UAB

Universitat Autonoma de Barcelona

Microencapsulacion de aceites vegetales mediante emulsiones O/W
usando mazada como emulgente y diferentes tecnologias homogeneizacion.
Aplicacion a una formula lactea liquida UHT

Libni Mariot Turitich Cantero

ADVERTIMENT. L’accés als continguts d’aquesta tesi queda condicionat a I'acceptacié de les condicions d’us
establertes per la seguent llicencia Creative Commons: https://creativecommons.org/licenses/?lang=ca

ADVERTENCIA. El acceso a los contenidos de esta tesis queda condicionado a la aceptacién de las condiciones de

uso establecidas por la siguiente licencia Creative Commons: -m https://creativecommons.org/licenses/?
Iang=eS @ BY _SA

WARNING. The access to the contents of this doctoral thesis it is limited to the acceptance of the use conditions set

by the following Creative Commons license: https://creativecommons.org/licenses/?lang=en




UAB

Universitat Autonoma de Barcelona

Microencapsulacion de aceites vegetales mediante
emulsiones O/W usando mazada como emulgente y
diferentes tecnologias homogeneizacion. Aplicacion

a una formula lactea liquida UHT

Libni Mariot Turitich Cantero

Tesis Doctoral

Directores:

Dr. ANTONIO JOSE TRUJILLO MESA
Dra. ANTONIA M* CANO SARABIA

Programa de doctorado en Ciencias de los Alimentos
Departamento de Ciencia Animal y de los Alimentos
Facultad de Veterinaria

2024






Microencapsulacion de aceites vegetales mediante
emulsiones O/W usando mazada como emulgente y
diferentes tecnologias homogeneizacion. Aplicacion
a una formula lactea liquida UHT

Tesis doctoral presentada por

Libni Mariot Turitich Cantero

Dirigida por
Dr. Antonio José Trujillo Mesa!

Dra. Antonia M? Cano Sarabia?

Realizada en el

Centro de Innovacion, Investigacion y Transferencia en
Tecnologia de los Alimentos (CIRTTA-UAB) !
Catalan Institute of Nanoscience and Nanotechnology (ICN2) 2

Para acceder al grado de Doctor en Ciencias de los Alimentos de la

UNIVERSITAT AUTONOMA DE BARCELONA

Bellaterra, enero 2024

unB'= - {o} % |CN2E

CIRTTA A ” Institut Catala

de Nanocciéncia
i Nanotecnologia



La autora de esta tesis ha disfrutado de una beca por el “Programa Nacional de
Becas de Posgrado en el Exterior “Don Carlos Antonio Lépez” (BECAL),
dependiente del Ministerio de Economia y Finanzas (MEF)-Paraguay”

La investigacion de la presente tesis doctoral se ha financiado gracias al
proyecto AGL2017-83331-R  (MINECO): “Emulsionantes  bioactivos
funcionalizados por homogeneizacion a ultra alta presion (UHPH) para la
microencapsulacion de aceites vegetales. aplicacion a productos de base

lactea”.



Dr. ANTONIO JOSE TRUJILLO MESA, Catedratico de Universidad en el Area de
Tecnologia de los alimentos del Departament de Ciéncia Animal i dels Aliments de la
Universitat Autonoma de Barcelona, y

Dra. ANTONIA M* CANO SARABIA, Investigadora Senior del grupo Supramolecular
Nanochemistry and Materials del Catalan Institute of Nanoscience and Nanotechnology
(ICN2)

HACEN CONSTAR:

Que la memoria titulada “Microencapsulacion de aceites vegetales mediante emulsiones
O/W usando mazada como emulgente y diferentes tecnologias homogeneizacion.
Aplicacion a una féormula lactea liquida UHT”, presentada por Libni Mariot Turitich
Cantero para optar al grado de Doctor por la “Universitat Autonoma de Barcelona”, ha sido
realizada bajo su direccion y considerandola finalizada, autorizan su presentacion para que
sea juzgada por la comision correspondiente.

Y para que conste a los efectos oportunos, firma el presente certificado en Bellaterra, a 17
de enero de 2024.

Dra. Antonia M* Cano Sarabia Dr. Antonio José Trujillo Mesa






Agradecimientos

Queridos Mary y Toni, en este momento de culminacion académica, no puedo dejar de
expresar mi profundo agradecimiento a ambos por haber sido los faros que guiaron mi
travesia doctoral. Toni, tu constante orientacion y sabiduria fueron fundamentales para mi
desarrollo académico, y estoy verdaderamente agradecida por tu dedicacidon y conocimiento
que contribuyeron de manera significativa a mi tesis. Mary tu paciencia infinita y apoyo
emocional fueron mi ancla en los momentos mas desafiantes. Gracias por ser no solo una
mentora académica excepcional, sino también un pilar emocional crucial durante todo este

viaje.

Rafa, tu papel en este proceso ha sido insustituible. Agradezco tu paciencia infinita, que me
motivo a superar los obstaculos y finalizar esta tesis. Tu inspiracion y aliento fueron

determinantes para alcanzar este logro académico.

A la BECAL, mi gratitud por creer en mi y brindarme la oportunidad de capacitarme en el
extranjero. Esta beca no solo representd un respaldo financiero, sino también la

materializacion de un suefio que hoy se hace realidad gracias a su generoso apoyo.

A mi querida tia Norma y prima Diana, su presencia ha sido mi refugio en la distancia.
Gracias por hacer que esos kildmetros lejanos se sientan como un hogar cercano. Su apoyo

incondicional ha sido invaluable.

A mis amigos: Aga, Alvin, Brayan, Clari, Elba, Fabi, Genis, Karol, Lore, Pati y Tina;
ustedes han sido mi fuente constante de alegria. Gracias por sacarme del aislamiento
académico y hacer mi estancia en Barcelona inolvidable. A Diego y Cristian, mis hermanos
de corazon, gracias por estar conmigo en las buenas y las malas. Vuestra amistad ha sido un

regalo preciado durante esta etapa de mi vida.

Agradezco también al personal de la planta piloto Joan Miquel y Ramén, a aquellos que
tuve el privilegio de conocer en el laboratorio y al grupo Supramolecular Nanochemistry
and Materials del ICN2 por su motivacion constante y su influencia positiva en mi

desarrollo académico.



Tina, Carolina, Elba y Karina, su amistad y colaboracion en el laboratorio han sido
invaluables. Agradezco sinceramente su ayuda, compafierismo y los buenos momentos
compartidos en el entorno cientifico. Su contribucion ha afiadido un valor significativo a mi

experiencia en el laboratorio.

Quiero expresar mi profundo agradecimiento al Profesor Rafael Jimenez-Flores del
Department of Food Science and Technology en The Ohio State University, por
proporcionarnos muestras de mazadas y brindarnos valiosos consejos. Agradezco también
al Dr. Javier Fontecha, director del Grupo de Biomarcadores Lipidicos en Alimentacion y
Salud del Instituto de Investigacion en Ciencias de la Alimentacion de Madrid, por realizar
las analiticas de composicion lipidica de las mazadas. Su generosa colaboracion y

experiencia han sido fundamentales para el éxito de este proyecto.

Finalmente, agradezco a Dios por brindarme la fuerza y fortaleza necesarias para superar los

desafios y por darme la oportunidad de cumplir un suefio tan anhelado.

Este logro no solo es mio, sino de todos aquellos que han sido parte de mi viaje académico

y personal. Gracias a cada uno de ustedes por ser parte esencial de esta travesia.



Resumen

El objetivo principal de esta tesis doctoral se centra en la evaluacion del efecto que ejercen
diferentes tecnologias de homogeneizacion (convencional, microfluidizacion, ultra alta
presion y ultrasonidos) sobre las propiedades fisicoquimicas de emulsiones tipo aceite en
agua (O/W), empleando aceites vegetales ricos en dacidos grasos ®-3 y -6. Esta
investigacion profundiza en el impacto que tiene las concentraciones de la fase oleosa y el
agente emulsionante sobre estas emulsiones, con atencion en el rol desempenado por el
emulsionante de tipo mazada o un producto enriquecido en membrana del globulo graso
(MFGMP). Ademas, se analiza como estas emulsiones, en particular aquellas con mazada,
influyen en las propiedades fisicoquimicas de una férmula liquida para alimentacion infantil.

En un primer estudio se evalud el papel de la mazada como agente emulgente en la creacion
de emulsiones O/W. Se determind que una concentracion del 7% de mazada era 6ptima para
obtener emulsiones con un balance ideal entre el tamafio de particula y la estabilidad fisico-
oxidativa para las técnicas de homogeneizacion utilizadas, subrayando la relevancia de una
precisa concentracion de mazada y fase oleosa (10% y 20%) para obtener emulsiones
estables. Las emulsiones con un 20% de fase oleosa presentaron una reduccion en la
oxidacién, un aumento en la viscosidad y una estabilidad fisica mejorada, en comparacion
con las de 10%, independientemente de la técnica de homogeneizacion utilizada. Ademas,
se compararon diferentes tecnologias de homogeneizacion, determinando que las
formulaciones con un 10% de mezcla de aceites y un 7% de mazada, procesadas mediante
microfluidizacion a 100 MPa y homogeneizacion a ultra alta presion (UHPH) a 200 MPa,
eran las mas efectivas. Estos métodos proporcionaron emulsiones con tamafios de particula
ideales, mayor estabilidad fisica y menor oxidacion comparado con otras tecnologias de
homogeneizacion. La eleccion adecuada de la tecnologia de homogeneizacion demostré ser
crucial para cumplir con los objetivos especificos del proceso.

En un segundo estudio, se prepararon y caracterizaron emulsiones O/W con 10% de fase
oleosa, comparando un MFGMP con la mazada, y utilizando las tecnologias de
homogeneizacion descritas. Las emulsiones con MFGMP, producidas por microfluidizacion
y UHPH, mostraron tamanos de particula uniformes y una estabilidad fisica superior,
mientras que las emulsiones preparadas por homogeneizacion convencional (CH) y
ultrasonidos fueron mads inestables y de mayor tamafio de particula. La seleccion del
emulsionante influy¢ en la consistencia, estabilidad fisica y resistencia a la oxidacion de las
emulsiones. Utilizando el MFGMP, la microfluidizacion a 100 MPa y la UHPH a 200 MPa
demostraron ser procesos de emulsificacion prometedores, resaltando la importancia en la
eleccion de la tecnologia de homogeneizacion y del tipo de emulsionante para lograr
emulsiones O/W con propiedades mejoradas.

En un tercer estudio, se elaboraron y caracterizaron formulas lacteas infantiles (FLIs)
liquidas UHT, compuestas por emulsiones con aceites vegetales ricos en acidos grasos m-3
y ®-6, mazada como emulsionante y sometiéndolas a CH y UHPH. Aunque la UHPH logré
una reduccion del tamafio de particula en las emulsiones, ambas FLIs exhibieron tamafos
similares debido a la presencia de agregados lipoproteicos, mas notables en la FLI con
emulsion UHPH. Durante el almacenamiento se observaron cambios en el color, presentando
las FLIs adicionadas de emulsiones UHPH, indices de blancura més elevados. Por otra parte,
la FLI con emulsion UHPH presenté mayor estabilidad fisica, con menores fendmenos de
separacion de fases y una menor susceptibilidad a la oxidacion en comparacion con la FLI



adicionada de emulsion CH. Este estudio sugiere la produccion de FLIs mediante el uso de
aceites vegetales, mazada y tecnologia de UHPH, ofreciendo beneficios nutricionales,
mejoras en su estabilidad fisica y resistencia a la oxidacion lipidica, extendiendo
significativamente su vida util comercial.

Palabras clave: Emulsion aceite en agua, mazada, aceites omega-3 y 6, homogeneizacioén
convencional, homogeneizacion a ultra alta presion, microfluidizacién, ultrasonidos,
producto enriquecido en membrana del gldébulo graso, formula lactea infantil.



Resum

L'objectiu principal d'aquesta tesi doctoral se centra en 1'avaluacié de l'efecte que exerceixen
diferents tecnologies d'homogeneitzaci6 (convencional, microfluiditzacio, ultra alta pressio
1 ultrasons) sobre les propietats fisicoquimiques d'emulsions tipus oli en aigua (O/W),
emprant olis vegetals rics en acids grassos ®-3 i w-6. Aquesta recerca aprofundeix en
I'impacte que t€ les concentracions de la fase oliosa i I'emulsionant sobre aquestes emulsions,
posant atencid en el rol exercit per I'emulsionant sérum de mantega (SM) o un producte
enriquit en membrana del globul gras (MFGMP). A més, s'analitza de manera exhaustiva
com aquestes emulsions, en particular aquelles amb SM, influeixen en les propietats
fisicoquimiques d’una formula liquida per a alimentaci6 infantil.

En un primer estudi es va avaluar el paper essencial del SM com a agent emulgent en la
creaci6 d'emulsions. Es va determinar que una concentracio del 7% de SM era Optima per a
obtenir emulsions amb un balang ideal entre la grandaria de particula i I'estabilitat fisic-
oxidativa per a les técniques d’homogeneitzacio utilitzades, subratllant la rellevancia d'una
precisa concentracié de SM 1 fase oliosa (10% 1 20%) per a obtenir emulsions estables. Les
emulsions amb un 20% de fase oliosa van presentar una reduccio6 en 1'oxidacid, un augment
en la viscositat i una estabilitat fisica millorada, en comparaci6 amb les de 10%,
independentment de la técnica d'homogeneitzacid utilitzada. A més, es van comparar
diferents tecnologies d'homogeneitzacio, determinant que les formulacions amb un 10% de
mescla d'olis i un 7% de SM, processades mitjancant microfluiditzacié a 100 MPa i
homogeneitzacid a ultra alta pressi6 (UHPH) a 200 MPa, eren les més efectives. Aquests
metodes van proporcionar emulsions amb grandaries de particula ideals, una major
estabilitat fisica 1 menor oxidaci®é comparat amb altres tecnologies d’homogeneitzacio.
L'eleccio adequada de la tecnologia d'homogeneitzacid va demostrar ser crucial per a
complir amb els objectius especifics del procés.

En un segon estudi, es van preparar i van caracteritzar emulsions O/W amb 10% de fase
oliosa, comparant un MFGMP amb el xerigot de mantega, i1 utilitzant les tecnologies
d'homogeneitzacio descrites. Les emulsions amb MFGMP, produides
per microfluiditzaci6 1 UHPH, van mostrar grandaries de particula uniformes i una
estabilitat fisica superior, mentre que les emulsions preparades amb per homogeneitzacio
convencional (CH) 1 ultrasons van ser més inestables 1 de major grandaria de particula. La
seleccido de l'emulsionant va influir en la consisténcia, estabilitat fisica i resisténcia a
I'oxidacid6 de les emulsions. Utilitzant el MFGMP, la microfluiditzacio a 100 MPa i
la UHPH a 200 MPa van demostrar ser processos d'emulsionament prometedors, ressaltant
la importancia en 'eleccié de la tecnologia d'homogeneitzaci6 i del tipus d'emulsionant per
a aconseguir emulsions O/W amb propietats millorades.

En un tercer estudi, es van elaborar 1 van caracteritzar formules lacties infantils
(FLIs) liquides UHT, compostes per emulsions amb olis vegetals rics en acids grassos o-
31®-6, SM com a emulsionant i sotmetent-les a CH i UHPH. Encara que la UHPH va
aconseguir una reduccid de la grandaria de particula en les emulsions, totes dues FLIs van
exhibir grandaries similars a causa de la preséncia d'agregats lipoproteics, més notables en
la FLI amb emulsi6 UHPH. Durant I'emmagatzematge es van observar canvis de color,
presentant les FLIs addicionades d'emulsions UHPH, indexs de blancor més elevats. D'altra
banda, la FLI amb emulsi6 UHPH van presentar major estabilitat fisica, amb menors
fenomens de separacio de fases i una menor susceptibilitat a 1'oxidacié en comparacié amb



la FLI addicionada d'emulsié CH. Aquest estudi suggereix la producci6 de FLIs mitjangant
I'as d'olis vegetals, SM 1 tecnologia de UHPH, oferint beneficis nutricionals, millores en la
seva estabilitat fisica i resisténcia a 1'oxidacid lipidica, estenent significativament la seva
vida util comercial.

Paraules clau: Emulsio oli en aigua, serum de mantega, olis omega-3 i 6, homogeneitzacid
convencional, homogeneitzacié a ultra ala pressio, microfluiditzacid, ultrasons, producte
enriquit en membrana del globul gras, formula lactia infantil.



Abstract

The main objective of this doctoral thesis is focused on evaluating the effect generated by
different homogenization technologies (conventional, microfluidization, ultra-high pressure,
and ultrasound) on the physicochemical properties of oil-in-water (O/W) emulsions, using
vegetable oils rich in -3 and ®-6 fatty acids. This research delves into the impact of
variations in the concentration of the oily phase and the emulsifying agent on these
emulsions, paying special attention to the role played by either a buttermilk-based emulsifier
or one product enriched in milk fat globule membrane (MFGMP). Additionally, it
comprehensively analyses how these emulsions, especially those with buttermilk-based
emulsifiers, influence the physicochemical properties of liquid formula for infant nutrition.
In a first study, the essential role of buttermilk-based emulsifier in the creation of O/W
emulsions was evaluated. It was determined that a concentration of 7% buttermilk was
optimal for obtaining emulsions with an ideal balance between particle size and physical-
oxidative stability for all homogenization techniques used. This underscores the importance
of precise concentrations of both buttermilk-based emulsifier and oil phase (10% and 20%)
to achieve stable emulsions. Emulsions with a 20% oil phase showed reduced oxidation,
increased viscosity, and improved physical stability compared to those with 10%, regardless
of the homogenization technique used. Furthermore, different homogenization technologies
were compared, revealing that formulations with a 10% oil blend and 7% buttermilk,
processed through microfluidization at 100 MPa and ultra-high-pressure homogenization
(UHPH) at 200 MPa, were the most effective. These methods yielded emulsions with ideal
particle sizes, greater physical stability, and lower oxidation compared to other
homogenization technologies. The appropriate choice of homogenization technology proved
to be crucial in meeting the specific objectives of the process.

In a second study, O/W emulsions were prepared and characterized with a 10% oil phase,
comparing the MFGMP and buttermilk-based emulsifier using the homogenization
technologies described earlier. Emulsions with MFGMP, produced by microfluidization and
UHPH, exhibited uniform particle sizes and superior physical stability, while emulsions
prepared with conventional homogenization (CH) and ultrasonication processes were more
unstable and had larger particle sizes. The choice of emulsifier influenced the consistency,
physical stability, and resistance to oxidation of the emulsions. Using MFGMP, both
microfluidization at 100 MPa and UHPH at 200 MPa technologies proved to be promising
emulsification processes, highlighting the importance of selecting the right homogenization
technology and emulsifier type to achieve O/W emulsions with enhanced properties.

In a third study, UHT liquid infant formulae (LIF) composed of emulsions based on
vegetable oils rich in ®-3 and -6 fatty acids, buttermilk-based emulsifier and subjected to
the homogenization treatments CH and UHPH, were elaborated and characterized. Although
UHPH achieved a reduction in particle size in the emulsions, both LIF exhibited similar sizes
due to the presence of lipoprotein aggregates, more pronounced in the LIF with UHPH
emulsion. During storage, perceptible changes in color were observed, with those produced
with UHPH emulsion showing higher whiteness indices. On the other hand, the LIF with
UHPH emulsion demonstrated greater physical stability, with fewer phase separation
phenomena and lower susceptibility to oxidation compared to the LIF containing CH
emulsion. This study suggests the production of LIF using vegetable oils, buttermilk-based
emulsifier, and UHPH technology, offering nutritional benefits, improvement in physical
stability, and resistance to lipid oxidation, significantly extending its commercial shelf life.



Key words: Oil-in-water emulsion, buttermilk, omega-3 and 6 oils, conventional
homogenization, ultra-high pressure homogenization, microfluidization, ultrasounds, fat
globule membrane-enriched product, infant milk formula.
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Capitulo 1

Hipotesis, Objetivos y Plan de trabajo

La problematica en este trabajo de investigacion radica en la necesidad de desarrollar
emulsiones de aceites vegetales ricas en acidos grasos w-3 y 6 que sean estables tanto
fisicamente como frente a la oxidacion lipidica. Los acidos grasos w-3 y 6 son altamente
beneficiosos para la salud humana, pero también son susceptibles a la oxidacion, lo que
puede disminuir su eficacia y calidad nutricional (Coelho et al., 2019; Ghelichi et al., 2023;
Melo et al., 2019).

Para abordar este desafio, se pretende utilizar la mazada como un subproducto valioso
debido a su funcionalidad como ingrediente emulgente en la elaboracion de emulsiones. La
mazada contiene componentes de la leche desnatada, como caseina, proteina de suero,
lactosa y minerales, y fracciones de la membrana de los globulos grasos de la leche,
compuestas por fosfolipidos y proteinas. Esto la convierte en un recurso altamente
prometedor para mejorar la estabilidad y la calidad nutricional de las emulsiones
(Gebreselassie et al., 2016). Se ha demostrado que los fosfolipidos presentes en la mazada
tienen cierta bioactividad, contribuyendo al correcto funcionamiento de las membranas
celulares y al metabolismo lipidico (Mudgil et al., 2016; Ortega-Anaya & Jiménez-Flores,
2019) (Mudgil et al., 2016; Ortega-Anaya & Jiménez-Flores, 2019) . Ademas, la mazada
contiene proteinas de alta calidad que pueden ser beneficiosas para el crecimiento y

desarrollo, especialmente en etapas tempranas de la vida (Ali, 2019).

La obtencion de una emulsion fisicamente estable es esencial para garantizar la calidad y
durabilidad de productos emulsionados. Un sistema de homogeneizacion eficaz, respaldado
por emulsionantes adecuados, es fundamental para lograr la uniformidad y estabilidad de la
emulsion a lo largo del tiempo. En este contexto, entre los sistemas de homogeneizacion
utilizados en la obtencion de emulsiones, la homogeneizacion a ultra alta presion (UHPH)
emerge como un sistema valioso para producir emulsiones fisicamente estables. Al aplicar
altas presiones en el proceso de homogeneizacion, se logra una reduccion en el tamafio de

particula y una dispersion mas uniforme, conduciendo a emulsiones con una estructura mas
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estable y una textura Optima, crucial para diversas aplicaciones industriales y, especialmente,
en la formulacion de productos de alta calidad (Fernandez-Avila et al., 2019; Trujillo et al.,

2021).

La variabilidad en las condiciones de preparacion, incluyendo la eleccion del emulsionante,
su concentracion, el tipo y las condiciones de homogeneizacion, y la concentracion de aceite,
plantea un desafio en la obtencion de emulsiones estables y nutritivas, que ha sido
ampliamente discutida por autores como Hebishy et al. (2013, 2015), McClements (2011) y
Singh (2011). Ademas, la insercion exitosa de estas emulsiones en matrices alimentarias es
fundamental para mostrar su aplicacion practica y su efectividad en la mejora de la calidad

nutricional.

Considerando los desafios de las emulsiones de aceites vegetales ricos en acidos grasos w-3
y 6 en cuanto a estabilidad fisica y resistencia a la oxidacion, se plantea que la incorporacion
de la mazada como emulsionante, por su prometedora funcionalidad, y su combinacion
adecuada con técnicas de homogeneizacion, incluyendo la UHPH, serd fundamental para
mejorar la durabilidad y calidad de estas. Asimismo, se espera que esta optimizacion permita
su aplicacion efectiva en matrices alimentarias, especialmente en foérmulas infantiles,
fortaleciendo su habilidad para mejorar tanto la calidad fisica como quimica del producto

final, lo que en Ultima instancia contribuira a su valor nutricional.

1.1 Objetivo General

El objetivo principal de esta tesis doctoral es realizar una evaluacion detallada y una
comprension profunda del impacto que generan diversas tecnologias de homogeneizacion
en la calidad de emulsiones aceite en agua (O/W). Este estudio se enfoca especificamente en
analizar los efectos de variaciones en las concentraciones de la fase oleosa y del
emulsionante, asi como el papel que juega el tipo de emulsionante (tanto en forma de mazada
como en un producto enriquecido en membrana del globulo graso) en el desarrollo de
emulsiones basadas en aceites vegetales ricos en acidos grasos w-3 y 6. Ademas, se pretende

investigar como la inclusion de estas emulsiones en matrices alimentarias, con un enfoque
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particular en foérmulas infantiles, influye en las propiedades fisico-quimicas de dichas

formulas, con el objetivo de optimizar su calidad y beneficios nutricionales.

1.2 Objetivos Especificos

1.

Evaluar y comparar el efecto de distintas tecnologias de homogeneizacion
(convencional, microfluidizacion, ultra alta presion y ultrasonidos) en la preparacion
de emulsiones a base de aceites vegetales ricos en w-3 y 6, y de mazada como agente

emulgente.

Investigar el impacto de diferentes concentraciones de fase oleosa (10 y 20%) y
emulsionante (5 y 7%) en la formacién y propiedades fisicoquimicas de las

emulsiones obtenidas por las diferentes técnicas de homogeneizacion empleadas.

Analizar como la eleccion del tipo de emulsionante (mazada o producto enriquecido
en membrana de glébulo graso) afecta las caracteristicas fisicoquimicas de las

emulsiones segln la tecnologia de homogeneizacion empleada.

Estudiar como la adicion de estas emulsiones a una matriz alimentaria,
especificamente en una formula lactea infantil liquida UHT, influye en sus

propiedades fisicoquimicas durante su almacenamiento.

1.3 Plan de Trabajo

La estructura de la tesis comprende diversos capitulos que abordan distintos aspectos de la

investigacion. En el Capitulo 1 se contextualiza el tema de estudio, se genera la hipdtesis de

trabajo, se definen los objetivos de la investigacion, y se muestra el plan de trabajo llevado

a cabo. A continuacion, en el Capitulo 2, se presenta el marco tedrico, que proporciona los

fundamentos conceptuales y tedricos que sustentan la investigacion. El Capitulo 3 detalla

la metodologia utilizada para llevar a cabo la investigacion, describiendo los materiales y

métodos, y enfoques empleados. Posteriormente, en los Capitulos 4, 5 y 6, se presentan de

manera detallada los resultados experimentales obtenidos, y se profundiza en su discusion.
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A continuacion, se describen con mas detalle estos capitulos, y las Figuras 1.1, 1.2 y 1.3

proporcionan una representacion visual del plan de trabajo seguido.

En el Capitulo 4 se llevé a cabo un analisis detallado del impacto sustancial generado al
modificar las concentraciones de la fase oleosa (mezcla de aceites de chia y girasol, 10 y
20%) y del emulsionante (mazada, 5 y 7%) durante la preparacion de emulsiones utilizando
diversas tecnologias de homogeneizacion (Figura 1.1). Se evaluaron tecnologias como la
homogeneizacién convencional, la microfluidizacion, la UHPH y los ultrasonidos. Las
emulsiones resultantes se caracterizaron en términos de distribucion y tamafio de particula,
microestructura, comportamiento reologico, y estabilidad fisica y oxidativa lipidica. El
objetivo principal fue comprender cémo estas modificaciones afectan las caracteristicas
fisicoquimicas de las emulsiones, centrandose en la formacion y tamafio de particulas, asi

como en la estabilidad general de estas.

Posteriormente, una vez definida la formulacién y las condiciones de trabajo 0ptimas para
cada tecnologia, se procedid a una comparacion entre ellas. Este estudio nos brindo
informacion esencial para comprender cual de estas tecnologias ofrecia un desempefio

superior en términos de calidad y estabilidad de la emulsion.

Paralelamente en el Capitulo 5 se detalla un estudio (Figura 1.2) de las emulsiones
utilizando un producto comercial procedente de la mazada enriquecida en membrana del
globulo graso (MFGMP). Se replico la formulacion y las condiciones Optimas para cada
tecnologia de homogeneizacion del Capitulo 4, manteniendo constante el nivel de proteina
utilizado anteriormente en las emulsiones elaboradas con mazada, con el objetivo de
determinar la influencia de los fosfolipidos, como componentes mayoritarios junto a la
proteina en el MFGMP, como emulsionantes en estas emulsiones. Posteriormente, se realizo
un analisis comparativo con la mazada convencional empleada en el Capitulo 4. Este
enfoque metodoldgico nos brind6 una comprension mas precisa de como la eleccion del tipo
de emulsionante influye en las propiedades fisicoquimicas y notablemente sobre la
estabilidad fisica y oxidativa de las emulsiones, asi como su comportamiento bajo las
distintas técnicas de homogeneizacion testadas. Este abordaje resulta esencial para entender
el comportamiento de las proteinas y los fosfolipidos en calidad de emulsionantes,

independientemente de la técnica de homogeneizacion utilizada, y como esta puede incidir
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en la seleccion del emulsionante adecuado. La caracterizacion y comparacion entre
emulsiones fueron en términos distribucion y tamafio de particula, observacion de la
microestructura, comportamiento reoldgico, y estabilidades fisica y oxidativa lipidica

(oxidacion primaria y secundaria).

Por ultimo, el Capitulo 6 se centra en la incorporacion de las emulsiones objeto de estudio
en una matriz alimentaria especifica, en este caso, una formula lactea infantil liquida UHT
(Figura 1.3). En este estudio se investigd como las emulsiones, obtenidas bajo condiciones
Optimas mediante las técnicas de UHPH y homogeneizacion convencional, interactiian con
el resto de los componentes de la formula infantil, se comportan frente a un tratamiento
térmico UHT y se mantienen durante un periodo de tiempo de almacenamiento. Para ello se
caracterizaron las leches infantiles en cuanto a su composicion fisicoquimica, distribucion
del tamatio de particula, observacion de la microestructura, color, comportamiento reoldgico,
y estabilidades fisica y oxidativa lipidica (oxidacién primaria y secundaria). Este estudio
ofrece una comprension solida de como estas emulsiones, producidas con diferentes técnicas
de homogeneizacion, se incorporan y preservan sus propiedades en la formula infantil, lo

que incide en la calidad y estabilidad del producto final.

Finalmente, en el Capitulo 7, se presentan las conclusiones, donde se resumen los hallazgos

y se proponen recomendaciones para futuras investigaciones.
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| v Comportamiento Reoldgico en términos de: Indice de consistencia (k) y comportamiento del flujo ()
. v Estabilidad fisica por técnica de dispersion de luz multiple estatica (SMLS) (25 °C, 1,7,15 dias)
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Figura 1.1. Esquema del plan de trabajo expuesto en el Capitulo 4. Caracterizacion de emulsiones O/W formuladas a partir de mazada como emulgente, aceites vegetales
ricos en acidos grasos w-3 y 6, obtenidas por diferentes tecnologias de homogeneizacion.
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Emulsiéon (O/W)
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v Estabilidad fisica por técnica de dispersion de luz multiple estatica (SMLS) (25 °C, 15 dias)
v' Comportamiento reolégico: Indice de consistencia (k) y comportamiento del flujo (17)
v’ Comportamiento oxidativo (oxidacién primaria y secundaria) (50 °C. 1, 7 y 15 dias)

|

Comparacion con sus homologas conteniendo Mazada

Figura 1.2. Esquema del plan de trabajo expuesto en el Capitulo 5. Caracterizacion de emulsiones O/W formuladas a partir de un producto comercial enriquecido en
membrana del globulo graso (MFGMP), aceites vegetales ricos en acidos grasos w-3 y 6, obtenidas por diferentes tecnologias de homogeneizacion, y comparacion con sus

homologas conteniendo mazada.
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Emulsion Emulsion

7% mazada, 10% aceites, 30 MPa (CH) 7% mazada, 10% aceites, 200 M[Pa (UHPH)

8.56% de lactosa
1.34% de proteina de suero

Tratamiento UHT indirecto \ Y J
Formula Infantil Liquida 140 °C por4 s Formula Infantil Liquida

Caracterizacion y comparacion
v’ Tamailo y distribucion de particulas por las técnicas de distraccion laser (D;, y D, ;) *
v' Microestructura a través de microscopia confocal *
v" Analisis de color (1 y 60 dias)
v Comportamiento reoldgico: indice de consistencia (k) y comportamiento del flujo () (1. 7. 15. 30 y 60 dias)
v Estabilidad fisica utilizando la técnica de dispersion de luz multiple estatica (SMLS) (25 °C.1. 7. 15. 30 y 60 dias)
v Comportamiento oxidativo (oxidacién primaria y secundaria) (50 °C. 1. 7.30. 60 dias).

* Qe evaluaron también en las emulsiones.

Figura 1.3. Esquema del plan de trabajo expuesto en el Capitulo 6. Aplicacion de emulsiones en una formula lactea infantil liquida UHT.
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2.1 Emulsion

Una emulsidn es un sistema heterogéneo formado por dos liquidos inmiscibles, normalmente
estabilizado por un emulsionante. En las ltimas décadas, las caracteristicas estructurales y
dinamicas de las emulsiones han motivado que exista un creciente interés en la aplicacion
de este tipo de sistemas en diversos sectores industriales. Por ejemplo, en el campo
farmacéutico, cosmético y alimentario se utilizan estos sistemas como contenedores o
vehiculos de transporte, para mejorar la eficiencia en el suministro de activos, su
biodisponibilidad y su proteccion frente a procesos de degradacion (Berton-Carabin et al.,

2018; Granato et al., 2020).

En la industria alimentaria, las emulsiones desempefian un papel esencial en la formulacion
y calidad de muchos alimentos, brindando caracteristicas tinicas y mejorando la experiencia
del consumidor (textura, estabilidad y palatabilidad). Por ejemplo, las emulsiones son
ampliamente utilizadas para fabricar una amplia variedad de productos, incluyendo leche,
cremas, refrescos, bebidas nutritivas, aderezos, mayonesa, salsas, postres, helados,

margarina y mantequilla (McClements, 2010).

En una emulsion, un liquido (la fase dispersa o discontinua) es dispersado en otro liquido (la
fase continua), en el cual no es soluble (Wilde, 2009). En funcion de la naturaleza y la
distribucion de sus fases (ver Figura 2.1), las emulsiones se clasifican en sistemas simples,
como las emulsiones aceite-en-agua (’Oil-in-Water”, O/W) o agua-en-aceite ("’Water-in-
0Oil”, W/0), y sistemas multiples, como las emulsiones agua-en-aceite-en-agua (”’Water-in-
Oil-in-Water”, Wi/O/Wz) o aceite-en-agua-en-aceite (“Oil-in-Water-in-Oil”, O1/W/O2)
(McClements, 2007).
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Figura 2.1. Representacion esquematica de distintos tipos de emulsiones: emulsiones agua-en-aceite

(”Water-in-Oil”, W/O), emulsiones aceite-en-agua (’Oil-in-Water”

, O/W), emulsiones de aceite-en-agua-en-

aceite (Oil-in-Water-in-Oil”, O1/W/O,) y emulsiones de agua-en-aceite-en-agua (”Water-in-Oil-in-Water”,
W1/0/W2) (Vergara, 2018).

De acuerdo al tamafio de las gotas de la fase dispersa, las emulsiones también se pueden

clasificar en: macro-, nano- y microemulsiones. En la Tabla 2.1. se describe la composicion

y propiedades fisicoquimicas observadas en macro-, nano- y microemulsiones de naturaleza

alimentaria (Anton & Vandamme, 2011; Gupta et al., 2016; McClements, 2010).

Tabla 2.1. Propiedades de macro-, nano- y microemulsiones de naturaleza alimentaria.

Propiedad Macroemulsiones Nanoemulsiones Microemulsiones
Tamano >400 nm 100-400 nm <100 nm
Morfologia Esférica Esférica Esférica, laminar
Aparienci . )
pariencia Turbio Turbio/Transparente Transparente
fisica
- Termodindmicamente Termodinamicamente Termodindmicamente

Estabilidad . o :

inestable, débilmente inestable, estable

cinéticamente estable cinéticamente estable
Meétodo de Alta energia Alta y baja energia Baja energia
preparacion
Concentracion .

Baja Moderada Alta

del
emulsionante
Polidispersidad Normalmente alta Normalmente baja Normalmente baja

(>40%)

(<20%)

(<10%)

Las macro-emulsiones son sistemas termodinamicamente inestables, es decir, con el tiempo

siempre se da una separacion de fases, aunque a veces pueden presentar una cierta estabilidad
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cinética que retarda su separacion, y se caracterizan porque su generacion no suele ser
espontanea requiriendo metodologias de preparacion de alta energia. El didmetro medio de
las gotitas dispersas puede ser desde nanométrico a micrométrico. Por otro lado, las
nanoemulsiones son sistemas termodinamicamente inestables, pero cinéticamente estables,
y requieren metodologias de preparacion de alta/baja energia. En este tipo de emulsiones, el
diametro medio de las gotitas dispersas estd comprendido entre 100 y 400 nm. Por ultimo,
las microemulsiones son sistemas termodinamicamente estables que se pueden formar de
manera espontanea y que requieren métodos de preparacion de baja energia. El tamaiio
medio de las gotitas de la fase dispersa es nanométrico (<100 nm) y tienen un aspecto
transparente o translucido azulado (Delmas et al., 2011). Las microemulsiones son mezclas
homogéneas a nivel macroscopico, pero su estructura es heterogénea a nivel
submicroscopico. La estabilidad de este tipo de emulsiones se ha observado que se puede
alterar por cambios de temperatura y pH hasta alcanzar un punto en el que el sistema se

escinde en dos fases (Anton & Vandamme, 2011).

