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RESUMEN

El proposito de este trabajo fue valuar las propiedades funcionales del complejo
proteina-polisacarido utilizando proteina aislada de suero de leche (WPI) y
carboximetilcelulosa (CMC) como estabilizantes de emulsiones O/W con aceite de
chia, en relaciéon con su comportamiento reologico, antioxidante, tamano y
distribucion de particula, para su aplicacion en alimentos, con la finalidad de

surtir o minimizar el empleo de emulsionantes sintéticos.

Se prepararon emulsiones O/W con aceite de chia a 9.1 %. Las variables que se
manejaron fueron las concentraciones del complejo proteina-polisacarido, WPI a
0.66, 1.05, 1.8,2.9 %, CMC a 0.33y0.55 % y WPl a 0.32 %, CMC 0.33 % y Tween

80 a 0.14 % como muestra control.

Las pruebas realizadas a las emulsiones fueron estudiar el comportamiento
reologico de las emulsiones utilizando un viscosimetro (Haake, UT-550) con
cilindros concéntricos, realizando una prueba de doble barrido, graficando la
curva de fluidez, esfuerzo de corte (6) en funcion de la velocidad de cizalla (y), se
determino el indice de consistencia (K) y el indice de comportamiento al flujo (n),
también se grafico la curva de viscosidad, viscosidad (n) en funcion de la velocidad
de cizalla (y), para ver la estabilidad de la emulsion se evalué la distribucion,
uniformidad y tamano de particula, tomando fotos de gotas de emulsiones con
microscopio optico y graficando los resultados de Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments Ltd), volumen (%) en funcion del tamano de particula (um), se evaluo
el indice de cremado graficando el cremado (%) en funcion de los dias de
almacenamiento, y por ultimo su capacidad antioxidante evaluando el indice de

peroxido. Todas las pruebas se realizaron por triplicado, se reporté la media y

desviacion estandar.



El uso de complejo proteina-polisacarido influyen en el comportamiento reolégico
y antioxidante de las emulsiones O/W con aceite de chia, a mayor concentracion
de polisacarido mayor estabilidad y menor indice de peréxido (IP). La mezcla de
WPI a 1.8 % y CMC a 0.55 % tuvo un mayor indice de consistencia (K) de 0.781
Pa.s? y menor IP de 1.18 meq/g, en comparacion con las otras mezclas de

complejos proteina-polisacarido y la muestra control.

El tamano, uniformidad y distribucion de las particulas dentro de la emulsion son
relevantes para su estabilidad, teniendo una relacion con el indice de cremado
(IC), a mayor tamano de particula menor estabilidad. En las mezclas con CMC a
0.33 % y WPI a 0.66 y 1.05 % se presento un IC de 47.5 y 55.5 %, no hubo
uniformidad en el tamano de particula, se observaron tamanos grandes en
comparacion con las otras mezclas de complejos proteina-polisacarido y la

muestra control, ademas, se aprecié la formacion de fléculos.



INTRODUCCION

La chia (Salvia hispanica L.) es una de las especies vegetales con la mayor
concentracion de acido graso omega 3, el primer estudio que dio relevancia a su
consumo data de los afnos cincuenta. En 1976, reportaron que una dieta
tradicional alta en omega-3, se relaciona con una menor incidencia de
enfermedades del corazon (Castellanos y Rodriguez, 2015; Jiménez y col., 2013).
Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son en la actualidad la principal causa
de muerte en el mundo (Valenzuela y col.,, 2014). Los consumidores demandan
alimentos mas sanos, nutritivos, y seguros, debido a los nuevos habitos

alimentarios y ritmo de vida (Pei y col., 2019).

Sin embargo, estos compuestos presentan algunas limitaciones, debido a la
estructura poliinsaturada tienen dobles enlaces que los hace susceptibles a
reacciones de oxidacion, invalidando el importante beneficio a la salud (Calsin y
col., 2016). La oxidacion puede controlarse mediante la emulsificacion, al
adicionar los acidos grasos poliinsaturados (AGPI), en la fase acuosa o la fase

oleosa (Rodriguez, 2012).

Una emulsion es una dispersion coloidal de un liquido dentro de otro, en el cual
es normalmente inmiscible; esta emulsion es termodinamicamente inestable con
respecto del tiempo (Badui, 2006; Villanueva y col.,, 2017) y culmina con la
separacion de fases, por tanto, el reto principal consiste en prolongar la
estabilidad de estos sistemas dispersos una vez formados (McClements, 2005).
Las emulsiones pueden convertirse en cinéticamente estables gracias a la
presencia de agentes tensioactivos que tienen la capacidad de absorcion en las
superficies de las gotas (Serdaroglu y col.,, 2015), ademas pueden ofrecer

proteccion a los compuestos activos al aislarlos del medio (Benichou y col., 2007).

]}



Las propiedades reologicas de una emulsion dependen del comportamiento
reologico de la fase continua, de la fraccion de aceite y de las posibles
interacciones entre particulas; los aditivos, como los derivados de celulosa y las
gomas, se han estudiado en el mejoramiento de las propiedades reologicas de
sistemas mixtos (Ramirez y Baigts, 2016; Lorenzo y col., 2017; Ravindran y col,
2018). En la industria alimentaria existe un interés sustituir el uso de
emulsionantes sintéticos debido al dano a la salud (Siriwardhana y col., 2004; Xu
y col., 2017; Yang y col., 2018) por los de origen natural, como las proteinas y los

polisacaridos (Ozturk y McClements, 2016) o complejos proteina-polisacarido.

Se han utilizado diferentes complejos proteina-polisacarido para la estabilizacion
de emulsiones directas y emulsiones multiples como: estudios sobre proteina
aislada de suero de leche y goma xantana (Sun y Gunasekaran, 2009; Sriprablom
y col., 2019; Yildiz y col., 2018); Fustier y col., (2015) evaluaron la goma arabiga y
almidon modificado, proteina aislada de suero de leche y la gelatina; Lam y
Nickerson (2013) estudiaron la goma arabiga y proteina de huevo, carragenina y
proteina aislada de suero de leche; Munoz y col., (2007) realizaron estudios con
yema de huevo deshidratada por atomizacion goma xantana; Onsaard y col.,
(2013) evaluaron la proteina aislada de suero de leche, la carragenina y la
maltodextrina y Vicente y col. (2018) estudiaron la ovoalbumina con pectina, la
ovoalbumina con goma xantana y la interacciéon de la goma xantana con Tween

80.

La presente investigacion tiene como proposito evaluar la estabilidad fisicoquimica
de emulsiones O/W con aceite de chia, empleando mezclas de
carboximetilcelulosa (CMC) y proteina aislada de suero de leche (WPI) con la
finalidad de sustituir o minimizar el empleo de emulsionantes sintéticos. En
cuanto a la estrategia experimental se estableceran mezclas proteina-polisacarido,
se evaluara el indice de peroxido, comportamiento reolégico y tamano de particula,

asi como el efecto de la estabilidad de las emulsione con respecto al tiempo.



CAPITULO 1. ANTECEDENTES

1.1 Chia

En la actualidad la industria alimentaria incorpora acidos grasos poliinsaturados
(AGPI) en la elaboracion de productos de carnicos, panaderia, lacteos,
suplementos alimenticios, entre otros; un grupo especial de estos son los acidos
grasos omega-3 y omega-6, que tiene propiedades asociadas con la salud y la

nutricion.

La chia tiene un alto contenido de omega-3 y omega-6 en comparacion con otras
fuentes naturales conocidas hasta la fecha, los cuales prevén enfermedades como
la hipertension y enfermedades cardiovasculares e inflamatorias. La “Chia” o
“Chan” es un vocablo nahuatl que agrupa varias especies botanicas de los géneros
Salvia, Hyptis, Amaranthus y Chenopodium; su cultivo y utilizacion fueron como
un elemento esencial de la cultura mesoamericana. Debido a que su

denominacion es en lengua indigena, la Salvia hispanica L. es una especie

cultivada de ese grupo (Hernandez y Miranda, 2008).

La poblacion prehispanica la empleé como alimento y con el transcurrir del
tiempo, también la cultivo y usé como materia prima para la generacion de
medicamentos y pinturas. Los aztecas, entre otros usos, ofrecian la chia a los
dioses como parte de las ofrendas en las ceremonias religiosas. Los aztecas y
mayas la tenian, junto con el amaranto, maiz y frijol, en los componentes
principales de su alimentacion (Gutiérrez y col., 2014). Las semillas fueron asadas,

molidas como harina, e incorporadas en las tortillas, los tamales, y las bebidas,

las semillas de chia y el maiz fueron procesadas a menudo juntas.



La importancia de la chia se debe a que sus granos ofrecen hoy en dia una nueva
oportunidad para mejorar la nutricion humana; es un producto que se puede
consumir bien sin procesamiento alguno; se puede preparar un mucilago dejando
reposar la semilla en agua, para utilizarla como fibra dietética o anadirla y dar
cuerpo a mermelada, jalea, yogur, mostaza, salsa tartara y también tiene
aplicacion en barras de cereales, galletas, masa y pan. Se pueden potencializar
los alimentos al enriquecer diferentes productos como féormulas para bebés,

alimentos de animales, barras nutritivas, etc (Xingua y col.,2017).

Actualmente, se cultiva comercialmente chia en Australia, Bolivia, Colombia,
Guatemala, México, Peri y en Argentina, en las provincias de Salta, Jujuy,
Tucuman y Catamarca (Bueno y col.,, 2016). En México se cultiva por su valor
econoémico y nutraceutico, y los principales estados productores son Jalisco y
Puebla. Otros estados que estan comenzando a producir son: Morelos, Nayarit,
Guerrero, San Luis Potosi y Zacatecas. Se calcula que para el ano 2015 se
produjeron aproximadamente 6,960 toneladas a nivel nacional (Munoz y col,

2017)

La Salvia hispanica L., pertenece a la familia Lamidcea, es una planta herbacea
anual, de 1 a 1.5 m de altura, con tallos ramificados de seccion cuadrangular y
hueco, con pubescencias cortas y blancas; hojas opuestas con bordes aserrados
de 80 a 100 mm de longitud y de 40 a 60 mm de ancho, con diferentes grados de
pubescencia. Las flores son hermafroditas, purpureas a blancas y aparecen en
cimas terminales Figura 1. Los frutos (clusas) habitualmente llamados “semillas”
son indehiscentes. Su tamano es de 1 mm a 1,2 mm de ancho y 2 mm a 2,2 mm
de largo aproximadamente; ovales, de color negro grisaceo con manchas
irregulares rojizas en su mayoria y algunos blancos (Bueno y col., 2010; Gonzalez,
2010); tiene la capacidad de desarrollar un mucilago cuando se hidrata. Posee

ademas una superficie lisa y brillante (Rovati y col., 2012).



Figura 1.- Cultivo de chia Salvia hispanica L.

Se convierte en un reto para estudiar a la chia no s6lo como material oleaginoso
sino también por las funcionalidades biologicas que podrian derivar de su aceite.
La semilla de chia en las dietas tiene la finalidad de mejorar la salud humana,
recomendandose por sus altos niveles de fibra dietética, que ayuda a disminuir el
riesgo de enfermedades del corazon, hipertension, diabetes, obesidad y algunas
enfermedades gastrointestinales, enfermedad coronaria y el cancer; contiene
vitaminas (A, B, C y E) y minerales (calcio, potasio, magnesio, fosforo, selenio,
cobre, hierro, manganeso, molibdeno, sodio y zinc). Ademas, son una excelente
fuente de proteinas de reserva, las cuales presentan péptidos bioactivos con
actividad antioxidante y antihipertensiva (Martinez y col.,, 2017; Pereyra, 2017;

Michajluk y col., 2018).

Su composicion proximal consta de aceite (30.4%) compuesto principalmente por
acido linolénico y linoleico con un 60% aproximadamente entre los 2 acidos
grasos, se puede comparar con otras fuentes de omega-3, ver Tabla 1 (Jiménez y
col., 2013; Mosquera y col, 2017). Ademas, contiene una alta concentracion de

fibra dietética (34.4%), proteinas de alto valor nutrimental (15-25%), asi como la

presencia de carbohidratos con un 8.6% (Estrada y col., 2017).



Tabla 1: Proporcion de AGPI de fuentes diversas.

Salmon 11.1
Aceite de Chia 51.82
Aceite de Rosa Mosqueta 27.48
Aceite de Nuez 10.4
Aceite de Oliva 0.76
Aceite de Girasol 0.09
Aceite de Soya 6.8

Aceite de Trigo 6.9

Jiménez y col., 2013; Castro, 2002.

Existen dos fuentes de acidos grasos poliinsarturados (AGPI), vegetales y
animales, la mas conocida es el salmoén, en las ultimas fechas se ha recurrido a
utilizar semillas o el aceite de la linaza, de Rosa Mosqueta, de chia, etc. Tienen un
alto contenido de AGPI, esenciales para la alimentacion y efectivo para disminuir
las afecciones cardiovasculares; los antioxidantes naturales de su aceite evitan
los procesos oxidativos en alimentos; el mucilago de la semilla de chia es un
polisacarido util como fibra soluble y dietética, los aceites esenciales pueden

usarse en la industria de saborizantes y fragancias (Jiménez y col., 2013).
1.2 Acidos grasos

Son acidos carboxilicos, que principalmente se encuentran formando parte de los
lipidos complejos. Los acidos grasos son monocarboxilicos, poseen una cadena
hidrocarbonada apolar de longitud variable. Pueden ser saturados, insaturados o

sustituidos (Ixtaina, 2010).



Estas estructuras hidrofobicas, es decir, son solubles en solventes organicos pero
insolubles en agua. Numerosos estudios han encontrado una asociacion entre su
consumo y la mejora de la salud humana. Dependiendo de su origen, el consumo
en acidos grasos puede alcanzar resultados benéficos o adversos. Por una parte,
el sobreconsumo de triglicéridos “trans” o colesterol de baja densidad (LDL) se
relaciona con problemas de salud cronicas y agudas, tales como, obesidad y

diabetes (Decker y col., 2012; Chen y col., 2013)
1.2.1 Acidos grasos saturados

Los acidos grasos saturados (AGS) son de sintesis enddgena, necesarios para
algunas funciones fisiologicas y estructurales. Los acidos grasos son compuestos
anfipaticos, es decir, poseen una porcion polar y una apolar en la molécula. Su
porcion polar (el grupo carboxilo ionizado, COOY, interactia con el agua y otros
disolventes polares, en tanto que la cadena apolar hidrocarbonada interactua con
compuestos apolares, el caracter anfipatico de los acidos grasos es el fundamento
de su accion detergente. En la Figura 2 se muestra la estructura de los principales

acidos grasos saturados presentes en el aceite de chia.
Acido miristico O
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Figura 2.- Estructura quimica de acidos grasos saturados.

