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RESUMEN

Las microestructuras de mezclas de amilosa — B-lactoglobulina (AM-Blg) y amilopectina - patatina (AP-PA), formadas a
partir de la deshidratacion de soluciones de diferentes concentraciones y diferentes relaciones polisacarido:proteina, se
estudiaron usando Microscopia de Fuerza Atdmica (Atomic Force Microscopy — AFM). Los resultados se confirmaron
por Microscopia de Transmision Electronica (Transmission Electron Microscopy — TEM). Los compuestos puros
mostraron estructuras lisas, aunque entre los polisacaridos, la amilosa tuvo una estructura mas rugosa, y entre las
proteinas la patatina. Las proteinas naturales mostraron diferentes estructuras en comparacion con las proteinas tratadas
térmicamente, que mostraron estructuras rugosas, resultado de la agregacion de sus moléculas. Los sistemas
polisacéaridos-proteinas mostraron estructuras que no sufrieron una segregacion de fases a relaciones
polisacérido:proteina igual a 1:1 para la AM:Blg y mayores a 1:1 para AP:PA, y que sufrieron una segregacion de fases a
relaciones menores a 1:1 para AM:B-Ig e iguales o mayores a 1:1 para AP:PA. Las muestras con segregacion de fases
presentaron regiones ricas en polisacarido y regiones ricas en proteina. Después del tratamiento térmico las muestras
que no mostraron una segregacion de fases presentaron algin grado de segregacion, el grado de segregacion de fases
estuvo en funcion de la concentracion de proteina.

ABSTRACT

The microstructure of amylose - B-lactoglobulin (AM-Blg) mixtures and amylopectin - patatin (AP-PA) mixtures
formed during drying of solutions from different concentrations and different polysaccharide and protein ratios have
been studied using atomic force microscopy (AFM), and the results were confirmed by transmission electron
microscopy (TEM). The pure components displayed even structures, although between the polysaccharides, AM had a
rougher structure, and between the proteins PA did. The native proteins displayed different structures than the heat-
treated proteins which showed uneven structures formed by the aggregation of the protein. The polysaccharide — protein
system displayed non-phase-segregated structures at polysaccharide:protein rations equal to 1:1 for AM:Blg and higher
than 1:1 for AP:PA, and phase-segregated structures at polysaccharide:protein rations lower than 1:1 for AM:plg and
equal or higher than 1:1 for AP:PA. The phase-segregated samples showed regions rich in polysaccharide and regions
rich in protein. After heat treatment the non-phase-segregated samples showed some degree of phase segregation, the
degree of phase segregation depended on the protein concentration.
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1. INTRODUCCION

Durante las ultimas décadas, los sistemas polisacaridos - proteinas han sido estudiados por los cientificos del area de
Ciencia y Tecnologia de Alimentos, no solo porque son los principales componentes presentes en los alimentos, sino
porque también determinan la estructura y por ende las propiedades fisicoquimicas y reoldgicas de los mismos [1]. El
interés creciente en este tipo de sistemas se debe a que el conocimiento acerca de sus interacciones y su comportamiento
hacen posible manipular y cambiar las propiedades mecanicas y de textura, de acuerdo a los requerimientos de los
desarrolladores de productos, para satisfacer las preferencias de los consumidores. Hasta el momento, los estudios se
han centrado en sistemas de dos componentes y usados como modelos simples para los sistemas de multicomponentes.

Cuando se mezclan soluciones de proteina y polisacarido, las macromoléculas pueden: a) segregarse, los dos
componentes macromoleculares estan principalmente en diferentes fases; b) asociarse, ambos componentes
macromoleculares estdn mayoritariamente en la misma simple fase concentrada; o ¢) permanecer como una solucion de
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una simple fase [2], ver la Figura 1. La separacion de fases entre el polisacarido y la proteina depende de la
concentracion, la temperatura y las condiciones del solvente [3]. La incompatibilidad termodindmica es un fendémeno
bastante general.
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Figura 1 — Ilustracion de los diferentes tipos de sistemas que los polisacaridos y proteinas forman
después de mezclarlos. (A) Incompatible, sistema de dos fases; (B) Cosoluble, sistema
de una fase; (C) Compuesto, sistema de dos fases.