La estabilidad fisica y oxidativa de una emulsion se define como la capacidad de resistir
cambios en sus propiedades a lo largo del tiempo. En muchos contextos industriales, la
estabilidad fisica se define esencialmente como la capacidad de evitar la coalescencia de las
particulas de la emulsion y prevenir la sedimentaciéon durante un periodo de tiempo
determinado, mientras que la estabilidad oxidativa se refiere a la capacidad que tiene una
emulsion de proteger sus ingredientes frente a fendmenos de oxidacion, que puedan dar lugar
a la formacion de compuestos no deseados (McClements, 2015a). A esta estabilidad la
influyen factores clave, como el tamafio de las particulas, la diferencia de densidad entre
ambas, la viscosidad de la fase continua y de la emulsion final, las cargas de las particulas,
la naturaleza, eficacia y cantidad del emulsionante, y las condiciones de almacenamiento
(McClements, 2015a). Estas ultimas incluyen temperaturas elevadas o bajas, agitacion y

vibracion, dilucidon o evaporacion durante el almacenamiento o el uso.

La estabilidad de una emulsién estd estrechamente vinculada a la presencia de
emulsionantes, sustancias que facilitan la dispersion de las gotas de la fase dispersa en la
fase continua, generando una mezcla estable. Los emulsionantes tipicamente poseen una
porcion hidrofilica (con afinidad por el agua) y una porcion lipofilica (con afinidad por los

lipidos o grasas), permitiéndoles unirse a ambas fases. Este proceso reduce la tension
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interfacial y previene la coalescencia de las gotas, contribuyendo asi a la estabilidad de la
emulsion. Los emulsionantes pueden ser de origen natural o sintético. La eleccion entre ellos
se basa en las caracteristicas deseadas de la emulsion y en los requisitos de estabilidad y
compatibilidad de los ingredientes utilizados (McClements, 2015a). Algunos ejemplos
comunes de emulsionantes incluyen proteinas, lipidos y surfactantes (Wilde, 2009).
Actualmente, los emulsionantes comerciales mas utilizados a base de proteinas son las
caseinas y derivados, que se comercializan industrialmente en forma de caseinato de sodio
(Wang et al., 2013). Estos emulsionantes estdn compuestos por todas las fracciones de

caseina, incluyendo caseinas as1, 0s2, B y K, que poseen fuertes propiedades anfifilicas.

2.2 Emulsiones aceite-en-agua (O/W)

Las emulsiones aceite-en-agua (O/W) son mezclas coloidales en las que las gotas de aceite
(fase dispersa) estan dispersas en una fase acuosa continua. Este tipo de emulsiones es
comunmente utilizado en una variedad de productos, desde alimentos y productos

farmacéuticos hasta productos cosméticos e industriales.

2.2.1 Fase dispersa “0O”

En una emulsion O/W, la fase dispersa u oleosa se compone de diminutas gotas de aceite.
En este tipo de emulsiones, la fase oleosa suele consistir en liquidos no polares que abarcan
acidos grasos libres, mono, di y triacilglicéridos, aceites esenciales, aromatizantes, ceras,
lipidos, compuestos lipofilicos y vitaminas solubles en aceite. Dentro de todos estos
componentes, los triglicéridos de cadena larga son los mas frecuentemente utilizados debido
a su rentabilidad, propiedades funcionales y valor nutricional (Aswathanarayan & Vittal,

2019).

Actualmente, los consumidores estan cada vez mas interesados en su bienestar y buscan de
manera proactiva alimentos que contribuyan a su salud. La composicion de la fase oleosa en
emulsiones desempefia un papel crucial en este contexto. La tendencia actual destaca los
alimentos funcionales personalizados, que incorporan ingredientes bioactivos con funciones
especificas en el organismo (Kaur & Das, 2011). Por ejemplo, la inclusion de acidos grasos
omega-3 (0-3) y omega-6 (0-6) de origen vegetal en estos alimentos ha ganado popularidad

debido a sus beneficios para la salud. La cuidadosa seleccion y combinacion de aceites
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vegetales ha permitido la incorporacion de mezclas Optimas de acidos grasos esenciales,
contribuyendo a una alimentacidon equilibrada y saludable, y a asegurar la estabilidad de
dichos acidos grasos (Shiela et al., 2004).

Los acidos grasos esenciales, clasificados como poliinsaturados (PUFAs), son aquellos que
el cuerpo humano no puede producir por si mismo y, por lo tanto, deben obtenerse a través

de la dieta. Hay dos tipos principales de acidos grasos esenciales (Coelho et al., 2019):

1. Acidos Grasos Omega-3 (®-3)

e Acido a-Linolénico (ALA): Es el 4cido graso esencial ®-3 mas comun. Se
encuentra en alimentos como las semillas de chia, semillas de lino, nueces y
aceite de canola.

e Acido Eicosapentaenoico (EPA): Se encuentra principalmente en pescados
grasos como el salmon, la caballa y las sardinas.

e Acido Docosahexaenoico (DHA): Al igual que el EPA, se encuentra en pescados
grasos y también se puede obtener a través de suplementos de aceite de pescado.

2. Acidos Grasos Omega-6 (0-6)

e Acido Linoleico (LA): Este es el 4cido graso esencial ®-6 mas comun y se
encuentra en aceites vegetales como el aceite de girasol, maiz y soja, asi como
en frutos secos y semillas.

e Acido Araquidénico (AA): Se encuentra en alimentos de origen animal como

carne y huevos, y también se produce a partir del acido linoleico en el cuerpo.

Ambos tipos de acidos grasos esenciales desempenan un papel fundamental en la salud
humana, participando en funciones vitales como la formacion de membranas celulares, la
regulacion del sistema inmunologico y la sintesis de hormonas. Mantener un equilibrio
adecuado entre los acidos grasos ®-3 y -6 es esencial para promover la salud general y
prevenir desequilibrios inflamatorios (Gillingham et al.,, 2013). Por ejemplo, se ha
evidenciado que el consumo de acidos grasos ®-3 brinda proteccion contra enfermedades
cardiacas e inflamatorias, asma, trastornos del estado de &nimo y enfermedades de la retina

(Kulczy 'nski et al., 2019; Melo et al., 2019; Mufioz et al., 2013; O’Dwyer et al., 2013).

Es conocido que algunos acidos grasos poliinsaturados (PUFAs) pueden convertirse en otros

PUFAs a través de procesos metabdlicos en el cuerpo (Figura 2.2). Este proceso se conoce
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como desaturacion y elongacion, y es esencial para la sintesis de diferentes tipos de PUFAs.
Por ejemplo, la conversion del ALA en acidos grasos de cadena larga como el EPA y DHA
o el LA a AA a través de una serie de reacciones enzimaticas. Es importante destacar que
estas conversiones no son siempre eficientes y pueden estar influenciadas por diversos
factores, como la dieta y la presencia de otras grasas en la alimentacion. Ademas, existe una
competencia entre los grupos de acidos grasos omega-3 y omega-6 por las mismas enzimas,
lo que puede afectar la tasa de conversion (Hoppenbrouwers et al., 2019; Huerta-Yépez et

al., 2016).

Omega-6 Omega-3
9 o
M A=A=ANNNC-0H A=A C-0H
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Figura 2.2. Rutas metabolicas y fuentes alimentarias de los acidos grasos ®-3 y -6 (Stark et al., 2008).

Investigaciones resaltan la importancia de mantener un equilibrio cercano a 1 entre los &cidos
grasos ®-6 y ®-3 para aprovechar sus beneficios (Gomez Candela, 2011; Harris et al., 2006).
En la actualidad, este equilibrio a menudo supera el valor de 20, lo que aumenta el riesgo de
enfermedades relacionadas con el sobrepeso y la obesidad (Simopoulos A., 2016), y se ha
vinculado con problemas de comportamiento en nifios. De hecho, un estudio realizado por
Johnson et al. (2017) mostré6 mejoras en el tratamiento de nifios con déficit de atencion

mediante suplementos de acidos grasos m-6/m-3.
Hasta el momento, los aceites de pescado son la mayor fuente industrial de acidos grasos

poliinsaturados. Sin embargo, en la actualidad se ha observado que los aceites de pescado

no pueden satisfacer la creciente demanda global de acidos grasos ®-3 ni son aptos para
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consumidores vegetarianos y veganos (Ramprasath et al., 2015). Por tanto, se ha generado
una creciente demanda de busqueda de otras fuentes de PUFAs que sean de origen vegetal.

En este sentido, los aceites extraidos mediante el prensado de semillas de chia y girasol
poseen un significativo potencial como fuentes de acidos grasos, presentando un notorio
valor nutracéutico y terapéutico, segun investigaciones como las de Anjum et al. (2012). Las
semillas de chia (Salvia hispanica L.) son la fuente vegetal con mayor concentracion
conocida de ®-3, con hasta un 67,8% de ALA y un 20% de LA (Noello et al., 2016). Por otra
parte, el aceite de girasol (Helianthus annuus L.) es un aceite que tiene un bajo contenido en
acidos grasos saturados y es rico en LA (®-6), acido oleico (w-9) y fitoesteroles (Moreau et
al., 2002, 2018; Sousa et al., 2021). Ambos aceites se distinguen por su alto contenido en
vitamina E, que les proporciona un poderoso efecto antioxidante frente a radicales libres. El
aceite de chia presenta una concentracion de vitamina E que oscila entre 238-427 mg/kg,

mientras que el de girasol la tiene de 634,4 mg/kg (Reyes-Caudillo et al., 2008).

Desde la perspectiva del desarrollo de un nuevo alimento funcional basado en emulsiones,
la incorporacion de una mezcla de aceites de chia (abundante en ®-3) y girasol (rico en ®-6)
como fase dispersa se muestra sumamente prometedora. Esta combinacion puede contribuir
de manera efectiva a mantener una proporcion equilibrada de ®-6/®-3 en el organismo,
cumpliendo con las recomendaciones de la FAO/OMS, ademas de ser una fuente de vitamina

E y fitoesteroles para el desarrollo de una alimentacion saludable (Guiotto et al., 2014).

2.2.2 Fase continua “W”

La fase continua en una emulsion se refiere a la matriz continua del sistema en la cual estan
dispersas finamente las pequefias gotas de la fase dispersa. En las emulsiones, la fase
continua proporciona la estructura basica y el sostén del producto. En una emulsion O/W, la
fase continua estd compuesta principalmente por agua, pudiendo contener también otros
ingredientes como carbohidratos, proteinas, co-disolventes (alcoholes, polioles), minerales,
bases y acidos (Saxena et al., 2017). El tipo y la concentracion de la fase continua determinan
la polaridad, el pH, el comportamiento de fases, la tension interfacial, la fuerza idnica y el
comportamiento reoldgico de las emulsiones, lo cual, a su vez, influye en la fabricacion y

estabilizacion de las emulsiones (Manzoor et al., 2023).
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2.2.3 Emulsionante o material emulgente

Un emulsionante es una sustancia quimica que tiene la capacidad de facilitar y estabilizar la
formacion de emulsiones. En una emulsion, el emulsionante juega un papel crucial al
permitir que las fases inmiscibles se mezclen de manera estable mediante la reduccion de la
tension interfacial entre las gotas de la fase dispersa y la fase continua. Al adsorberse en la
interfaz entre estas fases, el emulsionante forma una capa protectora alrededor de las gotas,

impidiendo su coalescencia y evitando que se agrupen (Borreani et al., 2019).

Los emulsionantes pueden tener diferentes estructuras quimicas, pero comparten la
propiedad de ser anfifilicos, es decir, tienen regiones que son solubles en agua (hidrofilicas)
y otras que son solubles en aceite (lipofilicas). Esta dualidad les permite interactuar tanto
con la fase acuosa como con la fase oleosa de la emulsion. En la industria alimentaria, los
emulsionantes son ampliamente utilizados para crear productos estables y homogéneos, tales
como cremas, salsas, y aderezos. Algunos ejemplos comunes de emulsionantes son los
tensioactivos, fosfolipidos, proteinas y polisacaridos (McClements et al., 2017; Stauffer et

al., 2020).

Un emulsionante debe cumplir con varias caracteristicas para ser eficaz en la formacion y
estabilizacion de emulsiones. Estas caracteristicas son fundamentales para asegurar la
calidad y la estabilidad de la emulsion (McClements, 2015b). Algunos criterios son: (1)
Actividad superficial: El emulsionante debe adsorberse en las interfaces O/W. Esto implica
tener una proporcion adecuada de grupos polares y no polares en su estructura molecular
para interactuar con ambas fases; (2) Cinética de adsorcion: El emulsionante debe adsorberse
rapidamente en las superficies de las gotas durante la homogeneizacion. Esta rapida
adsorcion es esencial para reducir rapidamente la tension interfacial y evitar la agregacion
de las gotas; (3) Reduccion de la tension interfacial: Los emulsionantes adsorbidos en la
interfaz deben reducir eficazmente la tension interfacial entre las fases. Esto facilita la
interrupcion de las gotas dentro de los homogeneizadores y contribuye a la estabilidad de la
emulsion; (4) Estabilizacion: El emulsionante debe formar una capa protectora alrededor de
las gotas para prevenir la agregacion durante los encuentros gota a gota. Esto se logra
generando fuertes interacciones repulsivas, como la repulsion estérica o electrostatica; (5)
Cobertura superficial: La cantidad de emulsionante necesaria para estabilizar una emulsion

depende de la carga superficial, que es la masa de emulsionante por unidad de superficie en
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saturacion. Cuanto mayor sea la carga superficial, mds emulsionante se requiere para

estabilizar una emulsion especifica.

Estos criterios aseguran que el emulsionante facilite la formacion de pequenas gotas durante
la homogeneizacién y prevenga la coalescencia de las gotas bajo diversas condiciones
ambientales. En lineas generales, la eleccion del emulsionante adecuado dependera del tipo
de emulsion (O/W, W/O), facilidad de su manejo, su compatibilidad con el resto de los
ingredientes de la emulsion, etiquetado y registro sanitario, las caracteristicas del producto

final y las condiciones de procesamiento y almacenamiento (Stauffer et al., 2020).

La mazada, también conocida como suero de mantequilla o buttermilk en inglés, es un
subproducto liquido de color blanco y textura cremosa con un alto valor nutricional que se
obtiene durante el proceso de elaboracion de la mantequilla a partir de la nata (Augustin et
al., 2015; Singh, 2006). En concreto, la nata que proviene del proceso de desnatado de la
leche se bate para separar la parte acuosa de la parte grasa. Con la parte grasa se elabora la

mantequilla y a la parte acuosa se le denomina mazada (Figura 2.3).

ITI. Separacion de fases

I. Nata ,-.\
(38 al 42% de grasa) (Fase sélida) & N
™
(:) MANTEQUILLA .
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[ Caseina g
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Figura 2.3. Esquema de los diferentes pasos de procesamiento utilizados en la fabricacién de mantequilla, con
su impacto en la estructura de la matriz de la leche. (I) La nata pasteurizada se bate para inducir una inversion
de fase; (I) la membrana del globulo de grasa de la leche (MFGM) se rompe liberando su contenido graso;
(IIT) el liquido expulsado (mazada) resultante del batido se drena y los granos de mantequilla se siguen
procesando (Conway et al., 2014).
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Segun las ultimas estadisticas, se produjeron aproximadamente 400.000 t y 973.000 t de
mazada anualmente en Union Europea (Eurostat, 2022) y Estados Unidos (USDA, 2022),
respectivamente. En lineas generales, por cada 100 kg de leche, se pueden obtener 4,35 kg
de mantequilla y 4,55 kg de mazada (Boylston, 2019). Desde una perspectiva comercial, una
vez que se obtiene la mazada, generalmente esta se somete a procesos de concentracion
mediante evaporacion y secado por pulverizacion, lo que resulta en una mazada en formato
polvo. De este proceso, se pueden obtener mazadas de diferente composicion (dulce, acida,
de suero) (Figura 2.4) y diferentes propiedades funcionales en base al origen de la nata

empleada (Tabla 2.2).

Tabla 2.2. Composicion! de la leche desnatada en polvo, la mazada dulce, 4cida o de suero
(Sodini et al., 2006).

Producto ngggﬁno Lipidos Fosfolipidos Ceniza Lactosa pH
Leche desnatada en 35,9 0,3 ND? 8,0 55,8 6,39
polvo

Mazada dulce 31,5 13,1 1,27 6,7 48,7 6,061
Mazada acida 27,8 22,3 1,15 6,2 43,7 5,39
Mazada de suero 14,1 15,5 1,87 7,0 63,4 5,98

! Concentraciones expresadas en % de base seca. 2ND = No determinado.

La mazada dulce, también conocida como suero de mantequilla dulce, es la variedad de
mazada mas ampliamente utilizada en el dmbito comercial. Esta mazada suele presentar
niveles de acidez que oscilan entre el 0,10% y el 0,15%, y se caracteriza por tener un
contenido de proteinas (caseina y séricas) comprendido entre 31,5% y 33,1%, de lactosa
entre un 48,7% y 53,8%, y de grasa entre un 5,7% y 13,1% (Sodini et al., 2006). Por otro
lado, la mazada &cida o fermentada (cultured buttermilk) se distingue por su alta
concentracion de fosfolipidos y por su acidez, que puede alcanzar niveles superiores al 1%
(Banerjee & Qamar, 2022). Finalmente, la mazada de suero (whey buttermilk) proviene del
suero de la queseria y se caracteriza por su elevado contenido de lactosa, que representa el
63,4%, y un matiz ligeramente acido. En composicion, la mazada se asemeja a la leche
desnatada en cuanto al contenido de proteinas (caseina y proteinas séricas), minerales y
lactosa. Esto la convierte en una opcidon muy atractiva como sustituto en una amplia variedad

de aplicaciones alimentarias (De Bassi et al., 2012; Gebreselassie et al., 2016).
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Recientemente, se ha observado un creciente interés en la utilizacion de la mazada en el
desarrollo de alimentos funcionales, principalmente debido a su contenido excepcionalmente
alto en membrana del globulo de grasa de la leche (MFGM) (Dewettinck et al., 2008). La
MFGM es una membrana natural de la leche que actia como emulsionante natural, ya que
rodea y protege los globulos de grasa lactea ricos en triglicérido contra fendmenos de
floculacién y la coalescencia (Figura 2.5) (Bourlieu & Michalski, 2015; Dewettinck et al.,
2008; Garczewska-Murzyn et al., 2022).
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Figura 2.4. Diagrama de flujo del proceso de obtencion de: (I) nata, (II) mantequilla, (IIT) grasa lactea anhidra
(AMF) y diversos tipos de mazada (dulce, acida, de suero) a partir de leche cruda (Vanderghem et al., 2010).

Los componentes de la MFGM tienen la capacidad de interactuar con el calcio presente en
la leche, lo que a su vez ayuda a evitar la floculacioén de proteinas, en especial de la caseina,
y previene asi la separacion de las fases de la leche (Jukkola et al., 2019; Spitsberg et al.,
2019). Asimismo, la MFGM previene la oxidacion e hidrélisis de la grasa de la leche, lo que
mejora la idoneidad de la leche para su procesamiento en la industria lactea (El-Loly, 2011;

Singh & Gallier, 2017; Smoczynski et al., 2012).
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La MFGM tiene espesores comprendidos entre 10 y 50 nm, y se compone de proteinas
bioactivas (25-70%), lipidos no polares y polares (30-75%), enzimas y otros componentes
minoritarios (Conway et al., 2014; Dewettinck et al., 2008; Lambert et al., 2016;
Vanderghem et al., 2010). Los lipidos polares estan compuestos principalmente por
fosfolipidos  (aproximadamente el 30%), como la fosfatidilcolina (PC), 1la
fosfatidiletanolamina (PE), la fosfatidilserina (PS) y el fosfatidilinositol (PI), asi como por
esfingolipidos, destacando la esfingomielina (SM), la cual es la mas predominante en los
lipidos polares de la mazada (Britten et al., 2008; Rombaut et al., 2006; Rombaut &
Dewettinck, 20006).

= Glycosphingolipids (cerebrosides, gangliosides)
Milk fat globule !l’f Do, B
membrane /

Glycerophospholipids:
(MFGM)

PC (outer side), PE, PS, PI (inner side)
Sphingomyelin (SM; {)
Triglycerides %

& —Xanthin oxidase
—Butyrophilin

>~ Glycosylated proteins
Milk fat globule

Primary membrane from the o\

endoplasmic reticulum ~ _ 922
Bilayer from the

plasma membrane

Figura 2.5. Representacion esquematica de la estructura de la membrana del globulo de grasa de la leche
(Lopez et al., 2008).

Hasta la fecha, se ha descubierto que los lipidos polares de la leche de la MFGM vy sus
proteinas asociadas tienen una actividad fisioldgica que va mas alla de su funcion estructural
en las membranas bioldgicas. En concreto, se ha observado que los lipidos y proteinas de la
MFMG presentes en la mazada influyen en la fisiologia intestinal, el metabolismo lipidico,
el desarrollo cognitivo del cerebro estimulando el crecimiento de las células nerviosas (Alj,
2019), la resistencia fisica, el sistema inmunolédgico y la salud de la piel manteniendo su
hidratacion (Anto et al., 2020; Da Silva et al., 2021; Ortega-Anaya & Jiménez-Flores, 2019).
Por ejemplo, se ha demostrado que el consumo continuado de mazada puede tener un efecto
preventivo contra enfermedades cardiovasculares, ya que es capaz de reducir el nivel de
colesterol en sangre, y el cancer de colon como consecuencia de su caracter antioxidante (El-
Loly, 2011; Mudgil et al., 2016). Por esta razon, estos componentes se suelen aislar de la

mazada y se utilizan en la elaboracion de alimentos funcionales (p.e. formulas infantiles) y
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productos cosméticos (Arranz & Corredig, 2017; Fontecha et al., 2020; Govindasamy-Lucey
et al., 2006).

La mazada es un producto muy versatil que se utiliza tanto en alimentacion humana como
animal (Sodini et al., 2006; Vanderghem et al., 2010). Por ejemplo, en la industria lactea, la
mazada se emplea en la produccion de bebidas, helados, quesos y yogures. En este sector, la
mazada se utiliza como aditivo para mejorar la estabilidad térmica de la leche condensada
reconstituida, y para mejorar la estructura, las caracteristicas sensoriales y el rendimiento de
yogures y quesos bajos en grasa (Govindasamy-Lucey et al., 2006; Hickey et al., 2017;
Romeih et al., 2012; Sakkas et al., 2020, 2021; Vanderghem et al., 2010). La mazada baja en
grasa puede contener hasta un 28% de calcio, y consumir 500 mL de suero de mantequilla,
segin estudios realizados por Kumar et al. (2019), seria suficiente para cubrir el

requerimiento diario de calcio del cuerpo humano, que es de 1 g.

Desde el punto de vista del uso de la mazada como emulsionante natural en alimentacion,
los fosfolipidos y proteinas presentes en la MFGM son los componentes que le confieren esa
propiedad, observandose una mayor capacidad emulsionante de la mazada a mayor
concentracion de proteinas en la MFGM. Como ejemplo, se ha reportado que 1 g de MFGM
puede llegar a emulsionar 25 g de aceite (Kanno et al., 1989, 1991). Asi, la mazada se ha
utilizado como emulsionante en productos tales como el chocolate, la mantequilla
reconstituida, analogos de queso y salsas de queso, y como aditivo para mejorar la capacidad
de retencion de agua, la textura y la proteccion de lipidos contra oxidacion en productos de

panaderia, bollerias y salsas (Ali, 2019; Vanderghem et al., 2010).

2.3 Formacion de una emulsion aceite-en-agua

La preparacion de una emulsion implica la combinacion de dos liquidos inmiscibles, fase
dispersa y fase acuosa, con la ayuda de un emulsionante para formar una mezcla estable. En
lineas generales para preparar una emulsion (Figura 2.6) se suelen llevar a cabo los pasos
que se describen a continuacion (Horn, 2012, McClements, 2015): (1) Seleccion de la fase
acuosa, dispersa y emulsionante en funcion del tipo de emulsion deseada y del producto final
que se esta formulando; (2) Medir con precision las cantidades requeridas de la fase acuosa,

la fase dispersa y el emulsionante. En algunos casos se suele calentar las fases acuosa y
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dispersa puede facilitar la formacion de la emulsion al reducir la viscosidad y mejorar la
solubilidad del emulsionante; (3) Incorporar el emulsionante a una de las fases
(generalmente a la fase acuosa u oleosa) antes de la mezcla. Esto permite que el emulsionante
se distribuya uniformemente y adsorba en la interfaz entre las fases; (4) Mezclar las fases
acuosa y dispersa gradualmente de forma manual o con un agitador/homogeneizador de baja
energia para obtener una primera emulsion de tamano de gota grande denominada como
“gruesa”. A continuacion, dicha emulsion es sometida a una segunda etapa de
homogeneizacioén en un equipo de alta energia que permita la rotura de las gotas grandes de
fase dispersa y crear emulsiones mas finas y estables; (5) En algunos casos, enfriar la
emulsion puede ayudar a mejorar su estabilidad, especialmente si se utiliza una fase oleosa
que es liquida a altas temperaturas, pero solida a bajas temperaturas; y (6) Almacenar la
emulsion en envases adecuados, teniendo en cuenta las condiciones de almacenamiento

recomendadas para mantener su estabilidad a lo largo del tiempo.

Fase oleosa

Homogeneizacion Homogeneizacion
primaria secundaria
—_— —_—
Fase acuosa Formacion de la Disminucion del

emulsion ) tamano de gota

Figura 2.6. Proceso de formacion de una emulsion o/w (McClements, 2011).

De acuerdo con lo descrito anteriormente, la estabilidad de las emulsiones juega un papel
multifacético en la industria alimentaria, afectando aspectos que van desde la calidad
sensorial hasta la vida util de los productos. La comprension y el control de las propiedades
emulsionantes son esenciales para garantizar la consistencia y el éxito de una amplia
variedad de productos alimentarios en el mercado. Durante la elaboracion de una emulsion,
los tres puntos criticos que determinaran su calidad y estabilidad serdn: (1) La formacion y
ruptura de las gotas; (2) La adsorcion del agente emulsificante en la interfase aceite/agua; y
(3) La coalescencia de las gotas.

La coalescencia, también denominada "re-coalescencia", es un fendmeno que ocurre después
de la homogeneizacion y se refiere a la unidn de las gotas recién formadas con el objetivo

de minimizar su energia libre interfacial. Por lo tanto, resulta fundamental que el agente
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emulsificante se adsorba rapidamente en la interfase para reducir la tension interfacial y
prevenir la re-coalescencia, ya que una adsorcion lenta podria dificultar la eficiencia del

proceso de formacion de la emulsion (Mahdi Jafari et al., 2007; McClements, 2015).

2.4 Métodos de preparacion de emulsiones

En el proceso de formacion de emulsiones, la energia juega un papel crucial, ya que rompe
la interfaz entre las fases liquidas inmiscibles y facilita la creacion de pequefias gotas
dispersas. En la actualidad existen varios métodos para preparar emulsiones, los cuales estan
clasificados entre métodos de emulsificacion de alta o baja energia. La eleccion de un
método u otro a la hora de preparar emulsiones dependera de las caracteristicas especificas

del sistema y del producto final que se busca obtener (Salem et al., 2018).

2.4.1 Métodos de emulsificacion de baja energia

Los métodos para la obtencion de emulsiones de baja energia se enfocan en la formacion
espontanea de diminutas gotas de aceite en mezclas de aceite-agua-emulsionante. Estos
procedimientos implican cominmente la utilizacion de agentes emulsionantes, los cuales
desempetian un papel crucial al reducir la tension interfacial entre las fases y facilitar la
creacion de gotas mas pequenas. Este enfoque, caracterizado por su baja intensidad,
demanda una menor cantidad de energia en comparacion con los métodos de alta energia, lo

que resulta beneficioso tanto en términos de eficiencia como de sostenibilidad (Izquierdo et

al., 2001; Tadros et al., 2004).

Entre los métodos mas convencionales empleados para la obtencion de emulsiones de baja
energia se encuentran (Maestro et al., 2008; Salem et al., 2018): (1) Emulsificacion
espontanea: En este método, las fases acuosa y oleosa se mezclan con un agente
emulsionante y, mediante agitacion o mezclado, las gotas de aceite se forman
espontaneamente. La energia necesaria es baja, y el proceso se basa en la afinidad del
emulsionante por las fases inmiscibles. Este método se suele utilizar en la produccion de
nanoemulsiones; (2) Temperatura de inversion de fase: En este método, la temperatura de la
mezcla se ajusta para inducir la inversion de fase, lo que resulta en la formacion espontanea

de emulsiones. Se aprovecha la variaciéon de solubilidad del emulsionante con la
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temperatura. Este método se suele utilizar para controlar la formaciéon de emulsiones,
especialmente en sistemas con cambios de temperatura; (3) Composicion de inversion de
fase: En este método, se ajusta la composicion de la mezcla para inducir la inversion de fase
y la formacion de emulsiones. Dependiendo de la formulacion, las fases se separan y luego
se reorganizan espontdneamente en una emulsion. Este metido es muy ttil para controlar la
estabilidad y la composicion de las emulsiones; y (4) Método del punto de inversion de
emulsion: Este método implica ajustar el contenido de agua en una mezcla de aceite y
emulsionante para inducir la inversion de fase y la formacion espontdnea de emulsiones.
Esta metodologia se emplea para controlar la relacion entre las fases y mejorar la estabilidad

de las emulsiones.

Los métodos de baja energia son valiosos en aplicaciones donde se busca evitar la aplicacion
de fuerzas intensas, como en la produccion de emulsiones sensibles a la energia o en la
fabricacién de nanoemulsiones para aplicaciones especificas. No obstante, es importante
sefalar que estos métodos presentan diversas limitaciones. Por ejemplo, emplear cantidades
considerables de emulsionantes puede afectar negativamente el sabor y la seguridad de las
formulaciones de alimentos. Ademas, requieren un estricto control de la temperatura y, por
lo tanto, no son adecuados para aplicaciones a gran escala en la produccion industrial

(Komaiko & Mcclements, 2016).

2.4.2 Métodos de emulsificacion de alta energia

Los métodos de alta energia para la preparacion de emulsiones implican el uso de
dispositivos mecanicos que generan fuerzas de ruptura intensas para mezclar y romper las
fases de aceite y agua, facilitando asi la formacion de diminutas gotas de aceite (Gutiérrez
et al., 2008; Leong et al., 2009). Los métodos de emulsificacion de alta energia mas
utilizados incluyen aquellos basados en homogeneizadores de alta velocidad (rotor-estator),
alta presion, microfluidizacion y sonicacion, entre otros (Wooster et al., 2008). Estos
métodos de alta energia son efectivos para obtener emulsiones con tamafios de gota pequefios
y mejorar la estabilidad del sistema. Sin embargo, es importante considerar las propiedades
especificas del producto y las limitaciones asociadas, como posibles efectos en la calidad

sensorial y la necesidad de equipos especializados (Li et al., 2022).
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2.4.2.1 Emulsificador por alta velocidad

Los emulsificadores por alta velocidad son equipos de estructura tipo rotor-estator, disefiados
para generar fuerzas de corte y dispersion intensas (Figura 2.7). Se caracterizan por su
capacidad para generar velocidades significativamente altas durante la operacion, lo que
contribuye a la formacion eficiente de emulsiones al romper las fases liquidas inmiscibles
en gotas mas pequenas. Estos equipos son altamente eficaces en la produccion a gran escala
de emulsiones estables. Asimismo, los mezcladores de rotor-estator permiten realizar
operaciones intensivas de mezclado, molienda, dispersion y emulsificacion en espacios
reducidos. Con diversas geometrias, como dispositivos de ranuras y dientes o de descarga
radial versus axial (Atiemo-Obeng & Calabrese, 2004), estos equipos son empleados tanto
en procesos por lotes como continuos. Su aplicacion abarca ampliamente la industria
alimentaria, farmacéutica y cosmética, destacandose en la formacion eficiente de

emulsiones.

Stator : o

Sheargap . 9 o' .

Rotor

Figura 2.7. Homogeneizador UltraTurrax®: mecanismo de mezcla rotor/estator (Chee & Jawaid, 2019).

En los dispositivos rotor-estator, se realiza la mezcla de aceite y agua mediante la aplicacion
de velocidades de rotacion elevadas, generalmente en el intervalo de 1000 a 25 000 rpm, en
un espacio estrecho que oscila entre 50-1000 um, existente entre un disco estatico (estator)
y un disco giratorio (rotor). Este proceso conlleva a la creacion de una region de interaccion
caracterizada por una disminucion de la presion, lo que induce la circulacion del liquido y
promueve la formacion de emulsiones con gotas de tamafio reducido, llegando a alcanzar
dimensiones de hasta 1 um. La Figura 2.7 ilustra como la ruptura de estas gotas ocurre
debido al impacto mecénico contra las paredes, resultado de la alta aceleracion del fluido y
la presencia de esfuerzos cortantes en el flujo turbulento entre el rotor y el estator (Jafari et
al., 2008). En este proceso altamente controlado, se gestionan variables criticas como el

tiempo, la intensidad de la emulsificacion y el disefio especifico del rotor/estator. Estas
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consideraciones permiten ajustar y optimizar el proceso para lograr la obtencion de
emulsiones con caracteristicas deseadas, como tamaiio de gota uniforme y estabilidad a largo

plazo.

2.4.2.2 Homogeneizacion convencional y a alta presion

La homogeneizacion convencional (CH) y a alta presion (HPH), consisten en un proceso en
el cual fluidos, generalmente liquidos, son sometidos a condiciones de presion
significativamente elevadas con el propdsito de mejorar su uniformidad y estabilidad. En
esta tecnologia, el liquido es forzado a pasar a través de una serie de estrechas aberturas o
valvulas a una presion considerablemente mayor que la atmosférica. Este aumento de presion
induce la ruptura de particulas y gotas presentes en el fluido, reduciendo su tamafio a nivel
microscopico. La intensa accion de corte y la alta velocidad generadas durante este proceso
resultan en una dispersion mas fina y homogénea de los componentes del liquido. La eficacia
de la homogeneizacion a alta presion estd intrinsecamente ligada a la geometria de la valvula
de homogeneizacion (Schubert et al., 2003). La geometria de valvula mas utilizada es el tipo
APV-Gaulin o Rannie que, debido a sus caracteristicas geométricas, tiene un limite de
presion de hasta 100 MPa. La CH se realiza a presiones moderadas, generalmente en el rango
de 15 a 30 MPa (150 a 300 bar). En contraste, la HPH implica presiones significativamente
mas altas, que pueden variar entre 50 y 150 MPa (500 a 1500 bar), lo que resulta en una

mayor reduccion del tamafio de particula y una emulsion mas estable.

Estos homogeneizadores se componen esencialmente de una bomba de alta presion y una
valvula de homogeneizacion (Stang et al., 2001). Su operacidon, como se ilustra en la Figura
2.8, implica someter una macroemulsion o emulsion gruesa a alta presion al pasar por un
orificio pequefio, permitiendo la obtencion de nanoemulsiones con gotas extremadamente
pequenas gracias a fuerzas como el cizallamiento hidraulico, la turbulencia intensa y la
cavitacion (Gupta et al., 2019; Martinez-Monteagudo et al., 2017). El proceso se repite hasta
alcanzar el tamafio de gota y el indice de polidispersidad deseados. A medida que aumenta
la velocidad, la presion disminuye, facilitando el impacto de la emulsion gruesa. En algunos
casos, se emplean dos valvulas en el homogeneizador, dividiendo la produccion en dos
etapas. Sin embargo, la obtenciéon de tamafios submicronicos puede requerir altas
temperaturas y energia, lo que podria afectar a componentes y compuestos termosensibles

(Tadros et al., 2004).
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Figura 2.8. Esquema de funcionamiento de un homogeneizador a alta presion con valvula de APV-Gaulin,
Rannie (Morata & Guamis, 2020). HP: alta presion, AP: presion atmosférica.

Este método se aplica ampliamente en la industria alimentaria, farmacéutica y
biotecnoldgica para el procesamiento de emulsiones, suspensiones y otros productos
liquidos. Su eficacia se destaca al reducir el tamafio de particulas, lo que contribuye
significativamente a mejorar la estabilidad, reologia y microestructura del producto final
(Betoret et al., 2015; Lanciotti et al., 2004). Por otro lado, estos tipos de homogeneizacion
también han demostrado tener un impacto positivo en la biodisponibilidad de ciertos
ingredientes, como nutrientes o farmacos, al facilitar su absorcion en el cuerpo (Schubert y
Engel, 2004). Este efecto beneficioso amplia ain mas el alcance y la aplicacion de esta
técnica en diversos sectores, destacando su relevancia en la mejora de la eficacia de la
entrega de componentes bioactivos esenciales para la nutricion y la salud (Schubert y Engel,

2004).

