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INTRODUCCION

Existe un gran nudmero de productos emulsionados en la industria de los
alimentos, entre los cuales se pueden mencionar la mantequilla, margarina,
aderezos, leche, helados, emulsiones carnicas y mayonesa. Debido a la importancia
de estos productos, las emulsiones alimentarias representan un area de gran
relevancia dentro de la industria alimentaria (Pons et al., 1994). En México la
mayonesa es considerada como un producto imprescindible para todos los estratos
sociales y ciudades del pais, junto con el pan, la tortilla, embutidos, bebidas
embotelladas, galletas, arroz, leche fresca, verduras, azlcar, huevo, frutas y carne
de res (Torres, 2000).

La mayonesa es una de las salsas mas populares en el mundo. Se trata de una
emulsion aceite en agua, que contiene como ingredientes basicos aceite vegetal
(contiene del 70 al 80%), yema de huevo, vinagre y jugo de limén, y aditivos como
clara de huevo, sal, especies, estabilizantes, espesantes, etc. Es tipicamente
producido a través de la mezcla de una fase de agua con una fase de aceite usando
yema de huevo, que es el emulsionante mas comun (Depree y Savage, 2001 y
Kerkhofs et al., 2011). Sin embargo, un importante problema con la yema de huevo,
es su alto contenido en colesterol. En México, desde comienzos de la década de los
80’s, las enfermedades cardiovasculares pasaron a ser la primera causa de muerte
junto con la diabetes, la cirrosis del higado y ciertos canceres que se saben ligados
con la alimentacion y habitos de vida. En el 2002 hubo un total de 24 325
defunciones debido a las enfermedades cardiovasculares. Segun estudios recientes
se ha relacionado al colesterol elevado como uno de los principales responsables de
las muertes por estas enfermedades (Cruz, 2004 e INEGI, 2003). Aproximadamente
en nuestro pais el 30% de los hombres y 25% de las mujeres tienen el colesterol
elevado en mas de 200 mg/dl. Y aun mas alarmante es el hecho de que el 8,1% de
los hombres y 6.2% de las mujeres tienen colesterol mayor a 240 mg/dl. Es por esta
razon que los consumidores muestran interés por alimentos bajos o sin contenido en

colesterol (Rodriguez, 2006) y el uso de otro emulsificante en mayonesas, diferente a

1



la yema de huevo, tiene la ventaja de disminuir el contenido de colesterol. Una
alternativa al uso del huevo como agente emulsionante podria ser el uso de quitosan,
gque segun estudios anteriores ha presentado buenas propiedades como
emulsionante, ya que su incorporacion, en emulsiones del tipo aceite en agua,
proporcion6 una alta viscosidad, mayor estabilidad al cremado y un tamafio promedio
de gota menor (Jumaa y Muller, 1999, Speiciene et al., 2007; y Laplante et al., 2005).

El quitosdn es un derivado de la desacetilacion de la quitina, que es un
polisacarido natural y ademas es el segundo polimero mas abundante después de la
celulosa. La quitina es el mayor componente del caparazon de los crustaceos como
camaron y cangrejo (No y Meyers, 1995), es por esta razén que los caparazones de
crustaceos, que son productos de desperdicio de la industria alimentaria, son
comercialmente empleados para la produccion de quitosan con diferentes grados de
desacetilacion y peso molecular (No y Meyers, 1995).

Considerando todo esto, el desarrollo de una mayonesa baja en colesterol,
empleando quitosan como agente emulsificante, resulta ser una posible alternativa
para el consumo. Es por ello que el objetivo de este trabajo fue eliminar un 30% de
yema de huevo en la formulacién de una mayonesa tradicional, sustituyéndolo por
quitosan, para determinar si es viable la obtencion de una mayonesa baja en
colesterol, esto a través de la evaluacion y comparacion de las propiedades fisicas,
quimicas, microbiolégicas y de estabilidad tanto de la mayonesa con sustitucion de

quitosan como de la mayonesa tradicional, que sirve como control.



CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1 Mayonesa

1.1.1 Definicién

La mayonesa es una emulsion de aceite en agua que contiene como ingredientes
basicos aceite vegetal (contiene del 70 al 80%), yema de huevo, vinagre y jugo de
limén, y aditivos como clara de huevo, sal, especies, estabilizantes, espesantes, etc.
La mayonesa se prepara mezclando primero los huevos, vinagre y aditivos y luego
afadiendo lentamente el aceite resultando en una consistente emulsion (Depree y
Savage, 2001 y Kerkhofs et al., 2011).

1.1.2 Origen

La mayonesa es un producto culinario que ha existido por siglos, admitiéndose
como denominacion Mayonesa y Bayonesa. Su exacto origen es materia de disputa,
existiendo dos versiones; la primera version, es que fue creada en la ciudad balear
de Mahdn, en Espafia, y cuando esta ciudad fue tomada por los franceses el 28 de
Junio de 1756, al Duque de Richelieu le dieron a probar una salsa denominada
‘mahonesa”, y le complacio tanto, que se la llevd a Francia donde le cambio de
nombre y se hizo famosa. El escritor ampurdanés Josep Pla, entre otros autores, da
una version ligeramente diferente, segun la cual al Duque de Richelieu, que quiso

degustar la comida menorquina, le ofrecieron un alioli, hecho con aceite de oliva,



muy cargado de ajo, el cual no le agradd, por lo que se eliminé el ajo y se dio origen

a la mayonesa.

A finales del siglo XVIII la mayonesa ya habia sido absorbida por las cocinas del
Mediterraneo y en la actualidad es una de las salsas o condimentos mas

ampliamente usados (Berasategui, 2005 y Ross, 2001).

1.1.3 La mayonesa en México

La mayonesa es un producto que se encuentra dentro de la canasta basica
mexicana, clasificada como alimento de consumo tradicional y de alta intensidad
junto con arroz, azicar morena, bebidas de cola, café soluble, carne de res, huevo
entero fresco, leche fresca, pan blanco, pastas para sopa, pollo, tortilla de maiz y
jitomate (Martinez, 2001). En la Figura 1 se presenta la produccion y ventas netas
gue presentd la mayonesa con jugo de limén durante el afio de 1998 en México. Se
puede observar que su produccion fue mayor que en la mayonesa baja en calorias y
otros aderezos, en un 84% y 87% respectivamente, y en cuanto a ventas netas, se
obtuvo una tendencia similar, presentando un valor 84% mayor en comparacion con

la mayonesa baja en calorias y 89% mayor con respecto a otros aderezos.
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Figura 1. Produccidn y ventas netas en México de mayonesa
y aderezos durante el afio 1998 (INEGI, 1999)



De acuerdo a los datos reportados por el INEGI (ver Figuras 2 y 3), se ha presentado
un incremento anual en produccion y ventas netas de la mayonesa en nuestro pais,

lo cual refleja la importancia de consumo de este producto a nivel nacional.
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Figura 2. Volumen de produccién de mayonesa en México desde 2005 al 2010 (INEGI, 2011)
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1.1.4 Normatividad

En México las especificaciones que debe cumplir el producto denominado
mayonesa estan regidas por la norma mexicana NMX-F-021-S-1979. En esta norma
se define a la mayonesa como el producto alimenticio obtenido por la emulsion
cremosa que se obtiene con aceites vegetales comestibles, yema de huevo liquido o
su equivalente en cualquiera de sus formas, vinagre, adicionado o no de jugo de
limén, sal, edulcorantes nutritivos, acidulantes permitidos, mostaza, paprika u otras
especias 0 extractos y aceites esenciales de las mismas, con excepcion de azafrany
curcuma. Ademas especifica que, el contenido de aceite vegetal comestible, no sera
menor de 65% en peso y de yema de huevo liquida de 6%, 0 su equivalente en yema

de huevo deshidratada, o su equivalente de huevo entero liquido o deshidratado.

1.2 Emulsién

1.2.1 Definicidén

Una emulsion es un sistema coloide que consiste en gotas de un liquido
dispersado en un segundo liquido, que es llamado fase continua, los dos liquidos son
inmiscibles. Por lo general la fase dispersa es menos densa que la fase continua. En
la interface se presenta, invariablemente, una sustancia modificadora de superficie
(una pequefia molécula de surfactante o un polimero como una proteina) entre cada
gota y la fase continua, y las propiedades del sistema dependeran de esta sustancia
que es llamada emulsificante (Robins et al., 2002 y Vaclavic y Christian, 2008). Las
propiedades de una emulsion dependen de las propiedades de la fase continua y su

proporcion sobre la fase dispersa (Lissant, 1974).

1.2.2 Tipos

Existen dos tipos de emulsiones de acuerdo al liquido dispersado y fase continua:



e Emulsiones agua en aceite (W/O): Formadas por una fase dispersa de agua, o
liquidos miscibles en ella, y una fase continua grasa (ejemplos: mantequilla,
margarina, algunas mayonesas industriales, etc.)

e Emulsiones aceite en agua (O/W): Formadas por una fase dispersa grasa y
una fase continua acuosa (ejemplos: leche, nata liquida, mayonesa casera,
etc.) (Cubero et al., 2002).

1.2.3 Formacion

Una emulsién se forma cuando el aceite, el agua y un emulsificante se mezclan
juntos. Para formar una emulsién se debe aportar energia al sistema, de manera que
se aumente la superficie de contacto entre las dos fases y se pueda formar la zona
de interface donde se sitla el emulsionante. La energia a aportar al sistema depende
de muchos factores, entre ellos se encuentran: la tension superficial entre las dos
fases, diferencia de densidad entre las fases, tipo de agitador, viscosidad de la fase

continua, entre otros.

El método més comun para producir emulsiones consiste en adicionar el material
que serd dispersado sobre la fase continua, que contiene el emulsificante, mientras
se somete el sistema a alta cizalla. La cizalla puede ser generada por impulsores,
bombas, agitacion rapida, forzando a la mezcla a través de orificios, equipos

ultrasoénicos, el uso de equipos como molinos coloidales, etc. (Lissant, 1974).

Con el tiempo, el sistema tender& a volver a su forma estable. Por eso el problema
no solo esta en crear la emulsion, sino en mantenerla a lo largo del tiempo (Cubero
et al., 2002 y Vaclavic y Christian, 2008).

1.2.4 Estabilidad

Las emulsiones son termodindmicamente inestables debido al caracter no

miscible de las dos fases que forman el sistema (Cubero et al., 2002). Para evitar



gue en las emulsiones alimentarias se separen el aceite y el agua, usualmente se
adiciona un emulsificante adecuado y en algunos casos se requiere de un agente

estabilizante (Vaclavic y Christian, 2008).

Factores como pH, temperatura y condiciones del proceso, durante la preparacion
de la emulsién, son muy relevantes para la estabilidad (Huck et al., 2011). Ademas la
estabilidad de una emulsion se demuestra por la retencion de la apariencia original,

viscosidad y olor, bajo condiciones de transporte y almacenamiento (Lissant, 1974).

1.2.4.1 Emulsificante

Un emulsificante es un ingrediente activador de superficie que facilmente se
adsorbe en la interface y facilita la formacién de emulsiones, disminuyendo la tension
superficial (fuerza que se debe vencer sobre la superficie de un liquido para
adentrarse a él) en la zona interfacial de los dos liquidos inmiscibles. Un
emulsificante tiene un caracter bipolar o anfifilico que le permite orientarse en la
interface, de manera que favorece un estado de equilibrio entre las dos fases. Los
emulsificantes, varian considerablemente, en su habilidad para formar y estabilizar
emulsiones, en cuanto a su costo, facilidad de uso, compatibilidad con los
ingredientes y sensibilidad ambiental (Mun et al., 2006 y Cubero et al., 2002).

Los emulsificantes son capaces de:

e Adsorberse en la interfase entre dos liquidos como el aceite y el agua.

e Reducir la tensién interfacial de cada liquido, favoreciendo que un liquido se
disperse mas facilmente en el otro.

e Formar una pelicula interfacial estable, coherente y viscoelastica. Esta pelicula
previene la coalescencia y por lo tanto la inestabilidad de la emulsion.

e Prevenir ¢ retrasar la coalescencia de las gotas de la emulsion.

Los emulsificantes se pueden dividir de acuerdo a su comportamiento iénico en:
anidnicos, cationicos, no idnicos y anfoteros. Un emulsificante idnico esta compuesto



por un grupo organico lipofilico y un grupo hidrofilico, ademas este tipo de
emulsificante se puede clasificar en anionico 6 catidnico, dependiendo de la
naturaleza del grupo ionico activo. La porcion lipofilica de la molécula es usualmente
considerada la porcién tensoactiva. Los emulsificantes no iénicos no muestran una
tendencia a ionizar, por lo tanto se pueden combinar con emulsionantes no ionicos.
Los emulsificantes anfoteros tienen la facultad de comportarse como anidnicos o

cationicos, dependiendo de la acidez del medio (Lissant, 1974).

1.2.5 Fenémenos de inestabilidad

Los mecanismos de inestabilidad de las emulsiones son: floculacién, cremado,
incremento de tamafo de gota debido a la difusion de aceite, agregacion con o sin
cremado, degradacion y coalescencia de las gotas, los cuales originan la separacion
de la fase aceite y por lo tanto deben prevenirse (Capek, 2004). A continuacion se

define cada uno de los fendmenos de inestabilidad:

1.2.5.1 Cremado

El término cremado se refiere al proceso gravitacional en el que las particulas
dispersas se hacen menos densas que el fluido suspendido, y por lo tanto, tienden a
desplazarse hacia la parte superior de la muestra formando una regidbn mas
concentrada que es llamada crema (Alben e llbanoglu, 2007), lo cual se representa
en la Figura 4. La presencia de cremado depende del tamafio de gota y de la
distribucion del tamafio de gota (Capek, 2004). Un tamafio de gota menor, permite un
mayor nimero de gotas, y entonces, la fase continua puede atrapar mayor cantidad
de gotas, resultando en un cremado menos denso (Daimer y Kulozik, 2009).

La velocidad de cremado se puede medir por la cantidad separada de la emulsiéon
de la fase acuosa por un periodo de tiempo (Capek, 2004) y depende de la
viscosidad de la fase continua y la distribucién del tamafio de gota en las emulsiones
(Speiciene et al., 2007).



Figura 1. Representacion esquemaética del cremado en emulsiones

1.2.5.2 Floculacion

La floculacién es un término que se refiere a varios mecanismos de agregacion o
asociacion de las gotas (ver Figura 5), mediante el cual la capa interfacial de las
gotas permanece intacta (Lissant, 1974). Los fendmenos de floculacién y cremado
estan muy relacionados debido a que, al formarse agregados de gotas que tienen un
mayor radio efectivo, comparado con las gotas individuales, se incrementa la
velocidad de desplazamiento de los floculos hacia la parte superior del sistema,

cremando rapidamente (Robins et al, 2002).

