidad y aceptabilidad est4n muy
influenciadas por las propiedades texturales. Estas son extremadamente
complejas y son dependientes de muchos efectos que estan interrelacionados
(Sanchez, 1996).

El estudio reolégico de los alimentos y la medida objetiva de las
propiedades texturales de los mismos contintia siendo un problema de capital
importancia para los tecnélogos de alimentos.

La medida de la textura (dureza, flbrosidad, viscosidad y otras

caracteristicas) es importante por si misma dado que la textura es valorada de
forma subjetiva por el consumidor; pero también hay que tener en consideracién
el hecho de que la textura de los alimentos esta fuertemente relacionada con el
aroma y el sabor, color y otros factores que determinan la calidad de los
alimentos frescos o cocinados. Debido a que la textura de los alimentos esta
constituida por muchas variables, es imposible obtener un indice general de

medida de la misma. En general, son las propiedades mecéanicas de los alimentos

las que se estudian y miden para conocer la textura de los mismos. Se han

desarrollado un gran nimero de instrumentos para medir las caracteristicas 1

mecanicas de los alimentos, que se centran sobre todo en la realizacién de
pruebas de compresion.

También es importante en algunos casos, conocer las propiedades
reoldgicas de los alimentos fluidos y semisélidos para el disefio de procesos de
flujo, en control de calidad, en las mediciones de estabilidad en almacenamiento
y proceso y en la comprensioén y designacion subjetiva de atributos de textura de
alimentos (Davis, 1973).

Muchos productos lacteos, al igual que otros, presentan conjuntamente
propiedades de flujo viscoso y sélido eléstico, denomindndose viscoelasticos. El
conocimiento de las propiedades viscoelasticas es muy 1til en el disefio y
prediccion de la estabilidad de muestras almacenadas. Estas se pueden estudiar
de diferentes modos. Uno de ellos, que en la actualidad estd alcanzando gran
importancia, es la realizacién de ensayos oscilatorios. En éstos se aplica una
deformacién o velocidad de deformacién de forma oscilatoria continua, lo que
hace que aparezca una onda sinusoidal de esfuerzos. Para los sélidos elasticos
esta onda estd en fase con la deformacién aplicada; mientras que para un fluido
viscoso perfecto existe un desfase de 90°. En los materiales viscoelasticos el
angulo de desfase estd comprendido entre 0 y 90°. Los ensayos que se realizan
con mayor frecuencia son el estudio de la cinética, la determinacién del espectro
mecéanico y, en algunos casos como la gelatina, la determinacién de la
temperatura de fusion o gelificacion del gel formado.



Introduccion

1.2. OBJETIVOS

El objetivo principal del trabajo es el estudio de la influencia de la gelatina
en las caracteristicas reoldgicas y texturales de diversos geles 4cidos de leche.

Para la consecucion de dicho fin se han planteado los siguientes objetivos
parciales:

- Estudio del efecto de la adicién de gelatina en geles de leche preparados con
“acidificacién directa con glucono-8-lactona en frio (10°C). Analisis del efecto del
pH, concentracién y tipo de gelatina, asi como del mecanismo de formacién del
gel.

- Estudio del efecto de la adicion de gelatina en geles de leche preparados con
acidificacion directa con glucono-6-lactona en caliente (90°C). Analisis del efecto
del pH, concentracién y tipo de gelatina.

- Estudio del efecto de la adicién de gelatina en geles de leche (tipo yogur)
preparados mediante fermentacién tradicional utilizando fermentos lacticos
compuestos por Lactobacillus bulgaricus y Streptoccocus thermophilus. Anélisis
de efecto de la presencia de sélidos lacteos agregados y de la concentracion de
gelatina, asi como del mecanismo de formacién del gel.

Con el objeto de estudiar de modo comparativo la estructura interna de
todos los geles de leche obtenidos en el presente trabajo, se va a realizar una
caracterizacion microscopica de algunas muestras mediante la técnica de Crio-
Microscopia Electrénica de barrido (Cryo-SEM).
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Antecedentes

2.1. GELATINA. CARACTERISTICAS Y APLICACIONES

2.1.1. Tipos de gelatina segin su obtencién

La gelatina es una proteina derivada del coladgeno presente principalmente
en la piel, en el tejido conectivo y en los huesos de los animales. El nombre
gelatina empezé a usarse por el afio-1700 y se deriva de la palabra- latina
“gelatus” que significa “firme o helado”. Aunque a veces se ha utilizado para

materiales proteicos derivados del colageno (Poppe, 1997).

La gelatina es un biopolimero compuesto por una cadena o de peso
molecular de 100.000 Daltons. Esta cadena estd formada por una serie de L-
aminodcidos unidos entre si mediante enlaces peptidicos que dan lugar a la
estructura de una triple hélice caracteristica. Los principales aminoéacidos que la
forman son la glicina (27%), prolina (16%), hidroxiprolina (14%), hidroxilisina y
trazas de triptofano y cisteina (figura 2.1).

i LN
/\g/N N \'/ NN Y co
-CO-NH g R f'{ p) R
< > < >
Glicina-Prolina-Y Clicina-X-Hidroxiprolina

Figura 2.1. Configuracién de la estructura principal de la gelatina, siendo X, Y cualquier
aminoécido.

La gelatina se obtiene por hidrdlisis parcial del coldgeno. En este proceso,
las fibras del colageno altamente organizadas e insolubles en agua se convierten
en un sistema mas despolimerizado, soluble en agua, que es la gelatina. Debido a
la complejidad de la estructura del coldgeno y a la gran variedad de tratamientos
quimicos y enziméaticos que puede sufrir éste, se puede obtener una gran variedad
de gelatinas (Poppe, 1997). Dependiendo de la naturaleza de la hidrélisis, se
pueden describir, basicamente, dos tipos de gelatina comercial de grado
alimentario:
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a) Hidrélisis 4cida. Esta hidrolisis es la menos agresiva de las dos y se realiza
sobre la piel de cerdo y los huesos de ganado vacuno joven (material menos
entrecruzado). Se introduce la materia prima en un bafio de 4cido diluido
(&cido sulfiirico o clorhidrico con la adicién de 4cido fosférico para retrasar el
desarrollo del color) durante 48 h a temperatura ambiente, hasta alcanzar un
pH entre 3.5 y 4.5. Al final de este proceso se elimina el exceso de é4cido
lavando la materia prima con agua fria. Las gelatinas obtenidas mediante esta
hidrélisis son las del tipo A. :

b) Hidrolisis bésica. Esta hidrélisis se realiza sobre los huesos y tejido 6seo del
ganado bovino. Se sumerge el material en alcali (hidréxido de sodio) durante
20 semanas a temperatura ambiente. Durante este periodo de tiempo se
empiezan a romper los enlaces peptidicos de las moléculas asi como algunos
enlaces covalentes entre las cadenas de aminoicidos. De esta forma la
estructura del coldgeno se va haciendo soluble en agua. Posteriormente la
materia prima se neutraliza con &cido hasta pH 5-7. Las gelatinas obtenidas
con este método son las gelatinas tipo B.

A continuacién, para ambos tipos de gelatina, se realiza la primera
extraccion de la materia con agua caliente a 50-60°C, seguida de otras
extracciones a mayores temperaturas. La calidad del producto final dependeré del
tiempo, temperatura y pH del tratamiento efectuado. Posteriormente se lo somete
a un filtrado, concentrado por evaporacion, esterilizado, enfriamiento y después
de una extrusién y secado se obtiene el producto final en polvo, que debe tener
una humedad de 9-14% (Ledward, 1986).

El esquema de la fabricacién de la gelatina a partir del coldgeno estd
resumido en la figura 2.2.

2.1.2. Mecanismo de gelificacién

La gelatina es un producto soluble en agua que, como ya se ha
mencionado, se prepara mediante procesos que implican la destruccién de la
estructura terciaria, secundaria e incluso, en parte, de la primaria del coldgeno.

El colageno estd formado por tres cadenas, cada una de ellas formada por
una hélice de L-prolina, organizadas en una triple hélice. Esta se estabiliza por
puentes de hidrégeno entre las cadenas y ademés tiene enlaces covalentes
intramoleculares localizados en las zonas no helicoidales que suelen estar
situados al final de dichas cadenas.

Aunque el coldgeno tiene una estructura primaria muy caracteristica donde
la glicina ocupa cada tercera posicion de los tripletes glicina-prolina-R o glicina-

10




MATERIA PRIMA

HIDROLISIS

EXTRACCION

PURIFICACION

PRODUCCION
GELATINA

PRODUCTO
FINAL

Antecedentes

Piel vacuno Piel cerdo
Desengrasado
Desmineralizacion
Hidrolisis Hidrolisis
basica

Neutra izacidén

Extraccion con
agua caliente

Filtracion

Concentracion (30-40%)

4
Esterilizacion (140°C)

1

Enfriamiento (melificacion)

Extrusion

Secado_

Z¢C.
Molienda

Mezclado
|

Envasado

Figura 2.2. Esquema de la fabricacion de la gelatina.



Capitulo 2

hidroxiprolina-R, (siendo R- cualquier amino4cido) de la cadena de aminoécidos,
esta secuencia no es unica y depende de la fuente y método de obtencion.

Las gelatinas, por tanto, son mezclas heterogéneas de polipéptidos que

pueden estar como cadenas o, como cadenas B (dimeros) o como agregados de
elevado peso molecular (Ledward, 1992).

La gelificacion de la gelatina puede considerarse como una regeneracién
parcial del colageno. El mecanismo fundamental de este proceso se basa en la
conversién de las cadenas de aminoécidos dispuestas al azar a la estructura de la
triple hélice. Cuando se mezcla con agua fria, la gelatina absorbe de 5 a 10 veces
su peso de agua. Esta etapa que se realiza antes del calentamiento es la fase de
hinchamiento. Una vez hinchada la gelatina, se calienta a una temperatura de 40-
60°C para disolverla, forméndose el gel al enfriar dicha disolucién. Esta
conversién de la estructura sol a gel no es instantdnea y es reversible. Esta
propiedad hace que la gelatina sea muy util para muchas aplicaciones de
productos alimenticios (Johnston-Banks, 1990).

El hecho de que esta transicién sea reversible se puede explicar en
términos energéticos. Por un lado, la formacién del gel supone una disminucion
de la entropia ya que se pasa a una estructura més organizada. Por tanto, el paso
de gel a sol se ve favorecido ya que un sistema siempre tiende al estado de mayor
desorden (mayor entropia). La energia necesaria para romper los enlaces entre las
cadenas es bastante baja (inferior a 45 Kj/mol), por lo que un ligero aumento de
la temperatura por encima del punto de gelificacion, provocaré la disociacion de
la triple hélice y el paso a una estructura de sol (Normand, 1995).

A temperaturas de 40°C las cadenas de gelatina estan dispuestas al azar,
aunque el alto contenido de grupos imino (prolina-hidroxiprolina) limita su
flexibilidad. Esto sugiere que incluso a altas temperaturas dichas cadenas adopten
cierta estructura. Estas regiones ricas en grupos imino son las que van a actuar,
cuando la temperatura se aproxima a la de gelificacién, como zonas de unién con
aquéllas que presenten la secuencia [glicina-prolina-prolina (o hidroxiprolina)],
dando lugar a la hélice de L-prolina. Estas hélices no pueden existir como
monémeros en solucién y debido a su flexibilidad por la presencia de residuos de
glicina, se agregan unas con otras dando lugar a la estructura de la triple hélice.
Ademis, las moléculas de agua que la rodean estabilizan la triple hélice mediante
la formacion de puentes de hidrégeno. La agregacién de varias hélices se
confirmé mediante microscopia electrénica (Ledward, 1986, 1992).

La cinética y mecanismo de formacién de esta estructura es todavia objeto

de debate pero los modelos cinéticos que se utilizan para describir este fenémeno
se basan principalmente en un mecanismo de dos etapas (Normand, 1995):
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- Una primera etapa (proceso lento), en la que las cadenas polipeptidicas se
orientan de forma que se generen “sitios activos” en algin punto de ellas.

- Una segunda etapa (proceso rapido), en la que se produce la agregacién de las
cadenas simples entre si por los “sitios activos generados”, dando lugar a la
reestructuracién de la triple hélice del colégeno.

Hay otros modelos que explican la primera etapa como un proceso rapido
y la segunda, como uno lento. Sin embargo, los dos modelos son factibles y
dependientes de la temperatura a la que se realice la medida.

Se ha comprobado que el proceso de gelificacion depende de la
concentracion de gelatina (Johnston-Banks, 1990): a concentraciones de 0.5% el
sistema gelifica de forma unimolecular, mientras que a concentraciones
superiores este sistema para a ser bi- o trimolecular. Por tanto, se pueden
describir tres posibilidades:

a) Si la concentracion de gelatina es inferior a 0.01g/100g: las cadenas
individuales forman enlaces intramoleculares, pero no contribuyen en la
formacién de la red, por lo que no se observa gelificacion.

b) Si la concentracién de gelatina est4 entre 0.2-0.5g/100g: comienza a aparecer
alguna agregacion entre las cadenas.

c) Si la concentracién de gelatina es superior a 1g/100g: se observa la estructura
de gel formada por varios agregados de las cadenas.

Se puede destacar que la gelatina es el tnico agente gelificante que a
concentraciones tan bajas como el 1% puede formar un gel termorreversible a 30-
40°C. Esta caracteristica de “fundir en la boca” es un atributo deseable en
muchos alimentos, y por lo tanto, la gelatina es un ingrediente que aparece en la
formulacién de muchos productos.

2.1.3. Propiedades fisicas y funcionales
2.1.3.1. Fuerza de gel

Una de las propiedades més importantes de las gelatinas es su capacidad
para formar geles. La fuerza de gel se expresa en grados Bloom y, por definicion,
es la masa en gramos necesaria para comprimir con un émbolo cilindrico, de
12.7mm de didmetro, una distancia d¢ 4 mm en un gel de 6.67% de
concentraciéon madurado a 10°C durante 16-18 h (GME, 1998).

Los grados Bloom de las gelatinas comerciales pueden variar entre 60 y
280 y se clasifican en tres tipos: Bloom bajo, cuando tienen una fuerza de gel
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inferior a 150°Bloom; Bloom medio, cuando estidn entre 150-220° Bloom y
Bloom alto, si tienen una fuerza de gel superior a 220°Bloom.

La fuerza de gel depende de la concentracién, de la temperatura y de la
presencia de otros compuestos, como por ejemplo, electrolitos; sin embargo, no
se ve afectada por valores de pH dentro del intervalo 4-9 (Johnston-Banks, 1990).

2.1.3.2. Viscosidad

La viscosidad es una medida de las propiedades de la solucién y esta
relacionada con el peso molecular y, en particular, con el grado de
oligomerizaci6n de las cadenas a.

La viscosidad de la gelatina se mide a partir de una disolucién al 6.67% de
concentracién y a una temperatura de 60°C. Se expresa en milipoise.

Depende de la temperatura (a partir de 40°C, la viscosidad decrece
exponencialmente con la temperatura), del pH (la viscosidad es minima en el
punto isoeléctrico) y de la concentraci6n.

En general, la viscosidad aumenta con la fuerza de gel para un mismo tipo
de gelatina. Ademas, las gelatinas de tipo bésico tienen mayor viscosidad que las
de tipo 4cido (Janssens y Muyldermans, 1994).

2.1.3.3. pH

El pH de la gelatina se mide en una disolucion al 1% a una temperatura de
45°C, usando un electrodo de vidrio estdndar.

2.1.3.4. Punto isoeléctrico (PI)

El punto isoeléctrico se define como el pH en que la carga neta en la
molécula es cero. Depende de la proporcion de grupos carboxilicos amidados
presentes. Por ejemplo, el coldgeno es una proteina bésica con un PI de 9.4. El PI
de la gelatina depende del tipo de tratamiento aplicado para su obtencion. Para la
gelatina tipo B es de 4.8-5.0 y para el tipo A es de 6.5-9.0. Esta ultima tiene un
PI similar al coldgeno debido a que sufre un tratamiento menos severo y se
mantienen amidados la mayor parte de los grupos carboxilicos, mientras que en
las gelatinas de tipo B se produce una hidrdlisis total de los grupos amidados de
la asparagina y glutamina, dando lugar a los 4cidos correspondientes (Johnston-
Banks, 1990).
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2.1.3.5. Punto de fusién

Corresponde al punto de transicion de la forma gel a la forma sol. Segiin la
norma BS 757 (BSI, 1975), el punto de fusién corresponde a la temperatura a la
cual el gel de gelatina se ablanda lo suficiente como para permitir que una gota
de tetracloruro de carbono se hunda en él. En general, el punto de fusién depende
del tiempo de maduracién, de la concentracién (aumenta al aumentar la
concentracién de gelatina) y de la presencia de sales (por ejemplo, el cloruro
sddico hace disminuir el punto de fusiéon) (Poppe, 1997).

2.1.3.6. Punto de gelificacién

El punto de gelificaciéon depende de la historia mecénica y térmica de la
disolucién de gelatina. Cuando el enfriamiento es lento, la temperatura de
solidificacion es mas alta que cuando se realiza un enfriamiento rdpido. Al igual
que el pardmetro anterior, depende de la concentracion y de la presencia de sales,
entre otros factores.

2.1.4. Aplicaciones de la gelatina en la industria alimentaria
La gelatina se utiliza como ingrediente en la industria alimentaria debido a

sus propiedades funcionales. En la figura 2.3 estdn resumidas las aplicaciones
principales de la gelatina en funcién de sus propiedades (Rother, 1995).

PROPIEDADES APLICACIONES
Formaci6n de gel Confiteria

Agente espumante Mousses, soufflés

Agente protector coloides Helados, confiteria
Espesante Puddings, jaleas
Emulsificante Cremas

Estabilizante Productos lacteos, helados
Agente adhesivo Panaderia

Figura 2.3. Aplicaciones de la gelatina segin sus propiedades funcionales.

Los sectores de la alimentacion donde principalmente se utiliza la gelatina son los
siguientes:
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- Panaderia: normalmente se utiliza en forma de polvo para estabilizar los
rellenos de los pasteles, ya que evita que se produzca sinéresis, debido a su
capacidad de retenciébn de agua, especialmente cuando se congelan estos
productos.

- Productos cérnicos: se utiliza para mantener la estructura de la carne firme
incluso a temperatura ambiente. Puede considerarse como un complemento
proteico con un aceptable valor nutricional (Krishnakumar y Gordon, 1995).

- Golosinas: es muy utilizada en este sector. Comunica elasticidad, una
consistencia deseable, inhibe la recristalizacién prolongando la vida media del
producto y ademds en el caso de productos aireados, los mantiene estables
incluso durante su transporte y almacenamiento.

- Productos lacteos: la compatibilidad de la gelatina con las proteinas de la leche
hace que se utilice como ingrediente funcional en la fabricacién de una gran
gama de productos lacteos. Una de sus principales propiedades que hace posible
su utilizacién en este tipo de productos es su capacidad estabilizante. Ademaés
tiene un olor neutro, se dispersa e hidrata ficilmente en agua y es compatible con
otros hidrocoloides utilizados en este sector, como por ejemplo, los carragenatos.
Sin embargo, practicamente no hay estudios cientificos en los que se describa
esta compatibilidad de la gelatina con los sistemas lacteos, aunque si hay
articulos de divulgacién donde se exponen las posibles aplicaciones empiricas
que puede tener, siendo en muchos casos estas aplicaciones potenciales
(Hagerman, 1990; Janssens y Muyldermans, 1994).

En resumen, la gelatina es un ingrediente funcional que tiene una gran
potencialidad en la industria alimentaria, y en concreto en los productos lacteos.
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2.2. ASPECTOS FUNDAMENTALES DE LA REOLOGIA

La Reologia es la rama de la Fisica que estudia los fenémenos de
deformacién y flujo provocados en los materiales bajo la accién de fuerzas
mecanicas. Por tanto, las propiedades reolégicas de los alimentos son aquellas
propiedades funcionales que influyen en el flujo y en la deformacién de los
mismos, cuando se les aplica la accién de fuerzas externas. Asi, el acto habitual
de comer puede considerarse como un proceso ‘de deformacion y/o rotura del
alimento en la boca, por lo que el estudio de las propiedades reol6gicas de los -
textura, que estd considerada como un importante factor de calidad, y con las
propiedades organolépticas de los mismos, que son apreciadas de forma subjetiva
por el consumidor (Bourne, 1982). La metodologia y los equipos desarrollados en
la ultima década basados en la reologia dindmica, que se basan en la aplicacién
de deformaciones pequeflas, permiten conocer aspectos estructurales de los
sistemas estudiados.

También, el conocimiento de las propiedades reoldgicas es primordial en
el disefio de procesos de flujo, en control de calidad, en las mediciones de
estabilidad en almacenamiento y proceso y en la comprensién y nominacién
subjetiva de atributos de textura de alimentos (Barbosa-Céanovas y col., 1993).

En general, las propiedades reolégicas se estudian en los alimentos fluidos
y en los semi-s6lidos, los cuales pueden presentar una gran variedad de
comportamientos reolégicos que van desde el comportamiento ideal o
newtoniano hasta la dependencia del tiempo y la viscoelasticidad (Rao, 1992). La
mayoria de alimentos se comportan como materiales con propiedades reolégicas
intermedias entre sOlidos ideales y fluidos ideales. A estos alimentos se los
denomina viscoelésticos. El conocimiento de las propiedades viscoelasticas es
una herramienta muy util en la interpretacién de la relacién entre las propiedades
reologicas fundamentales de los alimentos y su estructura fisica interna,
basandose para su explicaciéon en modelos mecénicos en los que intervienen dos
elementos bésicos: un elemento elastico ideal que cumple la ley de Hooke
(representado por un muelle, médulo de elasticidad G), y un elemento viscoso
ideal regido por la ley de Newton (representado por un amortiguador,

viscosidad p) (Pons, 1995) (figura 2.4).

Los tres modelos mdés importantes que se aplican a materiales
viscoelasticos son el modelo de Maxwell, el de Kelvin-Voigt y el de Burgers, que
es una combinacién de los dos anteriores.

17



Capitulo 2

A
]
G M
T v
Ley Hooke: 1=Gy Ley Newton: T=p y

Figura 2.4. Esquema de los dos elementos bésicos utilizados en los
modelos mecénicos.

2.2.1. Modelos matematicos que describen el comportamiento
viscoelastico de los materiales

2.2.1.1. Modelo de Maxwell

El modelo de Maxwell responde al comportamiento de un liquido
viscoeldstico y estd representado por un muelle y un amortiguador en serie
(figura 2.5). Al estar dispuestos de esta manera se cumple que la deformacién
sufrida por el sistema es la suma de las deformaciones del muelle y el
amortiguador (Y =Y+ 7,), mientras que la fuerza aplicada sobre el mismo es
igual para todos los elementos (t = 16 = 1,). Este modelo esté caracterizado por el
tiempo de relajacion de Maxwell, que se expresa como el cociente entre la
viscosidad y el médulo G (Ayy=p/ G).

La evolucién de la fuerza aplicada y la deformacién sufrida por el
material en funcién del tiempo est4 representada en la figura 2.6. Como se puede
observar, al aplicar una fuerza sobre un material se produce inicialmente un
aumento de la deformacion del mismo debido a la respuesta elastica del muelle
(I); posteriormente, se produce un flujo newtoniano ya que toda la tension es
absorbida por el elemento viscoso (I) y finalmente, al eliminar la fuerza, la
deformaci6én disminuye hasta un valor constante (III). Esta tltima etapa supone
la recuperacion del componente elastico, que no es total, llegando hasta un valor
de equilibrio T, (la tensién nunca desaparece por completo en el material).
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T Ecuaciones caracteristicas:

Figura 2.5. Esquema y ecuaciones caracteristicas del modelo de Maxwell.

I (I1I)
T

Figura 2.6. Evolucién de la deformaci6én sufrida por un material que sigue el modelo de Maxwell
al aplicar una fuerza t.

@

2.2.1.2. Modelo de Kelvin-Voigt

Este modelo, en el que el muelle y el amortiguador est4n en paralelo
(figura 2.7), representa el caso de un sélido viscoelastico. En este caso se cumple
que la deformacion sufrida por el sistema es la misma para todos los elementos
(y=Ys =7 Yy la tensién aplicada es la suma de la tensién del muelle y la del
amortiguador (T = 16+ 7,). Esté caracterizado por el tiempo de retardo de Kelvin,
que se expresa, al igual que en el caso anterior, como el cociente entre la
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viscosidad y el médulo G (XK= p / G). Un solido de Kelvin-Voigt posee una
elasticidad retardada.