Cabe destacar que en el aceite de chia estan presentes acidos grasos saturados

como el acido miristico 0.08 %, acido palmitico 7,29 % y el acido estearico 3,84%

(Jiménez y col., 2013).



1.2.2 Acidos grasos insaturados

Los acidos grasos insaturados pueden presentar uno o mas dobles enlaces. Al
numerar los carbonos que participan en el doble enlace solo se hace referencia al
que posee la numeracion menor; a este numero se le suele anteponer la letra
griega delta mayuscula (A), que indica la presencia de una insaturacion. Los
dobles enlaces también se especifican por su localizacion a partir del namero del
carbono donde se ubica el primer doble enlace, pero contando a partir del extremo
CHs de la cadena hidrocarbonada (carbono o), la cual es empleada para establecer

las series de los acidos grasos poliinsaturados.

Un ejemplo de acidos grasos insaturados es acido oleico (C; 18:1, n-9), el consumo
de este acido se asocia con una disminucion de enfermedades cardiovasculares,
este acido graso esta presente en el aceite de chia (Sanders, 2000), en la Figura 3

se representa su estructura quimica.

@] Acido oleico

HO

Figura 3.- Estructura quimica de un acido graso insaturado.
1.2.3 Acidos grasos poliinsaturados (AGPI)

Los acidos grasos poliinsaturados (AGPI) se han clasificado en tres series o
familias, teniendo en cuenta que los dobles enlaces adicionales se anaden solo
entre el atomo de carbono donde se localiza el primer doble enlace (a partir del
carbono ® y el carbono vecino hacia el lado del grupo COOH. Por ello las tres

series son omega 9, omega 6 y omega 3 (Cardella, 2007).

Los de mayor importancia son los acidos linoleico (LA) y a-linolénico (ALA), los
cuales son esenciales ya que no pueden ser sintetizados en el organismo y deben,

por lo tanto, ser obtenidos a partir de la dieta, constituyen un sustrato facilmente

oxidable.



Los acidos grasos esenciales son necesarios para un crecimiento y desarrollo
normales, asi como para diversas funciones fisiologicas. Poblaciones con un alto
consumo de pescado, no solo presentaban una tasa muy baja de infartos al
miocardio sino también de otras afecciones como la hipertension, artritis
reumatoide y depresion, etc. Asimismo, a partir de los anos 80 se reconoci6 la
importancia de los omega-3 en la funcion visual y cerebral de los nifios y adultos
(Castellanos y Rodriguez, 2015). Desde entonces los acidos grasos de cadena larga
como omega-3 y omega-6 o acidos grasos poliinsaturados (AGPI), han sido objeto
de investigaciones que buscan relacionar su estructura y estabilidad quimica con

los procesos metabolicos y efectos benéficos en la salud humana.

La familia de acidos grasos poliinsaturados omega-3 deriva del acido a-linolénico
(ALA, C18:3), el cual a partir de enzimas elongasas y desaturarasas puede generar
la biosintesis de otros acidos grasos poliinsaturados esenciales como el acido
eicosapentaenoico (EPA, C20:5) y el acido docosahexaenoico (DHA, C22:6), los

cuales se representan su estructura quimica en la Figura 4.
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Figura 4.- Estructura quimica de acidos grasos omega-3.



En las ultimas tres décadas se ha estudiado los beneficios de una ingesta rica en
DHA y EPA sobre sistemas celulares, ensayos clinicos y estudios epidemiolégicos
(Sanders, 2000; McCann y Ames, 2005; Pop, 2011; Chen y col., 2013; Walker y
col., 2014). Algunos beneficios que se pueden resaltar son: impulso en las
habilidades intelectuales en infantes o en desarrollo gestacional (McCann y Ames,
2005). Previenen artritis reumatoide, enfermedades cardiovasculares, reduciendo
los triglicéridos y colesterol LDL en el plasma sanguineo e inhiben arritmias
cardiacas y mejoro significativamente los signos y sintomas de ojo seco en
pacientes con rosacea (Castro, 2002; Pop, 2011; Weatherhead y Mellor, 2011;
Bhargava y col., 2017).

Estudios epidemiologicos también asocian la ingesta de acidos grasos omega-3 en
la prevencion de cancer, incluidos dentro de estos el cancer de mama, colon,
prostata y pancreas (Chen y col.,, 2013), asi mismo se le atribuyen afectos
benéficos contra el estrés, ansiedad y enfermedades como la diabetes, el Alzheimer
y degeneracion macular asociada con la edad (DMAE) (Goyal y col., 2015; De la
Paz y col., 2017).

Los acidos grasos presentes en el aceite de chia, se caracteriza por un alto
contenido de acidos grasos poliinsaturados, destacando la presencia de los acidos
grasos esenciales (linoleico y linolénico), con un promedio entre ambos de un 70%
aproximadamente, se identifico principalmente acido linolénico 51.82%,
contienen acido linoleico con un 19.6%, también esta presente el acido oleico con

8.91% (Jiménez y col., 2013).

Una alternativa viable a la ingesta directa de EPA y DHA es el consumo de acidos
grasos omega-3 procedentes de fuentes vegetales. El mas abundante de ellos es el
acido a-linolénico (18:3, ALA) el cual se encuentra en aceites extraidos de nuez,
lino, soya, chia y rosa mosqueta (Rincon y col., 2015). Actualmente los cambios
en los patrones de alimentacion han provocado un mayor consumo de semillas
con aceites de alto contenido de acido linolénico y acido linoleico o del aceite

mismo, es una herramienta interesante para aumentar el aporte de acidos grasos

omega-3 y omega-6 la dieta.



Una alternativa la constituyen los aceites de semillas como la linaza (Linum
usitatissimum), rosa mosqueta (Rosa rubiginosa) y chia (Salvia hispanica) que ésta
ultima es el tema central de este trabajo, los cuales se caracterizan por un alto
contenido de acido linolénico en su composicion (Contreras y Jiménez, 2012). Los
alimentos con acidos grasos poliinsaturados (AGPI) son susceptibles a la

oxidacion y hablaremos de ese tema.
1.2.4 Mecanismos de oxidacion

La autooxidacion o rancidez oxidativa es una de las transformaciones mas
habituales en los alimentos que contienen sustancias insaturadas; consiste
esencialmente en la oxidacion de los acidos grasos con dobles ligaduras. El
nombre de autooxidacion se debe a que es un mecanismo que genera compuestos
que a su vez mantienen y aceleran la reaccion. Los productos sintetizados
confieren el olor caracteristico a las sustancias oxidadas (Pereyra y col., 2017) y
que pueden llegar a ser daninos para el cuerpo humano; también aparece sabores

a rancio, se altera el color y la textura de los productos.

El proceso de autooxidacion da inicio cuando un atomo de hidrogeno (He) es
abstraido de un acido graso insaturado (R:H) formando un radical alquilo (Re). La
generacion de este radical lipidico es termodinamicamente desfavorable y se inicia
por la presencia de un iniciador como los radicales libres, el oxigeno singlete (O2)
o pigmentos que actuan como fotosensibilizadores. Con el fin de estabilizar, el
radical alquilo (Re), por lo general se somete a un cambio en la posicion del doble
enlace (cis a trans) y la produccion de un sistema dieno conjugado. El Re puede
reaccionar con O para formar el radical piroxilo (ROOe®) de gran energia, el que
puede entonces abstraer un (He) de otro acido graso insaturado para formar un
hidro-peroxido (ROOH) y un nuevo radical (Re) Este proceso se propaga entonces
a otro acido graso. El hidroperoxido forma los radicales alcoxi (ROe®) e hidroxilo

(RHe) que pueden abstraer He de los acidos grasos insaturados o reaccionar con

sistemas conjugados continuando la reaccion en cadena.



Finalmente, las reacciones indican la terminacion de la reaccion, cuando 2
especies de radicales se combinan para formar una especie no radical (ROOR)

(Isaza, 2013; Villanueva y col., 2017).

R:H + O::0 + Iniciador — Re+ HOOe Inicio
Re + O::0— ROO-e

ROOe + R:H— ROOH + Re

RO:OH— ROe + HOe Reacciéon en cadena

R::R + HOe— R:R-Oe

Re + Re—R:R Terminacion
Re + ROO*— ROOR

ROOQOe + ROO*— ROOR +02

La autooxidacion de los aceites genera pérdida del valor nutricional, siendo el
principal factor de calidad en muchos alimentos. Los hidroperoxidos son los
productos primarios de la oxidacion, su estructura depende del acido graso
original, asi que se produce una mezcla de hidroperoxidos isémeros; y
especialmente los correspondientes a los acidos grasos poliinsaturados (AGPI),
son altamente inestables, producen nuevos radicales que alimentan la reaccion,
interaccionan con otras moléculas, se polimerizan e incrementan la viscosidad, se
oxidan, su ruptura genera compuestos secundarios y terciaros entre los que se
encuentran aldehidos, cetonas, ésteres, oxoacidos, oxoésteres, compuestos
aromaticos, epoxidos, acido formico, acidos grasos de bajo peso molecular,
radicales alquilo y alcoxilo. La velocidad de oxidacion se incrementa por varios
factores como exposicion al oxigeno, temperatura, irradiacion y metales pesados;

(Tello y col.,, 2010). Todas estas reacciones se pueden evaluar por medio de la

estabilidad oxidativa



1.3 Estabilidad oxidativa

La estabilidad oxidativa de los aceites podria definirse como su resistencia a la
oxidacion. Este es un indicador importante del rendimiento y la vida util de los
lipidos, y depende de la composicion del aceite, de las condiciones de
procesamiento y almacenamiento. La determinacion de la estabilidad oxidativa de
los aceites se realiza por métodos estaticos tales como el indice de peréxidos, p-
anisidina, dienos y trienos conjugados o meétodos dinamicos que estan
estandarizados como el Indice de Estabilidad Oxidativa (OSI) por Rancimat (AOCS,
Cd 12b-92) (Guillén y Cabo, 2002; Rodriguez y col., 2015).

Las propiedades de los aceites vegetales estan determinadas por su composicion
de acidos grasos. Un alto contenido de acidos grasos insaturados disminuye la
estabilidad térmica-oxidativa. El aceite de chia tiene una estabilidad oxidativa
pobre; por accion de la luz, la temperatura y el oxigeno, forman compuestos
oxigenados polares que resultan en depoésitos insolubles, aumentando la acidez,

la corrosion, la viscosidad y la volatilidad del aceite (Delgado y Aperador, 2014).

Estas son las principales razones del deterioro de los aceites y grasas comestibles
durante el almacenamiento o tratamiento térmico, disminuyendo la calidad y
seguridad nutricional debido a sus productos de degradacion (Calsin y col., 2016).
Para prevenir o retrasar la oxidacion de los acidos grasos poliinsaturados (AGPI)

se cuenta con elementos inhibidores como los antioxidantes.
1.4 Antioxidantes

La oxidacion de los aceites vegetales se puede controlar o retardar usando
adecuadamente antioxidantes. Estos se clasifican en primarios y secundarios
seguin su modo de accion. Los de tipo primario o interruptores de cadena, actuan
en la etapa de propagacion reaccionando con los radicales para convertirlos en

compuestos mas estables; los antioxidantes secundarios, reducen la velocidad de

la etapa de iniciacion de formacion de radicales libres.



En aceites vegetales, los antioxidantes sintéticos mas empleados son los
terminadores de radicales libres tales como butilhidroxianisol (BHA),

butilhidroxitolueno (BHT) o terbutil dihidroquinona (TBHQ).

Sin embargo, desde el punto de vista de la seguridad alimentaria los antioxidantes
sintéticos estan sujetos a constantes cuestionamientos y restricciones dado a que

se ha reportado que serian carcinogénicos (Isazay col., 2013; Delgado y col., 2015).

Los antioxidantes naturales son aquellas que provienen principalmente de plantas
en forma de compuestos fenodlicos. Estos compuestos constituyen uno de los
principales grupos de compuestos que actian como antioxidantes primarios o
terminadores de radicales libres. Se menciona que los antioxidantes naturales que
estabilizan la oxidacion de lipidos son los tocoferoles, la vitamina C y polifenoles
(Calsin y col., 2016). Adicionalmente, la inclusién de antioxidantes naturales en
los alimentos tiene beneficios para la salud humana, ya que protegen a los
componentes celulares, como el DNA, las proteinas y lipidos del ataque de las

sustancias reactivas al oxigeno (Valenzuela y Pérez, 2016).

El aceite de chia es una fuente de AGPI, como el acido linolénico y acido linoleico,
éstos se han asociado efectivamente en beneficios para la salud cuando se
incluyen en la dieta; generando entonces un gran interés por su incorporacion en
productos alimenticios. Este beneficio tiene un desafio para poder suplementar
los alimentos con acidos grasos omega-3, los AGPI son susceptibles a la oxidacion,
este problema puede controlarse con adicion de antioxidantes sintéticos y

mediante la emulsificacion (Fustier y col., 2015).

La percepcion de etiqueta limpia ante el consumidor y al cambio en su
alimentacion, lleva a reemplazar los antioxidantes de origen animal o sintéticos
por el riesgo sospechado para la salud o la baja estabilidad térmica de los
antioxidantes naturales como el tocoferol, fomentando el interés de antioxidantes
alternativos de origen vegetal (Siriwardhana y col., 2004), como las proteinas o
polisacaridos; por ejemplo, los hidrolizados de proteinas, pueden actuar como

antioxidantes naturales que inhiben de manera efectiva la oxidacion de lipidos.



La estabilidad oxidativa de las emulsiones se puede mejorar agregando
polisacarido, éstos tienen propiedades de union a metales de transicion o de
eliminacion de radicales libres; tomando en cuenta que la capacidad de los
polisacaridos anionicos para mejorar la estabilidad oxidativa de las emulsiones
depende del tipo de emulsionante y las condiciones ambientales (Xu y col., 2017).
En estudios recientes se han evaluado a las proteinas desde su actividad
emulsionante, que, junto a algunos polisacaridos, ayudan a mejorar la estabilidad

de una emulsion.
1.5 Hidrocoloides como estabilizantes

El nombre de hidrocoloide engloba a sustancias naturales poliméricas solubles o
dispersables en agua. Por esa razon se les puede considerar como fibras solubles.
Aunque en este grupo también se incluye a los almidones y algunas proteinas,
como la gelatina, generalmente el término hidrocoloide se aplica a sustancias de
composicion polisacarida (Castillo, 2014). Las proteinas, los polisacaridos y
lipidos son biopolimeros importantes, que se usan ampliamente en la industria
alimentaria y estan a cargo de las propiedades reolégicas, mecanicas y

fisicoquimicas de los productos alimenticios.