Figura 2. Representacion esquematica de floculacion en emulsiones

1.2.5.3 Degradacién

La degradacion fisica se debe a la tendencia espontanea de las emulsiones de
presentar un area interfacial minima entre la fase dispersada y el medio dispersante,
esto se logra debido a la difusion de las gotas en el sistema a través de dos
mecanismos principalmente: primero una coagulacién de las gotas, seguida de
coalescencia y segundo por medio de maduracion de Ostwald (Capek, 2004). Dichos

mecanismos son descritos mas adelante.
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1.2.5.4 Coalescencia

La coalescencia consiste en la ruptura de la capa delgada que se forma entre las
gotas adyacentes, originando que las dos gotas se conviertan en una sola, entonces
las gotas se combinan o fusionan para formar gotas mas grandes (ver Figura 6), y
consecuentemente se presenta una reduccion en el nimero de gotas (Capek, 2004 y
Lissant, 1974).

La coalescencia es el mecanismo méas importante de desestabilizacion y puede
prevenirse con una cuidadosa seleccion de estabilizantes (Capek, 2004). El cremado
y la floculacién no involucran un incremento en el tamafio de las gotas, pero son
precursores de la coalescencia debido a que este proceso requiere que las gotas se
encuentren muy proximas (Capek, 2004).

La velocidad de coalescencia se determina midiendo la cantidad de aceite
separada de la emulsibn como funcién del tiempo, y depende, del tipo y
concentracion del emulsionante, de la viscosidad de la emulsién, del tamafio de las
gotas dispersas, de la carga de las particulas y de las condiciones de almacenado a

la que esté sujeta la emulsion (Capek, 2004 y Lissant, 1974).

Figura 4. Representacion esquematica de coalescencia de gotas en emulsiones
1.2.5.5 Maduracion de Ostwald
La maduracion de Ostwald involucra el movimiento de moléculas de aceite

pequefias para formar gotas mas grandes (ver Figura 7). Es decir, es el proceso por

el cual, las particulas grandes crecen a expensas de las mas pequefas, debido a la
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alta solubilidad de las particulas pequefias y su difusibn molecular hacia la fase
continua. La maduracion de Ostwald no requiere que las gotas se encuentren cerca,
puesto que este proceso ocurre debido al transporte de la materia disuelta a traves

del medio de dispersion (Capek, 2004).

Aceite

Agua

Figura 5. Representacion esquematica del proceso de maduracion de Ostwald

1.2.6 Emulsiones alimentarias

Las emulsiones alimentarias son sistemas multifase que contienen mezclas de
proteinas y polisacaridos, es decir, contienen mas de un biopolimero. Es de gran
importancia estudiar su comportamiento con el fin de entender mejor sus

propiedades (Cubero et al., 2002).

Muchos alimentos de conveniencia como postres congelados, productos carnicos,
mayonesa y margarina, y algunos alimentos naturales como leche y mantequilla son
emulsiones (Vaclavic y Christian, 2008). En los alimentos el comportamiento de las
emulsiones aceite en agua se define como un sistema de tres partes: la grasa o
aceite en el interior de las gotas de la emulsion, la materia interfacial entre la materia
lipidica y la fase acuosa. Los lipidos pueden ser parcialmente o completamente
cristalinos, y pueden estar sujetos a un cambio quimico como la lipdlisis o la
oxidacion. El material interfacial puede estar compuesto por proteinas o de pequefnas
moléculas de emulsionantes como monoglicéridos, ésteres o fosfolipidos, o mezclas
de estos componentes. Finalmente, la fase acuosa, contiene iones que pueden
desestabilizar a las emulsiones al unirse a moléculas cargadas, que actian como

estabilizantes (ejemplo: proteinas), disminuyendo su adsorcion, o también puede

12



contener macromoléculas, como polisacaridos, que pueden ejercer efectos de
estabilizacion, al atrapar las gotas de aceite y evitar su floculacién o coalescencia, 6
desestabilizacion, al adsorberse dificilmente en la superficie lipidica de las gotas por

su falta de naturaleza hidrofobica (Dalgleish, 2006).

1.3 Colesterol

El colesterol es el esterol del tejido animal mas abundante, su estructura quimica
se puede observar en la Figura 8. El colesterol forma parte de las membranas
celulares y es de vital importancia para el hombre en la sintesis de un gran nimero
de hormonas, asi como de la vitamina D y de las sales biliares. El organismo lo
obtiene por medio de dos fuentes: enddgena y exdgena. La fuente enddgena,
procede de la sintesis que realiza principalmente el higado, segun la ruta de acido
mevalodnico, y la fuente exdgena, se obtiene a través de la ingesta de alimentos con
alto contenido en grasas saturadas como los productos lacteos, yema de huevo,
carnes rojas y mariscos. Aproximadamente el 35% proviene de la dieta (Badui, 1993

y Lépez y Macaya, 2009).

Al ser poco soluble en agua, el colesterol no es transportado en forma libre en la
sangre, si no que lo hace unido a proteinas formando lipoproteinas, principalmente
lipoproteinas de alta densidad (HDL) y lipoproteinas de baja densidad (LDL). El
colesterol transportado por las HDL se identifica como el colesterol bueno, pues
elimina el exceso de colesterol del organismo. Las LDL transportan casi tres cuartas
partes de colesterol en la sangre y este colesterol es identificado como el colesterol
malo, debido a que las LDL se pueden acumular en las paredes de las arterias,
donde pueden participar en el desarrollo de la placa aterosclerdtica. EI consumo
excesivo de colesterol, asi como de acidos grasos saturados, incrementa el
contenido del colesterol en la sangre, provocando la deposicibn de plaquetas
lipidicas y el endurecimiento de las arterias (arterosclerosis) u ocasiona que no
circule suficiente sangre, y en consecuencia, oxigeno al corazén (Badui, 1993 y

Lépez y Macaya, 2009).
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Figura 1. Estructura quimica de la molécula del colesterol (Méndez, 2010)

1.4 Quitina

La quitina es un biopolimero encontrado en crustaceos, insectos y en gran
cantidad de microorganismos. Es el segundo biopolimero mas abundante de la
Tierra, seguido de la celulosa. La quitina es para los crustaceos lo que la celulosa

para los arboles.

La quitina se diferencia de la celulosa, quimicamente, en que el grupo funcional
amida reemplaza al grupo hidroxilo en el segundo carbono de cada subunidad de
azucar, componiendo un polimero de mondémeros de 2-acetamida-2-deoxy-3-D-
glucopiranosa unidos con enlaces R (1—4), ver Figura 9. El grupo amida es bastante
reactivo y permite que la quitina sea facilmente derivatizada (Savage, 1998 y Shahidi
et al., 1999).

- OH
K

OH

— -0 HO7—£{— +
{M.---D-ﬂi—ﬁgﬁg

kY

Figura 2. a) Monomeros de la quitina, b) Monémeros de la celulosa
(http://es.wikipedia.org/wiki/Quitina; http://es.wikipedia.org/wiki/Celulosa)
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1.5 Quitosan

1.5.1 Definicion

El quitosan es el principal derivado de la quitina, se obtiene removiendo el grupo
acetilo de la amida, dejando un grupo amino primario, que se vuelve catiénico
(cargado positivamente) en una solucién acida acuosa (Savage, 1998), su estructura

quimica puede observarse en la Figura 10.

La quitina por si misma posee un grado de desacetilacion, pero se ha establecido
gue este material puede ser llamado quitosan después de que del 60 al 70% de los
grupos acetilo fueron removidos (Savage, 1998). El parAmetro mas importante que
determina la solubilidad del quitosan es el grado de desacetilacion (DD). La
conversién de quitina a quitosan incrementa el DD, y por lo tanto altera la distribucion
de carga de las moléculas de quitosan (Kima y Rajapakse, 2005). El grupo amino del
guitosan también es reactivo, y por ello puede ser derivado en un gran namero de

formas (Savage, 1998).

Figura 1. Estructura quimica de la molécula del quitoséan
(http://en.wikipedia.org/wiki/File:Chitosan2.jpg)

1.5.2 Propiedades
El quitosan tiene excelentes propiedades como biocompabilidad, biodegrabilidad,
no es toxico, propiedades de adsorcién, entre otros. Ademas es soluble en

soluciones diluidas de acido acético y acido formico (Kumar, 2000).
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A diferencia de otros biopolimeros, el quitosan posee propiedades inusuales como
antifiingico y antibacterial, y se biodegrada dentro del cuerpo humano con la accion
de la enzima lisozima. Esta combinacién de propiedades unicas, lo hace propicio
para ser usado en muchas aplicaciones de textiles, pulpa y papel, cosméticos,
quimicos especiales y control de plagas. El quitosan puede ser usado en forma de
peliculas, membranas, geles y fibras. También funciona como un buen floculante

para el tratamiento en agua y procesos de clarificacion (Savage, 1998).

Dentro de los abundantes polisacéridos naturales, que son neutros o &cidos, el
quitosan se distingue por su naturaleza cationica (pKa~6.5), debido a ello, se puede
unir a aniones como los &cidos de la bilis o 4cidos grasos libres a bajo pH por medio
de uniones ibnicas, resultado de su grupo amino. Dichos lipidos son entonces
excretados en vez de ser absorbidos al flujo sanguineo. Al unirse el quitosan a los
acidos de la bilis se incrementa la pérdida de LDL, entonces se mejora la relacion de
LDL y HDL en el flujo sanguineo Estas propiedades hacen que el quitosan sea
anticolesterolémico, antiuricémico y actle contra las Ulceras cuando es administrado
oralmente, y tiene un potencial conveniente en prevencion de la enfermedad celiaca
(Muzzarelli, 1996 y Hennen, 1996).

1.5.2.1 Propiedades como agente emulsificante

El quitosan tiene el potencial de ser utilizado como ingrediente funcional para
crear una emulsién estructuralmente estable, debido a que forma una red
tridimensional alrededor de las gotas de la emulsion, como se puede observar en la
Figura 11 (Mey et al., 2009). Su capacidad como emulsificante se debe a que cuenta
con zonas hidrofilicas (ricas en glucosamina) y zonas hidrofébicas (ricas en N-acetil-
glucosamina), que hacen posible su adsorcion en la interface de aceite-agua y su
interaccion con las proteinas presentes en la emulsion, favoreciendo los mecanismos
estabilizadores interfaciales de repulsion electrostaticos (cuando el quitosan genera
una doble capa eléctrica alrededor de las gotas de aceite, estabilizandolas) y

estéricos (cuando el quitosan es adsorbido en la interface impidiendo estéricamente
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el acercamiento de las gotas de aceite, evitando asi la coalescencia) (Laplante et al.,
2005).

Gota de aceite

\ Quitosan

Figura 6. Representacion esquemética de la red tridimensional formada por el quitosan alrededor de

gotas de aceite en una emulsién (Dickinson, 2003)

El quitosan actia como polimero catiénico generando una carga de superficie
positiva en las emulsiones. Existe una interaccion entre el quitosan positivamente
cargado y los acidos grasos negativamente cargados, los cuales estan contenidos en
la fase aceite. La adicion de quitosan positivamente cargado a las emulsiones
lipidicas conduce a un cambio de carga de la superficie de las gotas de aceite de
positiva a negativa. Ademas se encontré que las moléculas del quitosan se localizan
en la interface e intercaladas entre los surfactantes no i6nicos (Jumaa y Muller,
1999).

Se pueden formar emulsiones mas estables a altas concentraciones de quitosan
(mayor a 1%), esto produce que la carga de las gotas vaya de altamente negativa a
altamente positiva, debido a la saturaciéon de la superficie de la gota con el
polisacarido (Mun et al., 2006). Ademas un incremento en la concentracion del
quitosan resulta en una disminucion en el tamafio de gota y viscosidad mas alta, el
incremento en la viscosidad de la fase continua por la adiciébn de quitosan, mejora la
estabilidad al cremado por medio de disminucion de la difusion de las gotas y
floculos. (Speiciene et al, 2007). A pesar de ello, se debe considerar, que existe un
poco de agregacion de las gotas en las emulsiones a concentraciones altas de

quitosan (24 wt%) (Klinkesorn y Namatsila, 2009).
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Se reduce la estabilidad de la emulsién con bajos pesos moleculares de quitosan
(319 kDa) o bajo grado de desacetilacién (67.7%). La desfavorable estabilidad para
el quitosan de bajo peso molecular, se puede explicar debido a que su adsorcion
interfacial genera atracciones electrostaticas débiles, permitiendo el contacto directo
de las gotas de aceite y por lo tanto su coalescencia, y con respecto al bajo grado de
desacetilacion, es debido a la pérdida de la carga neta interfacial (Laplante et al.,
2005).

1.5.3 Obtencion

A grandes rasgos, el quitosdn es preparado tratando la quitina con una base
fuerte para remover el grupo acetilo, dejando el grupo amino libre. La desacetilacion
es raramente completa en preparaciones comerciales, el quitosan tiene comunmente

un grado de desacetilacion del 80% (Savage, 1998).

Las sustancias minerales y las proteinas deben de ser separadas de la quitina,
tipicamente se remueve el carbonato de calcio y el fosfato de calcio con &cido.
Después de varias horas de mezclado, el material es enjuagado para eliminar el
acido y luego es transferido como un compuesto acuoso a un recipiente, donde es
calentado por pocas horas con hidroxido de sodio o cualquier otro alcali capaz de
separar la proteina de la quitina. Después de enjuagar y secar, la quitina es obtenida

como un polvo blanco (Savage, 1998).

1.5.4 Aplicaciones en alimentos

En la Tabla 1 se presentan las aplicaciones que tiene el quitosan en la industria

alimentaria.
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Tabla 1. Aplicaciones alimenticias del quitosan (Shahidi et al., 1999 y Savage, 1998)

AREA DE APLICACION EJEMPLOS
Agente antimicrobiano = Bactericida
= Fungicida
= Medida de contaminacion de mohos en productos agricolas
Industria de peliculas = Transferencia de humedad controlada entre el alimento y el
comestibles entorno circundante
= Control en liberacion de sustancias antimicrobianas
= Control en liberacion de antioxidantes
= Control en liberacién de nutrientes y sabores
= Reduccién de la presion parcial de oxigeno
= Control de velocidad de respiracién
= Control de Temperatura
= Control de obscurecimiento enzimético en frutas
* Membrana de ésmosis inversa
Aditivo = Clarificacién y desacidificacion de frutas y bebidas
= Extensor natural del sabor
= Agente en el control de textura
= Agente emulsionante
= Imitador de alimento
= Agente espesante y estabilizante
= Estabilizador de color
Calidad nutricional = Fibra dietética
= Efecto hipocolesterolémico
= Aditivo en alimento de ganado y de peces
= Reduccion en la absorcién de lipidos
»  Produccion de proteina unicelular
= Agente antigastrico
= Ingrediente de alimentacion infantil

Recuperacion de = Afinidad a la floculacion
materiales sélidos de = Fraccionamiento de agar
desechos alimentarios
Purificacion de agua = Recuperacién de iones metdlicos, pesticidas, fenoles y
PCB’s
= Eliminacién de colorantes
Otras aplicaciones = Inmovilizacion de enzimas

= Reactivo analitico

= Eliminacién de la turbidez de liquidos
= Productos para pérdida de peso

= Envasado biodegradable

1.5.5 Otras aplicaciones

En la Tabla 2 se presentan ejemplos de las aplicaciones de quitosan y de la

quitina en diferentes areas.
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Tabla 1. Aplicaciones de la quitina y el quitosan en diferentes areas (Savage, 1998)

AREA DE APLICACION

EJEMPLOS

Tratamiento de agua

Eliminacién de iones metalicos
Floculante/coagulante
Filtracion

Desalinizacion

Pulpay papel

Tratamiento de superficie
Papel fotografico
Aditivo en el proceso

Textiles

Tratamiento de terminado
Fijador de color
Tinte decolorante de aguas residuales

Medicina

Vendas, esponjas

Vasos sanguineos artificiales
Control del colesterol de la sangre
Antiinflamatorio

Inhibicién de tumor

Propiedades antivirales

Inhibiciéon de placa dental bacteriana
Vendaje de quemaduras

Piel artificial

Liberacion controlada de medicamento
Tratamiento de curacion de huesos

Cosméticos

Maquillaje en polvo
Esmalte de ufias
Crema hidratante
Fijador

Locion de bafio
Crema para manos
Pasta dental
Shampoo

Biotecnologia

Inmovilizacién de enzimas
Recuperacion de células
Inmovilizacién de células
Electrodo de glucosa

Agricultura

Recubrimiento de semillas
Recubrimiento de hojas

Fertilizador hidrop6nico

Liberacion controlada de agroquimicos

Separacioén de productos

Separacion de drogas quirales
Bioseparacion
Pervaporacién

Medio ambiente

Eliminacién de PCB
Agente de desintoxicacién quimica por guerras
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1.5.5 Ventajas de uso

La materia prima para la obtencion de quitosan es abundante y practicamente
gratis. Una enorme cantidad de quitina es desechada cada afio en forma de material
de desperdicio de la industria marina. Otras fuentes adicionales de suministro de

quitina son los microbios, hongos y varios insectos (Savage, 1998).