Cualquier fuerza que se aplica sobre el sistema, actua por igual sobre el
muelle y el amortiguador al estar dispuestos en paralelo. Una vez que se aplica la
fuerza, la deformacion sufrida por el sistema aumenta de manera gradual con el
tiempo (figura 2.8, (I)). Al eliminar dicha fuerza, el sistema tiende a recuperarse
completamente (figura 2.8. (II)).

Ecuaciones caracteristicas:

T= Gy + ny

Figura 2.7. Esquema y ecuaciones caracteristicas del modelo de Kelvin-Voigt.

Figura 2.8. Evolucion de la deformacion sufrida por un sistema que sigue el modelo de Kelvin
Voigt al aplicar una fuerza x.
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2.2.1.3. Modelo de Burgers

El modelo de Burgers representa a un material en el que se produce una
respuesta eléstica instantdnea (G;), una respuesta elastica retardada (G,) y una
respuesta continua viscosa (p;). Este modelo es una combinacién entre los
modelos de Maxwell y Kelvin-Voigt y, por tanto, estd caracterizado por el
tiempo de retardo de Kelvin y el de relajacion de Maxwell (figura 2.9).

Deformacion elistica instantanea:
G,
Zomal: 7; = Gy,

Deformacién elastica retardada:

:Gz 7] Zonall: 7 = G,y + ¥y

Flujo newtoniano:

T ¥ Zona III: 7; = yy

Figura 2.9. Esquema del modelo de Burgers.

Si se representa la evolucién de la deformacién de un material que sigue
el modelo de Burgers, se obtiene una curva donde se puede distinguir claramente
los tres tipos de respuesta mencionados (figura 2.10).

Existen modelos mucho més complejos que son los que describen, en
realidad, el comportamiento viscoelastico de muchos productos. Los mas
importantes son el modelo de Maxwell generalizado, que est4 compuesto por una
combinacién de muelles y amortiguadores puestos en serie (figura 2.11. A), y el
de Kelvin-Voigt generalizado, compuesto por una combinacién de muelles y
amortiguadores en paralelo (figura 2.11. B).

Por ejemplo, el comportamiento de un gel de gelatina sometido a la accién de

una fuerza externa se puede representar mediante el modelo de Kelvin-Voigt
generalizado.
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(ni)

Figura 2.10. Evolucion de la deformacion que sufre un sistema que sigue el modelo de Burgers al
aplicar una fuerza x.

SAMH SAMH UMAH  HN

Figura 2.11. Esquema del modelo de Maxwell (A) y Kelvin-Voigt (B) generalizados.
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Todos estos modelos mecénicos se emplean para analizar
mateméticamente los datos experimentales obtenidos durante los ensayos
viscoelasticos, siempre que éstos se realicen dentro del intervalo de
viscoelasticidad lineal, que generalmente se define como el intervalo en el cual la
respuesta de un material es directamente proporcional al valor de la fuerza
aplicada, dependiendo principalmente esta respuesta del tiempo de aplicacion de
la misma, lo que conlleva el empleo de fuerzas o deformaciones pequefias sobre
el material (Davis, 1973). Por tanto, todos los ensayos viscoelasticos tendrian
que realizarse dentro de la zona viscoelastica lineal, ya que fuera de ella se
~ pueden - producir cambios estructurales ' irreversibles - en ' los- materiales -
viscoelésticos, lo que hace muy dificil la interpretacion matemética de los
resultados.

Estos ensayos, que proporcionan una importante informacién sobre la
estructura original del alimento, pueden ser de dos tipos: estaticos y dindmicos
(Shoemaker y col., 1992).

2.2.2. Ensayos estaticos

En los ensayos estéticos de viscoelasticidad se aplica una fuerza constante
sobre un alimento y se registra la deformacién que sufre éste a lo largo del
tiempo. Estos ensayos pueden ser de relajacion o de fluencia.

2.2.2.1. Ensayos de relajacién

En este tipo de ensayo se fija una deformacién constante y se mide la
fuerza necesaria para mantener dicha deformacién, en funcién del tiempo. En los
materiales elasticos ideales no se observa relajacion, mientras que en los viscosos
ideales la relajacién es instantdnea. En el caso de materiales viscoelésticos, la
relajacién se produce de manera gradual dependiendo, el punto final, de la
estructura del material: en los s6lidos viscoelasticos la fuerza disminuye hasta un
valor de equilibrio (o > 0), mientras que en los liquidos viscoelasticos la fuerza
tiende a cero (figura 2.12).

Las medidas obtenidas con este ensayo se expresan en funcion del médulo
de relajacion de la fuerza (G), que es independiente del tiempo en el caso de un
material eldstico perfecto, y dependiente del tiempo para un - material
viscoelastico: G(t) = T/ Yee. '

Para interpretar los resultados se utiliza, en este caso, el modelo de
Maxwell. La ecuacion que caracteriza este modelo es la siguiente:
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sélido clastico ideal

- solido viscoelastico
liquido

viscoso
ideal

Figura 2.12. Comportamiento de diversos materiales en un ensayo de relajacion.

siendo, =P/ G, el tiempo de relajacion de Maxwell. Como la deformacion es
constante, se tiene que: y = 0. Por tanto, la ecuacidon anterior queda como sigue:

Integrando esta ecuacidon se obtiene la ecuacion caracteristica de este modelo:

rc)=rmMxeM

A partir de ella se puede determinar el tiempo de relajacion de Maxwell

(“M), que es el tiempo necesario para que la fuerza disminuya una cantidad 1/e de
su valor original (aproximadamente un 36.8%).

Sin embargo, el modelo expuesto anteriormente no se puede aplicar a

muchos materiales viscoeldsticos ya que no tiene en cuenta el valor de la fuerza
de equilibrio al que tienden la mayoria de los solidos viscoelasticos. La solucion
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a este problema consiste en afiadir al modelo de Maxwell un muelle en paralelo,
que es donde se tiene en cuenta esta fuerza (t. =y, / G.) (figura 2.13).

Ecuacién caracteristica;
t

t®) =7, +(-17,)x e-Z

Figura 2.13. Esquema y ecuacién del modelo de Maxwell modificado.

Normalmente, en lugar de este modelo, y para ajustar mejor los
comportamientos de una amplia variedad de sistemas, se suele utilizar el modelo
de Maxwell generalizado, compuesto por varios elementos de Maxwell en
paralelo con un muelle independiente (figura 2.14). En este ultimo modelo hay
que tener en cuenta que cada elemento de Maxwell tiene un tiempo de relajacion
diferente

P e
——

G, G, G, §
=G

il I R -
ml— Blo l

=
B

t t t

) =A, xe™ +A, xe™ +..4A xe™ +7

Figura 2.14. Esquema y ecuacién del modelo de Maxwell generalizado modificado.
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2.2.12 Ensayos de fluencia

En este ensayo se aplica una fuerza instantaneamente a t=0 y se registra la
deformacion que sufre el sistema. A un tiempo determinado t, dicha fuerza se
elimina también de forma instantdnea y se registra entonces la recuperacion del
sistema.

En el caso de un solido ideal, al aplicar una fuerza instantanea, la
deformaciéon que sufre es constante (ya que no se produce disipacion de energia,
almacenéandola toda el sistema), volviendo a su forma original cuando se elimina
la fuerza aplicada (figura 2.15. A). En un liquido ideal se produce una respuesta
lineal de la deformacion con el tiempo, sin embargo, no se produce una
recuperacion del sistema después de eliminar la fuerza aplicada, sino que dicha
deformacion permanece constante hasta el final del ensayo (figura 2.15.B).

Figura 2.15. Ensayo de fluencia para un sélido ideal (A) y un liquido ideal (6).

Como cabe esperar, la respuesta de los materiales viscoelasticos es
intermedia entre el sdlido y el liquido, mostrando una respuesta no lineal con
respecto a la deformacidén. Al aplicar una fuerza instantanea, el sistema alcanza
una deformacidon instantidnea que va aumentando poco a poco conforme pasa el
tiempo. Cuando la fuerza se elimina, se observa una disminucién inmediata de la
deformacion. En el caso de un solido viscoelastico, el valor final alcanzado es
cero ya que no hay flujo neto dentro del sistema (figura 2.16 A); mientras que en
el caso de un liquido viscoelastico, si que se produce un flujo neto una vez se ha
eliminado la fuerza aplicada sobre el sistema, por tanto, el valor final de la
deformacion nunca llega a ser cero, reflejando el flujo irreversible que ha tenido
lugar (figura 2.16 B).
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Figura 2.16. Ensayo de fluencia para un so6lido viscoelastico (A) y un liquido viscoelastico (B).
Los datos obtenidos en este tipo de ensayos se expresan en funcion de la
capacitancia o “compliance” J: J(t) =y / Tete-

El modelo de Kelvin-Voigt se suele utilizar para describir el ensayo de
fluencia. La ecuacidon caracteristica que define la fuerza aplicada sobre un
sistema es la siguiente:

t = Gy + fiy
Diferenciando la ecuacion anterior se obtiene:

Idr . dy
— — =y + /L x —
%

dt
donde, A* es el tiempo de retardo de Kelvin.

Como en un ensayo de fluencia, la fuerza aplicada es constante (x0), tenemos que:

dr . .
i = (0. Por tanto, la ecuacién general caracteristica de este modelo es la

siguiente:

rt)= x
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A partir de ésta se puede calcular el tiempo de retardo de Kelvin (tx), que
es el tiempo necesario para que la deformacioén alcance el valor de (e-1)/e
(aproximadamente un 63.2%) de su valor inicial.

Sin embargo, este modelo no sirve para interpretar la respuesta de muchos
materiales biol6gicos. Por tanto, el modelo que mis se suele utilizar es el de
Burgers, que es una combinacién en serie del modelo de Maxwell y el de Kelvin
(figura 2.9). Con este modelo se pueden explicar los comportamientos de
materiales que muestren una respuesta elastica inicial seguida de un
comportamiento elastico retardado y de un flujo de tipo newtoniano, después de
largos- periodos de tiempo. La ecuacién caracteristica de este modelo es la
siguiente:

t
% ., % 8
}'(t)=-—+—x(l-e ‘) +—
G, G, H

2.2.3. Ensayos dinamicos

Los ensayos dindmicos constituyen un método cada vez mas comin para
estudiar el comportamiento viscoelastico de los alimentos de consistencia semi-
sélida. Estos ensayos se realizan mediante la aplicacion de una fuerza o

deformacion que cambia continuamente de forma sinusoidal con el tiempo,

registrandose la respuesta del material a dicha variacién Son ftiles para medir,
por ejemplo, la fuerza de un gel, la gelatinizacién del almid6n, la coagulacién o
desnaturalizacién de las proteinas, el desarrollo de la textura en productos de
panaderia o la evaluacién de la formacién del codgulo en quesos, entre otras
aplicaciones (Steffe, 1992).

En esta clase de anélisis, las dos variables controladas son la frecuencia
(o) y la amplitud maxima de la deformacién aplicada (y,). La respuesta del
material se mide en funcién de la amplitud méaxima de la fuerza desarrollada (t)
y la diferencia de fase entre ambas ondas (§). Se puede realizar también
inversamente, es decir, mediante la aplicacion de una fuerza sinusoidal, y
registro, en este caso, de la deformacién provocada (Pons, 1995).

Para poder interpretar los resultados de estos ensayos se utilizan los

modelos mecédnicos expuestos anteriormente, teniendo en cuenta las variables
definidas y que la fuerza y deformacién varian sinusoidalmente con el tiempo.
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2.2.3.1. Modelo desarrollado para un elemento elastico (muelle)
En este modelo, tanto la fuerza como la deformacion son funciones
sinusoidales en fase una con la otra (figura 2.17). La expresion de ambas

variables en funcion del tiempo es la siguiente:

y = yo sen (cot)
x = To sen (ot) = G Yosen (cot)

Deformaciéon

Fuerza

Figura 2.17. Curvas de respuesta de un material elastico obtenidas en un ensayo dinamico.

2.2.3.2. Modelo desarrollado para un elemento viscoso (amortiguador)

En este caso, la fuerza estd en un desfase de 90° con respecto a la
deformacion (figura 2.18). La expresion general de la fuerza aplicada es la
siguiente:

Y= Yo sen (cot)

T = peer/o €os (cot) = par/o sen (cot+8)
2'

donde, /. =—, 6 = angulo de desfase y Yo= amplitud maxima de la deformacion.

Deformacion

Fuerza

Figura 2.18. Curvas de respuesta de un material viscoso obtenidas en un ensayo dindmico.
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Cuando el angulo de desfase entre las dos ondas es de 0° se trata de un
sistema elastico; si es de 90° el sistema es viscoso; y cuando se encuentra entre
ambos valores (0<6<90), el sistema es viscoeldstico.

2.2.3.3. Modelo de Maxwell

Las ecuaciones correspondientes a este modelo son las mismas que las
desarrolladas anteriormente, pero teniendo en cuenta que la deformacién es una
funcién sinusoidal con el tiempo: y = v, sen(wt). Por tanto:

i'+1-- cos (awt)
G #"w}'o

Y resolviendo esta ecuacion diferencial se obtinene la ecuacion
correspondiente a la fuerza de cizallamiento:

GA o’ Gy
T= [l+ o i|sen(cot) +[1+ 2o cos (at)
2.2.3.4. Modelo de Kelvin-Voigt

La ecuacién caracteristica para este modelo de la fuerza de cizallamiento

aplicada, teniendo en cuenta la variacién sinusoidal de la deformacién con el
tiempo, como en el modelo de Maxwell, es la siguiente:

= Gy, sen(®t)+pwy, cos(mt)

2.2.3.5. Modelo desarrollado para muestras reales viscoelasticas

Las muestras reales viscoelasticas tienen un comportamiento mas
complejo que no se puede explicar con los modelos expuestos anteriormente.
Estos materiales presentan un desfase entre la fuerza aplicada y la deformacion
sufrida situado entre 0°y 90°, y tanto una, como la otra dependen de la frecuencia
de oscilacion de la siguiente manera:

Y = Yo sen (t)
T = 1o sen (ot+3)

siendo, Yo y 7o la amplitud de la deformacién y de la fuerza.
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Para el estudio de los ensayos dindmicos se introduce un nuevo parametro
llamado médulo complejo, G, que se define como el cociente entre la amplitud
de la fuerza y la amplitud de deformaci6n (G = 1o/ o) y representa la resistencia
total de un material contra la deformacioén aplicada (Schramm, 1994). Hay que
destacar que en los materiales viscoeldsticos este médulo G también depende de
la frecuencia de la oscilacién. Se puede descomponer en dos partes, una real y
otra imaginaria ya que para definirlo se utiliza la notacion de nimeros complejos:

G’ =G +iG" =|G|cosS +ilG|sens

6l=4(G)" +(@)’

* . z. L T
siendo, G' =G cosé = y—°cos5 yG"=G"sené = fsené‘
0 o

Al parametro G’ se lo llama médulo de elasticidad o de almacenamiento, y
representa la energia almacenada por el sistema de forma temporal que
posteriormente puede recuperar. Al pardmetro G” se lo llama moédulo de
viscosidad o médulo de pérdida, y representa la energia que el sistema utiliza en
el flujo inicial perdiéndose irreversiblemente en forma de calor.

En el caso de un material puramente eldstico, la respuesta a una
deformacién dindmica, como ya se dijo, no muestra diferencia de fase, es decir,
6=0, por lo que la relacién entre la fuerza y la amplitud en su amplitud méxima
es la siguiente: to = G’y,. Por el contrario, un fluido puramente viscoso presenta
una diferencia de fase de 90°, siendo la relacién entre la fuerza y la deformacién
la siguiente: Ty = G”y,. |

Los materiales viscoelasticos, que poseen propiedades tanto elasticas
como viscosas presentan un valor de & entre 0° y 90° y la expresion general de la
fuerza en funcién de la deformacion es la siguiente:

T = G’y, sen (ot) + G’y, cos (wt)
donde, y, representa la amplitud méxima de deformacion dindmica.

Por otro lado, los médulos G’ y G”’ se pueden relacionar dando lugar a
otro parametro muy importante que es un indice directo del desfase entre la
fuerza y la deformacién: tand = G’ / G’. Este parametro que indica la relacién
existente entre el moédulo de pérdida y el de almacenamiento, es una medida de la
proporcidn entre las propiedades viscosas y elésticas de un material viscoeléstico.
Por tanto, si G’ es mucho mayor que G”, dicho material tendrda un
comportamiento similar a un solido, es decir, las deformaciones aplicadas seran
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elasticas y recuperables. Sin embargo, si G’* es mucho mayor que G’, la energia
empleada en deformar el material se disipard y no se recuperaré.

Los métodos reoldgicos dindmicos son técnicas importantes que estdn
directamente relacionadas con las interacciones moleculares y la estructura del
sistema a estudiar. Los ensayos dindmicos se estan utilizando cada vez con mayor
frecuencia ya que son cortos y ademds no destructivos debido a que utilizan
amplitudes de deformacién pequefias. Para una completa caracterizaciéon de un
sistema se tiene que estudiar su evolucién con el tiempo y con la frecuencia, lo
que describe su comportamiento viscoelastico. En funcion de la dependencia del
modulo de elasticidad (G’) y del médulo de pérdida (G’’) con la frecuencia se
pueden describir tres tipos de sistemas: soluciones macromoleculares (G’< G’,
en las que los dos parametros dependen altamente de la frecuencia), geles débiles
(G’<10 G, en los que ambos también dependen de la frecuencia) y geles fuertes
(G>10 G, en los que G’ es independiente de la frecuencia). Al estudiar la
evolucion de los dos pardmetros anteriores con el tiempo, se puede determinar la
cinética de formacién de un sistema. En el caso de geles de gelatina, se puede
determinar la cinética de maduracién del gel formado con el tiempo.

También con las medidas dindmicas se puede determinar el punto de
gelificacion como el momento en el que G’ iguala a G, en sistemas que se
forman por enfriamiento. En ese instante, el sistema pasa de ser un fluido
viscoelastico a un s6lido viscoeléstico (Doublier y Cuvelier, 1996).

2.2.3.6. Realizacién de los ensayos dinAmicos

Con redémetros rotacionales que emplean como variable controlada el
gradiente de velocidad y se registra la resistencia o fuerza que el material opone a
la velocidad de deformacién impuesta, se puede estudiar el caracter viscoso de
los materiales. Sin embargo, no proporcionan una buena informacién sobre la
deformacién eléstica que sufren los mismos. Esto se debe a que se fuerza a la
muestra a moverse a una velocidad predeterminada que, con mucha frecuencia,
puede provocar alguna alteracién e incluso rotura de la estructura interna del
material.

Para los ensayos dindmicos oscilatorios se utilizan equipos relativamente
recientes en los que la fuerza es la variable controlada y se pueden aplicar
magnitudes pequefias no destructivas que permiten obtener informacién sobre las
propiedades elasticas y la relacion de éstas con la estructura original del material.
En este caso, se aplica una fuerza y es la deformacién o la velocidad de
deformacién del material lo que se mide (Shoemaker y col., 1992; Pons, 1995).
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Los experimentos oscilatorios pueden llevarse a cabo con tres geometrias
diferentes: platos paralelos, cono-plato y cilindros concéntricos. La eleccion de
una geometria u otra depende de las caracteristicas del material a medir.

a) Platos paralelos

Este sistema se emplea para medir muestras sélidas o dispersiones de
particulas grandes que presenten baja susceptibilidad a posibles errores en el gap
(distancia existente entre los platos). Cuando uno de los platos rota a una
velocidad angular co, la velocidad de deformacion varia desde cero, situado en el

centro del plato, a una maximo, situado en el borde del mismo (figura 2.19),
segun la siguiente ecuacion:

Rey

siendo, h el gap, y R el radio de los platos.

Figura 2.19. Esquema de la geometria de platos paralelos.

La fuerza de cizallamiento depende del torque aplicado (T) y de la
velocidad de deformacién, de la siguiente manera:

3T ( 1dInf
7- 2rf1311+ 3 dIn>6

Esta geometria se ha utilizado para estudiar, por ejemplo, mantequillas
Davis (1973) y quesos (May col., 1996y 1997).
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b) Cono-plato

Esta geometria es la mas usada y como su nombre indica consta de un
plato circular y un cono. El angulo del cono suele ser de 30 o inferior, ya que
cuando es superior a 30, los efectos debido a los bordes pueden distorsionar el
campo del flujo (Rao, 1995). En estos sistemas el cono es el elemento que giray
el plato el elemento fijo (figura 2.20).

Figura 2.20. Esquema de la geometria cono-plato.

La velocidad de deformacion puede considerarse sélo dependiente de la
velocidad angular cuando el angulo del cono es pequefo:

W

siendo, 0 el angulo del cono.
La fuerza de cizallamiento se puede obtener a partir del torque aplicado:

3T
- 2*R3

siendo, T el torque aplicado y R el radio del plato.
La mayor ventaja de utilizar esta geometria es que la velocidad de
deformacion es constante para angulos pequefios de cono. Los ensayos de

relajacion y barridos de amplitudes son adecuados para realizarlos con cono-
plato.
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Otra de las ventajas es que se necesita poca cantidad de muestra y la
limpieza al final del ensayo es sencilla. En general, se utiliza para dispersiones de
pequeiio tamafno de particula y viscosidad medio-alta, como se ha dicho
anteriormente, sin embargo, no es util para dispersiones de particulas grandes,
como por ejemplo, pastas de tomate (Xu y col.,, 1986). Las particulas mas
grandes tienen que ser al menos 10 veces més pequeias que la minima distancia
existente entre el cono y el plato para poder medir una muestra con este sistema.
Esta geometria se ha utilizado mucho para estudiar emulsiones, salsas (Davis,
1973 y Elliot y Ganz, 1977) y soluciones de macromoléculas (Femandes y col.,
1992).

¢) Cilindros concéntricos
Esta geometria se utiliza para fluidos homogéneos de viscosidad media-
baja. La velocidad de deformacion viene dada en funcidon de los radios de los

cilindros (figura 2.21):

Ragy
y = Raa'R7

siendo, Ro el radio del cilindro exterior, R; el radio del cilindro interior y Ra la
media de los radios.

Figura 2.21. Esquema de la geometria de cilindros concéntricos.

La ecuacion caracteristica de la fuerza aplicada sobre un material es la siguiente:

T
f 2°Rfh
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siendo, T el torque aplicado y h la altura del cilindro interior.

Los gaps (en este caso, distancia entre cilindros) pequefios son adecuados
para fluidos homogéneos y ‘suspensiones de particulas finas, tales como
emulsiones o cultivos de fermentacién (Bongenaar y col., 1973; Roels y col.,
1974 y Rao, 1975). pero no para suspensiones de particulas grandes.

Una de las desventajas que posee este sistema es que tiene una inercia alta
y ademas los cilindros son més dificiles de limpiar al final del ensayo.
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Obtencién Gz geles de gelatina en leche mediante acidficacién directa

3.1. INTRODUCCION

El impacto producido por la gran demanda de nuevos alimentos es un
factor importante que se debe tener en cuenta en la moderna industria
alimentaria. En la actualidad, el mercado de los productos elaborados con leche esta
en alza constante. Los consumidores piden cada vez mis que haya diversidad de
eleccién. Algunos de los retos que deben afrontar los productores en el desarrollo de
nuevas formulaciones son la bisqueda de nuevos modos de presentacion, de nuevos

sabores, la posibilidad de eleccion del nivel calérico o la introduccién de cultivos no

......

salud. Uno de los principales desafios lo constituye el desarrollo de nuevas texturas.

3.1.1. Descripcién y caracteristicas de la leche como sistema susceptible de
gelificacion

La leche es uno de los productos alimenticios mas antiguos que existen y
ademas se puede considerar como un alimento que cubre todas las necesidades
nutritivas del ser humano. Contiene todos los nutrientes y biocatalizadores necesarios
para mantener y desarrollar los procesos vitales (hidratos de carbono, grasas,
proteinas, sales minerales, vitaminas y enzimas). Un dato especialmente importante
es que el valor proteico de la leche de vaca, es decir, la proporcién en porcentaje de
energia del valor energético total que aportan las proteinas, es un 20% mas favorable
que en cualquier alimento (con excepcion de la leche de mujer).