En el campo alimentario, la aplicacion de la CH y HPH es notable, especialmente en la
industria lactea, donde se utiliza para prevenir la separacion de la crema en la leche liquida

mediante la reduccion del tamafio de los globulos de grasa (Escobar et al., 2011).

Estos homogeneizadores, pueden operar en un rango de presiones de 10 a 100 MPa, y
desempefian un papel crucial en diversas industrias, como la de bebidas, farmacéutica y
cosmética. Su funcion principal radica en la disminucion del tamafio de las particulas y el
aumento de la estabilidad de las emulsiones, con el objetivo de prevenir la formacion de
crema y la coalescencia (Salehi, 2020). En funcion de la presion empleada, el fluido puede
experimentar un aumento de temperatura al salir de la primera valvula de homogeneizacion.
Este cambio se produce sin la necesidad de afadir calor adicional, siendo el resultado del

trabajo realizado sobre el fluido durante el proceso de homogeneizacion (Martinez-
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Monteagudo et al., 2016). Sin embargo, es importante destacar que la homogeneizacion
estandar no conserva los alimentos, ya que no inactiva los patégenos ni los microorganismos

responsables del deterioro (Martinez-Monteagudo et al., 2016).

2.4.1.3 Homogeneizacion a ultra alta presion (UHPH)

La homogeneizacion a ultra alta presion, también conocida como ultra-high pressure
homogenization (UHPH), es un proceso tecnolodgico contintio y altamente eficiente que se
ha utilizado en el procesamiento de liquidos para mejorar la calidad y estabilidad de
productos liquidos. En este método, se somete un liquido a presiones extremadamente
elevadas, tipicamente en el rango de 200 a 400 MPa, mediante el uso de equipos
especializados.

Durante el proceso de UHPH, el liquido es forzado a través de una serie de valvulas de alta
presion, boquillas de didmetro micrométrico o dispositivos de homogeneizacion, donde la

presion y turbulencia se incrementa significativamente (Figura 2.9).

Este aumento repentino de presion provoca la formacion de microcavidades y la generacion
de fuerzas de cizallamiento y cavitacion, lo que conduce a la reduccion del tamafio de
particula y a la emulsificacion mas efectiva de los componentes del liquido (Floury et al.,
2004). Un requisito esencial para el procesamiento mediante UHPH es que las particulas en

el fluido deben tener un tamafo inferior a 500 pm (Loira et al., 2018).

El resultado final de la UHPH es una dispersion més fina (10 y 500 nm), estable y homogénea
de las particulas, lo que ayuda a mejorar la estabilidad coloidal, la textura y la vida 1til de
productos como emulsiones, suspensiones y productos lacteos, entre otros, preservando sus
caracteristicas sensoriales y nutricionales (Briviba et al., 2016; Fernandez-Avila & Trujillo,
2016; Hebishy et al., 2013; Loira et al., 2018; Pereda et al., 2007; Poliseli-Scopel et al., 2012;
Rave et al., 2020; Thiebaud et al., 2003; Zamora et al., 2007). Por ejemplo, esta tecnologia
se ha utilizado con éxito para reducir el tamafio de los globulos de grasa de la leche (Hayes
& Kelly, 2003; Thiebaud et al., 2003), o para aumentar la estabilidad fisica y oxidativa de
los lipidos (Fernandez-Avila, 2016; Floury et al., 2000; Hebishy et al., 2013; Varela et al.,
2022).
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100-300 nm

Vilvula Piston Vilvula asiento

Figura 2.9. Esquema de funcionamiento de un homogeneizador a ultra alta presion con valvula UHPH-Ypsicon
(Morata y Guamis, 2020). UHP: ultra alta presion, AP: presion atmosférica.

Cabe destacar que durante el proceso UHPH, se produce un aumento de temperatura de
aproximadamente 2 a 2,5 °C por cada 10 MPa en la vélvula, durante un tiempo inferior a 1
s (Amador Espejo et al., 2014; Hayes et al., 2005; Velazquez-Estrada et al., 2011). Esta
elevacion térmica, combinada con los fendmenos fisicos mencionados, pueden ser utilizada
para la inactivacion microbiana y enzimatica (fragmentacion celular), asi como a cambios
en las propiedades tecnofuncionales en proteinas (Keerati-U-Rai y Corredig, 2009; Trujillo
et al., 2021). Es crucial destacar que, al buscar la inactivacion microbiana mediante UHPH,
el nivel de destruccion de microorganismos depende no solo de la presion sino también de
la temperatura alcanzada en la valvula de homogeneizacion. Por lo tanto, la regulacion
adecuada de la temperatura de entrada del liquido en el equipo UHPH es de suma

importancia (Amador Espejo et al., 2014; Pereda et al., 2008).

2.4.1.4 Homogeneizacion por microfluidizacion

La homogeneizacion por microfluidizacion o Microfluidazer® (MF) es una técnica avanzada
para procesar fluidos, que implica reducir el tamafio de las particulas mediante fuerzas
hidrodindmicas intensas en un sistema de flujo continuo. Utilizando dispositivos llamados
microfluidizadores, que constan de camaras y boquillas disefiadas para generar altas
velocidades de flujo y cizallamiento, el fluido se presuriza y se fuerza a pasar a través de
aberturas microscopicas. Este proceso provoca cizallamiento, turbulencia y fuerzas de
impacto que fragmentan las particulas existentes, logrando una dispersion mas uniforme y
una reduccion significativa del tamafio medio de particula (<0,1 pm) en comparacion con

métodos convencionales de homogeneizacion (Dhiman y Prabhakar 2021).

La Figura 2.10 ilustra el esquema caracteristico de un microfluidizador, resaltando la

importancia de la bomba intensificadora y la camara de interaccion para optimizar la
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eficiencia del procesamiento. En este esquema, la funcion de la bomba intensificadora es

acelerar el liquido a alta velocidad y dirigirlo hacia la camara de interaccion (Mert, 2019).

A Depasito colector
Bomba intensificadora
Deposito de entrada : :
( \ \ u Cémara de
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Figura 2.10. (A) Esquema de funcionamiento de un microfluidificador de un solo canal (Li et al., 2022). (B)
Tipos de camara de interaccion (Villalobos-Castillejos et al., 2018).

Existen dos tipos de camaras de interaccion en el microfluidizador: la camara tipo Y y la
camara tipo Z. La camara tipo Y divide el liquido en dos corrientes que colisionan entre si y
con la superficie del canal de flujo. Por otro lado, la cdmara tipo Z hace que el liquido de
alta velocidad atraviese un microcanal en zigzag, chocando con la superficie del canal de
flujo. La camara tipo Y se utiliza para dispersar liquidos en liquidos, mientras que la camara
tipo Z se aplica en la dispersion de materiales s6lidos en suspensiones y en la destruccion de
estructuras celulares. La eficiencia de un tratamiento por MF depende del didmetro y disefio
del canal de flujo de la cdmara de interaccion, las condiciones de tratamiento como la presion
y el nimero de ciclos, la temperatura durante el proceso y la naturaleza de los materiales

tratados (Liu et al., 2019).

En la ultima década, esta técnica ha adquirido una relevancia significativa en el
procesamiento de sistemas alimentarios tales como productos lacteos (Ciron et al., 2010),
alimentos ricos en fibra (Wang et al., 2012, 2013) y bebidas vegetales (Wang et al., 2019),
gracias a sus beneficios, que incluyen escalabilidad, trabajo en continuo o por lotes, tiempos
de procesamiento rapidos, manejo de grandes volimenes, bajas temperaturas de procesado,

la mejora de la textura y la calidad sensorial, y minima pérdida de nutrientes, ademas de ser
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respetuoso con el medio ambiente (Jeli¢i¢ et al., 2012; McClements y Rao, 2011). Asimismo,
esta técnica ha mostrado ser muy prometedora en combinacion con tratamientos térmicos
para la inactivacion de microorganismos y enzimas. A pesar de sus beneficios, a dia de hoy,
su implementacion a nivel industrial enfrenta desafios tales como un alto consumo
energético, el desgaste de los microcanales, el tamafio pequefio de las camaras de interaccion
que dificultan la produccidn continua de alimentos con sustancias que precipitan facilmente,
el sobreprocesamiento de las gotas del fluido (aumento del tamafio de las mismas) como
consecuencia de las altas presiones de operacion (Ozturk & Turasan 2021), y la acumulacion
de residuos en los canales de flujo no lineales que son dificiles de limpiar y plantean desafios

para la operacion aséptica (Li et al., 2022).

2.4.1.5 Homogeneizacion por ultrasonidos

Las emulsiones por ultrasonidos (US) se refieren al proceso de formacion de emulsiones
mediante la aplicacion de ondas ultrasonicas de alta frecuencia (20-100 kHz) a una mezcla
de liquidos inmiscibles, como aceite y agua (Singh et al., 2017). Durante este proceso, las
ondas ultrasénicas generan vibraciones y cavitacion en la mezcla, creando microburbujas
que colapsan, generando intensas fuerzas de corte y turbulencia. Estas fuerzas mecanicas
contribuyen a la descomposicion de las gotas de liquido en tamafios més pequefios,
facilitando la formacién de una emulsion estable con particulas finamente dispersas

(Carpenter & Saharan, 2017; Taha et al., 2020).

Los sonicadores de sobremesa consisten en una sonda piezoeléctrica que genera una fuerza
disruptiva intensa en su extremo (Mahdi Jafari et al.c, 2007). Al sumergirse en la muestra,
como se ilustra en la Figura 2.11, las ondas ultrasonicas generan burbujas de cavitacion que
crecen hasta implosionar. Este proceso de implosion produce ondas de choque que, a su vez,
generan una corriente en chorro de liquido circundante, ejerciendo presion sobre las gotas
dispersas y reduciendo su tamafio (Gogate & Kabadi, 2009; Kentish et al., 2008). La
disminucion del tamafio de las gotas estd determinada por el tiempo de sonicacion y la
potencia de entrada utilizada (Jena & Das, 2006; Leong et al., 2009; Li & Chiang, 2012). La
emulsion debe permanecer el tiempo suficiente en la region donde se produce la interrupcion
de las gotas para asegurar una homogeneizacion eficiente y uniforme (Kentish et al., 2008;
Leong et al., 2009). Las sondas de sonicacion varian en dimensiones, afectando su

funcionalidad, y generalmente, se prefieren sondas mas estrechas para lotes de bajo volumen.
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La ubicacion relativa de la sonda en la muestra, especialmente su profundidad de inmersion
influye en el patréon de reflexion de la onda y la distribucion de la presion, por lo que es
crucial evitar el contacto con superficies solidas (Singh et al., 2017). Por otro lado, la ultra
sonicacion destaca por su menor consumo de energia en comparacion con otros métodos de
alta energia. Estudios comparativos con la dispersion rotor-estator han demostrado que la
emulsificacion ultrasonica es competitiva e incluso superior en términos de tamano de gota

y eficiencia energética (Izquierdo et al., 2001; Tadros et al., 2004).

Ultrasonicador

Efecto de la cavitacién

QO W O oo

Gota de aceite

Sonda piezoeléctrica suministra energia acustica que
genera un crecimiento inestable de burbujas de
cavitacion, las cuales finalmente implosionan,
provocando la reducciéon del tamafio de las gotas de
aceite

Conversion de emulsion gruesa a macro
escala a una emulsion fina 0 nanométrica

Figura 2.11. Esquema de una sonda de ultrasonidos utilizada para reducir el tamafio de las gotas de una
emulsion (Kumar et al., 2019).

La técnica de emulsificacion por US es utilizada en diversas industrias, como la alimentaria,
cosmética y farmacéutica, debido a su eficiencia para producir emulsiones con propiedades
controladas y mejoradas. En el campo alimentario, se utilizan especificamente para preparar
mayonesas, jugos de frutas, kétchup y leche homogeneizada (Ashokkumar et al., 2010;

Kentish et al., 2008; Wu et al., 2000; Zisu et al., 2010).

La aplicacion de US en bebidas ha demostrado beneficios saludables, incluyendo el aumento
de los niveles de antioxidantes y compuestos bioactivos (Jiang et al., 2014). Ademas, se ha
observado una mejora significativa en las propiedades sensoriales durante la produccion de
bebidas fermentadas funcionales (Jeli¢i¢ et al., 2012). Estos hallazgos resaltan el potencial

del ultrasonido para contribuir a la calidad y caracteristicas saludables de las bebidas.
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El US también se ha utilizado ampliamente en la produccion y procesamiento de productos
lacteos, abarcando areas como la mejora de la ultrafiltracién del suero, la extraccion de
componentes funcionales de los alimentos, la reduccion de la viscosidad del producto, la
reduccion y homogeneizacion de globulos de grasa lactea, la cristalizacion de hielo y lactosa,

e incluso el corte de bloques de queso (Ashokkumar et al., 2010).

A pesar de sus beneficios, a dia de hoy, su implementacion a nivel industrial enfrenta desafios
tales como el “sobreprocesamiento” y aglomeracion de las gotas de liquido de menor tamatfio
durante el proceso se ultrasonicacion (Leong et al., 2009; Jafari et al., 2007), la
desnaturalizacion de proteinas, la despolimerizacion de polisacaridos o la oxidacion de
lipidos durante el proceso de homogeneizacion (Salem et al., 2018), y la generacion de
radicales, como H y OH que tienden a acumularse en la superficie de las burbujas de
cavitacion. Este fendmeno favorece la formacion de productos indeseables, desencadenando
reacciones de oxidacion de radicales libres. La oxidacion resultante puede provocar rancidez
en alimentos con alto contenido de grasas, disminuyendo la calidad de los productos

alimenticios (Jadhav et al., 2023; Riesz & Kondo, 1992).

2.5 Estabilidad fisica de una emulsion

La estabilidad de una emulsion se define como la capacidad de sus fases para mantenerse
mezcladas a lo largo del tiempo. Desde el punto de vista termodinamico, las emulsiones O/W
son inherentemente inestables (Costa et al., 2022). Estas emulsiones suelen experimentar
diversos mecanismos de desestabilizacion, como se ilustra en la Figura 2.12, que pueden
conducir a la separacion de fases y a la alteracion de sus propiedades (McClements et al.,

2016).

Los mecanismos de desestabilizacion madas representativos de una emulsion son: (1)
Cremado: Implica la concentracion de las gotas en la parte superior de la emulsion, llevando
a la separacion de fases (McClements, 2011); (2) Sedimentacion: Hundimiento de particulas
hacia el fondo del recipiente, influenciado por el tamafio inicial de estas y las diferencias de
densidad entre las fases; (3) Floculacion: Acercamiento de las gotas debido a interacciones

atractivas, moviéndose como una sola entidad (Rahn-Chique et al., 2012); (4) Coalescencia:
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Fusion de las gotas para formar gotas mas grandes, acelerando problemas de estabilidad,
como el cremado (Rahn-Chique et al., 2012); (5) Maduracion de Ostwald: Proceso critico
que conduce a la desestabilizacion, donde material migra desde gotas mas pequenas hacia
las mas grandes debido a diferencias de presion (Zeeb et al. 2012). La velocidad de este
fenémeno disminuye significativamente cuando la distribucion del tamafio de las gotas se
estrecha o cuando la fase dispersa es altamente insoluble en la fase continua (Nielsen et al.,
2013; McClements & Rao, 2011); y (6) Rotura de emulsion: Separacion completa de las
fases en dos capas distintas, influida por factores como composicion, estructura

microscopica y condiciones ambientales a lo largo del tiempo (Rayner & Dejmek, 2015).

Emulsion Estable

e 1 e e

Cremado Sedimentacién Floculacién Coalescencia Maduracion
Ostwald

Figura 2.12. Mecanismos de desestabilizacion de una emulsion del tipo O/W (Church et al., 2019).

Estos mecanismos pueden actuar de manera individual o combinada, dependiendo de
factores como la composicion de la emulsion, la temperatura, la agitacion y la presencia de
otros componentes. Comprender estos procesos es esencial para desarrollar y mantener

emulsiones estables en diversas aplicaciones.

Por otro lado, la estabilidad de una emulsion viene determinada por sus propiedades
fisicoquimicas, las cuales deben considerarse en conjunto al formular emulsiones para
aplicaciones especificas. Las propiedades fisicoquimicas mds importantes que afectan la

estabilidad de una emulsion son (Zembyla et al., 2020; Maphosa et al., 2017): (1) Tamafio
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de las gotas: El tamano de estas gotas es critico para la estabilidad y la apariencia del
producto final. Gotas mas pequenas tienden a mejorar la estabilidad de la emulsion; (2)
Distribucion del tamaifio de las gotas: Una distribucion uniforme del tamafo de las gotas
contribuye a la estabilidad de la emulsion. Una amplia variacion en el tamano de las gotas
puede afectar negativamente la consistencia y la apariencia del producto; (3) Relacion de
fases: La proporcion entre la fase acuosa y la fase oleosa en una emulsion es crucial para su
estabilidad; (4) Concentracion del emulsionante: La cantidad y tipo de emulsionante
utilizado influyen en la formacion y estabilidad de la emulsion. Un emulsionante adecuado
ayuda a reducir la tension superficial entre las fases inmiscibles; (5) Carga eléctrica: Algunos
emulsionantes pueden proporcionar carga eléctrica a las gotas, lo que impide su
coalescencia. Esta propiedad es especialmente importante en emulsiones estables a largo
plazo; (6) Temperatura: La temperatura puede afectar la viscosidad y la estabilidad de la
emulsion. Algunas emulsiones pueden separarse o coalescer a temperaturas extremas; (7)
Viscosidad: La viscosidad de la emulsion es la resistencia al flujo y puede variar segun la
concentracion de emulsionante y la temperatura. La viscosidad afecta la aplicacion y la
textura del producto; (8) pH: El pH puede influir en la carga eléctrica de las moléculas
emulsionantes y, por lo tanto, afectar la estabilidad de la emulsion; (9) Estabilidad a la
temperatura: La emulsion debe mantener su estabilidad a diversas temperaturas. Algunas
emulsiones pueden desestabilizarse con el calentamiento o enfriamiento extremo; y (10)
Estabilidad a largo plazo: La capacidad de mantenerse estable durante periodos prolongados
es esencial. Las emulsiones pueden experimentar cambios con el tiempo debido a la
coalescencia de las gotas o la separacion de fases debido a la gravedad o la difusion

molecular.

En base a lo descrito, prolongar la estabilidad de las emulsiones durante periodos mas
extensos, es posible lograrlo mediante el control de su composicidn de fases, asi como de su
microestructura, incluyendo la distribucion del tamafio de particulas. También es viable
mejorarlas mediante la inclusion de emulsionantes, modificadores de textura, agentes

ponderantes o retardadores de maduracion (McClements & Rao, 2011).
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2.6 Estabilidad oxidativa de una emulsion

La estabilidad oxidativa de una emulsion se refiere a la capacidad de la emulsion para resistir
o minimizar la degradacion causada por reacciones de oxidacion. La oxidacion es un proceso
quimico en el cual las moléculas de lipidos presentes en la emulsion reaccionan con el

oxigeno del aire, dando lugar a cambios en la composicion y calidad del producto.

En un alimento se pueden desarrollar diferentes grados de oxidacion de manera simultanea.
La oxidacion primaria se produce cuando los dcidos grasos insaturados presentes en los
lipidos reaccionan con el oxigeno del aire, generando radicales libres e hidroperdxidos
(Osborn & Akoh, 2004). Estos intermedios de transicion inodoros e insipidos son inestables
y se descomponen a su vez durante la oxidacion de lipidos para formar productos de
oxidacion secundarios, como aldehidos, cetonas, hidrocarburos y alcoholes. Los productos
de oxidacion primarios y secundarios son subproductos que pueden afectar negativamente
la calidad nutricional, el sabor, el aroma y la textura de un alimento. Los subproductos de
oxidacion secundaria suelen ser moléculas pequefias y voldtiles y estan asociados con la
rancidez oxidativa (Chaiyasit et al., 2007). La presencia de antioxidantes en la formulacion
de una emulsion puede ayudar a retardar la oxidacion al neutralizar los radicales libres y
prevenir la propagacion de la reaccion en cadena de oxidacion. El control de factores como
la exposicion al oxigeno, la temperatura y la luz también es también crucial para mantener

la estabilidad oxidativa de la emulsion a lo largo del tiempo y garantizar su calidad.

La oxidacion de lipidos en emulsiones O/W es un fendmeno complejo influenciado por
diversos factores (Ghelichi et al., 2023). La calidad del aceite, el tipo y la concentracion de
emulsionante, asi como el pH de la emulsion, son elementos cruciales que inciden en su
estabilidad oxidativa (Figura 2.13). Como han indicado investigaciones anteriores (Frankel,
1993; Kamal-Eldin, 2006), los aceites altamente insaturados exhiben una mayor propension
a la oxidacion, mientras que la presencia de tocoferoles en ciertos aceites, como el aceite de
pescado, puede mitigar la oxidacion lipidica. Adicionalmente, la concentracion de aceite en
la emulsion desempefia un papel crucial, ya que una mayor cantidad de aceite tiende a
disminuir la oxidacion de los lipidos, gracias a las disparidades en el tamafio de las gotas de
aceite y la disponibilidad de proteinas (Kargar et al., 2011; Sun & Gunasekaran, 2009). El

tipo de emulsionante también juega un papel significativo, ya que puede formar una
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membrana protectora alrededor de las gotas de aceite y poseer grupos reactivos con
propiedades antioxidantes (Horn, 2012). Investigaciones previas también han sugerido que
las proteinas de la leche y los fosfolipidos pueden tener efectos antioxidantes (Horn, 2012;

Judde et al., 2003).

Ingredientes
(Tipo, concentracién y calidad)

pH
(Carga superficial)

Fe 2+
Emulsificante en la interface
(Estiuctura/espesor)

—7 Fe 3+
Tones de metales de transicion
Emulsificante en la fase acuosa

O

(Propiedades anfioxidantes) . 4
Condiciones de procesamiento
@3 O (Tipo de equipo, temperatura, presién)

Tamarfio de gota
(Area superficial total)

Figura 2.13. Parametros que influyen en la oxidacion de lipidos en emulsiones (Horn, 2012).

El pH de la emulsiéon ha mostrado también ejercer una influencia significativa en la
estabilidad oxidativa, especialmente en emulsiones estabilizadas con proteinas (Berton et al.,
2011; Ghelichi et al., 2023; Hu et al., 2003). Un pH bajo tiende a mejorar la estabilidad
oxidativa debido a la carga superficial positiva en las gotas de aceite, lo que puede repeler
los iones metalicos de transicion y reducir la oxidacion de los lipidos. En contraste, a un pH
neutro, metales como el hierro son menos solubles y pueden precipitar en la superficie de
las gotas de aceite, promoviendo la oxidacion de los lipidos (Mancuso et al., 1999; Nielsen

etal., 2013).

El tamafo de las gotas de aceite en las emulsiones también puede tener un impacto en su
estabilidad oxidativa. Se ha observado que las gotas mas grandes son menos propensas a la
oxidacion de lipidos en comparacion con las mas pequefias (Ghelichi et al., 2023; Jacobsen
et al., 2000; Lethuaut et al., 2002). Sin embargo, la relacion entre el tamafio de las gotas y la
oxidacion de lipidos no es concluyente, ya que varios factores pueden variar durante la

formacion de la emulsion.

Finalmente, las condiciones de homogeneizacion, como la presion y el tipo de equipo

utilizado, también pueden influir en la oxidacion de lipidos, aunque su impacto atin no se
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comprende completamente (Ghelichi et al., 2023; Let et al., 2007). Por lo tanto, la estabilidad
oxidativa de las emulsiones O/W es un tema complejo y multifactorial que implica la
interaccion de diversos componentes y condiciones, como se ha investigado en numerosos

estudios previos.
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Materiales y métodos

3.1 Materiales

Los aceites vegetales de chia y girasol fueron suministrados por la empresa Gustav Heess
(Santa Perpetua de Mogoda, Espafia). Segtn las especificaciones técnicas del fabricante, el
aceite de chia (Salvia hispanica L.) es un aceite puro obtenido de las semillas de chia por
presion en frio. Este aceite presenta las siguientes caracteristicas: densidad (20 °C) = 0,931
g/mL: indice de refraccion (20 °C) = 1,475; indice de acidez < 4,0 mg KOH/g; indice de
peroxidos <10,0 mEq O2/kg; contenido en impurezas insolubles < 0,05%, contenidos en
acidos oleico (C18:1) > 5,0%, linoleico (C18:2) = 15,0-20,0% y a-linolénico (C18:3) >
60,0%. El aceite de girasol (Helianthus annuus L.) es un aceite puro obtenido de las semillas
de girasol por presion o extraccion, y posterior refinado. Este aceite presenta las siguientes
caracteristicas: densidad (20 °C) =0,918-0,923 mg/mL; indice de refraccion (20 °C) = 1,461-
1,468; indice de acidez < 0,5 mg KOH/g; indice de peroxidos <10,0 mEq O/kg; contenido
en impurezas insolubles < 0,05% y un contenido en &cidos palmitico (C16:0) 4,0-9,0%,

estedrico (C18:0) 1,0-7,0%, oleico (C18:1) 15,0-85,0% y linoleico (C18:2) = 50,0-72,0%.

La mazada (MZ1) en polvo utilizada como emulgente para la produccion y caracterizacion
de emulsiones tipo agua-en-aceite (“‘oil-in-water", O/W) fue suministrada por RENY PICOT
(ILAS, SA, Navia, Asturias, Espafia). Las especificaciones de la mazada fueron las
siguientes: contenido en solidos totales: >95%; contenido en materia grasa: 6-12%; proteinas
(N x 6,38) (g/100 g): 28-34%; humedad: < 5%; acidez (%): 0,16; contenido en cenizas (%):
7-8; y sin inhibidores. Por otro lado, la mazada (MZ2) utilizada para la produccion de las
emulsiones empleadas en la preparacion de la formula lactea infantil fue suministrada por
CAPSA FOOD (Corporacion Alimentaria Pefiasanta S.A, Sierra de Granada, Espana). Las
especificaciones de esta mazada fueron las siguientes: contenido en solidos totales: >96%;
contenido en materia grasa: 4-14%; proteinas (N x 6,38) (g/100 g): 27-33%; humedad: <

4%:; acidez (%): 0,16; contenido en cenizas (%): 7-8; y sin inhibidores.
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En la produccion de emulsiones O/W también se utiliz6 como emulgente un producto
comercial enriquecido en membrana del glébulo graso (MFGMP) obtenido a partir del
lactosuero de queseria. Las especificaciones comerciales del MFGMP fueron las siguientes:
contenido en materia grasa: 16-22%, proteinas (N x 6,38) (g/100 g): 71,2%, humedad: < 5%,

acidez (%): 0,16, contenido en cenizas (%): 1,8; y sin inhibidores.

Como base para la formula lactea infantil se utilizdo un concentrado de proteina del suero
(LAKTEIN WPC80 LV Whey Protein Concentrate), suministrado por LACTALIS
Ingredients (Bourgbarré, Francia). Sus especificaciones fueron las siguientes: humedad: <
6,0%; materia grasa: < 0,4%; proteina en extracto seco: (N X 6,38) (g/100 g) >80,0%; lactosa:

< 14%; y minerales: < 5,0%.

La lactosa (Edible Lactosa 100 Mesh) empleada para la formula lactea infantil fue
suministrada por LACTALIS Ingredients. Este producto se obtuvo a partir de un suero dulce
concentrado de queseria, tras su cristalizacion, separacion y posterior secado. Las
especificaciones de la lactosa fueron las siguientes: humedad: <5,2%; concentracion en
lactosa: >99,2%; contenido en proteina (N x 6,38) (g/100 g): < 0,5% y minerales: < 0,3%.

El resto de los productos quimicos (NaOH, sulfato de hierro, tiocianato de amonio, acido
tricloroacético, acido tiobarbitarico), disolventes (cloroformo, metanol, isopropanol,
hexano, y butanol), etc. utilizados fueron suministrados por MERCK con un grado analitico

o0 superior y sin ninguna purificacion adicional.

3.2 Caracterizacion lipidica de los emulgentes

La caracterizacion de las mazadas y MFGMP fue realizado en el laboratorio del Dr. Javier
Fontecha director del Grupo de Biomarcadores lipidicos en alimentacion y salud (BLAS)

del Instituto de Investigacion en Ciencias de la Alimentacion de Madrid.

3.2.1 Extraccion de la grasa

La grasa de las mazadas y del MFGMP se extrajo utilizando el método simplificado descrito
por Lofgren et al. (2012), con algunas modificaciones basadas en la optimizacion de la
relacion disolvente/muestra. Brevemente, se disolvieron 60 mg en 300 uL de Milli-Q) y se

afiadieron 2490 pL de metanol y se agito en vortex. A continuacion, la mezcla se agito
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levemente de forma mecanica durante 10 min a temperatura ambiente. A continuacién, se
afadieron 4980 pL de diclorometano, se agitd en vortex durante 20 min, y a continuacion,
se afiadieron 1500 pL de acido acético 20 mM, y se volvio a agitar ligeramente durante 10
min. La mezcla se centrifugd a 3200 rpm durante 5 min a 4 °C. La fase orgénica inferior se
separ6 cuidadosamente con una pipeta Pasteur, mientras que la fase superior de metanol se
lavé de nuevo con 2490 uL de diclorometano, se agito, se centrifugd y se retird la fase
inferior combinandose con la recogida anterior, y se paso a través de filtros de jeringa de
membrana de PVDF, tamafio de poro 0,45 um (Sigma-Aldrich) que contenian

aproximadamente 100 mg de sulfato de sodio anhidro.

Los extractos de lipidos se recogieron en viales de color &mbar, se inyectaron en nitrégeno

se secaron, se pesaron y se almacenaron a —35 °C hasta su posterior analisis cromatografico.

3.2.2 Analisis de la fraccion lipidica por HPLC-ELSD

La separacion de las clases de lipidos se realizo en un sistema HPLC (modelo 1260; Agilent
Technologies Inc. Palo Alto, CA, USA) acoplado a un detector evaporativo de dispersion de
luz (ELSD, modelo SEDEX 85; Sedere SAS, Alfortville Cedex, Francia) utilizando aire
comprimido prefiltrado como gas de nebulizacion a una presion de 350 kPa a 60 °C,
fijandose la ganancia en 3. Se usaron dos columnas en serie (250 x 4,5 mm Zorbax Rx-SIL,
diametro de particula de 5 um, Agilent Technologies Inc.) y una precolumna con el mismo

relleno.

Antes del andlisis, las muestras se disolvieron en CH>Cl> (a 5 0 30 mg/mL) y se inyectaron
50 uL después de equilibrar la columna a 40 °C. El gradiente de disolvente fue el detallado
en Castro-Gomez et al. (2014). Las muestras y los estdndares se analizaron en las mismas
condiciones, utilizando disolventes recién preparados. Los ensayos se realizaron por

triplicado.

La Tabla 3.1 muestra el contenido de grasa y las clases de lipidos, incluyendo los neutros y
los polares, asi como los fosfolipidos y esfingolipidos individuales de las mazadas (MZ1 y
MZ2) y del MFGMP. Como era de esperar, la mayoria de las clases de lipidos analizados
eran cuantitativa y cualitativamente diferentes entre los diferentes productos comerciales,

como se observa en la Figura 3.1. En cuanto al contenido de grasa, la MZ2 contiene un 42%
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mas de grasa que la MZ1, mientras que el MFGMP present6 1,5 y 2,7 veces mas de grasa

que las muestras de MZ1 y MZ2, respectivamente.

Tabla 3.1. Caracterizacion de la clase lipidica de los emulgentes.

o Emulgente
Composicion MZ1 MZ2 MFGMP
(% grasa) - Tedrico 6-12 4-14 16 —22
(% grasa) - Extraida 6,2+0,5 10,7 + 0,0 16,6 + 0,2
Clase de lipido (%)
CE 03+0,1 nd 0,2+0,0
TAG 65,5+3,1 85,8+ 14 58,7+2,7
DAG 16,3+ 3,4 8,8+1,0 12,1 +£1,9
FFA+CHOL 2,0+0,1 0,702 4,6+ 0.4
MAG 0,2+ 0,0 nd 0,1 +0,0
GLUCCER 0,1 +£0,1 nd 0,2+0,0
LACCER 0,3+0,0 0,1 £0,0 0,5+0,0
PL 15,4403 4,6+0,1 23,3403
Componente lipidico (% PL)
PA 0,5+0,0 nd 0,1 +0,0
PE 9,3+0,1 5,1+0,0 452 +0,7
PI 56+0,5 53+0,1 33+0,1
PS 362+04 48,8+ 1,5 56+0.5
PC 33,8+ 1,6 29,6 1,3 30,9+0,7

Triacilgliceroles (TAG); Diacilgliceroles (DAG); Acidos grasos libres + Colesterol (FFA + CHOL);
Monoacilgliceroles (MAG); Lipidos polares totales (PL); Acido fosfatidico (PA); Fosfatidiletanolamina (PE);
Fosfatidilcolina (PC); Fosfatidilserina (PS); Fosfatidilinositol (PI); Esfingomielina (SM); Glucosilceramida
(GLUCCER); Lactosilceramida (LACCER); n.d.: no detectable.

En cuanto a los lipidos neutros, se observa que los porcentajes de triacilgliceroles (TAG) y
diacilgliceroles (DAG) en el MFGMP fueron claramente inferior a los de las mazadas. Esto
se debe a que durante el proceso de aislamiento y obtencion del MFGMP se separa un mayor
contenido de grasa lactea asociada a la MFGM que corresponde principalmente a grasa
neutra. Por otro lado, el colesterol (CHOL) y otros componentes minoritarios, pero descritos
como compuestos altamente activos bioldgicamente como las glucosilceramidas
(GLUCCER) y lactosilceramidas (LACCER) aumentaron en el MFGMP en comparacion al
de las mazadas, debido muy probablemente a que estan mayormente asociados a las MFGM
como constituyentes de la membrana (Mather, 2011). Como se esperaba, el contenido en

lipidos polares totales (PL) aument¢ alrededor de 1,5-5 veces en el MFGMP en comparacion
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al de las muestras de mazada, debido a la importante presencia de glicerofosfo- y

esfingolipidos en la MFGM.

PC

MFGMP

T T
32 34 36 38 40 42 44 min

DAG

TAG

CHOL+FFA

MZ1

A
v

|

MFGMP

I T | | ] 1 | ]
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Figura 3.1 Cromatograma del analisis de la clase lipidica de los emulgentes. a. Lipidos polares:
Fosfatidiletanolamina (PE); Fosfatidilinositol (PI), Fosfatidilcolina (PC); Fosfatidilserina (PS) y
Esfingomielina (SM). b. Triacilgliceroles (TAG); Diacilgliceroles (DAG); Acidos grasos libres + Colesterol
(FFA + CHOL); Monoacilgliceroles (MAG).

En cuanto a los PL individuales analizados incluyendo d4cido fosfatidico (PA),
fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilcolina (PC), fosfatidilserina (PS), fosfatidilinositol (PI)
y estingomielina (SM) de las MZ1 y MZ2 se situaron en el mismo rango que los encontrados
para el MFGMP, excepto para PE y PS cuyo porcentaje fue mayor y menor, respectivamente

en el MFGMP.
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Si se comparan los resultados del analisis de las mazadas y MFGMP de este estudio con los
datos recogidos en la literatura, parece que la relacion PL/grasa determinada en las mazadas
(5-15%) y en el MFGMP (~23%) fue similar en las mazadas dependiendo del origen de estas
(Calvo et al., 2020; Sodini et al., 2006), y ligeramente inferior a las calculadas por otros
autores en el caso del MFGMP (Calvo et al., 2020; Dewettinck et al., 2008; Le et al., 2011;
Mather, 2011) (entre 25-40%). En cuanto a los PL individuales, la proporcion de estos en el
MFGMP de este estudio se sitiia en el mismo rango que los reportados previamente en la
literatura (Calvo et al., 2020; Gassi et al., 2016; Zheng et al., 2014), en los que PE y PC son

los principales, seguidos por SM, PS y PI, que estan presentes en una menor concentracion.

3.3 Elaboracion de las emulsiones y formulas lacteas infantiles

3.3.1 Preparacion de las emulsiones con mazada

Se prepararon emulsiones de tipo aceite-en-agua (O/W). La fase oleosa consistid en una
mezcla de aceites de chia y girasol (1:1, p/p), y la fase acuosa en una disolucion del
emulgente utilizado (mazada) en agua destilada, en diferentes proporciones. En la Tabla 3.2
se describe la composicion y nomenclaturas de las diferentes emulsiones preparadas a base

de mazada.