En trabajos anteriores se estudid el equilibrio de fases del sistema amilopectina — B-lactoglobulina — D,O (agua
deuterada), siendo la amilopectina uno de los principales componentes del almidon y usada ampliamente en la industria
alimentaria. El sistema se segrega en fases a concentraciones macromoleculares altas (ca. 20 %) en dominios ricos en
amilopectina y dominios ricos en PB-lactoglobulina, siendo una caracteristica particular la formaciéon de una fase
metaestable cuando se tiene una relacion ca. 1:1 de amilopectina y B-lactoglobulina [4]. La microestructura de peliculas
deshidratadas, formadas a partir de soluciones de amilopectina-p-lactoglobulina, caracterizadas por microscopia de
fuerza atomica, presentan una segregacion de fases en casi todas las relaciones amilopectina:B-lactoglobulina. La
caracteristica de las estructuras con segregacion de fases es la rugosidad, con dominios de gran tamafio (hasta ca. 10
pm) y con una clara caracteristica espinodal cuando las peliculas pasan a través de una inversion de fases, i.e. desde
peliculas donde la fase continua es la amilopectina hasta peliculas donde la fase continua es la f-lactoglobulina, en el
rango de relaciones amilopectina:B-lactoglobulina de 1:3-1:4 [5]. La caracteristica segregativa de los sistemas
amilopectina - B-lactoglobulina se manifiesta con mayor fuerza cuando las soluciones acuosas son tratadas
térmicamente. La concentracion critica para la separacion se reduce y la fase metaestable se pierde. El caracter
espinodal de la separacion de fases, a partir de soluciones acuosas, esta ausente en ciertos rangos [6].

La amilopectina es un polisacarido ramificado con un peso molecular bastante alto (en el orden de magnitud de 4-10° -
5.10® Da) a diferencia del otro componente principal del almidon, amilosa, el cual es un polisacarido lineal con un peso
molecular mucho menor (en el orden de magnitud de 1,3-10° — 4,8-10° Da) [7-9]; estas diferencias hacen que se
comporten de diferente manera y formen diferentes estructuras con propiedades fisicoquimicas y reologicas diferentes.
Por esta razon, informacion que se puede obtener acerca del sistema amilosa - B-lactoglobulina ayudara no solamente a
una mejor comprension de los sistemas almidon-proteinas sino también a un mejor conocimiento sobre la influencia de
como las diferencias en su estructura molecular influyen en el sistema.

Otra manera de influir la estructura y las propiedades de un sistema es cambiando alguna caracteristica de la proteina; la
B-lactoglobulina es considerablemente mucho mas pequefia que el polisacarido y por tanto su cosolubilidad es alta. La
cosolubilidad puede reducirse y la segregacion de fases mejorarse si el tamafio de la molécula de la proteina se
incrementa. Una proteina con una tamafio molecular mayor que la B-lactoglobulina, 18300 Da y 2 nm en didmetro; [10],
es la patatina, una glicoproteina soluble de la papa con un peso molecular de 43000 Da [11] y forma cilindrica con un
diametro y largo de 5 y 9,8 nm [12]. Una segunda diferencia entre estas proteinas es que la B-lactoglobulina se agrega y
paulatinamente forma un gel, mientras que la patatina coagula y precipita.
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Por tanto, en este trabajo se estudiaron la microestructura de los sistemas: amilosa - B-lactoglobulina y amilopectina —
patatina, en peliculas formadas a partir de la deshidratacién de soluciones. Se pretende que estos sistemas sean usados
como modelos para estructuras formadas en alimentos solidificados. Los principales objetivos fueron: (i) caracterizar
las microestructuras a diferentes concentraciones y relaciones polisacarido-proteina, (i) identificar las consecuencias de
las diferencias en la estructura molecular cuando se usa un polisacarido lineal en vez de uno ramificado, (i) encontrar
la diferencia en la estructura cuando se usa una proteina de mayor tamafio, y (iv) describir la influencia del tratamiento
térmico en la estructura de las peliculas deshidratadas cuando se usa una proteina que tiende a precipitar en vez de una
que tiende a formar un gel. Para este propdsito, peliculas deshidratadas delgadas de polisacaridos y proteinas
solubilizados fueron preparados, la microestructura se evalué por microscopia de fuerza atdmica (Atomic Force
Microscopy — AFM) y los resultados fueron confirmados por microscopia de transmision electronica (Transmission
Electron Microscopy — TEM) en el caso de la amilosa - B-lactoglobulina. Se escogid la técnica de AFM porque tiene
una excelente resolucion lateral con un potencial de resolucion a nivel atomico y molecular, y las muestras no necesitan
ser tratadas antes de realizar la toma de iméagenes.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Materiales

La amilopectina (No. A-7780 extraida de maiz ceroso) y la amilosa (No. A-9262 extraida de la papa) fueron comprados
de Sigma-Aldrich. La B-Lactoglobulina fue generosamente provista por Arla Foods (PSDI 2400). La patatina fue
extraida y purificada de acuerdo al método de Bahoc [13], el cual es un método modificado del método desarrollado por
Racusen y Foote [14], de la variedad de papa “Osprey” comprado del mercado local sueco. La patatina purificada dio
un banda fuerte y unas pocas bandas débiles en la electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sodico
(Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE).