La leche es un liquido blanco y opaco, aunque puede presentar también una
tonalidad ligeramente amarillenta, sobre todo cuando las vacas se alimentan de
pastos. Debe tener un sabor caracteristico, fresco y ligeramente dulzén, asi como un
olor igualmente caracteristico y puro. Debe tener también una consistencia
homogénea y carecer de grumos o copos (Spreer, 1991).

Desde un punto de vista fisico-quimico, la leche puede describirse como una
dispersién coloidal. Las particulas dispersas, micelas de caseina, son agregados de
fosfoproteinas ligados a fosfocaseinato célcico que se mantienen unidas por la accién
de fuerzas secundarias (Horne y Leaver, 1995). Los componentes fundamentales de
la leche se muestran en la figura 3.1.

El agua es el componente principal de la leche y su funcién esencial es la de
actuar como vehiculo de los demas componentes. Sin embargo, en algunos derivados
lacteos como la mantequilla, el queso o la leche en polvo puede estar como agua
ligada quimicamente, por ejemplo, ligada en forma de agua de hidratacion a las
proteinas o a los cristales de lactosa, y también como agua libre.
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LECHE
Componentes Componentes
naturales no natt[ra]es
l l Sustancias
Componentes Componentes extrafias
mayoritarios minoritarios
- Agua. - Sales (Na", K*, Ca" i ﬁgﬁgg::s
- Grasa. Mg, P03, CI). Insectici da.
- Proteinas: __,, . - Acido citrico. ] ecticicas.
o—caseina - Enzimas Aguas residuales.
- Caseina4_>, B-caseina - Vitaminas
(80%) | K-caseina - Gases (COy, Ny, O3)
L——» Y-caseina . o
- Fosfolipidos.
p— .
- Albiminas_| PB-lactoglobulina

(16-18%) L—» o-lactoalbinrina

) > Euglobulina
- Globulinas—

(2-4%)  —* Pseudoglobulina

- Lactosa.

Figura 3.1. Esquema de las sustancias presentes en Ia leche (Spreer, 1991).

Las grasas se encuentran en la leche en una proporcion que oscila entre el 3.2
y el 6%. Se encuentran como gl6bulos grasos de forma esférica, que constan de
nucleo y envoltura. El nicleo est compuesto por triglicéridos formados por un éster
de un alcohol trivalente, como el glicerol o propanotriol y é&cidos grasos
monocarboxilicos. La envoltura, llamada también membrana, es una formacién
compleja formada por varias capas. La capa que envuelve directamente el nicleo del
glébulo esta formada por triglicéridos de alto punto de fusién que penetran en la capa
de fosfolipidos, que es la siguiente. Los fosfolipidos constan fundamentalmente de
lecitina y cefalina. Esta capa estd envuelta a su vez por otra formada por proteinas de
membrana, cuya estructura es similar a la de las globulinas y que ocasionalmente
contiene euglobulina.
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El contenido de proteinas presentes en la leche oscila entre el 3 y el 3.6%. Los
componentes estructurales basicos de las proteinas son los aminoécidos; éstos
forman, por uniones de distintos tipos (enlaces peptidicos, puentes disulfuro, puentes
de hidrégeno o enlaces idnicos) determinadas estructuras polipeptidicas, que a su vez
se unen entre si formando las proteinas. Estas se clasifican en base a los componentes
obtenidos por el método de separacién fraccionada en tres tipos: caseinas, albiminas
y globulinas. Las caseinas constituyen un 80% de las proteinas presentes en la leche.
Se pueden clasificar en cuatro tipos, o, B, Y y k que se diferencian en la secuencia y

proporcion de residuos de fosfoserina que poseen. Esto hace que la sensibilidad de

en presencia de iones calcio, mientras que la k-caseina es la tinica que no precipita,
por eso es la que se encuentra principalmente en la parte externa de la micela
formando una capa protectora (Home y Leaver, 1995). Por otro lado, el enzima
activo presente en el cuajo, utilizado en la fabricacién del queso, es muy especifico y
actiia solamente con la x-caseina. Esta reaccién permite la desestabilizacion de las
micelas seguida de su posterior agregacion, y se favorece por la localizacién de la k-
caseina en la superficie de la micela, ficilmente accesible al enzima y en una
posicion importante para favorecer la estabilidad micelar.

Las albiminas y globulinas se llaman también proteinas séricas o del
lactosuero. La mas interesante desde el punto de vista tecnologico es la f-
lactoglobulina, que a T> 74°C se desnaturaliza, forma grumos y libera grupos
sulthidrilo, que son los responsables del sabor a cocido que a veces presenta la leche.

Por ultimo, la lactosa juega un importante papel tecnoldgico en todos los
procesos de acidificacion de la leche, ya que representa el sustrato nutritivo para las
bacterias lacticas.

3.1.2. Obtencion de productos licteos gelificados

Un grupo de reacciones importantes de las proteinas de la leche son aquéllas
que implican la desestabilizacion de las micelas de caseina. Estas reacciones ocurren
cuando el pH de la leche se reduce. Inicialmente, el fosfato célcico se solubiliza y,
como consecuencia, la estructura micelar nativa se desintegra. A un pH de 4.6, que es
el punto isoeléctrico de las caseinas, se produce la precipitacion de las mismas.
Aunque esta reaccion puede considerarse reversible aumentando el pH de la leche a
su valor original (6.7, aproximadamente), nunca se vuelve a recuperar la forma
original de las micelas. Por tanto, se considera que la acidificacion es la base para la
formacién de muchos productos fermentados gelificados, entre los que se encuentra
el yogur como principal producto (Muir, 1998).

Para obtener productos gelificados a partir de leche se pueden sefialar tres
procesos: la fermentacién de la leche por medio de bacterias acidolacticas (método
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que posteriormente serd tratado con mayor extension), la accion enzimética del cuajo
y la acidificaci6n directa por medio de un 4cido alimentario o una lactona.

3.1.2.1. Acidificacion enzimatica

Este método consiste en la hidrélisis de los enlaces peptidicos especificos
de las caseinas provocada por los enzimas proteoliticos caracteristicos del cuajo y
se utiliza principalmente en la fabricacién del queso (Dejmek, 1987 y Zoon y
col.,, 1990). Sin embargo, también se puede utilizar para la fabricacién de
productos tales como yogur o cuajada combindndolo con la acidificacién de la
leche. Esta acidificacién puede realizarse de diferentes maneras. Roefs y col.
(1990) realizaron la acidificacién de la leche a 0-2°C con HCI 3N hasta obtener
valores de pH situados en el intervalo 4.4-5.8. A pH 5.15, encontraron un cambio
brusco en las caracteristicas del gel obtenido. Por debajo de este valor, el gel era
similar a los geles é4cidos de leche, mientras que a pH superiores, los geles
presentaban iguales caracteristicas que los geles obtenidos con cuajo sin acidificar.
Esto es debido a que el tipo de fuerzas de interaccién es diferente en cada caso. En
este ultimo, las principales interacciones electrostaticas de atraccion se deben al
fosfato célcico micelar, mientras que en el primer caso, el fosfato célcico se disuelve
y las fuerzas electrostéticas se atribuirian a otro tipo de componentes.

Lucey y col. (1996), al igual que Roefs, realizaron la acidificaciéon con HCI,
pero luego neutralizaron la leche con NaOH. Los geles formados con este método
presentaban mejores propiedades que las de los geles hechos sin neutralizar la leche.
Posiblemente, esto se debe a un aumento de la actividad de los iones calcio. El Ca™
tiene un papel importante en la reduccion de la repulsién existente entre las caseinas
cargadas negativamente a pH 6.7, ya que se produce un aumento en el indice de
agregacién durante la coagulacién de la leche. Sin embargo, el sistema micelar no
recupera totalmente su estructura al neutralizar la disolucién acidificada, aunque si se
pueden formar micelas de caseina artificiales con la adicion de Ca, Mg, fosfato o
citrato con caracteristicas similares a las micelas iniciales.

Otro método para efectuar la acidificacion de la leche es la utilizacién de
4cido lactico en lugar de HCI (Tobitani y col., 1995) o la combinacién de un cultivo
estarter con la adicién de cuajo (Bohlin y col., 1984).

3.1.2.2. Acidificacion directa
La acidificacién directa de productos lacteos empezd a realizarse a escala
comercial en el afio 1962. El primer producto que se fabricé utilizando esta método

fue la crema agria. Los cambios quimicos y fisicos que se producen al pasar de una
crema fluida, al pH natural de la leche, a un gel tixotrépico, a pH 4.4-4.5, tiene lugar
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en pocos minutos, frente a las 12-16 h que lleva una fermentacion tradicional. Otro
producto que también se empezé a producir comercialmente es el queso tipo
holandés. El agente acidificante mas adecuado para este producto es la glucono-o-
lactona (GDL). Cuando ésta se disuelve en la leche, se hidroliza a &cido glucénico
dando lugar a un descenso del pH hasta llegar a la cercania del punto isoeléctrico de
la caseina, proceso similar al que se produce en la formacién de 4cido lactico en la
fermentacién tradicional. Esto da lugar a una coagulaclén lenta y gradual de la leche
(Little, 1967).

- Harwalkar y col. (1977) en un primer trabajo de una serie que publicaron alo- |

largo de 4 afios propusieron el uso de GDL para la preparacion de geles 4cidos de
leche. Compararon la firmeza de geles preparados con bacterias acidolécticas con la
de geles obtenidos mediante la adicién de GDL a temperaturas elevadas (90°C). En el
caso del yogur (fermentacion tradicional) los preparados con leche precalentada
tenian doble firmeza que los hechos con leche sin precalentar. También compararon
la firmeza de los geles preparados con leche precalentada o sin precalentar cuando se
adicion6 la GDL a 44°C y no aparecieron diferencias. Por otro lado, si la GDL se
adiciona a 90°C la firmeza de los geles obtenidos era considerablemente superior a la
de los yogures o a la de los geles preparados con GDL adicionada a 44°C. Esta
diferencia se debe al rdpido desarrollo del acido glucénico a 90°C, que es la
temperatura a la que se produce la gelificacién, en contraposicion al lento desarrollo
del 4cido lactico a 44°C, que es la temperatura de incubacion del fermento. Esto
ultimo se debe a que las fuerzas que unen las micelas de caseina dentro de la red que
se forma, parecen mas fuertes cuando se combina el efecto de disminucion de pH y
alta temperatura.

Posteriormente, Harwalkar y Kalab (1980) estudiaron la influencia de
diversos factores tales como el pH, s6lidos totales presentes, precalentamiento de la
leche y temperatura de gelificacion sobre el comportamiento reolégico de geles de
leche acidificados con GDL. Al variar el pH se observaron diferencias en la
microestructura de las muestras. Los geles formados a pH bajos estaban constituidos
por micelas de caseina més grandes y mas unidas entre si que los obtenidos a valores
de pH altos. A un mismo valor de pH pero diferente porcentaje de sélidos totales se
observé que la firmeza aumentaba al aumentar el porcentaje de sélidos mientras que
la sinéresis disminuia. Este factor fue estudiado con mas detalle en un trabajo anterior
(Kalab y Harwalkar, 1974) donde se observo que al pasar de 40% a 60% de sélidos
totales aparecian diferencias en la disposicion de las micelas. Con un 40%, las
micelas aparecian bien definidas dentro de la estructura de la red. Sin embargo, al
aumentar el contenido de sélidos al 60%, sélo unas pocas micelas mantenian su
individualidad y el resto estaba formando una estructura més compacta que podria
ofrecer una mayor resistencia a la penetracién en ensayos de firmeza. Respecto del
precalentamiento de la leche y temperatura de gelificacion se llegé a la misma
conclusién que en el estudio anterior. Los geles obtenidos sin precalentamiento de la
leche presentaron menor firmeza y més susceptibilidad a la sinéresis que los
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preparados con precalentamiento. Esto es debido a la agregacion de las micelas de
caseina en aglomerados (clusters) en los primeros, en lugar de disponerse en forma
de cadenas mediante enlaces hidrofébicos que se fortalecen al aumentar la
temperatura. Por tanto, concluyeron que la relacion existente entre el comportamiento
reolégico y la microestructura de las muestras estudiadas era mas dependiente de la
distribuci6n y estructura de las micelas de caseina que de su tamafio o forma.

Banon y Hardy (1991 y 1992) utilizaron GDL como agente acidificante para
estudiar las diferentes etapas de la coagulacion 4cida de la leche mediante técnicas
turbidimétricas. El primer paso supone el colapso de la capa exterior de las micelas,
que es la responsable de las propiedades dindmicas y electrocinéticas de las mismas.
Se produce un descenso en la viscosidad hidrodindmica que ocurre tanto a
temperaturas bajas (15-20°C) como a temperaturas méas altas (30-42°C).
Posteriormente, pero s6lo a temperaturas de 15-20°C, se produce un descenso d¢ la
turbidez a la vez que un aumento de la viscosidad hidrodindmica debido a la
solubilizacién de las micelas de caseina. Esta solubilizacién est4 relacionada con la
falta de interacciones hidrof6bicas, que son las que evitan la disociacién de las
particulas de caseina. Por ltimo, las particulas de caseina se agregan y se produce la
gelificacién. Un aumento de la turbidez, de la viscosidad hidrodindmica y del tamafio
de particula junto con una disminucién de las proteinas solubles en condiciones
similares de pH y temperatura, son algunos de los indices que indican esta agregacion
de las micelas de caseina.

La posibilidad de poder controlar la firmeza y la acidez de estos productos por
la cantidad de GDL adicionada, hace que sea un método util para obtener una gran
variedad de productos de diferente textura.

Por otro lado, como ya se ha dicho anteriormente, el proceso de hidrolisis de
la GDL en 4cido glucénico se acelera mediante calentamiento (Hashizume y Sato,
1988). Estos autores estudiaron la gelificacién de la leche a diferentes temperaturas.
Los geles obtenidos mediante un precalentamiento de la leche inferior a 70°C eran
mas débiles y presentaban mayor sinéresis que los preparados con un
precalentamiento a 80°C.

En un trabajo mas reciente (Amice-Quemeneur y col., 1995) se compar6 la
acidificacion directa, mediante el uso de GDL, con la fermentacion tradicional, para
aplicacién en bebidas lacteas acidificadas preparadas con pectinas. Los autores
concluyeron que la acidificaciéon quimica de la leche con GDL puede ser utilizada
para producir geles lacteos acidos con una textura poco firme y similar a los
productos preparados por fermentacién tradicional pero sefialaron que es necesario
un precalentamiento (90°C) de la leche para obtener buenas propiedades texturales en
los geles finales. El calentamiento de la leche a temperaturas superiores a 80°C da
lugar a la formaciéon de un complejo entre la B-lactoglobulina desnaturalizada y
la x-caseina (Kim y Kinsella, 1989). Esto provoca cambios complejos en la
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estructura de las micelas de caseina que pueden facilitar la formacién de la red. A
su vez, estos cambios producidos dependen de la temperatura. En este mismo
trabajo se estudi6 el proceso de gelificacion de leche acidificada con GDL a
diferentes temperaturas. Adicionaron GDL a leche a 35, 40, 45, 50 y 55°C y
observaron que la gelificacion se producia a las 3 h, 128 min, 68 min, 33 min y
16 min, respectivamente. Por tanto, la hidrélisis de la GDL a é4cido glucénico es
mas rapida al aumentar la temperatura. A altas temperaturas se acelera el proceso
de agregacion de las micelas de caseina para formar la estructura tridimensional
de la red, mientras a que a bajas temperaturas aumenta el impedimento estérico
“de la B-caseina presente en la micela, impidiendo su agregacién. Ademas, como
ya se menciond, un precalentamiento de la leche a 90°C durante 5 min acelera el
proceso de gelificacion de la leche y facilita la formacién de la red proteica.

Segun lo expuesto, puede verse que el calentamiento es uno de los pasos
fundamentales en la preparacién de productos lacteos gelificados. Kalab y col.
(1971) afirmaron que los geles de leche inducidos por calor constituyen una
posible base potencial para el desarrollo de nuevos productos y que las medidas
de firmeza de estos geles permiten estudiar sus caracteristicas texturales.

En un trabajo posterior, Kalab y col. (1973) estudiaron la firmeza de geles
de leche inducidos con calor en presencia de varios aditivos, tales como el agar,
gelatina y almidén, entre otros, y la compararon con la de otros productos
comunes como queso, salchichas, hamburguesas y geles de proteinas de suero y
de soja. En general, la presencia de aditivos modifico la firmeza de los geles de
leche, y para todos la firmeza se ve afectada por la temperatura en el intervalo
entre 10°C y 60°C. En cuanto a los productos estudiados, la dependencia de la
firmeza con el calor fue variable.

Haciendo un resumen, se puede afirmar que la firmeza de los geles de
leche inducidos por calor aumenta cuando se aumenta el porcentaje de solidos
totales, cuando se precalienta la leche a 90°C o cuando se afiade GDL a altas
temperaturas. Combinando los efectos del precalentamiento de la leche a 90°C y
la acidificacién, se podrian desarrollar nuevos productos lacteos gelificados
dentro del intervalo de pH 5.0-5.7 (Goddard y Augustin, 1995).

En los ultimos afios han aparecido en el mercado productos lacteos que no
poseen un sabor tan acido como los yogures tradicionales, ni tienen una textura tan
débil y cremosa. Hoy en dia existe un gran abanico de texturas diferentes de la del
yogur, con lo que se ha creado el interés en el estudio de los métodos de elaboracién
y estabilizacion de este nuevo tipo de productos gelificados. Para ello, se necesitan
ingredientes funcionales que sean capaces de estabilizar o aportar textura. En este
sentido, muchos hidrocoloides estan encontrando cada vez mayor utilidad en esta
area. Llama la atencién que se encuentren relativamente pocos trabajos que traten
sobre la formaci6n de geles de hidrocoloides en leche (Grindrod y Nickerson, 1968 y
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Xu y col., 1992). Se ha descrito que el carragenato y las gomas de guar y garrofin
desarrollan mayores viscosidades en leche que en agua (Schmidt y Smith, 1992) y
que el carragenato puede formar también geles con leche, debido a la conocida
reactividad entre ambos, afribuida a la interaccion electrostética altamente especifica
de los grupos sulfato del carragenato, cargados negativamente, con la k-caseina
(Lynch y Mulvihill, 1994). De hecho muchos productos del mercado como la
cuajada, el quark y las mousses, entre otros, utilizan carragenato como estabilizante.
También se han estudiado las pectinas por su capacidad de desarrollo de buenas
texturas en un amplio intervalo de productos &cidos de leche desde postres hasta
quesos cremosos (Amice-Quemeneur y col., 1995 y Macfadyen, 1992).

3.1.3. La gelatina como ingrediente en los productos lacteos

Las propiedades funcionales de la gelatina la dotan para encontrar una amplia
aplicacion en la industria alimentaria en la que se utiliza como gelificante, espesante
y estabilizante. Estas propiedades se pueden resumir en su capacidad para formar
geles sola o en combinacién con otros hidrocoloides, su propiedad emulsionante, su
capacidad de formacion de espuma, de prevencién de la sinéresis y de mejora de la

consistencia. La gelatina también se ha utilizado como estabilizante en diversas

formulaciones, en particular, en emulsiones (Chesworth y col., 1985; Castle y col.,
1988; Chen y Dickinson, 1995 y Galazka y Dickinson, 1995); en mantequillas bajas
en calorias (Janssens y Muyldermans, 1994) y en mayonesas y salsas (Hagerman,
1990), pero no se tiene referencia de su uso en la elaboracién de geles en leche.

Debido a que es una proteina, constituye un ingrediente nutritivo que no tiene
el status legal de aditivo. La compatibilidad de la gelatina con las proteinas de la
leche la haria 1til como ingrediente funcional (Rother, 1993; Krishnakumar y
Gordon, 1995; Rother, 1995 y Poppe, 1997). Cuando la gelatina se calienta para su
disolucién en leche y luego se enfiia, se obtiene un gel de textura delicada. La
gelatina hace una aportacién importante a la textura del producto y a su palatabilidad,
debido a su propiedad tnica de fundir a la temperatura de la boca confiriendo una
percepcién parecida a la de las grasas y adem4s tiene un sabor neutro. Otra -
caracteristica importante que ademas afecta a la calidad del producto terminado es su
capacidad para inhibir la sinéresis que puede suftir dicho producto durante el proceso
o el almacenamiento, debido a que las moléculas de gelatina forman una red que
mantiene retenida el agua en su interior (Walstra y col., 1985). Por tanto, el uso de
la gelatina puede también ayudar a prolongar la vida media de este tipo de
productos.

El objetivo de esta parte del trabajo es analizar el uso potencial de la gelatina
para la produccién de geles de leche, tanto acidificados como al pH natural de la
leche, de texturas muy diferentes, mediante el estudio del comportamiento reoldgico
y textura final de los mismos. |
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3.2. MATERIALES Y METODOS
3.2.1. Materia prima

Para la preparaciéon de los geles de leche en el presente estudio, se
emplearon los siguientes productos: leche en polvo desnatada (Nestlé, Boué,
Francia); gelatina obtenida a partir de piel de cerdo mediante una extraccion
acida (tipo ‘A, pH 5.40 y viscosidad 26 mp) y gelatina obtenida a partir de piel

bovina mediante una extraccién con alcali (tipo B, pH 5.90 y viscosidad 31 mp),

Baupte, Francia) y glucono-6-lactona (GDL) (Merck, Darmstad, Alemania) como
agente acidificante.

3.2.2. Reconstitucion de la leche

La leche reconstituida se prepar6 a partir de leche en polvo desnatada a
una concentraciéon de 10% (p/p) de s6lidos en agua destilada. La disolucién asi
obtenida tuvo un pH 6.8 a 10°C.

3.2.3. Preparacion de geles de leche en frio
3.2.3.1. Preparacion de la leche acidificada

Para la obtencién de la leche acidificada se utiliz6 GDL como agente
acidificante. Debido a que la cantidad de GDL adicionada controla la acidez final
de las muestras, que también depende de la temperatura, se efectué un estudio
preliminar para determinar el pH de coagulacién de la leche a 40°C (temperatura
a la que hay que calentar la leche para disolver la gelatina). Se encontré que a
esta temperatura la leche coagulaba por debajo de pH 5.2. Por tanto, los valores
de pH seleccionados para efectuar esta parte del estudio fueron 5.8 y 5.3, ademas
del pH inicial de la leche. Se afiadieron las cantidades necesarias de GDL para
obtener dichos valores de pH a las muestras de leche reconstituida, se agitaron
rapidamente y se mantuvieron 24 h a 10°C.

3.2.3.2. Preparacion de los geles en agua y en leche
Se utilizaron dos clases de gelatina, gelatina tipo A y B. Se adicionaron
ambos tipos de gelatina a cuatro concentraciones diferentes (1.50, 3.00, 4.50 y

6.67%) a muestras de leche acidificada y sin acidificar, y a agua destilada, con el
fin de obtener geles con texturas muy variadas. Se dejé reposar durante 1h para
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que la gelatina se hinche a temperatura ambiente. En esta etapa, la gelatina puede
absorber hasta 10 veces su propio peso de agua. La concentracién de 6.67% es la
concentracion necesaria para determinar la fuerza Bloom (parametro
caracteristico de la gelatina) (Johnston-Banks, 1990; Rother, 1993).

A continuacion, las muestras se calentaron a 40°C hasta disolucién total de
la gelatina. La espuma que se pudiera haber formado en este proceso se retir6 de
la superficie de las soluciones. Posteriormente, se verti6 la muestra en los
recipientes adecuados para posteriores determinaciones y se almacenaron durante
17ha10°C.

El esquema del procedimiento empleado para la preparacién de los geles a
10°C esta resumido en la figura 3.2.

3.2.4. Preparacion de geles de leche en caliente
3.2.4.1. Preparacion de las disoluciones de gelatina

Para la preparacion de las disoluciones se adicioné la gelatina a las
concentraciones necesarias, a agua destilada y se procedié igual que en el
apartado 3.2.3.2 excepto el almacenamiento en frio.