1.5.6 Desventajas de uso

La quitina es relativamente costosa para recaudarse, extraerse y purificarse. La
mayor parte del desecho marino proviene de restaurantes de comida marina o de
basureros, por lo que es dificil que pueda ser acumulada en un solo lugar para ser
recopilada. Se debe aplicar un procedimiento vigoroso de extraccion para obtener la
quitina, debido a que los caparazones de los crustaceos, son materiales bastante
duros (Savage, 1998).

21



CAPITULO I

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

2.1 Definicién de objetivos

Objetivo general

Comparar una mayonesa tipo baja en colesterol con respecto a una mayonesa
tradicional a través de pruebas fisicas, quimicas y microbioldgicas para su posible

consumo comercial.

Objetivos particulares

(1) Evaluar la estabilidad de una mayonesa baja en colesterol, mediante la
determinacién de tamafo de particula, cremado y separacion de fases, para
compararla con la de una mayonesa tradicional.

(2) Evaluar las propiedades quimicas y fisicas de una mayonesa baja en colesterol y
una mayonesa tradicional, a través de la determinacién de grasa, humedad,
proteinas, indice de peroxido, actividad de agua, pH, acidez y viscosidad
aparente, para establecer la comparacion entre ambas.

(3) Establecer la calidad microbioldgica de una mayonesa baja en colesterol y de una
mayonesa tradicional, a través de pruebas rapidas de conteo microbioldgico, para
verificar que cumplan con las especificaciones de la norma NMX-F-021-S-1979.

(4) Determinar el contenido de colesterol de una mayonesa tipo, por medio de
cromatografia de gases, para comprobar que su valor es menor que en la

mayonesa tradicional.
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2.2 Cuadro metodologico

OBJETIVO GENERAL: Compararunamayonese tipo bajs en colesterol con respecto £ una mayonesa tradicional s traves de

pruabaz fisicas, quimicas: v microbiologicas pare su posible corsumo comarcial.

Actividades preliminares
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| CONCLUSIONES |

T= Tecnica
M= Meatodao
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2.3 Actividades preliminares

() Formulacion de una mayonesa tradicional y establecimiento del

proceso para su elaboracion.

e Formulacion de mayonesa tradicional

La formulacién de la mayonesa tradicional, que fue empleada como control en

este estudio, se presenta en la Tabla 3. Para su establecimiento se consideraron los

ingredientes presentados en las formulaciones de la literatura (Liu et al., 2007; Nahla

et al., 2011; Wendin et al., 1997 y Worrasinchai et al., 2006), los cuales son; aceite,

yema de huevo, vinagre, agua, sal, azucar y gotas de limon. Ademas se tomaron en

cuenta las especificaciones de la norma NMX-F-021-S-1979, la cual establece que el

contenido de yema de huevo liquida no sera menor de 6% en peso y el contenido de

aceite vegetal comestible de 65%. En este caso se empled aceite de soya, debido a

gue, comparado con otros aceites como el de maiz, es menos susceptible a la

oxidacion (Hsieh y Regenstein, 1992)

Tabla 3. Formulacién de la mayonesa tradicional

INGREDIENTE %
Aceite de soya | 78.04
Yema de Huevo | 9.89
Vinagre 4.95
Agua 4.95
Sal 0.99
Azucar 0.39
Limodn 0.79

Es importante mencionar, que la yema de huevo, aporta las proteinas y la lecitina

(es el emulsificante y esta formada por fosfolipidos), que son basicos para mantener

estable la emulsion (Boatella et al., 2004).
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e Establecimiento del proceso para elaboracién de la mayonesa tradicional

El orden de adicion de los ingredientes en la elaboracion de la mayonesa, es muy
importante para la formacién de la emulsion, en este trabajo, se prosiguié de acuerdo
a lo hecho en Worrasinchai et al., 2006, el diagrama de proceso se muestra en la
Figura 12 y mas adelante se presenta su descripcion. La mayonesa se elaboro a
temperatura ambiente y se procuré que todos los ingredientes se encontraran a
temperatura ambiente también. Se empleé una batidora marca Braun modelo MR
430 CA con potencia de 100 watts (Ver Figura 13).

T Recepcion de la

i materia prima |

L

i Separacion |—» Clarade
l huevo, cascara

0.99% Sal [ Con &
0.39% azvecar "} Mezclado J t= 0.5 min

l

495% Vinagre * ' t= 0.5 min
bl Batido 1 [

|

78.04% ' Batido 2 N ] t=3 min

Aceile de sova

|

0.79% Limén —!-ll Batido 3

|

. Almacenamiento | 72; ;;“gf“"'-‘
{ "C)

Figura 12. Diagrama de proceso para la elaboracién de mayonesa tradicional
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A continuacion se presenta la descripcion del diagrama de proceso:

1.

Recepcion de la materia prima. Se trabajo con huevos de gallina blancos

marca “El calvario”, y se lavo la superficie cuidadosamente con agua.
Separacion. Se fragmentaron cuidadosamente los huevos y se separaron
la clara y la yema. La yema es la parte del huevo que se emplea para la
elaboracion de la mayonesa, mientras la clara y la cascara, se eliminan.
Mezclado. Se adicioné sal y azlicar a la yema de huevo y se mezcla
manualmente con un agitador de vidrio durante medio minuto.

Batido 1. Se agregd vinagre e inmediatamente después agua, ambos
conforman la fase acuosa de la emulsién de mayonesa. Se bate durante
0.5 minutos.

Batido 2. Se afadio el porcentaje correspondiente al aceite de oliva, esto
se hace en forma de hilo y gradualmente, sin dejar de batir, para que el
aceite se encuentre disperso en la fase acuosa en forma de pequefias
gotas. La duracién de esta operacion es de 3 minutos.

Batido 3. Se adicion6 limén y se bate durante un minuto para dispersar
dicho ingrediente en toda la mezcla.

Envasado. Una vez elaborada la mayonesa, fue transferida a un recipiente
de vidrio estéril, y posteriormente se sell6 el recipiente.

Almacenamiento. Se almacena la mayonesa a temperatura ambiente (25-

20°C) para su posterior analisis.

NOTA: Los Batidos 1, 2 y 3 se llevaron a cabo con la batidora Braun (Figura 13).

Figura 13. Batidora Braun modelo MR 430 CA
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() Obtencién y caracterizacion del quitosan que se empleard en la

elaboracion de la mayonesa tipo baja en colesterol.

e Obtencion del quitosan

Se emplearon caparazones de camarén obtenidos de un establecimiento
proveedor de camarones sin caparazon. El tratamiento que se les dio fue el

siguiente:

1. Se limpiaron los caparazones de los camarones de tal manera que se elimind

cualquier resto de carne, como se muestra en la Figura 14.

Camarén completo Caparazon del camaron sin carne

Figura 14. Obtencidn de los caparazones del camarén eliminando la carne.

2. Los caparazones fueron remojados en una solucibn de agua con cloro
doméstico (3% v/v) para su desinfeccion y para eliminar el olor caracteristico
del camaron. El tiempo de remojo fue de 24 horas.

3. Una vez desinfectados, los caparazones fueron lavados y escurridos y
después distribuidos en una charola para su posterior secado, el cual se
efectio en una estufa Quincy Lab Modelo 30-GC (Figura 15) a una

temperatura de 50°C durante 24 horas.
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Figura 15. Estufa Quincy Lab Modelo 30-GC

1. Los caparazones secos fueron sometidos a molienda para reducir su tamafo.

Se utilizé un Molino casero (Figura 16).

Figura 16. Molino casero

1. Una vez molidos los caparazones, fueron sometidos al proceso para la
obtencion del quitosan. Para ello se aplicd el protocolo del Laboratorio de
Biotecnologia de acuerdo a la Patente Mexicana No. 293022 y Miranda, 2004.

2. Una vez obtenido el quitosan, se almacend en recipientes de vidrio a

temperatura ambiente (ver Figura 17).

Figura 17. Caparazones molidos contenidos en frascos de vidrio
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Caracterizacion del quitosan obtenido

Determinaciéon del grado de desacetilacion

Técnica: Titulacion potenciométrica de los grupos aminos. (Balanta et al., 2010 y
Solis et al., 2007).

Materiales y Equipo:

o

O

o

Vaso de precipitados de 100 ml
Parrilla con agitacion

Mosca

Potenciometro modelo 5997-20, marca HORIZON ECOLOGY CO, con escala

de pH de 0-14 y rango de temperatura de 0 a 100°C (ver Figura 18)
Bureta de 25 ml
Soporte universal

Pizeta

Figura 18. Potenciometro HORIZON ECOLOGY CO.

Reactivos:
o Acido clorhidrico 0.2 M

@)

Hidréxido de sodio 0.1M

o Solucion buffer (pH=7)

Procedimiento:

1. Se disolvieron 0.3 gramos de quitosan en 45 ml de HCL 0.2 M.

2. Se calibro el potenciémetro con la solucién buffer con pH de 7.

29



1. Se valoré la solucion de quitosan/HCL adicionando NaOH 0.1 M. Se midio el
cambio de pH después de cada mililitro de NaOH 0.1 M afadido hasta llegar a
un pH de 11. La adicién se realiz6 de manera lenta y con agitacion para
asegurar la homogeneizacion de la solucién. (Se realizaron 3 réplicas y se

obtuvo el promedio de cada medida de pH después de cada mililitro afiadido).

Una vez obtenidos los datos se construy6é una curva de pH frente a volumen de
NaOH afadido. Dicha curva presenta dos puntos de inflexion, cuya diferencia
corresponde a la cantidad de hidroxido de sodio requerido para neutralizar los grupos
aminos protonados del quitosan, lo que permite determinar el porciento de grupos

amino de la muestra, y en consecuencia, el grado de desacetilacion del quitosan.

Secuencia de Calculo:

1) Obtencién del volumen gastado en litros:

Punto de inflexion 2 (ml) — Punto de inflexion 1(ml)

Volumen g44¢040 (L) =

1000
Ecuacion 1
2) Calculo de la masa equivalente del quitosan:
S m (9)
‘" [NaOH](N) * Volumen 4454, (L)
Ecuacion 2
Donde:
m= Gramos de quitosan empleado (g)
[NaOH]= Concentracion Normal de NaOH (N)
3) Calculo del grado de desacetilacion:
%DD 203 100
77 7 \meq(g/equivalentes) + 42
Ecuacion 3

30



Determinacion del peso molecular del quitosan

La ecuacion de Mark-Houwink-Sakurada proporciona una dependencia entre la
viscosidad intrinseca de un polimero y su peso molecular. Es por ello, que se puede
utilizar la técnica viscosimétrica, para determinar el peso molecular promedio

viscosimétrico de muestras de un polimero como el quitosan.

Técnica: Viscosimetria capilar (Rinaudo et al., 1993 y Balanta et al., 2010)

Materiales y equipo:

o Equipo montado de la Figura 19
o Viscosimentro Ostwald

o Cronometro

o Papel filtro

o Embudo
Soporte Bafio termostatico
universal con agitacion

Recipiente
con agua a
25°C

Figura 19. Equipo montado para determinacion de peso molecular del quitosan

Reactivos:
o Acetato de sodio 0.2 M

o Acido acético 0.3 M
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Procedimiento:

1. Se prepar6 una solucion buffer a pH de 4.6 con acetato de sodio 0.2M y acido
acético 0.3M.

2. Se prepararon 5 disoluciones de quitosan en la solucion buffer, las
concentraciones de las disoluciones fueron [0.002], [0.0008], [0.00064],
[0.0004] y [0.0002] (g/ml).

3. Se filtraron las disoluciones (Figura 20) para eliminar la presencia de cualquier
particula que genere problemas al pasar a través de viscosimetro Ostwald, lo

cual es descrito mas adelante.

Figura 20. Filtracion de disoluciones de quitosan

4. Se coloco el viscosimetro de la manera mostrada en la Figura 21,

manteniendo una temperatura de 25°C con ayuda del bafio térmico.

Viscosimetro
de Ostwald

Figura 21. Viscosimetro Ostwald y equipo para determinacién de peso molecular

5. Se adicionaron 4 mililitros de la solucién buffer en el viscosimetro de Ostwald

de manera que se cubra desde el punto 1 al punto 2 de la Figura 22.
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Figura 22. Viscosimetro Ostwald

1. Con ayuda de una propipeta se succiono del lado a del viscosimetro de
manera gue la solucién buffer sobrepasara el punto 4. '

2. Se elimind la succion y, con ayuda del cronémetro, se contd el tiempo que
tarda el fluido en pasar desde el punto 4 al punto 3. Se realizaron 3
repeticiones y se obtuvo un promedio.

3. Se repitieron los puntos 4, 5, 6 y 7 para todas las disoluciones de quitosan,
teniendo cuidado en limpiar bien el viscosimetro antes de adicionar la

disolucién correspondiente.

Secuencia de célculo:

1) Determinacion de la viscosidad relativa:

tm

Nret = E

Ecuacion 1

Donde:
tm= Tiempo de caida de la solucién de quitosan (min)
to= Tiempo de caida de la solucién de referencia 6 buffer (min)
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1) Determinacion de la viscosidad especifica:

Nespecifica = Mrel — 1

Ecuacion 1

2) Calcular viscosidad reducida:

_ Nespec ifica
Nreducida = C

Ecuacion 2

Donde:

C= Concentracién de quitosan (g/dl)

3) Obtencion de la viscosidad intrinseca. Se realiza una gréfica para representar
la viscosidad reducida en funcion de la concentracion del quitosan y se
obtiene una ecuacién para tendencia lineal, en donde la ordenada al origen
corresponde al valor de la viscosidad intrinseca.