Tabla 3.2. Composicion y nomenclatura de las emulsiones O/W preparadas con mazada.

Prototipo Agua (%) Aceite (%) Mazada (%)
MZ5-10 85 10 s
MZ5-20 75 20
MZ7-10 85 10 ;
MZ7-20 75 20

El protocolo de operaciones que se disefido para llevar a cabo la preparacion de las
emulsiones, empleando la configuracidon experimental esquematizada en la Figura 3.2, es el

que se describe a continuacion.
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Figura 3.2. Diagrama de preparacion de emulsiones finas mediante las diferentes técnicas de homogeneizacion
a alta presion y ultrasonidos. Figura creada con BioRender.com.

Una determinada cantidad de mazada, segin el volumen final de emulsion a preparar, se
disolvio en agua destilada (fase acuosa), adicionandose un 0,04% de azida sodica (NaN3)
como agente antimicrobiano. La mezcla se dejé agitando en un agitador electromecéanico
STIRRER BS (VELP Scientifica, Usmate, Italia) durante 15 min a 800 rpm, hasta la
disolucion completa del emulgente. La mezcla fue almacenada a 4°C durante toda la noche
para una completa hidratacion de los componentes del emulgente. Por otro lado, se prepard
un determinado volumen de una mezcla de aceite de chia y girasol (1:1) en peso (fase
oleosa). Sobre la fase acuosa se adiciond lentamente la fase oleosa para obtener una pre-
emulsion o emulsion gruesa. La mezcla se realizé mediante una maquina de dispersion de
alto rendimiento ULTRA-TURRAX (modelo IKAT25, Staufen, Alemania) con un sistema
rotor-estator (eje S25N-18G) a 15.000 rpm durante 5 min a temperatura ambiente. Después
se procedio a la homogeneizacion de las pre-emulsiones mediante diferentes técnicas de

homogeneizacion para dar lugar a la formacion de emulsiones finas.

Las técnicas de homogeneizacion y las condiciones de trabajo utilizadas (ver Tabla 3.3)

fueron las siguientes:
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ii.

iii.
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Convencional (CH): la pre-emulsion es forzada con una alta velocidad de flujo a
través de una valvula (Figura 3.3a), produciendo un esfuerzo cortante, y reduciendo
asi el tamafio de particula de las gotas. Este equipo incorpora una valvula Gaulin con
un disefio clasico que tipicamente consta de un asiento y un émbolo, y el proceso de
homogeneizacion ocurre cuando el fluido pasa a través de una pequena apertura entre
estos dos componentes. Este disefio es bastante robusto y ha sido utilizado
ampliamente en la industria lactea. Esta tecnologia permite alcanzar presiones de
hasta 100 MPa, segliin tipo de equipo, y las utilizadas en la preparacion de las
emulsiones fueron de 30 y 100 MPa, presiones de homogeneizacion consideradas
como baja y alta, respectivamente.

Microfluidizacion (MF): en este sistema de homogeneizacion una bomba de alta
presion accionada neumaticamente fuerza el paso de la muestra liquida a través de
una camara ceramica de interaccion de geometria fija a presiones que pueden oscilar
entre los 10 y 150 MPa, segtin equipo. Dentro de la cdmara de interaccion, la muestra
es empujada a través de unos microcanales (75-100 um) (Figura 3.3b) generandose
velocidades de flujo muy elevadas. La corriente de liquido se acelera y este choca
tanto con las paredes de la cdmara como consigo misma generando tres tipos de
fuerzas de corte, impacto y disipacion de energia. Estas fuerzas rompen las gotas
dando lugar a la formacion de emulsiones finas. La presion de homogeneizacion
utilizada con este equipo en la obtencion de las emulsiones fue de 100 MPa,
considerada como presion de homogeneizacion alta.

(Ultra) alta presion (U)HPH): La pre-emulsion se somete a un intenso flujo a alta
velocidad mediante una valvula de carburo de tungsteno equipada con una aguja en
su asiento (Figura 3.3c), produciendo un esfuerzo cortante, y reduciendo asi el
tamano de particula de las gotas. Este homogeneizador incorpora una véalvula
Stansted/Ypsicon que representa una evolucion en el disefio de las valvulas de
homogeneizacion. Estas valvulas suelen tener un disefio més sofisticado que puede
incluir caracteristicas como geometrias de asiento ajustables y componentes
disefiados para manejar emulsiones mas complejas o delicadas. Esto permite un
control mas preciso sobre el proceso de homogeneizacion y es util en aplicaciones
donde se requiere un grado mas fino de emulsificacion. Este equipo permite alcanzar
presiones comprendidas entre 100 y 400 MPa. Las presiones de homogeneizacion

utilizadas con este equipo en la obtencion de las emulsiones fueron de 100 MPa (alta
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presion) y 200 y 300 MPa, consideradas como presiones de homogeneizacion ultra
altas.

iv.  Ultrasonidos (US): el tamano de gota de la pre-emulsion es reducida y
homogeneizada mediante el uso de ondas ultrasénicas (Figura 3.3d) las cuales se
generan mediante una sonda de ultrasonidos. Este proceso de sonicacion se llevo a
cabo utilizando un equipo Vibracell de Sonics & Materials Inc., con una potencia de
salida maxima de 500 W y una frecuencia constante de 20 kHz. Se emple6 una punta
de aleacion de titanio (Ti-6Al-4 V) de 13 mm de diametro, aplicando una amplitud
del 40% (equivalente a 200 W de potencia) durante 10 min en un bafio de hielo para

prevenir el sobrecalentamiento.

Tabla 3.3. Equipos de homogeneizacion y condiciones de trabajo utilizados en la produccion
de emulsiones O/W con mazada.

. Condiciones/
Equipo Marca y modelo Ciclos
. Homolab, modelo 2.20 30 MPa/ 1
Convencional (CH) Fbf, Parma, Italia 100 MPa / 1
Microfluidizacién Microfluidizer® M-110L
(M;,)O uidizacio Microfluidics, Westwood, 100 MPa /3
Massachusetts, Estados Unidos
. Ypsicon, modelo A60 100 MPa /1
g}g;H)Alta Presion Ypsicon Advanced Technologies, S.L., 200 MPa/ 1
Barcelona, Espaiia 300 MPa /1
VCX 500 Vibra-Cell™ 0 .
Ultrasonidos (US) Sonics & Materials Inc., Estados 40% Arﬁll]i 1/11tu d-10
Unidos
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Figura 3.3. Representacion esquematica de las valvulas de homogeneizacion utilizadas en el estudio. (a)
Convencional, (b) Microfluidizacion, (¢) Ultra Alta Presion (UHPH) (Levy et al., 2020). (d) Representa el
proceso de cavitacion acustica del sistema de ultrasonido (Taha et al., 2020).

3.3.2. Preparacion de emulsiones con el producto enriquecido en
membrana de glébulo graso

Las emulsiones O/W preparadas utilizando el MFGMP se prepararon siguiendo el protocolo
descrito en el Apartado 3.3.1. Para ello se utilizé una formulacion al 3,05%, equivalente al
contenido proteico que aporta una solucién de mazada al 7% (2,11%), con un 10% de fase
oleosa. Las técnicas de homogeneizacion utilizadas y las condiciones de trabajo fueron las

indicadas en la Tabla 3.4.

Tabla 3.4. Equipos y condiciones de trabajo utilizados en la elaboracion de emulsiones O/W
con producto enriquecido en membrana del globulo graso (MFGMP).

Equipo Marca y modelo Condiciones / Ciclos
Convencional (CH) Homolab, modelo 2.20 30 MPa/ 1
Microfluidizacion (MF) Microfluidizer® M-110L 100 MPa /3

. Ypsicon Advanced,
Ultra Alta Presion (UHPH) modelo A60 200 MPa/ 1

Ultrasonidos (US) VCX 500 Vibra-Cell™ 40% Amplitud -10 min / 1
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3.3.3 Desarrollo de una formula lactea infantil en base a emulsiones

Se formul6 una formula lactea infantil (FLI) liquida en base a la emulsion O/W compuesta
por un 7% de mazada y un 10% de la mezcla de aceites vegetales chia/girasol, y preparada
mediante las técnicas de homogeneizacion de UHPH y CH. Las condiciones empleadas para
ambas tecnologias de homogeneizacion fueron las optimizadas obtenidas en el experimento
descrito del Apartado 3.3.1., es decir 200 y 30 MPa para los tratamientos UHPH y CH,

respectivamente.

En la elaboracion de las FLIs (ver Figura 3.4), se comenz6 formulando una base lactea. Para
ello, se prepar6 una disolucion de proteina de suero al 1,34% (p/p), la cual se dejo hidratar
durante toda una noche. Posteriormente, se procedid a la mezcla con la dilucion de lactosa
(8,56%, p/p) en agua descalcificada, atemperada a aproximadamente 45 °C, permitiendo su
hidrataciéon durante un periodo de 15 min. A continuacidén, sobre la base lactea, se
adicionaron las emulsiones preparadas con un 7% de mazada y un 10% de la mezcla de
aceites de chia/girasol, y preparadas segun el protocolo del Apartado 3.3.1. y condiciones
de presion antes especificadas. La relacion base lactea/emulsion fue de 1:2,03 (p/p), para
obtener una FLI con composicién teodrica de 1,4% proteina, 3,5% grasa, 7% lactosa y pH
6,8-6,9. Las FLIs resultantes fueron sometida a un tratamiento UHT indirecto de 4 s a 140
°C en un equipo Tetra Therm® Aseptic Pilot (Tetra Pak, Lund, Suecia) con un caudal de 300
L/h. Por ultimo, las FLIs fueron recogidas en un envase aséptico (0,5 L) en una cabina de
flujo laminar. Para su posterior caracterizacion, en algunos casos (p.e. estabilidad fisica) se
anadié a las FLIs un 0,04% (p/v) de NaN3 para evitar la proliferacion del crecimiento

microbiano a lo largo del estudio.

67



Capitulo 3

Base lactea Mezclas Tratamiento térmico Producto final

Emulsién

Tratamiento UHT Envasado
Proteina = Vo 1)
del == T 140°C pords
suero 4°C B
+-ltodala T
noche = N
(E;/ R
Base lactea
v
2 v
=, V< )

Lactosa |/ .
| L _I1 5min
45°C

. Férmula Infantil
Base lactea

Figura 3.4. Diagrama de preparacion de las formulas lacteas infantiles liquidas UHT en base a emulsiones
O/W con mazada y aceites de chia/girasol obtenidas por homogeneizacion a ultra alta presion (UHPH) a 200
MPa u homogeneizaciéon convencional (CH) a 30 MPa. Figura creada con Biorender.com.

3.4 Caracterizacion composicional de las emulsiones y formulas
infantiles

El contenido en extracto seco (ES) de las emulsiones y FLIs liquidas UHT fue analizado
mediante desecacion en estufa a 102 + 2 °C hasta peso constante (IDF, 2010) y célculo de su
humedad retenida (100-ES). La medicion de su pH se realiz6 mediante un electrodo de
inmersion acoplado a un pH-metro (GLP 21 modelo 2001; Crison Instruments SA, Alella).
El contenido proteico fue evaluado mediante la determinacion de la concentracion total de
nitrégeno y se midié mediante el método Dumas (IDF, 2002) utilizando un equipo TruSpec®
N (LECO, St. Joseph, MI, USA). El contenido en grasa se llevo a cabo por un método de
extraccion acelerada (ASE®) utilizando como disolventes de extraccion éter de
petroleo:isopropanol (3:2) en un equipo ASE 200 (Dionex, ThermoFisher Scientific, Titan
Way, California, EEUU). La extraccion se llevo a cabo a 120 °C, a presion de 1,0342 MPa,
con un tiempo de calentamiento de 6 min, un tiempo estatico de 1 min, un volumen de
descarga del 100%, un tiempo de purga de 60 s, 3 ciclos y un tiempo total de extraccion de

10 min. Por ultimo, la concentracidn de lactosa fue determinada en las FLIs mediante un kit
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enzimatico Lactosa/D-Galactosa Cat. No. 10 176 303 035 de r-Biopharm AG (Darmstadt,

Alemania).

3.5 Técnicas e instrumentacion utilizadas para la caracterizacion
fisicoquimica de las emulsiones y formulas infantiles

3.5.1 Medidas de tamafio de particula y potencial zeta

El tamafio medio y la distribucion de tamafios de las gotas de aceite de las emulsiones se
determinaron mediante un analizador de tamafio de particula por difraccion laser (LD)
Mastersizer 2000 (Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, Reino Unido), compuesto de
un banco optico y una unidad de dispersion por via himeda (Hidro MU) que permite realizar
el andlisis mediante la diluciéon de la muestra. Esta técnica se basa en la medicion de la
intensidad de luz dispersada por las particulas presentes. La luz incidente es transmitida a la
muestra y el equipo detecta el patron de difraccion producido por las particulas. Este patron
depende del tamafio y forma de estas, asi como de la longitud de onda de la luz incidente. A
partir del patréon de difraccion se determina la distribuciéon de tamafios y los didmetros
promedios. Se obtuvieron el didmetro medio en superficie (D3,2 um) que representa el
didmetro de una particula esférica con la misma relacion volumen/superficie del total de la
emulsion, y el pardmetro (D4,3 um) que es el tamafio medio expresado en volumen. En
cuanto a los parametros Opticos, se emplearon indices de refraccion de 1,46 y 1,33 para los
aceites y el agua, respectivamente. Cada muestra diluida se analiz6 por triplicado de forma
sucesiva. Las emulsiones también se diluyeron en una disolucion de dodecilsulfato sddico
(SDS) al 1% (p/v) para comprobar la presencia de agregados o fendmenos de coalescencia

entre particulas.

El tamafio medio de particula hidrodinamico y el potencial zeta de las gotas de las
emulsiones fueron también determinadas mediante la técnica de dispersion de luz dindmica
(DLS) Zetasizer Nanoseries ZS90 (Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, Reino Unido).
Las muestras se diluyeron con agua desionizada, obtenida con un sistema Milli-Q (18.2 MQ
cm) en proporcion 1:1000 (v/v). Se realizaron mediciones por triplicado usando los

parametros Opticos anteriormente descritos.

69



Capitulo 3

3.5.2 Determinacion de la estabilidad fisica

La estabilidad fisica de las emulsiones se caracterizo mediante la medida de la variacion de
su turbidez a lo largo del tiempo. Estas medidas se realizaron utilizando un analizador 6ptico
Turbiscan™ LAB 2.1 (Formulaction, Toulouse, Francia), basado en tecnologias de multiple
dispersion de luz (transmision y retrodispersion). Las emulsiones fueron analizadas sin
dilucion a lo largo del tiempo. Concretamente se analizd la variacion en el tiempo del
porcentaje de luz retrodispersada (muestras opacas) por la muestra a distintas alturas del vial
que lo contiene. El analisis de los perfiles de dispersion de luz obtenidos a lo largo del tiempo
permite detectar fendémenos de desestabilizacion de emulsiones tipo sedimentacion,
cremado, o crecimientos de tamafio de particula por procesos de coalescencia y floculacion
(Mengual et al., 1999). En particular, es posible conocer el indice de estabilidad del
Turbiscan (Turbiscan Stability Index, TSI), el cual proporciona informaciéon sobre la

estabilidad global de la muestra y se obtiene a partir de la siguiente formula (1):

_[E (xi—xBs)?
TSI = /—n_l €]

Donde: n es el nimero de escaneos; x; el valor de retrodispersion promedio para cada minuto
de medicion y xpses el valor promedio de xi. Los valores de TSI varian en un rango de 0 a
100, y cuanto mas pequeio sea su valor mas estable es la emulsion estudiada.

Posteriormente se correlacionaron los valores de TSI con observaciones visuales de

desestabilizacion, utilizando la siguiente clasificacion:

(A+) Visualmente Excelente: TSI < 0,5; sin desestabilizacion significativa, méaxima
estabilidad.

(A) Visualmente Bueno: 0,5 <TSI < 1; desestabilizacion temprana, no visualmente evidente.
(B) Pase Visual: 1 < TSI < 3; inicio de desestabilizacion, generalmente no visible.

(C) Advertencia Visual: 3 < TSI < 10; desestabilizacion importante, posiblemente visible.

(D) Fallo Visual: TSI > 10; variacion extrema, desestabilizacion probablemente visible

La estabilidad de las emulsiones se evalu6 durante 15 dias a temperatura ambiente y 60 dias

para FLIs, analizando todas las muestras por triplicado.
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3.5.3 Propiedades reologicas

La caracterizacion reoldgica de las emulsiones y de las FLIs se llevo a cabo mediante un
reémetro rotatorio HAAKE™ RheoStress™ 1 (Thermo Electron Corporation, Karlsruhe,
Alemania) a 20 °C con un sensor de cilindros concéntricos (Z34 DIN 53019 / 222-1499) y
una taza o cilindro exterior hueco (Z34 DIN 53019/ 222-1498) aptos para muestras liquidas.
Se determino la curva de flujo (esfuerzo cortante frente a la velocidad de cizallamiento) en
funcion al incremento y, posterior disminucion de la velocidad de cizallamiento 0,001 s™'y
100 s durante 1 min. Estas curvas de flujo fueron ajustadas al modelo reologico de Ostwald
de Waele o ley de la potencia: T = K (y) n, donde 7 es el esfuerzo cortante (Pa), es K el indice
de consistencia (Pa x s"), v la velocidad de cizallamiento (s™'), y n es el indice de
comportamiento al flujo. Las mediciones se realizaron el mismo dia de la preparacion de la

emulsion y minimo por duplicado.

3.5.4 Determinacion de la oxidacion lipidica

La propension a la oxidacion lipidica de las emulsiones y FLIs fue examinada a lo largo del
tiempo. En concreto, las emulsiones fueron sometidas a un envejecimiento en estufa a 50 °C
durante 1, 7 y 15 dias, y las FLIs durante 1 mes. Transcurrido el tiempo de ensayo, las
muestras fueron congeladas a —80 °C para su posterior andlisis en términos de cuantificacion
del contenido de hidroperoxidos (oxidacion primaria) y malondialdehido (oxidacion

secundaria).

3.5.4.1 Oxidacion primaria

Para la cuantificacion de los hidroperdxidos se utilizé el método propuesto por (Hu et al.,
2003). Para ello, inicialmente se mezclaron 300 pL de la emulsion a analizar y 1,5 mL de
una disolucién de isooctano/2-propanol (3:1) en un tubo de ensayo de vidrio. La mezcla se
agitod en vortex durante 30 s (10 s x 3). A continuacion, la fase organica de la mezcla fue
separada por centrifugacion a 1000 rpm durante 2 min. Se tomaron 200 pL de la fase orgéanica
y se diluy6 hasta 2,8 mL con una mezcla de metanol/1-butanol (2:1). A continuacion,
inmediatamente se afiadieron 15 pL de una disolucion tiocianato de amonio 3,97 My 15 uL
de una solucién de BaCl 0,132 M y FeSO4 0,144 M. Por ultimo, la mezcla resultante se
agito en vortex durante 10 s, se dejo reposar 20 min, y fue analizada en un espectrofotometro
UV 2310 (Dinko Instruments, Barcelona, Espafia) a longitud de onda de 510 nm. La

concentracion de hidroperoxidos fue determinada a partir de una recta de calibrado realizada

71



Capitulo 3

con hidroperoxido de cumeno (CoH1202) en un rango de concentraciones de 0,002-2 mM.

Cada muestra se analiz6 por triplicado.

3.5.4.2 Oxidacion secundaria

Para la cuantificacion de malondialdehido se utiliz6 el método propuesto por (Papastergiadis
et al., 2012) basado en cromatografia liquida (HPLC). Para ello, inicialmente se mezclaron
5 mL de la emulsién a analizar y 15 mL de una disolucién conteniendo acido tricloroacético
(TCA) 7,5% (p/v), acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 0,1% y propil galato (PG) 0,1%
en tubos Falcon de centrifuga (50 mL). Los tubos fueron agitados horizontalmente durante
15 min y centrifugados a 3500 rpm durante 15 min. A continuacion, 1 mL del sobrenadante
fue mezclado con 3 mL de acido tiobarbitarico (TBA) 40 mM en tubos de vidrio (con tapa
y rosca). Seguidamente, los tubos se calentaron a 100 °C durante 40 min, se atemperaron a
temperatura ambiente, se les afiadié 1 mL de metanol (pureza HPLC) y se agitaron en vortex
durante 10 s. A continuacion, las muestras fueron puestas en tubos Eppendorf y se
centrifugaron a 3500 rpm durante 15 min para evitar la presencia de precipitados. La
separacion y cuantificacion de manoldialdehido en los sobrenadantes se realizo en un equipo
HPLC compuesto por un inyector automatico (Waters 717 Plus, Milford, Massachusetts,
EEUU), una bomba impulsora modelo 515 de Perkin Elmer (Waltham, Massachusetts,
EEUU) y un detector de fluorescencia serie 200 (Perkin Elmer). Alicuotas de 20 pL de la
muestra se inyectaron en una columna Agilent Pursuit 3 C18 (5 um, 150 x 4,6 mm) con una
temperatura de analisis de 40 °C. La fase movil consistio en una solucion tampon de KH2PO4
50 mM, metanol, y acetonitrilo (72:17:11, pH 5,3) bombeada isocraticamente con un flujo
de 0,8 mL/min. Las longitudes de onda de excitacion y emision fluorométricas seleccionadas
fueron 525 y 560 nm, respectivamente. Para cuantificar la cantidad del malondialdehido se
realizd una curva patron a partir de 1,1,3,3-tetraectoxipropano (TEP) en un intervalo de
concentracion de 0,25 a 25 uM. La cuantificacion de picos se realizd con ayuda del software

Turbochrom TC6 (Perkin Elmer).

3.5.5 Color

El color fue evaluado en las FLIs los dias 1 y 60 con un colorimetro portatil Hunter Lab
(MiniScan XETM, Hunter laboratory Inc., Reston, EEUU de acuerdo al método Pathare et
al. (2013). Las muestras se colocaron en un recipiente de vidrio dptico transparente de 50

mL lleno hasta 10 mm seguido de un disco de tapon blanco para estandarizar las mediciones.
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Se midi¢ la superficie externa del fondo. Los resultados se expresaron en el espacio de color
CIE L*a*b*, donde L* es la luminosidad, a* es el verde-rojo y b* es el azul-amarillo. El
indice de blancura (WI), el indice de amarillez (YI) y la diferencia de color total (AE) se

calcularon utilizando las siguientes ecuaciones (2), (3), (4), respectivamente.

WI = 100 — [(100 — L*) + a*%2 + b*?]%5 @
Yl = 142,86 X b* x L*1 3)
AE = [(AL)? + (Aa*)? + (Ab*)?]5 (4)

3.5.7 Microscopia laser confocal

El anélisis microestructural de las emulsiones y de las férmulas infantiles se realizé con un
microscopio laser confocal (Leica TCS SP2 AOBS, Heidelberg, Alemania) de argon a una
longitud de onda de excitacién de 488 nm (la emision se detectd entre 500 y 530 nm), y un
laser de He-Ne a una longitud de onda de excitacion de 543 nm (la emision se detectd entre
565y 615 nm). Las observaciones se realizaron con un objetivo Leica de inmersion en aceite

%63 con una apertura numérica de 1,4.

Los lipidos neutros, como los triacilgliceroles, se tifieron con la sonda fluorescente soluble
en lipidos Nile Red (5H-benzo a-fenoxazina-5-ona, 9-dietilamino; Sigma-Aldrich),
preparada a una concentracion de 42 pg/mL en acetona. Se afiadieron unos 100 pL de la
solucion de Nile Red a 1 mL de las emulsiones o FLIs. Para tefiir los fosfolipidos de la
MFGM se utiliz6 la sonda fluorescente N-(lisamina rodamina B sulfonil)
dioleoilfosfatidiletanolamina (RAh-DOPE; Avanti polar lipids Inc, Birmingham, Reino
Unido). Se anadieron unos 20 pL de la solucién comercial a 0,5 mL de las emulsiones o
FLIs. Para el marcado de las proteinas se utilizo la sonda fluorescente Fast Green FCF
(Sigma-Aldrich), que se prepar6 disolviendo el 1% del polvo en agua destilada, y se afiadi6

a las emulsiones o FLIs a una concentracion del 10%.
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3.6 Analisis estadistico

Se llevdo a cabo un exhaustivo analisis estadistico utilizando diversas herramientas y
enfoques en cada uno de los capitulos, con el objetivo de comprender y evaluar
detalladamente los resultados obtenidos.

En el Capitulo 4, se utilizo el software R (version 4.1.2, Viena, Austria) para realizar un
analisis detallado de las variables de interés. Las decisiones estadisticas se tomaron con un
nivel de significacion establecido en 0,05, y se aplic6 un ANOVA mediante un Modelo
Lineal General con efectos aleatorios e interacciones entre factores. Ademas, se llevaron a
cabo comparaciones 2 a 2 para identificar subconjuntos homogéneos, utilizando la

correccion de Tukey para abordar la multiplicidad de contrastes.

En el Capitulo 5, se llevo a cabo un analisis estadistico empleando un Modelo Lineal
General. Este enfoque permite evaluar de manera integral la influencia de multiples factores
sobre las variables de interés. Se utilizo el software Minitab Express™ 1.5.3 para realizar
pruebas de andlisis de varianza (ANOVA) bidireccional, determinando las diferencias
significativas entre medias mediante la prueba de Tukey con un nivel de confianza del 95%
(P <0,05). Ademas, se realizo un analisis especifico para emulsiones con una tnica medida,

comparando medias por Two Sample t-test.

En el Capitulo 7 los resultados de las FLIs se sometieron a un analisis estadistico detallado
en el que se utiliz6 estadistica descriptiva, modelo lineal mixto con interaccion y analisis de
varianza (ANOVA) para cada variable. En presencia de diferencias significativas entre
tratamientos, se procedié a la comparacion de medias por el Test de Tukey (P < 0,05)
mediante el software R (version 4.0.1). Ademas, se realizd un analisis especifico para

emulsiones con una tnica medida, comparando medias por Two Sample t-test.
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Encapsulacion de aceites vegetales mediante
emulsiones O/W usando mazada como emulgente y
diferentes tecnologias de homogeneizacion

4.1 Introduccion

Hoy en dia, en la industria lactea existe un gran interés en la revalorizacion de los
subproductos generados en sus procesos de fabricacion, a través de su reutilizacion en la
formulacion de alimentos funcionales con actividad fisioldgica (Kaur & Das, 2011).

En este contexto, la mazada es un subproducto obtenido durante la fabricacion de la
mantequilla. La mazada es un ingrediente alimenticio excepcional, con un valor nutricional
superior a la leche y con efectos muy positivos en la salud por su alto valor bioldgico
(Conway et al., 2013; Larsson et al., 2008). La mazada se compone de elementos
provenientes de la leche desnatada (caseina, proteina de suero, lactosa y minerales) y la
membrana del globulo graso de la leche (MFGM; fosfolipidos y proteinas de la MFGM)
(Baruk¢i¢ et al., 2019; Conway et al., 2014; Corredig et al., 2003; Thara et al., 2011; de
Freitas Mascarello et al., 2019; Sodini et al., 2006). En la industria lactea, el uso de sus
componentes fraccionados se encuentra ampliamente extendido por sus caracteristicas
funcionales, nutricionales y organolépticas (Barukci¢ et al., 2019; Zanabria Eyzaguirre &

Corredig, 2011).

La mazada es baja en grasa y es una importante fuente de proteinas y de alto contenido en
lipidos polares (Sodini et al., 2006). Estudios cientificos han relevado su contribucion a la
prevencion del cancer de colon, la disminucion de los niveles de colesterol, su efecto
bactericida, la proteccion frente a la tlcera gastrica y la mejora de la funcion cerebral
(Baruk¢i¢ et al., 2019; Sodini, Morin, & Jime, 2006; Spitsberg, 2005). En el aspecto
funcional, la mazada mejora las propiedades de emulsificacion de los alimentos debido a su
alto contenido de proteinas y fosfolipidos de la MFGM. Las proteinas ofrecen estabilidad a

las emulsiones, mientras que los fosfolipidos, al ser anfifilicos, forman estructuras
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vesiculares y también proporcionan estabilidad, permitiendo la administracién controlada de
agentes bioactivos encapsulados (Augustin et al., 2015; Kasinos et al., 2014; Thompson &
Singh, 2006). Esta propiedad es esencial para una amplia gama de productos alimenticios,

incluyendo salsas, aderezos para ensaladas y productos horneados (Ihara et al., 2011).

Por otro lado, otros ingredientes alimenticios excepcionales utilizados para el desarrollo de
alimentos funcionales son los aceites vegetales ricos en acidos grasos poliinsaturados -3 y
6, tales como los aceites procedentes de las semillas de girasol y de la chia. En numerosos
estudios, se ha demostrado que el consumo de acidos grasos -3 y 6 favorece el desarrollo
de las capacidades cognitivas, nerviosas y celulares de los nifios, ademds de reducir la
incidencia de enfermedades cardiovasculares y el curso de la arteriosclerosis coronaria en
humanos (Kaur et al., 2014; Mazza et al., 2007; Nagy et al., 2017; Simopoulos, 2016). Sin
embargo, la utilizacion de estos aceites vegetales en alimentos funcionales esta
comprometida debido a su elevada susceptibilidad a la oxidacién que presentan sus acidos
grasos insaturados, y como consecuencia la aparicion de compuestos oxidados con la
aparicion de olores desagradables en los aceites e incluso de componentes toxicos (Ghelichi

et al., 2023; Nogueira et al., 2019; Syed, 2016; Zhang & Chen, 1997).

Las emulsiones aceite en agua (O/W) se han convertido en una herramienta esencial para
vehicular y proteger compuestos bioactivos, especialmente en la industria alimentaria y
farmacéutica (Zhu et al., 2019). Estas emulsiones facilitan la incorporacion de ingredientes
solubles en aceite, como acidos grasos insaturados, vitaminas y antioxidantes, en productos
basados en agua (Chang & Nickerson, 2018). Al encapsular estos compuestos bioactivos, las
emulsiones no solo mejoran su estabilidad y biodisponibilidad, sino que también permiten
una liberacion controlada y especifica en el organismo (Fernandes et al., 2023). Esta técnica
es particularmente valiosa para proteger compuestos sensibles a factores como la luz y el
oxigeno, asegurando asi su efectividad y calidad en el producto final (Chang & Nickerson,

2018).

En el campo de la preparacion de emulsiones, los métodos de procesamiento fisico
desempefian un papel fundamental, ya que aportan energia esencial al sistema, determinando
asi las caracteristicas finales de las emulsiones obtenidas. Ademds de la homogeneizacion

convencional (CH), tres técnicas avanzadas han ganado notoriedad por su eficacia en
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producir emulsiones con tamaio de particula mas pequefio: la homogeneizacion a alta y ultra
alta presion (HPH y UHPH), la microfluidizacion o Microfluidizer® (MF) y los ultrasonidos
(US) (Hebishy et al., 2013; Jafari et al., 2007; Liu et al., 2019; McClements, 2011; Singh &
Gallier, 2017).

La HPH es una técnica ampliamente reconocida que somete la emulsion a altas presiones,
hasta 100 MPa, generando fuerzas mecanicas de cizallamiento que fragmentan y disminuyen
el tamafio de las gotas de aceite (Comuzzo & Calligaris, 2019; Floury et al., 2000; Hidajat
et al., 2020; Tobin et al., 2015). A pesar de su eficacia, la HPH puede producir distribuciones
de tamafio de gota inconsistentes, afectando la estabilidad de la emulsién (Juttulapa et al.,

2017; Santos et al., 2022; Seo et al., 2018).

En respuesta a estas limitaciones, las técnicas de UHPH y MF emergen como alternativas
mas avanzadas. Estos métodos permiten un control mas exacto sobre la distribucion del
tamafio de las gotas, resultando en una notable uniformidad en el tamafio de particula. La
UHPH lleva el proceso de homogeneizacion a un nivel superior, aplicando presiones atn
mas elevadas (200-300 MPa), lo que se traduce en emulsiones con una estabilidad y una
homogeneidad mejoradas (Cortés-Muifioz et al., 2009; Dumay et al., 2013; Fernandez-Avila
etal., 2015; Hebishy et al., 2013; Zamora et al., 2007). Por su parte, la MF utiliza canales de
flujo estrechos y de alta velocidad para obtener una reduccién més eficiente y uniforme del
tamafio de las gotas Jafari et al., 2007; Li et al., 2022; Thompson & Singh, 2006; Villalobos-
Castillejos et al., 2018; Wang et al., 2012).

Los ultrasonidos (US) representan otra técnica prometedora, utilizando ondas sonoras de alta
frecuencia para crear vibraciones en el liquido. Esta accion genera microburbujas que
colapsan violentamente, produciendo fuerzas de cizallamiento locales que facilitan la
formacion de emulsiones finas y estables (Abbas et al., 2013; Abismail et al., 1999; Anandan

etal., 2017; Silva et al., 2015; Sousa et al., 2021).

Estas técnicas avanzadas no solo mejoran la calidad de las emulsiones, sino que también
abren nuevas posibilidades en aplicaciones como la encapsulacion de nutrientes y la creacion
de productos alimenticios y farmacéuticos con caracteristicas especificas y deseables

(Augustin et al., 2015; Bakry et al., 2015; Tan & McClements, 2021; Wang et al., 2011).
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En este trabajo, se busca aprovechar las caracteristicas funcionales, nutricionales y
organolépticas de la mazada y los aceites vegetales ricos en acidos grasos poliinsaturados ®-
3 y 6 para desarrollar un ingrediente alimenticio funcional en forma de emulsion tipo O/W.
Los componentes de la mazada han demostrado ser efectivos como emulsionantes en
emulsiones O/W, lo que ofrece posibilidades interesantes para su uso en la encapsulacion y
proteccion de componentes bioactivos. Un estudio de Aghababaei et al. (2021) examino el
uso de la mazada comercial en la produccion de emulsiones ricas en -3 y 6 utilizando
UHPH, resaltando una mejora en la estabilidad de las emulsiones y en la eficiencia de
encapsulacion en comparacion con la CH. También, Yesiltas et al. (2020) en su estudio sobre
emulsiones O/W con alto contenido de grasa estabilizadas con caseinato de sodio y
fosfatidilcolina ilustra la capacidad de estos componentes, comunes en la mazada, para
formar emulsiones estables, demostrando su potencial en aplicaciones donde se requiere la
proteccion de componentes sensibles. Estos hallazgos subrayan la viabilidad de usar los
componentes de la mazada como emulsionantes naturales en emulsiones aceite en agua para
la encapsulacion eficaz y proteccion de ingredientes bioactivos. La propiedad tensioactiva
de los componentes de la mazada en la interfaz O/W evitara la coalescencia de los glébulos
de aceite. Ademas, se espera que la encapsulacion de los aceites vegetales de girasol y chia
en la emulsion, con la mazada y mediante el uso de diferentes tecnologias de
homogeneizacion, ayude a reducir la degradacion oxidativa de los &cidos grasos
poliinsaturados ®-3 y 6, evitando asi la pérdida de sus propiedades, como se ha demostrado
en estudios anteriores (Augustin et al., 2011; Augustin & Hemar, 2009; Drusch & Mannino,

2009; McClements et al., 2007).

4.2 Preparacion y caracterizacion de las emulsiones

En el Apartado 3.3.1 se describe la preparacion de las emulsiones O/W utilizado una fase
oleosa compuesta por una mezcla de aceites de chia y girasol en proporcion 1:1, y una fase

acuosa que contiene mazada como emulgente.

En este estudio se elaboraron emulsiones O/W mediante cuatro diferentes métodos de
homogeneizacion, incluyendo CH, (U)HPH, MF y US. Se realiz6 una evaluacion exhaustiva
para examinar el impacto de varios factores, como la concentracion de mazada y de la fase

oleosa, la tecnologia de homogeneizacion seleccionada y sus parametros operativos, en las
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caracteristicas de las emulsiones obtenidas. Se analizaron estas propiedades en términos de
tamafio de particula, carga, morfologia, comportamiento reoldgico, y estabilidades tanto
fisica como oxidativa. La Tabla 4.1 muestra la formulacion, las técnicas de homogenizacion

utilizadas en su preparacion, y las condiciones de trabajo utilizadas para su elaboracion.

Tabla 4.1. Disefo experimental de las emulsiones elaboradas en este estudio.