3.2.4.2. Preparacion de los geles

Se mezcl6 la leche reconstituida y las disoluciones de gelatina preparadas
en las concentraciones adecuadas para realizar su mezcla en la proporcion 1:1 y
cada mezcla resultante se verti6 en recipientes de vidrio resistentes al calor. Se
efectud un calentamiento a 90°C durante 5 minutos y se afiadié la cantidad de
GDL necesaria para obtener los valores de pH de 5.8, 5.3 y 4.8. Este ultimo no se
podia alcanzar para los geles descritos en el apartado 3.2.3.2. ya que este valor se
encuentra por debajo del punto de coagulacion de la leche (5.2 a 40°C).

En este caso, la gelificacion se produce al afiadir GDL a las muestras ya
calentadas a 90°C y mantenerlas a esa temperatura durante 10 minutos. Una vez
formados los geles, se dejaron enfriar hasta temperatura ambiente, para
mantenerlos después durante 17 h a 10°C.

También se prepar6 una serie de geles, sin adicionar gelatina, a cada uno
de los pH mencionados.
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LECHE
RECONSTITUIDA
(10%)
GDL

ADICIONAR GELATINA
(1.5,3,45Y 6.67%)

CALENTAR A 40°C- 15°

PONER EN REOMETRO ENFRIAR 17h A 10°C
A 40 °C

ENFRIARA 10°C .
TEXTUROMETRO: TEXTUROMETRO:

- F.Bloom (4mm) - TPA compresion (40%)

, - F. rotura (20 mm)
CINETICA 17 h

CURVA CALENTAMIENTO

Figura 3.2 Esquema de preparacion y determinaciones de los geles de gelatina en leche a 10°C.
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El esquema del procedimiento empleado para la preparacion de los geles a
90°C esta resumido en la figura 3.3.

3.2.5. Medida del pH

Después de almacenar las muestras durante 17 h a 10°C, se midié el pH
final alcanzado utilizando un pHmetro micropH 2001-Crison (Crison
Instruments, S.A., Alella, Espafia). En el caso de los geles preparados con 6.67%
de gelatina, se triturd el gel antes de esta medida, ya que se obtuvieron geles muy
duros.

3.2.6. Analisis reologicos a grandes deformaciones
3.2.6.1. Ensayos de penetracion

Para realizar estos andlisis se utilizaron las muestras contenidas en los
frascos de vidrio normalizados para la medicion de grados Bloom (BSI, 1975),

que tienen un diametro externo de 66 mm, un didmetro interno de 59 mm, una
altura de 85 mm y una capacidad de 150 mi (figura 3.4).

59 £2

Figura 3.4. Esquema dei frasco para determinar los grados Bloom de las gelatinas.
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r A
DISOLUCION DE GELATINA 1
EN AGUA LECHE
RECONSTITUIDA
CA"CHARJh>
>r —

DISOLVER A 40°C [
MEZCLAR

CALENTAR: 90°C \

Ir

ADICIONAR GDL
(pH=5.8, 53 y 4.8)

I
MANTENER A 90°C -10° J

I
ENFRIAR A T* AMBIENTE

ENFRIAR 17h A 10°C

TEXTUROMETRO: TEXTUROMETRO:
- F. Bloom (4 mm) - TPA compresion (40%)
- F. rotura (20 mm)

Figura 3.3. Esquema de preparacion y determinaciones de los geles de gelatina en leche a 90°C.
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Estos ensayos se realizaron utilizando un texturémetro TA-XT2 (Stable
Micro Systems, Godalming, U.K.) con un émbolo cilindrico de base plana de
12.7 mm de diametro (A.O.A.C., 1980) (figura 3.5) y con una velocidad de
cabezal de 1 mm/s.

Se determinaron dos pardmetros, que son la fuerza Bloom y la fuerza en el punto
de rotura, a la temperatura de 10°C.

- Fuerza Bloom: el parametro “fuerza Bloom”, conocido también como “fuerza
de gel”, expresada en gramos (unidad de masa), se obtuvo mediante el registro de
la fuerza a los 4 mm de desplazamiento del émbolo contra la superficie de la
muestra (Johnston-Banks, 1990). Si bien los grados Bloom se utilizan para
caracterizar la fuerza de un gel de gelatina en agua en unas condiciones
determinadas (6.67% concentracion y maduracion de 17 h a 10°C), esta medida
se ha utilizado para determinar el comportamiento de los geles elaborados, a
bajos niveles de compresion y caracterizarlos con la “fuerza Bloom” obtenida.

- Fuerza de rotura: la fuerza de rotura se define como el primer punto de
inflexion significativo de la curva que se produce cuando el émbolo penetra en el
gel hasta una distancia de 20 mm.

L’\051793493527A

Figura 3.5. Esquema del texturémetro utilizado en los ensayos de penetracion.
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3.2.0.2. Ensayos de compresion: Analisis de perfil de textura instrumental

Para realizar el perfil de textura instrumental, TPA, después de
desmoldarla, se cortaron las muestras contenidas en cristalizadores en cilindros
de 17 mm de diametro usando un sacabocados de acero inoxidable. Las muestras
asi obtenidas se colocaron en un anillo de acero de 17 mm de altura y bases
paralelas y se cortaron ambas bases con una cuchilla fina. De esta forma se
obtienen geles cilindricos de 17 x 17 mm (Fiszman y col., 1986).

Este ensayo se realiz6 con un émbolo de 75 mm de didmetro. Se realizaron
dos ciclos consecutivos de compresion de 40% de deformacion respecto de la
altura inicial de la muestra para obtener un TPA (figura 3.6). Se dejé transcurrir
un tiempo de 5 segundos entre ambos ciclos. Previamente se comprobo que este
grado de compresién no producia la rotura de ninguna de las muestras.

Se registraron los siguientes pardmetros primarios:
- Dureza: definida como la fuerza necesaria para alcanzar una deformacion
determinada (H, de la figura 3.6).
- Elasticidad recuperable retardada: definida como la relacién entre la distancia
recorrida durante la segunda compresion y la recorrida durante la primera
compresion (b/a, de la figura 3.6) (Pons y Fiszman, 1996; Fiszman y col., 1998).
- Cohesividad: definida como la relacion entre el drea debajo de la segunda curva
registrada y el area debajo de la primera (area2/areal, de la figura 3.6).

Tiempo
de

Bajada 1 Subida 1 espera  Bajada 2 Subida 2

Area 1 Area 2

Tiempo

Figura 3.6. Esquema de un perfil de textura tipico de un gel de gelatina.
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3.2.7. Andlisis Teologicos a pequeiias deformaciones

Para todos los ensayos se utilizd6 un redémetro Physica Rheolab M CI20
equipado con un sistema de medida cono-plato de 20y 5 cm de diametro (figura
3.7). Se efectuaron las medidas dinamicas oscilatorias poniendo alicuotas de las
muestras aun liquidas (40°C) sobre el plato inferior de dicho redmetro.

LECTURA
DE <

GEOMETRIA DE MEDIDA:
CONO-PLACA

ACEITE DE PARAFINA
. MUESTRA

MOTOR

Figura 3.7. Esquema de la geometria cono-placa utilizada en los ensayos dinamicos.

Para proteger la muestra de la deshidratacion por evaporacion durante los
ensayos, se aplico parafina liquida a las superficies expuestas de la misma. Se
disminuy6 la temperatura a una velocidad constante de 1°C por minuto hasta
10°C, permitiendo asi la formacion del gel.

Todos los ensayos oscilatorios de esta parte del estudio se efectuaron a
una frecuencia fija de 1Hz y a una amplitud de deformacion del 10%. Se eligio
esta frecuencia ya que de este modo se evitan problemas debido a la influencia
del momento de inercia (si se trabaja a altas frecuencias) o a la duracion de la
medida (si se trabaja a muy bajas frecuencias).
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3.2.7.1. Determinacién de la regidon viscoelastica lineal

Para determinar la zona de viscoelasticidad lineal se realizé un barrido de
amplitudes de deformacioén, fijando el valor de la frecuencia (1 Hz). El intervalo
lineal se limita al correspondiente a amplitudes donde G’ no varia en funcion de
la amplitud de deformacion. Los ensayos realizados fuera de la zona viscoeldstica
lineal pueden producir roturas de la estructura interna de la muestra, y como
consecuencia, una pérdida irreversible de la energia interna (Schramm, 1994).

Los ensayos preliminares que se efectuaron en los geles de gelatina en
leche mostraron que G’ fue practicamente constante en un amplio intervalo de
amplitudes, como se observa en la figura 3.8; mientras que G” presentd alguna
variaciéon a bajas deformaciones. A la vista de los resultados, se eligié una
amplitud de deformacion del 10% para todos los ensayos dindmicos, asegurando
que se estd dentro de la zona lineal viscoelastica.

[OOE+0S

[O0E+04

Deformacion
[O0E+03 elegida: 10%

[ A R § 10 11 1 1o 18200 12 2
deformacion (%)

Figura 3.8. Determinacion de la zona viscoelastica lineal para un gel de gelatina en leche.

3.2.7.2. Ensayo de cinética de maduracién

Para estudiar la cinética de maduracion, se realizé un ensayo de barrido de
tiempo a 10°C durante 17 h, que es el tiempo necesario para que se forme un gel
de gelatina estable. Se ha seleccionado este periodo de tiempo porque es el
mismo que se utiliza para el almacenamiento de las muestras previo a las medidas
de la fuerza Bloom.
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3.2.7.3. Ensayo de barrido de temperaturas: determinacion de la temperatura
de fusion.

Después de haber madurado los geles durante 17 h a 10°C y medir su
cinética, se efectué un barrido de temperaturas calentando las muestras desde
10°C hasta 60°C a una velocidad de 1°C por minuto. Las temperaturas de fusién
se pueden determinar a partir del punto en que G’ y G’ se cruzan (punto de
transicion gel-sol) (Doublier y Cuvelier, 1996 y Fernandes, 1998).

3.2.8. Analisis estadistico

Se elaboraron tres preparaciones de cada composicion. Para el estudio de
los efectos del pH y de la concentracién de gelatina en la medida de la textura de
los geles, se ha utilizado la técnica del Anélisis de la Varianza (ANOVA), con un
nivel de significacion del 95%, usando el programa Statgraphics Plus para
Windows versién 2.1.
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3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1. Geles acidos obtenidos en frio

Banon y Hardy (1991 y 1992) determinaron que el valor de pH al que tiene
lugar el punto de coagulacion de la leche inducida por acido, se incrementa con la
temperatura. Mediante técnicas turbidimétricas estudiaron que a 30°C la coagulacion
de la leche se producia a pH 5.35 y a 42°C se producia a pH 5.5. En otro estudio,
Kim y Kinsella (1989) encontraron que, si la cantidad de GDL adicionada era

- suficiente para alcanzar el valor de pH 5.1, la gelificacion de la leche comenzaba

después de mantener la leche 2 horas a 40°C. De lo que puede deducirse que la
gelificacion es un proceso gobernado por el pH, por el tiempo y por la temperatura.

En el presente estudio, las muestras se calentaron a 40°C durante 15 minutos
para que se disolviese la gelatina adicionada. Con el fin de averiguar cual era el
minimo valor de pH que podia ser alcanzado por adicién de GDL sin provocar la
coagulacion de la leche cuando luego ésta se calentaba en esas condiciones de tiempo
y temperatura, se adicionaron distintas cantidades de GDL. Se determind que ese
minimo valor de pH fue de 5.3 y se obtuvo con un 0.8% de GDL.

También se verific que a ese valor de pH no ocurria una coagulacion de las
muestras, inducida por acido, aun durante un almacenamiento de 48 h a 10°C. Por lo
tanto, en el presente estudio se podria asegurar que la gelatina fue la responsable de
la formacion de la red y de la estructura de los geles finales. Los tres valores de pH
seleccionados fueron 5.3, 5.8 y 6.6 (pH sin modificar de la leche reconstituida). Se
seleccionaron cuatro niveles de concentracion de gelatina: 1.5, 3.0, 4.5 y 6.67% (p/p)
con el fin de obtener una gama de texturas muy amplia. El valor 6.67% corresponde
a la concentracion de gelatina del método oficial de medida de fuerza de gel o grados
Bloom (BSL, 1975). Se estudi6 dos tipos de gelatina comercial: tipo A y tipo B.

En primer lugar se analiz6 si la adicion de gelatina influia en el pH final de las
muestras que, en principio, se pretendia alcanzar mediante la adicién de GDL. Los
valores de pH finales de los geles obtenidos con la adicién de distintas cantidades de
gelatina tipo A y B a las muestras de leche reconstituida neutra y acidificada se dan
en la tabla 3.1.

Con la adicion de gelatina tipo A se obtuvieron valores de pH algo menores,
aunque no siempre significativos, que los de las respectivas muestras de leche. Estas
disminuciones fueron del orden de una a dos décimas respecto de los
correspondientes valores iniciales y ain menores, y no significativos en
practicamente todos los casos, cuando se adicioné la gelatina tipo B. Estos cambios
en el valor de pH, si bien pequefios, deben considerarse al ajustar los
correspondientes valores de los productos finales. :
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Tabla 3.1. Efecto de la adicioén de dos tipos de gelatina, a cuatro concentraciones, sobre el pH de geles de
leche preparados a concentraciones de GDL diferentes'.

GDL 1.50%

6.68a
0.0% 0.04)
6.78*a
(0.02)

5.83
04% (0.01)
5.88°
(0.01)

5.22a
0.8% (0.03)
5.33a
(0.04)

‘Los valores entre paréntesis son las desviaciones estandar.

GELATINA TIPO A
3.00% 4.50%
6.52a 6.51a
(0.01) (0.03)
6.75'b 6.76*b
(0.03) (0.06)
5.81a 5.72a
(0.01) (0.01)
5.88*b 5.89
(0.01) (0.01)
5.24a 5.26a
(0.05) (0.16)
5.35’a 5.38
(0.07) (0.12)

6.67%

6.53a
(0.01)

6.82'b
(0.05)

5.64a
(0.06)

5.82%b
(0.05)

5.17a
(0.13)

541*a
(0.16)

Valores de pH iniciales de las muestras de leche.
En la misma columna, y para cada concentracion de GDL, valores con la misma letra no son

significativamente diferentes (p<0.05) segun el test LSD.

1.50%

6.73a
(0.07)

6.82’a
(0.08)

5.85a
(0.02)

5.80%a
(0.01)

5.31a
(0.02)

537%a
(0.01)

GELATINA TIPO B
3.00% 4.50%
6.69a 6.69a
(0.04) (0.04)
6.77*a 6.74*a
(0.06) (0.01)
5.85a 5.87a
(0.03) (0.05)
5.85%3 5.90*a
(0.01) (0.03)
5.36a 5.35a
(0.04) (0.07)
5.43%*a 5.42a
(0.02) (0.07)

6.67%

6.55a
(0.05)

6.74%b
(0.01)

5.86a
(0.01)

5.90%a
(0.01)

5.39a
(0.01)

543%3
(0.05)

3.3.1.1. Analisis del comportamiento de los geles mediante ensayos Teologicos a
grandes deformaciones

3.3.1.1.1. Determinacion de la fuerza Bloomy de la fuerza en el punto de rotura

Influencia del medio de gelificacion

La comparacion entre los valores de fuerza Bloom de los geles en agua y en
leche sin acidificar mostraron que los correspondientes a agua son solo ligeramente
mayores, aunque significativos en algunos de los casos, que los de leche para todas

las concentraciones de gelatina consideradas (tabla 3.2).

Esta pérdida de rigidez del gel puede atribuirse a la presencia de los
componentes de la leche en el medio solvente. El efecto de estos componentes podria
analizarse teniendo en cuenta los cambios de movilidad que producen las moléculas
de agua en el medio (Ledward, 1992) aunque los pardmetros mecanicos analizados
dan una informacidon macroestructural de los sistemas estudiados, y es dificil abordar
una interpretacion de su variacidon a partir de interacciones fisicoquimicas entre los
componentes de las muestras.
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La fuerza de rotura por penetracion mostré una pauta similar al pardmetro
fuerza Bloom cuando se compararon los valores en agua y en leche (tabla 3.2).
Ademas se puede sefialar que, en la mayoria de los casos, el valor del desplazamiento
del émbolo en el que tuvo lugar la rotura, fue significativamente mayor en geles de
agua que en leche lo que revel6 que los primeros tuvieron una mayor resistencia
mecanica (Fiszman y Duran, 1992). El anafisis efectuado es valido tanto para la
gelatina A como para la tipo B.

Tabla 3.2. Valores de la fuerza Bloom, fuerza de rotura y desplazamiento hasta rotura para geles de dos
tipos de gelatina obtenidos en agua y en leche reconstituida sin acidificar®.

FUERZA FUERZA DESPLAZAMIENTO
TIPO DE GELATINA
GELATINA BLOOM (g) ROTURA (N) (mm)
LECHE AGUA LECHE AGUA LECHE AGUA
1.50% 17a 19a 0.75a 0.96a 16.2a 17.5a
. 0

(1) (1) (0.03) (0.14) 0.7) (1.2)

3.00% 67a 78b 3.88a 5.08a 16.1a 17.6a

A @) 6) (0.30) (0.16) (0.9 (01)
4.50% 128a 152b 7.05a 9.07a 16.6a 17.7b

(1) @) (0.13) (0.61) (0.5) (0.5)

6.67% 300a 309a 12.89a 16.82b 16.0a 18.1b

4) ®) (0.09) (0.83) 0.9 (0.6)

1.50% 14a 16b 0.56a 0.57a 15.3a 16.3a

(1) 1) (0.04) (0.02) 0.2) (1.2)

3.00% 57a 6la 2.96a 3.23a 16.6a 17.1a

B 4 6) (0.16) (0.09) (1.4) (0.2)
4.50% 123a 133b 5.42a 7.84b 15.8a 18.7b

) 1) (0.35) (0.05) (0.8) (0.6)

6.67% 242a 257a 10.71a 16.82b 15.4a 20.0b

@) 4) (0.72) (0.86) 0.3) (0.8)

*Los valores entre paréntesis son las desviaciones estandar.
En la misma fila, y para cada parametro, valores con la misma letra no son significativamente diferentes
(p<0.05) segun el test LSD.

Influencia delpH, tipoy concentracion de gelatina

La figura 3.9 muestra un perfil obtenido por penetrometria de un gel de
gelatina en leche. Se obtuvieron curvas de forma similar para todo el intervalo de
concentraciones analizado. Las curvas presentaron un pico neto de rotura, lo que
indica la formacion de un gel firme aun en el caso de la menor concentracion de
gelatina considerado en el presente capitulo (1.5%). Los valores de fuerza de rotura
obtenidos para geles de 1.5% de gelatina son comparables a los encontrados por
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Halwalkar y col. (1977) para geles de leche inducidos por adicion de acido, a pesar
de que las condiciones experimentales de determinacion de la firmeza no son
exactamente las mismas. Por tanto, es posible crear geles de caracteristicas texturales
similares sin tener que efectuar un calentamiento de la leche. Concentraciones
mayores de gelatina produjeron geles mas firmes.

Fuerza (N)

Fuerza de rotura
0.6

0.6

0.2

0.1 «

0-0 1000 2001 410 £.00

0.1 tiem po (s)
[correspondiente al desplazam iento (mm)]

Figura 3.9. Perfil tipico de fuerza de penetracion hasta rotura obtenido para un gel de gelatina en leche
(1.5% gelatina tipo A, pH 6.6).

Tanto los valores de la fuerza Bloom como los de fuerza en el punto de rotura
se incrementaron, como cabia esperar, con la concentracién de gelatina (tabla 3.3).
En cuanto a la influencia del tipo de gelatina, se puede ver que los geles de gelatina
tipo B mostraron valores significativamente menores para la fuerza de rotura,
mientras que en el caso de la fuerza Bloom estas diferencias no fueron significativas
en muchos casos.

Las principales diferencias entre las gelatinas tipo A y B son bien conocidas,
especialmente en términos de algunas de sus propiedades fisicas como su punto
isoeléctrico y la viscosidad de sus soluciones, a igual fuerza nominal de gel
(Poppe, 1997). Sin embargo, desde un punto de vista estructural, no es facil analizar
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como factores tan complejos como la distribucién de peso molecular, la composicion
o secuencia de aminodcidos puede afectar su comportamiento (Ledward, 1986). De
todos modos, a partir de los resultados obtenidos, se deduce que se debe tener en
cuenta las posibles diferencias de comportamiento de ambos tipos de gelatina cuando
se desarrollan nuevos productos.

Tabla 3.3. Valores de fuerza Bloom, fuerza de rotura y desplazamiento hasta rotura para dos tipos de
geles de gelatina en leche preparados a cuatro concentraciones y a tres valores de pH

diferentes*.
pH  CONCENT FUERZA FUERZA DESPLAZAMIENTO
' BLOOM (g) ROTURA (N) (mm)
GELATINA TIPO A TIPOB TIPO A TIPOB TIPO A TIPOB
1.50% 17a 14a 0.75a 0.56b 16.2a 15.3a
' 0) 0 (0.03) (0.04) 0.7) 0.2)
56 3.00% 67a 57a 3.88a 2.96b 16.1a 16.6a
' 4) 4 (0.30) (0.16) 0.9) (14)
4.50% 128a 123a 7.05a 5.42b 16.6a 15.8a
0) ) (0.13) (0.35) (0.5) (0.8)
6.67% 300a 242a 12.89a 10.71b 16.0a 154a
) (7 (0.09) (0.72) 0.9) (0.3)
1.50% 152 152 0.83a 0.71b 16.9a 17.0a
0) (1 (0.02) (0.05) (1.4) 1.7)
S8 3.00% 63a 53a 3.51a 2.71b 15.8a 16.1a
’ @) (5) 0.21) (0.32) (11) (1.2)
4.50% 137a 118a 7.61a 5.18b 16.5a 14.9a
(14) (10) (0.41) (0.57) (0.3) (0.6)
6.67% 302a 259b 11.62a 10.05b 15.2a 15.6a
A3) 0) (0.97) 0.17) (0.4) (0.6)
1.50% 18a 15b 0.97a 0.55b 15.6a 14.8a
0) (1 (0.01) (0.04) (10) (1.2)
53 3.00% 74a 54a 3.64a 2.05b 14.9a 13.4a
: ) (%) (0.16) (0.17) (0.6) (1.2)
4.50% 147a 118a 7.09a 4.94b 14.92 14.2a
11 ©) (0.50) (0.38) (13) (0.8)
6.67% 298a 234b 13.3a 9.57b 14.4a 14.4a
©6) (©6) (0.93) (0.73) (12) (0.8)

*Los valores entre paréntesis son las desviaciones estandar.
En la misma fila, y para cada parametro, valores con la misma letra no son significativamente diferentes
(p<0.05) segtn el test LSD.
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Con respecto a la variacion del pH, en la mayoria de los casos no se
encontraron diferencias significativas para este factor (tabla 3.4). Teniendo en cuenta
que las zonas de union de las cadenas de proteinas en los geles de gelatina son de
naturaleza relativamente no polar (Ledward, 1986), el efecto de cambios pequefios de
pH, y consecuentemente, sobre las cargas de la proteina, no deberia ser muy
marcado.

Una caracteristica importante que tuvieron los geles obtenidos es que no
presentaron sinéresis. Este hecho debe tomarse como una gran ventaja frente a la
gama de geles lacteos inducidos por acido sin adicién de gelatina que, dependiendo
de las condiciones de formacién, tratamiento térmico durante el proceso, pH final o
concentracion de sélidos lacteos presentan en general un alto grado de sinéresis que
representa una importante pérdida de calidad en el producto final (Kalab y col., 1976,
Harwalkar y col., 1977, Harwalkar y Kalab, 1980 y Roefs y col., 1990).

3.3.1.1.2. Analisis de perfil de textura instrumental (TPA)

Debido a que el TPA instrumental es una técnica empirica, los resultados que
se obtienen son comparativos si las condiciones de los ensayos estan cuidadosamente
normalizadas (Dannenberg y Kessler, 1988, Pons y Fiszman, 1996). Por lo tanto, se
efectuaron ensayos preliminares con el objetivo de seleccionar la magnitud de la
deformacién que seria impuesta a todas las muestras. Para esto, se cortaron pequefios
cilindros (17 x 17 mm) de las muestras de geles y se sometieron a compresion uniaxil
hasta su rotura. Los geles correspondientes a 1.5% de gelatina no se pudieron medir
ya que por su debilidad no fue posible sacarlos de dentro del molde sin romperlos.