4) Calculo de peso molecular del quitosdn. Como se menciond anteriormente,
por medio de la viscosidad intrinseca se puede conocer el peso molecular
promedio viscosimétrico M,, utilizando la ecuacion de Mark Houwink
Sakurada:

[n] = KM,"

Ecuacion 3

Donde K y a son constantes tipicas que dependen del solvente empleado
(solucién buffer), el polimero y la temperatura y han sido determinados
experimentalmente por diversos autores. En este caso las constantes al usar un
solvente de &cido acético 0.3M/ acetato de sodio 0.2M son: K=76x10°dL/g y a= 0.76
(Rinaudo et al., 1993).

Expresada en forma logaritmica la ecuacién de Mark Houwink Sakurada queda de

la siguiente forma:

log[n] =logK + alog M,

Ecuacion 4
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Despejando el peso molecular promedio viscosimétrico:

]\7[17 — 10(logn—logk)/a

Ecuacion 1

() Formulacion de la mayonesa tipo baja en colesterol

Para establecer la formulacion de la mayonesa tipo baja en colesterol primero se
determind la concentracion de solucion de quitosan/vinagre a emplear vy

posteriormente el porcentaje de sustitucién por yema de huevo.

e Determinacién de la concentracidn de quitosan para elaborar la mayonesa tipo

baja en colesterol.

El quitosan es un biopolimero soluble en un medio acuoso acido como es el caso
de soluciones diluidas de &cido acético (Kumar, 2000), por lo tanto la manera de
integrarlo en la formulacion fue disolviéndolo en el vinagre. Para seleccionar la
concentracion en %p/p de quitosan/vinagre a utilizar se aplicd la siguiente

metodologia:

1. Se tomé como base la formulacion para elaborar la mayonesa tradicional
establecida en la Actividad preliminar | y mostrada en la Tabla 3.

2. Se elaboraron 5 soluciones de quitosan/vinagre al 1%, 1.5%, 2%, 2.5% y 3%
(p/p). La concentracibn maxima de 3% a utilizar se debe a que, segun
Speiciene et al., 2007, a concentraciones mas altas de quitosan (23%), existe
una separacion completa de la emulsion en una capa de grasa al fondo y una
capa de crema en la parte superior, ademas que a concentraciones mas altas,
la disolucion del quitosan en el vinagre fue dificil, resultando en una mezcla no
homogénea y grumosa.

3. De la formulacion establecida (Tabla 3), se eliminé un 20% del huevo y se

adicion6 en su lugar cada una de las soluciones de quitosan/vinagre.
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. Se compararon las mayonesas sustituidas al 20% para las 5 diferentes
concentraciones de quitosan/vinagre con respecto a la mayonesa elaborada
con la formulacion base. La comparacion que se llevo a cabo fue con respecto

a lo siguiente:

Apariencia fisica. Establecer visualmente el grado de similitud entre las
mayonesas sustituidas con la mayonesa control.

Resabio astringente. La adicion del quitosan proporcion6é un resabio
astringente a las mayonesas, por lo tanto se compard la intensidad de
astringencia que presentaron, esto, con la finalidad de elegir una
concentracion que no presentara el resabio acentuadamente.

Estabilidad. Se evallo la estabilidad al cremado de la mayonesa control y de
las mayonesas sustituidas para definir cual concentracién tendria una

estabilidad mas parecida a la de la mayonesa control.

La técnica para la determinacion de cremado se refiere a la medicién y relacion

de altura de fases después de envejecimiento acelerado (Nahla et al., 2011, Wang et
al., 2010 y Wu et al., 2012).

Fundamento: Después de un envejecimiento acelerado bajo condiciones de

temperatura y centrifugacion las gotas de aceite de la emulsion son forzadas a

cremar y se determina el volumen de la fase acuosa mas baja y el volumen de la

fase de aceite de arriba, y se relacionan, con el volumen total de la muestra de

emulsion.

Equipo:

Centrifuga Clinica IEC, 115 VAC, 50/60 Hz, 1.2 AMP. Con rango de velocidad
de 1-7. Marca International Equipment Co (Figura 23).
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Figura 23. Centrifuga Clinica IEC

e Incubadora bacterioldgica, Blue M. Rango de temperatura de 30 a 65°C.
Marca Equipar (Figura 24).

Figura 24. Incubadora bacteriologica Blue M

Procedimiento:

1. Se homogeneizd la muestra y se colocd una alicuota de aproximadamente 7
ml dentro un tubo coénico de vidrio de 10 ml tapado. Posteriormente se
almacend el tubo en la incubadora durante 48 h a 50°C para envejecer a la
muestra (Nahla et al., 2011).

2. Se colocé el tubo de ensayo con muestra en una camisa de la centrifuga v,
esta a su vez, es colocada en la centrifuga, considerando que el nimero de
muestras a centrifugar debe ser numero par y de igual peso (Ver figura 25).

3. Se centrifugaron las muestras durante 3.5 horas a 1100 gs.

4. Se midieron el volumen cremado en la parte superior (V¢) y el volumen

sedimentado de la fase agua (Vs), asi como el volumen total de la muestra
(V7).
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5. Se realizaron 3 réplicas para cada tipo de mayonesa.

Figura 25. Ingreso de los tubos con muestra en la centrifuga
Célculos:
Se determiné el grado de cremado utilizando las siguientes definiciones:

a) Indice de cremado para la capa de suero (% C.). La capa de suero es definida
como la fase clara y semi-transparente formada en la parte inferior de la
emulsién. Provee informacion indirecta sobre el grado de agregacion de las
gotas en una emulsion, entre mas grande el indice de cremado existe mas

agregacion, y son mas grandes los fléculos formados (Wang et al., 2010).

Vs
% Ces = 100 X o2
T

Ecuacion 2

b) Gradiente de cremado para la capa cremada (% C..). Corresponde a la capa
de aceite formada en la parte superior de la emulsion como consecuencia de

la coalescencia de las gotas (Wu et al., 2012).

Ve
% Cee = 100 X o=
T

Ecuacion 3
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e Seleccidn del porcentaje de huevo a sustituir por quitosan.

Una vez establecida la concentracion de quitosan con la que se trabajo, se
selecciond el porcentaje de yema a sustituir. Para ello se prepararon mayonesas con
sustitucion de yema de huevo por quitosan de 20, 25, 30, y 40% y se compararon de

acuerdo a las siguientes caracteristicas:

o Apariencia fisica de la mayonesa una vez elaborada y después 40 dias de
almacenamiento: Se determind visualmente si la apariencia de la
mayonesa permanece similar después de un tiempo y también se compar6
con la mayonesa control.

o Resabio astringente. Se compard la intensidad de astringencia que
presentaron las mayonesas.

o Estabilidad. Se evalu6 la estabilidad al cremado de las mayonesas

comparando con la mayonesa control.
2.4 Materiales y métodos
Para ambas mayonesas (control y tipo) se realizaron las determinaciones que son
descritas en esta seccién. Dichas determinaciones se presentan agrupadas de
acuerdo al objetivo particular que cumplen.
Cabe mencionar que se obtuvo un promedio de las réplicas llevadas a cabo en

cada determinacién y ademas de la desviacién estandar y coeficiente de variacion

empleando las ecuaciones mostradas en el Anexo |.

2.4.1 Objetivo Particular 1

2.4.1.1 Tamario de particula.

Para la determinacion de tamafo de particula se empleé como técnica la

microscopia éptica para obtener informacion acerca del tamafio, forma y distribucion

39



de las gotas de aceite dentro de la emulsion (mayonesa). Se realizé la microscopia
de las dos mayonesas (control y tipo) recién elaboradas, y ademas, para conocer los
cambios de tamafo, forma y distribucion que mostrarian las gotas después de un
tiempo de su elaboracion, también se realizd la microscopia de ambas mayonesas

después de un envejecimiento acelerado de 2 dias a 40°C segun Nahla et al., 2011.

Equipo: Microscopio Axioskop 40 marca ZEIZZ, adaptado con una camara
Evolution VE cooled marca Media Cibernetics y un analizador de imagen Qcapture
Pro 6.0 (Ver figura 26).

Figura 26. Equipo empleado para realizar la microscopia 6ptica de las mayonesas.

a) Microscopio Axioskop 40, b) caAmara Evolution VE cooled.

Procedimiento:

1. Las muestras se homogeneizaron, lenta y cuidadosamente, con un agitador
de vidrio y se coloc6 una gota de mayonesa en un portaobjetos, después se
ubico un cubreobjetos encima de la gota.

2. Se coloco el portaobjetos en la platina del microscopio y se utilizd el objetivo
40X para observar las muestras.

3. Se capturd la imagen con la camara adaptada y posteriormente se sometio la
foto a un analisis de imagen para determinar el tamafio de las gotas de aceite

tomando 10 medidas para obtener un promedio. Para determinar si existe
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diferencia significativa entre los didmetros de las mayonesas una vez
elaboradas y después del envejecimiento se utilizd el programa estadistico
GraphPad Prism 5 portable.

2.4.1.2 Cremado

Se empled la misma técnica descrita para la Actividad Preliminar Il en la pagina
36.

2.4.1.3 Separacion de fases

Técnica: Observacion visual de las muestras en un lapso de tiempo (Laplante et
al., 2005 y Magnusson et al., 2011).

Fundamento: Se determina la estabilidad durante un tiempo determinado por
medio de observacion visual y en caso de presentar separacion de fases se mide la

altura de fases presentes en la muestra.

Procedimiento:

1. Se homogeniz6 la muestra

2. Se transfirieron aproximadamente 10 ml de la muestra a un tubo coénico de
plastico de 15 ml con tapa de rosca y se cerro el tubo.

3. Se realizaron observaciones cada 7 dias durante un mes con tres réplicas

para cada tipo de mayonesa.

2.4.2 Objetivo Particular 2

2.4.2.1 Grasa

Se decidio utilizar un método para la determinacion de grasa en las mayonesas

gue permitiera la ruptura de la emulsion y por consiguiente la separacién de la grasa.
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El método seleccionado fue el método Gerber, que es cominmente utilizado para
productos lacteos. El método Gerber fue desarrollado por el afio 1892 como método
rapido para la determinacion practica de grasa. Debido a su ejecucion y empleo es
un método extraordinariamente sencillo, con buena reproductibilidad y exactitud
(Matissek et al., 1992).

Fundamento: Este método se basa en la digestion parcial de los componentes del
alimento, excepto de la grasa en acido sulfarico. Se emplea alcohol isoamilico para
ayudar a romper la emulsion y evitar que se queme la capa de grasa. El alcohol
isoamilico reacciona con el acido sulfurico formando un éster que es completamente
soluble en dicho acido. La grasa liberada se separa por centrifugacion, y tras ello, se
lee el contenido de grasa en la escala del butirometro (Matissek et al., 1992; NMX-F-
387-1982).

Reactivos:
o Acido sulfarico al 80%
o Alcohol, isoamilico de densidad de 0.811+0.002 g/ml a 20°C

Equipo y materiales:

o Butirometro para mantequilla (Figura 27)
o Tapones para butirometro

o Pipetas volumétricas de 1 mly 10 ml

o Bafo de agua

o Centrifuga para determinacion de grasa por método de Gerber, ver Figura 28.

Figura 27. Butirdmetro de mantequilla para determinacion de grasa
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Figura 28. Centrifuga para butirometro

Procedimiento:

1.

Se homogeneizo la muestra de mayonesa y se pesaron aproximadamente 5 g
en el vaso de vidrio del tapén del butirometro (Ver figura 29).

Se adicionaron 10 ml de acido sulfarico y 1 ml de alcohol isoamilico al
butirdmetro, evitando bafiar las paredes internas del cuello.

Se cerrd el butirometro con el tapon que contiene la muestra y se agitd
energéticamente hasta que la muestra se disolvi6 completamente, se invirtio
varias veces el butirdmetro para que se dispersara el acido sulflrico sobre la
muestra. Se realizé esta operacion con ayuda de un trapo hiumedo puesto que
la mezcla de los dos liquidos genera calor.

Una vez que la muestra se disolvio completamente, se colocé el butirdmetro
en bafio maria a 65°C durante 10 minutos.

Se centrifug6 durante 10 minutos y después se coloco de nuevo el butirdmetro
en bafio maria a 65°C durante otros 10 minutos, posteriormente se sacé el
butirometro y se colocé en posicidn vertical para leer el espesor de la capa de
grasa acumulada en la parte superior.

Se realizaron 3 repeticiones por cada tipo de mayonesa.

Figura 29. Tapones de butirbmetro con muestras de mayonesa tipo
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2.4.2.2 Humedad

Para la determinacion de la humedad en las mayonesas se utilizd una
termobalanza digital marca OHAUS modelo MB45 (Figura 30), este equipo es un
instrumento de humedad, el cual emplea una balanza de torsion sensible para pesar
la muestra y una lampara infrarroja para secar. La humedad se considera como la

pérdida de peso al secado.

Se trabajo con un intervalo de temperatura de 60 a 95°C empleando de 0.6 a 2
gramos de muestra de cada mayonesa. La determinacién se hizo tres veces para

cada mayonesa.

Figura 30. Termobalanza OHAUS modelo MB45 para determinacién de humedad

2.4.2.3 Proteina

Método: Titulacién acidimétrica (Método Sorensen Walker)

Fundamento: Se adiciona formalina a una solucion acuosa neutralizada que
contiene proteinas, el formaldehido se une a los grupos amino de los aminoacidos de
las proteinas para formar el grupo metilenoimino, dejando los grupos carboxilos
libres, que pueden titularse con hidroxido de sodio, usando como indicador
fenolftaleina. El volumen de hidroxido de sodio necesario para neutralizar la acidez

resultante de la adicion del formol es proporcional a la cantidad de proteinas. Se usa
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un factor de conversiébn empirico para expresar el porcentaje de proteinas, el cual

varia sensiblemente para las diferentes regiones (AEEIQ, 2001 y OCUM, 2010).

Consideraciones: No existe en la bibliografia un factor empirico para ser
empleado en mayonesas, por lo tanto este se obtuvo experimentalmente
determinandolo para la yema de huevo, que es el ingrediente que proporciona las
proteinas en la mayonesa. Se realizé todo el procedimiento mas adelante descrito
para la yema de huevo marca El Calvario considerando que dentro de su
composicién quimica 15% pertenece a proteinas (Matteini y Moles, 2001) y se hizo el
calculo para obtener el factor empirico empleando la Ecuacion 12. Una vez obtenido
dicho factor se realiz6 la titulacion para cada mayonesa y utilizando el factor se
realizé el calculo de la Ecuacion 13 para obtener asi el porcentaje de proteinas que

contienen.

Reactivos:

o NaOH 0.1N

o Solucion del 40% de formaldehido (37% formaldehido y 3% de alcohol
metilico)

o Indicador, soluciéon de 1% de fenolftaleina en alcohol etilico de 95%

Procedimiento:

1. Se tomaron 10 ml de muestra problema en un matraz Erlenmeyer de 250 ml y
se afadieron 20 ml de agua destilada. Se homogeniz6 la mezcla por medio de
agitacion y se afladieron unas gotas de fenolftaleina.