Condiciones de trabajo Formulacion

Técnica de homogenizacion (MPa) Mazada (%)  Aceite (%)

5 10
10
20
20

30

Convencional (CH)

10
10
20
20

100

10
10
20
20

Microfluidizacion (MF) 100

10
10
20
20

100

10
10
20
20

(Ultra) alta presion

(UHPH) 200

10
10
20
20

300

10
10
20
20

Ultrasonidos (US) 40% Amplitud-10 min

NN NI N QNN TN NJ NN NN NN

4.2.1 Caracterizacion de las emulsiones obtenidas mediante
homogeneizacion convencional

Desde que se disefio el primer homogeneizador convencional en 1899, el proceso de
homogeneizacién convencional (CH) se ha utilizado en diferentes industrias para la mejora

de la estabilidad, la uniformidad, la consistencia, la viscosidad, la vida util, el sabor y el color
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de los productos. Asimismo, la CH se usa ampliamente en la elaboracion de distintos tipos
emulsiones para evitar los fendémenos de desestabilizacion, fundamentalmente el cremado,

agregacion y coalescencia (Pereda et al., 2008; Mayta-Hancco et al., 2020).

La CH utiliza presiones entre 25 y 100 MPa para forzar el paso del fluido a homogenizar a
través de una valvula con el fin de conseguir la division de las gotas de aceite polidispersas
de una emulsion O/W hacia un gran nimero de gotas de aceite de tamafio menor y mas
homogéneo (Joubran et al., 1993). El liquido pasa a gran velocidad por la vélvula y, a la
salida, la presion cae bruscamente y se producen fuerzas de cizalla y fendmenos de
turbulencia, cavitacion e impacto que reducen el tamafio de las particulas de la fase oleosa
(Sajjadi et al., 2002; Wilbey, 2011). Con este proceso de homogeneizacion se consigue
reducir el tamafio inicial de las gotas e incrementar de 5 a 10 veces la superficie de las nuevas
gotas de aceite. Por ejemplo, en la industria lactea las presiones utilizadas en los
homogeneizadores convencionales oscilan entre ~20 y 60 MPa, y se emplean con el
proposito de reducir el tamafio de los glébulos de grasa que, en general, se encuentra entre

1 y 10 um (Dumay et al., 2013).

En este trabajo, siguiendo el disefio experimental de la Tabla 4.1 y el protocolo de
elaboracion de emulsiones o/w del Apartado 3.3.1., se ha llevado a cabo la preparacion de
8 prototipos de emulsiones con el equipo de CH utilizando las presiones de trabajo de 30 y
100 MPa. Se ha trabajado con dos concentraciones (10 y 20%) de la fase oleosa formada por
la mezcla de aceites de girasol /chia (1:1), y una fase acuosa con dos concentraciones (5 y

7%) de mazada.

Durante el tratamiento de homogeneizacion, la temperatura de entrada de las emulsiones,
independientemente de la formulacion, se mantuvieron en el intervalo de 22 a 24 °C. Las
emulsiones a 30 MPa, experimentaron un ligero aumento de temperatura de salida,
alcanzando valores de 24 a 26 °C. Sin embargo, al aumentar la presion a 100 MPa, las
emulsiones registraron una temperatura de salida mas elevada, situandose en el intervalo de
39 a 41 °C. Las temperaturas de salida de producto se redujeron rapidamente por

enfriamiento de las emulsiones en hielo hasta temperatura ambiente.
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En base a los resultados de caracterizacion de particula obtenidos mediante esta técnica de
homogeneizacion (Tabla 4.2), se obtuvieron emulsiones con distribuciones de tamafio de
particula bimodales (Figura 4.1). A grandes rasgos se puede observar que, en todas las
emulsiones, se identificd una poblacion de particulas de tamafio menor a ~600 nm y otra
poblacion mas amplia de particulas con tamafios mayores, de > 1 micra, con indices de
polidispersion (PdI) por encima de 0,5, y tamafios medios comprendidos entre 900 nm y ~3
um. El tamafo medio de particula mas pequeiio correspondio a las emulsiones
homogeneizadas a 100 MPa y compuestas por un 10% de fase oleosa, sin mostrar diferencias
en cuanto a la concentracion de mazada utilizada, mientras que sus homoélogas con 20% de
fase oleosa fueron las que presentaron mayor tamafio de particula. En general, se observé un
bajo grado de uniformidad en las emulsiones preparadas por CH, visible por el elevado
indice de polidispersion obtenido, asociandose a fendmenos de floculacion y agregacion que

ocurren entre las gotas de la emulsion tras la homogeneizacion (Shahavi et al., 2019).

Tabla 4.2. Tamafio medio de particula, indice de polidispersion (PdI) y potencial zeta de las
emulsiones preparadas mediante homogeneizacion convencional.

. Fase Diametro medio de .
lz;/isr}:;l M?(;(‘:l)da Oleosa particula PdI POtel(l;:‘;lll)Zeta
(%) (nm)
5 10 1717,34 £ 167,33 b¢ 0,88 +0,14% —3496+2,87°?
30 7 10 1170,00 + 73,67 < 0,59+0,14°¢ —-3833+6,22°%
5 20 2059,89 + 401,17 ® 0,98+0,02* —35,53+3,00?
7 20 1596,00 + 242,00 b<d 0,96 +0,04* —-3439+3,60°
5 10 925,90 + 14,20 ¢ 0,68 £0,03% —35,57+0,51%
100 7 10 908,20 + 2,25 ¢ 0,66 £0,02° —35,53+1,20%
5 20 3164,75+ 278,252 1? -3443+1,50%
7 20 2759,00 + 386,26 ? 1? -32,82+1,122

ab-c-d [ etras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey (P <
0,05).

En lo que respecta al potencial zeta de las emulsiones, es relevante destacar que en todas las
muestras se mantuvo un potencial zeta negativo constante, sin que se observaran diferencias
significativas entre ellas. Este resultado es altamente beneficioso, ya que indica una
estabilidad electrostatica uniforme, independientemente de las variaciones en las

condiciones y en la formulacion de las emulsiones.
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Figura 4.1. Distribuciones de tamafio de particula de las emulsiones preparadas por homogenizacion
convencional a presiones de 30 MPa (linea discontinua) y 100 MPa (linea continua), y compuestas por: (a) 5%
de mazada y 10% de fase oleosa; (b) 7% de mazada y 10% de fase oleosa; (c) 5% de mazada y 20% de fase
oleosa; y (d) 7% de mazada y 20% de fase oleosa.

Respecto al comportamiento reologico de las emulsiones (Tabla 4.3), las emulsiones
preparadas con un 10% de fase oleosa y 5 0 7% de mazada presentaron un comportamiento
de flujo Newtoniano (n~1), mientras que aquellas preparadas con un 20% lo presentaron de
tipo pseudoplastico (fluido no Newtoniano), que se caracteriza por ser un fluido cuya
viscosidad disminuye a medida que aumenta la velocidad de deformacion. Las emulsiones
preparadas por CH y con un 10% de fase oleosa presentaron indices de consistencia (K)
significativamente (P < 0,05) mas bajos que aquellas preparadas con un 20% de fase oleosa.
La concentracion de mazada no afectd la reologia de las emulsiones, excepto aquellas
elaboradas a 30 MPa con un 20% de fase oleosa, presentando una K menor al incorporar un
5% mazada. La presion de homogeneizacion tuvo un efecto significativo (P < 0,05) sobre K

solo en las emulsiones formuladas con 20% de fase oleosa, las cuales presentaron valores
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duplicados en viscosidad aparente cuando la presion aplicada fue de 30 MPa, en

comparacion a las tratadas a 100 MPa.

Tabla 4.3. Parametros reoldgicos de indice de consistencia (K), indice de comportamiento
de flujo (n), e indice de correlacion (R?) de las emulsiones elaboradas por homogeneizacion
convencional.

Presion Mazada  Aceites K

(MPa) (%) (%) (Pa x s") " R
5 10 0,0022 +0,0001 ¢ 1,0572+0,00212  0,9996
30 7 10 0,0028 +0,0001 ¢ 1,0478 +0,0023*  0,9998
5 20 0,3005 + 0,0387° 0,5484 + 0,0155% 00,9999
7 20 0,4773 +0,0490* 00,5204 +0,0304°  0,9999
5 10 0,0023 +0,0002¢ 1,0578 +0,0780*  0,9998
100 7 10 0,0026 + 0,0002 ¢ 1,0483 +0,0049*  0,9998
5 20 0,1673 +£0,0166°¢ 0,5872+0,0126  0,9999

7 20 0,2049 £ 0,0161 ¢ 0,7067 +0,0560 > 0,9999

a-b-c-d | etras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas segtn la prueba de Tukey (P <
0,05).

La estabilidad fisica de las emulsiones a temperatura ambiente a lo largo del tiempo (15 dias)
fue determinada mediante el analizador Turbiscan LAB (Formulation). Este equipo es capaz
de identificar fenomenos de inestabilidad en las emulsiones en etapas tempranas, ademas de
proporcionar el indice de estabilidad Turbiscan (Turbiscan Stability Index, TSI) que permite
cuantificar y visualizar la estabilidad de diferentes formulaciones. En la Figura 4.2 y Tabla
4.4 se muestra las curvas de TSI de todas las emulsiones preparadas mediante CH, y los
valores de TSI al cabo de 15 dias de almacenamiento a temperatura ambiente. En este estudio
se observd un aumento progresivo del TSI en todas las emulsiones con el tiempo,
independientemente de la concentracion de mazada, aceite o presion utilizadas, indicando

una pérdida de estabilidad fisica de las emulsiones durante el tiempo de almacenamiento.

Las emulsiones con mayor concentracion de emulgente y preparadas a 100 MPa presentaron,
en general, una mayor (P < 0,05) estabilidad fisica a partir del dia 7 de almacenamiento. Sin
embargo, la concentracion de la fase oleosa en la emulsidon no tuvo, en general, un efecto
visible significativo (P > 0,05) sobre su estabilidad fisica. Las emulsiones mas estables a dia
15 de almacenamiento fueron aquellas preparadas con un 7% de mazada, con 10 y 20% de
fase oleosa y tratadas a 100 MPa, ya que presentaron los valores de TSI mas pequeios tras

15 dias de estabilidad. Las emulsiones mas inestables fueron aquellas preparadas con un 5%
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de mazada, 10 o 20% de fase oleosa y tratadas a 30 MPa, ya que presentaron los valores de

TSI mas elevados.
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Figura 4.2. Indice de estabilidad del Turbiscan Global (TSI siglas en inglés) obtenida en las emulsiones
preparadas mediante homogeneizacion convencional a 30 MPa: (--, 5% mazada y 10% fase oleosa); (--, 7%
mazada y 10% fase oleosa); (--, 5% mazada y 20% fase oleosa); (--, 5% mazada y 20% fase oleosa) y a 100
MPa: (—, 5% mazada y 10% fase oleosa); (—, 7% mazada y 10% fase oleosa); (—, 5% mazada y 20% fase
oleosa); (—, 5% mazada y 20% fase oleosa) en funcion del tiempo de almacenamiento.

Tabla 4.4. indice de estabilidad Turbiscan Global (TSI) de las emulsiones elaboradas
mediante la técnica de homogeneizacion convencional en funcion del tiempo de

almacenamiento.
TSI
Presion Mazada Aceites
(MPa) (%) (%) Dia 1 Dia 7 Dia 15
5 10 1,89 +£0,12 @7 11,66 £ 0,74 &Y 18,62 + 0,78 b*
30 7 10 1,22 0,26 b2 7,71 + 1,19 ®Y 12,74 £ 1,15 X
5 20 2,47+0,81 %7 13,24 0,73 &Y 23,48 + 0,84 X
7 20 0,89 + 0,25 <47 7,11 £0,36 &Y 12,72 £3,23 X
5 10 0,86+ 0,104 5,78 £ 0,63 ¢4 10,44 + 1,24 d-x
7 10 0,66 + 0,02 47 420+0.21%Y 7,13 £ 0,82 de-x
100 5 20 0,70 £ 0,03 483+0,14%Y  11,12+0.4]1 %%
7 20 0,25+ 0,004 1,80 + 0,03 Y 474 +0,35%%

a-b-c-d [ otras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas segiin la prueba de Tukey (P <

0,05).

x¥2 Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey (P < 0,05).
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Las emulsiones pueden experimentar oxidacion con el transcurso del tiempo, un proceso que
puede ser acelerado o retardado dependiendo de las condiciones iniciales de su formulacion
y elaboracion. La velocidad de esta oxidacion esta influenciada por diversos factores, como
los cambios de temperatura, la exposicion a la luz, la disponibilidad de oxigeno, la presencia
de metales, la composicion de la grasa utilizada y la incorporacion de antioxidantes, entre
otros (Flores et al., 2018). Por lo tanto, es esencial tener en cuenta estos pardmetros al disefiar

una emulsion con el fin de extender al maximo su vida 1til (Ouerfelli & Almajano, 2021).

La incorporacion en la dieta de aceites vegetales de diferente grado de insaturacion es
esencial, ya que por un lado es posible mejorar el aporte nutricional con la incorporacion en
los alimentos de acidos grasos esenciales, tales como los ®-3 y ®-6 entre otros componentes
minoritarios con actividad bioldgica y, sin embargo, por otro lado, el aumento de
insaturaciones incrementa las posibilidades de reacciones de oxidacion. La oxidacion
provoca alteraciones tanto quimicas como nutricionales. Los hidroperoxidos son los
principales productos de oxidacion primaria, los cuales se producen al inicio de una
peroxidacion lipidica. Se caracterizan por ser inestables en el tiempo, y por desencadenar la
produccion de compuestos de oxidacion secundaria, tales como cetonas y aldehidos de
distinto peso molecular, ocasionando la aparicion de olores y sabores desagradables, e
incluso algunos de estos compuestos pueden tener efectos perjudiciales en el organismo

(Flores et al., 2018).

Las Tablas 4.5 y 4.6 muestran los niveles de hidroperdxidos (oxidacién primaria) y
malondialdehido (oxidacion secundaria) medidos en las emulsiones incubadas a 50 °C a lo
largo de un periodo de 15 dias. Respecto a la oxidacion primaria de las emulsiones, se
observé que la emulsiones, independientemente de las concentraciones de mazada y aceites
utilizadas y presion de trabajo aplicada, presentaron un comportamiento oxidativo donde los
niveles de hidroperoxidos aumentaron durante el tiempo de almacenamiento de 15 dias a 50
°C. La concentracion de aceites tuvo un efecto positivo retardando la oxidacion lipidica de
las emulsiones durante su almacenamiento, siendo las emulsiones con 20% de aceite, en
general, las mas estables a nivel oxidativo. La concentracion de mazada utilizada en la
formulacion de las emulsiones tuvo, a dia 7 de almacenamiento, un efecto protector
significativo frente a la oxidacion lipidica, presentando en general, menores concentraciones

de hidroperoxido aquellas con mayor concentracion de mazada. Estas diferencias se
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mantuvieron a los 15 dias de incubacion, sin embargo, las diferencias ya no fueron
significativas. En cuanto al efecto de la presion de homogenizacidon, en general, las
emulsiones obtenidas a 100 MPa presentaron concentraciones de hidroper6xidos mayores
(P <0,05) que las tratadas a 30 MPa. Tras 15 dias de almacenamiento a 50 °C, las emulsiones
preparadas a 30 MPa con un 5 y 7% de mazada y un 20% de fase oleosa, asi como aquella
preparada a 100 MPa con 7% mazada y 20% de fase oleosa, fueron las que presentaron
menores niveles de hidroperéxidos. Por otro lado, las emulsiones homogeneizadas a 100
MPa conteniendo 5 y 7% de mazada con 10% de fase oleosa fueron las que presentaron
mayores niveles de hidroperdxidos. Por tltimo, cabe destacar la alta variabilidad que pueden
presentar las concentraciones de hidroperoxidos en las emulsiones, como consecuencia de
su alta inestabilidad temporal, y su habilidad de ser desencadenadores de la produccion de

compuestos de oxidacion secundaria.

Tabla 4.5. Concentracion de hidroperdxidos obtenida en las emulsiones preparadas mediante
homogeneizacion convencional a 30 y 100 MPa en funcion del tiempo de almacenamiento
a 50 °C.

Presion Mazada  Aceites Hidroperoxidos (mM/kg aceite)

(MPa) (%) (%) Dia 1 Dia 7 Dia 15
5 10 0,25+0,04%% 1592+0,35%Y 23,79 + 0,44 > X
7 10 0,19+0,05%Y 387+037¢%Y 17,76 + 4,89 be-x
30 5 20 0,76+0,03%Y 6,90+0,25%% 938243
7 20 0,77 +0,15%Y 12,10+0,23 ¢* 11,31+ 0,70 9>*
5 10 1,72+0,03%% 26,41 +2,87%Y 38,68+0,19 &%
7 10 0,98+0,10>7 20,12+3,56%Y 36,01 +0,59 &%
100 5 20 027+0,05%% 13,46+0,62%Y 22,12+0,55 %%
7 20 0,23+0,08%7 847+ 1,189y 17,02 +2,52¢bx
ab-c-d-e [ etras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey (P <
0,05).

*y2 Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey (P < 0,05).

La Tabla 4.6 muestra los valores obtenidos para malondialdehido en las emulsiones a lo
largo del tiempo. Respecto a la oxidacion secundaria, se ha observado que las emulsiones,
independientemente de la concentraciéon de mazada utilizada y presion de trabajo aplicada,
han presentado un comportamiento oxidativo neto similar, aumentando de manera

considerable los niveles de malondialdehido al cabo de 7 dias de almacenamiento a 50 °C.
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Sin embargo, a los 15 dias de almacenamiento, se pudo observar que lo niveles de
malondialdehido presentaron un comportamiento variable dependiendo del tipo de emulsion,
mostrando las emulsiones obtenidas a 30 MPa, en general, niveles de malondialdehido
similares a los obtenidos a los 7 dias, mientras que aquellas tratadas a 100 MPa, en general,
tuvieron concentraciones mayores o menores en funcion de la cantidad de mazada utilizada
en su formulacion. Respecto a los efectos de la concentracion de mazada y de la presion de
homogeneizacion, se observo que los niveles de malondialdehido fueron inferiores a dia 7
de almacenamiento en las emulsiones preparadas con un 7% de mazada, y en aquellas
preparadas a 30 MPa, respecto de sus homologas conteniendo 5% de mazada o bien
preparadas a 100 MPa, respectivamente. Sin embargo, estas diferencias desaparecieron a los
15 dias de almacenamiento. En cuanto al efecto de la concentracion de la fase oleosa, a los
7 dias de almacenamiento, en general, las emulsiones conteniendo 20% de aceite presentaron
concentraciones de malondialdehido menores que aquellas formuladas con 10% de aceite,

manteniéndose estas diferencias al dia 15 de almacenamiento.

Las emulsiones con niveles de malondialdehido mas pequefios, tras 7 y 15 dias de
almacenamiento a 50 °C, fueron aquellas preparadas a 30 MPa con un 5 y 7% de mazada,
un 20% de fase oleosa, y aquella tratada a 100 MPa, conteniendo 7% de mazada y 20% de
fase oleosa. Las emulsiones con mayores niveles de malondialdehido, tras 7 dias de
almacenamiento a 50 °C, fueron aquellas preparadas a 100 MPa con un 5% de mazada, un
10% de fase oleosa. Sin embargo, esta muestra redujo considerablemente su concentracion
de malondialdehido al dia 15 de almacenamiento, posiblemente debido a una degradacion o
transformacion de este compuesto de oxidacion en componentes terciarios de oxidacion.
Estos resultados oxidacion secundaria se relacionan positivamente con los niveles de
hidroperéxidos encontrados en las diferentes emulsiones, siguiendo una tendencia muy
similar. Los niveles mas altos o mas bajos encontrados en estos componentes de oxidacién
primaria y secundaria en las emulsiones se podrian explicar en base a las caracteristicas de
composicion (concentraciones de emulgente y fase oleosa) y de la presion de
homogeneizacion, que en conjunto definen las caracteristicas de estas emulsiones, en
especial en referencia al tamafio de particula y la viscosidad de las emulsiones. La oxidacion
lipidica se acelera por reacciones que tienen lugar en la superficie de las particulas que
constituyen la emulsion O/W. Si nos basamos solo en este principio, es de esperar que la

velocidad de la oxidacion lipidica incremente al incrementar la presion de homogeneizacion,
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ya que el tamafio de particula disminuye, incrementando la superficie expuesta a la fase
acuosa y asi a las reacciones de deterioro, incluida la oxidacién lipidica (Lethuaut et al.,
2002; McClements & Li, 2010; Ferndndez-Avila & Trujillo, 2016). Este hecho podria
explicar los niveles mas elevados de oxidacion lipidica de las emulsiones conteniendo 5 y
7% de mazada, 10% de fase oleosa obtenidas por homogeneizacion a 100 MPa, ya que estas
emulsiones presentaron los tamafios de particula mas pequefios (Tabla 4.2). Una posible
explicacion para la mejor estabilidad oxidativa de las emulsiones conteniendo 7% mazada,
20% fase oleosa tratadas a 100 MPa podria ser su buena estabilidad fisica y mayor viscosidad
(Tablas 4.3 y 4.4), como ya ha sido observado por otros autores en emulsiones obtenidas
por CH con diferentes concentraciones de fase oleosa (Fernandez-Avila et al., 2015;
Fernandez-Avila & Trujillo, 2016). Una baja estabilidad fisica de la emulsion lleva a
fendmenos de cremado favoreciendo la oxidacion lipidica por un mayor contacto de la fase
oleosa con el medio ambiente que le rodea, y una mayor propagacion de las reacciones de
oxidacién en la fase oleosa debido a la reduccion de la distancia entre particulas lipidicas

(Sun & Gunasekaran, 2009; Berton-Carabin et al., 2014).

Tabla 4.6. Concentracion de malondialdehido (MDA) obtenida en las emulsiones preparadas
mediante homogeneizacion convencional a 30 y 100 MPa en funcion del tiempo de
almacenamiento a 50 °C.

Presion Mazada Aceites MDA (uM/kg aceite)
(MPa) (%) (%) Dia 1 Dia 7 Dia 15
5 10 3,33+£0,18%Y 46,68 +2,11>*  51,39+2.82 &
30 7 10 3,10£0,15%%  3563+£240%Y  49.70+0,75>*
5 20 3,17+0,08%Y 13,89+ 1,605 14,44 +3,76*
7 20 3,39+£0,14%Y  20,79+0,11 9% 20,34 + 0,56 >*
5 10 10,61 £2,01 %  73,64+1,90%Y 46,46+ 328>
100 7 10 1027+ 1,50 %%  47,53+0,09>Y 56,55+ 7,79 &%
5 20 5,16+0,45%7  2675+2,92%Y 19,11 + 4,23 >x
7 20 6,04+0,18%Y 15,51 +3,99 % 16,06+ 0,33 >

ab-c-d T etras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas segtin la prueba de Tukey (P <

0,05).

xy-zLetras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas segin la prueba de Tukey (P < 0,05).

En lineas generales, los niveles de hidroperdxidos y malondialdehido obtenidos en las

emulsiones se consideran aceptables, lo cual pone de manifiesto la efectividad de los
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componentes de la mazada (proteinas y fosfolipidos) para proteger el contenido lipidico de

los aceites contra agentes oxidantes (Conway et al., 2012; Cui & Decker, 2015).

4.2.2 Caracterizacion de las emulsiones obtenidas mediante
microfluidizacion

La técnica de MF, mas conocida como Microfluidizer®, es una técnica de homogeneizacion
de alta presion que se basa en la accion de fuerzas simultaneas de deformacion, colision y
cavitacion sobre las gotas de un liquido para provocar su ruptura en gotas de tamafio inferior
y homogéneo (Schultz et al., 2004). En este trabajo, siguiendo el disefio experimental de la
Tabla 4.1 y el protocolo de elaboracion del Apartado 3.3.1., se ha llevado a cabo la
preparacion de cuatro prototipos de emulsiones con el equipo de MF a la presion de trabajo
de 100 MPa. Se ha trabajado con dos concentraciones de mazada (5 y 7%) y dos

concentraciones de la fase oleosa (10 y 20%).

Durante el proceso de homogeneizacion, las emulsiones mantuvieron una temperatura de
entrada constante, oscilando entre 22 y 24 °C, sin importar la formulacién. Sin embargo,
experimentaron un aumento de temperatura al salir del proceso, alcanzando valores en el
intervalo de 37 a 39 °C. En base a los resultados obtenidos mediante esta técnica de
homogeneizacién, tnicamente se pudieron obtener emulsiones liquidas estables cuando se
utilizaron un 10% de fase oleosa y un 5-7% de mazada. Las emulsiones formadas con un
20% de fase oleosa mostraron fenomenos de agregacion, incluso con 7% de mazada, y sus
viscosidades fueron tan elevadas que su posterior andlisis no fue posible, por lo que los
resultados que se exponen en este estudio se centran en las emulsiones conteniendo 10% de

fase oleosa.

Seglin se indica en la Tabla 4.7, las emulsiones preparadas con un 10% de fase oleosa y un
5-7% de mazada mostraron tamafnos medios de particula de ~400 nm, presentando ambas
concentraciones de mazada una distribucion monomodal de las particulas (Figura 4.3), asi
como un PdI de ~0,3-0,4 y potenciales zeta negativos de ~ —26 mV. Asi mismo, para los
parametros de didmetro medio, Pdl y potencial zeta no se observaron diferencias
estadisticamente significativas (P > 0,05) entre los prototipos de emulsiones preparadas a las

dos concentraciones de mazada. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Corredig
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& Dalgleish (1998) en emulsiones producidas con 3-12% de s6lidos de mazada, 10% aceite

de soja y tratada con MF a 56 MPa (10 pases).

Tabla 4.7. Tamafio medio de particula, indice de polidispersion (Pdl) y potencial zeta de las
emulsiones preparadas mediante la técnica de homogeneizacion por Microfluidizer®.

Diametro medio de

Presion Mazada Aceite Potencial Zeta

o o particula PdI
(MPa) (%) (%0) (nm) (mV)
100 5 10 446,98 £ 51,4 0,38+0,08  —26,00+1,0
100 7 10 435,93 + 54,1 0,32+0,04  —26,60+1,8

—MZ5-10

Intensidad (%)

T y T
10 100 1000 10000

Tamarno (d.nm)

Figura 4.3. Distribucion del tamafio de particula de las emulsiones elaboradas con Microfluidizer® a 100 MPa.
MZ5-10: 5% de mazada 10% fase oleosa y MZ7-10: 7% mazada-10% fase oleosa.

También se analizo la viscosidad de cada uno de los prototipos preparados, y tal y como se
observa en los resultados de la Tabla 4.8, las emulsiones preparadas con un 10% de fase
oleosa y un 5-7% de mazada presentaron un comportamiento reoldgico de tipo newtoniano
(n~1) e indices de consistencia muy similares, no observandose diferencias estadisticamente

significativas (P > 0,05) entre ellas.

Tabla 4.8. Pardmetros reologicos de indice de consistencia (K), indice de comportamiento
al fluido (n), e indice de correlacion (R?) de las emulsiones elaboradas por Microfluidizer®.

Presion Mazada Aceites K n R?
(MPa) (%) (%) (Pa x s")
100 5 10 0,0026 £+ 0,0000 1,034+ 0,010 0,9997
100 7 10 0,0028 + 0,0001 1,024 £ 0,005 0,9997
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Respecto a la estabilidad fisica de las emulsiones (Tabla 4.9) se observd que el indice
Turbiscan TSI aument6 hasta el dia 7 para después estabilizarse. Conforme aument6 la
concentracion de mazada, las emulsiones exhibieron un indice de estabilidad del TSI menor,
indicando un ligero aumento en la estabilidad de la emulsion, sin llegar a ser estas diferencias

significativas, excepto en el dia 1 de almacenamiento.

Tabla 4.9. Indice de estabilidad Turbiscan Global (TSI) de las emulsiones elaboradas
mediante la técnica de homogeneizacion por Microfluidizer® a lo largo de 15 dias de
almacenamiento.

Presion Mazada Aceites TSI

(MPa) (%) (%) Dia 1 Dia 7 Dia 15
100 5 10 0,52+0,03%Y 2,39+0,39%* 320+0,45*%
100 7 10 021+0,05%»Y 1,79+0,61%* 2,61+0,52%*

b T etras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas segin la prueba de Tukey (P <
0,05).
*¥ Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey (P < 0,05).

El grado de degradacion de las emulsiones por fenomenos de oxidacion fue analizado
mediante el seguimiento de su concentracion en hidroperdxidos (oxidacién primaria) y
malondialdehido (secundaria) a 50 °C durante 15 dias. Tal y como se puede observar en los
resultados de las Tablas 4.10 y 4.11., en las emulsiones analizadas se observo un aumento
progresivo (P < 0,05) de la concentracion de hidroperoxidos hasta el dia 7 de
almacenamiento para después estabilizar su contenido, mientras que la concentracion de
malondialdehido, aunque aument6 ligeramente con el tiempo, no fue significativa (P> 0,05).
El aumento en la concentracion de mazada en las emulsiones tuvo un efecto significativo (P
< 0,05) reduciendo la concentracion de hidroperoxidos a partir del dia 7 de almacenamiento,
lo cual es indicativo que un 7% de mazada permite obtener niveles mas bajos de oxidacion
primaria en las emulsiones. Sin embargo, este comportamiento no se visualiz6 al analizar el
contenido de malondialdehido, observandose niveles similares en las emulsiones con

distintas concentraciones de mazada.
Estos resultados se explican debido a que, a pesar de que las emulsiones presentaron tamafos

de particula muy pequeios, exhibieron una efectiva cobertura de material proteico en la

interfaz O/W. Esto result6 en la formacion de una capa interfacial que previno la degradacion
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de las gotas de aceite, y, en consecuencia, la oxidaciéon de los lipidos durante el
almacenamiento. A este respecto y segin Corredig & Dalgleish (1998), una concentracion
<8% en solidos de mazada son suficientes para dar una cobertura total a la interfaz de una
emulsion con 10% de fase oleosa preparada con Microfluidizer® a 56 MPa. Estos autores
estudiaron la naturaleza de la cobertura de la interfase por electroforesis en gel de
poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE), mostrando que hasta el 50% de la proteina
total adsorbida en la interfase fue caseina, y el resto proteinas del suero y proteinas de la
MFGM. Por otra parte, mostraron que cuando la concentracién de mazada fue baja, y no
hubo suficientes proteinas para cubrir la interfase, la presencia de fosfolipidos de la mazada

tiene un efecto sinérgico con la proteina para producir emulsiones estables.

Tabla 4.10. Concentraciones de hidroperoxidos (mM/kg aceite) obtenidas en las emulsiones
elaboradas por Microfluidizer®, durante 15 dias de almacenamiento a 50 °C.

Presion Mazada  Aceites Hidroperoxidos (mM/kg aceite)

(MPa) (%) (%) Dia 1 Dia 7 Dia 15
100 5 10 0,39+0,08*%Y 2,19+£0,35%Y 6,16 + 0,44 **
100 7 10 0,39£0,06**  1,09+0,50%>* 1,91 £0,36 >x

8D [ etras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey (P <
0,05).
XY Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey (P < 0,05).

Tabla 4.11. Concentraciones de malondialdehido (MDA) (uM/kg aceite) obtenidas en las
emulsiones elaboradas por Microfluidizer®, durante 15 dias de almacenamiento a 50 °C.

Presion Mazada  Aceites MDA (uM/kg aceite)

(MPa) (%) (%) Dia 1 Dia 7 Dia 15
100 5 10 2,50 +0,07 * 3,01 £0,52%* 395+0,55%*
100 7 10 3,13+0,40 ** 3,79+ 0,51 % 432+0,11**

b | etras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey (P <
0,05).
*¥ Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey (P < 0,05).

En base a los resultados de caracterizacion obtenidos, se puede concluir que mediante la
técnica de MF a 100 MPa, se pueden obtener emulsiones compuestas por un 10% de fase
oleosa y un 7% de mazada, de tamafio medio nanométrico, con un bajo grado de oxidacion

y una alta estabilidad fisica en el tiempo.
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4.2.3 Emulsiones preparadas mediante la técnica de homogeneizacion a
(ultra) alta presion (UHPH)

La UHPH es una tecnologia de procesamiento no térmica que se basa en los mismos
principios que la homogeneizacién convencional, pero gracias al diferente disefio de la
geometria de la camara de reaccion y el tipo de material, puede alcanzar presiones de 10 a

20 veces superior a los homogeneizadores clasicos (Paquin, 1999).

En general, los beneficios de la UHPH incluyen, la prolongacion de la vida util a través de
la inactivacion de microorganismos (Amador-Espejo et al., 2014; Georget et al., 2014) y
mejoras en la funcionalidad de varias matrices alimentarias (Patrignani & Lanciotti, 2016;
Trujillo et al., 2021) debido al aumento de la capacidad y estabilidad de la emulsién, con
minimos efectos sobre el valor nutricional y las caracteristicas sensoriales (Zamora y
Guamis, 2015). Entre otras ventajas importantes de esta tecnologia estan la reduccion del
tamafio del globulo de grasa (Thiebaud et al., 2003), la desfloculacion de agregados de
glébulos de grasa y la dispersion uniforme de aglomerados (Floury et al., 2000), cambios en
la conformacion de la proteina, aumento de la viscosidad y estabilidad de la emulsion
(Desrumaux & Marcand, 2002; Trujillo et al., 2021) e inactivacion de enzimas (Hayes et al.,
2005; Hebishy et al., 2023). La tecnologia UHPH también se ha utilizado ampliamente para
crear sistemas de nanoemulsion estables (Fernandez-Avila & Trujillo, 2016; Hebishy et al.,
2015, 2017), formular sistemas de administracion de alimentos que contienen compuestos
biologicos para mejorar su estabilidad fisicoquimica, y para producir nanoestructuras
destinadas a proteger ingredientes bioactivos y labiles propensos a las agresiones

medioambientales, como los acidos grasos poliinsaturados (Fernandez-Avila et al., 2019).

En este estudio, siguiendo el disefio experimental de la Tabla 4.1 y el protocolo de
elaboracion del Apartado 3.3.1., se llevo a cabo la preparacion de emulsiones con el equipo
UHPH a diferentes presiones de trabajo (100, 200 y 300 MPa). Se trabajo con dos
concentraciones de mazada (5 y 7%) y dos concentraciones de la fase oleosa (10 y 20%)

formada por la mezcla (50/50) de aceites de girasol/chia.
La Tabla 4.12 presenta las temperaturas registradas durante el proceso UHPH al variar la

presion de trabajo, resaltando la influencia de la presion aplicada en la temperatura alcanzada

en la valvula. Este fendmeno se atribuye cominmente a las tensiones viscosas generadas por
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la alta velocidad del fluido, impactando en la véalvula y convirtiendo parte de la energia
mecanica en calor en el fluido (Floury et al., 2000; Zamora y Guamis, 2015). Estas
temperaturas se alcanzan en un maximo de 1 s, ya que con el equipo UHPH, es posible
controlar la temperatura de salida de los fluidos mediante un sistema de refrigeracion interno.
Estos datos resultan cruciales para optimizar la eficiencia y calidad en la produccion de

emulsiones mediante UHPH.

Tabla. 4.12. Temperaturas registradas por el equipo en las emulsiones durante el proceso de
homogeneizacion UHPH.

Presion de Temperatura inicial  Temperatura final Temperatura de
trabajo (°O) (°O) valvula (°C)
(MPa)
100 20,5+1,3 20,7+23 493+273
200 21,1+ 1,8 23,7+23 70,7 +23
300 21,8 +0,7 22,8 +£2,1 111,0+ 1,0

Segun se indica en la Tabla 4.13, las emulsiones preparadas a 100, 200 y 300 MPa con un
10% de fase oleosa y un 5-7% de mazada presentaron tamafios medios de particula de ~350-
700 nm, PdI de ~0,3-0,5 y potenciales zeta negativos de ~ =30 mV, no observandose, en

general, diferencias entre los prototipos de emulsiones.

Tabla 4.13. Tamafio medio de particula, indice de polidispersion (PdI) y potencial zeta de
las emulsiones preparadas mediante la técnica de homogeneizacion a (ultra) alta presion.