Algunos de los criterios empleados para estudiar las propiedades funcionales de
los hidrocoloides son: su capacidad para encapsular aromas, sabores, pesticidas,
farmacos; su capacidad para enlazar moléculas de agua y grasa; propiedades
emulsificantes: su efecto sobre la reologia y su textura; capacidad para formar
geles y efectos sobre la cristalizacion (Sibaja y col., 2015). Entre ellos tenemos
hidrocoloides dentro los cuales se destacan almidon, maltodextrina, jarabe de

maiz, goma arabiga, agar, fibras y carboximetilcelulosa (Arteaga y Arteaga, 2016).

El mecanismo de estabilizacion depende de su capacidad de adsorcion, algunos
de ellos se adsorben en la interfaz aceite-agua (proteina), mientras que otros solo

modifican la viscosidad (polisacaridos) de la fase acuosa debido a su naturaleza

no absorbente (Quinzio y col., 2018).



1.5.1 Carboximetilcelulosa (CMC)

La carboximetilcelulosa (CMC) es un polisacarido ampliamente usado en los
sectores industriales incluidos los procesos textiles, papel, adhesivos, productos
farmaceéuticos, pinturas, procesamiento de minerales y cosmeéticos (Daz y col.,
2018). Se trata de un polimero organico, no toxico y biodegradable. Debido a su
caracter hidrofilico (contiene algunos grupos hidrofobicos y muchos grupos
hidrofilicos carboxilo), alta viscosidad en soluciones diluidas, inocuidad y buenas
propiedades para formar peliculas tiene diferentes aplicaciones industriales de

acuerdo con el grado de sustitucion.

En la industria alimentaria se emplea como estabilizante debido a sus
propiedades de viscosidad y retencion de agua (Wang y Somasundaran, 2005). Es
en esencia un polisacarido soluble en agua y en soluciones agua-etanol. En la

Figura 5 se puede observar la estructura monomeérica de la CMC.
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Figura 5.- Estructura monomérica de CMC (Wang y Somasundaran, 2005).

La CMC es un polisacarido lineal anionico derivado de la celulosa regenerada con
acido hidroacético o monocloroacetato de sodio. La cadena principal consiste en

residuos de D-glucosa unidos por enlaces -1,4 y es producida como sal de sodio

(Zhivkov, 2013).



Es un ligante del agua del medio que ofrece buena funcionalidad a diferentes
temperaturas ya que es soluble tanto en frio como en caliente. Es compatible con
otras gomas de uso alimenticio, como almidones y alginato, para minimizar la

posible sinéresis (Valencia y col., 2008).

Martinez (2015) realiz6 un estudio donde observd que el aumento en la
concentracion de metilcelulosa (MC), de carboximetilcelulosa (CMC) o de
hidroxipopilmetilcelulosa (HPMC) aumenta la firmeza de la miga en la elaboracion
de pan libre de gluten. El proceso de produccion de estos hidrocoloides se realiza
mediante la sustitucion de hidrégeno en el grupo hidroxilo de la celulosa con
metiléter, carboximetil ((-CH2COO)7) o grupos hidroxipropilo, en condiciones

alcalinas.

La celulosa modificada produce polimeros solubles en agua, con una afinidad por
la fase no polar de la masa; por consiguiente, la afinidad neta de las fases acuosa
y no acuosa de la masa ayuda a mantener la uniformidad y la estabilidad de la

emulsion de la masa.

Los hidrocoloides o gomas han tenido un amplio campo de aplicaciéon en la
industria alimentaria como estabilizante, emulsionante o espesante. Aunque no
contribuyen al aroma, sabor o poder nutritivo de los alimentos, pueden incidir en

su aceptabilidad mejorando su textura o consistencia (Cardenas y col., 2013).

La goma xantana (GX) y carboximetilcelulosa sodica (CMC), son polimeros
hidrofilicos aplicados para proveer estabilidad fisica en bebidas que se comportan
como dispersiones coloidales o suspensiones, y prevenir la separacion de fases

que la componen (Contreras y col., 2016).

Una alta capacidad de union al agua de los grupos funcionales carboximetil
permite a la CMC proporcionar una excelente estabilidad a la emulsion O/W sin
separacion de fase (Quinzio y col, 2018). Otra aplicacion de las gomas, puede ser
al utilizar mezclas proteina-polisacarido para la estabilizacion de las gotas
externas en emulsiones dobles, se han estudiado diferentes proteinas incluyendo

la proteina aislada de suero de leche (Dickinson, 2011), a continuacion,

tomaremos el tema de las emulsiones.



1.6 Emulsiones

Una emulsion es una dispersion coloidal de un liquido dentro de otro, en el cual
es normalmente inmiscible o parcialmente miscibles (Villanueva y col., 2017). La
fase dispersa se obtiene al romper uno de los liquidos por medios mecanicos en
pequenas gotas, entre 0.1 y 10 mm, que se distribuyen en la fase continua o

dispersante (Badui, 2006).

Las emulsiones se clasifican de acuerdo a su composicion de las fases en la Figura
6, se pueden distinguir los siguientes tipos: Emulsion O/W u oleoacuosa: la fase
externa es acuosa y la interna es oleosa, la emulsion W/O o acuooleosa: la fase

externa es oleosa y la interna es acuosa.

A) Emulsion tipo O/W B) Emulsion tipo W/O

Figura 6.- Tipos de emulsion en base a composicion de las fases.

Se pueden clasificar en emulsiones multiples: son sistemas polifasicos W/O/W
(una fase acuosa pequena se incluye en otra oleosa mas grande, que a su vez esta
dispersa en una acuosa) u O/W/O (una fase oleosa pequena se incluye en otra

acuosa mas grande, que a su vez esta dispersa en una oleosa (Olmos, 2017).

Segin su tamano: Macroemulsion d<100 um., Nanoemulsion d<100 nm y

Microemulsion d<50 nm (Gomez y Jiménez, 2014).



El estudio de las emulsiones es de gran interés, tienen lugar en muchos alimentos
naturales y procesados o algunos alimentos ya estan emulsionados en ciertas
etapas de produccion. Se pueden mostrar como ejemplos de emulsion, alimentos
como la leche, la crema, la mantequilla, la margarina, el jugo, la sopa, el pastel,
la mayonesa, el licor de crema, la crema de café, la salsa y el helado (Serdaroglu
y col.,, 2015). Se pueden utilizar estructuras anfifilica como emulsionantes de

alimentos, comentaremos esto a continuacion.

1.6.1 Estructuras anfifilica como emulsionantes

Los agentes emulsionantes (AE) son ingredientes muy importantes que tienen un
papel esencial para asegurar la emulsificacion y la estabilidad en la formacion de
emulsiones en soluciones acuosas (McClements, 2005); ademas aporta al menos
una cierta estabilidad fisica durante un tiempo, dependiendo de la composicion,
caracteristicas de procesado y condiciones externas durante el almacenamiento.
(Munioz y col.,, 2007), en la Figura 7 se puede observar su estructura de un

emulsionante.

Fase lipofila

Fase hidrofila

Figura 7.- Estructura anfifilica de un emulsionante.

Un emulsionante es una molécula anfifilica, que tiende a migrar y adsorberse
rapidamente en la interfase aceite-agua, favoreciendo la formacion de gotas con
un menor consumo de energia, y por tanto la formacion de la emulsion, al reducir
la tension interfacial entre la fase lipofila (oleosa o apolar) y la hidroéfila (acuosa o
polar). La parte apolar o hidrofoba del agente tensioactivo generalmente es una

cadena simple de hidrocarburo la cual contiene principalmente grupos olefinicos.



Los emulsionantes pueden ser sintéticos; por ejemplo, ésteres de sacarosa, ésteres
de poliglicerol, etc. Pueden estar compuestos por macromoléculas mas grandes,
como las proteinas (Lam y Nickerson, 2013), pueden ser derivados de origen
animal (huevo y leche) y origen vegetal (soja, guisantes, altramuces, gluten de

trigo), las cuales se estan usando cada vez mas.

Los agentes tensioactivos se pueden clasificar en funcion de la naturaleza ionica
de la cabeza. Los agentes tensioactivos anionicos presentan la cabeza hidrofila
con carga negativa, todos ellos poseen un contra-ion positivo; cationicos
presentan una cabeza positiva y contra-iones negativos; anfoteros (o
zwitterionicos) contienen cargas positivas y negativas en la misma molécula,
convirtiéndola en moléculas neutras sin contra-iones, no iénicos carecen de
grupos polares cargados, pero poseen grupos como los etoxilatos, -(O CH2-CH2)m
OH, que muestran gran afinidad hacia las moléculas de agua debido a las fuerte

interacciones dipolodipolo en los enlaces de hidrogeno (Chen, 2015).

Desde un punto de vista cuantitativo, se distinguen en la literatura tres conceptos
con denominaciones similares, pero definiciones diferentes: HLB, numero HLB y

la temperatura HLB, o PIT (temperatura de inversion de fases).

La temperatura HLB o PIT, (temperatura de inversion de fases) es una propiedad
de la emulsion en si y no del emulsionante. Es la temperatura a la que las
propiedades hidrofilas y lipodfilas de un tensioactivo no idnico se equilibran. En el
caso de los tensioactivos ionicos, el HLB no varia significativamente con la

temperatura, pero si es sensible a la presencia de cotensioactivos.

El HLB indica la tendencia dominante, hidrofila o lipofila, de un emulsionante en
una formulacion y condiciones externas concretas. Es decir, es sensible al tipo de
la fase oleosa de la emulsion, a los tipos y concentraciones de aditivos presentes

tanto en la fase acuosa como en la oleosa y también a la temperatura.

El namero HLB de un surfactante da una indicacion util de su solubilidad en
cualquiera de las fases de aceite y / o agua y se puede usar para predecir el tipo

de emulsion que se utilizara formado por un surfactante.



El numero HLB se asocia a la estructura quimica de cada emulsionante,
independientemente de las condiciones especificas de su aplicacion. Es uno de los
criterios principales para la seleccion de los tensioactivos a emplear en
emulsiones. La Tabla 2 presenta una seleccion de tensioactivos y sus

correspondientes HLB.

Tabla 2.- Tensioactivos comerciales usados como emulsionantes

Span 85 Trioleato de sorbitano 1,8
Monestriol GE Monoestearato de glicerina 3,8
Span 80 Monooleato de sorbitano 4,3
Span 60 Monoestearato de sorbitano 4,7
Brij 52 Hexadecil eter dietoxilado 5,3
Span 40 Monopalmitato de sorbitano 6,7
Span 20 Monolaurato de sorbitano 8,6
Brij 30 Lauril eter polietoxilado 9,7
Brij 97 Oleil eter polietoxilado 12,4
Triton X-100 Octilfenol polietoxilado 13,5
Tween 20 Monoestearato de sorbitano polietoxilado 14,9
Tween 80 Monooleato de sorbitano polietoxilado 15
Tween 40 Monolaurato de sorbitano polietoxilado 16,7

(Mufioz y col., 2007).

Si el emulsionante tiende a ser soluble en agua sera util para formar emulsiones
O/W. Por el contrario, si su parte apolar es dominante se disolvera
preferentemente en un medio oleoso y, como consecuencia, sera mas util para la
formacion de emulsiones W/O. Los emulsionantes con numero HLB entre 8 y 18

se recomiendan para formar emulsiones O/W, como bebidas, aderezos, postres y

cremas para café.



En el caso de las emulsiones W/O, los intervalos varian segun la fuente
consultada: entre 4 y 6 o entre 3 y 6. Moléculas con valores HLB inferiores a 3
(muy hidrofobos) y superiores 18 (muy hidrofilos) a menudo no son
particularmente tensioactivos porque tienden a acumularse preferentemente en
el agua a granel, en lugar de en una interfaz de aceite-agua. Es posible ajustar el
HLB ‘"efectivo" valor mediante el uso de una combinacion de dos o mas

surfactantes con diferentes numeros HLB.

Muchas proteinas son tensioactivas por naturaleza anfifilica; porque contienen
una mezcla de aminoacidos hidroéfilos e hidrofobos a lo largo de sus cadenas
polipeptidicas y tienen capacidades de formacion de pelicula (Sun y Gunasekaran,
2009). La proteina se adsorbe a las superficies de las gotitas de aceite, donde
facilitan una mayor ruptura de las gotitas al disminuir la tension interfacial y
retardar la coalescencia de gotas. En la Figura 8 se puede observar a la proteina
como estructura anfifilica, los puntos rojos representan restos hidrofobos que se

encuentran en las proteinas.

Aceite

Figura 8.- Proteina como estructura anfifilica (Lam y col., 2013).

A diferencia de los emulsionantes de peso molecular pequeno que se difunden

rapidamente a la interfaz para la formacion de emulsiones, las proteinas tienden

a ser mas voluminosas y difusas a una velocidad mucho mas lenta.



Para Lam y col., (2013) en la Figura 8 A se observa como actuan las proteinas una
vez en la interfaz, a menudo se necesita cierto nivel de desenredado parcial para
exponer los aminoacidos hidrofobos enterrados a la superficie. Las proteinas luego
se vuelven a alinear para colocar sus aminoacidos hidrofobos de superficie dentro
de la fase oleosa y los aminoacidos hidroéfilos dentro de la fase acuosa (Figura 8
B). Una vez en la interfaz, se pueden desarrollar peliculas fuertes viscoelasticas
(Figura 8 C) (Ozturk y McClements, 2016), que resisten las tensiones mecanicas.
Debido a su actividad superficial, las proteinas suelen ser los agentes
emulsionantes de eleccion sobre todo para la formacion de emulsiones de tipo

aceite en agua O/W.