2. Se neutraliz6 la acidez titulable natural de la muestra con la solucion de
hidroxido sédico hasta la aparicion de un color rosa.

3. Se afadieron 2 ml de formol a la solucion neutralizada. Tras la adicion del
formol la muestra se volvido a acidificar y se mostrO nuevamente de color
blanco. Se afiadieron de nuevo unas gotas de fenolftaleina

4. Se valoro la acidez con hidroxido de sodio, hasta la aparicion nuevamente del

color rosa.
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5. Se realizaron 4 repeticiones para la yema de huevo, y 3 repeticiones para

ambas mayonesas.

Céalculos:

% proteinas
ml NaOH 0.1 N gastados

Factor empirico =

Ecuacion 4

% proteinas = ml NaOH 0.1N gastados * factor empirico

Ecuaciéon 5

2.4.2.4 indice de peroxidos

El indice de peroxidos es una medida del oxigeno unido a las grasas en forma de
peréxido. Proporciona informacion acerca del grado de oxidacién de la muestra,
siendo un método util para predecir comienzo de la rancidez, y permite, en cierto
grado, una estimacion de hasta qué punto se ha alterado la grasa (Matissek et al.,
1992). El indice de peroxidos (IP) indica los miliequivalentes de oxigeno en forma de

peréxido por kilogramo de grasa o aceite (NMX-F-154-1987).

Técnica: Titulacion (AOAC, 2000. Método 41.1.16)

Fundamento: Este método se basa en la determinacion en la solucién de prueba
de la cantidad de peroxidos contenidos por medio de una titulacion. Se disuelve la
muestra en una mezcla de cloroformo y acido acético glacial y se mezcla con una
disolucion de yoduro potasico. La cantidad de yodo liberada por reaccion de los
grupos peroxido se determina finalmente por valoracion con una disolucién de
tiosulfato sédico (Matissek et al., 1992 y NMX-F-154-1987).
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Reactivos:

O

Solucién de é&cido acético-cloroformo (CH3COOH-CHCL3). En proporcion de
tres volimenes de acido acético por dos de cloroformo.

Solucion saturada de yoduro de potasio (KI) (Blanco). Se disuelve un
excedente de yoduro de potasio (KI) en agua destilada recientemente hervida
y enfriada a temperatura ambiente (18 a 20°C) en cantidad tal, que quede un
exceso de potasio sin disolver.

Solucion indicadora de almidon (1%). Se mezcla aproximadamente 1.0 g de
almiddén con agua fria hasta formar una pasta delgada; se afiade esta mezcla
a 100 ml de agua hirviendo y se agita constantemente.

Soluciones estandar de tiosulfato sodico (Na;S;03) a 0.1M y 0.01M. Se
prepara y estandariza la solucion de Na,S,0O3 0.1M vy para la solucion de
Na,S,030.01M se diluye la de 0.1M con agua destilada recientemente hervida
y enfriada a temperatura ambiente.

Equipo:

o

Incubadora bacteriolégica, Blue M. Rango de temperatura de 30 a 65°C.
Marca Equipar (Figura 24)

Procedimiento:

1.

Para acelerar el proceso de oxidacion se colocaron aproximadamente 10 ml
de mayonesa recién elaborada en un tubo de ensayo de vidrio con tapon
esmerilado y fue colocado en la incubadora a 40°C y durante 7 dias (Kargar et
al., 2011), ver Figura 31.

Se pes6 una porcién de 5+0.5g de muestra de mayonesa en un matraz
Erlenmeyer de 250 m|

Se adicionaron 30 ml de solucién de acido acético-cloroformo y se agitdé hasta
disolver.

Se adicionaron 0.5 ml de solucién saturada de KI, se agit6 vigorosamente y se
dej6 reposar en obscuridad durante 1 minuto.

Se adicionaron 30 ml de agua y 0.5 ml de solucion indicadora de almidon 1%.
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6. Se titul6 lentamente con 0.1 M Na,S,03 sin dejar de agitar para liberar todo el
I, de la capa de CHCI; hasta obtener un color blanco lechoso.
7. Cuando el gasto de solucion 0.1 N de Na,S,03; fue menor de 0.5 ml, se repitid

la determinacion utilizando solucion 0.01 N de Na;S;0:s.
La determinacion se efectio para ambas mayonesas por triplicado.
Se hizo una prueba en blanco en las mismas condiciones en las que se efectlo la

de la muestra, en la que no se debié exceder 0.1 ml de Na,S,03, y también se

realizaron 3 réplicas.

Figura 31. Tubos de vidrio con muestra de mayonesa dentro de la incubadora

Célculos:
Se calculé el indice de peréxidos (IP) expresando los miliequivalentes de perdxido

contenidos en un kilogramo de muestra mediante la siguiente férmula:

1000
IP:(A—Al)XNXT

Ecuacion 6

Donde:

|.P = indice de Peroxido (miliequivalentes de peroxido/kg de muestra).

A = ml de solucion de tiosulfato de sodio gastados en la titulacion de la muestra.
Al= ml de solucién de tiosulfato de sodio gastados en la titulacion del blanco.

N = Normalidad de la solucion de tiosulfato de sodio.

m = Masa de la muestra (g)
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2.4.2.5 Actividad de agua (aw)

Esta determinacion se hizo por medio de un medidor de actividad de agua marca
Testo modelo 650 (ver Figura 32), el cual realiza la medida cuando se ha llegado a la
temperatura de equilibrio. La medicion se efectio a temperatura ambiente
(21+0.5°C), y se realizaron tres réplicas para cada mayonesa, de las que se obtuvo

un promedio.

Figura 32. Medidor de actividad de agua marca Testo modelo 650

2.4.2.6 pH

El valor de pH de las mayonesas se obtuvo a través del uso de un potenciometro
modelo 5997-20, marca HORIZON ECOLOGY CO, con escala de pH de 0-14 y
rango de temperatura de 0 a 100°C (ver Figura 18), el cual se calibr6 empleando una
solucion reguladora de pH 7. Se sigui6 el procedimiento descrito por la norma NMX-
F-317-S-1978, donde se uso una dispersién de 10% de mayonesa en agua destilada.

Se llevaron a cabo 3 repeticiones para cada mayonesa.

2.4.2.7 Acidez total

La acidez de la mayonesa se realizé por medio de titulacion empleando el método

935.57 del AOAC, 2000, donde se valoré la muestra con una solucion patron de
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hidroxido de sodio usando como indicador fenolftaleina y se expreso la acidez total

en acido acético.

Se calculd el porcentaje de acidez expresado en acido acético (CH3;COOH)
empleando la ecuacion 15, considerando que 1 ml de NaOH 0.1M equivale a 6.005
mg de acido acético (NMX-F-102-S-1978). Se realizaron tres réplicas para cada

mayonesa.

mg de CH;COOH x 100
mg de muestra

% acidez =

Ecuacion 7

2.4.2.8 Viscosidad aparente

Para esta determinacion se empleé un Viscosimetro Brookfield modelo RVDV-
[I+PRO (Ver Figura 33) y la aguja S06. La prueba se realiz6 un dia después de
elaboradas ambas mayonesas, y la muestra fue colocada en un vaso de precipitados
de forma alta de 200 ml con diametro de 50 mm y altura 100 mm, cubriendo hasta la
marca de 200 ml. La determinacion se ejecutd a temperatura ambiente (25°C), para
mantener dicha temperatura se coloco el recipiente con la muestra en un bafio
serologico Marca Quimis modelo Q304M1105 (Ver Figura 34) a 25°C.

La mayonesa muestra un comportamiento reolégico tixotrépico pues presenta una
disminucién de viscosidad aparente (n) con el tiempo a velocidad de cizalla constante
(Abu-Jdayil, 2003). Debido a este hecho se realiz6 una determinacion en la que se
aplico una velocidad de 1 rpm durante 5 minutos para evaluar el decremento de
viscosidad con respecto al tiempo. La prueba se realizé por triplicado y se obtuvo un

promedio de cada valor de viscosidad para cada tiempo.
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Figura 33. Viscosimetro Brookfield modelo RVDV-II+PRO

Figura 34. Bafio seroldgico Marca Quimis modelo Q304M1105

2.4.3 Objetivo Particular 3

A continuacion se presenta el procedimiento general que se siguié para todas las
determinaciones microbiolégicas (Mohos y levaduras, Mesdfilos aerobios, Coliformes
totales y E. coli). Posteriormente se describen las consideraciones individuales de

cada determinacién, como la temperatura y tiempo de incubacion.

Las determinaciones se llevaron a cabo una vez elaborada cada mayonesa y con

tres repeticiones.
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Técnica: Uso de pruebas rapidas de conteo microbiolégico (Placa Petrifilm“? marca
3M), ver Figura 35.

Figura 35. Placa Petrifilm"® marca 3m
(http://solutions.3m.com.mx/wps/portal/3M/es_MX/FSD_LA/FoodSafety/product-applications/one/)

Equipo:

e Incubadora bacteriologica marca Equipar modelo Blue M. Rango de
temperatura de 30 a 65°C (Figura 24).

e Autoclave marca ALLAMERICAN modelo 25X-1 (Figura 36).

Figura 36. Autoclave ALLAMERICAN mod 25X-1

Reactivos:

o Solucién de hidréxido de sodio 0.1N
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Procedimiento:

1. Preparacion de la muestra: Se preparé una dilucion 1:10 de la muestra con

3.

agua destilada en un tubo de ensayo previamente esterilizado.
Posteriormente, a esta muestra diluida, se le ajusto el pH entre 6.6 y 7.2
adicionando la solucion de hidréxido de sodio, para la mayonesa control, se le
adicionaron 0.34 ml y, para la mayonesa tipo, 0.61 ml. Se homogeniz6
invirtiendo el tubo.

Inoculacion: Se colocé un mililitro de la muestra diluida en el centro de la
pelicula cuadriculada interior de la Placa Petrifilm™?. Después se desliz6 la
pelicula hacia abajo evitando atrapar burbujas de aire (Ver Figura 37). En
seguida se disperso la muestra en la placa con ayuda del dispersor adecuado

para dicha placa marca 3M.

Figura 37. Inoculacién de la muestra

(http://solutions.3m.com.mx/wps/portal/3M/es_MX/FSD_LA/FoodSafety/product-applications/one/)

Incubacién: Se incubaron las placas en la Incubadora bacteriologica, ademas
para mantener el ambiente humectado se colocé un recipiente pequefio con
agua estéril. El tiempo y temperatura de incubacién depende de cada
determinacion.

Interpretacion: Las colonias en las placas fueron contadas y después se

empled la Guia de Interpretacion 3M especifica para cada determinacion para

leer los resultados.
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Célculos:

Para la determinacion del numero de unidades formadoras de colonia (UFC)

presentes por cada gramo de muestra se utilizo la siguiente férmula:

UFC
/ _ Cuenta de la placa * Factor de dilucion
o Volumen de la muestra

Ecuacién 8

2.4.3.1 Mohos y Levaduras

Cuando los mohos se desarrollan en los alimentos dan lugar a cambios fisicos y
quimicos que se traducen en descomposicidn y alteracion. Las levaduras con
frecuencia deterioran mayonesas, debido a que toleran bien el pH acido, que no es
soportado por la mayoria de las bacterias, quedando sin competencia (Olivas y
Alarcén, 2001), por lo tanto es muy importante esta determinacién en este estudio.
Se tiene que considerar la estimacion cuantitativa ademas de la cualitativa, pues un
mayor numero en el conteo total indicara una mayor posibilidad de descomposicion

en el alimento (Olivas y Alarcon, 2001).

Técnica: Uso de pruebas réapidas de conteo microbiolégico (Placa Petrifilm™?
marca 3M) para recuento de Mohos y Levaduras.

Fundamento: Esta placa es un sistema de medio de cultivo que contiene
nutrientes de “Sabhi”, dos antibioticos, indicador de fosfatos (BCIP), un agente
gelificante soluble en agua fria y un tinte indicador que facilita la enumeracion de las

colonias.

Incubacion: A temperatura entre 21°C 25°C durante 5 dias (Método oficial 997.02
de AOAC, 2000).
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Interpretacion: Las levaduras son colonias pequefias con un rango de color desde
beige o crema hasta azul verdoso y no difusas, pueden también tener tonos rosas,

tienen apariencia abultada, es decir con una tercera dimension.

Los mohos son colonias grandes, con bordes difusos, de colores variables, por
ejemplo: café, beige, naranja, azul verdoso, etc., tienen apariencia plana y un centro

oscuro y se expanden difusamente alrededor del mismo (Ver Figura 38).

Figura 38. Ejemplo de placa para conteo de mohos y levaduras. Conteo de levaduras=12, conteo de mohos=4
(http://solutions.3m.com.mx/wps/portal/3M/es_MX/FSD_LA/FoodSafety/product-applications/one/)

2.4.3.2 Meso6filos aerobios

La determinacion de bacterias aerobias es empleada como indice microbiano de
calidad de los alimentos determinando, en forma aproximada, la flora total pero sin

especificar tipos de colonias (Olivas y Alarcon, 2001).

Técnica: Uso de pruebas réapidas de conteo microbioldgico (Placa Petrifilm™?
marca 3M) para recuento de aerobios.

Fundamento: Esta placa contiene los nutrientes de los Métodos Estandar, un
agente gelificante soluble en agua fria y un indicador tetrazolio que facilita la

numeraciéon de colonias coloreandolas de rojo.

Incubacion: A temperatura de 35°C durante 48 hrs (Método oficial 990.12 del
AOAC, 2000).
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Interpretacion: Cada colonia de color rojo pertenece a aerobios, un ejemplo de
ello se puede observar en la Figura 39.

Figura 39. Ejemplo de placa para conteo de aerobios
(http://solutions.3m.com.mx/wps/portal/3M/es_MX/FSD_LA/FoodSafety/product-applications/one/)

2.4.3.3 Coliformes totales

Las bacterias coliformes son bacilos Gram negativos, aerobios o anaerobios
facultativos, no esporulados, que fermentan la lactosa con produccion de gas a las
48 horas de incubacion a 35°C. Se encuentran en forma abundante y constante en
heces humanas y en menor grado en la de los animales. La presencia de coliformes
en alimentos indica contaminacion fecal o malas practicas de trabajo en el manejo de
los alimentos. Las dos especies representativas mas importantes son Escherichia

coli y Enterobacter aerogenes (Olivas y Alarcén, 2001).

Técnica: Uso de pruebas réapidas de conteo microbioldgico (Placa Petrifilm™?
marca 3M) para recuento de coliformes.

Fundamento: La Placa Petrifilm“? para Recuento de Coliformes Totales (Coliform
Count CC) contiene nutrientes de bilis rojo violeta (VRB), un agente gelificante en
agua fria y un indicador (TTC = tri-phenyl tetrazolium chloride) que facilita la
enumeracion de las colonias. La lamina superior atrapa el gas producido por la

fermentacion de la lactosa de los Coliformes.
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Incubacion: A temperatura de 32°C durante 24 hrs (Método oficial 991.14 del
AOAC, 2000).