En una revision reciente sobre este tema, se ha destacado que en sistemas
gelificados cominmente se aplican grados de deformacion entre 20 y 50% (Pons y
Fiszman, 1996). A estos niveles de compresion, se puede obtener una valiosa
informacion sobre la evolucion de parametros como dureza, elasticidad y
cohesividad. Normalmente a mayores deformaciones la muestra de gel se rompe
completamente durante el primer "mordisco”, produciendo porciones o pequefios
trozos de la muestra inicial y de esta forma, pierde sentido fisico la medicién de los
valores de elasticidad y de cohesividad que tienen en cuenta el segundo ciclo de
compresion.

Se efectu6 un ensayo preliminar de compresion para determinar a qué nivel de
deformacion se rompian las muestras. Los valores de la deformacion en la rotura
obtenidos variaron dentro de un intervalo que fue desde el 50%, medido respecto de
la altura inicial de la muestra, para los geles en leche del 3% de gelatina tipo B hasta
72% de deformacion para los geles en leche del 6.67% de gelatina tipo A, ambos sin
adicion de GDL. Teniendo en cuenta estos resultados, se eligié una deformacién de
40% para ser aplicada a todas las muestras y evitar su rotura durante el ensayo.
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Tabla 3.4. Valores de fuerza Bloom, fuerza de rotura y desplazamiento hasta rotura para dos tipos de geles de gelatina en leche preparados
a tres valores de pH diferentes. Comparacion entre los tres valores de pH\

TIPO CONCENT. FUERZA BLOOM (g) FUERZA ROTURA (N) DESPLAZAMIENTO (mm)

GELAT.  GELATINA pH 6.6 pH 5.8 pH 5.3 pH 6.6 pH 5.8 pH 53 pH 6.6 pH 5.8 pH 5.3
1.50% 17a 15b 18a 0.75a 0.83b 0.97¢ 16.2a 16.9a 15.6a

) (1) (1 (0.03) (0.02) 0.01) 0.7) (1.4 (1.0)

A 3.00% 67a 63a T4a 3.88a 3.51a 3.64a 16.1a 15.8a 14.9a
4) @) ) (0.30) (0.21) (0.16) (0.9 (1.1) 0.6)

4.50% 128a 137a 147a 7.05a 7.61a 7.09a 16.6a 16.5a 14.9a

6) (14) (11) (0.13) (0.41) (0.50) (0.5) 0.3) (1.3)

6.67% 300a 302a 298a 12.89%a 11.62b 13.30a 16.0a 15.2a 14.4a

) 3) (6) (0.09) (0.97) (0.93) (0.9) 0.4) (1.2)

1.50% 14a 15a 15a 0.56a 0.71b 0.55¢ 15.3a 17.0a 14.8a

(1) (1) 1) (0.04) (0.05) (0.04) 0.2) (1.7) (1.2)

B 3.00% 57a 53a 54a 2.96a 2.71b 2.05¢ 16.6a 16.1a 13.4b
“4) Q) Q) (0.16) (0.32) 0.17) (1.4) (1.2) (1.2)

4.50% 123a 118b 118b 5.42a 5.18a 4.94a 15.8a 14.9a 14.2b

) (10) 3) (0.35) 0.57) (0.38) (0.8) (0.6) (0.8)

6.67% 242a 259a 234a 10.71a 10.05a 9.57a 15.4a 15.6a 14.4b

0 (1) (©6) (0.72) (0.17) (0.73) (03) (0.6) (0.8)

*Los valores entre paréntesis son las desviaciones estandar.
En la misma fila, y para cada parametro, valores con la misma letra no son significativamente diferentes (p<0.05) segtin el test LSD.

DI2241P  UQLVILPLY UVIPoWL Y] 1 DUYDS P SIS P UOLUIIG)
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Influencia del medio de gelificacion

La comparacion entre los valores de los pardmetros obtenidos con el TPA
(dureza, elasticidad y cohesividad) de los geles preparados en agua y en leche sin
acidificar mostré que, a diferencia con la fuerza Bloom y con la fuerza de rotura,
practicamente en todos los casos, no hubo diferencias significativas entre ellos
(tabla 3.5).

Para la gelatina tipo A, no hubo diferencias significativas para los valores de
los tres parametros estudiados obtenidos entre los geles en agua y en leche. Sin
embargo, para la gelatina tipo B, el parametro dureza si que presentd alguna
diferencia entre ambos medios de gelificacion a las mas altas concentraciones de
gelatina.

Como se dijo en el apartado anterior, es dificil explicar el diferente
comportamiento debido al tipo de gelatina presente en el gel, debido a su compleja
composicion.

Tabla 3.5. Valores de dureza, elasticidad y cohesividad obtenidos a partir del TPA (compresion del
40%) para dos tipos de geles de gelatina obtenidos en agua y en leche reconstituida sin
acidificar*.

TIPO CONCENT. DUREZA (N) ELASTICIDAD COHESIVIDAD

GELATINA  GELATINA LECHE AGUA LECHE AGUA LECHE AGUA

3.00% 0.94a 0.94a 0.96a 0.98a 0.90a 0.83a
(0.07) (0.02) (0.01) (0.02) (0.04) (0.02)

A 4.50% 1.76a 1.60a 0.94a 0.95a 0.87a 0.85a
(0.09) (0.06) (0.02) (0.02) (0.06) (0.02)

6.67% 2.75a 2.73a 0.94a 0.94a 0.88a 0.85a

(0.17) (0.12) (0.01) (0.03) (0.03) (0-05)

3.00% 0.74a 0.76a 0.95a 0.95a 0.92a 0.90a

(0.06) (0.02) (0.01) (0.01) (0.03) (0.02)

B 4.50% 1.16a 1.43b 0.94a 0.98a 0.88a 0.90a
(0.09) (0.07) (0.03) (0.02) (0.01) (0.01)

6.67% 2.43a 2.64b 0.95a 0.96a 0.98a 0.89a

(0.09) (0.04) (0.03) (0.01) (0.04) (0.01)

*Los valores entre paréntesis son las desviaciones estandar.
En la misma fila, y para cada parametro, valores con la misma letra no son significativamente diferentes
(p<0.05) segtn el test LSD.
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Influencia delpH, tipoy concentracion de gelatina

Los valores de dureza mostraron una pauta de evolucion similar a la de la
fuerza de penetracion. Dichos valores resultaron eminentemente dependientes de la
concentracion de gelatina, es decir, a medida que la concentracion de gelatina
aumento, el valor de la dureza fue mayor. Nuevamente, la gelatina tipo B demostro
que confiere a los geles una menor resistencia mecanica que la tipo A y estas
diferencias fueron aun mayores conforme disminuy6 el pH (tabla 3.6).

Tabla 3.6. Valores de dureza para dos tipos de geles de gelatina en leche preparados a tres valores de pH
diferentes®.

PH CONCENT. DUREZA (N)
GELATINA TIPO A TIPOB
3.00% 0.942(0.07)  0.74b (0.06)
6.6 4.50% 1.76a (0.09) 1.16b (0.09)
6.67% 275(0.17)  2.43b(0.09)
3.00% 0.72a(0.03)  0.68b(0.08)
5.8 4.50% 1.80a (0.04) 1.06b (0.05)
6.67% 246a(0.16)  2.46a(0.17)
3.00% 1042 (0.03)  0.57b(0.02)
5.3 450% 1.64a (0.08) 1.21b (0.02)
6.67% 2.98a (0.12) 1.99b (0.07)

*Los valores entre paréntesis son las desviaciones estandar.

En la misma fila, valores con la misma letra no son significativamente diferentes (p<0.05) segun el test
LSD.

La elasticidad recuperable retardada mostrdé valores muy altos en todos los
casos. Estos variaron entre 0.87 y 0.98, lo que significa que las muestras recuperaron
practicamente toda su altura inicial antes de que se inicie la segunda compresion. Los
valores de cohesividad siguieron la misma pauta, los valores son altos para todas las
muestras y fueron desde 0.83 a 0.90. No se encontraron patrones significativos en la
evolucion de ninguno de ambos parametros respecto de ninguna de las variables de
composicion analizadas (tabla 3.7), indicando un componente de recuperacion
importante en la estructura de la red de los geles con uniones estables que confieren
unidad a la masa, independientemente del intervalo de pH analizado en este estudio,
del tipo y concentracion de gelatina.
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Tabla 3.7. Valores de dureza, elasticiad y cohesividad para dos tipos de geles de gelatina en leche
preparados a tres valores de pH diferentes®.

PO CONCENT ELASTICIDAD COHESIVIDAD
GELATINA  PH66 pH 5.8 pH 5.3 pH 6.6 pH 5.8 pH 5.3

3.00% 0.96a 0.92a 0.94a 0.90a 0.87a 0.88a

(0.01) (0.07) (0.02) (0.04) (0.04) (0.01)

A 4.50% 0.94a 0.955a 0.936a 0.87a 0.8% 0.88a
(0.02) (0.004) (0.004) (0.06) (0.03) (0.01)

6.67% 0.94a 0.94a 0.90a 0.89a 0.87a 0.88a

(0.01) (0.01) (0.02) (0.03) (0.03) (0.02)

3.00% 0.95a 0.95a 0.89a 0.92a 0.94a 0.80b

(0.01) (0.06) (0.04) (0.03) (0.01) (0.08)

B 4.50% 0.94a 0.90a 0.91a 0.88a 0.86a 0.88a
(0.03) (0.01) (0.06) (0.01) (0.01) (0.01)

6.67% 0.95a 0.96a 0.93a 0.90a 0.87a 0.85a

(0.03) (0.02) (0.01) (0.04) (0.04) (0.08)

*Los valores entre paréntesis son las desviaciones estandar.
En la misma fila, y para cada pardmetro, valores con la misma letra no son significativamente diferentes
(p<0.05) segun el test LSD.

33.1.2. Analisis del comportamiento de los geles mediante ensayos Teologicos a
pequeiias deformaciones

33.1.2.1. Estudio de la cinética de maduracion

La evolucion del médulo de elasticidad (G’) con el tiempo desde el momento
de la formacion del gel, da una idea de su proceso de maduracion. Se ha registrado
esta evolucion una vez que las muestras hubieron alcanzado los 10°C, para los dos
tipos de gelatina (A y B).

La cinética de maduracion de los geles de gelatina mostré una fuerte subida
de G’ en el comienzo de los ensayos (figuras 3.10 y 3.11). A medida que el tiempo
de maduracion fue mayor, la pendiente disminuy6 alcanzando un valor mas estable al
final del ensayo (17 h). Atendiendo al proceso de gelificacion, la forma de las curvas
se puede interpretar como dos fases. En la primera fase, en que las cadenas de
gelatina son aun moviles dentro de una estructura todavia no completamente
formada, continuamente se estan creando uniones entre ellas, con lo que se
incrementa el caracter solido de los sistemas a mayor velocidad. Posteriormente, en
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una segunda fase, las cadenas se incorporan més lentamente a una estructura mas
rigida. Sin embargo la pendiente a las 17 h no llega a ser cero, por lo que puede

suponerse un estado de maduracién en evolucién constante aunque muy lenta.
(Normand, 1995).

Evidentemente, el caracter sdlido de las muestras se hace mayor a medida que
se incrementa la concentracion de gelatina. .

- siendo los valores obtenidos para los geles de gelatina A ligeramente superiores a los
que contienen gelatina B. Estas diferencias aumentaron a medida que el tiempo de
maduracién fue mayor.

Este comportamiento es consistente con los valores obtenidos en los ensayos
mecanicos de textura, en los que los geles preparados con gelatina A mostraron
mayor resistencia mecanica que los de la gelatina B.

Influencia del medio de gelificacion

La comparacién entre las muestras de agua y leche sin acidificar revel6 que
los geles de leche presentaron valores de G’ mayores que los de agua (figura 3.12)
para los dos tipos de gelatina.

Este tipo de comportamiento se debe a una probable estabilizacion de la red
atribuible a cambios en las uniones por puente de hidrégeno. Este cambio podria
operar de modo que las moléculas de agua se distribuirian de manera diferente en la
estructura final de la red de gelatina como lo harian cuando no hay leche presente en
el medio. Esta hipoGtesis estd apoyada por el hecho de que las diferencias son
porcentualmente mayores en los geles mas débiles (menores concentraciones de
gelatina), donde las fuerzas electrostéticas tienen mayor importancia en la conexion
de las cadenas mas méviles.

3.3.1.2.2. Influencia del pH, tipo y concentracién de gelatina. Mecanismo de
maduracién

Ya que no se advirtieron diferencias en el mecanismo de maduracién debidas
al pH ni al tipo de gelatina para cada una de las concentraciones de gelatina
estudiadas, a partir de las curvas de cinética de maduracion de todas las muestras de
modo conjunto, se calculé el pardmetro “a” definido como AG7/Alog tiempo
(Normand 1995).
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Figura 3.10. Cinética de maduracion de geles de gelatina A a 10°C a diferentes concentraciones
(1.5% azul, 3% rojo, 4.5% verde y 6.67% fucsia) en leche. (A): pH 6.6, (B): pH 5.8 y

(C): pH 5.3.
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Figura 3.11. Cinética de maduracion de geles de gelatina B a 10°C a diferentes concentraciones
(1.5% azul, 3% rojo, 4.5% verde y 6.67% fucsia) en leche. (A): pH 6.6, (B): pH 5.8 y

(C): pH 5.3.
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Figura 3.12. Cinética de maduracion de muestras de gelatina acida (figura A) y basica (figura B) en
leche (simbolos redondos) y en agua (simbolos triangulares) a 10°C a concentraciones

extremas de gelatina: 1.5% (azul)y 6.67% (10jo).
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Al representar este parametro “a” en funcidn de los valores correspondientes
de G’ a 17 h para todas las muestras, es decir, para los dos tipos y las cuatro
concentraciones de gelatina y para los tres valores de pH en leche y en agua y ajustar
todos los valores mediante una regresion lineal se obtuvo un alto coeficiente de
correlacion (r= 0.9383) (figura 3.13).

3000 T
a=0.15 xG'(17h) +72.40 (Pa)
2500 - r=0.9383
2000 -
0674
97 1500 - .
1000 1%

2000 4000 6000 8000 10000 12000
G' (17h) (Pa)

Figura 3.13. Correlacion lineal entre el parametro "a" (AGVAlog tiempo) y G' (17 h). Los simbolos
blancos corresponden a gelatina tipo A y los simbolos negros a gelatina tipo B. Los
simbolos para los valores de pH de los geles de leche son: pH 6.6 (circulos), pH 5.8
(triangulos), pH 5.3 (cuadrados) y para los geles de agua (rombos).

A la vista de este resultado, se puede concluir que el mecanismo de
maduracion de los geles de gelatina es independiente del tipo y concentracion de
gelatina, del pH y del medio utilizado para preparar el gel (agua o leche) dentro de
los intervalos experimentales estudiados.

3.3.1.2.3. Prediccion del comportamiento de los geles después del periodo de
maduracion

Un dato muy importante del proceso de maduracion analizado, sobre todo
desde el punto de vista industrial, es conocer la relacion existente entre los valores de
G’ a 1 h (inicio de la maduracioén) y a 17 h (tiempo en el que se alcanzo el equilibrio
en la maduracion del gel de gelatina). En la figura 3.14 se puede observar la relacion
entre estos dos pardmetros para todas las muestras preparadas, el coeficiente de
correlacion obtenido para la regresion lineal fue muy alto (r = 0.9754). De esta
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forma, a partir del valor de G’ después de sélo 1 h se puede prever de manera sencilla
el valor de G’ una vez que el gel ha llegado a un equilibrio (17 h). La importancia de
este resultado radica en que, para este tipo de geles, no haria falta realizar el ensayo
de cinética de forma completa sino que bastaria con hacerlo después de una hora de
formado el gel y asi se evitaria tener que realizar ensayos largos.

Este método fue propuesto por Normand (1995) para probar la linealidad
de G’ durante un periodo de maduracion de 20 h para seis diferentes extractos de
gelatina a diversas concentraciones entre 1y 10%. En el presente caso se ha
demostrado su validez para geles de dos tipos de gelatina (4cida y bdsica) en
leche a tres pH diferentes (6.6, 5.8 y 5.3) y a cuatro concentraciones de gelatina
(1.5, 3,45y 6.67%).

14000
12000 G (17h) = 1.07 xG' (1h) +237.46 (Pa)
r=0.9754

10000 6.67% 4
8000
6000
4000 o
2000 - 1.5%

0

0 2000 4000 6000 8000 10000
G’ (1h) (Pa)

Figura 3.14. Correlacion lineal entre el G’ (1 h) y G’ (17 h). Los simbolos blancos corresponden a
gelatina tipo A y los simbolos negros a gelatina tipo B. Los simbolos para los valores
de pH de los geles de leche son: pH 6.6 (circulos), pH 5.8 (tridngulos), pH 5.3
(cuadrados) y para los geles de agua (rombos).

3.3.1.2.4. Dependencia del modulo de elasticidad con la concentracion de
gelatina

Varios autores estudiaron la dependencia del valor de G’ con Ila
concentracion en geles de gelatina en agua. Se indic6 que es proporcional al
cuadrado de la concentracion (G’(i7h)°cc ), en un intervalo de concentraciones de
gelatina entre 2-6% (Nijenhuis, 1981; Clark, 1990; Ledward, 1986 y 1992;
Normand, 1995). Sin embargo, Robinson y col., (1975), encontré6 que esta
relacion no es Unica y en sus ensayos variaban entre 1.266 y 1.985 en funcion del
tipo de gelatina.
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En el estudio tedrico de modelizacion del fendémeno de gelificacion,
desarrollado por Clark (1990), se mostré6 que la concentracion es el factor mas
importante. En las figuras 3.10 y 3.11 se puede observar que la evolucion de G’
con el tiempo aumenta con la concentracion, aunque no de modo lineal.

Al representar los valores de G’ (17 h), correspondientes a los geles
elaborados en leche a los tres valores de pH y los dos tipos de gelatina y cuatro
concentraciones, en funcién de la concentracion (figura 3.15), se puede observar
que, en este caso, también se obtiene una dependencia cuadratica con la
concentracion para los dos tipos de gelatina y todos los valores de pH (esta
dependencia vari6 entre 1.86 y 2.13). Este resultado esta de acuerdo con la teoria
desarrollada por Clark (1990) citada anteriormente y que se aplicaria también a
los geles en un medio diferente al agua.

& 35 -
pH=6.6
pH=5.8
pH=5.3
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
log [gelatina] (%)
& 3.5 — pH=6.6
—  pH=538
—A—pH=5.3
0w 2.5 -

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
log [gelatina] (%)

Figura 3.15. Estudio de la dependencia del valor del modulo de elasticidad a las 17 h de
maduracién con la concentracién de gelatina para los dos tipos estudiados (A:
gelatina acida y B: gelatina basica).
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3.3.1.2.5. Determinacion de la temperatura de fusion

Las temperaturas de fusion de los geles se determinaron mediante el
registro del punto de cruce entre las curvas de G’ y G”en funcion de la
temperatura (Doublier y Cuvelier, 1996). Este punto de entrecruzamiento se
puede determinar a partir de las curvas de calentamiento de los geles registradas
para ambos parametros entre 10°C y 60°C (1°C/minuto) (Femandes, 1998).

No se encontraron diferencias significativas de los valores de punto de
fusion entre los geles hechos en agua o en leche para las mismas concentraciones
de gelatina. Tampoco se encontré6 una pauta de variacidon significativa de los
valores de la temperatura de fusion con el pH ni con el tipo de gelatina, aunque si
se observo que las mayores concentraciones de gelatina registraron mayores
temperaturas de fusion (tabla 3.8).

Tabla 3.8. Valores de la temperatura de fusion para los geles de gelatina en leche y en agua.

1
CONCENT. LECHE-pH6.6 LECHE-pH 58 LECHE-pH 5.3 AGUA

GELATINA A B A B A B A B
1.50% 302 281 29.5 25.5 293 289 270 29.9
(15) (04 (04 (08 (1) (06 (07  (03)
3.00% 312 30.4 31.8 29.7 30.5 33.1 29.9 311
(0.6)  (04)  (04) (0.5  (03) (04  (0.6) (0.4
4.50% 31.6 30.6 32.0 31.0 320 320 28.1 284
©0.1) (02 (05  (03) (04 (03 (04  (0.5)
6.67% 322 317 317 31.8 33.5 31.9 31.4 314

(08)  (0.6) (0.6) (0.5 (06  (0.6) (04  (0.5)]

Los valores entre paréntesis son las desviaciones estandar.

Se puede concluir que no hubo variacion en la temperatura de fusion de los
geles con ninguna de las caracteristicas de composicion analizadas. Por lo tanto, los
geles en leche también tienen la propiedad de los de gelatina en agua de fundir a la
temperatura de la boca, con lo que confieren al producto final una textura suave muy
apreciaday similar a la de algunas grasas.
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3.3.2. Geles acidos obtenidos en caliente

La gelificacion de las muestras preparadas en esta parte del estudio, a
diferencia de las del capitulo anterior, se debe a dos factores diferentes que se
superponen. Por una parte, las proteinas de la leche gelifican por la accién
combinada de la acidez y de la alta temperatura, y por otra parte, si se adiciona
gelatina, se produce la gelificacién de la misma en el medio lacteo.

Tanto las concentraciones de gelatina (1.5, 3, 4.5 y 6.67%) como los
capitulo anterior, con el fin de poder comparar la textura de los geles obtenidos.
En este caso, se eligié un tercer valor de pH final (4.8). De este modo, se
obtuvieron geles a valores de pH similares a los que se producen por
fermentacion de la leche en la elaboracion del yogur.

3.3.2.1. Anilisis del comportamiento de los geles mediante ensayos reolégicos
a grandes deformaciones

3.3.2.1.1. Determinaciéon de la fuerza Bloom y de la fuerza en el punto de
rotura

Influencia del pH y de la concentracion de gelatina en la firmeza de los geles

Se estudi6 la fuerza Bloom y la fuerza en el punto de rotura de los geles,
asi como el valor del desplazamiento del émbolo hasta que se produce esta rotura
(tabla 3.9).

Los geles preparados sin adicién de gelatina presentaron un aspecto muy
tierno y con un alto grado de sinéresis. Como se puede observar en la figura 3.16
presentaron un perfil muy dependiente del valor de pH final. Mientras que a pH
5.8 el gel formado fue muy débil, a pH 5.3 la curva correspondiente ya presento
un hombro en su comienzo, indicando una resistencia inicial a la penetracion, y a
un valor de 4.8, la fuerza alcanz6 un valor de mas del doble y la curva present6
una meseta estable durante la penetracion, lo que indica la formacién de un gel
que aunque tierno, con cierto grado de firmeza. De esto se puede deducir que es
muy importante la evaluacién de la curva para registrar los valores de los
parametros de textura con propiedad. Para el gel de pH 5.8, la fuerza a los 20 mm
de desplazamiento del émbolo representa la maxima resistencia, ya que no se
encuentra un punto de rotura. En cambio, para los geles de pH 5.3 y 4.8, los
valores de la fuerza correspondiente al hombro descrito, o al comienzo de la
meseta, son los que deben registrarse como fuerza de rotura o resistencia a la
penetracion.
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En los geles preparados con gelatina el comportamiento mecéanico fue
diferente, ya que aumenté la firmeza. Ademas, debido a su capacidad de
retencion de agua los geles estuvieron libres de sinéresis. Se obtuvieron geles de
muy variada textura, apariencia homogénea y aspecto agradable sin observar

ningln tipo de incompatibilidad.

Tabla 3.9. Valores de fuerza Bloom y de fuerza de rotura de los geles de leche inducidos por acido
y por calentamiento a 90°C*.