Todos los calculos en este trabajo se realizaron en base seca, y todos los valores de concentracion se expusieron en
porcentaje, referido al peso.

2.2 Preparacion de las muestras

La amilosa (AM) se mezcld con agua destilada y la dispersion fue calentada por 1 h a 140 °C, el mismo procedimiento
de solubilizacion se aplico para la amilopectina (AP), pero se calenté a 120 °C. Las soluciones fueron enfriadas a
temperatura ambiente, por 0,5 h la de AM y 1 h la de AP, posteriormente se afiadi6 la proteina, f-lactoglobulina (Blg) o
patatina (PA). La solucion final (polisacarido — proteina — agua) se dejé por 2 h a temperatura ambiente y
subsiguientemente se aplicd en hojas de mica recientemente clivadas por inmersion en las soluciones. Finalmente las
muestras se dejaron hasta el dia siguiente bajo condiciones ambientales. El contenido final de agua en las peliculas al
terminar el proceso de secado fue menor al 5 %, el contenido de humedad se determind por gravimetria i.e. dejando la
pelicula a 105 °C hasta peso constante.

Muestras de amilosa - -lactoglobulina: El espesor de las peliculas humedas estaba entre 100 - 300 um y el espesor de
las peliculas deshidratadas entre 5 - 30 um. Se prepararon muestras a diferentes concentraciones (0,5, 1, 2,2,5,3,5 y7
% p/p materia seca) y a diferentes relaciones polisacarido-proteina (1:0, 1:1, 1:2, 1:4, 1:6, 0:1) siguiendo el
procedimiento anteriormente descrito.

Muestras de amilopectina - patatina: El espesor de las peliculas himedas estaba entre 150 - 250 um y el espesor de las
peliculas deshidratadas entre 0,5 - 10 pm. Las muestras fueron preparadas a diferentes concentraciones (0,5, 1 y 3 % p/p
materia seca) y a diferentes relaciones polisacarido:proteina (1:0, 4:1, 1:1, 1:4, 0:1).

Para ambos sistemas, 2 grupos de muestras fueron preparados, uno de los grupos fue tratado térmicamente antes de la
formacion de la pelicula y el otro no. Para las muestras con PA, las mezclas fueron calentadas por 1 h a 90 °C y para las
muestras con Blg las mezclas fueron calentadas a 70 °C, también por 1 h.

Para comparar e identificar los componentes en las mezclas, se prepararon muestras con compuestos puros y sus
estructuras fueron analizadas. La superficie de las peliculas expuestas al aire durante la fase de formacion de la pelicula
fue la que se estudio por AFM.

Para la toma de imagenes con AFM, las muestras no fueron tratadas i.e. las mediciones se realizaron directamente
después del secado. Sin embargo, las muestras que fueron analizadas por TEM fueron sujetas a un tratamiento
especifico e.g. fijacion, incrustacion y teflido quimico de acuerdo a procedimientos especificos que se describiran mas
adelante.
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2.3 Microscopia de Fuerza Atomica (AFM)

Tres tipos de imagenes (topograficas, de contraste de fases y de amplitud) fueron grabadas en el modo de contacto
intermitente o tapping usando un instrumento comercial Nanoscope I1la (Digital Instruments, Santa Barbara, CA). Las
imagenes topograficas fueron usadas para el analisis seccional y las imagenes de contraste de fases y amplitud fueron
usadas para validar las imagenes topograficas y obtener informacion adicional acerca de la superficie, porque la calidad
de estas imagenes, por lo general, tenian una mejor resolucién; por tanto, en este trabajo se presentan principalmente
este tipo de imagenes.