Interpretacion: Colonias de color rojo con gas como en la Figura 40.

Figura 40. Ejemplo de placa para conteo de coliformes totales= 69
(http://solutions.3m.com.mx/wps/portal/3M/es_MX/FSD_LA/FoodSafety/product-applications/one/)

2.4.3.4 E. coli

Como se menciond anteriormente, la bacteria Escherichia coli pertenece a las
bacterias coliformes, este organismo estd siempre presente en los intestinos y
normalmente no se encuentra presente ni en el suelo ni en el agua; por lo tanto su

presencia indica contaminacion fecal (Olivas y Alarcén, 2001).

Técnica: Uso de pruebas réapidas de conteo microbiolégico (Placa Petrifilm™?
marca 3M).

Fundamento: E. coli es capaz de crecer en medios conteniendo los nutrientes del
Violeta Rojo Bilis (VRB). La mayoria de E. coli (aprox. el 97%) producen beta-
glucuronidasa, que reacciona con un indicador (colorante) BCIG presente en la placa
Petriflm EC y que hace que la colonia sea de color azul a rojo-azul.
Aproximadamente el 95% de E. coli producen gas a partir de la lactosa, lo que viene
indicado como colonias asociadas (aproximadamente el diametro de una colonia) a

gas atrapado.
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Incubacion: A temperatura de 35°C durante 48 hrs (Método oficial 991.14 del
AOAC, 2000).

Interpretacion: Colonias azules con gas para E. coli y todas las colonias con gas

(azules y rojas) para coliformes, ver Figura 41.

Figura 41. Ejemplo de placa para conteo de E. coli
(http://solutions.3m.com.mx/wps/portal/3M/es_MX/FSD_LA/FoodSafety/product-applications/one/)

2.4.4 Objetivo Particular 4

Método: 976.26 (AOAC, 2000)

El equipo utilizado fue un cromatégrafo de gases Buck Scientific Inc, modelo 910,
gue cuenta con un detector de ionizacion de flama (Figura 42) y el Sofware
PeakSimple 3.29 para el analisis de la muestra. Se empled una columna capilar no
polar marca Agilent J&W, tipo DB-5MS cuya longitud es de 30 m, didmetro interno de
0.53 mm y grosor de 1.5 um, usando nitrégeno como gas acarreador. Se emple6 una
temperatura inicial de 60°C, aumentando 30°C por minuto hasta la temperatura final

de 300°C, y manteniendo en dicha temperatura durante 30 minutos.

Para la derivatizacion de las soluciones estandar de colesterol y de las muestras
de mayonesa, se adicioné una cantidad mayor de los derivatizantes de lo indicado
por el método, esto debido a que no se formaba el complejo derivatizado y por lo

tanto no se presentaba la sefial del colesterol. Por tal razon, para lograr la correcta
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derivatizacion del colesterol, se adicionaron 0.4 ml de Hexametildisilazano y 0.2 ml
de Trimetilclorosilano.

Figura 42. Cromatégrafo de gases Buck Scientific Inc, modelo 910

Se uso6 un blanco que consistié en 1 ml de hexano, 1 ml de N-N dimetilformamida

y de los derivatizantes, también inyectando 1 ul por triplicado.

Se realizé una curva de calibracion empleando un estandar de colesterol de grado
analitico marca Sigma-Aldrich de concentracién 10mg/ml en cloroformo, a partir del
cual se prepararon 6 soluciones estandar de trabajo de concentraciones de 0.025,
0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 y 0.5 mg/ml, las cuales fueron derivatizadas. Se inyectd por
triplicado 1 ul de cada solucion estandar al cromatdgrafo. Se determiné el area de
pico para cada concentracion de solucidon estandar y se construyé una curva de
calibracion con la concentracion de colesterol en funcién del area de cada pico (Ver
Figura 43).

[Colesteral] (mgimil

Arealunidades arbitrarias)

Figura 43. Concentracion de colesterol en funcion del area de pico
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Una vez construida la curva se realizé una regresion lineal (y=mx), donde “y” es la
concentracion de cada solucién de colesterol y “x” el area de cada pico.

Posteriormente se prosiguié al analisis de las muestras de mayonesa, las cuales
también fueron derivatizadas. El volumen de inyeccién fue también de 1 pl, y el
andlisis se realizo por triplicado. Se obtuvo el valor de area de pico y fue sustituido
como la variable “x” y multiplicado por la pendiente “m” obtenida en la regresién lineal

de la curva de calibracidén, obteniendo asi el valor de la variable “y”, es decir la

concentracion de colesterol en la muestra de mayonesa.

Finalmente se obtienen los miligramos (mg) de colesterol por cada 100 g de
muestra de mayonesa sustituyendo en la Ecuacion 17 los datos requeridos.

mg colesterol/
100 g de muestra

W"(l]de colesterol en la solucion de la muestra a partir de la curva estandar X 100

%de solucion de muestra usada para la derivatizacion.

Ecuacion 17
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CAPITULO 1l

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Actividades preliminares

e Obtencion de quitosan

Se obtuvieron 325 g de caparazones molidos, los cuales fueron sometidos al
proceso anteriormente descrito para la obtencion del quitosan, generando 75.1 g de
quitosan, lo cual representa un rendimiento del 23.11% con respecto del total de
caparazones molidos. Posteriormente se caracterizé al quitosan obtenido, el cual fue

usado para la elaboracion de la mayonesa tipo baja en colesterol.

Grado de desacetilacién: En la Figura 44, se puede observar la curva de
valoracion del quitosan. Se presentan los dos puntos de inflexion obtenidos, el
primero corresponde a 9.5 ml de NaOH 0.1 M y el segundo a 24.5 ml. Sustituyendo
estos datos en la ecuacibn 1 (ver pagina 30) y realizando los célculos
correspondientes se obtuvo un grado de desacetilacion para el quitosan de 83.88%,
este valor es parecido a lo obtenido por Balanta et al., 2010 (80.68%) y Solis et al.,
2007 (80.83%), que emplearon también el método potenciométrico. El quitosan
obtenido posee un grado de desacetilacion que se encuentra dentro del intervalo que
identifica a un quitosan de alto peso molecular (70 y 90%) (Balanta et al., 2010).
Esta caracteristica es provechosa en este estudio debido a que, un quitosan con alto
grado de desacetilacion, puede neutralizar mas facilmente las cargas negativas en la
superficie de las gotas en una emulsion al poseer un alta densidad de carga (niamero
de grupos cargados positivamente por unidad de longitud), formando una red
tridimensional alrededor de las gotas de la emulsién mas estable (Mey et al., 2009 y Mun et
al., 2006).
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Figura 44. Curva de valoracién del quitosan

Peso _molecular: Los resultados de los calculos para obtener las viscosidades

relativa, especifica y reducida se encuentran en la tabla 4.

Tabla 4. Viscosidad relativa, especifica y reducida de las soluciones de quitosan y buffer

Solucién Tiempo (s) Nret | Wespecifica | Wreducida rdl/m
Buffer 85.3 - - -

[0.2] (g/dI) 260 3.0480 | 2.0480 10.2403
[0.08] (g/dl) 138.4 1.6225| 0.6225 7.7813
[0.064] (g/dl) | 1273 [1.4923| 0.4923 7.6934
[0.04] (g/dl) 108.4 1.2708 | 0.2708 6.7702
[0.02] (g/dI) 90 1.0550 | 0.0551 2.7549

En la Figura 45 se presenta el gréfico de la viscosidad reducida de cada solucion

en funcién de la concentracion. Con ello se obtuvo la viscosidad intrinseca, que es

usada para obtener el peso molecular promedio viscosimétrico.
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Figura 45. Viscosidad reducida de las concentraciones de quitosan en funcion
de la concentracién para la obtencion de viscosidad intrinseca

Y= 32.31X+4.4374

Nintrinseca = 44374 dl/g

Sustituyendo el valor de la viscosidad intrinseca en la ecuacién 9 (ver pagina 35),
asi como el valor de las constantes requeridas mencionadas anteriormente (k y a), el
peso molecular promedio viscosimétrico que se obtuvo fue de 90,297.89 g/mol 6
90.297 KDa. Segun Klinkesorn y Namatsila, 2009, se considera un quitosan de bajo
peso molecular cuando tiene un valor de 1-300 kDa, asi que de acuerdo a ello se
considera que el peso molecular del quitosan obtenido es bajo, dicho resultado es
conveniente en este estudio ya que, un gquitosan con bajo peso molecular, exhibe
una mejor actividad de emulsionante que uno con alto peso molecular, al generar
gotas mas pequefias durante la formacion de la emulsion, favoreciendo con ello la
formacion de la red tridimensional de quitosan, que atrapa las gotas de aceite (Li y
Xia, 2011).
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e Formulacion de mayonesa tipo baja en colesterol

Determinacion de la concentracion de quitosan para elaborar la mayonesa tipo baja

en colesterol.

En la Tabla 5 se presentan las observaciones y los indices de cremado que
obtuvieron las mayonesas con diferentes soluciones de concentracion de
quitoséan/vinagre 1%, 1.5%, 2%, 2.5% y 3% (p/p). Los resultados muestran que, a
mayor concentracion de quitosdn adicionado, el resabio astringente fue mas
perceptible. Las mayonesas de concentraciones de 2.5% y 3% tuvieron una
apariencia visual mas parecida a la de la mayonesa control, sin embargo la
concentracion de 3% presentd indices de cremado muy altos con respecto a la
mayonesa control. Por lo tanto, se eligié la concentracion de 2.5% puesto que fue la
gue proporciond una apariencia mas parecida a la mayonesa control, con un resabio
astringente poco marcado y con indices de cremado similares a los obtenidos con la

mayonesa tradicional.

Tabla 5. Caracteristicas de mayonesas control y con sustituciones de concentracion quitosan/vinagre

MAYONESA IMAGEN OBSERVACIONES % Ces | 90 Cce

Apariencia de masa

homogénea cremosa | 1.46 | 13.59

Control Sabor caracteristico
de la mayonesa
Apariencia no 2 14.34
1% cremosa

No es astringente
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1.5%

2%

Apariencia no
cremosa
Muy ligero resabio

astringente

2.3

14.39

2.5%

Apariencia espesa
Ligero resabio

astringente.

1.27

12.38

3%

Apariencia cremosa
Ligero resabio
astringente

1.54

13.23

Apariencia cremosa
Acentuado resabio

astringente

4.02

16.89

e Seleccion del porcentaje de huevo a sustituir por quitosan.

A continuacién se presentan las observaciones en cuanto a apariencia fisica,

resabio astringente e indices de cremado para cada una de las mayonesas con

porcentajes de sustitucion de yema 20%, 25%, 30% y 40% (Ver Tabla 6). Todas
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estas mayonesas fueron elaboradas con la concentracién de quitosan elegida de
2.5%.

Tabla 6. Caracteristicas de mayonesa patron y mayonesas con diferentes sustituciones de yema de

huevo.
Apariencia fisca
Mayonesa Recién 40 dias de Resabio % Ces % Cec
_ astringente
elaborada almacenamiento
Control
Ausencia 1.56 13.59
Sustitucion
de 20% .
Ligero 3.22 12.45
Sustitucion
de 25% _
Ligero 5.11 12.56
Sustitucion
de 30% .
Ligero 2.75 11.25
Sustitucion
de 40% Acentuado 3.10 14.87

Como se observa en la Tabla 6 las mayonesas con sustitucion de 20 y 25%
tuvieron una apariencia diferente (menos cremosa) después de un tiempo de

almacenamiento (40 dias), en cambio, las mayonesas con sustitucion de 30 y 40%,
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presentaron una apariencia fisica similar a cuando fueron recién elaboradas,
después del almacenamiento. Con la sustitucion de 40% el resabio astringente
producido por la integracion de quitosan a la formulacion fue muy marcado y esto no
es deseable. El porcentaje de sustitucion elegido fue de 30%, puesto que esta
mayonesa presentdé una apariencia fisica mas parecida a la mayonesa control y
después del tiempo de almacenamiento se mantuvo similar a la apariencia fisica que
poseia una vez elaborada, presentd un resabio astringente ligero, el indice de
cremado de la capa de suero fue el mas parecido al indice de cremado de la
mayonesa control y el valor de gradiente de cremado de la capa cremada fue

inclusive menor que para la mayonesa control.

Para eliminar el ligero resabio astringente, que se presenté por la adiciéon de
quitosan, se modifico la formulacion de la mayonesa tradicional incrementando tanto
el porcentaje de azucar, (Qque de acuerdo a Ares G. et al., 2009 reduce la
astringencia) como el porcentaje de limén (para que la mayonesa presentara este
sabor mas acentuado). Con estas modificaciones hechas, la formulaciéon de la

mayonesa, que se muestra en la Tabla 7, no presenté astringencia.

Tabla 7. Formulacién de la mayonesa tipo baja en colesterol

INGREDIENTE %
Aceite 77.63
Yema de huevo 6.88

Soluciéon Quitosan/Vinagre | 7.88

Agua 4.92
Sal 0.98
Azucar 0.55
Limon 1.14
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3.2 Objetivo Particular 1

3.2.1 Tamafio de particula

Una emulsion ideal consiste en gotas esféricas muy juntas dentro de la fase
continua (comunmente en emulsiones alimenticias el diametro de las gotas varia
entre 0.1um y 50 ym). Sin embargo en la mayonesa, por su alto contenido en aceite,
se presenta una cercania y aglomeracion de las gotas, de tal manera, que su forma
esférica se distorsiona y ademas se forman gotas mas pequefias, que se localizan
entre las gotas esféricas mas grandes (Coupland y McClements, 1996; Depree y
Savage, 2001; Laca et al., 2010 y Langton et al., 1999). Esto puede observar en las
figuras 46, 47, 48 y 49. Por la misma razon (alta concentracion de gotas de aceite),
las micrografias de dichas figuras no fueron muy informativas en cuanto a detectar si

las gotas estan floculadas o s6lo muy juntas.

Figura 46. Microscopia 6ptica de mayonesa control recién elaborada (magnificacién de 40x)
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Figura 47. Microscopia éptica de mayonesa control envejecida (magnificacion de 40x)
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Figura 48. Microscopia 6ptica de mayonesa tipo recién elaborada (magnificacion de 40x)



Figura 49. Microscopia 6ptica de mayonesa tipo envejecida (magnificacion a 40x)

Diametro promedio de gota

Como se mencioné previamente, se utilizdé un analizador de imagen para

determinar el tamafio de gota. El promedio de didmetro de gota de las diez

mediciones realizadas para cada mayonesa se presenta en la Tabla 8.

Tabla 8. Didmetro promedio de gota de las mayonesas control y tipo recién elaboradas y envejecidas

Mayonesa Diametro (um) [ S [ C. V. (%)
Control 5.0477 1.68| 33.43
Control envejecida 13.5987 2.26 | 16.63
Tipo 4.4610 1.43| 32.03
Tipo envejecida 8.6430 1.74 | 20.08

70



Es importante mencionar que el tamafio de gota de ambas mayonesas, tanto una
vez elaboradas como después de un envejecimiento, resultd ser polidisperso, es
decir que el diametro de todas las gotas es diferente, esto se puede confirmar en la
micrografias mostradas anteriormente (Figuras 46, 47, 48 y 49). La polidispersidad
en el tamafio de las gotas es caracteristico de las emulsiones y se debe al alto
contenido en aceite de la emulsion, inclusive, existe un limite tedrico de 74% de
contenido en aceite (en volumen) para la formacion de gotas de igual tamafio, y al
sobrepasarlo se presenta la polidispersidad en el tamafio de las gotas y su

deformacion (Langton et al., 1999 y Robins et al., 2002).