[GELATINA]
(%0)

0.00

1.50

3.00

4.50

6.67

*Los valores entre paréntesis son las desviaciones estandar.

pH

5.8
53
4.8
5.8
53
4.8
5.8
53
4.8
5.8
53
4.8
5.8
53

4.8

FUERZA BLOOM

(2
5.4a

(0.4)
13.3b
(0.7)
32.5¢
(3.0)
40.7a

(1.8)
42.0a

(1.3)
82.7b
(2.8)
107.6a
(4.8)
109.0a
(1.4)
154.8b
(5.1)
209.8a
(5.2)
207.7a
(3.0)
265.8b
(5.5)
392.2a
(10.3)
384.3a
(2.6)
437.1b
(15.1)

FUERZA
ROTURA

(N)
0.22a

(0.04)
0.21a
(0.04)
0.47b
(0.04)
1.56a
(0.03)
1.51a
(0.05)
1.04b
(0.04)
4.58a
(0.40)
4.71a
(0.15)
5.08a
(015)
10.05a
(0.08)
9.71a
10.32)
9.23a
(0.50)
16.41a
(0.32)
17.30a
(0.80)
16.43a
(0-54)

DESPLAZAMIENTO
(mm)
18.7a
(0.5)
7.5b
(0.9)
7.6b

(1.2)

13.6a
(0.5)
12.3a
(0.4)
6.8b
(1.1)
15.5a
(0.4)
14.8a
(0.3)
12.6b
(0.4)
15.9a
(0.3)
16.4a
(0.8)
12.9b
(0.4)
16.7a
(0.1)
16.5a
(0.5)
14.0b
0.3)

En la misma columna, y para cada concentracion de gelatina, valores con la misma letra no son
significativamente diferentes (p<0.05) segln el test LSD.
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Figura 3.16. Perfil de la curva de textura obtenido con los geles preparados con acido y con
calentamiento de la leche a 90°C sin adicion de gelatina.

El principal factor de incremento de los valores de la fuerza Bloom y de la
fuerza de rotura fue la concentracién de gelatina a todos los pH (figura 3.17).

Al analizar la variacion de la textura con respecto al pH, se observd que a
pH 5.8 y 5.3 (correspondientes aproximadamente a 0.4% y 0.8% GDL), no hay
diferencias significativas ni respecto de la fuerza Bloom ni de la fuerza de rotura.
Sin embargo, la fuerza Bloom de todos los geles preparados a pH 4.8 (=1.2%
GDL) mostraron valores significativamente mayores a los anteriores para todas
las concentraciones de gelatina.

Algunos estudios hechos en geles de gelatina en agua demuestran que la
fuerza del gel varia ligeramente con el pH en el intervalo 4-10, descendiendo
drasticamente fuera de estos limites (Johnston-Banks, 1990). Esto se debe a que a
valores extremos de pH, las cadenas de proteina tienen una carga neta
fuertemente positiva o negativa y las fuerzas electrostaticas de repulsion inhiben
la formacion de uniones entre ellas. Estas zonas de unidén son relativamente no
polares en medios de pH intermedios y, por tanto, el efecto de pequeiios cambios
en el pH, no deberia ser muy marcado (Ledward, 1992). En el presente estudio se
registrd6 una influencia del pH en la fuerza del gel s6lo en las muestras mas
débiles, es decir, de baja concentracion de gelatina, lo que reflejaria el hecho de
que las fuerzas electrostaticas juegan un papel importante en la agregacion de las
cadenas con mayor movilidad de las proteinas presentes en estos sistemas.
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Figura 3.17. Influencia de la concentracion de gelatina en la fuerza Bloom y en la fuerza de rotura
en geles preparados con GDL a 90°C.

3.3.2.1.2. Andlisis de perfil de textura instrumental (TPA)

El andlisis de perfil de textura se usa como método objetivo de
determinacion de textura de alimentos. Se realizoé con todos los geles excepto los
preparados sin gelatina que fueron muy débiles y no se pudieron desmoldar sin
romper. Para poder efectuar un estudio comparativo entre muestras, se utilizo la
misma deformacion fijada en el capitulo anterior (40%).

El pardmetro dureza siguié una evolucion similar a la fuerza Bloom y la
tuerza de rotura con respecto a la concentracion de gelatina. A medida que la
concentracion de gelatina aumentd, el valor de la dureza fue mayor (figura 3.18).
Respecto del pH se encontr6 que, en general, la dureza aumentaba
significativamente a medida que el valor de pH disminuia (tabla 3.10).
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Figura 3.18. Influencia de la concentracion de gelatina en la dureza de geles preparados con GDL
a 90°C.

Tabla 3.10.- Valores del TPA de los geles de leche preparados con calentamiento a 90°C.

[GELATINA] I DUREZA ELASTICIDAD COHESIVIDAD
%) b )
58 0.77a 0.97a 0.80a
' (0.01) (0.03) (0.02)
1.50 53 0.62b 0.98a 0.71a
’ 10.07) (0.03) (0.04)
48 1.15¢ 0.93a 0.59b
’ (0.08) (0.041 (0.08)
58 1.34a 0.97a 0.83a
' (0.05) (0.02) (0.05)
3.00 53 1.44a 0.98a 0.77a
: (0.12) (0.01) (0.01)
48 2.10b 0.97a 0.76a
’ (0.06) (0.02) (0.02)
538 2.48a 0.97a 0.83a
’ (0.06) (0.02) (0.02)
4.50 53 2.04b 0.97a 0.79a
: (0.05) (0.03) (0.004)
48 3.15¢ 0.96a 0.83a
' (0.12) (0.02) (0.05)
5.8 391a 0.94a 0.85a
’ (0.20) (0.05) (0.02)
6.67 53 4.00a 0.97a 0.82a
: (0.20) (0.003) (0.007)
438 3.79a 0.97a 0.83a
) (0.14) (0.02) (0.04)

*Los valores entre paréntesis son las desviaciones estandar.
En la misma columna, y para cada concentracion de gelatina, valores con la misma letra no son
significativamente diferentes (p<0.05) segtn el test LSD.
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Nuevamente, los geles de las concentraciones de gelatina mayores (6.67%)
presentaron los mayores valores de dureza.

Los parametros de elasticidad recuperable retardada y de cohesividad no
mostraron ninguna diferencia significativa con respecto a los dos efectos de
composicion estudiados. Estos resultados indican que los geles de gelatina en
leche son altamente cohesivos y elasticos, independientemente de su
concentracién y de su pH. La tinica excepcién se estableci6 para las muestras de
1.5% de gelatina y pH 4.8 que presentaron un valor de cohesividad
significativamente inferior al resto, lo que indica que si bien su dureza se
incrementd, fue més fragil (tabla 3.10).
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4.1. INTRODUCCION

La acidificacion de la leche por fermentacion es uno de los métodos més
antiguos utilizados para su conservacion, por el que ademads se le imparte buenas
cualidades organolépticas. Hay muchas maneras diferentes de llevar a cabo
fermentaciones; dependiendo del pais origen se da lugar a una amplia gama de
productos lacteos fermentados, entre los que se encuentran el kumiss, el kefir y el
yogur, entre otros. _

En la fabricacién de estos productos lacteos, la adicién de cultivos de
bacterias termofilas a la leche da lugar a un descenso progresivo del pH, el cual
produce cambios en la estructura de la caseina. Cerca del punto isoeléctrico, las
micelas de caseina comienzan a ser inestables, floculan y forman un entramado.
Desde el punto de vista estructural, los geles acidos de leche, y en particular los
yogures representan estos geles particulados. Los glébulos grasos de leche
presentes actian como relleno interaccionando con la matriz de proteinas (Rohm
y Kovac, 1994; Prentice, 1997).

El yogur ocupa un lugar importante entre los productos lacteos
fermentados desde el punto de vista nutricional (Ramaswamy y Basak, 1992;
Yadav y col., 1994). Aunque existe alguna controversia con respecto a la
definicién del yogur en base a su composicion quimica y al tipo de
microorganismo estarter, Tamime y Deeth (1980), coincidiendo con la opinién
mas generalizada, lo definen como el producto resultante de la fermentacion de la
leche mediante una mezcla de fermento estarter compuesta s6lo por Lactobacillus
bulgaricus y Streptoccocus thermophilus. En Espafia se entiende por yogur el
producto de leche coagulada obtenido por fermentacion lactica mediante la
accion de Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus thermophilus a partir de
leche pasterizada, leche concentrada pasterizada, leche total o parcialmente
desnatada pasterizada, leche concentrada pasterizada total o parcialmente
desnatada, con o sin adicién de nata pasterizada, leche en polvo entera,
semidesnatada o desnatada, suero en polvo, proteinas de leche y/o otros
productos procedentes del fraccionamiento de la leche (Ministerio de. la
Presidencia, 1987).

En los ultimos 20 afios se ha producido un gran aumento en su consumo,
probablemente relacionado con la diversificacion en la oferta de otros productos
basados en yogur entre los que figuran los yogures batidos, yogures bebibles,
mousse de yogur, helado de yogur, etc. Todos estos productos también poseen un
importante reclamo nutritivo y asociado con la buena salud (Martinou-Voulasiki
y Zerfiridis, 1990; Khedkar y col, 1996).
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4.1.1. Etapas fundamentales en la fabricacion del yogur

Homogeneizacion

Consiste en la formaciéon de una emulsion homogénea de las dos fases
liquidas inmiscibles de la leche, en este caso del tipo aceite en agua. Esta etapa es
una de las méas importantes en la fabricacion del yogur, sobre todo si se afiaden
solidos lacteos para fortificar la leche, ya que la grasa presenta una clara
tendencia a separarse formando una capa superficial (figura 4.1).

Glébulo graso homogeneizado
normal, la membrana contiene

Membrana un 25% de caseina
(2-3% caseina)

Un 10-20% de grasa interacciona
con la caseina dando lugar a un
complejo de elevada densidad

Glébulo graso Homogeneizacién
(1-10 1 diametro)

Glébulo graso parcialmente
Transferencia hidrofobo, poco frecuente en
parcial de leche bien homogeneizada

fosfolipidos

Transferencia parcial
de caseina
Fase no grasa

m m m

Figura 4.1. Estructura del glébulo graso, composicion y representacion esquematica del efecto de la
homogeneizacion sobre el tamaifio de los mismos (Tamime y Robinson, 1991).

Las modificaciones fisico-quimicas mas importantes que sufre Ila
disolucion de leche debido a la homogeneizacion se pueden resumir en las
siguientes:

a) Disminucion del tamafio de los glébulos grasos. Con esto se evita la formacion
de nata en el yogur, sobre todo durante la incubacion.

b) Aumento de la viscosidad, debido a la reduccion del tamafio de los globulos
grasos y al aumento de la adsorcién sobre las micelas de caseina.

c¢) Color mas blanco, debido a que el aumento de numero de globulos grasos hace
que aumente la reflexion y dispersion de luz.

d) Mezcla correcta, especialmente si la leche se enriquece con leche en polvo.
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e) Aumento del contenido en fosfolipidos en la leche desnatada, debido a que se
aprecia un mayor grado de transferencia de material de membrana a la leche
desnatada y mejora la capacidad de retencion de agua del coédgulo.

f) Aumento de la formacién de espuma, debido a la mayor concentracién de
fosfolipidos en la fase no grasa de la leche.

g) Disminucién de la estabilidad de las proteinas. Se observan cambios en las
interacciones proteina-proteina debido, en parte, a cierto grado de
desnaturalizacién y a las modificaciones del equilibrio salino. .

h) Disminucion de la caseina presente en la fase no grasa. Se observa una
“transferencia parcial desde la fase no grasa formando una nueva membrana
alrededor de los pequefios globulos grasos aparecidos.

i) Disminucién de la sinéresis, ya que aumenta la hidrofobicidad y la capacidad
de retencién de agua debido a las caseinas que forman parte de la membrana del
glébulo graso y a otras interacciones proteina-proteina (Tamime y Robinson,
1991).

Tratamiento térmico

Antes de la incubacién se procede a precalentar la leche. Las
combinaciones temperatura-tiempo necesarias para efectuar el tratamiento
térmico pueden variar, siendo las mas adecuadas 85°C-30 min 6 90°C-10 min.
Los efectos producidos por el tratamiento térmico se pueden resumir en tres:

a) Destrucciéon y/o eliminacién de microorganismos patégenos y otros
microorganismos indeseables.

b) Producién de factores estimulantes de los cultivos estérter del yogur.

c) Cambios en las propiedades fisico-quimicas de los componentes de la leche

+_que favorecen la gelificacién posterior.

Kalab y col. (1976) estudiaron mediante microscopia electrénica la
estructura de los yogures con y sin precalentamiento de la leche. Mediante
separacion ultracentrifuga vieron que las proteinas de la red que forma el yogur
preparado sin precalentamiento de la leche, estaban mucho menos hidratadas, por
tanto, llegaron a la conclusion de que el estado de solvatacion de las micelas de
caseina y la naturaleza de las proteinas de suero desnaturalizadas por el
calentamiento son responsables de las estructuras especificas desarrolladas en el

yogur.

Como resultado del tratamiento térmico, se forma un complejo entre la o-
lactoglobulina y la B-lactoalbimina. Ademas, los grupos -SH de esta tltima se
activan y se forman dos tipos de agregados: unos agregados pequefios de B-
lactoalbiimina con los grupos -SH libres y otros agregados de mayor tamafio en
los que hay un numero importante de puentes disulfuro. Estos agregados
participan activamente en la formacion del gel durante la fermentacién.
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Fermentacion
La fermentacion se realiza a temperaturas de 40-45°C, que es la condicion
Optima de crecimiento de los cultivos.

Las modificaciones fisico-quimicas sufridas por la leche durante la
formacién del gel en esta etapa son las siguientes:

a) El estirter del yogur metaboliza la lactosa de la leche dando lugar a la
formacioén de 4cido léctico.

b) La produccién de 4cido lactico desestabiliza los complejos de caseina-
proteinas del lactosuero desnaturalizadas, debido a la solubilizacién del fosfato
calcico y de los citratos.

¢) Los agregados de micelas de caseina se van asociando y coalescen
parcialmente a medida que el pH se aproxima a su punto isoeléctrico, que es
4.6-4.7.

d) La interaccién del complejo a-lactoalbimina / B-lactoglobulina con la k-
caseina a través de los grupos -SH con la correspondiente formacién de
puentes disulfuro, protege parcialmente a las micelas frente a una compleja
desestabilizacion o ruptura, por lo que la red del gel se queda formada por una ...
estructura regular que atrapa en su interior al resto de los componentes de la
mezcla base, incluyendo la fase acuosa (Tamime y Robinson, 1991).

Enfriamiento

Como la elaboracion del yogur es un proceso biolégico, el enfriamiento es
uno de los métodos tradicionales méas empleados para interrumpir la actividad
metaboélica de los cultivos estarter y sus enzimas, asi como la propia acidez que
va adquiriendo el yogur. El enfriamiento del coagulo debe comenzar
inmediatamente después de que la muestra haya alcanzado la acidez 6ptima, es .
decir, un valor de pH de 4.5-4.6 o un valor de 85°Dornic, que corresponde a un
0.9% de 4cido lactico en el medio.

Debido a la escasa actividad de los microorganismos del yogur a una
temperatura de 10°C, el objetivo basico del enfriamiento es disminuir la
temperatura del codgulo de 40-45°C a menos de 10°C tan rapidamente como sea
posible, para poder controlar la acidez final del producto. Hay que sefialar que la .
velocidad de enfriamiento también determina la acidez final del yogur.

4.1.2, La consistencia como parametro de calidad en el yogur
La consistencia es un atributo muy importante en la evaluacién de la

calidad del yogur ya que determina en parte su aceptabilidad. El método de
medida de este parametro no estd estandarizado y aunque es una técnica muy
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valorada en las industrias para el control de calidad de los productos finales, los
resultados solamente pueden ser ftiles y comparables si las condiciones de
ensayo estan normalizadas. Ademads, es necesario analizar con propiedad la forma
de las curvas obtenidas y el significado fisico de los parametros. En la tabla 4.1.
se resumen las condiciones experimentales utilizadas por diferentes autores para
la ‘medicion empirica de la firmeza de muestras de yogur. Como se puede
observar, los investigadores han utilizado métodos de distinta naturaleza y
aparatos en condiciones experimentales muy variadas tanto en las dimensiones y
forma del émbolo, como en la velocidad de bajada del mismo, con gran

-~ dispersién en el modo de registrar y de expresar los resultados.

Por ejemplo, la firmeza se define de diferente manera segin autores.
Harwalkar y col. (1977), Kalab y col. (1975) y Dannenberg y Kessler (1988) la
Becker y Puhan (1989) y Martinou-Voulasiki y Zerfiridis ( 1990) la definen como
los milimetros que penetra una célula de determinada forma y peso en la muestra,
a un tiempo determinado; Collins y col. (1991), la definen como el é4rea de la
curva obtenida y Rohm y Kovac (1994) como la pendiente inicial calculada a
partir de la curva fuerza-penetracion. De esto se deduce que es dificil comparar
valores de firmeza de yogur, ya que depende de las condiciones experimentales
fijadas. Por otro lado, hay muchos factores que afectan la consistencia, entre ellos
estdn la composicién quimica de la leche, la homogeneizacién de la leche, el
tratamiento térmico, el uso de estabilizantes, el tipo de cultivo, la acidez, el
contenido proteico y graso y el manejo mecéanico del coagulo (Parnell-Cluines y

col., 1986 y 1987).

Una de las variables importantes en la firmeza del yogur, como ya se ha
dicho, es el precalentamiento de la leche. Se ha demostrado que los efectos de un
calentamiento adecuado, provoca una mejora en la consistencia del yogur dando
lugar a un gel firme y con baja tendencia a la sinéresis (Davies y col., 1978).
Grigorov (1966) demostrd que el calentamiento a 85°C durante 30 minutos es el
que da lugar a la menor sinéresis en el yogur cuando se compara con otras
condiciones de tiempo y temperatura.

4.1.3. Uso de agentes texturizantes en el yogur

En general, los agentes espesantes se usan para mejorar la textura,
aumentar la firmeza y prevenir la sinéresis de los yogures. Con la incorporacién
de estos aditivos al yogur se intenta mantener las propiedades texturales durante
el proceso de fabricacién, transporte y almacenamiento (Kalab y col., 1975;
Teggatz y Morris, 1990). Los yogures aromatizados, por ejemplo, se preparan
afiadiendo concentrados de frutas o jarabes con aromas a la leche inoculada antes
o después del proceso de incubacion. Estos aromas afiadidos tienden a disminuir
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Tabla 4.1. Condiciones experimentales utilizadas por diversos autores para la medida de la firmeza de yogur.

Referencia Texturémetro Célula de medida Condiciones ensayo Parimetro registrado
Kalab y col., 1975 Penetrémetro con velocidad: 28 mm/min firmeza: fuerza media del
transductor de medida de plateau (g)
esfuerzo
Harwalkar y col., 1977 Penetrémetrocon. |l  ceeee- firmeza: fuerza media del
transductor de medida de a plateau (g)
esfuerzo 12.4mm
Dannenberg y Kessler, 1988 LFRA-Texture Analyzer ?iﬁndfo plexiglas velocidad: 0.5 mm/s resistencia a la penetracion:
didmetro: 25.4 mm distancia: 35 fuerza requerida para
largo: 35 mm isiancia: 35 mm alcanzar la distancia de
penetracién (N)
Becker y Puhan, 1989 Penetrémetro SUR _ cono tiempo: 20 s firmeza: distancia de
didmetro: 16 mm penetracién (mm)
altura: 8 mm
peso: 459 g _
Martinou-Voulasiki y Penetrémetro SUR cilindro de extremo cénico tiempo: 10 s firmeza: distancia de
Zerfiridis, 1990 peso: 117.5¢g penetracién (mm)
Collins y col., 1991 Instron Célula de tension de velocidad: 10 cm/min fuerza requerida para
modelo 1132 Cherry- Burrell distancia: 5.5 cm aleanzar la dlst'anc1a de
penetracion
Yadav y col., 1994 Instron cilindro velocidad :50 mm/min dureza (N), elasticidad
didmetro: 6.25 mm (cm), cohesividad y
gomosidad (N)
Rohm y Kovac, 1994 Instron

- modelo:1011 - -

'cilindro _

o dismetro: 35 mm’ -

velocidad: 25 mm/min

firmeza: pendiente inicial de
_ la curva fuerza-penetracién

(N/mm)

» omyido)
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la consistencia del producto, y por lo tanto, suelen tener que estabilizarse con
" aditivos tales como almidones, pectinas, gelatinas, carragenato, etc. (Ramaswamy
'y Basak, 1992).

Estas sustancias causan cambios en la estructura del yogur. Las técnicas de
microscopia de barrido electrénico (SEM) y microscopia de transmision
electrénica (TEM) se. han empleado con éxito para detectar la presencia de
" aditivos en el yogur y estudiar los cambios inducidos en la microestructura que
. son dependientes del agente estabilizante adicionado.

: Kalab (1979) estudi6 la microestructura de los yogures con adicion de

' almidén de maiz y carragenato. El almidéon a una concentracién del 2% y
utilizando la técnica SEM aparece en forma de fibras cortas. Estas fibras tienen
terminaciones libres que estin conectadas a pequefios aglomerados de micelas de
caseina que no aparecen en yogures que llevan afiadido carragenato. El
carragenato, a una concentracion del 0.4% forma fibras largas y delgadas
conectadas con grandes agregados de micelas de caseina, dando lugar a una
microestructura fibrilar.

Kalab y col. (1975) estudiaron también la presencia de gelatina en yogur
mediante estas dos técnicas. Llegaron a la conclusién de que la gelatina es un
ingrediente del yogur dificil de observar con SEM y con TEM, aun utilizando
diferentes aumentos. En general, en presencia de gelatina, se observan mas
uniones de las micelas de caseina en forma de cadenas que en forma de clusters
(aglomerados), aunque estas diferencias no se detectan facilmente. Al principio
esta dificultad se atribuy6 a la baja concentracién de gelatina utilizada (0.5%),
por lo que realizaron estudios de gelatina con TEM a una concentracién entre el
2%y el 10%. Los resultados que obtuvieron fueron geles que macroscépicamente
tenian el aspecto de geles de gelatina aunque microscopicamente la unica
diferencia visible con la muestra control de yogur era una ligera cantidad de
proteinas no micelares en la proximidad de las micelas de caseina. Sin embargo,
algunos yogures sin gelatina también presentan estas proteinas no micelares. Por
tanto, la presencia de gelatina en los yogures no se pudo detectar bien aunque se
especuld con su presencia debido a que con la técnica SEM aparece en forma de
fibras finas (Kalab y Harwalkar, 1973).

Con respecto a la incorporacion de gelatina como estabilizante, se puede
decir que ésta cumple dos funciones primordiales que influyen en la calidad final
del yogur: la capacidad de retenciéon de agua y el aumento de la viscosidad. La
concentracién de gelatina permitida en el yogur es de 0.3% (Ministerio de la
Presidencia).
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4.1.4. Adicion de sélidos lacteos

Es muy frecuente en la industria utilizar leche en polvo para el
enriquecimiento de la leche destinada a la elaboracién del yogur de consistencia
espesa y suave. La proporcion de leche en polvo afiadida a la mezcla base puede
oscilar entre un 1% a 6%, recomendandose, por lo general, valores del 3-4%;
porcentajes superiores pueden conferir al yogur “sabor a polvo” debido a la
elevada concentraciéon de lactosa presente en la mezcla, que ademds puede
determinar el desarrollo de una acidez excesiva durante el almacenamiento en
refrigeracion (Tamime y Robinson, 1991). En Espafia se admite que la
concentracion de leche en polvo utilizada para enriquecer el yogur sea inferior al
5% en yogur natural e inferior al 10% en otro tipo de yogures (Ministerio de la
Presidencia, 1987).

La adicién de sélidos esta regulada por las normas legales de cada pais. El
porcentaje de extracto seco presente en la elaboracién del yogur puede variar
desde un 9% (en yogur desnatado) hasta un 20-30% (en otro tipo de yogures
enriquecidos (Tamime y Deeth, 1980). Sin embargo, Robinson y Tamime (1975)
recomendaban cantidades de 14-18%. El yogur de mejor calidad se obtiene a
partir de leche con un extracto seco total del 15-16%, aunque la mayoria de los
yogures comerciales contienen un porcentaje de sélidos totales de 14-15%
(Kozhevy col., 1972).

El objetivo de esta parte del trabajo es el estudio de la modificacién de las
propiedades texturales y viscoeldsticas de geles basados en yogur por la adicién
de gelatina.
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4.2. MATERIALES Y METODOS

4.2.1. Materia prima

Para la realizacion del presente estudio se utilizaron los siguientes
productos: leche en polvo desnatada (Nestlé, Boué, Francia); gelatina obtenida a
partir de piel de cerdo mediante extraccion 4cida (tipo A) y gelatina obtenida de
piel bovina mediante extraccion bésica (tipo B), ambas con una fuerza nominal
de 230°Bloom (SBI-Systems Bio-Industries, Baupte, Francia); y como estérter
- para la realizacién de la fermentacién tradicional, un cultivo comercial llamado
Yogur N°56, compuesto por Streptococcus thermophilus y Lactobacillus
bulgaricus (SBI-Systems Bio-Industries, Barcelona, Espaiia).