Las mediciones se realizaron a temperatura ambiente. Para la toma de imagenes se us6 un escaner JV con una capacidad
de barrido en el rango de 125 x 125 (ejes X,y) x 25 (eje z) y una punta de material de silicona adherido a un cantiléver
de longitud de 129 pm, con una frecuencia de resonancia entre 282 - 367 kHz y una constante de flexion entre 27 - 62
N/m. Cada muestra se analiz6 al menos en 5 diferentes lugares, y cada lugar a diferentes amplificaciones (40 pm, 20
pm, 10 pm, 5 pm, 1 pm, 500 nm y 200 nm de tamafio de barrido). La direccién de barrido se cambid a diferentes
angulos, 0°, 45 ° y 90°, y las lineas de barrido, trazo y retrazo, se analizaron para evitar artefectos. Las imagenes fueron
analizadas usando el programa del microscopio (version 4.22), las imagenes s6lo fueron niveladas.

2.4 Microscopia de Transmision Electréonica (TEM)

Las soluciones de amilosa y B-lactoglobulina fueron congeladas a -20 °C y liofilizadas por 3 d. Posteriormente, las
muestras fueron fijadas por 3 h con 2 % p/p de glutaraldehido y 0,1 % p/p de rojo de rutenio en 0,15 M de cacodilato
como amortiguador y lavadas 2 veces en el amortiguador por 10 min, seguidamente las muestras fueron fijadas una
segunda vez por 2 h con 1 % p/p de tetradxido de osmio (OsQy,), seguida de un enjuague en la solucion amortiguadora
de cacodilato, antes de ser deshidratadas en una serie de soluciones de acetona de diferente grado de concentracion.
Finalmente, las muestras fueron incrustadas en una resina de Spurr (version modifica de una procedimiento descrito por
Langton y Hermansson, [15]).

Secciones delgadas (70 nm en espesor) fueron cortadas y colocadas sobre una pelicula de carbdon lacey fijada en una
rejilla de cobre. Las muestras fueron entonces doblemente tefiidas con 5 % de acetato de uranil y 0,3 % de citrato de
plomo, para visualizar la fase del polisacarido [16].

Las muestras tefiidas fueron transferidas y examinadas en un TEM (Philips CM 120 BioTWIN Cryo) equipado con un
filtro de energia de poscolumna (Gatan GIF 100). Las imagenes fueron grabadas con una camara CCD (Gatan 791) y
bajo condiciones de baja dosis, utilizando el pico de pérdida cero (ancho de hendedura de 8 eV). La defocalizacion fue
de aproximadamente 1 pm. Imagenes a diferentes amplificaciones fueron tomadas.

3. RESULTADOS

Para cada sistema, se tomaron fotos de las muestras preparadas, compuestos puros y mezclas, y se analizaron. A simple
vista, las peliculas delgadas parecian ser bastante homogéneas y regulares, sin embargo, mirando al microscopio se
observo diferentes microestructuras.

3.1 Amilosa pura y B-lactoglobulina pura

Las superficies de los componentes puros fueron bastante diferentes. La pelicula de AM presentd una estructura
granular y rugosa con diferencias de altura de cerca de 70 nm (Figura 2), y el tamafio de los granos estuvieron entre 10 -
30 nm, mientras las peliculas de Blg natural exhibi6 una estructura bastante lisa con diferencias en altura de cerca de 3
nm (Figura 3). Cuando la proteina se tratd térmicamente, la apariencia de las peliculas cambiaron considerablemente,
desde estructuras bastante regulares a estructuras irregulares con diferencias en altura de cerca de 50 nm; la proteina fue
agregada en agregados globulares y el tamafio de estos agregados estuvo entre 50-100 nm.

3.2 Mezclas de amilosa y B-lactoglobulina
Las peliculas formadas a partir de amilosa y p-lactoglobulina mostraron estructuras uniformes y no uniformes.

A proporciones iguales AM:Blg (1:1), las muestras mostraron una estructura aparentemente regular aunque las
diferencias en altura estuvieron entre 70 - 100 nm, Figura 5. A bajas concentraciones las diferencias en altura fueron
menores que a altas concentraciones. Las estructuras parecieron ser estructuras intermedias entre la de los componentes
puros, Figura 2 y Figura 3.
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Figura 2 — Imagen AFM de amplitud de AM, 1 % p/p Figura 3 — Imagen AFM de amplitud de Blg,
materia seca, tamafio de barrido de 1 um y rango z de 1 % p/p materia seca, tamafio de barrido de 1

0.05 V. pm y rango z de 0.05 V.
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Figura 4 — Imagen AFM de amplitud de Blg, 1 %
p/p materia seca, tamafio de barrido de 1 um y
rango z de 0.05 V.