Lo anterior explica la razon por la que los coeficientes de variacion presentados
en la Tabla 8 son muy grandes. Dicho comportamiento también se presentd en las

mayonesas evaluadas en Langton et al., 1999 y en Worrasinchai et al., 2006.

Los didmetros de gota de todas las muestras de mayonesas mostrados en la
Tabla 8 se encuentran entre 3-14 um, que es el rango de tamafio de gota que posee
una mayonesa (Laca et al.,, 2010), ademas también se encuentran dentro del
intervalo de diametro de gota para mayonesa de otros estudios (Kerkhofs et al.,
2011; Su et al., 2010 y Worrasinchai et al., 2006), lo que significa que se obtuvo un

diametro de gota aceptable.

Existen muchos factores que pueden influenciar el didmetro del glébulo de aceite
de una emulsion como son el tipo de emulsificante, cantidad de fase de aceite, tipo
de preparacion y orden de adicidon de los ingredientes (Wendin et al., 1997). En este
estudio la mayonesa tipo contiene, ademas de yema de huevo como emulsificante,
quitosan, y esta diferencia en el emulsificante tuvo un efecto en el diametro de gota
de aceite, puesto que comparando los diametros de gota de la mayonesa control con
la mayonesa tipo, ambas recién elaboradas, la mayonesa tipo resulté tener un
diametro 11.63% menor que la mayonesa control con una diferencia significativa
(p<0.0001). Esto concuerda con Speiciene et al., 2007, donde la adicion de quitosan

permitié la formacion de gotas mas pequefias. Este efecto es atribuido a que, al
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adicionar el quitosan durante la formacion de la emulsion, las gotas de aceite
obtienen una carga altamente positiva (generando fuerzas de repulsion electrostatica
entre ellas), entonces se disminuye la tension interfacial (entre la fase acuosa y la
fase de aceite) y se promueve su fragmentacidn en gotas mas pequefas, que
quedan atrapadas en la red tridimensional que forma el quitosan al incrementar la

viscosidad de la fase continua (Bajaj et al., 2011).

Acorde a la Tabla 8, se presento un incremento en el didametro promedio de gota
de las mayonesas envejecidas con respecto al de las mayonesas recién elaboradas,
el incremento en el tamafo de gota de la mayonesa durante el almacenamiento es
debido a que, al tratarse de una emulsion con alta concentracion de aceite, tiende a
presentar coalescencia de las gotas de aceite, o cual ocurre después de que las
gotas han tenido contacto por un largo periodo de tiempo (Laca et al., 2010 y
Worrasinchai et al., 2006). Sin olvidar que, las emulsiones son inestables
termodinamicamente, debido al caracter inmiscible de las dos fases que la
componen, y por lo tanto tienden regresar a su forma estable, incrementando el
tamafio de gota a través de la difusibn del aceite en el sistema, exhibiendo
posteriormente floculacion y coalescencia (Capek, 2004).

Sin embargo la diferencia de diametros fue 44% menor para la mayonesa tipo,
presentando diferencia significativa (P<0.0005) con un incremento del 94%, por otro
lado, para la mayonesa control, el aumento en el didmetro de gota después del
envejecimiento, fue del 169%, esto quiere decir que la mayonesa tipo es mas estable
a la coalescencia de las gotas de aceite, esto es debido a que la adiciéon de quitosan
satura la superficie de las gotas generando sobre su superficie una carga altamente
positiva, generando fuerzas de repulsion entre ellas (Mun et al., 2006). Ademas la
presencia de quitosan en el sistema coloidal puede mejorar la estabilidad de la
emulsién retardando o previniendo el movimiento de las gotas debido al incremento
de la viscosidad de los alrededores de la fase continua, previendo o inhibiendo la

separacion de fases (Moschakis et al., 2010).
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Considerando que para preparar una emulsion estable, se debe lograr un tamafio
de particula pequefio, y para ello, se debe utilizar un emulsificante adecuado que
evite la difusidén de las gotas de aceite en el sistema y asi prevenga la coalescencia
(Lissant, 1974), el uso del quitosan como emulsionante en una mayonesa resulta
conveniente, pues proporcion6 un tamafio de particula méas uniforme en la
mayonesa, esto puede comprobarse al comparar las Figuras 46 y 47, en donde se
observa que la mayonesa tipo presentd gotas de aceite con diametros mas
parecidos, siendo menos polidispersa. Ademas, la adicion de quitosan en la
mayonesa, también generd un didmetro de gota mas fino que el de la mayonesa
control, generando asi, una mejor estabilidad a la coalescencia, que usando sélo

yema de huevo como en el caso de la mayonesa tradicional.
3.2.2 Cremado
Después del tiempo de centrifugacion establecido se observaron 3 capas: la capa

de grasa sedimentada, la capa intermedia “emulsion” y la capa de cremado hasta

arriba (rico en aceite) como se puede ver en la Figura 50.

Figura 50. Tubos cénicos de vidrio con muestra después de la centrifugacion.

a) Mayonesa control, b) Mayonesa tipo (3 réplicas para ambas)
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Como se puede observar en la Tabla 9, el porcentaje del indice de cremado de la
capa de suero de la mayonesa tipo es mayor que el de la mayonesa control, lo que
quiere decir que la primera presenta un mayor grado de agregacion (Wang et al.,
2010), esto se puede deber a que la mayonesa control contiene mayor porcentaje de
yema de huevo en la formulacién, lo que resulta en una mayor concentracién de
proteina que atrapa a las gotas de aceite en la red que forman dichas
macromoléculas, incrementando asi el espesor la capa interfacial, que es una
resistencia suficiente a la inestabilidad (Anton et al., 2000 y Nikovska, 2010), de la
gue carece en cierto grado la mayonesa tipo, al contener un porcentaje menor de

yema de huevo (30%), con respecto a la mayonesa control.

Por otro lado, el gradiente de la capa cremada de la mayonesa tipo, fue 17%
menor, con respecto a la mayonesa control, lo que indica que existe una menor
coalescencia de gotas de aceite en la mayonesa tipo, lo que también se mostro en
los resultados del tamafio de particula, resultado de la adicién de quitosan y la doble
capa interfacial relativamente gruesa y eléctricamente cargada que produce este
biopolimero (Mey et al., 2009), pues dicha pelicula interfacial alrededor de las gotas
de aceite regula las interacciones entre las gotas (Denmat et al., 2000) evitando a las
gotas de aceite coalescer. Por consiguiente estos resultados demuestran que existe
una interaccién entre el quitosdn positivamente cargado y los &cidos grasos
negativamente cargados, los cuales estan contenidos en la fase aceite (Jumaa y
Muller, 1999).

La mayonesa tipo tiene una menor tendencia a coalescer que la mayonesa
control, considerando que la coalescencia acelera el proceso de cremado
(Worrasinchai et al., 2006), se considera entonces que la mayonesa tipo es mas
estable al cremado que la mayonesa control, este resultado coincide con Speiciene
et al., 2007 en el que la adicion de quitosan mejora la estabilidad al cremado al

disminuir la difusion de las gotas y floéculos.
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Tabla 9. Resultados de cremado de mayonesa control y mayonesa tipo

Muestra % Cos S C.V. (%) | %C, S C.V. (%)
Mayonesa Control [ 1.46 | 0.0946 6.48 13.59 | 0.2173 1.60
Mayonesa tipo 2.75 [ 0.0036 2.20 11.25 | 0.2902 2.58

3.2.3 Separacion de fases

La mayonesa tipo no mostré6 separacion de fases después del tiempo de

observacion sefialado, al igual que la mayonesa control. Esto puede ser observado

en la Figura 51. Al no presentarse separacion de fases en ambas mayonesas, se

puede decir qgue son emulsiones estables. Esto demuestra que la adicion de quitosan

en la mayonesa tipo, permitié la misma estabilidad en cuanto a separacion de fases,

que si hubiera contenido s6lo yema de huevo como emulsificante como en la

mayonesa control.

Figura 51. Prueba de separacion de fases después de 30 dias.

a) Mayonesa control, b) Mayonesa tipo (3 réplicas para ambas)
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3.3 Objetivo Particular 2

3.3.1 Grasa

Los resultados presentados en la Tabla 10 muestran que el porcentaje de grasa
de la mayonesa tipo es menor que el porcentaje de grasa de la mayonesa control
(3.7% menor). Dentro de la composicion quimica de la yema de huevo, 22%
pertenece a grasas y aceites (Matteini y Moles, 2001), por lo que el menor porcentaje
de grasa que presenta la mayonesa tipo se debe a la menor adicion de yema de

huevo.

Segun la literatura una mayonesa contiene de entre 74.88 a 84.88% de grasa
(Morales y Tenuta, 2005; Worrasinchai et al., 2006) por lo tanto los resultados
obtenidos en esta experimentacion se consideran veraces debido a que se
encuentran dentro de dicho rango, lo que significa que el método Gerber fue
adecuado para determinar el porcentaje de grasa de las mayonesas, obteniendo

coeficientes de variacion excelentes (ver Tabla 10).

Tabla 10. Porcentaje de grasa de mayonesa control y mayonesa tipo

Mayonesa | % Grasa S C.V. (%)
Control 81 1 1.23
Tipo 78 0 0

3.3.2. Humedad

De acuerdo los resultados mostrados en la Tabla 11 la mayonesa control presentd
un menor porcentaje de humedad que la mayonesa tipo, y ademas ambos valores de
humedad en las mayonesa son similares a los encontrados a la literatura, que van
desde un 11.49% (Worrasinchai et al., 2006) a un 16.79% (Morales y Tenuta, 2005).
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Tabla 11. Porcentaje de humedad de mayonesa control y mayonesa tipo

Mayonesa | % Humedad [ S | C.V. (%)
Control 12.06 1.08 8.96
Tipo 14.52 0.63| 4.34

3.3.3 Proteina

Para determinar el porcentaje de proteina de las mayonesas, se utilizé un método
comunmente empleado para determinacion en proteinas en leches y quesos, pues
otros métodos realizados no sirvieron como en el caso del método micro Kjeldahl,
gue resultd inconveniente debido al bajo contenido en proteina, (segun lo reportado
por Laca et al.,, 2010; Liu et al.,, 2007; Nahla et al., 2011; Pons et al.,, 1994 y
Worrasinchai et al., 2006 se encuentra en un rango de 1.04 a 2.8%) y alto contenido
en grasa de la mayonesa.

El factor empirico obtenido para la yema de huevo fue de 1.25 con coeficiente de
variacion de 0.57%, y los resultados de % de proteina de cada mayonesa se
observan en la Tabla 12. Como era esperado, el porcentaje de proteina de la
mayonesa tipo fue menor que el de la mayonesa control, pues al poseer la primera
menor cantidad de yema de huevo su porcentaje de proteina es menor también.
Ademas el resultado de proteina para mayonesa control es similar a lo reportado por
Laca et al., 2010 (1.7-2%). Esto quiere decir que el método Sorensen Walker, que

fue el empleado para esta determinacion, resulté apropiado.

Tabla 12 Porcentaje de proteina para mayonesa control y mayonesa tipo

Mayonesa | % Proteina S C.V. (%)
Control 1.71 0.0346 ( 2.03
Tipo 1.13 0 0
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3.3.4 indice de Perdxidos

En la mayonesa, un area del aceite bastante grande, esta expuesto a una fase
acuosa, la cual podria contener gran cantidad de oxigeno disuelto. Ademas durante
el batido o mezclado se introducen burbujas de aire, que quedan atrapadas en la
emulsion. Todo esto hace que la mayonesa sea susceptible a la oxidacion, por ello la

importancia de su determinacion en este estudio (Depree y Savage, 2001).

En la titulacién del blanco se gastaron 0.1 ml de solucion de tiosulfato de sodio,
cuya concentracion resulto ser 0.01055 N, considerando estos datos, se obtuvieron
los resultados de indice de perédxidos de las mayonesas mostrados en la Tabla 13.
Ambos valores de indice de perdxidos son menores al maximo permitido por la
norma NMX-F-021-S-1979, que es de 20 meq por kg de muestra. Ademas, para
aceites o grasas en perfecto estado, se obtienen I.P. <6, por lo general entre 0 y 3
(Matissek et al., 1992), con lo que se puede decir que ambas mayonesas se

consideran estables a la oxidacion.

El I.P. de la mayonesa tipo fue mayor que el de la mayonesa control debido a que
la oxidacién toma lugar en la superficie de las gotas, por lo tanto una gota mas
pequefia proporciona una alta velocidad de oxidacion debido a que se incrementa el
area superficial a la que se expone la fase acuosa (Kargar et al., 2011), y como se
menciond anteriormente, el diametro de gotas de la mayonesa tipo fue menor que el
de la mayonesa control. Aumentando a ello, el hecho de que se obtiene una alta
estabilidad a la oxidacion por el efecto de barrera de una pelicula de proteina
alrededor de las gotas de aceite (Nikovska, 2010) de la cual carece un poco la
mayonesa tipo. Sin embargo, como se mencion0 anteriormente, el indice de
peréxidos de la mayonesa tipo fue adecuado por encontrarse dentro del rango
permitido por la norma NMX-F-021-S-1979.
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Tabla 13. indice de perdxidos de mayonesa control y mayonesa tipo

Mayonesa | I.P. (meq peréxido/KY muestra) S C.V. (%)
Control 1.19 0.0552 | 4.64
Tipo 2 0.1051 | 5.26

3.3.5 Actividad de agua (aw)

La actividad de agua (aw) indica la fraccién del contenido de humedad total de un
producto que esta libre (no ligada) y en consecuencia, disponible para el crecimiento
de microorganismos y para sustentar reacciones hidroliticas, quimicas, enzimaticas,
etc. (Badui, 1993), por ello es muy importante su determinacién para conocer qué
tipo de microorganismos podrian afectar a la mayonesa con la actividad de agua que
presente, por ejemplo la mayonesa es susceptible al crecimiento de levaduras, las
cuales requieren una actividad de agua mayor a 0.88 y al crecimiento de mohos que

requieren arriba de 0.80 para su desarrollo (Badui, 1993).

Como se observa en los resultados de la tabla 14, los valores de aw de las dos
mayonesas se encuentran por arriba de la actividad de agua que requieren los
mohos y levaduras para desarrollarse, es por esta razén que las determinaciones

microbiolégicas para mohos y levaduras son fundamentales.

Cabe mencionar gue la actividad de agua de la mayonesa tipo es menor que la de
la mayonesa control, esto es atribuido a la formulacion, considerando que la
mayonesa tipo tenia un porcentaje de sacarosa mayor, la cual es un soluto de bajo
peso molecular que tiene la propiedad de reducir la aw (Badui, 1993) y ademas que

el porcentaje de agua afiadido es menor en la formulaciéon de esta mayonesa.