También pueden estabilizar las gotitas de la agregacion porque contienen
aminoacidos que poseen cargas negativas (-COO -) o positivas (-NH3 *) y, por lo
tanto, pueden generar una repulsion electrostatica, (dependiendo de las
condiciones del disolvente). Ademas, pueden inhibir la agregacion a través de la
repulsion estérica formando capas interfaciales gruesas o teniendo restos de
carbohidratos unidos (dependiendo de la proteina) (Lam y Nickerson, 2013), estos

temas se retomaran ma

s adelante. Ya que, la capacidad de las proteinas para generar interacciones
repulsivas (estéricas y electrostaticas) entre las gotitas de aceite y para formar una
membrana interfacial desempena un papel importante en la estabilizacion contra

la floculacion y la coalescencia durante el almacenamiento (McClements, 2004).
1.6.2 Proteina aislada de suero de leche (WPI)

Aproximadamente 90% del total de la leche utilizada en la industria quesera es
eliminada como lactosuero el cual retiene cerca de 55% del total de ingredientes
de la leche como la lactosa, proteinas solubles, lipidos y sales minerales (Parra,
2009). La proteina aislada de suero de leche WPI (por sus siglas en inglés: Whey

Protein Isolated) tienen como caracteristicas importantes un 90% de proteina y

entre 4-5,5% de agua.



Por su alta pureza, los WPI son usados extensivamente en suplementacion
nutricional, bebidas deportivas y medicinales. Han sido empleados como
proteinas de alimentos funcionales en formulaciones de alimentos (carne, aves y
productos de pollo) por sus propiedades aglutinantes, de extension y modificacion
de textura, también de hidratacion, gelificacion, propiedades para formacion de

espuma y emulsificacion de WPI.

Se han realizado emulsiones con proteina aislada de suero de leche y goma
xantana (Sun y Gunasekaran, 2009; Sriprablom y col., 2019), proteina aislada de
suero de leche y carragenina (Lam y Nickerson, 2013), ademas estos productos
son elaborados para la aplicacion de agentes complejantes especificos los cuales
se enlazan con proteinas, permitiendo su eliminaciéon de lactosuero, utilizando
absorbentes como carboximetilcelulosa u 6xidos inorganicos. Estas propiedades
son el resultado de las interacciones entre sus componentes siendo los mas
importantes la [-lactoglobulina (B-lg), a-lactoalbumina (a-la), seroalbumina
bovina (BSA), e inmunoglobulinas (Igs), y juntas representan alrededor del 78%

de las proteinas totales (Jara y Pilosof, 2011; Motta y Mosquera, 2015).

La B-lactoglobulina (B-LG) es la abundante y tiene un peso molecular de 18.266
kDa, presenta dos isoformas (B-LG A y B-LG B), es una de las proteinas que mas
facilmente forma geles, su presencia en el suero es especialmente importante; que
difieren en dos aminoacidos, el acido aspartico en la posicion 64 y la valina en la
posicion 118. Por otro lado, la a-lactoalbumina (a-LA) es la segunda proteina mas
abundante y posee una cadena polipeptidica de 123 aminoacidos y tiene un peso

molecular de 14.2kDa (Chacon y col, 2017).

Las proteinas y el aceite son dos ingredientes clave en las emulsiones alimenticias.
La proteina aislada de suero de leche (WPI) se usa ampliamente como un
emulsionante proteinico en emulsiones alimenticias. El WPI contiene regiones
hidrofobas e hidroéfilas y se puede adsorber rapidamente en la interfaz aceite-agua
en forma de una pelicula protectora, lo que proporciona un soporte estructural

para las gotitas de aceite mediante una combinacion de interacciones

electrostaticas y estéricas.



Se ha informado que WPI posee la actividad antioxidante, lo que podria ser
extremadamente beneficioso para los sistemas que contienen oxidantes.
Componentes labiles como la fase dispersa (Sun y Gunasekaran, 2009). Las
proteinas y polisacaridos mas utilizados en emulsiones alimenticias son la
proteina aislada de suero de leche, la carragenina, la maltodextrina (Onsaard y
col., 2013), goma arabiga y goma xantana. En este trabajo se evaluara la

capacidad de la CMC y del WPI para estabilizar las emulsiones O/W.
1.6.3 Mecanismos de formaciéon de emulsiones

Para la formacién de una emulsion se debe efectuar un proceso de conversion de
la fase dispersa a gotas de tamano pequenio y su distribucion homogénea en la
fase continua, para su formacion es necesario aportar energia (en forma de calor,
agitacion, ultrasonido, homogenizacion, etc.) para formar la interfase entre las dos
fases (continua y dispersa) y una cantidad de trabajo adicional para mezclar el
sistema y contrarrestar la resistencia al flujo. Es por lo que a menudo se
suministra calor al sistema para fundir y/o reducir la viscosidad de la fase oleosa.
La estabilidad de una emulsion a través del tiempo se logra impidiendo que las

gotas se mezclen después de haber sido formadas.

Por lo tanto, toda emulsion estable debe estar formada por tres sustancias, dos
liquidos inmiscibles entre si y un agente emulsionante apropiado que se adiciona

a una de las fases antes de la formacion de la emulsion (Badui, 2006).

Las propiedades fisicoquimicas de las emulsiones obtenidas dependen en gran

medida de:

(1) La fraccion volumeétrica de la fase dispersa (¢) que representa la concentracion
de la fase dispersa en el sistema, que generalmente oscila entre 0.1 y 0.4
(McClements, 2005) para una dispersion de mediano contenido o de 0.08 a 0.24

(Di Scipio y col, 2008), dispersion de bajo contenido, por ejemplo; leche, helados.
(2) La distribucion de tamano de gotas producida durante la homogenizacion.

(3) La composicion y grosor de la membrana protectora alrededor de las gotas.



La homogenizacion permite crear una emulsion la cual esté compuesta por un
tamano de gota uniforme e ideal segin las necesidades previamente establecidas
(McClemets, 2010). El tamano de gota generado durante la homogenizacion
depende de la energia empleada, energia significativamente mayor que la fuerza
interfacial. Algunos sistemas de homogenizacion son capaces de producir
emulsiones con tamano pequeno de gotas a partir de fases separadas de aceite y
agua como la agitacion mecanica, sistemas de microfluidizacion o ultrasonido de

alta intensidad.

1.6.4 Mecanismos de inestabilidad de una emulsion

Las emulsiones son termodinamicamente inestables y al dejarla reposar por algun
tiempo, el proceso de ruptura de las emulsiones puede ocurrir mediante
mecanismos de inestabilidad diferentes, los procesos de desestabilizacion
dependen de la distribucion de surfactante en el sistema y esta distribucion

cambia continuamente a medida que dichos procesos evolucionan.

» El cremado describe el desplazamiento de las gotas a la parte superior debido a
que presentan menor densidad que la fase continua. El cremado es
directamente proporcional al tamano de glébulos, cuanto mas grande sean los
globulos, mayor sera el cremado. A mayor viscosidad de la fase continua, menor
sera el cremado. Por lo tanto, para evitar el cremado en emulsiones, la
viscosidad de la fase continua se incrementara anadiendo inductores de
viscosidad apropiados como goma arabiga, tragacanto, etc.

» La sedimentacion describe una movilizacion de gotas hacia el fondo debido a

que éstas presentan una mayor densidad que el medio en el cual se dispersan.

El cremado y la sedimentacion se trata de un proceso causado por la acciéon de
la gravedad y produce un gradiente vertical de concentracion de las gotas sin
variar la distribucion del tamano de las mismas, se origina como consecuencia

de la diferencia de las densidades entre ambas fases.
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» La coalescencia: Es la fusion de dos o mas gotas para crear unas de mayor
volumen, debido a la ruptura de la membrana o pelicula de la interfaz que las
separa. Este fenomeno sucede cuando la repulsion entre las gotas es muy débil,
la tension interfacial y la viscosidad son bajas, y la pelicula de la interfaz es
poco elastica. Finalmente, una inversién de fases es el proceso por el cual una
emulsion del tipo O/W puede ser convertida en una emulsion W/O o viceversa
(Leal y col., 2007). En la Figura 9 se observan los mecanismos de inestabilidad

de una emulsion.

Emulsion inicial

o on]

Cremado Sedimentacion Coalescencia Floculacion

Figura 9.- Mecanismos de inestabilidad de una emulsion.

» Floculacion: Es la adhesion de dos o mas gotas sin fusionarse para formar un
agregado y una vez mas no existe una variacion en la distribucion de tamano
de gotas. La deformacion de las gotas depende de su tamano, gotas con radios

mas pequenos se comportan generalmente como particulas rigidas no

deformables.



La adsorcion de surfactante determina las propiedades interfaciales de las gotas
tales como tension, carga, movilidad del fluido, etc. Estas propiedades cambian la
deformabilidad de las gotas, asi como también sus potenciales de interaccion y su

mecanismo de coalescencia (Rhan y col., 2012).

1.6.5 Estabilizacion de emulsiones

Lam y col., 2013, describen a la estabilizacion estérica (Figura 10 A) o el
impedimento estérico es un factor dominante cuando se trata con polimeros
anfifilos que se usan como surfactantes macromoleculares, que se absorbe en la
interfaz externa. Estos polimeros pueden mejorar la estabilidad de las emulsiones
y retarda el transporte a través de las interfaces, ya que forman peliculas gruesas.
En la Figura 10 podemos observar los mecanismos de estabilizacion de las

emulsiones.

Figura 10.- Mecanismos de estabilizacion de emulsiones (Lam y col., 2013).

La estabilizacion electrostatica esta relacionada con el efecto que las fuerzas
electrostaticas repulsivas tienen en las gotas de la emulsion. Para que ocurra la
coalescencia de las gotas en una emulsion, éstas deben estar en contacto unas
con otras, para evitarlo, pueden mantenerse separadas por la repulsion entre sus

superficies cargadas, se puede observar esto en la Figura 10 B (Paredo y Jiménez,

2012).



Se distinguen diferentes mecanismos principales: la estabilizacion por
agotamiento por macromoléculas no adsorbentes que previenen la colision entre
gotas y proporcionan elasticidad al sistema; la repulsion electrostatica entre dos
gotas que llevan la misma carga; y la estabilizacion como resultado de las

interacciones hidrofobicas entre los polimeros adsorbidos.

Los polisacaridos son conocidos como agentes espesantes o gelificantes que
modifican las propiedades de flujo. La mayoria de los polisacaridos son moléculas
altamente hidroéfilas que no son especialmente activas en la superficie, y por lo
tanto no son buenos emulsionantes. En cambio, tienden a estabilizar las
emulsiones al aumentar la viscosidad de la fase acuosa e inhibir asi el movimiento

de las gotitas (Serdaroglu y col., 2015; Yang y col., 2018).

Estos tipos de polisacaridos a menudo pueden hacerse activos en superficie
mediante la union quimica o enzimatica de grupos no polares o moléculas de
proteinas a sus esqueletos hidrofilos. La estabilidad es proporcionada tanto por
los agentes emulsionantes como por los agentes espesantes (Ozturk y
McClements, 2016).

La adicion de polisacaridos cargados negativamente que interactian con
proteinas puede formar una capa gruesa en la interfaz que previene la
coalescencia, la parte de carbohidrato tiende a extenderse hacia la fase acuosa.
Los polisacaridos naturales de alto peso molecular, como la goma arabiga, goma
xantana, la carboximetilcelulosa, la pectina y el almidon modificado, se usan

generalmente para estabilizar las emulsiones de aceite en agua.

En consecuencia, los complejos de proteina-polisacarido se usan normalmente
para formar emulsiones con buena estabilidad en condiciones acidas (Yildiz y col.,
2018). Las proteinas utilizadas comunmente por la industria alimentaria para su
capacidad emulsionante son: proteina aislada de suero de leche, soja y albumina
de suero bovino; ademas, las propiedades emulsionantes de los ingredientes de
proteinas emergentes, como de leguminosas (habas, lentejas, guisantes y

garbanzos) y semillas oleaginosas (canola y linaza) (Lam y Nickerson, 2013 y

Ozturk y McClements, 2016).



1.6.6 Tension superficial

La tension superficial y se puede interpretar, como la energia que se debe dar a
un sistema liquido para aumentar su superficie en una unidad, venciendo la
atraccion entre sus moléculas (Dominguez y col., 2014). Termodinamicamente la
tension superficial es un fenémeno de superficie y es la tendencia de un liquido a
disminuir su superficie hasta que su energia de superficie potencial sea minima,
condicion necesaria para que el equilibrio sea estable. Como resultado de la
existencia de la tension superficial, es necesario entregar energia a un sistema

para aumentar su superficie.

Existen varios métodos para la medicion de la tension superficial, los cuales
pueden ser el método de la maxima presion de burbuja, el método del
estalagmometro y volumen de gota (es una extension del método del
estalagmometro, el método de la placa Wilhelmy, el método de ascension capilar
y el método del anillo Du Nouy. El método de Du Nouly o método del anillo, se

puede observar el equipo en la Figura 11.
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Figura 11.- Anillo de Du Nouy.



En éste, un dispositivo controlado levanta suavemente un anillo, generalmente de
platino, que descansa sobre la superficie de un liquido hasta desprenderlo de ella.
La fuerza necesaria para separar el anillo del liquido se relaciona con la medida
de tension superficial del liquido (Arias y col., 2018). Con los resultados obtenidos
de la tension superficial, a diferentes concentraciones de tensoactivo, podemos

obtener la concentracion micelar critica del surfactante.

1.6.7 Concentracion micelar critica

La concentracion de tensoactivos (surfactantes) en la que se alcanza la minima
tension superficial es denominada concentracion micelar critica, es un parametro
caracteristico para cada tensoactivo.; es también la concentracion de tensoactivos
por debajo de la cual las micelas se forman espontaneamente. En la Figura 12 se

puede observar la representacion esquematica de la concentracion micelar critica.
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Figura 12.-Representacion esquematica de la concentracion micelar critica.



Para valores inferiores a esta concentracion, todo el tensoactivo presente en
solucion se encuentra en forma de monomeros ubicados en la interfase agua-aire
formando el film superficial, o en el interior de la solucion de forma aislada o en
pares., mientras que, a valores mas altos, algunas moléculas de tensoactivo se
encuentran en forma micelar que son agregados de monoémeros que adoptan
diferentes geometrias. En la Figura 12 se describe lo mencionado anteriormente
I) una molécula de tensoactivo, II) por debajo de la concentracion micelar critica,
todo el tensoactivo se encuentra en forma de mondémeros; III) por arriba de la
concentracion micelar critica, el tensoactivo se encuentra formando micelas; IV) a
concentraciones mucho mayores a la concentraciéon micelar critica se forman

superestructuras como arreglos cilindricos de micelas.