A proporciones bajas AM:flg (<1:1) i.e. muestras ricas en proteina, las muestras sufrieron una segregacion de fases con
regiones ricas en proteina y regiones ricas en polisacarido, las diferencias en altura fueron bastante significativas, a
concentraciones altas las diferencias fueron mayores a 500 nm, Figura 6. A estas concentraciones altas, la proteina se
agregd y organizé en estructuras floculares, donde la topografia fue bastante irregular. Este tipo de apariencia
permanecio hasta las proporcionas mas altas investigadas, 1:6 AM:lg. A bajas concentraciones (0.5 %), se observé una

deshumectacion de la superficie de las laminas de mica.

Cuando las muestras fueron calentadas la segregacion de fases incrementd. Las muestras tratadas (70 °C por 1 h)

presentaron estructuras irregulares con diferencias en altura de 200 nm aproximadamente, Figura 7.

Figura 5 — Imagen AFM de amplitud de AM y Blg, Figura 6 — Imagen AFM de amplitud de AM y Blg,
2 % pl/p materia seca, proporcién AM:Blg 1:1, 2,5 % p/p materia seca, proporcion AM:Blg 1:4,
tamafo de barrido de 10 um y rango z de 0.5 V. tamafio de barrido de 10 um y rango z de 1 V.
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Figura 7 — Imagen AFM de amplitud de AM y
Blg, térmicamente tratada a 70 °C por 1 h, 2,5 %
p/p materia seca, proporcion AM:Blg 1:1,
tamafio de barrido de 10 umy rango z de 0.5 V.

Las micrografias TEM no solamente facilitaron informacién complementaria respecto a la microestructura de los
sistemas, sino también ayudo a confirmar las micrografias AFM. La estructura de la amilosa pura fue bastante regular,
caracterizada por pequeiios agregados en forma de gusanos de cerca de 15 — 20 nm de longitud y cerca de 15 nm de
ancho, los cuales estaban organizados helicoidalmente (Figura 8). Para las mezclas de AM y lg, las micrografias
mostraron regiones ricas en polisacarido y regiones ricas en proteina. Los dominios ricos en proteina fueron pequefios,
con tamarfios cerca a los 100 nm. A concentraciones no muy altas de proteina, ésta estaba dispersa en el polisacarido,
Figura 9 y Figura 10.

0,2 um

Figura 8 — Imagen TEM de pura, 1 % p/p
materia seca, la AM fue tefiida quimicamente.

1

Figura 10 — age TEM de My I, 3 % plp

Figura 9"— Imgen TE de AM y g 3% plp

materia seca, proporcion AM:Blg 1:2, la AM fue
tefiida quimicamente.

materia seca, proporcién AM:Blg 1:2, la Blg fue
tefiida quimicamente.
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3.3 Amilopectina pura y patatina pura

Se observaron algunas diferencias entre las superficies de los componentes puros. La pelicula de AP fue bastante
regular, con diferencias en altura menores a los 2 - 3 nm. Sin embargo, se vieron pequefias protuberancias de diametro
menores a los 20 nm (Figura 10). Las micrografias AFM de la PA pura mostr6é superficies granulares regulares, el
tamafio de los granos estuvieron en un rango entre 15 - 30 nm y las diferencias en altura entre 2 - 4 nm (Figura 12).
Cuando la proteina fue tratada térmicamente a 90 °C por 1 h, la estructura de la pelicula cambio a una superficie mas
rugosa, la pelicula mostr6 agregados globulares con tamafios entre 30 - 50 nm y las diferencias en altura incrementaron
a 10 nm (Figura 12). Los agregados formados no fueron entidades individuales sino mas bien estructuras asociadas con
formas cilindricas (gusanos).

0 “" Ny 5 ! » 2
J N . \ ) ¥ % "f 7 5
Figura 11 — Imagen AFM de amplitud de AP, 1 Figura 12 — Imagen AFM de amplitud de PA, 1

% p/p materia seca, tamafio de barrido de 1 um % p/p materia seca, tamafio de barrido de 1 um
y rango z de 0,03 V. y rango z de 0,10 V.

e
WL PABL L
Figura 13 - Image AFM de amplitud de PA
térmicamente tratada a 90 °C por 1 h, 1 % p/p materia
seca, tamafio de barrido de 1 um y rango z de 0,05 V.

3.4 Mezclas de amilopectina y patatina

Las peliculas formadas a partir de amilopectina y patatina mostraron estructuras uniformes y no uniformes que sufrieron
segregacion de fases.