Presion Mazada Aceites Diametro medio de PdI Potencial Zeta
(MPa) (%) (%) particula (nm) (mV)
5 10 712,30 £ 94,43 % 0,58 +£0,05%¢  —30,73 £ 0,58 2
100 7 10 657,45 +£21,65%4  0,52+0,09°  —31,00+ 1,74 *°
5 20 841,12+ 133,71 % 0,40 +0,05 ¢ —25,77 + 3,68 2
7 20 756,08 £156,65°  0,91+0,13*  —28,07 + 4,25 ¢
5 10 472,58 £52,56 <% 0,30+ 0,06 ¢ 29,75 + 0,52 ¢
200 7 10 432,83+19,73%  030+0,04¢  —30,03+£0,87 *°
5 20 880,04 £ 101,73  0,73+0,20° 34,10+ 0,15 ¢
7 20 829,71+ 64,792  0,80+0,19%  —31,27+0,70°
5 10 484,04 £ 52,71 %%  0,41+0,06¢ —24.96+2,152
7 10 351,83 +5,80 ° 0,31+0,12 ¢ —32,79+230°¢
300 5 20 830,33 £49,67%  0,90+0,07* -32,40+ 1,76 ¢
7 20 1038,44 +139,37%  0,85+0,04 32,18 +1,82°¢

ab-e-d-e [ etras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas segin la prueba de Tukey (P < 0,05).
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Respecto a la concentracion de la fase oleosa, se observo que las emulsiones preparadas con
un 10% de aceites y homogeneizadas a 200-300 MPa presentaron los tamafios medios de
particulas mas pequenos (P < 0,05) y las distribuciones de tamafio de particula mas
homogéneas y netamente monomodal (Figura 4.4), en comparacion a sus homologas
formuladas con 20% de aceites, no existiendo diferencias (P > 0,05) entre estas presiones.
Esto no ocurrié con las emulsiones tratadas a 100 MPa con 10-20% fase oleosa, que
presentaron tamanos de particula muy similares. Al incrementar la concentracion de la fase
oleosa al 20%, los tamafios medios de particula de las emulsiones homogeneizadas a 200 y
300 MPa se duplicaron, observandose un mayor grado de heterogeneidad, tal y como
muestran los valores altos del PdI. Este fendmeno estd cominmente asociado a la presencia
de agregados de particulas o grandes gotas como consecuencia de fendmenos de

coalescencia (Thiebaud et al., 2003).

Trujillo et al. (2016) observaron reducciones en el tamafio de particula en muestras de leche
tratadas con UHPH (100, 200 y 300 MPa) a medida que la presion aumentaba. Sin embargo,
el incremento en la presion de homogeneizacion condujo a la formacion de agregados de
globulos de grasa (~1 um), al igual que Hayes et al. (2005) quienes sugirieron que, bajo
presiones mas elevadas, se produce una mayor exposicion de la interfaz grasa. Esto puede
limitar la cantidad de caseina disponible, dando lugar a la formacion de globulos de grasa
insuficientemente cubiertos que tienden a aglomerarse. Por otro lado, Floury et al. (2000)
propusieron que, a una presion de 300 MPa, las proteinas del suero experimentan
desnaturalizacion, perdiendo su capacidad para estabilizar los glébulos de grasa contra la
coalescencia debido a que cuando se calientan por encima de una temperatura critica, estas
se despliegan y se agregan. Efectivamente, la temperatura alcanzada en la valvula,
registrando temperaturas de 111,0 = 1,0 °C, es suficiente para desencadenar la

desnaturalizacion de las proteinas del suero y producir agregacion entre ellas.

Por otro lado, se estudid el efecto que ejercid la concentracion de mazada sobre el tamafio
de particula evidenciandose que las concentraciones utilizadas no presentaron diferencias
significativas, en relacion a la concentracion de fase oleosa o a la presion de

homogeneizacion utilizada.
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Figura 4.4. Distribuciones de tamafio de particula de las emulsiones preparadas por homogeneizacion a (ultra)
alta presion a presiones de 100, 200 y 300 MPa compuestas por: (a) 5% de mazada y 10% de fase oleosa; (b)
7% mazaday 10% de fase oleosa; (c) 5% mazada y 20% de fase oleosa; y (d) 7% mazada y 20% de fase oleosa.

Respecto al comportamiento reoldgico de las emulsiones (Tabla 4.14), los resultados
muestran que, en general, los prototipos preparados con un 10% de fase oleosa y un 5 o 7%
de mazada presentaron un comportamiento de flujo newtoniano (n ~1), mientras que
aquellos preparados con una mayor concentracion de fase oleosa (20%) lo mostraron de tipo
pseudopléstico (fluido no Newtoniano, n<1), indicativa de fenomenos de floculacién en la
emulsion. Sin embargo, es importante indicar que aquellas emulsiones con 20% de fase
oleosa tratadas a 300 MPa tuvieron un comportamiento mas cercano al newtoniano que sus
homologas tratadas a 100-200 MPa. Este cambio de comportamiento reoldgico en las
emulsiones fue probablemente debido a que el incremento de la concentracion de la fase
oleosa provocod cambios en el tamafio, forma, cantidad y deformabilidad de las gotas de
aceite, asi como en las interacciones entre dichas gotas, afectando de esta manera, su
comportamiento reoldgico (Campanella et al., 1995; Fuhrmann et al., 2022; McClements,

2015b).
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Tabla 4.14. Parametros reoldgicos de indice de consistencia (K), indice de comportamiento
al fluido (n), e indice de correlacion (R?) de las emulsiones elaboradas por homogeneizacion
a (ultra) alta presion.

Presion = Mazada  Aceites K 5
(MPa) (%) (%) (Pa x s " R
5 10 0,0024 +0,0002f 1,049 +0,005*  0,9995
100 7 10 0,0031+0,0003°  1,017+0,013%  0,9998
5 20 0,1796 +0,0001¢ 0,690 + 0,005 ¢ 0,9999
7 20 0,4574 £0,0172° 0,657 + 0,026 ¢ 1,0000
5 10 0,0031 £0,0001 1,017 +0,002%® 00,9999
200 7 10 0,0056 +0,0004 " 0,971 + 0,006  0,9999
5 20 0,2745+0,0298¢ 0,570+ 0,030¢  0,9996
7 20 0,7396 +0,0286*  0,559+0,059°  0,9980
5 10 0,0017 +0,0001 *  1,068+0,011*  0,9999
300 7 10 0,0020+£0,0001 " 104740,010*  0,9988
5 20 0,0176 £0,0002° 0,936 % 0,004 © 1,0000
7 20 0,0241 +0,0008° 0,932 + 0,037 © 1,0000

ab-c-d-e-f [ etras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas seglin la prueba de Tukey (P

<0,05).

La concentracion en fase oleosa tuvo un efecto significativo (P < 0,05) sobre el K,
independientemente de la presion de homogeneizacion utilizada, presentando valores mas
elevados de K las emulsiones conteniendo un 20% de fase oleosa en comparacion a aquellas
formuladas con un 10%. Se han descrito cambios similares en el comportamiento reologico
de las emulsiones y aumento de K en otras emulsiones tratadas por (U)HPH conteniendo
caseinato (Hebishy et al., 2019), proteinas del suero (Hebishy et al., 2017b; Floury et al.,
2000; Cortés-Muiioz et al., 2009), y proteina de soja (Fernandez-Avila et al., 2015) al

aumentar la concentracion de fase oleosa.

Respecto a la concentracion de mazada, no se observd un efecto sobre el comportamiento
reologico de las emulsiones formuladas con 10% de fase oleosa, pero si en aquellas
conteniendo 20% cuando las presiones utilizadas en la homogeneizacion fueron de 100 y
200 MPa, incrementandose el valor de K al aumentar la concentracién de mazada. De igual
manera, la presion de homogeneizacion solo afecté de manera significativa (P < 0,05) al K
de las emulsiones elaboradas con un 20% de fase oleosa, presentando las emulsiones valores
de K segtin el tratamiento de (U)HPH en el orden de 200>100>300 MPa. Estos resultados

coinciden con los descritos por Hebishy et al. (2017b) que us6 como emulgente un
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concentrado de proteinas del suero al 4% (p/p), una mezcla de aceites de oliva y girasol como
fase oleosa (10, 30 y 50 %) y tratamientos de 100 y 200 MPa, observando un incremento de
K al incrementar la concentracion de fase oleosa, sobre todo cuando fue del 50% y una
presion de 200 MPa. De manera similar, Floury et al. (2000) formularon emulsiones a partir
de un aislado de proteina de suero (1,5%) y aceite de girasol (10-50%) y las trataron a
presiones de homogeneizacion de 20-300 MPa, observando un comportamiento newtoniano
para aquellas emulsiones conteniendo <20% de fase oleosa independientemente de la
presion de homogeneizacion utilizada, y un comportamiento pseudoplastico para aquellas
con un contenido en fase oleosa de >20%, excepto en las tratadas a 300 MPa que presentaron
un comportamiento newtoniano. También Fernandez-Avila et al. (2015) observaron en
emulsiones elaboradas con un aislado de proteina de soja (4%), aceite de soja (10 y 20%)
obtenidas a 100-300 MPa, que aquellas formuladas con 20% de fase oleosa presentaron un
comportamiento pseudoplastico, siendo las emulsiones tratadas a 100 y 200 MPa las que
mostraron mayores valores de K. Sin embargo, estos mismos autores describieron menores
valores de K en las emulsiones tratadas a 300 MPa. Estos cambios en la reologia de las
emulsiones, con un elevado contenido de fase oleosa y tratadas a 300 MPa, han sido
atribuidos por estos autores a la desnaturalizacion de las proteinas procedentes de los
aislados proteicos (proteina de suero o de soja, respectivamente) utilizados como
emulgentes, debido al aumento de temperatura alcanzado a nivel de valvula de
homogeneizacion. Segun Dalgleish (1997), la composicion de la capa interfacial, establecida
por la competencia entre los tensioactivos utilizados en su formulacion, puede depender de
los parametros de procesamiento de homogeneizacion, como la temperatura. Por otra parte,
y segun Desrumaux & Marcand, (2002) puede haber cierto desdoblamiento o
desnaturalizacion parcial de las proteinas globulares de los aislados proteicos del suero,
especialmente la B-lactoglobulina, causada por tratamientos a alta presion y
simultdneamente a alta temperatura. Estos tratamientos podrian afectar sutilmente a la
naturaleza de las interacciones proteina-proteina, bien en la interfase aceite-agua de las
gotitas, bien en la fase acuosa masiva entre las gotitas de la emulsion. Asi, la reduccion de
K observada en las emulsiones conteniendo mazada y tratadas a 300 MPa del presente
estudio podria explicarse por la desnaturalizacion de las proteinas del suero presentes en la
mazada, debido a las fuerzas mecénicas e incremento de temperatura en la valvula (T* =

111,0 £ 1,0 °C).
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La Tabla 4.15 muestra los valores del indice TSI de las emulsiones preparadas mediante la
técnica (U)HPH al cabo de 1, 7 y 15 dias de almacenamiento a temperatura ambiente. En
este estudio, se observo un aumento progresivo del TSI en todas las emulsiones en funcion
del tiempo, independientemente de la concentracion de mazada, aceite o presion utilizada.
Las emulsiones mas estables fueron las preparadas con un 5-7 % de mazada, 10-20% de fase
oleosa y tratadas a 200 MPa, ya que presentaron los valores de TSI mas pequefios tras 15
dias de almacenamiento, y las mas inestables fueron las preparadas con un 5-7 % de mazada,

20% de fase oleosa y tratadas a 100 MPa, con valores de TSI mas elevados.

Tabla 4.15. indice de estabilidad Turbiscan (TSI) de las emulsiones elaboradas mediante la
técnica de homogeneizacion a (ultra) alta presion a lo largo de 15 dias de almacenamiento.

Presion Mazada Aceites TSI
(MPa) (%) (%) Dia 1 Dia 7 Dia 15
5 10 0,53+ 0,11 &~ 3,65+0,58%Y 6,01 0,50 %%
100 7 10 0,36 +0,0497  271+0,46°%Y 531+0,95x
5 20 1,15+ 0,057 7,95+0,95%Y 15,00+ 1,50 %%
7 20 0,69 + 0,03 >~ 483+0,27%Y  9,67+0,37>x
5 10 0,31 +£0,03¢%Y  1,94+0,139%* 3,15+0,18¢H*
7 10 0,16+0,01%Y  1,03+£0,11%% 1,60+0,13 "
200 5 20 0,29 +0,03 Y  1,90+0,099%* 288+0,10°*
7 20 0,19+0,02 %Yy  1,14+0,13%% 1,58+0,14 5%
5 10 0,46 +0,02°47  303+0,18°¢Y 5124040 >
300 7 10 0,27 +0,05°®?  1.86+0,319%Y 324+0,22¢"x
5 20 0,28 +£0,06 %7  189+0,389%Y 367+0,52%x
7 20 0,48 + 0,07 ¢¢* 3,54+£024%Y  6,66+0,49 %

a-b-c-d-e-f-;

<0,05).

¢ Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey (P

*¥2 L etras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey (P < 0,05).

En las Tablas 4.16 y 4.17 se presentan los niveles de hidroperdxidos (oxidacion primaria) y
malondialdehido (oxidacidn secundaria) medidos en las emulsiones a lo largo de 1, 7y 15
dias de almacenamiento a 50 °C. Respecto a la oxidacion primaria de las emulsiones, se
observé que la emulsiones, independientemente de las concentraciones de mazada y fase
oleosa utilizadas y presion de trabajo aplicada, presentaron el mismo comportamiento
oxidativo, aumentando los niveles de hidroperdxidos durante el tiempo de almacenamiento

de 15 dias.
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Las emulsiones con niveles de hidroperoxidos mas reducidos, tras 7 y 15 dias de
almacenamiento a 50 °C, fueron aquellas preparadas con un 5-7% de mazada y 20% de fase
oleosa obtenidas a 100 MPa, mientras que las emulsiones con niveles de hidroperéxidos mas
elevados, tras 15 dias de almacenamiento, fueron aquellas preparadas con un 5-7% de

mazada y 10% de fase oleosa para todas las presiones de trabajo.

Tabla 4.16. Concentraciones de hidroperoxidos (mM/kg aceite) obtenidas en las emulsiones
elaboradas por homogeneizacion a (ultra) alta presion, durante 15 dias de almacenamiento a
50 °C.

Hidroperoxidos (mM/kg aceite)
Dia 7 Dia 15

Presion Mazada Aceites
(MPa) (%) (%)

Dial

5 10 3,38+039%2 33414237  37,56+0,37 %%
100 7 10 1,73+0,11%%  17,32+3,89%Y  3729+0,11 &%
5 20 0,16 + 0,02 &7 0,30 + 0,03 &V 2,19+0,42 %
7 20 0,16 + 0,04 &7 0,27 + 0,01 &Y 2,74 + 0,81 X
5 10 3,44+£0,10®®% 19,10+ 1,07%Y  22,84+9,61>*
7 10 2,93+0.21°%Y  508+2724d%Y 34,34 + 8,56 %
200 5 20 3,97 + 0,88 &7 8,09+ 0,71 v 18,00 + 0,17 *
7 20 2,08 + 0,08 ¢¢7 5,82+0,92 ¢V 11,56 + 0,96 &*
5 10 1,55+0,129%  1490+2,18%Y  38,17+0,77 &%
7 10 0,75+0,32¢%7  21,08+2,88%Y  3740+0,78 %
300 5 20 2,13+0,35¢7 9,31 +0,40 Y 13,48 £ 1,07 &*
7 20 235+0,12°4Y  484+0,879%Y  18,06+3,335*

a-b-c-d-e-

c-d-ef T etras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas segiin la prueba de Tukey (P

<0,05).

*¥# Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas segtin la prueba de Tukey (P < 0,05).

Respecto al efecto de la concentracion de mazada sobre la oxidacion primaria de las
emulsiones, se observd un efecto inconsistente, variando en funciéon de la presion de
homogeneizacion aplicada y del contenido de fase oleosa. En cuanto al efecto de la presion
en el tratamiento de homogeneizacion sobre el nivel de hidroperdxidos, este varidé de manera
significativa (P < 0,05) segiin la concentracion de la fase oleosa y mazada utilizadas en la
formulacion de las emulsiones. Asi, en las emulsiones conteniendo 20% de fase oleosa, el
nivel de hidroperdxidos de aquellas con un 5% de mazada aumentaron en el orden de
presiones 200>300>>100 MPa, mientras que las que contuvieron 7% de mazada fue en el

orden de presiones 300>200>>100 MPa. En el caso de las emulsiones con un 10% de fase
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oleosa, el nivel de hidroperdxidos en aquellas formuladas con 5% de mazada fue en el orden
de presiones 100=300>200 MPa, mientras que aquellas formuladas con un 7% de mazada

no se observaron diferencias en los niveles de hidroperdxidos.

La Tabla 4.17 muestra los valores obtenidos de malondialdehido en las emulsiones a lo largo
del tiempo de almacenamiento a 50 °C. Respecto a la oxidacion secundaria, se observéd un
comportamiento similar de las emulsiones, independientemente de la concentracion de
mazada y fase oleosa utilizadas, y presion de trabajo aplicada, aumentando de manera
significativa (P<0,05) los niveles de malondialdehido hasta el dia 7 de almacenamiento. Tras
15 dias de almacenamiento, los niveles de malondialdehido tendieron a estabilizarse para la
mayoria de las emulsiones, aunque algunas presentaron mayores niveles como aquellas
formuladas con 10% fase oleosa y 5-7% mazada y tratadas a 100 MPa, y otras disminuyeron
el nivel de malondialdehido, indicando la conversion de productos de oxidacion secundaria
en otros compuestos de oxidacion mas avanzada. Las emulsiones con niveles de
maloldialdehido mas reducidos, tras 7 y 15 dias de almacenamiento, fueron aquellas
preparadas con un 5-7% de mazada y 20% de fase oleosa obtenidas a 300 MPa seguidas de
las tratadas a 100 MPa, mientras que las emulsiones con niveles de maloldialdehido mas
elevados, desde inicio hasta final de almacenamiento, fueron aquellas preparadas con un 5-

7% de mazada, 10% de fase oleosa tratadas a 100 MPa.

Respecto al efecto de la concentracion de mazada, a dia 7 de almacenamiento presentd un
efecto significativo disminuyendo la concentracion de malondialdehido al incrementar la
concentracion de mazada en emulsiones conteniendo 10% de fase oleosa,
independientemente de la presion de homogeneizacion utilizada. Sin embargo, a los 15 dias
de almacenamiento este efecto solo fue evidente en las emulsiones conteniendo un 10% de

fase oleosa y tratadas a 100 MPa.

En lo que se refiere al efecto de la concentracion de fase oleosa, al igual que se observé para
la concentracion de hidroperoxidos, las emulsiones formuladas con un 20% y 5-7% de
mazada independientemente de la presion de homogeneizacion utilizada, presentaron, en
general, los niveles de malondialdehido mas bajos (P < 0,05) a lo largo del periodo de
almacenamiento. Finalmente, en cuanto al efecto de la presion de homogeneizacion, las

emulsiones conteniendo 10% fase oleosa y 5-7% de mazada presentaron niveles de
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oxidacién secundaria menores al incrementarse la presion, mientras que en aquellas
formuladas con un 20% de fase oleosa y 5-7% de mazada, los niveles de malondialdehido

fueron mayores en el orden de presion de 200>100>300 MPa.

En base a los resultados de caracterizacion obtenidos, se puede concluir que, mediante la
técnica de homogeneizacion UHPH a 200 y 300 MPa, se pueden obtener emulsiones
compuestas por un 10% de fase oleosa y un 7% de mazada, de tamafio medio ~ 1 um, y con

aceptables grados de oxidacion y estabilidad fisica en el tiempo.

Tabla 4.17. Concentraciones de malondialdehido (MDA) (uM/kg aceite) obtenidas en las
emulsiones elaboradas por homogeneizacion a (ultra) alta presion, durante 15 dias de
almacenamiento a 50 °C.

Presion Mazada Aceites MDA (uM/Kg aceite)
(MPa) (%) (%) Dia 1 Dia 7 Dia 15
5 10 4389+ 1,01%* 193,38+0,73%Y 228,56+ 4,74 »*
100 7 10 25,50+0,32>7 114,80+ 1,72>Y 203,40 + 7,88 >*
5 20 2,34+£0,04%Y  499+0,71 2% 5,84 +0,13 &%
7 20 2,49+0,455%  6,33+0,87&% 8,18+ 0,76 &X
5 10 2027 +2,15%Y  5787+6,34%* 5021 +3,12%*
200 7 10 11,39+ 0,50 %Y 40,42 +2,45%% 43,42+ 1,98 ¢4
5 20 713+ 1,10%Y  1547+0255% 12,84 +0,47 f&x
7 20 7,94+2,07%%  19,95+1,33 &% 14,26 + 5,80 &
5 10 2,15+0,475% 80,11 +0,11%*  36,55+7,58 4
7 10 1,33+0,10%% 35,51 +2,86 %% 25,83+ 0,09 &Y
300 5 20 0,93 +0,08 5 1,61 + 0,06 M-* 2,08 +£ 0,04 M-x
7 20 0,17 +£0,03 1,69 +0,31 B-x 1,72 £ 0,28 -*

a-b-c-d-e-d-f-g-|

(P<0,05).
*¥2 L etras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas segtin la prueba de Tukey (P < 0,05).

4.2.4 Emulsiones preparadas mediante la técnica de ultrasonidos (US)

La homogeneizacidon por cavitacion ultrasonica o US es una técnica muy utilizada en la
preparacion de emulsiones tipo O/W. Los US de alta intensidad proporcionan la potencia
necesaria para dispersar la fase oleosa en forma de pequefias gotas en el seno de una fase
acuosa. En la zona de dispersion, las burbujas de cavitacion implosionan, provocando
intensas ondas de choque en el liquido circundante (cizallamiento), lo que da lugar a la

formacion de chorros de liquido con altas velocidades (turbulencia) provocando la ruptura
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de las particulas (Abbas et al., 2013; Canselier et al., 2010). Esta tecnologia se caracteriza
por permitir la preparacion de emulsiones con un alto grado de uniformidad y estabilidad
con bajos consumos energéticos comparacion con otras alternativas mecanicas (Abismail et
al., 1999; Carpenter & Saharan, 2017; Sarheed et al., 2020; Sivakumar et al., 2014). La
aplicacion de US a ingredientes y productos lacteos ha despertado un gran interés debido a
su capacidad para mejorar sus propiedades funcionales (Ashokkumar et al., 2010,

Shanmugam et al., 2012).

El presente trabajo, siguiendo el disefio experimental de la Tabla 4.1 y el protocolo de
elaboracion del Apartado 3.3.1, se llevo a cabo la preparacion de 4 prototipos de emulsiones
mediante el equipo de homogeneizacion por US. Los pardmetros de operacion fueron: 40%
de amplitud y 10 min de homogeneizacion. Se emplearon dos concentraciones de mazada (5
y 7%) y dos concentraciones de la fase oleosa (10 y 20%) formada por la mezcla de aceites

de girasol/chia.

Durante el proceso de homogeneizacion, las emulsiones se mantuvieron a una temperatura
de inicial constante, oscilando entre 20 y 22 °C. Sin embargo, después de la sonicacion,
experimentaron un aumento de temperatura, alcanzando valores en el rango de 28-30 °C.
Para contrarrestar este incremento térmico, se llevod a cabo la técnica de US en un bafio de

hielo, asegurando que las emulsiones no se calentaran durante el proceso.

Segun se aprecia en la Tabla 4.18, las emulsiones preparadas por US presentaron tamaiios
medios de particula de ~0,5-1 um, PdI de ~0,5-0,9 y potenciales zeta negativos de ~ —30
mV. Las distribuciones de tamafio particula de las emulsiones fueron estrechas y unimodales
(Figura 4.5). La emulsion con menor tamafio medio de particula fue aquella compuesta por
un 7% de mazada y un 10% de fase oleosa, mientras que la emulsion con mayor tamafio
medio de particula fue aquella compuesta por un 5% de mazada y un 20% de fase oleosa.
Respecto a la concentracion de mazada, se constatd que las emulsiones preparadas con
mayor concentraciéon de mazada (7%) presentaron los tamafios medios de particulas mas
pequeiios (P <0,05) y una buena homogeneidad. En cambio, al incrementar la concentracion
de la fase oleosa del 10% al 20% se observd un mayor grado de heterogeneidad en las

emulsiones, tal y como mostraron el incremento de sus tamafios medios y PdlI.
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Tabla 4.18. Tamano medio de particula, indice de polidispersion (Pdl) y Potencial zeta de
las emulsiones preparadas mediante la técnica de homogeneizacion por ultrasonidos.

Mazada Aceites Dlametro medio

. . , Potencial Zeta
Condiciones (%) (%) de p(zlllll'ltll)cula Pdl (mV)
409, 5 10 711,25+4887°¢ 0,59+0,03° -3348+1,76°
Amph‘;u q 7 10 561,40 £28,959 0,48+0,03> —33,12+1,29"
10 min 5 20 1118,53 +£1,18*  0,88+0,13* —27,18+1,10°?

7 20 834,38 £49,57° 0,58+0,11° -30,50+2,72 %

ab-c-d [ etras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas segin la prueba de Tukey (P <
0,05).
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Figura 4.5. Distribucion del tamafio de particula de las emulsiones elaboradas con ultrasonidos. a. 5% de

mazada y 10% aceites (linea continua) o 20% aceites (linea de puntos); b. 7% de mazada y 10% aceites (linea
continua) o 20% aceites (linea de puntos).

Patil et al. (2018) exploraron la aplicacion de US a 135 W durante 5 min para mejorar la
emulsificacion del aceite de curcuma en leche desnatada. Observaron que, al incrementar la
cantidad de aceite en la mezcla, se requiere mas energia para formar una emulsion con gotas
de menor tamafio. En situaciones donde el contenido de aceite es alto y la energia aplicada
se mantiene constante, las gotas no se fragmentan de manera eficiente, llevando a un
incremento en su tamafio. Este fenomeno indica la necesidad de ajustar la energia de
emulsificacion en funcion del contenido de aceite para obtener gotas de tamafio deseado.

También Shanmugam y Ashokkumar (2014) observaron cémo el aumento del porcentaje de
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aceite de semilla de lino en leche desnatada homogeneizada pasteurizada, mediante el uso
de US a 20 kHz, afecta la emulsion. Constataron que el incremento en el porcentaje de aceite
(21%) provocd una ampliacion en la distribucion de tamafios y un aumento en el volumen

de particulas mas grandes.

En estudios previos, se observé que la fraccion de volumen de la fase interna afecta el tamafio
de las gotas en emulsiones. Por ejemplo, Leong et al. (2009) lograron tamafios de particula
mas pequenos al reducir la cantidad de aceite en la muestra. Ramisetty et al. (2015)
confirmaron estas observaciones demostrando que un aumento en la fraccion de volumen de
la fase interna resulté en un aumento proporcional en el tamaiio de las gotas.Basandonos en
estos hallazgos, en el presente estudio se podria seleccionar un contenido de fase oleosa del
10% como Optimo para equilibrar el tamafio de las gotas, optimizando asi los efectos

cavitacionales inducidos por los US.

Respecto al comportamiento reologico de las emulsiones (Tabla 4.19), se observo que las
emulsiones presentaron un comportamiento netamente de flujo newtoniano (n ~1), aunque
al aumentar la fase oleosa en las emulsiones, n disminuy6. Respecto al indice de
consistencia, se pudo observar que este aumentd (P < 0,05) con el incremento de la
concentracion de la fase oleosa, y de la concentracion de mazada. Abbas et al. (2014)
desarrollaron nanoemulsiones estabilizadas con almidones modificados (anhidrido octenil
succinico) utilizando ultrasonido (US) de 1200 W y 20 kHz. Encontraron que un aumento
en la proporcion de aceite en la emulsion llevaba a un incremento en el tamafio de las gotas
y en la viscosidad de la emulsion. Este incremento en la proporcion de aceite se traduce en
una disminucion de la proporcion de agua, lo que resulta en un aumento de la fraccion
volumétrica de las particulas dispersas y en las interacciones entre ellas. A medida que las
particulas se encuentran mas cercanas entre si, la viscosidad de la emulsién se incrementa
debido a estas interacciones intensificadas. Estos resultados indican que cambios
significativos en la composicion de las emulsiones pueden afectar sus propiedades
reologicas. Este fendmeno podria atribuirse a la formacion de estructuras mas complejas o a
la saturacion de ciertos componentes, alterando la respuesta de la emulsion a los efectos de

cavitacion inducidos por el US.
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Tabla 4.19. Parametros reoldgicos de indice de consistencia (K), indice de comportamiento
al fluido (), e indice de correlacion (R?) de las emulsiones elaboradas por ultrasonidos.

Condiciones M?OZZ )da Af;l)t)es (Palf< s™) n R?
5 10 0,0017+0,0001°  1,068+0,005%  0,9979
40% 7 10 0,0022+0,0001¢ 1,059 +0,009%  0,9995
Aﬁ;"éﬁ;‘d 5 20 0,0055+0,0003%  1,005+0,003°  0,9999
7 20 0,0108+0,0007% 0,966 +0,005¢  0,9990

ab-c-d [ etras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey (P <
0,05).

En la Tabla 4.20 se muestran los valores de TSI de todas las emulsiones preparadas mediante
la técnica de US al cabo de 1, 7 y 15 dias de estabilidad a temperatura ambiente,
observandose un aumento (P < 0,05) progresivo del TSI en todas las emulsiones en funcién
del tiempo, independientemente de la concentraciéon de mazada y aceite utilizadas. Este
hallazgo sugiere que, con el tiempo, todas las emulsiones experimentan cierto grado de

inestabilidad.

Tabla 4.20. indice de estabilidad Turbiscan (TSI) de las emulsiones elaboradas mediante la
técnica de homogeneizacion por ultrasonidos a lo largo de 15 dias de almacenamiento.

Condiciones Mazada  Aceites TSI
(%) (%) Dia 1 Dia 7 Dia 15
5 10 0,98+0,03** 6,32+0,33*Y 10,88 +0,81%**
40% Amplitud- 7 10 085+0,09%* 539+0,20>Y 9,25+0,63>%
10 min 5 20 0,35+0,05>7 2,33+0,28%Y 4,57+0,48%%
7 20 0,25+0,04>% 1,68+026%Y 2,97+0,52%%
ab-c-d ] etras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey (P <
0,05).

*¥2] etras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas segtn la prueba de Tukey (P < 0,05).

La emulsion mas estable, segun los valores mas bajos de TSI después de 15 dias de
estabilidad, fue aquella preparada con un 7% de mazada y un 20% de fase oleosa. En
contraste, la emulsion menos estable fue la que contenia un 5% de mazada y un 10% de fase
oleosa, ya que presento el valor mas elevado de TSI. Estos resultados refuerzan la influencia
critica de la concentracion de los componentes en la estabilidad a largo plazo de las

emulsiones.
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Shanmugam & Ashokkumar (2014) emulsionando con US (176 W, 20 kHz) directamente
aceite de semilla de lino (7%) sobre leche desnatada pasteurizada sin agregar tensioactivos,
fueron capaces de producir emulsiones que fueron estables a la separacion de fases durante
al menos 9 dias. También, Anandan et al. (2017) lograron emulsiones estables con un 7% de
aceite de semilla negra (Nigella sativa) en leche desnatada homogeneizada pasteurizada
utilizando US a 20 kHz y 100 W. Atribuyeron la estabilidad de estas emulsiones a los efectos
de cavitacion generados por esta tecnologia. Ademas, sefialaron que las proteinas de suero
parcialmente desnaturalizadas desempenan un papel crucial al proporcionar estabilidad a las

gotas de emulsion y contribuir a la formacion de gotas mas pequeiias.

En este estudio se observé que el aumento en la concentracion de mazada y en la fase oleosa
mejora significativamente (P < 0,05) la estabilidad de las emulsiones, siendo estas mejoras
notables desde el séptimo dia. Este efecto podria atribuirse a la mayor viscosidad de las
emulsiones, que ralentiza el movimiento de las particulas, y al mayor contenido de mazada,
que proporciona un recubrimiento mas efectivo a las gotas de la emulsion. Ambos factores
contribuyen a frenar los fenomenos de floculacion entre particulas, y asi, a mejorar la
estabilidad general de las emulsiones (McClements, 2015a).

En conjunto, estos resultados subrayan la importancia de considerar la evolucion temporal
de las emulsiones y como las concentraciones especificas de mazada y fase oleosa pueden
afectar su estabilidad, respaldando la relevancia de los parametros de formulacion en la

optimizacion de emulsiones estables.

En las Tablas 4.21 se muestran los niveles de hidroperoxidos (oxidacion primaria) medidos
en las emulsiones homogeneizadas por US a lo largo de 1, 7 y 15 dias de almacenamiento a
50 °C. Respecto a la oxidacion primaria, independientemente de las concentraciones de
mazada y fase oleosa utilizadas, las emulsiones presentaron un aumento progresivo en los
niveles de hidroperdxidos durante el tiempo de almacenamiento de 15 dias a 50 °C. Las
emulsiones con menores niveles hidroperdxidos, tras 15 dias de almacenamiento, fue aquella
preparada con un 5% de mazada y un 20% de fase oleosa, mientras la que presento el nivel
de hidroperdxidos mas elevado fue aquella preparada con un 5% de mazada y un 10% de
fase oleosa. Por otro lado, se observo que al incrementar la fase oleosa del 10 al 20%, y de
mazada del 5 al 7% en emulsiones conteniendo un 10% de fase oleosa se redujo (P < 0,05)

la oxidacion primaria de estas emulsiones.
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Se ha demostrado que la cavitacion acustica a través de US puede generar efectivamente
radicales libres altamente reactivos debido a la disociaciéon de moléculas en condiciones
extremas de colapso de la cavidad lo que puede resultar en la oxidacion de los acidos grasos

(Chemat et al., 2004).

Tabla 4.21. Concentraciones de hidroperoxidos (mM/kg aceite) obtenidas en las emulsiones
elaboradas por ultrasonidos, durante 15 dias de almacenamiento a 50 °C.

Mazada Aceites Hidroperoxidos (mM/kg aceite)
Condiciones (%) (%)

0 0 Dia 1 Dia 7 Dia 15
5 10 0,90 +0,05%% 7,11+125%Y 11,69+2723%
b,z b, b, x

40% Amplitud- 7 10 0,77 + 0,07 2,03+0,07>Y 554+0,12
10 min 5 20 0,48 +0,02%Y 0,65+0,02%Y 1,36+0,06%*
7 20 0,35+£0,04%Y 0,98+0,07%% 229+0,55%*

ab-c-d ] etras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas segin la prueba de Tukey (P <
0,05).
*¥# Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas segtin la prueba de Tukey (P < 0,05).

La Tabla 4.22 muestra los valores obtenidos de malondialdehido en las emulsiones a lo largo
del tiempo de almacenamiento a 50 °C. Respecto a la oxidacion secundaria, se constatd que
las emulsiones preparadas con un 10% de fase oleosa, independientemente de Ia
concentracion de mazada utilizada, presentaron similar comportamiento oxidativo,
aumentando los niveles de malondialdehido considerablemente al cabo de 7 dias de
almacenamiento para después disminuir muy acusadamente. Este fendmeno se podria
explicar por la degradacion o transformacion del malondialdehido en compuestos de

oxidacion terciaria.

A diferencia, las emulsiones preparadas con un 20% de fase oleosa, al cabo de 7 dias de
almacenamiento, se mantuvieron niveles estables, incluso inferiores de malondialdehido,
respecto a los iniciales, pero muy inferiores a aquellos observados en las emulsiones
preparadas con un 10% de fase oleosa, para después aumentar a los 15 dias de
almacenamiento. Estos niveles inferiores de malondialdehido en las emulsiones con un 20%
de fase oleosa podrian probablemente relacionarse con su mayor viscosidad y buena
estabilidad fisica, en comparacioén con sus homdlogas formuladas con 10% de aceites. La

estabilidad fisica reducida en las emulsiones puede provocar la aparicion de cremado, lo que
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incrementa la oxidacion lipidica debido al mayor contacto de la fase oleosa con el ambiente
circundante. Esta situacion también facilita una propagacion mds extensa de las reacciones
de oxidaciéon dentro de la fase oleosa, como resultado de la disminucion en la separacion

entre las particulas lipidicas (McClements, 2015a).

Tabla 4.22. Concentraciones de malondialdehido (MDA) (uM/kg aceite) obtenidas en las
emulsiones elaboradas por ultrasonidos, durante 15 dias de almacenamiento a 50 °C.

Condiciones Mazada Aceites MDA (uM/kg aceite)
(%) (%) Dia 1 Dia 7 Dia 15
5 10 39,29+ 547%Y 78,50+0,54%* 17,40+0,78 ©*
40% 7 10 42,82+1,51%Y 60,60+ 1,85%% 16,70 = 0,08
Amplitud-10
min 20 13,26+£022%Y 9,68+0,52%Y 21,61:£0,12%
7 20 19,87 £1,65>* 11,35+£0,49%Y 19,49 +0,02 >
ab-¢ | etras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas segtn la prueba de Tukey (P <

0,05).
*¥# Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas segtin la prueba de Tukey (P < 0,05).

Este efecto también podria deberse a la reduccion del tamafo de particula en las emulsiones
formuladas con un 10% de aceites. Varios estudios sobre emulsiones respaldan la teoria de
que, al disminuir el tamafo de particula, la emulsion se vuelve mas susceptible a la
oxidacion. Esto se debe a que el aumento en el area total de interfase acelera la oxidacion

lipidica (Jacobsen et al., 2010).