La concentracion micelar critica también puede calcularse a través de la medida
de la variacion de propiedades fisicas como la conductancia eléctrica, presion
osmotica y por espectros de absorcion en la region del UV, en funcion de la

concentracion del surfactante (Rodriguez, 2012).
1.6.8 Potencial z (¢).

El potencial es el potencial eléctrico que existe en el plano de corte de la particula,
con una distancia corta de la superficie. Las particulas coloidales dispersas en
una solucion estan cargadas eléctricamente gracias a sus caracteristicas ionicas
y caracteristicas de bipolaridad, sus unidades son milivoltios (mV) (Batalla y col.,
2014). Las proteinas tienen un comportamiento similar al que se presenta en la

Figura 13, variacion potencial ¢ con respecto al pH.

Cuando se suministra un voltaje a una solucion con particulas dispersas, las
particulas son atraidas por el electrodo de polaridad opuesta, acompanados de la
capa fija y parte de la capa doble difusaValores de -30 a 30 mV indican
inestabilidad en el sistema, valores por debajo de -30 y arriba de 30 mV, indican

aumento en la estabilidad, siendo ésta, cada vez mayor conforme aumenta (de

forma absoluta) el valor de potencial Z (Kosegarten y Jiménez, 2012).
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Figura 13.- Modificacion del potencial Z en funcion del pH.

Las emulsiones se comportan como cualquier coloide y sus particulas (fase
dispersa) en suspension (en la fase continua) estan cargadas en mayor o menor
medida, lo cual hace repelerse unas con otras y evitar aglomeraciones que se

daran mas facilmente entre menos carga exista.

La medicion se realiza en una celda electroforética, con dos electrodos conectados
a una fuente de poder, esto crea un campo eléctrico. Los coloides migran, y
dependiendo de su movimiento y direccion se tiene el valor del potencial z
dependiendo de su carga. Esta carga puede variar de fuerte a débil; entre mayor
sea, mayor sera la repulsion y mas estable sera la emulsion. Si no existe repulsion,
las particulas tienden a unirse unas con otras, lo que provoca una separacion de

las fases, esto va de la mano con el tamano de la particula.
1.6.9 Tamano de particula

El tamano de las particulas se puede describir con el diametro de las mismas

(Gomez y col.,, 2008). Sin embargo, esto es exacto solo en el caso de particulas

esféricas.



Los tamanos de particula se pueden describir en base a una esfera equivalente,
combinando los parametros de tamano y forma e incorporando las variaciones de
tamano aparente. En la Figura 14, se puede observar un ejemplo. Posteriormente

se usara este este método para graficar nuestros resultados.
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Figura 14.- Representacion grafica del amano de particula en forma de histograma.

El numero de las particulas divididas en clases designadas con un tamano se

grafica contra ese tamano, formando un histograma.

También se puede usar la distribucion acumulada de la frecuencia, cada punto
corresponde con la cantidad o porcentaje de las particulas con tamano menor, o

mayor segun que un diametro especifico
1.6.10 Reologia

La reologia alimentaria estudia las propiedades fisicas que abordan las
propiedades de textura de la materia prima alimentaria, el producto intermedio,
el ingrediente y el producto final. (Wang y col., 2019). La Reologia es la ciencia
encargada de estudiar la deformacion que sufren los materiales sometidos a
esfuerzos externos. Una deformacion continua del material a través del tiempo es

un flujo del material y la deformacion continua experimentada por el material es

un fluido.



Entre los objetivos de la reologia esta encontrar relaciones entre el esfuerzo
aplicado y la velocidad de deformacion. Diferentes fluidos se pueden comportar de
diferente manera bajo la aplicacion de un flujo, existen diversas ecuaciones que
pueden definir una serie de modelos reologicos que intentan capturar el

comportamiento real del fluido.

La ecuacion mas sencilla es la ley de Newton de la viscosidad o =p.y, establece
una relacion lineal entre esfuerzo de corte (o) y velocidad de cizalla (y); esta
ecuacion caracteriza un comportamiento ideal del fluido o fluido Newtoniano, por
tanto, el modelo reologico de fluido ideal. La viscosidad (u) no varia con la
velocidad de cizalla. Cualquier fluido que no cumpla con la condicion anterior es

un fluido no newtoniano.

Hablaremos de comportamiento newtoniano y no newtoniano, ya que un mismo
fluido puede regirse por distintas leyes segun las condiciones experimentales.
Existen muchos tipos de comportamiento no newtoniano en funcion de como se
comporte la viscosidad en funcion de velocidad de cizalla. En las curvas de flujo y
de viscosidad se pueden representar los diferentes tipos de comportamiento. En
las curvas de viscosidad se representa la viscosidad en funcion de la velocidad de
corte. Para el caso del comportamiento reologico de fluidos liquidos, en la Figura

15 podemos observar el tipo de fluidos que puede tener un alimento.

\ Viscoelastico

Fluidificante a la cizalla

e
—

Viscosidad Pa.s

Espesante a la cizalla

velocidad de corte s!

Figura 15.- Curvas de viscosidad vs velocidad de corte.



En la Figura 16 se observan las curvas de flujo para el comportamiento reolégico
de fluidos liquidos, se representa el esfuerzo de corte en funcion de la velocidad

de corte (Méndez y col., 2010; Gomez y col., 2011),

Herschel-Bulkley A B

£ £
42 8
S Bingham 5
®]
= &
o
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o Fluidificante a la cizalla 5 Tixotrépico
@ 7
Lﬂ .
b Newtoniano Ler Anti -tixotropico
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la cizalla
y  Velocidad de corte (s-1) y  Velocidad de corte (s-1)
B) Comportamiento independiente A) Comportamiento dependiente
del tiempo del tiempo

Figura 16.- Curvas de flujo.

Se pueden diferenciar dos grandes clases de comportamiento no newtoniano:

dependiente del tiempo e independiente del tiempo.

#$ Independiente del tiempo: para una determinada velocidad de cizalla, la
viscosidad no varia durante el tiempo de aplicacion del mismo. Ademas, si se
realiza un experimento de ascenso y descenso, en el que primero se aumenta
el esfuerzo de corte hasta un determinado valor y luego se disminuye hasta el
reposo, las curvas de flujo correspondientes a ambos barridos se sobreponen,
esto se puede ver en la Figura 16 A. Este comportamiento pude o no puede

tener esfuerzo de cedencia oco.



% Independiente del tiempo sin esfuerzo de cedencia: el fluido no requiere
un esfuerzo de cedencia oo aplicado para comenzar a fluir.

+ Fluidificante a la cizalla o pseudoplastico. su viscosidad disminuye, al
aumentar la velocidad cizalla al que es sometido. Es el caso mas
frecuente, y aparece en la mayoria de disoluciones de macromoléculas.

% Espesante a la cizalla o dilatante: su viscosidad aumenta, al aumentar
la velocidad de cizalla al que es sometido. Es menos usual que el
comportamiento fluidificante.

% Independiente del tiempo con esfuerzo de cedencia co: una vez que el fluido
alcanza su limite de esfuerzo oo comenzara a fluir. El fluido se comporta
como un solido si no se le aplica el esfuerzo a un valor determinado y se
comporta como liquido si se supera ese valor.

¢ Bingham: una vez que el fluido alcanza su limite de esfuerzo oo
comenzara a fluir, la viscosidad se mantiene constante al aumentar la
velocidad cizalla, como un fluido newtoniano.

% Herschel-Bulkley: una vez que el fluido alcanza su limite de esfuerzo
oo comenzara a fluir, su viscosidad disminuye, al aumentar la velocidad
cizalla, como un fluido fluidificante a la cizalla.

¥# Dependiente del tiempo: para una determinada velocidad de cizalla, la
viscosidad varia durante el tiempo de aplicacion del mismo. Ademas, si se
realiza un experimento de” ascenso-descenso” en el que primero se aumenta el
esfuerzo de corte hasta un determinado valor y luego se disminuye hasta el
reposo, las curvas de flujo correspondientes de ascenso-descenso no se
sobreponen, es decir, los fluidos con este tipo de comportamiento presentan
histéresis.

+ Tixotropico: la viscosidad disminuye con el tiempo de aplicacion de
velocidad de cizalla. Se aplica una cierta velocidad de cizalla, si en un
momento disminuyera la velocidad de cizalla, la viscosidad adopta valores
inferiores a los anteriores, por lo que en la curva de flujo se aprecia

histéresis. Su curva de flujo se observa en la Figura 16 B.
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¢ Anti-tixotropico o reopéctico: la viscosidad aumenta con el tiempo de
aplicacion de velocidad de cizalla. Se le aplica una cierta velocidad de
cizalla, si se comenzara a disminuir la velocidad de cizalla, la viscosidad
disminuye adoptando valores superiores a los anteriores, por lo que en la
curva de flujo se aprecia un ciclo de histéresis inverso al anterior. Su curva

de flujo tipica se muestra en la Figura 16 B.

En las emulsiones las propiedades reologicas resultantes varian, dependen
directamente del peso molecular del polisacarido, la presencia de grupos
funcionales y también el tipo y grado de interaccion entre la proteina y el

polisacarido (Niu y col., 2016).

La viscosidad () es dependiente de la naturaleza del material y ademas
generalmente dependiente de las condiciones de flujo (velocidad de cizalla). Las
variables mas importantes que la afectan son: velocidad de corte, temperatura,
presion y concentracion. La manera mas comun de evaluar la viscosidad es a

través de un instrumento conocido como viscosimetro.

El esfuerzo de cizalla o (esfuerzo de corte) es uno de los parametros mas
importantes y fundamentales para el calculo de la viscosidad en un reémetro. La
velocidad de flujo del liquido, que se obtiene por medio del esfuerzo de cizalla
efectivo, se determina a través de la resistencia del liquido al flujo, esto es, a través

de la viscosidad.

Las unidades de viscosidad mas utilizadas son los milipascales por segundo
[mPa‘s]. Se debe tener en cuenta que: 1000 mPa's = 1 Pa's. Ademas, el sistema
cegesimal aun se sigue usando, siendo la unidad de medida el centiPoise [cp]|. La

conversion entre los dos sistemas es: 1 cp = 1 mPa's, 1 Poise = 1 g/cm's.

Los alimentos reaccionan de forma muy diferente ante la aplicacion de un
esfuerzo; unos son sélidos y se rompen bruscamente ante un esfuerzo elevado,
como los helados; otros, solidos, se deforman para acabar rompiéndose, como la
gelatina; otros fluyen en diversas formas, como la leche, la mayonesa, el puré o la

masa de pan, requiriendo o no superar un nivel de esfuerzo inicial frente al que

pueden o no deformarse antes de fluir.



Existen modelos reologicos que se usan para describir el comportamiento
independiente del tiempo de fluidos no newtonianos, es decir ecuaciones que
pretenden ajustar las curvas de flujo y las curvas de viscosidad procedentes de

experimentos.

Ecuacion basada en esfuerzo, la mas (ecuacion 1) sencilla que describe
comportamientos reologicos independientes del tiempo sin esfuerzo umbral, es
decir, fluidificantes a la cizalla o espesantes a la cizalla, es la ecuacion de Ostwald
o tipo potencia:

o= Kyn Ec. (1)
Donde o es el esfuerzo cortante (Pa), y y es la velocidad de corte (s-!), K es el
indice de consistencia (Pa.s?) y n es el indice de comportamiento al flujo

(adimensional).

Cuando n<1 este modelo corresponde a fluidos fluidificantes a la cizalla, mientras
que si n>1 este modelo se refiere a los fluidos espesantes a la cizalla (Bourne,
2002). Cuanto mas alejado esté el valor de n de la unidad, mayor sera la diferencia

respecto al comportamiento newtoniano.

Al sustituir el modelo de ley de potencia en la definicion de viscosidad (ecuacion
2).

n= kyn-1 Ec. (2)
Escrita en base a la viscosidad en lugar de en base al esfuerzo de corte (o), dicha
ecuacion es analoga a la viscosidad en la ley de Newton, 1, solo que ahora no es

una viscosidad constante, si no que depende velocidad de corte o cizalla (y), es

decir hay un valor de n para cada valor de y

En este caso, la viscosidad m disminuye o aumenta en funcion de la velocidad de

cizalla de la dependiendo si el fluido es fluidificante a la cizalla o espesante a la
cizalla. Algunas emulsiones tienen un comportamiento fluidificante a la cizalla

(Méndez y col, 2010). Las emulsiones O/W aceite de chia tienen el

comportamiento anterior, por lo que se adecua a la ecuacion anterior.



CAPITULO 2. METODOLOGIA

2.1 Objetivo general

Evaluar las propiedades funcionales de dispersiones de proteina aislada de suero
de leche (WPI) y carboximetilcelulosa (CMC) como estabilizantes de emulsiones
O/W con aceite de chia, en relacion con su comportamiento reologico, distribucion
y tamano de particula y capacidad antioxidante, para su aplicacion en alimentos

con la finalidad de sustituir o minimizar el uso de emulsionantes sintéticos.
2.2 Objetivos particulares

Objevitol: Evaluar las diferentes concentraciones de complejo proteina-
polisacarido (WPI a 0.66, 1.05, 1.8, 2.9 % y CMC 0.33 y 0.55 %), en el
comportamiento reologico, determinando el comportamiento reologico de
emulsiones O/W con aceite de chia para establecer su correlaciéon con la

estabilidad.

Objetivo 2: Evaluar la estabilidad de emulsiones O/W con aceite de chia a
diferentes concentraciones de complejo proteina-polisacarido (WPI a 0.66, 1.05,
1.8, 29 % y CMC 0.33 y 0.55 %) determinando el indice de cremado, la
distribucion, uniformidad y tamano de particula para establecer sus efectos en

los mecanismos de inestabilidad.

Objetivo 3: Evaluar las diferentes concentraciones de complejo proteina-
polisacarido (WPI a 0.66, 1.05, 1.8, 2.9 % y CMC 0.33 y 0.55 %) en la oxidacion
de los AGPI determinado el indice de peroxido, para verificar su funcionalidad

como antioxidante.

Hipotesis: El empleo de un complejo proteina- polisacarido dara estabilidad a una
emulsion O/W con aceite de chia para resistir los procesos de desestabilizacion
con respecto al tiempo, logrando sustituir o minimizar el empleo de emulsionantes

sintético.



2.3 CUADRO METODOLOGICO

alimentos con la finalidad de sustituir o minimizar el uso de emulsionantes sintéticos.