Las muestras ricas en polisacaridos, con relaciones AP:PA > 1:1, mostraron estructuras regulares a concentraciones
bajas y altas, con diferencias en altura de cerca de 5 nm (Figura 13). La apariencia de la microestructura de las muestras
recordo a la muestra de AP pura (Figura 11).

Cuando la relacion AP:PA fue de 1:1 las muestras mostraron dominios ricos en polisacarido y dominios ricos en
proteina. Los dominios de proteina correspondieron a la fase discontinua y el polisacarido a la fase continua. La forma
de los dominios de PA fue esférica, de diversos tamafios comprendidos entre 10 - 150 nm, mas o menos, y diferencias
en altura de cerca de 40 nm (Figura 16). A bajas concentraciones los dominios fueron menores que a altas
concentraciones.

A relaciones AP:PA <1:1, muestras ricas en proteina, las estructuras fueron bastante regulares y diferentes de las
estructuras de los componentes puros, Figura 11 y Figura 12, formados principalmente por agregados de proteinas
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floculados con pequefias regiones bastante lisas correspondientes al polisacarido. El tamafio de los agregados fue
bastante regular, en el rango entre 30 - 150 nm y diferencias en altura de 40 nm, Figura 17. A un incremento de la
concentracion, las muestras se volvieron mas rugosas.

Figura 14 — Imagen AFM de amplitud de AP y Figura 15 — Imagen AFM de amplitud de AP y PA

PA, 1 % p/p materia seca, proporcion AP:PA 4:1, tratada térmicamente a 90 °C por 1 h, 1 % p/p

tamafo de barrido de 1 um y rango z de 0,10 V. materia seca, proporcion AP:PA 4:1, tamafio de
barrido de 1 umy rango z de 0,10 V.

e Sl N\ o :,‘ & /5 i} ) i ‘ ‘
Figura 16 — Imagen AFM de amplitud de AP y Figura 17 — Imagen AFM de amplitud de AP y PA
PA, 1 % p/p materia seca, proporcion AP:PA 1:1, tratada térmicamente a 90 °C por 1 h, 1 % p/p
tamafio de barrido de 1 umy rango z de 0,10 V. materia seca, proporcion AP.PA 1:1, tamafio de
barrido de 1 umy rango z de 0,10 V.

s

Figura 18 — Imagen AFM de amplitud de APy
PA, 1 % p/p material seca, proporcion AP:PA 1:4,
tamafio de barrido de 1 umy rango z de 0,20 V.

Cuando se aplicéd tratamiento térmico a las soluciones de AP-PA, calentando a 90 °C por 1 h, la estructura de las
muestras cambid i.e. se volvieron irregulares (Figura 14 y Figura 15), incluso a proporciones de 4:1 de AP:PA. Sin
embargo, el tamafio de los dominios separados estuvo en el rango de 150 nm. Las muestras que sufrieron una
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segregacion de fases, como 1:1 AP:PA mostraron un crecimiento en el tamafio de los dominios de las proteinas, Figura
16 y Figura 17.

4. DISCUSION

Todas las muestras de almidon — proteina, cuando la proteina no fue tratada térmicamente, antes de la aplicacion en las
laminas de mica, eran soluciones de una sola fase para ambos sistemas AM-Blg y AP:PA. Pero durante la formacion de
la pelicula el sistema empez6 a segregarse debido a los cambios en la composicion del sistema i.e. hubo un incremento
en la concentracion macromolecular de la muestra en funcion al tiempo. Las diferencias en rugosidad revelaron que las
muestras sufrieron diferentes estados de aspereza, con tamafios de dominio que fueron desde los nanometros hasta los
micrémetros [5].

4.1 Polisacaridos y proteinas puros.

El mayor grado de rugosidad de la pelicula de amilosa respecto al de la amilopectina también fue reportado por Rindlav
[17]. La aspereza de la AM se debi6 a la segregacion de AM; a concentraciones menores al 1 % la AM tiende a
segregarse en entidades de forma cilindrica y precipitar. El tamafio de los agregados encontrados en este trabajo esta en
concordancia con lo que se publicé en la literatura, entre 10 y 20 nm [18], [19]. Aunque también la AP tiende a
asociarse, la velocidad de asociacion de la AP es mucho menor que la de la AM [20] y mucho mas lenta que la
formacion de la pelicula, por tanto, la estructura permanece bastante regular.

Aunque, la pelicula de AP mostrd algunas protuberancias pequeflas, las diferencias en altura fueron minimas,
traduciéndose en una superficie bastante regular; estas protuberancias también fueron observadas por otros autores e
interpretadas como impurezas [17], [21] o como conglomerados individuales de los lados de la cadena de la
amilopectina [22].