El protocolo utilizado para la preparacién del yogur estd representado en
la figura 4.2. Se prepararon dos lotes de yogures. Uno con adicién de gelatina
como estabilizante, y otro, con adicién de gelatina y de un 5% de leche en polvo.
También se prepararon muestras sin adicién ni de s6lidos ni de gelatina y otras
sin adicion de gelatina.

Ademis de la concentracién de gelatina permitida (0.3%), se utilizaron
tres concentraciones adicionales de 0.6, 0.9 y 1.5% con el fin de obtener una
amplia gama de texturas.

Precalentamiento de la leche

La leche reconstituida se prepar6 a partir de leche en polvo desnatada a
una concentracion de 10% (p/p). A continuacién, se le afiadi6 la cantidad
correspondiente de gelatina o s6lidos lacteos, segiin el caso.

Las adiciones y extractos secos de las muestras preparadas en esta parte
del estudio se presentan en la tabla 4.2.

‘Una vez preparadas las mezclas, se sometieron a un precalentamiento a
60°C para disolver la gelatina y los sélidos lacteos afiadidos.

Tratamiento térmico
Se realiz6 un calentamiento de las muestras a 85°C durante 30 minutos.
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LECHE
RECONSTITUIDA
(10%)

GELATINA (0.3, 0.6, 0.9y 1.5%)
+

5% LECHE EN POLVO

GELATINA (0.3, 0.6,0.9y 15

PRECALENTAMIENTO A 60°C

PASTERIZACION: 85°C - 30:

Ir

ENFRIAMIENJ[TO A 42-43°C

u < pH

INOCULACION DEL FERMENTO
(0.01%) i

INCUBACION 43°C (5-6h)

INCUBACION 43°C
acidez H5°D 6 pH=4.5-4.6

EN EL REOMETRO
G'(43°C)=f(t)
ENFRIAMIENTO A 10°C- 17-20h
ENFRIAMIENTO A 10°C

GMiT*)
o TEXTURA:
REOMETRO: E20mm  SINERESIS DORNIC
- CINETICA 17h - 10°C Foroura  SMM MMM

- ESPECTRO MECANICO 10°C

Figura 4.2. Protocolo de preparacion de las muestras de yogur con gelatina afiadida.
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Tabla 4.2. Composicién y contenido en extracto seco total de los yogures preparados.

| T | pamcrossoons
0.0% o 1450
03% r 1477
0.6% 9% 1‘5’;3;‘_
ok S 1531
o |
Fermentacion

Después del tratamiento térmico se enfriaron las muestras hasta 42-43°C
(temperatura de incubacién recomendada para el cultivo comercial utilizado) y se
inocul6 el fermento, compuesto por Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus
thermophilus, a una concentracién de 0.01%. La fermentacion se realiz6 a dicha
temperatura. El tiempo de incubacién fue de 4-6 horas, dependiendo de la
composicién de las muestras estudiadas y se determindé mediante la medida del
pH y de los grados Dornic. Para que se considerara finalizada la fermentacion,
estos pardmetros tuvieron que alcanzar los valores de 4.5-4.6 para el pH y
85°Dornic aproximadamente.

Enfriamiento y almacenamiento
Se disminuy6 la temperatura del yogur desde 42-43°C hasta 7-10°C para
controlar la acidez final del producto en un baifio de agua y hielo.

Las muestras de yogur se mantuvieron durante 17-20 horas a 7-10°C para

proceder posteriormente a realizar los ensayos necesarios para determinar sus
caracteristicas mecanicas y reolégicas.

4.2.3. Determinacién de la acidez de las muestras

- Medida del pH: pHmetro micropH 2001-Crison (Crison Instruments S.A.,
Alella, Espafia).

- Medida de los “Dornic (parametro utilizado en la industria de derivados
lacteos), que representan el contenido en édcido lactico que tiene la muestra. Se
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define como el numero de décimas de cm® de sosa N/9 (Licor Acidimétrico
Valorado, Panreac) utilizadas para valorar 10 cm’ de producto en presencia de
fenoftaleina. Se calculan mediante la siguiente expresion:

°DORNIC = ml (sosa utilizada)x10

Se efectuaron amabas medidas de la acidez en las siguientes etapas:
- Antes del tratamiento térmico.
- Antes de la inoculacion del fermento (42°C).
- Para determinar el punto final de la fermentacién (42°C), es decir, para
comprobar en qué momento la muestra alcanz6 un pH de 4.5-4.6 o unos
85°Dornic.

- Después del almacenamiento de las muestras a 7-10°C durante 17-20 horas, |

para caracterizar la acidez final del producto terminado.

4.2.4. Determinacion del grado de sinéresis

La sinéresis de las muestras se midi6 después del almacenamiento. Para ;

ello se utiliz6 una jeringuilla estéril de 1 ml de capacidad y se determiné por la
cantidad de ml de suero liberado cada 100 g de muestra.

4.2.5. Anilisis del comportamiento de los geles mediante ensayos
reolégicos a grandes deformaciones: ensayos de penetracion

La firmeza de los yogures se determiné mediante la realizacién de un
ensayo de penetrometria usando un texturémetro TA.XT2.

Estos ensayos se realizaron utilizando un émbolo cilindrico de base plana
de 12.7 mm de didmetro con una velocidad de cabezal de 1 mmy/s. La distancia de
penetracion del émbolo en el yogur se fij6 en 20 mm para todas las muestras.

El parametro que se utiliza para estudiar la textura de las muestras es la
firmeza, que se define como la fuerza maxima obtenida durante la penetracion
del émbolo en la masa del yogur hasta una profundidad de 20 mm o la fuerza de
rotura, en los casos que se produzca una rotura del gel, que se advierte por la
presencia de un pico u hombro en la curva inicial ascendente (ver capitulo 3.3.2).

94




Obtencion de geles de gelatina en leche mediante fermentacion ldactica

4.2.6. Analisis del comportamiento de los geles mediante ensayos
Teologicos a pequeiias deformaciones

Los ensayos dindmicos oscilatorios se efectuaron con un redmetro Physica
Rheolab M CI20. La muestra se colocdé en un sistema de cilindros concéntricos,
segun puede verse en la figura 4.3, de 17 mi de volumen con Rj de 1.25 cm; R* de
1.356 cm; R* de 0.35 cm; L de 3.75 cm; L° de 1.55cm y L” de 1.25 cm (ver
capitulo 2).

La frecuencia se fijo en 1 Hz y la amplitud de deformacién en 0.5% para
todos los ensayos. Una vez inoculadas las muestras con el fermento, se cogi6é una
alicuota de 17 mi y se introdujo en el sistema de cilindros concéntricos del
redmetro. Este sistema ya se habia llevado previamente a la temperatura
requerida para la fermentacion (42°C). Al igual que en los geles del capitulo
anterior, para evitar la evaporacion durante el proceso de incubacion se afiadid
una pequefia cantidad de parafina liquida sobre la superficie expuesta de la
muestra. A continuacion, se dejo la muestra incubando en el redmetro a 42°C
durante 4-6 h. La fermentacion se detuvo a igual tiempo de incubacién que la
misma muestra puesta en el bafio a 42°C. Sobre ésta se efectuaron los controles
adecuados de pH para determinar el tiempo de interrupcion de la fermentacion.

Las determinaciones que se realizaron a continuacién fueron el registro de
la curva de enfriamiento hasta 10°C, para determinar la temperatura de formacion

del gel, el registro de la curva de cinética de maduraciéon y el del espectro
mecanico.

Figura 4.3. Esquema de la geometria de cilindros concéntricos utilizada con las muestras de yogur.
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4.2.6.1. Determinacion de la region lineal viscoelastica

Para determinar el intervalo lineal viscoelastico de las muestras, se realizo
un barrido de amplitudes de deformacion a una frecuencia de 1 Hz con las
concentraciones extremas de gelatina (figura 4.4).

La deformacion elegida fue de 0.5%. A partir de valores de deformacion
del 3%, G’ ya no es constante con la deformacion. Esto esta de acuerdo con
Steventon y col. (1988), que expuso que el limite de la regioén lineal viscoelastica,
en el caso del yogur, se encontraba en una amplitud de deformacién del 2%.

[OOE+04 T

X B 4
TOOE+03 -

Deformacioén

elegida: 0.5%
[O0E+0D -

{ j § 1 10

deformacion (%)

Figura 4.4. Variacion del médulo de elasticidad (G’) con la amplitud de deformacién para una
muestra de yogur con gelatina (1.5%).

4.2.6.2. Determinacion de la temperatura de formacion del gel

Una vez detenida la fermentacion de la muestra en el redmetro, se sometid
a un proceso de enfriamiento desde los 42°C hasta 10°C, a una velocidad de
1°C/minuto. El punto de transicién del estado liquido al s6lido se determind por
el cruce entre G y G” (Doublier y Cuvelier, 1996). Este punto indic6 la
temperatura a la que se forma el gel.

4.2.6.3. Cinética de maduracion
Se estudid la cinética de maduracion de las muestras a 10°C durante 17-20

horas por seguimiento de la variacion de G’ con el tiempo durante el periodo de
estabilizacion.
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4.2.6.4. Espectro mecénico

En los geles de yogur, este ensayo se realiz6 a continuacién de la cinética
de maduracion, es decir, una vez que el yogur ya estd formado completamente se
registro la variacion de G’ y G*’ con la frecuencia. El intervalo de frecuencias
estudiado fue 0.01-100 Hz.

4.2.7. Andlisis estadistico

Anélisis de 1a Varianza (ANOVA) a un nivel de significacién del 95%, usando el
programa estadistico Statgraphics Plus para Windows 2.1. Se analizaron los
efectos del tipo y concentracién de gelatina en el estudio mecanico de los

yogures.
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4.3. RESULTADOS Y DISCUSION
4.3.1. Determinacion de la acidez

La acidez de las muestras se determindé mediante un método
potenciométrico (acidez real) y mediante el célculo de los °Dornic a partir de una
valoracion de la muestra con NaOH (% 4cido lactico, 85°Dornic corresponden a
0.9% de 4cido lactico, aproximadamente).

Aunque la relacion entre estos dos métodos no es directa, la determinacion
del pH mediante el uso de un pHmetro es sumamente conveniente, ademas de ser
una técnica utilizada de forma habitual en la fabricacién del yogur. Sin embargo,
para controlar la acidez correspondiente a la formacién de &cido lactico del
producto es aconsejable tomar muestras representativas y determinar la acidez
titulable. A través de esta acidez, se manifiestan rdpidamente los cambios en la
actividad de los microorganismos estarter. Viene determinada por la acidez
natural de la leche més la acidez desarrollada debida a la actividad de las
bacterias; como la primera apenas varia, la acidez titulable es una buena
indicacion de la actividad del fermento inoculado.

El punto final del proceso de incubacion se establece cuando se obtiene un
valor de pH entre 4.5-4.6 6 unos 85°Dornic (0.9% &cido lactico), sin embargo, la
proporcién de 4cido lactico adecuada para considerar finalizada la incubacion
varia segun el pais y el tipo de yogur. Por ejemplo, en Holanda el yogur bulgaro
debe tener una acidez de hasta 1.48% de acido lactico, mientras que otros tipos
de yogur se venden con una acidez méxima de 1.17% de é&cido léctico. La
International Dairy Federation (IDF) ha propuesto un minimo de 0.7 g de 4cido
lactico por 100 g de yogur (Tamime y Robinson, 1991).

En la tabla 4.3 se muestra el control de la acidez de las muestras durante
las etapas previas a la incubacion del yogur.

Como ya se ha visto en apartados anteriores, la adicién de gelatina a las
muestra de leche dio lugar a una pequeiia disminucién en el pH.

Con respecto a los °Domnic, las muestras que llevan incorporados sélidos
lacteos en su composicion presentaron mayor acidez titulable ya que es mayor la
aportacion de componentes tales como acido citrico, caseinatos o sales 4cidas
tipo bicarbonatos.

La presencia de gelatina disminuyé en mas de una hora el tiempo de

incubacion de las muestras probablemente debido a que su presencia aporta cierto
grado de acidez.
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Tabla 4.3. Tiempo de incubacién y acidez en las diversas etapas de la elaboracion del yogur
utilizando dos tipos de gelatina.

TIPO ACIDEZ ANTES DEL  ACIDEZ TIEMPO DE
SOLIDOS CALENTAMIENTO ANTES INCUBACION
GELATINA GELATINA LACTEOS INOCULAR A 42°C
(*0) (%) pH  DORNIC pH (h)
6.66 24.67 6.60 6.33
(0.34) (2.02) (0.02) (0.29)
————— 5% 6.57 36.33 6.51 4.67
(0.02) (1.53) (0.01) (0.58)
6.63 23.33 6.60 4.66
(0.03) (0.58) (0.04) (0.58)
A
5% 6.54 37.0 6.43 4.17
0.3% 0.05) (0.87) (0.04) (0.29)
6.65 24.50 6.52 5.67
(0.07) (1.80) (0.02) (0.58)
B
5% 6.54 39.17 6.42 4.50
(0.06) (3.33) (0.02) (0.00)
6.63 26.00 6.63 4.63
(0.00) (3.61) (0.01) (0.40)
A
5% 6.53 38.50 6.45 4.00
0.6% (0.03) (3.50) (0.08) (0.00)
6.60 24.83 6.50 4.67
(0.06) (1.61) (0.02) (0.29)
B
5% 6.53 39.83 6.41 433
(0.06) (0.76) (0.01) (0.29)
—————— 6.59 25.17 6.55 4.17
(0.05) (1.04) (0.05) (0.29)
A
5% 6.50 37.33 6.43 4.17
0.9% (0.03) (2.89) (0.07) (0.29)
6.58 26.93 6.48 4.17
(0.05) (0.75) (0.00) (0.29)
B
5% 6.51 41.83 6.39 4.00
(0.05) (2.25) (0.01) (0.00)
6.61 26.67 6.51 4.00
(0.03) (1.26) (0.06) (0.00)
A
5% 6.47 40.00 6.39 4.00
1.5% (0.06) (2.00) (0.04) (0.00)
6.58 28.00 6.48 4.17
(0.06) (0.87) (0.02) (0.29)
B
5% 6.49 45.00 6.39 4.17
(0.07) 2-18) J (0.03) (0.29)

Los valores entre paréntesis son las desviaciones estandar.
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Una vez formados los yogures, y enfriados en un bafio de hielo y agua, se
almacenaron 17 h a 10°C para medir posteriormente la acidez final alcanzada

(tabla 4.4).

Tabla 4.4. Acidez final de las muestras de yogures preparados con dos tipos de gelatina.

[GELATINA] SOLIDOS
(%) LACTEOS (%)
0.3%
5%
0.6%
5%
0.9%
5%
1.5%
5%
I 0.0%
5%

pH

°DORNIC

GELAT. A GELAT.B GELAT.A GELAT.B

4.53a
(0.08)

4.42a
(0.18)
4.42a
(0.09)

4.41a
(0.11)
4.40a
(0.06)

4.49a
(0.10)
4.28a
(0.03)

4.40a
(0.06)

Los valores entre paréntesis son las desviaciones estandar.
En la misma fila, y para cada parametro, valores con la misma letra no son significativamente

diferentes (p<0.05) segun el test LSD.

4.56
(0.04)

4.60

442a
(0.08)

4.46a
(0.08)
4.51a
(0.08)

439
(0.08)
438a
(0.09)

4.36a
(0.04)
4.33a
(0.08)

4.54b
(0.06)

93.50a
(7.70)

126.50a
(13.5)
97.50a
(L32)

122.50a
(7.79)
90.83a
(7.32)

116.33a
(9.87)

96.17a
(9.08)

135.67a
(17.93)
88.17b
(1.76)

131.67a
(4.62)
89.83a
(1.89)

130.83a
(1.76)

83.33
(2.36)

129.00
(2.65)

Con respecto al pH, se observo que los valores de pH de las muestras sin
gelatina siguen siendo ligeramente superiores a las muestras con gelatina. Al
estudiar la influencia del tipo de gelatina utilizado, se vio que no hay diferencias
significativas entre la gelatina acida y basica tanto para los valores de pH como
para los grados Domic. Sin embargo, al estudiar la influencia de la concentracion
de gelatina se aprecid una ligera tendencia a disminuir el pH a medida a que
aumenta la concentracion de gelatina. Esta dependencia es mas clara en los
yogures que no llevan sdlidos lacteos afiadidos.

100



Obtencidn de geles de gelatina en leche mediante fermentacion ldctica

Hay que destacar que en los yogures preparados con 1.5% de gelatina, no
se pudieron medir los °Dornic debido a que resultaron ser unos geles muy duros.

4.3.2. Determinacion de la sinéresis

Se determin6 la sinéresis que presentaron las muestras despucs del
; almacenarmento 17 h a 10°C (tabla 4.5).

- Tabla 4.5. Valores de sinéresis de los yogures después de almacenarlos durante 17 h a 10°C.

SINERESIS (ml)
GELATINA SINS.L. CONS.L.

(%) A B A B

0.3% 0.61b 1.70b 0.22ab 0.13b

0.6% 0.05¢ 0.20c 0.18b 0.15b
- 0.9% 0.07¢ 0.03c 0.13¢ 0.10b
LA 5% 0.03c 0.02¢ 0.08d 0.05¢

0.0% 2.08a 0.25a

~En la misma columna, valores seguidos de la misma letra no son significativamente diferentes
- (p<0.05) segin el test LSD.

; Los yogures sin agregado de gelatina presentaron un grado moderado de

* sinéresis que disminuyd con la presencia de un 5% de solidos lacteos. Como se

~ puede observar, la presencia de gelatina hizo desaparecer practicamente el efecto
de la pérdida de suero.

La adicién de agentes gelificantes al yogur favorece la retenciéon de agua
dentro del gel y, por tanto, previene la sinéresis posterior que pueda sufrir el
mismo debido al tratamiento térmico de las proteinas de la leche por
pasterizacion o a shocks mecanicos sufridos por el coagulo del yogur durante su
produccién y distribucion. Ademas, estos agentes aumentan la firmeza del gel
(Kalab, 1979).

Al estudiar el efecto de la concentracion, se vio que la sinéresis atin fue
apreciable con concentraciones de gelatina de 0.3% y practicamente inexistente
con concentraciones mayores.
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4.3.3. Analisis del comportamiento de los geles mediante ensayos.
reolégicos a grandes deformaciones: ensayos de penetracion

4.3.3.1. Estudio del perfil de las curvas de penetracién

Debido al tipo de estructura del gel de yogur, la técnica mas extendida
para estudiar su textura es la utilizacién de penetrémetros. Esta técnica es
bastante reproducible y versétil, lo que facilita el registro de las propiedades
reolégicas de los yogures (Tamime y Robinson, 1991); sin embargo, las medidas
realizadas s6lo son ttiles si las condiciones del ensayo estan bien normalizadas.

La disolucién de gelatina en leche antes de la formacion del yogur tuvo un
efecto muy importante sobre la textura de los productos finales. En algunos
ensayos previos pudo verse que ain a concentraciones menores que 1% de
gelatina los cambios de firmeza fueron notorios. Por esta razén, para el presente
estudio se seleccionaron concentraciones de gelatina entre 0.3% y 1.5% con el
fin de obtener una amplia gama de texturas pero no muy alejadas de las del

yogur.

En la figura 4.5. puede apreciarse cémo varié el perfil de las curvas de
penetracion en funcién de la cantidad de gelatina presente en el producto final. A
una concentracién de 0.3%, la curva presenta forma de meseta y practicamente se
superpuso con la del yogur sin gelatina, manteniéndose el valor de la fuerza de
penetracién constante hasta el final del ensayo, es decir, hasta 20 mm de
penetracién. A una concentracién de 0.6% de gelatina, el valor de la fuerza de
dicha meseta fue practicamente el doble. Con una cantidad de gelatina de 0.9%,
la forma de la curva varid, apareciendo un “hombro” o inflexién que indic6 una
fuerza de rotura, aunque débil, después de un breve periodo de compresién
(0.37 N a 4 mm de desplazamiento). El valor de la fuerza al final del ensayo,
correspondiente a 20 mm de penetracién, fue mayor que dicha fuerza de rotura,
sin embargo, cabe destacar que dicha fuerza final no es representativa de ningin
verdadero valor textural sino s6lo la consecuencia del incremento del rozamiento
del émbolo dentro de la masa cohesiva de un gel bastante consistente. Por lo
tanto, es conveniente registrar el valor de la primera fuerza méxima relativa como
“resistencia o firmeza del gel” para este tipo de muestra. Es interesante destacar
aqui que algunos texturémetros comerciales registran el valor de la fuerza final,
es decir, el correspondiente al desplazamiento preseleccionado, como resultado
de los ensayos que, en realidad, no responderia a lo que se quiere medir. La curva
obtenida para una concentracion de 1.5% de gelatina correspondi6 a la de un gel
firme que se rompi6 después de casi 10 mm de recorrido del émbolo, es decir,
que el gel se deformé por compresién antes de romperse hasta sufrir una gran
fractura en su estructura, indicada por la magnitud de la caida del valor de la
fuerza (figura 4.5). En esta caso, al igual que en el anterior, esta primer valor de
inflexioén de la fuerza indicé el momento de la rotura (1.35 N) y, por lo tanto, la
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resistencia mecanica del gel a la compresion. El valor de la fuerza que se registrd
en el momento de alcanzar los 20 mm de penetraciéon (1.6 N) vuelve a no ser
indicativo de ninguna caracteristica fisica.

0.8

0.4
0.2

Desplazamiento (mm)

Figura 4.5. Perfil de las curvas de penetracion para muestras de yogur con gelatina adicionada (a:
0% gelatina; b: 0.3% gelatina; c: 0.6% gelatina; d: 0.9% gelatina y e: 1.5% gelatina).

El agregado de sdlidos lacteos en la elaboracién del yogur es una practica
muy corriente que tiene gran influencia en la textura del producto final
aumentando la firmeza y confiriéndole una textura mas suave (Tamime y Deeth,
1980; Martinou-Voulasiki y Zerfiridis, 1990), por lo que se considerd interesante
estudiar su efecto sobre la textura de los yogures elaborados.

Comparando la familia de curvas correspondientes a los yogures
elaborados con un agregado de 5% de soélidos lacteos (figura 4.6) con la
correspondiente a los yogures sin soélidos (figura 4.5), se concluyd que ambas
presentaron formas similares. En presencia de sélidos, como cabe esperar, las
fuerzas fueron algo mayores comparando los sistemas que contienen iguales
concentraciones de gelatina.

Harwalkar y Kalab (1980) analizaron la microestructura de geles lacteos
conteniendo 10, 20 y 30% de solidos y encontraron que la red formada en los
geles con 30% de solidos era considerablemente mds densa que la
correspondiente a los geles con un 10% de sdélidos, lo que justifica su firmeza.
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0.6
0.4
0.2 .

Desplazamiento (mm)

Figura 4.6. Perfil de las curvas de penetracion para muestras de yogur con gelatina y solidos
lacteos adicionados (a: 0.3% gelatina; b: 0% gelatina; c: 0.6% gelatina; d: 0.9%
gelatina y e: 1.5% gelatina).

En la curva correspondiente a una concentracion de 0.9% de gelatina
también se presentd un “hombro” que fue mas pronunciado y aparecid a
distancias de penetracion algo mas altas, lo que indic6 una mayor resistencia de
la muestra (0.65 N, comparados con 0.37 N sin sélidos lacteos). La concentracion
del 1.5% de gelatina mostré un perfil y un pico de rotura similares al del yogur
correspondiente sin agregado de sdlidos lacteos (1.7N 'y 135N,
respectivamente). Por tanto, se puede concluir que a medida que la concentracion
de gelatina es mayor, la firmeza de los geles estd mas influenciada por la
concentracion de gelatina que por la presencia de solidos lacteos adicionales.
Cabe destacar que en este caso, el perfil después de la rotura presentd picos
menos agudos, lo que seria un indice de una mayor cohesividad atribuible a la
presencia de los sélidos.

En ninguna muestra se pudo realizar un TPA instrumental por compresion
ya que la consistencia de las mismas no permiti6 obtener muestras con
dimensiones regulares para ser sujetas a una compresion uniaxil.