Objetivo general: Evaluar las propiedades funcionales de dispersiones de proteina aislada de suero de leche (WPI) y
carboximetilcelulosa (CMC) como estabilizantes de emulsiones O/W con aceite de chia, en relaciéon con su
comportamiento reolégico, distribucién y tamano de particula y capacidad antioxidante, para su aplicaciéon en
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emulsionantes sintético.

Hipotesis: El empleo de un complejo proteina- polisacarido dara estabilidad a una emulsién O/W con aceite de chia

para resistir los procesos de desestabilizacién con respecto al tiempo, logrando sustituir o minimizar el empleo de

v

y

v

Actividad Preliminar 1

Preparar dispersiones biopoliméricas de los
siguientes materiales.(tensién superficial)

CMC: : 0.0006, 0.001 y 0.01 % (p/v)

WPI 0.03, 0.012, 0.74y 0.105 % (p/v)
Tween 80: 0.0098, 0.103 y 0.4049 % (p/v)
Preparar dispersiones (potencial )

WPL: 1% (p/v)y CMC: 0.5 % (p/V)
Preparar dispersiones (comportamiento reolégico)
WPI: 8% (p/v)y CMC: 0.5y2 % (p/v)
Preparar dispersiones (emulsiones)

WPI: 1.8,29,5y8 % (p/v)

CMC:1y0.6 % (p/v)

Tween 80: 0.8 % (p/v)

Objetivo  par. 1:
Evaluar las diferentes
concentraciones de
complejo proteina-
polisacarido (WPI a
0.66, 1.05, 1.8, 2.9 %
y CMC 0.33 y 0.55

%), en el
comportamiento
reologico,
determinando el
comportamiento
reologico de

emulsiones O/W con
aceite de chia para

establecer su
correlacion con la
estabilidad.

Actividad Preliminar 2
Determinar la tensién superficial de CMC, WPI y
Tween 80 con respecto a la concentracion.

v

Actividad Preliminar 3

Determinacién de potencial { en soluciones de CMC
0.5 % (p/v) de y WPI 1% (p/v) en un rango de pH de
.5a6.5

3.5

Actividad Preliminar 4

Determinaciéon del comportamiento reoloégico de
soluciones de 0.5 Y 2% (p/v) de CMC y proteina 8%

(p/v).

Actividad Preliminar 5

Preparacion de emulsiones O/W con aceite de chia a
un pH de 6.5.

Soluciéon | WPI | Solucién | CMC | Solucién | Tween | Aceite
de WPI | (mL) | de CMC | (mL) de 80 (mL) [ de chia
(% p/v) (% p/v) Tween (mL)

80 (%
p/v)
5.0 40 1 60 - 10
8.0 40 1 60 - - 10
1.8 20 0.6 60 0.8 20 10
1.8 40 0.6 60 - - 10
2.9 40 0.6 60 - - 10
Las concentracion a las cuales actuaron los

ingredientes dentro de la emulsién se determino con
un balance de materia. El aceite tiene en un 9.1 %,
la CMC 0.55 y 0.33 %, el WPI 0.32, 0.66, 1.05, 1.8,
2.9 %y el Tween 80, 0.14%

Actividad 1.1

Evaluar el
comportamiento
reologico de las
emulsiones.

Se graficara el

esfuerzo de corte (o)
vs velocidad de cizalla

() en ascenso y
descenso para
obtener parametros

correspondientes a
indice de consistencia
(K} y el indice de
comportamiento al
flujo (n).

Se graficara la
viscosidad m vs
velocidad de cizalla

(¥) Para evaluar como

cambia a viscosidad
de las emulsiones con
las diferentes
concentraciones de
complejo proteina -
polisacarido

Objetivo par.

Evaluar
estabilidad
emulsiones

2:
la
de
Oo/W

con aceite de chia a

diferentes

concentraciones de
complejo proteina-
polisacarido (WPI a
0.66, 1.05, 1.8, 2.9
% y CMC 0.33 y

0.55 %)
determinando el
indice de cremado,
la distribucion,
uniformidad vy
tamano de
particula para
establecer sus
efectos en los
mecanismos de
inestabilidad.

Objetivo par.
3: Evaluar las
diferentes
concentracion
es de complejo
proteina-
polisacarido
(WPI a 0.66,
1.05, 1.8, 2.9
% y CMC 0.33
y 0.55 %) en la
oxidacion de
los AGPI
determinado el
indice de
peréxido, para
verificar su
funcionalidad
como
antioxidante.

v

v

Actividad 2.1

Uniformidad
tamano
particula.

del
de

Microscopio éptico

Actividad 3.1
Estabilidad
oxidativa.
Indice de
peréxido (IP).

Actividad 2.2
Tamano

de

particula. Zetasizer
Nano ZS, (Malvern.

Se graficando el

volumen(%)
tamano
particula (um)

vs
de

v

Actividad 2.3

Indice de cremado
(IC) con respecto al

tiempo

de

almacenamiento de

14 dias.

A 4

Resultados y
discusion

v

Conclusiones

Figura 17.- Cuadro metodologico
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2.4 Materiales y métodos

> Materiales

Los materiales que se utilizaron para el desarrollo de esta investigacion son:
Aislado proteico de suero de leche (WPI), proporcionado por Davisco Foods
Intenational Inc., (U.S.A.), carboximetilcelusosa (CMC) de J.T. Baker Chemical
Co., (NJ., U.S.A.)) y, Monooleato de sorbitan y polioxietileno (Tween 80)
proporcionado por Dupont México, S.A. de C.V. Ademas, se empledé como aceite
rico en AGPI, aceite de chia gourmet, producido y envasado por naturales del
campo S. A. En la titulacion de las dispersiones biopoliméricas se empleo HCI

0.1N., o NaOH 0.1N, ambos de J.T. Baker Chemical (Co., U.S.A.).

> Meétodos

2.4.1 Actividades preliminares
2.4.1.1 Preparacion de las dispersiones.

Para la obtencion de las dispersiones biopoliméricas se us6 la metodologia
propuesta por Jones y col. (2010), donde cada uno de los biopolimeros se dispersa
por separado en agua desionizada a diferentes concentraciones para cada
biopolimero, en la Tabla 3, se observan las cantidades utilizadas para determinar
la caracterizacion fisicoquimica de los materiales; asi como las dispersiones
usadas para preparar las emulsiones O/W con aceite de chia. Después de su
preparacion, estas dispersiones se almacenaron a 4 £ 1 ° C por 24 h para alcanzar
una completa hidratacion de la proteina, polisacarido y emulsionante sintético

Tween 80.



Tabla 3.- Dispersiones para caracterizacion de materiales y preparacion de emulsiones.

1.8,2.9,5
CMC 0.0006, 0.001 y 0.01 % 0.5 % (p/v) 8 % (p/v) y

(p/v) 8 % (p/v)

0.03, 0.012, 0.74 1.0 % v 1y 0.6 %

WPI Y SR sy 2% (o) yER

0.105 % (p/v) (p/V)
Tween 0.0098, 0.103 y 0.4049

= = 0.8 % (p/v)

80 % (p/V)

- No se determind.
Caracterizacion de materiales
2.4.1.2 Medidas de tensién superficial

Se midio la tension superficial de las dispersiones de WPI, CMC y Tween 80 para
cada uno, empleando el método del anillo de Du Noly, (tensiometro de Du Noty,
Marca CENCON, modelo 70535). Para realizar la medicion se coloco el liquido en
un vaso de precipitado, hasta que el anillo quede rasante a la superficie del mismo.
Se acciono6 la manija de la escala que genera la torsion del alambre y nivelar la
posicion del liquido siempre rasante al anillo (Dominguez y col.,, 2014). Repetir

esta operacion hasta que se rompa el contacto del anillo con el liquido.

Todas las mediciones se realizaron por quintuplicado y en cada caso se reporto
la media y desviacion estandar. A partir de las curvas de tension superficial se
determina el comportamiento de los materiales sobre la actividad superficial

(Bravo y col., 2018).



2.4.1.3 Potencial zeta ().

El potencial ¢ de las soluciones acuosas de WPI 1.0 % y CMC 0.5 se evaluaron por
separado, modificando su pH en un rango de 3.5 a 6.5 Ravindran y col., (2018).
Usando un equipo Zetasizer Nano ZS, (Malvern Instruments Ltd., Worcestershire,
UK). El objetivo de esta técnica fue evaluar el efecto en la modificacion del pH,
sobre el potencial de superficie originado a partir de las cargas electrostaticas de
los hidrocoloides presentes, en este caso la carboximetilcelulosa (CMC) y la
proteina aislada de suero de leche (WPI), para conocer el comportamiento de los
materiales individualmente. Para el WPI, determinar su punto isoeléctrico, las
proteinas poseen aminoacidos que se ionizan para dar lugar a grupos con carga
negativa o positiva y para el polisacarido conocer que cargas tiene en el rango de

pH que se estudio.

2.4.1.4 Obtencion de la emulsion O/ W

La formacion de una emulsion tipo O/W se prepardé a 10 1 ° C. Para las
emulsiones se utilizaron las dispersiones de WPI, CMC y Tween 80 en las

concentraciones de la Tabla 3.

Para la fase acuosa, en las mezclas de complejo proteina-polisacarido se uso 40
mL de WPI/60 mL de CMC y para la muestra control se utilizé6 20 mL WPI/60 mL
CMC/20 mL de Tween 80 (Lam y Nickerson, 2013) a un pH de 6.5 + 02, estas
proporciones se trataron durante 1.5 min a 13,500 empleando un
homogenizandor Ultra-turrax (modelo T25 Basic, Equipment Germany). Para la
fase oleosa se empleé 10 mL aceite de chia, ésta fue adicionada lentamente (gota

a gota) en la fase acuosa a 6,500 rpm (Evans y col., 2013).

Se realiz6 un balance de materia para conocer la concentracion a la actuaron la
proteina (WPI) el polisacarido (CMC) y emulsionante sintético (Tween 80) dentro

de la emulsion O/W con aceite de chia, en la Tabla 4 se pueden observar estas

concentraciones.



Tabla 4.- Concentracion de ingredientes en las emulsiones O/W con aceite de chia.

1 1.8 0.55 - 9.1
3 2.9 0.55 - 9.1
5 0.32 0.33 0.14 9.1
2 0.66 0.33 - 9.1
4 1.05 0.33 - 9.1

- Solo se utilizo en la muestra control

2.4.2 Comportamiento reoldgico

Las mediciones reologicas que se llevaron a cabo fueron utilizando un
viscosimetro (Haake, UT-550, Alemania) con un rotor MV DIN (radio19.36mm,
longitud 58.08 mm) y geometria de cilindro concéntrico, se programoé el equipo
para que trabajara de O a 300 y de 300 a O s-! (ascenso-descenso), a 25 °C + 5 °C
(Sibaja y col., 2015). El software Haake Rheo Win, nos registro directamente los

datos de esfuerzo de corte o, velocidad de cizalla y y de viscosidad .

Como actividad preliminar se evalué el comportamiento reolégico de las
dispersiones de CMC al 0.5 y 2.0 %, y proteina WPI al 8 %. Se eligio estas
concentraciones de CMC, para conocer las caracteristicas que tiene el
estabilizante natural, es decir, si la viscosidad n disminuye o aumenta en funcion
de la velocidad de cizalla a una concentracion alta y una baja. En el caso de WPI,
se optd por esta concentracion, para saber las caracteristicas tiene un
emulsificante natural a la concentracion mas alta de las dispersiones realizadas
en este trabajo. También se evaluo el comportamiento reologico de las emulsiones

O/W con aceite de chia, en las concentraciones de la Tabla 4.



Se grafico el esfuerzo de corte (o) en funcion de la velocidad de cizalla (y), en
ascenso y descenso para obtener la curva de flujo y poder determinar los
parametros reologicos correspondientes al indice de consistencia (K) y el indice de
comportamiento al flujo (n). Con la curva de flujo podemos determinar qué tipo de

comportamiento tienen las emulsiones O/W con aceite de chia.

Posteriormente se graficara la viscosidad (n) en funcion de velocidad de cizalla (y).
Para ver como cambia la viscosidad de las emulsiones O/W con aceite de chia a
las diferentes concentraciones de complejo proteina-polisacarido. Para las
dispersiones de CMC, se observara como cambia la viscosidad, en una

concentracion alta y una baja de CMC.
2.4.3 Indice de Cremado

Las emulsiones fueron evaluadas mediante el indice de cremado, donde se empleo
la metodologia propuesta por Niu y col. (2016), después de la preparacion de la
emulsion, se transfirieron 10 mL de cada emulsion en un tubo de ensayo de
plastico y luego sellado con un tapon de plastico para evitar la evaporacion.
Mediante el uso de la centrifuga se acelera la velocidad de formacion del cremado;
esta prueba sirve para predecir la estabilidad de una emulsion. Se colocaron en
una centrifuga (IEC clinical centrifuge, NY, USA) a 5950 rpm, por 30 minutos. Las
muestras de emulsion fueron almacenadas a una temperatura de 5-7 °C durante

14 dias, de acuerdo con la definicion, este parametro se calcula como:

% IC = (100) (HS) / (HE) Ec (3)
HS= representa la altura de la separacion de cremado(cm)
HE= representa la altura total de la emulsion (cm)

El indice de cremado (% IC) proporcioné informacion indirecta sobre la extension
de la agregacion de gotitas en una emulsion, mientras mas agregacion, mas

grandes son los floculos y mas rapida es la formacion de crema (Sriprablom y col.,

2019).