En base a los resultados de caracterizacion obtenidos, se puede concluir que, las emulsiones
formuladas con un 10% de fase oleosa y un 7% de mazada, homogeneizadas con US,
exhibieron un tamafio medio de particula de <0,6 um y mostraron aceptable estabilidad
oxidativa y fisica durante 15 dias a 50 °C. La concentracion de mazada result6 crucial para
la estabilidad a largo plazo, evidenciando mejoras al aumentar tanto la mazada como la fase
oleosa. Por otro lado, las emulsiones con un 20% de fase oleosa mantuvieron niveles estables
de malondialdehido, incluso inferiores a las formuladas con 10%, destacando su mayor
viscosidad y estabilidad fisica. Estos resultados subrayan la influencia significativa de la
concentracion de componentes en las propiedades de las emulsiones, respaldando la eficacia

del US para obtener emulsiones con caracteristicas controladas y estabilidad mejorada.
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4.3 Comparacion de emulsiones preparadas mediante diferentes
técnicas de homogeneizacion

Hoy en dia, existen en el mercado toda una serie de sistemas de homogeneizacion, entre ellos
la utilizacién de molinos coloidales o sistemas rotor-estator, la homogeneizacion a alta y
ultra presion (U)HPH, los US y los sistemas de membrana (Schultz et al., 2004), que
permiten la preparacion de productos basados en emulsiones tipo O/W con propiedades
Optimas, en términos de tamafio de particula, reologia y estabilidad fisica en el tiempo. Sim
embargo, existe un gran déficit de informacion acerca de estudios comparativos de
emulsiones preparadas con diferentes tecnologias de homogeneizacion, lo cual es
fundamental para poder entender el mecanismo de formacion de una emulsion
(emulsificacion), el papel del emulgente e identificar los parametros que afectan a las

propiedades fisicoquimicas de una emulsion durante la emulsificacion.

La obtencion de emulsiones O/W mediante equipos del tipo rotor-estator es eficiente, pero
proporcionan gotas lipidicas de gran tamafio, ademas de una elevada captacion de oxigeno
en la fase continua de la emulsidn, lo que es perjudicial para la emulsién ya que sufre
fenomenos de desestabilizacion fisica y oxidativa, y es por ello que esta técnica es utilizada
principalmente como tecnologia previa en la obtencion de emulsiones de tamafio de particula
reducido mediante otros métodos de homogeneizacion (Gazolu-Rusanova et al., 2020; Han
et al., 2012; Hebishy et al., 2015; Karthik & Anandharamakrishnan, 2016). Por otro lado, el
uso de sistemas de homogeneizacion a alta presion y de US conduce a la formacion de
emulsiones con tamafios de gota mdas pequefios, y se han utilizado para estabilizar
emulsiones como parte de los procesos de encapsulacion de diferentes tipos de aceites
(Aghababaei et al., 2021; Anandan et al., 2017; Fernandez-Avila et al., 2019; Fernandez-
Avila & Trujillo, 2016; Mahdi Jafari et al., 2007; Taha et al., 2020). Sin embargo, hasta donde
sabemos, existe una reducida informacion sobre la utilizacion de la mazada como agente
emulgente en la produccion de emulsiones O/W mediante tecnologias de homogeneizacion
como MF, la UHPH o los US. Asi, en esta tesis doctoral se ha realizado un estudio
comparativo entre las emulsiones compuestas con un 7% de mazada como emulgente y un
10% de fase oleosa, y preparadas mediante las técnicas de CH (30 MPa), MF (100 MPa),
UHPH (200 MPa) y US (40% amplitud-10 min). Para llevar a cabo esta comparacion, se

escogieron las emulsiones preparadas con un 10% de fase oleosa porque fueron aquellas en
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las que se pudo obtener datos de cada técnica de homogeneizacion, y con 7% de mazada
porque fue la concentraciéon de emulgente que, en general, permitié obtener mejores
emulsiones a nivel de estabilidad fisica y oxidativa. En este estudio, las diferentes
emulsiones fueron comparadas en términos de tamafo medio de particula, potencial zeta,

comportamiento reoldgico, estabilidad y degradacion (oxidacion primaria y secundaria).

4.3.1 Tamaifio, potencial zeta y microestructura

En la Figura 4.6 y Tabla 4.23 estan representados las distribuciones de tamano de particula,
los tamafios medios de particula, y potencial zeta de las emulsiones preparadas mediante los
cuatro tratamientos de homogeneizacion seleccionados (CH, MF, UHPH y US). Las
emulsiones preparadas mediante MF, UHPH y US mostraron distribuciones de tamafio de
particula monomodales y tamafios medios de particula ~ 500 nm, no mostrando diferencias
significativas (P > 0,05) entre tecnologias, lo que sugiere que se tratan de procesos de
emulsificacion controlados y precisos. Las emulsiones méas homogéneas fueron aquellas
preparadas mediante MF y UHPH, tal y como indicaron los valores de los PdI. Las
emulsiones preparadas mediante CH a 30 MPa presentaron una distribuciéon bimodal y
tamafos de particula de ~1 um y un elevado grado de polidispersidad (PdI = 0,59), indicando

una menor uniformidad en la distribucion del tamafio de particula.
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Figura 4.6. Distribucion del tamafio de particula de las emulsiones formuladas con 7% de mazada, y 10%

aceites elaborados a diferentes técnicas de homogenizacion. Convencional (CH), Microfluidizer® (MF),
Homogeneizacion a ultra alta presion (UHPH) y Ultrasonidos (US).
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Tabla 4.23. Tamafio medio de particula, indice de polidispersion (PdI) y potencial zeta de
las emulsiones elaboradas con 7% de mazada y 10% de aceites, homogenizadas por
diferentes tecnologias.

Diametro medio

Homogeneizacion de particula (nm) PdI Potencial Zeta (mV)
Convencional 1170,00 + 73,67 0,590 £ 0,14 * —-38,3+6,22°
Microfluidizer® 435,93 +54,57° 0,324 + 0,04 ° 26,6+ 1,812
Ultra alta presion 432,83 +19,73° 0,302 + 0,04 ° -30,0 £ 0,87 @
Ultrasonidos 561,40 +28,95° 0,483 +0,03 @ -33,1+1,3%

b I etras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas seglin la prueba de Tukey (P <
0,05).

El elevado grado de uniformidad de las muestras, sobre todo aquellas obtenidas por MF y
UHPH, se podria directamente relacionar con la proporcion de proteinas de la mazada
adsorbidas en la interfase O/W, el cual, a su vez, estaria enormemente influido por el
mecanismo de rotura de las gotas de fase oleosa empleado en las diferentes técnicas de
homogeneizacion. Por tanto, las muestras preparadas mediante MF, UHPH e incluso US
debieron presentar indices de adsorcion de material emulgente > 60%, tal y como ha sido
informado en estudios similares, donde emulsiones O/W preparadas con proteina de suero
como emulsionante y MF a 200 MPa, presentaron distribuciones de tamafio monomodales
con una tasa elevada de adsorcion de material emulgente en la interfase aceite-agua (Perrier-

Cornet et al., 2005).

Jafari et al. (2006) evaluaron las eficacias de las técnicas de US (24 kHz, 100% amplitud,
100 s) y MF (20-124 MPa) en la creacion de una nanoemulsion O/W de d-limoneno al 10%
utilizando maltodextrina combinada con un biopolimero tensioactivo (Hi-Cap) en una
proporcion de 3:1. Los hallazgos de estos investigadores indicaron que ambas técnicas
producian gotas de emulsion con tamafios que variaban entre 150 y 700 nm. No obstante, se
confirmo que el método de US superaba al de MF en aspectos de operatividad y facilidad de

limpieza.

Ertugay et al. (2004) investigaron la homogeneizacién de la leche utilizando US a 20 kHz
(20, 40, 80 y 100% de amplitud) en dos diferentes tiempos de trabajo (5 y 10 min) y
realizaron una comparativa con CH. Observaron que la distribucion del tamafio de los
globulos grasos tras el proceso de CH, realizado a 20 MPa y 55 °C, oscil6 entre 2 y 3 um.

En contraste, las muestras de leche homogeneizadas mediante US presentaron globulos
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grasos de tamafio considerablemente menor (entre 0,5 y 0,9 um) en condiciones de 100%
amplitud por 10 min. Describieron que tanto el tamafio promedio como la distribucion del
tamafio de los globulos grasos dependian de la intensidad de la potencia ultrasonica y el
tiempo de sonicacién. El menor tamafio de los globulos grasos observado se atribuy6 a los

efectos fisicos producidos durante la cavitacion acustica.

Es relevante resaltar que, en comparacion con el estudio anterior, donde la leche
homogeneizada con US bajo condiciones del 40% de amplitud durante 10 min no mostrd
diferencias significativas en el tamafio medio respecto a la CH (20 MPa), en contraste
nuestras emulsiones lograron tamafios sustancialmente mas pequefios y significativos (P <
0,05). Este resultado sugiere una mejora notable en la eficiencia del proceso, evidenciando
la capacidad emulsionante de la mazada en comparacion con la leche, subrayando la

versatilidad y eficacia de este ingrediente en la formacion y estabilizacion de emulsiones.

La microestructura de las emulsiones fue analizada por microscopia laser confocal. Para ello,
se utilizaron los fluor6foros Nile Red, Fast Green FCF 'y Rh-DOPE para teiiir los lipidos
apolares, las proteinas de la mazada y lipidos polares, respectivamente. En la Figura 4.7, se
muestran las micrografias de las emulsiones preparadas mediante los cuatro tratamientos de
homogeneizacion. Las muestras preparadas por MF y UHPH presentaron los mayores grados
homogeneidad en tamafio, morfologia y estructura, ya que las proteinas de la mazada (color
verde) se dispusieron uniformemente distribuidas sobre las gotitas de aceite (color rojo).
Respecto a las emulsiones preparadas mediante CH y US, se pudo observar una elevada
concentracion de agregados tanto de proteina de la mazada (verde) como de gotas de la fase
oleosa (aceite) de tamano considerable, confirmando los mayores valores obtenidos por
andlisis de tamafio de particula en estas emulsiones. La tincion de RA-DOPE de las
emulsiones dio a conocer que el material fosfolipidico de la mazada también particip6 del
recubrimiento de las microgotas de aceite formando parte, juntamente con el material

proteico de la mazada, de la interfaz O/W.

Respecto a los valores del potencial zeta de las emulsiones preparadas mediante los cuatro
tratamientos de homogeneizacion, se observo que presentaron valores de potencial zeta
negativos (entre —27 y —38 mV), mostrando solo diferencias significativas entre los

tratamientos CH y MF. Estos elevados valores de potencial zeta en las diferentes emulsiones
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pueden ser atribuidos a un efectivo mezclado y facilitados por una minima agregacion de

particulas debido a los diferentes tratamientos de homogeneizacion.

Figura 4.7. Microscopia Optica laser confocal de emulsiones obtenidas por diferentes equipos de
homogeneizacion: (a) Convencional (30 MPa), (b) Microfluidizer® (100 MPa), (¢) UHPH (200 MPa) y (d)
Ultrasonidos (40% amplitud por 10 min). (1) Micrografia de campo general x63 con tincion Nile Red y Fast
Green, (2) micrografia de zoom x4 con tincién Nile Red'y Fast Green y (3) micrografia de zoom x4 con tincién
Rh-DOPE. Colores tincion: Rojo, Fase aceite; Verde, Proteinas de la mazada; Azul, Fosfolipidos de la mazada.
La barra equivale a 25 y 5 um en micrografias de campo y zoom, respectivamente.

4.3.2. Reologia y estabilidad fisica
En cuanto a los resultados de los parametros reoldgicos (Tabla 4.24) todas las emulsiones
presentaron un comportamiento newtoniano (n~1). Respecto a los indices de consistencia,

intimamente ligados con la viscosidad de las emulsiones, los datos indican que las
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emulsiones preparadas por MF y CH presentaron una similar baja viscosidad, seguida de las
preparadas por US, mientras que la emulsion homogeneizada por UHPH mostr6 el doble de
viscosidad que las anteriores. Aunque el tamafno promedio de las particulas y la
polidispersidad en las emulsiones MF, UHPH y US, asi como la estabilidad fisica de las
emulsiones MF y UHPH fueron similares, la UHPH produjo una distribucioén de tamafio mas
uniforme con una ligera menor polidispersidad, y una mejor estabilidad fisica, sobre todo al
compararla con las emulsiones US y CH (ver Tabla 4.25 y Figura 4.9). Esto puede resultar
en un empaquetamiento mas eficiente de las gotas, con una menor tendencia de las gotas a
fusionarse y formar estructuras mas grandes y, por lo tanto, en una viscosidad mas alta. Por
otro lado, el proceso de UHPH puede inducir cambios en la estructura y conformacion de
las proteinas y fosfolipidos presentes en la mazada, mejorando su capacidad para estabilizar
las interfaces O/W. Krebs et al. (2021) describieron que la UHPH puede promover la
formacion de agregados covalentes en el suero de mantequilla, lo que podria aumentar la

viscosidad al crear una red mas densa y entrelazada de proteinas.

Tabla 4.24. Parametros reoldgicos de indice de consistencia (K), indice de comportamiento
al fluido (), e indice de correlacion (R?) de las emulsiones elaboradas con 7% de mazada y
10% de aceites, homogenizadas por diferentes tecnologias.

Homogeneizadores (Pali ") n R?

Convencional 0,0028 + 0,0001 ° 1,0478 + 0,0023 * 0,9998
Microfluidizer® 0,0028 + 0,0001 ° 1,0238 £ 0,0045 ® 0,0997
Ultra alta presion 0,0056 +0,0004 2 0,9708 + 0,0056 ¢ 0.9999
Ultrasonidos 0,0022 +0,0001 © 1,0509 + 0,0089 * 0,9995

ab-c T etras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas segtin la prueba de Tukey (P <

0,05).

Respecto a la estabilidad fisica de las emulsiones a temperatura ambiente tras 15 dias de
almacenamiento, tal y como se puede observar en los perfiles de luz retrodispersada de la
Figura 4.8, se produjeron fendémenos de desestabilizacion de cremado y clarificacion en
todas las emulsiones preparadas mediante los cuatro tratamientos de homogeneizacion,
siendo mas visibles en las emulsiones homogeneizadas por CH y US. Este hecho esta
intimamente relacionado con el mayor tamafo medio de particula y grado de homogeneidad
que presentaron las emulsiones CH y US, respecto a sus homodlogas obtenidas por MF y

UHPH. Estos fenomenos de desestabilizacion solo fueron detectados por inspeccion visual
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directa en las emulsiones CH y US, no pudiéndose ser observados en las emulsiones MF y

UHPH.
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Figura 4.8. Perfiles de retrodispersion de las emulsiones o/w preparadas con un 7% mazada y un 10% aceite,
y homogeneizadas por las tecnologias: a) Convencional (30 MPa), b) Microfluidizer® (100 MPa), ¢) UHPH
(200 MPa), d) Ultrasonidos (40% amplitud por 10 min) en funcion del tiempo de almacenamiento (15 dias).

Ademas, se utiliz6 el valor del TSI para evaluar estos cambios con el tiempo (Tabla 4.25 y
Figura 4.9), observandose un patrén comin en todas las emulsiones: a medida que aumento
el tiempo de almacenamiento, los valores de TSI presentaron un aumento progresivo, lo que

indica una progresiva pérdida de estabilidad. Sin embargo, el mayor incremento (P < 0,05)
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del TSI lo presentd6 las emulsiones CH y US. Por tanto, estas tecnologias de
homogeneizacion pueden ser consideradas como las menos efectivas en términos de
estabilidad fisica. Las emulsiones MF y UHPH mostraron los valores de TSI mas bajos, no
observandose entre ellas diferencias significativas (P> 0,05) tras 15 dias de almacenamiento,
aunque la emulsion UHPH siempre presentd valores mas bajos de TSI en comparacion a su
homologa tratada por MF. Estos resultados de estabilidad fisica de las emulsiones estan
directamente ligados al tamafio de particula medio que presentaron estas emulsiones (Tabla

4.23), y en caso de las emulsiones UHPH también posiblemente a su mayor viscosidad.

Tabla 4.25. indice de estabilidad Turbiscan (TSI) de las emulsiones elaboradas con 7% de
mazada y 10% de aceites, homogenizadas por diferentes tecnologias, a lo largo de 1,7 y 15
dias de almacenamiento.

TSI
Homogeneizacion
Dia 1 Dia 7 Dia 15
Convencional 1,22 +0,26 %~ 7,71 +1,19%Y 12,74 £ 1,15 >*
Microfluidizer® 0,21 £0,05 > 1,79+ 061 ©* 2,61 +0,52%*
Ultra alta presion 0,16 £ 0,01 > 1,01 +0,17 %% 1,60+ 0,13 =*
Ultrasonidos 0,85+ 0,09 ** 5,39 £0,20 %Y 9,25+0,63 >*
ab-¢ | etras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas seglin la prueba de Tukey (P <
0,05).

*¥ Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey (P < 0,05).

La Figura 4.9 detalla la cinética del TSI de las emulsiones estudiadas. En particular, en el
caso de las emulsiones CH (Figura 4.9a), los cambios de estabilidad fisica se hicieron
notorios en un corto periodo de tiempo. Tras tan solo 24 h de almacenamiento, las emulsiones
CH ya se situaron en la escala (B) del TSI, sugiriendo la presencia de variaciones en la
estructura de las emulsiones, la mayoria de las cuales no fueron visibles a simple vista,
constituyendo mas del 90% de las variaciones detectadas. Al llegar al tercer dia, las
emulsiones CH progresaron a la escala (C) del TSI, lo que representa una advertencia visual
sobre los fenomenos de desestabilizacion. Finalmente, al dia 11 del estudio, las emulsiones
CH alcanzaron la escala (D) del TSI, indicando que los fendmenos de desestabilizacion

fueron visibles a simple vista, marcando un deterioro significativo en su estabilidad.
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Escala de variacion visual
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Figura 4.9. Cinética del indice de estabilidad global (TSI, siglas en inglés) en funcion del tiempo de
almacenamiento de las emulsiones homogeneizadas por los siguientes métodos: a. Convencional; b.
Microfluidizer®; ¢. UHPH (Homogeneizacion a ultra alta presion); y d. Ultrasonidos. Cada barra del grafico
se encuentra codificada por colores en correspondencia con la escala visual del TSI y se representa de la
siguiente manera: A+ (Excelente, verde oscuro), A (Bueno, verde claro), B (Variaciones detectadas, amarillo),
C (Advertencia visual, naranja) y D (Inestabilidad visible, rojo).

En el caso de las emulsiones US (Figura 4.9d), se observaron fenomenos de
desestabilizacion visibles, aunque en menor medida que en las emulsiones CH. Durante las
primeras 24 h de almacenamiento, las emulsiones US se encontraron en la escala visual "A",
que se considera una escala de buena estabilidad. Sin embargo, en el segundo dia, pasaron a
la escala (B), y continuaron en esta escala hasta el dia 4, para después pasar a escala (C) de

advertencia visual, permaneciendo en esta escala hasta los 15 dias de almacenamiento.
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En cuanto a las emulsiones MF y UHPH (ver Figura 7.9 b y c, respectivamente), estas
destacaron por su mayor estabilidad en comparacioén con las emulsiones CH y US. Estas
emulsiones no cruzaron la barrera de la escala (B) incluso después de 15 dias de
almacenamiento. Es relevante mencionar que hubo una diferencia notable entre las
emulsiones MF y UHPH. Las emulsiones UHPH mantuvieron su estabilidad durante mas
tiempo, permaneciendo en la escala "A+" durante 3 dias y en la escala "A" hasta el dia 7,

mientras que las emulsiones MF se mantuvieron en la escala "A" durante los primeros 3 dias.

4.3.3 Degradacion por oxidacion primaria y secundaria

En la Tabla 4.26 se muestran los niveles de hidroperoxidos (oxidacién primaria) medidos
en las emulsiones homogeneizadas por las tecnologias CH, MS, UHPH y US a lo largo de
15 dias de almacenamiento a 50 °C. Respecto a la oxidacion primaria de las emulsiones, se
produjo un aumento progresivo (P <0,05) en los niveles de hidroperéxidos durante el tiempo
de almacenamiento de 15 dias, excepto en el tratamiento de MF, donde estos niveles se
mantuvieron estables. Las emulsiones con menores (P < 0,05) concentraciones de
hidroperdxidos, tras 7 y 15 dias de almacenamiento, fueron aquellas homogeneizadas por
MF seguidas de las US, y aquellas con mayor nivel de hidroperdxidos fueron las preparadas

por UHPH y CH.

Tabla 4.26. Concentraciones de hidroperoxidos (mM/kg aceite) obtenidas en las emulsiones
elaboradas con 7% de mazada y 10% de aceites, homogenizadas por diferentes tecnologias,
durante 15 dias de almacenamiento a 50 °C.

Hidroperoxidos (mM/kg aceite)

Homogeneizacion
Dia 1 Dia 7 Dia 15

Convencional 0,20 + 0,50 ¥ 3,87 +0,37 " 17,76 + 4,90 >

Microfluidizer® 0,39 + 0,05 * 1,09 + 0,49 9 1,91 £ 0,35 4~

Ultra alta presion 2,93+£0,21 % 5,08 £0,24 Y 34,34 £8,56 **

Ultrasonidos 0,77 £0,07 > 2,03 +0,07 %% 553+0,12%%
a-b-c-d | etras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas segin la prueba de Tukey (P <
0,05).

*¥ Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey (P < 0,05).

La Tabla 4.27. muestra los niveles de malondialdehido (oxidacion secundaria) medidos en

las emulsiones homogeneizadas por las tecnologias CH, MS, UHPH y US a lo largo de 15
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dias de almacenamiento a 50 °C. Respecto a la oxidacién secundaria, se observo que las
emulsiones preparadas por MF presentaron un nivel de malondialdehido constante (P> 0,05)
a lo largo de los 15 dias de almacenamiento, lo cual indica una elevada proteccion y
resistencia de la interfaz O/W de esta emulsion frente a fendbmenos de degradacion oxidativa.
Los mayores niveles de malondialdehido (P < 0,05) se alcanzaron en las emulsiones US y
CH, tras 7 y 15 dias de almacenamiento, respectivamente. En la emulsion US, tras 15 dias
de almacenamiento, se produjo una disminucion (P < 0,05) muy acusada de los niveles de
malondialdehido, indicando una degradacion o transformacion del malondialdehido en
compuestos de oxidacion terciaria. En el caso de la emulsion obtenida por UHPH, los niveles
de malondialdehido aumentaron durante el periodo de almacenamiento presentando indices
de oxidacion secundaria menores que las emulsiones CH y US, pero mayores que sus

homologas obtenidas por MF.

Tabla 4.27. Concentraciones de malondialdehido (MDA) (uM/kg aceite) obtenidas en las
emulsiones elaboradas con 7% de mazada y 10% de aceites, homogenizadas por diferentes
tecnologias, durante 15 dias de almacenamiento a 50 °C.

MDA (uM/kg aceite)
Homogeneizacion
Dia 1 Dia 7 Dia 15

Convencional 3,10+£0,15% 35,63 +£2,40 %Y 49,70 £ 0,75 **

Microfluidizer® 3,13+0,40 “* 3,79+£0,51% 4,32 £0,11 4

Ultra alta presién 11,39 + 0,50 > 40,42 + 2,44 b 43,42 + 1,98 >

Ultrasonidos 42,83+ 1,51 % 60,06 + 1,85 ** 16,70 +£ 0,08 ©*
a-b-c-d | etras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas seglin la prueba de Tukey (P <
0,05).

*¥% Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas segtin la prueba de Tukey (P < 0,05).

Las diferencias en grado oxidacion de las emulsiones UHPH en comparacion con las
obtenidas por MF podrian explicarse por la elevada susceptibilidad a procesos oxidativos de
los acidos grasos poliinsaturados presentes en la fase oleosa (aceites de chia y girasol) y las
presiones de homogeneizacion aplicadas en cada una de estas tecnologias de
homogeneizacioén. Segin Chen et al. (2019) el aumento de la presion de funcionamiento de
los homogeneizadores de alta presion, mas alla de un valor 6ptimo, provoca la degradacion
oxidativa del aceite durante la emulsificacion. Estos autores observaron que, al aumentar la
presion de 0,1 a 120 MPa, no se produjo ninguin cambio importante en el indice de peroxido,

pero al aumentar la presion a 200 MPa el indice de perdxido aumento rapidamente. Por otro
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lado, la geometria del orificio donde se produce la ruptura de las gotas en el homogeneizador
puede alterar la intensidad de los fendomenos de cavitacién y la subsiguiente tasa de
generacion de radicales hidroxilos. Esta teoria se mostrd en el estudio de Amin et al. (2010)
donde se puso de manifiesto que la geometria del orificio que proporciona mas area de capa

de corte dentro del area de flujo puede generar una gran cantidad de radicales hidroxilos.

4.4 Conclusiones

En este estudio, se evaluaron los efectos de diversas tecnologias de homogeneizacion (CH,
MF, UHPH y US) en la preparacion de emulsiones con aceites vegetales ricos en acidos
grasos omega-3 y omega-6. Se utiliz6 mazada como agente emulgente, y se investigé el
impacto de distintas concentraciones de fase oleosa (10% y 20%) y emulsionante (5% y 7%)
en la formacion y propiedades fisicoquimicas de las emulsiones para cada técnica de
homogeneizacion empleada. Ademas, se selecciond una formulacion especifica (10% de fase
oleosa y 7% de emulsionante) para evaluar y comparar la estabilidad y las propiedades de
las emulsiones bajo estas condiciones en cada una de las tecnologias de homogeneizacion

utilizadas.

Este estudio ha demostrado que la mazada juega un rol clave como agente emulgente en la
creacion de emulsiones O/W con aceites vegetales ricos en ®-3 y 6. Se encontrdé que una
concentracion de mazada del 7% era adecuada y consistente en todas las técnicas de
homogeneizacion empleadas, proporcionando un balance ideal entre el tamafio de particula
y las estabilidades fisica y oxidativa de las emulsiones. Estos hallazgos destacan la
importancia de la concentracion adecuada de mazada en la formulacion de estas emulsiones,
ya que tiene un impacto significativo en la calidad y caracteristicas finales de los productos

resultantes.

Los resultados también subrayan la importancia crucial de la concentracion de fase oleosa
en la formulacién de emulsiones O/W, ejerciendo una influencia significativa en sus
propiedades fisicas, oxidativas y reolodgicas. Se ha evidenciado que las emulsiones
elaboradas con 20% de fase oleosa, a diferencia de sus homologas con 10%, presentaron,
con las diferentes técnicas de homogeneizacion utilizadas, niveles menores de oxidacion y

mayor viscosidad. En cuanto a la estabilidad fisica, las emulsiones con 20% de fase oleosa
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presentaron una estabilidad fisica similar o mejorada (en el caso de las emulsiones US) a sus
homologas con 10%. Sin embargo, cada equipo de homogeneizacion responde de manera
unica a las variaciones en el contenido de fase oleosa, subrayando la necesidad de ajustar la
formulacion a las condiciones especificas del proceso. Ademads, destaca la importancia de
encontrar un equilibrio preciso entre la concentracion de mazada y la fase oleosa para lograr
emulsiones estables con caracteristicas Optimas. Estos hallazgos refuerzan la idea de que la
manipulacion cuidadosa de la concentracion de fase oleosa es esencial para disefar
emulsiones con propiedades mejoradas y adaptadas a diferentes procesos y necesidades

especificas.

Tras evaluar varias tecnologias de homogeneizacion en la elaboracion de emulsiones con
aceites vegetales ricos en omega-3 y 6, se concluye que los tratamientos de homogeneizacion
por MF a 100 MPa y el de UHPH a 200 MPa son los mas eficientes. Estos métodos
proporcionan tamanos de particula ideales y una estabilidad fisica superior. Aunque el
tratamiento UHPH, en general, presenta buenos resultados en la obtenciéon de emulsiones
O/W, la aplicacion de 200 MPa puede causar oxidacion en la mezcla de aceites en
condiciones aceleradas de ensayo (50 °C), a diferencia de la homogeneizacion por MF. Por
otro lado, la técnica de CH es menos efectiva, presentando una distribucion de tamafio mas
amplia, una estabilidad fisica deficiente y niveles de productos oxidativos mayores que la
UHPH. La homogeneizacion por US, aunque logra tamafios de particula y una estabilidad
fisica intermedios entre CH y MF-UHPH, conduce a una oxidacion lipidica muy elevada, no
comparable con el resto de las tecnologias de homogeneizacion examinadas. En resumen, la
homogeneizacion por MF a 100 MPa y la UHPH a 200 MPa emergen como las mejores
opciones en la obtencion de emulsiones O/W con un 10% de mezcla de aceites y 7% de
mazada como agente emulgente, debido a sus capacidades para ofrecer tamanos de particula
optimos, mayor estabilidad fisica y menor oxidacion, en comparacion a los tratamientos de

CHy US.
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Capitulo 5

Encapsulacion de aceites vegetales mediante
emulsiones O/W usando un producto comercial
enriquecido en membrana de globulo graso como
emulgente vy diferentes tecnologias de
homogeneizacion

5.1 Introduccion

La membrana del gloébulo graso (MFGM) representa un sistema biofisico unico, cuya
composicion y estructura son fruto de procesos especificos de ensamblaje y secrecion en los
glébulos de grasa lactea (Singh, 2006). Esta estructura se encuentra predominantemente
alrededor de un nticleo de triglicéridos en los globulos de grasa, constituyendo hasta un 70%
de su totalidad, dependiendo del tamafio del glébulo graso, aunque en la leche desnatada
predominan solo fragmentos de MFGM y componentes asociados, como los lipidos polares
formando vesiculas estructuradas (Keenan, 2006). Recientes y numerosas investigaciones
han profundizado en la composicion, estructura, y las propiedades tecnoldgicas,
nutricionales y de salud de la MFGM, lo que ha resultado en una creciente publicacion de
estos hallazgos (Bourlieu & Michalski, 2015; Gallier et al., 2014; Jukkola & Rojas, 2017,

Lopez, 2011; Singh & Gallier, 2017), resaltando asi el creciente interés en este campo.

Historicamente, subproductos lacteos ricos en MFGM, como la mazada obtenida en la
fabricacion de mantequilla, eran frecuentemente descartados o transformados en alimento
para animales mediante secado por pulverizacion (Lambert et al., 2016). No obstante, el
avance en la comprension de la estructura compleja, y los beneficios nutricionales y de salud
de la MFGM ha motivado a investigadores y compaiias a explorar métodos para extraer y
elaborar productos lacteos enriquecidos con MFGM, afiadiendo asi un valor significativo a
estos. Actualmente, empresas lideres en la industria lactea como Fonterra Co-operative
Group Ltd (Auckland, Nueva Zelanda), Arla Foods Ingredients Group P/S (Viby,
Dinamarca), Lecico GmbH (Hamburg, Alemania) y Megmilk Snow Brand Co Ltd (Sapporo,
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Hokkaido, Japén) estdn comercializando ingredientes enriquecidos con MFGM o lipidos
lacteos complejos, destacandose por ofrecer una variedad de ventajas tecnoldgicas,

funcionales y nutricionales.

En el ambito actual de la investigacién alimentaria, emerge un interés creciente en la
elaboracién de emulsiones aceite-en-agua (O/W), focalizdndose particularmente en el
empleo de productos enriquecidos en MFGM como agentes emulsionantes. Esta perspectiva,
respaldada por publicaciones cientificas (Jiménez-Flores & Brisson, 2008; Lopez et al.,
2015, 2019; Singh & Gallier, 2017), se orienta hacia la mejora de productos lacteos y
formulas infantiles. La eleccion de la MFGM como agente emulsionante, fundamentada no
solo en su origen natural sino también en su composicion sustancial de proteinas y
fosfolipidos anfifilicos, que le confiere propiedades emulsionantes excepcionales
(Dewettinck et al., 2008; Kanno, 1989; Phan et al., 2013). Sin embargo, el método de
separacion, el tipo de materia prima y el pretratamiento de la nata o de la propia mazada
afectan significativamente a la composicion de los aislados de MFGM vy, por tanto, a sus
propiedades emulsionantes (Corredig & Dalgleish, 1997; Kanno, 1989; Phan et al., 2013,
2016). Asi, de acuerdo con Corredig & Dalgleish (1997), los materiales enriquecidos con
MFGM, extraidos de una mazada industrial, muestran una eficiencia emulsionante inferior
en la creacion de emulsiones O/W con aceite de soja, en comparacion con los obtenidos de
una nata fresca. Phan et al. (2013) encontraron que los fragmentos de MFGM, concentrados
mediante microfiltracion a partir de una mazada reconstituida, poseian propiedades
emulsionantes y estabilizadoras superiores, en comparacion con las de la mazada en polvo,

la leche desnatada en polvo y el caseinato de sodio.

Esta variabilidad en las propiedades emulsionantes subraya una cuestion pendiente: ain no
se ha determinado con precision qué componentes especificos de la MFGM, ya sean los
fosfolipidos, las proteinas o una combinacion de ambos, son los responsables de su actividad
emulsionante. En este contexto, Phan et al. (2016) concluyeron que bajo las condiciones
preliminares experimentales que utilizaron en su estudio, el uso de un concentrado proteico
procedente de la MFGM en la elaboracion de emulsiones O/W presentd6 una mejor
estabilidad emulsionante comparada con aquellas preparadas a partir de un concentrado de

fosfolipidos procedente de la MFGM.
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A parte de su eficacia como emulsionante, la MFGM surge como un componente de
potencial valor nutracéutico, sustentado por investigaciones que destacan sus propiedades
bioactivas y su capacidad para enriquecer productos con atributos beneficiosos para la salud,
tales como la mejora del rendimiento fisico en adultos sanos de mediana edad, la mejora en
la elasticidad de la piel en adultos humanos, la reduccién en la absorcion de colesterol y la
prevencion de enfermedades coronarias, la mejora de la salud metabdlica, la mejora de
memoria en ratas envejecidas, el impacto positivo en la digestion de lipidos y el metabolismo
lipidico postprandial en ratas (Gassi et al., 2016; Manoni et al., 2021; Rueda, 2014;
Spitsberg, 2005; Vanderghem et al., 2010).

Este capitulo de la tesis doctoral se centra en la encapsulacion de aceites mediante
emulsiones O/W, utilizando un producto comercial especifico enriquecido en membrana de
glébulo graso (MFGMP) y con un elevado contenido en fosfolipidos procedente de la
elaboracion de mantequilla a partir de la grasa del suero de queseria, y el uso de diferentes
tecnologias de homogeneizacién (convencional, microfluidizacién, ultra alta presion y
ultrasonidos). Este producto, seleccionado meticulosamente por sus propiedades distintivas,
se caracteriza por su elevado contenido de fosfolipidos y una proporcion reducida de
triglicéridos en comparacion con la mazada convencional (detalle composicion disponible
en el Capitulo 3. Materiales y Métodos). Esta eleccion estratégica tiene como finalidad
explorar y comprender con mayor precision la contribucion individual de los componentes
naturales de la MFGM, especialmente en el contexto de este producto enriquecido en
fosfolipidos, en la elaboracion de emulsiones, sin subestimar la importancia de las
tecnologias de homogeneizacidn, ya que juegan un papel crucial en la estabilidad y eficacia
de la encapsulacion. Estas tecnologias permiten una distribucion uniforme de las particulas
de grasa y otros componentes bioactivos, lo que se traduce en emulsiones de mayor calidad
y estabilidad. Ademads, la homogeneizacion adecuada es fundamental para garantizar la
liberacion controlada de los ingredientes activos, lo que amplifica su potencial terapéutico y

nutricional.

En concordancia con estos objetivos, este capitulo no solo se centra en la preparacion y
caracterizacion de emulsiones O/W utilizando MFGMP como emulgente, sino que también
establece comparaciones significativas con emulsiones obtenidas mediante el uso de

mazada, un subproducto lacteo comun. Esta comparacion exhaustiva posibilita una
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evaluacion detallada del impacto de estos emulsionantes en diversas propiedades

fisicoquimicas de las emulsiones O/W.

Este analisis y comparacion se perfilan como una contribucion valiosa al entendimiento de
las potenciales aplicaciones de estos productos en la mejora de formulaciones emulsionadas,
tanto en el ambito alimenticio como en el desarrollo de nutracéuticos. La relevancia de este
estudio se manifestara en su capacidad para proporcionar informacion valiosa y perspectivas

practicas para la formulacion de productos innovadores y funcionales.

5.2 Preparacion de las emulsiones

Las emulsiones fueron preparadas siguiendo el procedimiento esquematizado en la Figura
3.2 descrito en los Apartados 3.3.1 y 3.3.2. La preparacion de emulsiones O/W se llevo a
cabo utilizando un 3,05% de MFGMP y como fase oleosa de una mezcla de aceites de chia
y girasol al 10% (proporciéon 1:1, en peso). La cantidad de MFGMP utilizada equivale al
2,11% de proteina total contenida en un 7% de mazada, de manera a dejar variable solo la
concentracion de los fosfolipidos. Para elaborar la emulsion, se prepard la fase acuosa
conteniendo 3,05% de MFGMP, y a continuacion, se adiciond la fase oleosa, mezclandose
en un agitador rotor-estator (Ultraturrax®) obteniéndose asi una emulsion gruesa.
Finalmente, las emulsiones gruesas fueron homogeneizadas mediante los tratamientos de
homogeneizacién a ultra alta presion (UHPH) a 200 MPa, Microfluidizer® (MF) a 100 MPa,
ultrasonidos (US) con 40% de amplitud y 10 min, y convencional (CH) a 30 MPa.