En la tabla 4.6 pueden verse los valores de firmeza de las muestras de 0.3
y 0.6% de concentracion de gelatina, asi como los de las muestras que no llevan
gelatina adicionada. En general, no se apreciaron diferencias significativas entre
los valores obtenidos con gelatina tipo A y tipo B.
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textura tipico de yogur, donde no se apreci6 rotura del gel.

GELATINA SOLIDOS LACTEOS FIRMEZA (N) (20 mm desplazamiento)
0,
() %) GELATINA A GELATINA B
______ 0.14a 0.13a
0.01) (0.01)
0.3% o ,
0.27a 0.28a
, .
3% (0.05) (0.02)
— 0.23a 0.19b_
(0.02) (0.01)
0.6%
0.43a 0.43a
0,
% (0.01) (0.02)
. 0.17 »
(0.01)
0%
| 0.32
3% (0.01)

Los valores entre paréntesis son las desviaciones estindar.

En la misma fila, valores con la misma letra no son significativamente diferentes (p<0.05) segiin el
test LSD.

En los geles en los que se produjo una rotura (0.9 y 1.5% de gélatina),
tampoco se apreciaron diferencias significativas debidas al efecto del tipo de
gelatina utilizado (tabla 4.7).

Tabla 4.7. Valores de firmeza de las muestras de yogur que presentaron un perfil de la curva de
textura donde se apreci6 rotura del gel.

GELATINA SOLIDOS FUERZA ROTURA (N) | DESPLAZAMIENTO (mm)
LACTEOS
o :
() ) GELAT.A | GELAT.B || GELAT.A | GELAT.B
0.37a 0.36a 5.3a 6.1a
0.02) (0.01) (0.5) (0.1)
0.9%
5% 0.55a 0.60a 5.3a 5.0a
(0.04) (0.01) (0.8) 0.2)
1.53a 1.40a 11.2a 12.2a
""" (0.10) (0.04) (0.8) 0.2)
1.5% :
59 1.57a 1.39b 8.3a 8.7a
0.17) (0.06) (1.3) (0.3)

Los valores entre paréntesis son las desviaciones estindar.

En la misma fila, y para cada pardmetro, valores con la misma letra no son significativamente
diferentes (p<0.05) segiin el test LSD.
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En estos geles, al aumentar la concentracion de gelatina también se
observO un aumento en el valor de la fuerza de rotura, asi como en el
desplazamiento producido por el émbolo sobre la superficie del yogur hasta el
punto de rotura, lo que implica una mayor deformabilidad de las muestras.

4.3.4. Andlisis del comportamiento de los geles mediante ensayos
reologicos a pequeifias deformaciones

4.3.4.1. Valor del pH obtenido en las muestras preparadas en el reémetro

Al analizar los valores de pH de los yogures obtenidos en sus envases, en
los que la fermentacion se realizé en un bafio a 42°C, con los de los yogures
fermentados en el reémetro también a 42°C, se observd que los segundos
presentaron menores los valores de pH que los primeros (tabla 4.8).

Tabla 4.8, Valores de pH final de las muestras fermentadas en el re6metro y en un bafio a 42°C.

GELATINA (%) SOLIDOS LACTEOS pH (bafio) pH (reémetro)

(%)

T 4.53 4.23
5% - 4.42 4.32

s | - 4.42 4.19
5% 441 425

P | 4.40 4.19
5% 4.49 4.32

s 428 429
5% 4.40 4.34

o | = 4.56 4.09
5% 4.60 4.40

Como se ha dicho anteriormente, debido a la imposibilidad de controlar el
pH de las muestras mientras estdn en el redmetro, la fermentacién se detuvo
cuando hubo transcurrido el mismo tiempo que el que la muestra correspondiente
empled para alcanzar un pH de 4.5-4.6 en la incubacion en bafio.

A la vista de los resultados obtenidos, se puede deducir que la muestra
necesitaria menos tiempo de incubacién en el reémetro. Para hacer un
seguimiento de la evolucién del pH de estas muestras se realiz6 una experiencia
utilizando una muestra de yogur que contenia una concentracién del 0.9% de
gelatina. Se efectud la incubacién en el reémetro a tres tiempos diferentes: 4 h,
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3h 30min y 3h. Los pH finales obtenidos son de 4.19, 4.28 y 4.65,
respectivamente.

Los valores obtenidos a los diferentes tiempos de incubacidn indican que
un tiempo de 3 h 30 min de incubacidn podria ser suficiente. Probablemente,
estas diferencias se deben al tamafio de muestra y geometria del recipiente. En el
redémetro se colocan 17 ml de muestra inoculada que se alojan en un recipiente en
el que queda distribuido como una capa fina. Ademas, hay que considerar que
luego de transcurrido el tiempo de incubacién, la velocidad de enfriamiento
tampoco esla misma en un envase de 100 ml que en la célula del reémetro. -

Se realiz6 un espectro mecénico de estas tres muestras, después de
mantenerlas 17 h a 10°C, para estudiar su comportamiento en funcién del tiempo
“de incubacién.

En la figura 4.7 se aprecia la evolucion de G’ y G’ en funcién de la
frecuencia. Con respecto a la muestra incubada durante 3 h, puede verse que G’ y
G’’ mostraron una clara dependencia con la frecuencia. A medida que se
incrementd el tiempo de incubacion, la representacion de los médulos en funcién
de la frecuencia indic6 la formacién de una estructura més estable.

Por tanto, un tiempo de incubacién de 3 h 30 min podria ser suficiente
para incubar esta muestra en el reGmetro.

Para poder detectar con precision el punto final de la incubacion en el
rebémetro, se tendria que disponer de algin método de medida de pH introducido
en la-muestra para controlarlo cada cierto intervalo de tiempo, como ocurre con
la fermentacién de las muestras en el bafio, y asi poder detener la fermentacién
cuando el pH sea de 4.5-4.6. En los trabajos de la literatura se utiliza siempre la
fermentacién en un bafio controlado para detectar el final de la incubacién en un
reémetro (Gastaldi y col., 1996).

4.3.4.2. Determinacion de la temperatura de formacion del gel

Para determinar la temperatura a la que se forma el gel en el yogur, se
enfri6 la muestra, fermentada en el reébmetro, hasta una temperatura de 10°C. La
temperatura a la que se produce el entrecruzamiento entre las curvas
correspondientes a G’ y G*’ se definié como temperatura de formacién del gel,
ya que se registra el paso de un estado de transicion entre la fase sol y la fase gel
de la muestra (Doublier y Cuvelier, 1996).
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Figura 4.7. Espectro mecéanico de una muestra de yogur que contiene 0.9% de gelatina a diferentes
tiempos de incubacion (simbolos negros: G’; simbolos blancos: G”).
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Como se puede ver en la tabla 4.9, la presencia de gelatina practicamente
no altera la temperatura de formacion de gel en las muestras que no contienen
sOlidos lacteos. Mientras que en las muestras con un 5% de soélidos lacteos
afiadidos, la presencia de gelatina aumenta en més de 10°C la temperatura de
formacio6n del gel.

Esto es un dato de importancia para la industria lactea ya que
normalmente, una vez llenados los envases, es interesante tener en cuenta la
temperatura de formacién del gel con el objetivo de evitar shocks mecénicos o
-movimientos durante esta delicada etapa. -

Tabla 4.9. Valores de temperatura de formaci6n del gel de yogur, con y sin sélidos licteos

afiadidos.
 GELATINA (%) SOLIDOS LACTEOS | TEMPERATURA (°C)
(%)
% = 203
03% % 324
0% ’ 359
= 3
1.5% 256

Utilizando gelatina basica, s6lo se realizaron estos ensayos reologicos con
la minima y méxima concentracién (0.3% y 1.5%) y no se encontraron cambios
en el comportamiento reolégico de los yogures ni en su temperatura de
gelificacion.

4.3.4.3. Cinética de maduracion

En la figura 4.8 puede observarse las cinéticas de maduracién de las
muestras de yogur a 10°C durante 17 h (tiempo de maduracién necesario para la
formacion estable de un gel de gelatina).

Cabe destacar que los geles no presentaron un mayor crecimiento inicial
de G’ en funcién del tiempo lo que indica que la estructura del gel no se basa en
una red de gelatina sino en una red de micelas de caseina entrecruzadas con la
gelatina presente.
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En general, todas las muestras presentaron un comportamiento similar,
aumentando G’ ligeramente a medida que aumenta el tiempo de maduracion. En
los yogures que no llevan s6lidos lacteos en su composicion, el valor de G’ fue
muy similar en todos los casos. El gel de 1.5% de gelatina presentd valores de G’
superiores indicando un mayor grado de “solidez”. Con respecto a la influencia
de los sélidos lacteos afiadidos, en todos los casos se observo un aumento de la
rigidez de las muestras. Este resultado es paralelo al obtenido en la determinacion
de la firmeza, pardmetro que fue mayor en los casos en los que se habia afiadido
solidos lacteos.

tiempo (h)

Figura 4.8. Cinética de maduraciéon de muestras de yogur preparadas con gelatina acida a 10°C:
o 0% gelatina, A 0.3% gelatina, O 0.6% gelatina, O 0.9% gelatina, V 1.5% gelatina,
m 5% solidos lacteos,A 0.3% gelatina + 5% sélidos lacteos, 90.6% gelatina + 5% sélidos

lacteos, ¢ 0.9% gelatina + 5% soélidos lacteos y V¥ 1.5% gelatina + 5% solidos lacteos.

Cabe destacar que los valores de G’ indican que la mayor estabilidad
estructural corresponde a la muestra sin gelatina. La adicion de ésta reduce el
valor de G’ probablemente debido a que la segunda red formada no es tan estable
cuando en el medio de gelificacion encuentra “impedimentos” fisicos debido a la
presencia de solidos.

Influencia del tipo de gelatina
En los ensayos de determinacion de la reologia a grandes deformaciones
ya se vio que el tipo de gelatina no influia en la firmeza de los yogures.
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Con los estudios de reometria oscilatoria se analizaron solo las dos
concentraciones extremas de gelatina (0.3 y 1.5%) y no se detectaron diferencias
de comportamiento.

4.3.4.4. Espectro mecanico
En la figura 4.9 esta representado el espectro mecéanico de las muestras de

yogur. Este ensayo se realizo a 10°C, después de producirse la maduracion de los
geles durante 17 h a esa misma temperatura.

o-®r

0.01 0.10 1.00 10.00

frecuencia (Hz)

Figura 4.9. Espectro mecanico de muestras de yogur preparadas con gelatina acida a 10°C:
o 0% gelatina, A 03% gelatina, O 0.6% gelatina, O 0.9% gelatina, V 1.5% gelatina,

m 5% sélidos lacteos,A 0.3% gelatina + 5% sé6lidos lacteos, * 0.6% gelatina + 5% sélidos

lacteos, ¢ 0.9% gelatina + 5% sé6lidos lacteosy V 1.5% gelatina + 5% sélidos lacteos.

Como se puede observar, todas las muestras son dependientes de la
frecuencia, sobre todo a valores altos de frecuencias, siendo la dependencia menor
en las muestras que contienen solidos lacteos, lo que refleja su mayor estabilidad.

Cabe destacar el caso de la muestra que tiene un 5% de solidos lacteos y
no contiene gelatina, que presenta el mayor valor de G’ respecto de las demas
muestras. Resultados que confirman la estabilidad de la muestra como se indico
en el analisis de la cinética de maduracion. Por los resultados obtenidos tanto en
el ensayo de cinética de maduracion como en éste, se puede concluir que la
muestra que lleva solidos lacteos y no tiene gelatina incorporada, es la que
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presenta un mayor componente elastico respecto del resto de las muestras. La
adicion de gelatina a muestras de yogur aporta una mayor dependencia de la
frecuencia.

Al estudiar la influencia de la presencia de s6lidos lacteos en las muestras
(figura 4.9), se observa que en las muestras que no los contienen formaron un gel
muy débil, sobre todo a 0.3% y 0.6% de gelatina, como se ve por su dependencia
con la frecuencia.

En el caso de las muestras con 1.5% de gelatina, el gel mostré un
comportamiento similar con o sin adicion de sodlidos lacteos. A esta
concentracion tan elevada el gel formado no se asemeja a las muestras de yogur
sino mas bien a geles mas duros tipo cuajada.

Influencia del tipo de gelatina

Se realiz6 el espectro mecanico de las muestras con las concentraciones
extremo de gelatina, es decir, de las muestras de 0.3% y 1.5% de gelatina acida y
bésica (figura 4.10) con el objeto de analizar las diferencias debidas al tipo de
gelatina.

Los valores de G’ en funcion de la frecuencia para ambos tipos de gelatina
practicamente no revelaron diferencias entre ellas.

10000

t 1000 -

100
0.01 0.10 1.00 10.00 100.00

frecuencia (Hz)

Figura 4.10. Espectro mecanico de muestras de yogur preparadas con gelatina acida y basica
a 10°C: » 0.3% gelatina acida, O 0.3% gelatina basica, A 1.5% gelatina acida y
A 1.5% gelatina basica.
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Caracterizacién microscopica por CRYO-SEM de geles de gelatina en leche

5.1. INTRODUCCION

La Microscopia Electrénica es un complemento a otras técnicas que
estudian los cambios fisicos, quimicos y bioquimicos que acontecen en el
procesado de los alimentos, ya que hay una relacién entre estos aspectos y los
cambios estructurales que tienen lugar (Lewis, 1981 y 1986; Pérez-Munuera,
1995).

La Cryo-Microscopia Electrénica de Barrido (Cryo-SEM) esta siendo

- utilizada durante los ultimos afios en el estudio de la microestructura de los

productos lacteos. Sanchez y col. (1986) estudiaron por Cryo-SEM las
propiedades estructurales del “double-cream cheese” durante su elaboracién y
almacenamiento a diferentes temperaturas. Taneya y col. (1992) describieron la

por SEM y Cryo-SEM revelaron que las proteinas estabilizan las emulsiones
constituidas por grasa de leche deshidratada y proteinas de suero lacteo, mediante
la formacién de una pelicula en la interfase aceite-agua. Xu y col. (1992)
utilizaron la técnica de Cryo-SEM para estudiar el mecanismo de formacién y la
estructura de un gel de leche constituido por carragenatos y k-caseinas y
observaron que el gel obtenido es un producto vérsatil con un amplio intervalo de
caracteristicas reoldgicas que pueden ser controladas por el industrial.

Con el objeto de comparar las estructuras de todos los geles analizados de
gelatina en leche, se procedi6 a realizar un estudio de la microscopia de algunas
de las muestras utilizando la técnica Cryo-SEM.

5.2. MATERIALES Y METODOS

La crio-microscopia electronica de barrido (CRYO-SEM) se llevo a cabo
en un equipo Cryostage CT-1500C de Oxford Instruments, acoplado a un
microscopio electrénico de barrido Jeol JSM-5410. La muestra se sumergié en N,
nieve a temperatura < -210°C, y se transfirié rapidamente a un Cryostage a 10
bar, donde se fractur6 y se metaliz6 a vacio (2 mbar) con oro, durante cuatro
minutos con una corriente de ionizacion de 2 mA. La observacién en el
microscopio electrénico de barrido se realiz6 a 15 kV y a una temperatura menor
de -130°C, después de sublimar las muestras 30 minutos a -90°C.

Se analizaron las muestras que contenian un 1.5% de gelatina de los tres
tipos de geles de leche estudiados (geles obtenidos en frio, en caliente y en base
yogur, con y sin sélidos l4cteos adicionados), asi como las muestras obtenidas en
caliente y el yogur sin presencia de gelatina.
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5.3. RESULTADOS Y DISCUSION

La caracterizacion microestructural de las muestras se llevé acabo por
Cryo-SEM. Las muestras se sublimaron (30 minutos a -90°C) antes de su
observacién microscépica con el objetivo de eliminar la escarcha superficial que
pudiera ocultar estructuras subyacentes. Por otro lado, si existe mucha agua de
disolucién o de dispersién, su eliminacién provoca una concentracién de los
solutos presentes o compuestos dispersos presentes los cuales, se desplazan
microscOpicamente durante la sublimacion hasta entornos donde su
concentracién es tal que ya no es posible la sublimacién. Ello produce
observaciones ligeramente modificadas de la realidad, lo que en microscopia se
denomina “artefactos”, pero cuyo estudio puede dar también informacién valiosa
sobre la microestructura que los generd.

Todas las microfotografias presentadas a continuacién est4n tomadas con
igual nimero de aumentos (5.000).

5.3.1. Geles acidos obtenidos en frio

En la figura 5.1 se puede observar cémo la estructura del gel formado en
estas condiciones (pH 5.3) se basa fundamentalmente en una red de gelatina en
cuyo interior estdn retenidas las micelas de caseina. La gelatina aparece como
una red de superficie lisa sobre la que se aprecian las micelas caseinicas, de
aspecto granular. Durante la sublimacién de la superficie se libera de agua y esto
hace que los solutos se concentren, dando el aspecto de red caracteristico de un
arterfacto: su densidad depende de la concentracién de solutos y también de la
facilidad de estos tltimos para desplazarse hasta las paredes intersticiales.

Segun estas observaciones, el comportamiento mecénico de los geles debe
responder a una estructura base constituida por gelatina y dependiente
principalmente de su concentracion.

5.3.2. Geles inducidos por acidez obtenidos en caliente

En la figura 5.2 se observa la estructura del gel formado a 90°C con la .
adicion de GDL a esta temperatura, sin presencia de gelatina. La red est4 formada
por las micelas de caseina que aparecen desnaturalizadas por el efecto de las altas
temperaturas, y muestran un aspecto como de velo ahilado o de encaje.

Si se efectia la comparacion de la figura 5.2 con la figura 5.3 en la que la
muestra se prepar6é con adicién de gelatina, se observa que la estructura de la
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misma estd basada en una red de gelatina similar a la de los geles formados a
10°C (figura 5.1). Sin embargo, en la figura 5.3 se pueden apreciar que los
huecos intersticiales son de mayor tamaiio dentro de la red, posiblemente debidos
a un mayor grado de desnaturalizacién de la caseina junto con una disminucién
de concentracién de artefacto debido a la alta deformabilidad de las proteinas
desnaturalizadas.

El diferente comportamiento mecénico de los geles sin y con gelatina
adicionada corresponde perfectamente con la estructura microscopica observada.
En el primer caso, en el que gel esta formado por una red de micelas de caseina
desnaturalizadas, se encontré que los geles eran muy débiles y presentaron un
alto grado de sinéresis. Sin embargo, en el segundo caso el comportamiento fue
similar al de los geles de gelatina obtenidos en frio, que estaban libres de
‘sinéresis y presentaron mayor firmeza.

5.3.3. Geles obtenidos mediante fermentacion lactica

En las figuras 5.4 y 5.5 se observan las estructuras de los yogures
formados sin y con agregado de s6lidos l4cteos, respectivamente. La presencia de
un 5% de so6lidos lacteos adicionales refuerza la estructura de la red, como se
puede ver en la figura 5.5, en la que se observa una mayor densidad de la red de
proteinas. El comportamiento durante los ensayos de resistencia a la penetracién,
efectivamente, revela una mayor consistencia de los yogures preparados con la
adicion de sélidos lacteos.

En los yogures preparados con adicién de gelatina se puede observar la
presencia de una superficie lisa superpuesta que refuerza la red de proteina
(figuras 5.6 y 5.7) y que responde con una mayor resistencia mecanica.

Al igual que en los yogures sin agregado de gelatina, la adicién de s6lidos
lacteos supone un aumento espectacular de la densidad de la red, que se hace mas
compacta y, por lo tanto, mas resistente a la penetracion. Estos productos tienen
la estructura bésica de una red proteica y la presencia de gelatina aporta cierta
- consistencia a la red del yogur, ya que las cadenas de gelatina se unen con las
proteinas lacticas y lo que se observa es una mayor “densidad de red” lo que
equivale a una mayor densidad de artefacto y, por tanto, una mayor resistencia
del gel. Esto confirma los resultados obtenidos en los ensayos mecénicos donde
la resistencia del gel a la penetracién era mayor cuanto mayor era la
concentracion de gelatina.

Si comparamos la figura 5.4 con la 5.2, se puede observar cémo en la
primera la proteina lactea no estd desnaturalizada, con su caracteristico aspecto
granular, por tanto, hay un aumento en la rigidez microscépica de las moléculas y
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menor desplazamiento hacia las paredes intersticiales proximas para dar
artefactos. Sin embargo, en la figura 5.2, al estar las proteinas lacticas
desnaturalizadas, con su aspecto de velo ahilado, éstas se hicieron mas flexibles y
admitieron desplazamientos microscOpicos mas largos hasta las paredes finales
donde se concentran los solutos para generar finalmente un artefacto menos
denso.
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Figura 5.1. Estructura microscopica de un gel de gelatina (1.5%) en leche obtenido en frio a
pH 5.3.
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Figura 5.2. Estructura microscopica de un gel acido de leche obtenido en caliente (90°C) a pH 5.3.

Figura 5.3. Estructura microscopica de un gel acido de leche obtenido en caliente (90°C) a pH 5.3,
con adicion de gelatina (1.5%).
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Figura 5.4. Estructura microscopica de un yogur.

Figura 5.5. Estructura microscopica de un yogur con 5% solidos lacteos adicionales.
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Figura 5.6. Estructura microscopica de un yogur con adicion de 1.5% de gelatina.

Figura 5.7. Estructura microscopica de un yogur con 5% solidos lacteos y adicion de 1.5% de
gelatina.
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CONCLUSIONES

1.- La gelatina en leche produce geles estables, homogéneos, algo menos rigidos
que en agua y libres de sinéresis. Variando la concentracién, se puede obtener
una gama muy amplia de texturas.

2.- Mediante el uso de gelatina es posible obtener geles de pH neutro en leche
con caracteristicas texturales similares a los geles lacteos inducidos por 4cido y
con menor grado de sinéresis.

3.- La cinética de maduracién de los geles de gelatina en leche puede definirse
como un proceso en dos etapas. Una, de rdpida formacién de enlaces y otra, mas
lenta, de estabilizaciéon. Este mecanismo es independiente del tipo y
concentracién de gelatina, del pH y del medio de gelificacién (agua o leche)
dentro de los intervalos experimentales estudiados.

4.- La temperatura de fusién de los geles de gelatina en leche es similar a la de
los geles en agua y no se ve afectada por el pH. Esta propiedad de fundir a la
temperatura de la boca, conferiria a los productos finales una textura suave y muy
similar a la de algunas grasas.

5.- La incorporacién de gelatina a sistemas lacteos que gelifican por induccién
con &cido (GDL) y calor, es compatible en un amplio intervalo de
concentraciones y puede producir sistemas con texturas muy variadas, de aspecto
homogéneo y libres de sinéresis.

6.- La evaluacién de la textura de geles lacteos débiles (geles inducidos por calor
y é4cido y geles obtenidos por fermentacion lactea), necesita una correcta
interpretacion de las curvas fuerza - deformacion. Dependiendo de la textura
final, el valor de firmeza o resistencia mecénica puede corresponder a puntos
ubicados en zonas muy diferentes del texturograma.

7.- La presencia de gelatina hasta una concentracién de 1.5%, acorta el tiempo de
incubacion de geles obtenidos por fermentacion. En presencia de sé6lidos lacteos
este afecto es mayor.

8.- La gelatina aumenta la firmeza de los geles obtenidos por fermentacién,
especialmente en presencia de s6lidos lacteos. A bajas concentraciones (hasta
0.6%) los productos tienen texturas similares al yogur. Concentraciones mayores
de gelatina dan lugar a productos cuyas caracteristicas texturales son
completamente diferentes de las del yogur y podrian ser la base de desarrollos de
nuevos postres lacteos. La presencia de sélidos lacteos “suaviza™ el perfil de
rotura que presenta picos menos agudos.

129



Capitulo 6

9.- La presencia de gelatina en muestras obtenidas por fermentaciéon que
contienen so6lidos lacteos afiadidos, aumenta la temperatura de gelificacién en
unos 10°C. Este dato debe tenerse en cuenta para planificar las etapas de
almacenamiento y transporte de los productos finales.

10. En general, el tipo de gelatina utilizada (A o B) no influye en las propiedades
mecanicas de los sistemas analizados.

11.- Las observaciones por microscopia electrénica confirman que en los geles
obtenidos a pH neutro y los inducidos por acidez y calor, es la gelatina la que
forma la red basica. La fermentacion produce, en cambio, geles basados en la red
de proteinas lacteas en la que la gelatina forma una red que refuerza dicha
estructura.
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