2.4.4 Andalisis microscopico (uniformidad del tamano de particulas)

La microestructura de las emulsiones se visualizo utilizando un microscopio
optico (BELAV, VE M1, USA) equipado con una camara adjunta. Para ello, se
coloco una gota de emulsion sobre un Portaobjetos de vidrio grueso y cubierto con
un cubreobjetos que garantiza que no haya aire. Las fotos fueron tomadas con el

objetivo 40 X.
2.4.5 Tamano de particula

El tamano de particula fue determinado mediante la técnica de difusion de luz
integrada a través de Zetasizer Nano ZS, (Malvern), las muestras de las emulsiones
fueron diluidas al 0.01% (1mL en 100 mL). Un haz de luz es dirigido a través de
la muestra diluida y dispersando por las gotas en un patron caracteristico y
detectado por una serie de fotodiodos, las unidades del instrumento estan en

nanoémetros (nm). Se graficara el volumen (%) v/s tamano de particula (um).
2.4.6 Estabilidad oxidativa (Indice de peréxidos)

Para evaluar el indice de peroxidos, se empleo la metodologia propuesta por Li y
col., (2019). Se peso6 5,00 g + 0,05 g de muestra dentro de un matraz Erlenmeyer
de 250 mL con tapon esmerilado, para después agregar 10 mL de cloroformo y 15
mL de acido acético glacial. Se agito para disolver la muestra, se agregé 0,5 mL de
solucion saturada de yoduro de potasio (KI). Después de 5 minutos de reposo en
un lugar obscuro se agrego 30 mL de agua destilada y 0,5 mL de la solucion
indicadora de almidon. La solucion se tituléo con 0,01 N de tiosulfato de sodio la
agitacion fue constante, especialmente al aproximarse el punto final, para liberar

todo el yodo de la capa de solvente (Goyal y col., 2015)



Valor o indice de peroxido (miliequivalentes de peroxido/1000g muestra)
VP . (oLP)=M-T) x Nx 1000

Peso muestra en gramos Ec (4)

Donde:
T es el volumen de tiosulfato de sodio de la titulacion del blanco o testigo(mlL).
M es el volumen de tiosulfato de sodio de la titulacion de la muestra(mL).

N es la normalidad de la solucién de tiosulfato de sodio

Esta técnica determina todas las sustancias, en términos de peroxido, se realizo
al aceite rico en AGPI, como es el caso del aceite de chia, también a las emulsiones
con aceite de chia

Disenio de experimentos

Para la evaluacion del complejo proteina-polisacarido en la estabilizacion de
emulsiones O/W fue necesario emplear un diseno de experimentos que permitiera
el analisis de respuestas. En la Tabla 5 se observan los factores por evaluar y de

respuesta.

Tabla 5.- Disefio de experimentos para evaluacion de emulsiones o/w.

1 1.8 0.55 = 9.1
3 29  0.55 - 9.1
5 0.32 0.33 0.14 9.1
2 0.66 0.33 - 9.1
4 1.05 0.33 - 9.1

- Solo se utilizé en la muestra control



Se realizo un diseno factorial aleatorizado, (sobre la base de un total de 110 mL)
con 3 factores: concentracion de aceite de chia (9.1 % v/v), concentracion de WPI
(5 niveles: 0.32%, 0.66%, 1.05%, 1.8% y 2.9% p/v) y concentracion de CMC (2
nivel 0.33 y 0.55 % p/v) y una muestra control de proteina, polisacarido y
emulsionante sintético Tween 80 ( 0.14 % v/v). En todas las determinaciones se
reportara la media y su desviacion estandar. Las evaluaciones se realizaron por

triplicado.



CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Actividades preliminares

3.1.1 Tensién superficial

Se determind su tension superficial a diferentes concentraciones para determinar
su comportamiento frente a la proteina (WPI), el polisacarido (CMC) y
emulsionante sintético (Tween 80); se tomé en cuenta la tension superficial del

agua como valor de referencia universal (72 mN m-!) (Sibaja y col., 2015).
3.1.1.1 CMC

En la figura 18 se presenta la grafica del efecto de la concentracion CMC sobre la

tension superficial.
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Figura 18.- Grafica del efecto de la concentracion CMC sobre la tension superficial.



Se logro conocer que la CMC tiene actividad superficial debido a su capacidad de
retencion de agua. Las macromoléculas de los polisacaridos en soluciones
diluidas no actiuan entre si. A medida que la concentracion de polisacarido
aumenta por encima de un cierto valor critico, la viscosidad de la solucion
aumenta rapidamente y las macromoléculas interactuar entre si atrapando el

agua, debido a la hidratacion del polimero.

Los polisacaridos debido a su caracteristica predominante hidrofilica,
generalmente, tiende a mantenerse en la solucion acuosa controlando la fase

continua como agente estabilizante.

3.1.1.2 Emulsionante tensoactivo natural y sintético

En la Figura 19 se presenta la grafica del efecto de la concentracion WPI y el Tween

80 sobre la tension superficial.
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Figura 19.- Grafica del efecto de la concentracion WPI y Tween 80 sobre la tension

superficial.

Los dos emulsionantes presentan en la grafica una pendiente negativa. Se pudo

observar que el Tween 80 como emulsionante (tensoactivo) y la WPI tienen

actividad superficial (abatimiento de la tension superficial del disolvente).



3.1.1.2.1 WPI

Durante la experimentacion no se logro llegar a la concentracion de saturacion de
del WPI. Quiere decir que el WPI (macromolécula) se difunde rapidamente, se
adsorbe, penetra y despliega sobre la interfase aire-agua, sin que la proteina llegue
a reordenamientos estructurales con el fin de maximizar el nimero de contactos
entre los grupos no polares y la interfase. La adsorcion de las particulas en la
interfase, se da por que las partes hidrofilicas tienden a ubicarse en contacto con
el disolvente mientras que las partes hidrofobicas se acomodan de manera tal que

tengan poco o nulo contacto con moléculas de disolvente.

Sun y Gunasekaran (2009) mencionan que esto se debe a que las proteinas son
moléculas anfifilicas compuestas por una parte polar y otra no-polar de residuos
de aminoacidos, consecuentemente estas se absorben en la interface,
reorganizandose para exponer su residuo hidrofobico a la fase hidrofobica y su
residuo hidrofilico a la fase acuosa. La proteina logra disminuir la energia libre,

ocasionando que el area interfacial se ocupe.

Las propiedades de las proteinas (proteina aislada de suero de leche WPI)
cambian la deformabilidad de las gotas, su potencial de interaccion, tensores

hidrodinamicos y su mecanismo de coalescencia (Rhan y col., 2012).
3.1.1.2.2 Tween 80

El Tween 80 tienen una concentracion micelar critica muy baja y generalmente
son surfactantes suaves, no afectan la actividad de la proteina y son efectivos en
su solubilizacion, es el emulsionante sintético mas usado para estabilizar las
emulsiones. Durante la experimentacion no se logré ver especificame la
concentracion micelar critica del Tween 80, ya que se trabajaron concentraciones
muy grandes, el valor pudo haber estado entre 0.1 %y 0.4 (v/v), de haberse podido
ver la grafica presentaria altibajos, debido a que los monomeros pueden

sobreponerse unos con otros en la superficie, dando como resultado variaciones

en la linea. Después de la concentracion micelar critica se forman micelas.



3.1.2 Potencial zeta (¢).

Se realiz6 una medicion del potencial { de particulas en suspension de proteina
y polisacarido y la carga adquirida (mV), para observar su comportamiento a una

escala de pH de 3.5 a 6.5, la evaluacion se hizo por triplicado.

3.1.2.1 WPI

Las proteinas son los emulsionantes naturales mas utilizados en los alimentos,
pero su uso generalizado a menudo esta limitado debido a su sensibilidad a ciertas
condiciones, como los valores de pH cercanos a su punto isoeléctrico, altas
concentraciones idnicas y calentamiento por encima de su temperatura de
desnaturalizacion (Pei y col., 2019). Se realizo una evaluacion para obtener una
tendencia que muestre el potencial electrostatico en funcion del pH para la
proteina WPI 1.0 %. La figura 20 muestra el potencial zeta del WPI por influencia
del pH.
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Figura 20.- Grafica del Potencial zeta del WPI 1.0 %.

Se puede observar que el WPI, en un valor de pH menor a 5 el grupo amino pasa

de -NH»> a -NH3*, mientras que en valores por arriba de 5 el grupo carboxilo -COOH

pasa a carboxilato -COO-.



Se observa el punto isoeléctrico con valor de 5, en el cual las proteinas presentan
inestabilidad para emulsionar efectivamente una emulsion. Chen, 2015,
recomienda trabaja en pH menores a 4.0 o arriba de 5.5, ya que emulsiones
estabilizadas con proteina aislada de suero de leche tienden a flocular a estos

valores de pH.

3.1.2.2 CMC

Los hidrocoloides, como la carboximetilcelulosa, se utilizan a menudo como
emulsionantes y estabilizantes en emulsiones debido a sus propiedades
espesantes, gelificantes y de superficie activa (Wang y Somasundaran, 2005). En
la Figura 21 se presenta la grafica del resultado de la medicion de potencial Z de
la CMC 0.5 %.
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Figura 21.- Grafica del Potencial zeta de CMC 0.5 %.

Conocer el potencial Z sirvid para conocer que la CMC se sabe que es un
polisacarido lineal, es aniénico debido al grupo carboxilo (-COOH) presente en su
estructura paso a carboxilato -COO-. Las emulsiones estabilizadas con

polisacaridos tienden a ser relativamente estables a los cambios en el pH, la fuerza

idnica y la temperatura (Ozturk y McClements, 2016).



3.2 Resultados del objetivo particular 1

3.2.1 Comportamiento reolégico

Se realizo la caracterizacion reologica de los materiales la proteina WPI 8.0 % y el

polisacarido CMC 0.5 % y 2.0 % para conocer su comportamiento individual, ya

que al estar mezclados en el complejo proteina-polisacarido tendran otro

comportamiento.

3.2.1.1 CMC

La Figura 22 muestra el comportamiento reologico de la CMC a dos

concentraciones diferentes 0.5y 2.0 % a 25 °.
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Figura 22.- Grafica de viscosidad vs velocidad de cizalla de CMC al 0.5 % y 2.0 %.

Se puede observar que, a una concentraciéon menor, existen menos particulas

presentes en la dispersion, hay menor interaccion entre particulas, y por lo tanto

ponen menos resistencia a fluir (menor viscosidad). En concentraciones altas, hay

mas particulas y por lo tanto tiene mas interaccion entre ellas, provocando una

mayor resistencia a fluir (mayor viscosidad)



La CMC al 0.5 % tuvo menos viscosidad que la CMC al 2.0 %, Diaz y col. (2018)
realizoé un estudio reologico de suspensiones CMC, a diferentes concentraciones,
0,005, 0,05, 0,1 y 0,2%, el modelo reologico que mas se ajusta es el modelo de

tipo potencia (Lozano y col., 2016).

La carboximetilcelulosa CMC se considera como un polisacarido soluble /
dispersable en agua, denominado hidrocoloide o goma, se conocen como
mejorador de la viscosidad (espesante) y agente gelificante en sistemas acuosos,
Los tecnologos también los llaman estabilizadores, ya que pueden mejorar la
estabilidad a largo plazo en sistemas que consisten en agua y aceite

(Bahramparvar y col., 2010).
3.2.1.2 WPI

El WPI es el emulsionante natural, se eligioé para estabilizar la emulsion de aceite

de chia. La Figura 23 presenta la curva de flujo a 25 °C de la WPI al 8.0 %.
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Figura 23.- Grafica de la curva de flujo a 25 °C de WPI al 8.0 %.

Al graficar los resultados de la viscosidad en funcion de la velocidad de cizalla

para el WPI al 8.0 %, no se obtienen el comportamiento esperado, en el cual la

viscosidad seria constante.



La viscosidad tiene variaciones al aumentar la velocidad de cizalla, tendria que
permanecer constante como lo hace un fluido Newtoniano. Los resultados,
pudieron deberse a que no se utilizo el viscosimetro adecuado para este tipo de

polimero. Se pudo haber utilizado un viscosimetro capilar.

3.2.1.3 Emulsiones O/ W con aceite de chia

Las emulsiones presentan diferentes propiedades reologicas dependiendo de su
composicion, tamano de gota, y potencial electrostatico (Goyal y col., 2015). La
estabilizacion de las emulsiones O / W comienza en la fase continua o en la

superficie de la gota, dependiendo de la naturaleza quimica de los componentes.

Se caracterizaron también 5 emulsiones con aceite de chia al 9.1 %, a diferentes
concentraciones de estabilizante y emulsionante natural para ver su
comportamiento reolégico comparando con una muestra control con CMC, WPI al

y Tween 80 (emulsionante sintético).

En la figura 24 se observa la curva de (flujo de ascenso y descenso de las

emulsiones O/W con aceite de chia utilizando CMC a una concentracion 0.55 %.
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Figura 24.- Grafica del esfuerzo de corte en funcion de velocidad de cizalla de
emulsiones con aceite de chia con CMC 0.55 %.



Se puede observar que a una concentracion de WPI 1.8 % existe un menor
porcentaje de tixotropia en comparacion con la concentracion de WPI 2.9 %,

trabajando a una misma concentracion de CMC de 0.55 %.

En la figura 25 se observa la curva de flujo de ascenso y descenso de las
emulsiones O/W con aceite de chia utilizando CMC a una concentracion 0.33 %,

y una muestra control con emulsionante sintético.
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Figura 25.- Grafica del esfuerzo de corte en funcion de velocidad de cizalla de

emulsiones con aceite de chia con CMC 0.33 % y muestra control.

La emulsion control con Tween 80, no presento tixotropia. La emulsion a
concentracion de WPI 0.66 % presentdé un menor porcentaje de tixotropia en
comparacion con la concentracion de WPI 1.05 % (pero no tan marcada en
comparacion con la CMC al 0.55 %), teniendo una misma concentracion de CMC

0.33 %.

En la grafica de la Figura 26 se muestra la curva de viscosidad de los fluidos en
funcion de la velocidad cizalla para emulsiones O /W con aceite de chia, a diferente
concentracion de estabilizante y emulsionante natural en su formulacion

comparadas con la muestra control emulsionante sintético Tween 80.
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Figura 26.- Grafica de viscosidad en funcion de velocidad de cizalla de emulsiones con
aceite de chia.

Como es de esperar para un fluido pseudoplastico, el valor de la viscosidad
disminuy6 a medida que aumenta la velocidad de cizalla, este mismo
comportamiento lo obtuvo Bhargava y col., 2017 en el estudio donde se us6 CMC

al 0.5 % en emulsiones de helado.

El agregado de hidrocoloides como espesante o gelificante de la fase acuosa
emulsiones O/W resulta una interesante alternativa para el incremento de su
estabilidad basado en la disminucion de la velocidad de cremado, a partir de un
aumento en la viscosidad de la fase continua de las emulsiones de aceite O/W con
aceite de chia, en la Tabla 6 se pueden observar los parametros reologicos de las

emulsiones de aceite de chia.



Tabla 6.- Parametros reolégicos de emulsiones O/W con aceite de chia.