Tabla 14. Actividad de agua de mayonesa control y mayonesa tipo

Mayonesa aw S C.V. (%)
Control 0.9206 0.0015 0.1662
Tipo 0.9196 0.0015 0.1663
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3.3.6 pH

El pH es otro de los parametros que controlan el crecimiento de microorganismos,
por lo tanto es muy significativa su determinacion en este estudio. En la mayonesa, el
acido acético contenido en el vinagre actia como conservador al reducir el pH en
este alimento, debido a su capacidad de liberar iones hidrégeno (Boatella et al.,
2004).

De acuerdo a los resultados presentados en la tabla 15 el pH de la mayonesa tipo
es mas bajo que el de la mayonesa control. Este menor valor de pH en la mayonesa
tipo es beneficioso, puesto que en esta condicidn, la mayoria de las bacterias no se
desarrollan por crecer a pH 6ptimos proximos a la neutralidad (Boatella et al., 2004),
lo cual asegura una barrera al desarrollo microbiano, que se ve reflejada en los

resultados de determinaciones microbiolégicas que se presentan mas adelante.

Tabla 15. pH de mayonesa control y mayonesa tipo

Mayonesa | pH S C.V. (%)
Control 4.1 0 0
Tipo 3.93 | 0.0579 1.48

3.3.7 Acidez Total

La acidez total es la suma de los &cidos valorables cuando se lleva el pH a 7
afladiendo una solucion alcalina valorada (Madrid et al., 2003). Para la mayonesa, la
acidez total se expresa como porcentaje de acido acético debido a que el vinagre
proporciona el caracter acido, contribuyendo de forma fundamental a la conservacién
del producto, pues la acidez de la mayonesa actia como barrera al crecimiento

microbiolégico (Boatella et al., 2004).

De acuerdo a lo establecido por la norma NMX-F-021-S-1979, el porcentaje de

acidez total, como acido acético, para una mayonesa debe estar dentro del rango de
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0.25 y 0.50. Acorde con los resultados presentados en la Tabla 16, ambas
mayonesas se encuentran dentro de este rango. Sin embargo la mayonesa tipo
presento un valor mas alto de porcentaje de acidez (0.5%). Este mayor porcentaje de
acidez se puede deber a la adicion de quitosan, puesto que al poseer caracter
cationico cuando es disuelto en la solucion &cida acuosa (Savage, 1998), la
concentracion de iones activos H* es mas alta, incrementando con ello la acidez de
la mayonesa. Estos resultados son compatibles con los resultados de pH, ya que la
mayonesa tipo, al tener un porcentaje mayor de acidez, presenté también un pH
menor que el de la mayonesa control, lo que se debe también de la adicion de

quitosan.

Tabla 16. Acidez total como acido acético de mayonesa control y mayonesa tipo

Mayonesa | % Acidez S C.V. (%)
Control 0.41 0.0057 1.40
Tipo 0.50 0 0

3.3.8 Viscosidad aparente

En la Figura 52 se presenta el grafico obtenido para la determinacion de
viscosidad con respecto al tiempo para ambas mayonesas. El gréfico presenta la
linea de tendencia, que predice la disminucion de viscosidad aparente con respecto

al tiempo de las mayonesas, lo cual corresponde a una ecuacién polinébmica.

Como se puede observar la mayonesa tipo mostro valores de viscosidad mayores
que la mayonesa control durante el tiempo de prueba y ademas en 54 segundos se
obtuvo la primer lectura de viscosidad estable (2.39E+05 cP), en cambio para la
mayonesa control pasaron cien segundos antes de obtener una medida estable

(1.30E+05cP), resultando en los dos casos un coeficiente de variacion menor a 10%.

La mayor viscosidad aparente de la mayonesa tipo se debe a la adicién de

quitosan en la formulacién, esto concuerda con lo reportado por Speiciene et al.,
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2007 donde el incremento en la viscosidad de la fase continua por la adiciéon de
quitosan conduce al incremento de la estabilidad de emulsiones aceite en agua. Esta
mayor viscosidad de la mayonesa tipo es favorable puesto que una alta viscosidad
reduce la tendencia de que se separe la emulsion haciéndola mas estable. Esto se
logra debido a que el quitosan forma una red tridimensional alrededor de las gotas de
aceite, disminuyendo su difusién y posterior floculacion y coalescencia (Lissant,
1974).

3.00E+05
2.50E+05
wﬂssﬂ - 218.41x + 250301
2.00E+05
o
O 1.50E+05 ¢ Mayonesa
E N‘M—‘-‘_’_‘_‘__‘ control
1.00E+05 B Mayonesa tipo
y = 0.1441x2 - 119.18x + 140623
5.00E+04
0-00E+00 T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350

tiempo (s)

Figura 52. Grafico de viscosidad aparente con respecto al tiempo a 1 rpm de mayonesa control y

mayonesa tipo

3.4 Objetivo Particular 3

3.4.1 Mohos y Levaduras

De acuerdo a las imagenes mostradas en las Figuras 53 y 54, ambas mayonesas
presentaron ausencia de mohos y levaduras, y considerando que el deterioro en
mayonesas que se presenta deberse principalmente a levaduras o mohos (Depree y
Savage, 2001), se puede decir que ambas mayonesas son resistentes al deterioro

debido a estos microorganismos evitando alteraciones a las mayonesas. Conforme a
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la norma NMX-F-021-S-1979, las especificaciones microbiolégicas que debe cumplir

una mayonesa son como maximo de mohos de 20 UFC/g y maximo de levaduras de

50 UFC/g, con lo que ambas mayonesas cumplen.

Figura 53. Placas para el conteo de Mohos y Levaduras de mayonesa control (3 repeticiones)

Figura 54. Placas para el conteo de Mohos y Levaduras de mayonesa tipo (3 repeticiones)

3.4.2 Meso6filos aerobios

Considerando las imagenes mostradas en las Figuras 55 y 56 no existié presencia
de microorganismos mesofilos aerobios en ambas mayonesas, lo cual se adecua a
los especificado por la norma NMX-F-021-S-1979, que establece como maximo de
presencia de mesofilicos aerobios 3000 UFC/g. Estos resultados reflejan que la

calidad sanitaria de la materia prima empelada en la elaboracion de la mayonesa fue
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buena, al igual que existi6 una adecuada manipulacion durante su elaboracion
(Pascual y Calderén, 2000).

Figura 55. Placas para conteo de mesofilos aerobios de la Mayonesa Control (3 repeticiones)

Figura 56. Placas para conteo de mesdfilos aerobios de la Mayonesa Tipo (3 repeticiones)

3.4.3 Coliformes totales

Para las tres repeticiones de ambas mayonesas se obtuvo un conteo de
coliformes totales igual a cero, esto se puede verificar en la Figuras 57 y 58. La
norma NMX-F-021-S-1979 especifica que una mayonesa debe contener una
cantidad menor de 10 UFC/g de grupos coliformes, ambas mayonesas tuvieron un
conteo de 0 UFC/g, estos resultados indican que el proceso de elaboracién y

envasado de las mayonesas fue realizado bajo buenas condiciones higiénicas.
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Figura 57. Placas para el conteo de coliformes totales de mayonesa patron (3 repeticiones)

Figura 58. Placas para el conteo de coliformes totales de mayonesa tipo (3 repeticiones)

3.4.3 E.coli

E. coli resulto ser negativa en todas las réplicas de ambas mayonesas (Ver
Figuras 59 y 60). Este resultado era el esperado puesto que segun la norma NMX-F-
021-S-1979 para un gramo de mayonesa E coli debe ser negativa, lo cual ademas

indica la ausencia de contaminacion fecal.
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Figura 59. Placas para el conteo de E coli de la mayonesa control (3 repeticiones)

Figura 60. Placas para el conteo de E. coli de la mayonesa tipo (3 repeticiones)

3.5 Objetivo Particular 4

La curva de calibracion se presenta en el Apéndice 1, al igual que el area
promedio de pico de cada solucién de colesterol. También se presenta en el mismo
apartado el area de pico de las muestras de mayonesa y la concentracion de

colesterol que presentaron acorde a la curva de calibracion.

En la Tabla 17 se presentan los resultados de la determinacion de colesterol de
ambas mayonesas al sustituir en la ecuacion 19 los datos requeridos. Dichos
resultados comprueban que la mayonesa tipo tiene un menor contenido de colesterol

(52% menor) que la mayonesa control debido a la menor adicién de yema de huevo
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(30% menor). Por lo tanto la mayonesa tipo resultd, como era esperado, una

mayonesa baja en colesterol.

Ademas el resultado de contenido de colesterol de la mayonesa control,
concuerda con Morales y Tenuta, 2005 que presentan valores de contenido de
colesterol de mayonesa tradicional en un intervalo de 66 a 79 mg por cada 100 g de

muestra.

Tabla 17. Contenido de colesterol de mayonesa control y mayonesa tipo

Mayonesa | mg colesterol/100g de muestra S C.V. (%)
Control 66.38 1758 0.15
Tipo 34.48 8.199| 0.20




CONCLUSIONES
87

En este trabajo se compararon, por medio de pruebas de estabilidad, fisicas,
guimicas y microbiologicas, una mayonesa tradicional y una mayonesa tipo baja en
colesterol. Después de obtenidos los resultados, se observé que, la adicion de
solucion de quitosan/vinagre de concentracion 2.5% (p/p) sustituyendo 30% de la
yema de huevo, resulté beneficiosa, ya que se obtuvieron resultados similares a los
obtenidos con la mayonesa control en cuanto pruebas fisicas y quimicas y a calidad
microbioldgica y superiores en cuanto a estabilidad. Esto significa que el potencial
del quitosan como emulsionante para la elaboracién de mayonesa fue conveniente,
aumentando el hecho de que el quitosan es un biopolimero natural, y que su uso es
una ventaja, ya que proporciona un mayor valor agregado a los subproductos de

camarodn, que son comunmente desperdiciados.

La estabilidad a la coalescencia de la mayonesa tipo, resulto ser mejor con
respecto a la mayonesa control, presentando un tamafio de diametro de gota 11.63%
menor, y esta distribucién de tamafio fue menos polidispersa que en la mayonesa
control, lo que fue reflejado en un menor aumento en el tamafio de gota después del
envejecimiento, causando una mayor estabilidad a la coalescencia. Ademés esta
menor susceptibilidad a coalescer, hace que la mayonesa tipo también posea un
menor grado de cremado por disminuir la difusién de las gotas de aceite, y por lo
tanto no se presento una separacion de fases en la emulsion. También se demostré
que la adicién de quitosan produjo un incremento en la viscosidad aparente de la
mayonesa, aportando también con ello, una mayor estabilidad.

El porcentaje de humedad que present6 la mayonesa tipo fue mayor que el de la
mayonesa control. Por otro lado, los porcentajes de grasa y proteina resultaron ser
menores en la mayonesa tipo debido a la disminucion de yema de huevo en la
formulacién, generando también una menor cantidad de colesterol, lo cual resulta

beneficioso, pues hace de la mayonesa tipo un producto funcional proporcionando
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una buena alternativa para reducir el consumo de productos con contenido de

colesterol considerable, lo cual podria generar problemas de salud.

Acorde al indice de peroxidos ambas mayonesas se consideran estables a la

oxidacion, y por consiguiente a la posible rancidez en el producto.

La calidad microbioldgica de la mayonesa tipo cumplié con las especificaciones
de la norma NMX-F-021-S-1979 al presentar ausencia de microorganismos
coliformes, E. coli, mesdalifilos aerobios, y mohos y levaduras. Esto significa que la
materia prima empleada, su manipulacién, el proceso de elaboracion y almacenado
de la mayonesa se produjo bajo buenas condiciones higiénicas. Ademas
considerando que se obtuvo un menor valor de actividad de agua y de pH y mayor
porcentaje de acidez total que en la mayonesa tradicional, se puede decir que la
mayonesa tipo es mas estable al crecimiento microbiano que la mayonesa
tradicional, sin considerar en este estudio, el hecho de que el quitosan tiene
propiedades antifungicas y antimicrobianas (Shabhidi et al., 1999 y Savage, 1998), las
cuales podrian ser evaluadas en trabajos posteriores.
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RECOMENDACIONES

Debido a que la estabilidad de una emulsién puede mejorar modificando los
parametros del proceso, se podria emplear una batidora con mayor potencia para
incrementar la energia de entrada produciendo un menor tamafio medio de gota y
mejor distribucion de tamafio (Franco et al., 1995), que produciria aln una mejor
estabilidad.

El quitosan podria ser empleado para producir otro tipo de emulsiones
alimentarias considerando que funcioné bien en la mayonesa, ademas en una
mayonesa podria seguirse el estudio empleando quitosan con diferentes pesos
moleculares o grados de desacetilacion y determinar en qué grado los valores en
estas propiedades modificarian las propiedades de la mayonesa.

Para determinar la aceptabilidad de consumo de la mayonesa tipo se podria
realizar un analisis sensorial, ademas de usar un colorante que iguale el color de la
mayonesa tipo al de una mayonesa tradicional, pues la mayonesa tipo posee un

color palido, resultado de la menor adicion de yema de huevo.
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ANEXO 1

ECUACIONES PARA ANALSIS ESTADISTICO

e Media aritmética 6 Promedio

_ Xi
o 2k
n
Ecuacion Al
e Desviacion estandar
/z(xl' —X°
S= |/———
n—1
Ecuacion A2
e Coeficiente de variacion
S
C.V.(%) = <:> % 100
X
Ecuaciéon A3

Donde:
Xi = Valores i de la variable

n= NUmero de datos

98



APENDICE 1

En la Tabla Al se presentan los resultados del analisis cromatografico de las

soluciones estandar de colesterol, ademas en la Figura Al se presenta la curva de

calibracién obtenida.

Tabla Al. Datos obtenidos para la curva patrén de colesterol

Soluciones Tiempo
estandar de de Area S C. V.
colesterol retencion Promedio (%)
(mg/ml) (min) (unidades
arbitrarias)
0.025 20.500 163.65 | 14.87 0.11
0.05 20.500 169.32 | 18.81 0.09
0.1 20.500 178.56 | 6.37 0.28
0.2 20.500 205.42 | 22.82 0.09
0.3 20.500 231.23 | 25.98 | 0.089
0.4 20.500 263.34 | 29.92 | 0.088
0.5 20.500 297.01 | 33.00 0.09
0.6 y =0.0036x - 0.5414
— 05 R2=0.9943
£
®
é 0.4
S
2 03
o
g 0.2
s
o 01
0 T T T 1
0 100 200 300 400
Area (unidades arbitrarias)

Figura Al. Curva de calibracion del colesterol

y=0.0036x — 0.5414
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Los resultados del andlisis cromatogréfico de las mayonesas se presentan en la

Tabla A2

Tabla A2. Datos obtenidos para el analisis cromatografico de las mayonesas

Mayonesa Area promedio S C. V. (%) | [colesterol] (mg/ml)
(unidades arbitrarias)
Control 263.74 17.58 0.15 0.7965
Tipo 163.98 8.199 0.20 0.4137
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