Las peliculas de las proteinas nativas puras mostraron una estructura bastante similar aunque la superficie de la
muestras de PA fueron un poco mas rugosas que las de Blg. La rugosidad de las muestras se debio a la asociacion de las
moléculas de proteina y la formacion de agregados de varios mondémeros. Sin embargo, después del tratamiento térmico
las muestras fueron bastante diferentes a las nativas, el tamafio de los dominios de proteina incrementaron y las
peliculas de Blg fueron mas rugosas, con agregados mucho mas grandes que las de PA. Una razén para tener una
estructura de PA mas compacta pudo deberse a que la muestra fue calentada por encima de su temperatura de
desnaturalizacion, el cual esta en el rango de 40 - 65 °C [12], etapa en la cual las moléculas se desdoblan y se agregan.
Por el contrario, la Blg fue tratada térmicamente por debajo de su temperatura de desnaturalizacion (78 °C [10]), y
aunque la asociacion y agregacion por debajo de la temperatura de desnaturalizacion se ha reportado en la literatura
[23], se cree que el proceso de desnaturalizacion fue incompleto a pesar de haber sido calentada por 1 h.

Cuando la proteina comienza a desnaturalizarse, primero se forman agregados primarios a partir de los monoémeros, y
estos agregados empiezan a asociarse en agregados con mayor peso molecular.

4.2 Mezclas de amilosa y p-lactoglobulina

Para el estudio del comportamiento de fases de la AM - Blg, el contenido de AM en las mezclas no excedio el 1 % en
AM porque a mayores concentraciones de AM se formaron geles y fue dificil la aplicacion de las soluciones de manera
uniforme sobre las laminas de mica. Ademas, la gelacion pudo interferir con la segregacion de fases; se ha reportado
que la concentracion critica esta entre 1-1.5 % [24], [19].

La segregacion de fases durante la formacion de la pelicula en los sistemas AM - Blg se compar6 con la caracterizacion
previamente realizada para el sistema AP - Blg [5]. A contenidos de AM alto y Blg bajo, la superficie de las muestras
fueron regulares, i.e. no hubo una clara evidencia de una segregacion de fases. Otra diferencia entre la segregacion de la
AP - Blg y AM - Blg fue que las peliculas con segregacion de fases parecieron permanecer con la AM como fase
continua hasta concentraciones muy altas de proteina. En el sistema AP - Blg las peliculas segregadas cambiaron de una
fase continua de AP a una fase continua de Blg por debajo de la relacion 1:3 de AP:Blg. Cerca de la region de la fase de
inversion el sistema AP - Blg mostrd la caracteristica de una descomposicion espinodal. La causa pudo ser debido a que
el poder de solubilizacion de la matriz de AM es mayor que la de la matriz de AP. Aunque, los estudios de la fase de
equilibrio del sistema AP — Blg - D,O [4] mostr6 que la AP también tiene un gran poder de solubilizacion, ya que una
fase metaestable uniforme puede ser formada hasta por debajo de aproximadamente una proporcion de 1:1 de AP:plg.

Por otro lado, el retardo en la segregacion de fases entre la AM y Blg pudo deberse a la alta viscosidad de la AM,
haciendo que la asociacion entre las moléculas de proteina tome un mayor tiempo o sea omitida completamente.
También, pudo ser que el tiempo requerido para la asociacion de la proteina fuera mayor que el tiempo requerido para la
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formacion de la pelicula y que el tamafio de los agregados de la Blg formada fuera ain muy pequefio para inducir una
segregacion de fases rapida.

Cuando las soluciones fueron tratadas térmicamente, antes de la formacion de la pelicula, la tendencia a la segregacion
de fases incrementd. Las estructuras regulares se volvieron irregulares cuando fueron tratados térmicamente a 70 °C. A
esa temperatura, se esperd que se formen agregados de 100 mondémeros de Blg [25], e incluso que algunos de ellos se
asocien en estructuras con mayor peso molecular a lo largo del tiempo, fendmeno este dependiente de la concentracion
de la proteina. A contenidos de Blg alta la muestra se segregd en fases i.e. en regiones ricas en polisacarido y regiones
ricas en proteina. Las regiones ricas en flg mostraron una estructura granular.