1 1.8 0.55 - 0.6025+0.0015  0.781+0.005 0.997
3 2.9 0.55 - 0.6621+0.0010  0.5574+0.0016 0.986
5 0.32 0.33 0.14 0.6318%0.0022  0.7044+0.0062 0.993
2 0.66 0.33 - 0.6807+0.0117  0.3513+0.0209 0.992
4 1.05 0.33 - 0.7298+0.0031  0.2617+0.0041 0.994

*Los valores presentados son la media de tres repeticiones (n=3) * desviacion estandar

-Solo se utilizé en la muestra control

En todas las emulsiones se observa un adecuado ajuste al modelo tipo potencia,
comportamiento fluidificante a la cizalla, debido a que la viscosidad disminuye
conforme aumenta la velocidad de cizalla, ademas el valor del indice de
comportamiento al flujo (n) fue menor a 1. Mahfoudhi y col. (2015) senala que los
hidrocoloides caracterizados por valores bajo de n (fluidificante a la cizalla) son
generalmente preferidos en formulaciones de emulsiones, porque pueden
contribuir a la prevencion de la sedimentacion, mientras que al mismo tiempo
permite que la emulsion fluya facilmente cuando se vierte de un recipiente. Para
los valores de R, pueden considerarse aproximados para describir
satisfactoriamente el modelo de potencia, en el cual se efectuaron los analisis

respectivos, con la ecuacion 1.

De acuerdo con los valores de indice de consistencia (K), las emulsiones O/W con
aceite de chia se comportaron de la siguiente manera: a concentracion de WPI
1.8 % presento mayor indice de consistencia en comparacion con la concentracion
de WPI 2.9 %, trabajando a una misma concentracion de CMC de 0.55 %. La
emulsion control con Tween 80, tuvo un mayor indice de consistencia, incluso

mayor que a la mezcla de CMC 0.55 % - WPC 2.9 %.



La emulsion a concentracion de WPI 0.66 % presenté mayor consistencia en
comparacion con la concentracion de WPI 1.05 %, teniendo una misma

concentracion de CMC 0.33 %.

La efectividad de la adicion de hidrocoloides radica en aumentar la estabilidad de
particulas en suspension y reducir la floculacion y coalescencia en las emulsiones.
Se podria observar mas a fondo la influencia del complejo proteina- polisacarido

en el indice de cremado, asi como en la uniformidad y tamano de particula.

Contreras y col. (2016) comentan que esto se debe a que las gomas adicionadas
son polisacaridos idénicos cargados negativamente y producen un incremento de
las fuerzas de repulsion electrostatica entre particulas para mantener la

estabilidad.

Cai y col., (2018) indican que puede ser posible que el movimiento de las gotitas
de aceite en las emulsiones se haya restringido debido a la mayor viscosidad y/o

formacion de la red de gel de biopolimero.

Quinzio y col, (2018), mencionan que las emulsiones preparadas con soluciones
de goma guar (GG) y CMC, un aumento en la concentracion de la fase continua
de 0.5 a 1.5% aumento su estabilidad. Una de las causas es el aumento de la

viscosidad en la fase continua que rodea las gotitas de aceite.

3.3 Resultados del objetivo particular 2
3.3.1 Uniformidad del tamario de particula
Observar las diferentes emulsiones por el microscopio 6ptico, nos mostro los
diferentes tamanos de las gotas lipidicas en la emulsion. Los resultados de la

actividad emulsionante y potencial zeta, influyeron en la adsorcion de proteinas

en la membrana interfacial.



En Figura 27 se muestra las fotografias del microscopio 6ptico tomadas a las gotas

de las emulsiones de aceite de chia.

Figura 27.- Imagenes de microscopio optico de gotas de emulsiones con aceite de
chia.



Con el microscopio 6ptico se pudo observar la Figura 25, y mostré claramente que
el tamano y la distribucion de las gotas en las emulsiones O/W con aceite de chia

al 9.1 % v/v son totalmente diferentes.

La presencia de particulas mas pequenas, homogéneas y un floculo (2 gotas
unidas) se observan en la muestra 1, esta emulsion fue la que presenté menos
inestabilidad, en comparacion con las otras emulsiones de aceite de chia que se
elaboraron, contiene CMC de 0.55 % y WPI 1.8 %. Las muestras 3 con CMC de
0.55 % y WPI 2.9 % contiene particulas pequenas y grandes, asi como algunas

particulas que formaban pequenos floculos (2 y 3 gotas unidas).

La muestra 5 la cual contiene el estabilizante sintético, CMC y WPI contiene
particulas pequenas y grandes, asi como algunas particulas que formaban

muchos y grandes floculos (2 a 10 gotas unidas).

Las particulas grandes y pequenas se encontraron en las emulsiones con
concentraciones bajas de estabilizante (CMC): estas son las muestras 2 con CMC
de 0.33 % y WPI 0.66 % tiene presencia de floculos (2 a 4 gotas unidas) y la
muestra 4 CMC de 0.33 % y WPI 1.05 % forma floculos (2 a 10 gotas unidas).

3.3.2 Tamario de particula

Se evaluo la estabilidad de las emulsiones de chia en las diferentes mezclas de
proteina (WPI) y polisacarido (CMC), médiate la distribucion de tamanos utilizando
para ello los resultados obtenidos de analizador del tamano de particula para ver

si tiene relacion con la distribucion del tamano de las gotas.

En la Figura 28 se muestran la distribucion del tamano de particula obtenidos de
las emulsiones de chia elaboradas con diferentes contracciones de mezclas

proteina polisacarido.
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Figura 28.- Distribucion de tamano de particula en emulsiones O/W con aceite de chia.

No se observaron variaciones en el diametro promedio de gotas para las mezclas
de CMC 0.55 % y WPI a 1.8 y 2.9 % asi como en la muestra control con

emulsionante sintético Tween 80.

Par las mezclas de CMC a 0.55 con WPI A 1.8 % se obtuvo un valor modal de
0.225 pm con un volumen de 7.5 (%) y con WPI a 2.9 % se obtuvo un valor modal
de 0.3 pm con un volumen de 7.9 (%), para la muera control con CMC, WPI y

Tween 80 se obtuvo un valor modal de 0.295 um con un volumen de 7.5 (%)

Para las muestras con CMC a 0.33 % y WPI 0.66 y 1.05 %, incrementé la
distribucion de tamano de particula. Posiblemente se pudo haber presentado
coalescencia. Para las mezclas de CMC 0.33 % con WPI a 0.66 % se obtuvo un
valor modal de 0.35 mm con un volumen de 6.5 (%) y con WPl a 1.05 % se obtuvo
un valor modal de 0.34 mm con un volumen de 5.1 %. La posible coalescencia se

observa en las figuras 25.2 y 25.4.

Mao y Miao, (2015) senalan que la coalescencia severa es el comienzo del cremado,
ya que las gotas mas grandes tienen mas posibilidades de moverse mas rapido a

la cima del sistema, la fusion es el resultado de la ruptura de las peliculas

interfaciales.



3.3.3 Indice de cremado

Dentro de la emulsion, el indice de cremado (IC) describe el desplazamiento de
gotas a la parte superior debido basicamente a que presentan menor densidad
que la fase continua, si las gotas tienen una densidad menor que la fase que las
rodea, tenderan a migrar a la superficie (Leal y col.,, 2007). Los globulos tienen
tendencia a moverse hacia la parte alta del sistema y colisionan con otros
formando glébulos cada vez mas grandes, lo que acaba resultando en el cremado

y la separacion de fases de la emulsion.

En la Figura 29 se presenta la grafica de indice de cremado de las emulsiones de
aceite de chia evaluadas a los 0,7,9,14 dias, las muestras se centrifugaron a 5950
rpm por 30 minutos (Zarria y col., 2010) después se tuvieron en almacenamiento

por 14 dias.

El indice de cremado de las emulsiones estabilizadas por mezclas de WPI/CMC
aumento, apreciandose en el dia 7, esto dependiendo de las concentraciones de

WPI, CMC y Tween 80.

60
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50 WPI 1.05 % - CMC 0.33 %
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o 6D WPI 1.8 % - CMC 0.55 %
g —@—WPI 2.9 % - CMC 0.55 %
.,E, 30
=t
(8)
RX 20
10
0

Dia O Dia 7 Dia 9 Dia 14
Dias de almacenamiento

Figura 29.- Grafica de Indice de cremado de emulsiones O/W con aceite de chia.



Al final la muestras con CMC al 0.55 % y WPI 1.8 % se mantuvo mas estable que
todas las emulsiones, llegado a un IC de 16.6%, mientras que la emulsiéon con la
misma concentracion de CMC y WPI a 2.9 %, el IC fue de 24.1%, la muestra
control con emulsionante sintético llego a un IC de 33.66 %. Las emulsiones
menos estables fueron las muestras con CMC al 0.33 % tuvieron mayor IC de 47.5
y 53.5 % respectivamente, debido a una floculacion por agotamiento a

concentraciones altas de WPI, también a mayor viscosidad menor IC.

En la Figura 30 se observan las emulsiones O/W con aceite de chia iniciales y
finales. En la Figura 30 A se observan las emulsiones recién salidas de la
centrifugadora, quiere decir que las peliculas interfaciales de cada uno de los
globulos mezclan sus contenidos formandose un globulo mas grande.
Considerandose que la emulsion es estable tras el centrifugado no se observara la
separacion de fases (De la Paz y col.,, 2017), se alcanza a ver una significativa
separacion, casi imperceptible. En la figura 30 B se observa las emulsiones que

presentaron floculacion y coalescencia.

Figura 30.- Emulsiones iniciales y finales.

El cremado es directamente proporcional al tamano de globulos, cuanto mas
grande sean los globulos, mayor sera el cremado por eso es importante que, al

momento de formar la emulsion, los globulos tienen que ser pequenos y

uniformes.



La muestra con contenido alto de proteina (WPI) como la numero 3 (2.9 %) y 4
(1.05 %) con mezcla de (CMC) a 0.55 y 0.33 % respectivamente, presentaron
sedimentacion desde el dia 14 la cual se puede apreciar en la Figura 30 B, asi
como también coalescencia y floculacion. Mientras que las muestras con bajo
contenido de proteina (WPI), como la numero 1 (1.8 %) y 2 (0.66 %) con mezcla de
(CMC) a 0.55 y 0.33 % respectivamente y la 5 que fue la muestra control con

emulsionante sintético (Tween 80) solo presentaron cremado.

Hong y col. (2018), investigaron los efectos del valor HLB en la estabilidad y
comportamiento reologico de la emulsion O /W, con fraccion volumétrica de la fase
dispersa (¢) de bajo contenido, usando tensoactivo Tween 80 y Span 80 a una

concentracion de 3.5 % peso.

En la Figura 31 se puede observar Imagenes de microscopio optico de gotas de

emulsiones estabilizadas con Tween 80 y Span 80.

HLB 10.7 dia 1lydia 70

Hong y col. 2018

Figura 31.- Imagenes de microscopio optico de gotas de emulsiones estabilizadas con

Tween 80 y Span 80.



Para un Tween 80 y Span 80 con un HLB de 10.7 el tamano de gotas fue mas
pequeno, con HLB 8.9 se muestran un tamano de gota mas grande y menos
uniformidad, este mismo comportamiento lo tuvo nuestra muestra control con

CMC, WPl y Tween 80, lo podemos observar en la Figura 27.

Al tener estos resultados se tomo la decision de no trabajar con emulsiones con
aceite de chia solo con el emulsionante Tween 80 solo se hizo un comparativo de

la mezcla proteina, polisacarido y emulsionante sintético.

3.4 Resultados del objetivo particular 3

3.4.1 Estabilidad oxidativa (Indice de peréxido)

En las emulsiones, el indice de peroxido (IP) describe la estabilidad oxidativa de
emulsiones O/W. Se determino el indice de peroxido al aceite de chia antes de la
emulsion, el resultado fue de 2.07 meq/g. En Tabla 7 se presentan de la siguiente

manera los datos de IP de las diferentes emulsiones con aceite de chia.

Tabla 7.- Resultados de prueba de indice de peroxido.

1 1.8 0.55 - 9.1 2.18+0.02
3 2.9 0.55 - 9.1 2.23+0.01
5 0.32 0.33 0.14 9.1 2.31+0.04
2 0.66 0.33 - 9.1 2.41+0.06
4 1.05 0.33 - 9.1 2.5+0.03

*Los valores presentados son la media de tres repeticiones (n=3) * desviacion estandar

-Solo se utilizé en la muestra control



En las emulsiones que tuvieron estabilizante (CMC) en la mayor concentracion
0.55 % fue de 2.18 y 2.23 meq/g. Con la muestra control con emulsionante
sintético Tween 80, aumento a 2.31 (meq/g), mientras que a concentraciones
bajas de estabilizante (CMC) a 0.33 % el indice de perdoxido incrementoé a 2.41 y

2.5 meq/g.

La variacion de proteina aislada de leche si tuvo influencia en el indice de
peroxido y en estas muestras también se observo sedimentacion. Estos resultados
sugieren que la CMC en concentraciones bajas (0.33 %) actu6 como un ligero pro-
oxidante, también al estar en combinacion con Tween 80 al tener menor
estabilizante. En una mayor concentracion de CMC (0.55 %) con WPI (1.8 %) actuo

como un ligero antioxidante.

Xuycol, (2017). Comentan que se podria esperar que los polisacaridos
cargados negativamente se unan a los metales de transicion cargados
positivamente presentes en la fase acuosa (como el Fe2*), evitando asi que entren

en contacto con los AGPI en las gotitas de aceite.



CONCLUSIONES

En este trabajo se logro obtener emulsiones O/W con aceite de chia estables
al 80% a partir de mezclas de proteina y polisacarido. Se encontro que la
concentracion adecuada para WPI fue de 1.8 % y de CMC fue de 0.55 % las
cuales se compararon con una mezcla proteina, polisacarido y tensoactivo
tradicional.

La concentracion de las mezclas proteina y polisacarido empleadas en esta
investigacion modifican el comportamiento reolégico de las emulsiones de
aceite de chia, en la concentracion de WPI 1.8 % y de CMC 0.55 %, se
observo mayor indice de consistencia K, logrando una mayor estabilidad.
El tamano el tamano, la distribucion y la uniformidad de las particulas
obtenidas en la emulsificacion es determinante para obtencion de
emulsiones O/W con aceite de chia estables. La mezcla de WPI 1.8 % y de
CMC 0.55 %, previnieron la coalescencia y floculacion, pero presentaron un
20% de indice de cremado.

Se encontré que las mezclas proteina-polisacarido contribuyeron con la
estabilidad oxidativa de los AGPI. La concentracion de WPI 1.8 % y de CMC

0.55 %, tuvo mejor resultado.
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