4.3 Mezclas de amilopectina y patatina

Muestras ricas en AP, con relaciones de AP:PA mayores a 1:1, mostraron estructuras sin segregacion de fases. La
cosolubilidad de la AP y PA parecid ser alta, lo cual podria ser debido a la gran diferencia en tamafio ente ellos. Aunque
el tamafio molecular de la PA es mas grande que la Blg, atin sigue siendo mucho mas pequefia en comparacion con el
polisacérido, el tipo de estructura encontrada a estas proporciones y concentraciones en este trabajo estuvo de acuerdo
con las estructuras encontradas en peliculas formadas a partir de soluciones de AP y Blg [5]. La segregacion de fases en
estas muestras fue inducida por el tratamiento térmico; a baja concentracion de proteina la PA formd agregados
parecidos a entidades individuales y a altas concentraciones los agregados se asociaron en estructuras mucho mas
grandes.

A relaciones polisacarido:proteina cerca de 1:1, el sistema exhibié una segregacion de fases con dominios ricos en
proteina inmersos en la matriz continua del polisacarido; una vez mas este tipo de estructuras son muy parecidas a las
reportadas en la literatura [5]. Sin embargo, ninguna fase de inversion fue observada en las peliculas de AP:PA incluso a
relaciones por debajo 1:4. Otra diferencia fue el tamafio de los dominios, en el sistema AP:Blg los dominios alcanzaron
tamafios razonablemente grandes cuando se estaba muy proximo a la relacion de la fase de inversion mientras que en el
sistema AP:PA el tamafio de los dominios permaneci6 en el rango del submicron.

Después del tratamiento térmico la PA perdi6 solubilidad y precipitd. Obviamente este proceso increment6 la fase de
segregacion. Muestras con proteinas nativas con estructuras regulares fueron transformadas en muestras segregadas; a
bajas concentraciones de proteina la PA formé agregados individuales y a altas concentraciones los agregados se
asociaron en estructuras mas grandes. A relaciones AP:PA menores a 1:1 la proteina no solamente formé agregados sino
que también se asoci6 en estructuras mas grandes, mostrando dominios ricos en Blg y dominios ricos en AP de formas
irregulares.

En las muestras que no fueron tratadas térmicamente parecio ser que el polisacarido controld el sistema, en cambio en
las muestras tratadas térmicamente la proteina controld el sistema. En el sistema almidon-proteina la fase de
segregacion podria acentuarse ya que ambos polisacaridos se segregan también, Kalichevsky y Ring [26].

En alimentos reales, la estructura es obviamente mas compleja. La proteina y el almidon son casi siempre calentados
juntos. La relacion almidon:proteina es usualmente a favor del almidon, aunque la mayoria del almidon podria
permanecer en los granulos hinchados, pareciendo dominios de almidén puro y la relacion entre el almidon solubilizado
libre en la solucion y la proteina podria bien estar cerca a lo que ha sido estudiado en este trabajo. La amilopectina es el
componente dominante en casi todos los tipos de alimentos ricos en almidon, pero como la amilosa es liberada
primeramente durante el proceso de gelatinizacion del almidon, podria asumirse que juega un papel importante en la
estructura formada en la fase de soluciéon. Ademads, basados en la observacion realizados en este trabajo y otras
publicaciones anteriores [5], [6] la segregacion de fases podria aparecer en la formulacion de alimentos complejos
deshidratados y jugar un rol importante en la humidificacion, reactividad quimica, asi como en las propiedades
mecanicas.

5. CONCLUSIONES

La microestructura de las peliculas deshidratadas a partir de soluciones acuosas de polisacarido - proteina: amilosa - 3-
lactoglobulina y amilopectina - patatina, muestran dos tipos de microestructuras; estructuras regulares, uniformes sin
segregacion de fases y estructuras irregulares con segregacion de fases.

Las estructuras sin segregacion de fases se forman a relaciones polisacarido:proteina igual a 1:1 para AM:Bl y mayores
a 1:1 para la AP:PA. Sin embargo, estas muestras sufren una segregacion de fases cuando las soluciones son tratadas
térmicamente. El grado de segregacién de fases después del tratamiento térmico depende de la temperatura de
calentamiento y de la concentracion de la proteina. Por otro lado, las estructuras con segregacion de fases son formadas
a relaciones polisacéarido:proteina menores a 1:1 para AM:flg e igual a o mayores a 1:1 para la AP:PA; las muestras
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muestran dominios ricos en polisacarido y dominios ricos en proteina. La segregacion de fases toma lugar durante la
formacion de la pelicula debido a los cambios en la composicion de la muestra.
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