Las emulsiones obtenidas se caracterizaron en términos de tamafio de particula por las
técnicas de dispersion de luz (DLS), potencial zeta, reologia, y estabilidad fisica por técnica
de dispersion de luz multiple estatica (SMLS) y oxidativa (primaria y secundaria), siguiendo

los procedimientos descritos en el Capitulo 3 de Materiales y métodos.

5.3 Caracterizacion de las emulsiones con MFGMP

La Tabla 5.1. muestra el comportamiento de las emulsiones preparadas con MFGMP y 10%
de fase oleosa mediante las diferentes técnicas de homogeneizacion en términos de didmetro

medio de particula, indice de polidispersidad (PdI) y potencial zeta. En lo que respecta al
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diametro medio de las particulas, se observaron diferencias significativas (P < 0,05) entre
todas las emulsiones producidas por las diferentes tecnologias. Asimismo, la emulsion con
menor didmetro de particula fue la elaborada por UHPH, seguida por la elaborada por MF,
presentando también ambas emulsiones una mayor homogeneidad en su distribucion de
tamafio de particula en comparacion con el resto de las emulsiones (Pdl ~ 0,2). Por el
contrario, las elaboradas por CH presentaron un didmetro medio de particula por encima de
la micra y un PdI cercano a 0,9, mientras que aquellas elaboradas por medio de la tecnologia

de US exhibieron parametros de particula intermedios entre MF y CH.

Tabla 5.1. Tamafio medio de particula, indice de polidispersion (PdI) y potencial zeta de las
emulsiones elaboradas con el producto comercial enriquecido en membrana de globulo graso
(MFGMP) como emulgente y 10% de aceites, homogenizadas por diferentes tecnologias.

Homogeneizacion Diz’tmefro medio de PdI Potencial zeta (mV)
particula (nm)

Convencional 1307,50 + 75,52 @ 0,89 +0,08 2 -28,19+0,94 2

Microfluidizer® 318,53 +45,82°¢ 0,29 + 0,08 ° —35,72+0,80 ¢

UHPH 220,44 + 13,244 0,24 +£0,02 © -27,99 £ 0,67 *

Ultrasonidos 641,32 + 56,38 ° 0,53+0,01° 33,26+ 0,68 °

ab-c-d [ etras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas segin la prueba de Tukey (P <
0,05).

Por otro lado, todas las emulsiones mostraron una carga superficial neta negativa. Las
emulsiones elaboradas por CH y UHPH no fueron significativamente diferentes,
presentando valores de potencial zeta en torno a —28 mV. En comparacion, las emulsiones
elaboradas por MF y US exhibieron valores significativamente (P < 0,05) mas negativos.
Valores cercanos a —30 mV o superiores en el potencial zeta, indican una condicidon que
podemos interpretar como una buena estabilidad de las emulsiones. Este umbral, respaldado
por la literatura cientifica y las investigaciones de Barhoum et al. (2018) y Clogston & Patri
(2011), senala la presencia de una barrera de alta energia entre las gotas de emulsion. Esta
barrera genera una repulsion electrostatica efectiva, lo que, en términos practicos, sugiere
una interaccion altamente estable entre las particulas de las emulsiones. En consecuencia,
estos resultados refuerzan la idea de que las emulsiones, obtenidas mediante estas técnicas
de homogeneizacion, presentan una so6lida estabilidad coloidal, esencial para garantizar su

durabilidad y calidad a lo largo del tiempo
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Respecto a los pardmetros reologicos analizados, las emulsiones elaboradas por UHPH, CH
y US presentaron un indice de consistencia similar (Tabla 5.2), mientras que las emulsiones
obtenidas por MF mostraron valores de indice de consistencia significativamente mayor (P
< 0,05) que el resto de las emulsiones. Con relacion al indice de comportamiento al flujo,
todas las emulsiones presentaron un comportamiento reoldgico newtoniano (n~1), aunque
también fue significativamente diferente, siendo en este caso n menor en la emulsion

obtenida por MF.

Tabla 5.2. Parametros reoldgicos de indice de consistencia (K), indice de comportamiento
al fluido (n), e indice de correlacién (R?) de las emulsiones elaboradas con el producto
comercial MFGMP y 10% de fase oleosa, homogenizadas por diferentes tecnologias.

Homogeneizacion K (Pa x s") n R?

Convencional 0,0018 + 0,0001° 1,0709 £ 0,0042% 0,999
Microfluidizer® 0,0021 +0,0001? 1,0407 + 0,0279° 0,999
UHPH 0,0018 + 0,0001° 1,0704 + 0,0083? 0,999
Ultrasonidos 0,0019 + 0,0001° 1,0704 = 0,0061? 0,999

b 1 etras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas segin la prueba de Tukey (P <
0,05).

La estabilidad fisica de las emulsiones producidas por diferentes tecnologias de
homogeneizacion se valoré a lo largo de 15 dias de almacenamiento a temperatura ambiente
mediante los perfiles de retrodispersion registrados en el equipo Turbiscan (Figura 5.1).
Todas las emulsiones presentaron un porcentaje de retrodispersion (%ABS) tanto en la parte
superior como inferior del tubo, que se traducen en fendmenos de cremado en la parte
superior y de clarificacion en la parte basal del tubo. La emulsion elaborada por CH fue la
que presentd mayor variacion de retrodispersion en ambas partes del tubo con el tiempo de
almacenamiento, presentando también variaciones de retrodispersion en la parte central del
tubo, que sugieren fenomenos de floculacion y/o coalescencia durante su almacenamiento.
Un comportamiento similar pero menos acusado lo present6 la emulsion elaborada por US.
En cambio, las emulsiones elaboradas por UHPH y MF fueron mas estables y registraron

menos cambios con el tiempo de almacenamiento.
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Figura 5.1. Perfiles de retrodispersion de las emulsiones conteniendo producto enriquecido en membrana de
globulo graso como emulgente y estabilizadas por: a. Homogenizacion convencional (CH, 30 MPa), b.
Microfluidizer® (MF, 100 MPa), ¢. Homogeneizacion a ultra alta presion (UHPH, 200 MPa), d. Ultrasonidos
(US, 40% amplitud/10 min) en funcion del tiempo de almacenamiento (15 dias) a temperatura ambiente.

La retrodispersion de la muestra puede variar debido a su inestabilidad, y el total de las
variaciones se pueden cuantificar mediante el indice de estabilidad de Turbiscan (TSI).
Cuanto mayor sea el valor de TSI, mayor es la inestabilidad de la muestra. En la Figura 5.2a
se muestra la cinética del TSI a lo largo del tiempo de almacenamiento para las diferentes
emulsiones analizadas, apreciandose que todas las emulsiones incrementaron su TSI, siendo
las elaboradas por CH las que mostraron un mayor aumento en comparacion con las
elaboradas por MF y UHPH, las cuales presentaron un menor incremento del TSI, seguidas
de las elaboradas por US que presentaron un comportamiento intermedio entre estas tltimas

y las tratadas por CH.
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En el dia 15 de almacenamiento (Figura 5.2b) se observaron diferencias significativas (P <
0,05) en los valores de TSI entre las diferentes emulsiones. La emulsion elaborada por CH
present6 el valor mas alto de TSI (20 + 1,9), seguida por la emulsion elaborada por US que
alcanz6 un valor de 9,6 &+ 0,2. La emulsion elaborada por MF tuvo el valor mas bajo de TSI
(2,7 £ 0,1), seguida por la emulsion elaborada por UHPH con un valor de 4,05 + 0,2. Es
importante destacar que no hubo diferencias significativas en los valores de TSI entre estas
dos tultimas emulsiones hasta el dia 6 de almacenamiento, sin embargo, a partir del dia 7 la
emulsion MF present6 valores de TSI ligeramente inferiores en comparacion a la emulsion
UHPH. Estos resultados podrian explicarse en términos del tamafio de particula de las
emulsiones, y en el caso de las emulsiones MF y UHPH por la mayor viscosidad de las

emulsiones MF en comparacion a las UHPH.
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Figura 5.2. Indice de estabilidad del Turbiscan global (TSI siglas en inglés): a. Cinética de estabilidad general
de las emulsiones en funcion al tiempo de almacenamiento (15 dias) y tecnologia de homogeneizacion utilizada
(Homogeneizacion convencional, CH, 30 MPa; Homogeneizacién a ultra alta presion, UHPH, 200 MPa;
Microfluidizer®, MF, 100 MPa; y Ultrasonido, US, , 40% amplitud/10 min); b. Comparacion del TSI general
de las emulsiones a los 15 dias de almacenamiento: letras distintas sobre la columna: indican diferencias
significativas segtin la prueba de Tukey (P < 0,05). Cada columna esta coloreada de acuerdo con la escala visual
TSIy esta representada por: A+: visualmente excelente, color verde oscuro; A: Visualmente bueno, color verde
claro; B: Variaciones detectadas por el Turbiscan, no visuales en la mayoria de los casos (>90%), color amarillo;
C: Advertencia visual, color naranja y D: Variaciones extremas, fenémenos de inestabilidad visibles, color rojo.

Seglin la escala de visualizacion del TSI, la emulsion CH se clasificaria en el grupo D (TSI
< 10), lo que indica una variacidon extrema e importante en la retrodispersion y una
inestabilidad visible y significativa. Por otro lado, las emulsiones US y UHPH se
clasificarian en el grupo C, lo que sugiere que los fendémenos de inestabilidad pueden ser

visibles o no. Finalmente, las emulsiones MF se encuentran en un grupo inferior (B). A pesar
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de ello, las diferencias entre las emulsiones MF y UHPH, aunque significativas, fueron
minimas. Por lo tanto, estos resultados indican que las tecnologias MF y UHPH son capaces

de producir sistemas mas estables desde un punto de vista fisico.

En referencia a la estabilidad oxidativa forzada a 50 °C durante un periodo de
almacenamiento de 15 dias, se valoraron los niveles de hidroperéxidos de las emulsiones en
estudio (Tabla 5.3). Se pudo observar que todas las emulsiones incrementaron sus niveles
de hidroperoxidos a lo largo del periodo de almacenamiento (15 dias) de manera significativa
(P < 0,05), salvo en el caso de las emulsiones producidas por CH, las cuales mantuvieron
sus niveles de hidroperéxido entre los dias 7 y 15, quizés por transformacion de estos en
productos de oxidacion secundaria. Los valores de hidroperoxidos obtenidos en las
emulsiones en dia 1 fue en el orden de MF>US>CH>UHPH. Sin embargo, al dia 15 de
almacenamiento las emulsiones elaboradas por US fueron las que presentaron mayores
valores de hidroperdxidos, seguidas de las elaboradas por MF, después CH y con menor

concentracion de hidroperoxidos fueron las estabilizadas por UHPH.

Tabla 5.3. Concentraciones de hidroperoxidos (mM/kg aceite) obtenidas en las emulsiones
elaboradas con producto enriquecido en membrana de globulo graso y 10% de aceites,
homogenizadas por diferentes tecnologias, durante 15 dias de almacenamiento a 50 °C.

Hidroperoxidos (mM/kg aceite)

Homogeneizacion

Dia1 Dia 7 Dia 15
Convencional 10,78 £0,23 &Y 60,85 + 6,35 X 62,05 £2,43 %
Microfluidizer® 21,32 +0,73 »* 78,87 £ 1,80 %Y 91,84 +0,14 >
UHPH 8,37+0,32 47 31,37 +2,01 %Y 53,34 + 2,46 X
Ultrasonidos 17,12 + 0,64 >~ 79,55 £2,20 Y 117,22 £ 11,99 &*

a-b-c-d | etras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas segtn la prueba de Tukey (P <
0,05) entre las emulsiones elaboras con las diversas técnicas de homogeneizacion.

*¥y# Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey (P <
0,05) de las emulsiones entre los diferentes dias.

La Tabla 5.4 muestra el incremento en los valores de MDA con el tiempo de almacenamiento
en todas las emulsiones analizadas. Las emulsiones producidas por CH fueron las que
presentaron los valores maés altos de MDA en el dia 1, mientras que las emulsiones
elaboradas por US presentaron los valores mas bajos en comparacion al resto de las

emulsiones. En el dia 7, continud siendo la emulsion producida por CH la que presentd
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valores mas elevados de MDA en comparacion con el resto de las emulsiones, las cuales no
presentaron diferencias significativas (P > 0,05) entre ellas. Finalmente, en el dia 15 de
almacenamiento, las emulsiones elaboradas por UHPH, seguidas de las preparadas por MF,
fueron las que presentaron valores mas bajos de MDA, siendo en este orden las emulsiones
que fueron mas estables a nivel oxidativo, seguido de las obtenidas por CH y US. La notable
mejora en la estabilidad oxidativa observada en las emulsiones sometidas a tratamientos
UHPH y MF, en comparacién con las obtenidas mediante CH y US, podria explicarse por el
hecho de que las condiciones de procesamiento mediante UHPH y MF afectan de manera
distinta a los componentes de la MFGM y a su organizacion durante la formacion de la
emulsion. Esta alteracion parece ser beneficiosa, proporcionando una proteccion reforzada
a las gotas de aceite gracias a la MFGM, lo cual contribuye significativamente a la reduccion
de su oxidacion. Este fendmeno resalta la importancia de seleccionar métodos de

homogeneizacion adecuados para mejorar la estabilidad y calidad de las emulsiones.

Tabla 5.4. Concentraciones de malondialdehido (MDA) (uM/kg aceite) obtenidas en las
emulsiones elaboradas con producto enriquecido en membrana del globulo graso y 10% de

aceites, homogenizadas por diferentes tecnologias, durante 15 dias de almacenamiento a 50
°C.

MDA (uM/kg aceite)
Homogeneizacion
Dia 1 Dia 7 Dia 15
Convencional 44,87 +0,43 *7 100,88 £ 0,42 *Y 136,69 + 10,52 &%
Microfluidizer® 20,79 £0,28 ©* 52,17 +£1,18 %Y 104,19 £5,07 >
UHPH 24,56 + 1,72 %7 49,66 + 3,34 > 80,90 + 0,15 *
Ultrasonidos 18,07 £ 0,43 47 56,54 £ 3,33 >V 136,95 + 18,43 &%

a-b-c-d | etras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas segtn la prueba de Tukey (P <
0,05) entre las emulsiones.

*¥z L etras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas segtn la prueba de Tukey (P <
0,05) de las emulsiones entre los diferentes dias.

5.4 Estudio comparativo fisicoquimico entre emulgentes

Con el fin de distinguir el efecto de distintos emulgentes en la elaboracion de emulsiones
mediante diversas técnicas de homogeneizacion, se realizO una comparacion del
comportamiento fisicoquimico de las emulsiones preparadas con dos materiales

emulsionantes diferentes: MFGMP (un producto comercial altamente purificado rico en
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MFGM vy con una concentracion elevada de lipidos polares y proteinas) y mazada (suero

integro de mantequilla secado por atomizacion).

La Figura 5.3a permite visualizar la variacion en el tamafio medio de particula en funcion

del tipo de emulgente utilizado y del método de procesado.
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Figura 5.3. Comparacion del comportamiento fisicoquimico de emulsiones preparadas con diferentes
materiales emulsionantes: producto enriquecido en membrana del globulo graso (MFGMP, color rosa) y
mazada (color naranja) obtenidas por: Homogeneizacion Convencional (CH, 30 MPa); Microfluidizer® (MF,
100 MPa); Homogeneizacion a Ultra Alta Presion (UHPH, 200 MPa); y Ultrasonidos (US, 40% amplitud y 10
min). a. Didmetro medio de particula (nm), b. Potencial zeta (mV), ¢. K: indice de consistencia (Pa x s"), d.
Indice estabilidad Turbiscan global a los 15 dias de almacenamiento, e. Contenido de hidroperdxidos (mM/kg
de aceite) y f. Contenido de malondialdehido (uM/kg aceite) a los 15 dias de almacenamiento.

*b [ etras diferentes indican diferencias significativas (P < 0,05) entre las emulsiones (MFGMP vs Mazada) en

el mismo tratamiento.
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Al comparar los efectos de los distintos emulgentes, se ha podido constatar que las
emulsiones elaboradas con el MFGMP presentaron tamafios de particula inferiores (P < 0,05)
en ambas tecnologias en comparacion con las emulsiones elaboradas con mazada. Sin
embargo, al utilizar las tecnologias de CH y US, se observo una ligera disminucion del
tamafio de particula en las emulsiones elaboradas con mazada, aunque esta diferencia no
resulto ser significativa (P > 0,05). La distribucion del tamafio de particula (Figura 5.4)
permiti6 validar estos resultados, evidenciando un comportamiento de distribucion de
tamafio de particula similar en cada uno de los equipos de homogeneizaciéon para los

emulgentes estudiados.
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Figura 5.4. Distribucion del tamafio de particula de las emulsiones formuladas con diferentes materiales
emulsionantes: Producto enriquecido en membrana del glébulo graso (MFGMP, linea continua) y mazada
(linea de trazos). a. Homogeneizacion convencional (CH, 30 MPa); b. Microfluidizer® (MF, 100 MPa); c.
Homogeneizacion a ultra alta presion (UHPH, 200 MPa) y d. Ultrasonidos (US, 40% amplitud y 10 min).

El MFGMP contiene una mayor cantidad de lipidos polares, como los fosfolipidos, en
comparacion con la mazada (ver apartado 3.2.2). Estos lipidos tienen una afinidad natural
por las interfaces de las emulsiones, lo que significa que pueden ayudar a estabilizar las gotas
de la emulsion y reducir su tamafo. Ademas, el MFGMP es un producto mas purificado que
la mazada lo que significa que puede tener menos impurezas presentes que podrian interferir
con la formacion de emulsiones estables. En términos de procesado, los resultados han

demostrado que el MFGMP puede producir emulsiones con tamafios de particula mas
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pequeftios cuando se procesa con tecnologias de MF y de UHPH. Esto puede deberse a la
mayor capacidad emulsionante de los lipidos polares presentes en el MFGMP, que permiten
una mejor interaccion con la superficie de las gotas de la emulsion y, por lo tanto, reducir su
tamano. En contraste, cuando se utilizan técnicas de procesamiento menos intensivas, como
la CH y el US, no se observaron grandes diferencias en los tamafios de particulas entre el
MFGMP y la mazada (Li & Xiang, 2019). Una posible explicacion para la incapacidad de
las técnicas de CH y US de reducir eficazmente el tamafio de particula con ambos
emulgentes, en comparacion con las técnicas de UHPH y MF, podria residir en las
caracteristicas iniciales de la emulsién, como un tamano de particula inicial demasiado
grande y una alta viscosidad. En tales circunstancias, la energia aplicada por los métodos
CH y US podria no ser suficiente para fragmentar eficazmente las gotas de aceite. Ademas,
durante estos procesos podria producirse un fendmeno concurrente de ruptura y agregacion
de gotas, limitando la reduccion del tamafio de particula. En el caso especifico del US, otro
factor a considerar es la inestabilidad o el colapso prematuro de las burbujas de cavitacion,
lo cual podria obstaculizar el logro de una disminucién significativa en el tamafio de las
particulas. Estos factores conjuntos sugieren que la eleccion de la técnica de
homogeneizacién debe ser cuidadosamente considerada en funcion de las propiedades

fisicas de la emulsion para optimizar los resultados deseados (Li & Xiang, 2019).

En cuanto a los valores de potencial zeta (Figura 5.3b), se observaron diferencias entre los
materiales emulgentes en las emulsiones preparadas por CH, MF y UHPH, con valores mas
negativos en las emulsiones CH y UHPH, y menos negativos en MF al utilizar mazada
respecto del MFGMP. El potencial zeta es una medida de la carga eléctrica en la superficie
de las particulas en suspension. Esta carga eléctrica se produce por la adsorcion de iones en
la superficie de las particulas y puede verse afectada por la naturaleza del emulsionante
utilizado y las condiciones de procesamiento (Bhattacharjee, 2016). La diferencia en el
potencial zeta de las emulsiones elaboradas con mazada y MFGMP podria deberse a la
composiciéon (mas o menos ricos en lipidos anfifilicos y proteinas) y pureza de los
emulsionantes, y a las diferentes interacciones de estos con las gotas de aceite. En cuanto al
uso de diferentes técnicas de homogeneizacion, la diferencia en el potencial zeta podria estar
relacionada con la intensidad (presion, amplitud de sonicacion) y la forma en que se aplican
las fuerzas de corte a la emulsion, que afectan a la exposicion de los grupos funcionales

cargados mas negativamente del emulgente (Bhattacharjee, 2016; Li & Xiang, 2019).
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Al comparar los indices de consistencia de las emulsiones (Figura 5.3¢), se observo un
aumento significativo (P < 0,05) en aquellas que contenian mazada como emulgente,
independientemente de la técnica de homogeneizacion utilizada. Esto podria ser debido a la
proporcion de cada uno de los emulgentes utilizados en la formulacion de las emulsiones, y
también a las diferencias en la composicion de estos emulgentes dependiente de su origen
(Calvo et al., 2020). En las emulsiones conteniendo MFGMP se utilizé una concentracion
de este emulgente del 3,05%, mientras que fue del 7% de mazada en las emulsiones con
mazada, con el objetivo de obtener una equivalencia en contenido proteico del 2,11% en
ambas emulsiones. Asi, la cantidad de solidos procedentes de la mazada y utilizados en la
formulacion de estas emulsiones minimo duplico los procedentes del MFGMP utilizado en
las emulsiones homologas correspondientes, pudiendo afectar la viscosidad de estas
emulsiones. Ademas, la mazada tiene una composicion proteica cercana a la leche
conteniendo caseina y proteina de suero, a parte del material proteico de la MFGM. Sin
embargo, el MFGMP es un producto rico en MFGM altamente concentrado en lipidos, pero
también en proteina del suero ya que este aislado procede del suero de queseria, siendo la
cantidad de caseina muy limitada en este producto. Segin Singh & Li (2022) las dispersiones
de proteinas del suero no agregadas presentan una viscosidad mucho mas baja comparado
con los caseinatos, y una adsorcion preferencial de estos ultimos sobre las proteinas del suero
en la interfase de emulsiones O/W formuladas con mezclas de ambas proteinas lacteas. La
presencia de caseina en la mazada podria resultar en una mayor viscosidad aparente y un
indice de consistencia mas alto en las emulsiones formuladas con mazada, en comparacion

a las obtenidas con el MFGMP.

Finalmente, es importante tener en cuenta que la técnica de homogeneizacion de la emulsion
puede influir en el tamaiio y el potencial zeta de las particulas de la fase dispersa. A su vez,
este cambio en el tamafio de las particulas puede afectar la viscosidad y el indice de
consistencia de la emulsion (Li & Xiang, 2019; Zhou et al., 2022). Si existe una mayor
variaciéon o polidispersion en el tamafio de las particulas, esto puede contribuir a una
viscosidad aparente mas elevada y un indice de consistencia mas alto debido a la posible

formacion de agregados en la muestra.

150



Resultados y Discusion

En resumen, las diferencias en la cantidad y composicién de los emulsionantes, y en el
sistema de homogeneizacion podrian afectar la afinidad de los emulsionantes por la fase
continua y la fase oleosa, y la estabilidad de la emulsion, afectando la viscosidad y el indice
de consistencia de la emulsion. Corredig y Dalgleish (1997) apuntaron que la estabilidad de
las emulsiones formuladas con productos enriquecidos en MFGM depende en gran medida
del tipo de aislado que se utilice. Ademas, como se ha observado previamente, la estabilidad
de las emulsiones también se ve influenciada por el tipo de procesamiento utilizado. En
general, cuanto mas pequefios y homogéneos sean los glébulos de grasa, mayor estabilidad

se encontrara en la matriz de la emulsion.

La Figura 5.3d muestra una comparativa del indice de estabilidad fisica TSI entre las
emulsiones formuladas con los emulgentes en estudio, después de 15 dias de
almacenamiento. Los datos recogidos mostraron unicamente diferencias significativas (P <
0,05) en la estabilidad de las emulsiones cuando se utilizaron los equipos UHPH y CH, pero
no entre las emulsiones preparadas por MF y US. Estas diferencias consistieron en una
menor estabilidad fisica (mayor TSI) de las emulsiones formuladas con el MFGMP en ambos
métodos de homogeneizacion, indicando una mayor inestabilidad de estas emulsiones en
comparacion con las elaboradas con mazada. Las variaciones en la estabilidad fisica notadas
entre las emulsiones tratadas con UHPH y CH, empleando MFGMP y mazada como
emulgentes, se vinculan con sus distintas concentraciones lipidicas y proteicas, asi como con
la propension de los lipidos y las proteinas a ubicarse en la interfaz O/W durante el proceso
de tratamiento. En este contexto, los procedimientos UHPH y CH podrian propiciar la
disposicion de mas proteinas que lipidos en la interfaz, promoviendo asi una estabilidad

fisica superior.

En cuanto a la estabilidad oxidativa, las Figuras 5.3e y 5.3f muestran los niveles de
oxidacion primaria y secundaria, observandose que las emulsiones con MFGMP presentaron
una mayor concentracion de hidroperdxidos y de MDA independientemente de la técnica de
homogeneizacion utilizada, en comparacion con las emulsiones con mazada. Sin embargo,
se observa que la técnica de homogeneizacion utilizada influye en la estabilidad oxidativa
de las emulsiones, dependiendo del material de MFGM utilizado. Asi, las emulsiones
producidas por MF a partir de mazada, que presentaron los niveles de oxidacion lipidica mas

bajos, cuando estas se elaboraron utilizando el MFGMP, exhibieron los niveles mas elevados
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de oxidacion primaria y secundaria, con concentraciones de hidroperéxidos y de MDA 48,08
y 24,12 veces mas elevados, respectivamente, en comparacion a sus homologas formuladas
con mazada. Similarmente, este cambio de comportamiento también se evidencid cuando la
tecnologia de homogeneizacion utilizada fue los US, obteniéndose emulsiones elaboradas
con MFGMP con concentraciones de hidroperdxidos y de MDA 21,20y 8,20 veces superior,
en comparacion con aquellas formuladas con mazada. Sin embargo, hay que recordar que
las emulsiones conteniendo mazada y elaboradas con US a los 7 dias de almacenamiento a
50 °C presentaron niveles de MDA de 60,06 uM/kg aceite, para a los 15 dias disminuir a
cantidades de 16,70 uM/kg aceite, sugiriendo fenomenos de transformacion de productos
secundarios a terciarios de oxidacion lipidica (Tabla 4.27), ¢ indicando que posiblemente
las diferencias del nivel de oxidacion secundaria entre emulsiones conteniendo mazada y el
MFGMP sean menores que las indicadas anteriormente. En cambio, las emulsiones
elaboradas con mazada y obtenidas por UHPH y CH, que presentaron los niveles de
oxidacién lipidica més elevados, en comparacion a las tecnologias de MF y US, también
incrementaron sus niveles de oxidacion lipidica al utilizar el MFGMP, pero en una
proporcidon mucho menor que sus homologas obtenidas por MF y US. En concreto las
concentraciones de hidroperoxidos y de MDA fueron 3,49 y 2,75 veces superior en el caso
de las emulsiones conteniendo MFGMP tratadas por CH, y 1,55 y 1,87 veces en caso de las
obtenidas por UHPH, en comparacion a sus homologas formuladas con mazada (Ghelichi et
al., 2023). Estos cambios de estabilidad oxidativa observados entre emulsiones tratadas por
MF y US en comparacion con aquellas preparadas por UHPH y CH, podrian estar asociados
con la concentracion y tipo de proteinas y lipidos presentes en el MFGMP y mazada, y su
reordenacion en el interfaz O/W generado durante el tratamiento. La distribucion de
proteinas en el interfaz O/W desempeiia un papel crucial en la limitacion de la oxidacion en
las emulsiones, atribuido principalmente a su capacidad de formar capas O/W, que actiian
como una barrera fisica con fuerzas estéricas que dificultan la difusion de prooxidantes hacia

la fase lipidica (Ghelichi et al., 2023).

Asimismo, una mayor exposicion de lipidos en el interfaz O/W puede llevar a un incremento
considerable de la oxidacién de la emulsion ya que los lipidos son muy susceptibles a
oxidarse. La estabilidad oxidativa de las emulsiones MF y US preparadas con mazada
muestran que la utilizacion de esas técnicas resulta en una mayor presencia y composicion

de proteinas en la interfaz, lo que conduce a una mejor proteccion del aceite dentro de la
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gota de aceite. La estabilidad oxidativa disminuye con el aumento de la presion en las
emulsiones UHPH y CH preparadas con mazada (rica en fosfolipidos), lo que confirma que
una particion favorable de proteinas y lipidos entre la fase acuosa y la interfaz es mas
importante que la distribucion del tamano de las gotas. En el caso de las emulsiones
preparadas con MFGMP, se observa que la estabilidad oxidativa mejora al utilizar los
tratamientos de UHPH y CH, como consecuencia de una mayor disposicion de proteinas en

el interfaz.

En general, estos resultados sugieren que la eleccion de la técnica de homogeneizacion y el
tipo y cantidad de componentes del emulgente (proteinas y fosfolipidos) pueden influir
significativamente en la estabilidad oxidativa de las emulsiones. Es importante considerar
estos factores al formular productos alimenticios y disefiar procesos de produccion para

garantizar una vida 1til adecuada y una calidad 6ptima del producto.

Después de analizar los resultados obtenidos, podemos concluir que el emulgente MFGMP
presenta una mayor afinidad por la fase oleosa. Esto sugiere que la porcion hidrofoba del
emulgente es probablemente mas grande o mas polar, lo que le permite ser mas atraido hacia
la fase oleosa que hacia la fase acuosa, lo que se traduce en una distribucion del tamaio de
particula més uniforme en estas emulsiones. Sin embargo, es importante tener en cuenta que
tanto la estabilidad fisica como la oxidativa de la emulsion pueden verse afectadas. La mayor
afinidad del emulgente por la fase oleosa puede mejorar la estabilizacion de la fase oleosa y
una distribucién mas uniforme de los componentes de la emulsion, pero también puede hacer
que la emulsion sea mas susceptible a la oxidacidon y a otros procesos de deterioro que afectan
la fase oleosa. Por lo tanto, es necesario considerar cuidadosamente la eleccion del
emulgente y las condiciones de almacenamiento para mantener la calidad de la emulsion a

largo plazo.

5.5 Conclusiones
Este capitulo presenta un analisis de las propiedades de emulsiones O/W, enfocandose en
aquellas que contienen un 10% de fase oleosa y emplean un emulgente especificamente

enriquecido en MFGM, obtenidas mediante una gama de tecnologias de homogeneizacioén
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(CH, MF, UHPH y US). Ademas, se realizdé una comparativa detallada de los resultados
obtenidos con estas emulsiones frente a los generados al utilizar mazada como emulsionante.
Este enfoque permitié una evaluacion mas profunda de las diferencias y similitudes en las
caracteristicas de las emulsiones, proporcionando una comprension mas completa de la
influencia de los emulsionantes y las tecnologias de homogeneizacion en la calidad del

producto final.

Las emulsiones con MFGMP y producidas por UHPH y MF destacaron por presentar
distribuciones de tamano de particula mas homogéneas y tamanos 6ptimos. En contraste, las
emulsiones obtenidas por CH y US exhibieron particulas de mayor tamafio, con una carga
negativa equiparable. Se observd que las emulsiones MF demostraron un indice de
consistencia significativamente superior en términos reologicos. La evaluacion de la
estabilidad fisica y oxidativa a lo largo de 15 dias resalt6 la superioridad de las emulsiones
elaboradas por MF y UHPH, evidenciando una elevada estabilidad fisica y menores niveles
de compuestos de oxidacion secundaria durante su almacenamiento, en comparacion con las

otras tecnologias de homogeneizacion.

La comparacion entre los emulsionantes MFGMP y mazada indicé que la composicion del
emulgente, la técnica de homogeneizacion y condiciones de operacion, inciden de manera
crucial en la distribucion de los componentes del emulgente en el interfaz O/W, y, por tanto,
en la formacion y estabilidad de las emulsiones. Los hallazgos mostraron variaciones
significativas en las caracteristicas de las emulsiones, tales como el tamaiio de las particulas,
el indice de polidispersion, el potencial zeta, las propiedades reoldgicas, y la estabilidad tanto
fisica como oxidativa. El uso del MFGMP llevo a la formacion de emulsiones con gotas
menores, logradas con técnicas de MF y de UHPH, y con un indice de consistencia
significativamente menor en todas las emulsiones, una mejora de estabilidad fisica para los
tratamientos CH y UHPH, pero un mayor nivel de oxidacion lipidica en todos los
tratamientos de homogeneizacion, mientras que la mazada contribuyd a la obtencion de

emulsiones con una elevada consistencia y estabilidad oxidativa.
En conclusion, la eleccion de la tecnologia de homogeneizacion y el emulsionante es

determinante para obtener emulsiones con caracteristicas deseadas. Las condiciones

especificas de MF a 100 MPa y UHPH a 200 MPa emergen como las mas prometedoras
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cuando se utilizan emulgentes ricos en MFGM, generando emulsiones con tamafio de
particula 6ptimo, estabilidad fisica y oxidativa superiores, en comparacion a los sistemas de
CH y US. Este estudio proporciona una base técnica valiosa para la formulacion y
preparacion de emulsiones, destacando la relevancia de considerar tanto la tecnologia de
homogeneizacion como el emulsionante para alcanzar propiedades Optimas en emulsiones

O/W.
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Capitulo 6

Emulsiones O/W con mazada y aceites ricos en
omega-3 y 6 para formulas lacteas infantiles UHT:
Homogeneizacion Convencional vs. Ultra Alta
Presion

6.1 Introduccion

La lactancia materna, ademas de ser fundamental en la nutricion infantil, ofrece una serie
de beneficios para los recién nacidos. Estos incluyen la proteccion contra enfermedades,
tanto infecciosas como no infecciosas, la prevencion de alergias e intolerancias, asi como
la reduccion del riesgo de diarreas e infecciones respiratorias (James et al., 2009, Kelishadi

& Farajian, 2014).

La leche materna se compone de aproximadamente un 1% de proteinas, un 3,8% de grasa
y un 7% de lactosa. Estas proteinas incluyen principalmente proteinas del suero y caseinas,
junto con una pequefia cantidad de proteinas asociadas a la membrana del globulo graso

(MFGM) (Guo, 2021).

La grasa en la leche materna aporta mas de la mitad de las necesidades energéticas de los
recién nacidos, y estd presente en forma de globulos de grasa recubiertos por una membrana
compleja denominada membrana del glébulo graso (MFGM) (Chen & Sun, 2021). La
composicion tipica de 4cidos grasos en la leche humana incluye un 39% de 4cidos grasos
monoinsaturados, un 35% de acidos grasos saturados y un 18% de 4cidos grasos
polinsaturados de cadena larga, siendo el 4cido palmitico (16:0), el oleico (18:1 n-9) y el

linoleico (18:2 n-6) los acidos grasos predominantes (He et al., 2020).

El contenido de lactosa en la leche humana es elevado en comparacidon con otras especies
de mamiferos y proporciona una fuente importante de energia para el recién nacido.
Ademéds, la leche materna contiene oligosacdridos que tienen actividad prebidtica y

antimicrobiana, contribuyendo a su proteccion (Guo, 2021).
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Ciertos componentes de la leche materna albergan propiedades bioactivas notables, como la
lactoferrina, la lisozima y la k-caseina que destacan por sus capacidades antibacterianas. De
igual manera, la a-lactoalbumina, durante su procesamiento en el sistema gastrointestinal,
suministra al lactante péptidos prebioticos e inmunoestimulantes (Lonnerdal, 2016).
Adicionalmente, la MFGM contiene proteinas que, en experimentos de laboratorio, han
demostrado poseer efectos antivirales y antibacterianos (Hernell et al., 2016; Lonnerdal,
2016; Lopez et al., 2019). Asimismo, los lipidos polares (esfingolipidos y fosfolipidos)
presentes en la MFGM tienen el potencial de fomentar el desarrollo neuronal de los neonatos
y modulacion de la microbiota intestinal (Bhinder et al., 2017; Chen & Sun, 2021,
O'Mahony, et al., 2020). La leche materna indiscutiblemente proporciona una abundante
fuente de nutrientes y energia, siendo considerada el estdndar ideal para respaldar el 6ptimo
crecimiento y desarrollo de los recién nacidos (Gallier et al., 2015). No obstante, en
situaciones en las que la leche materna no esta disponible, ya sea por razones médicas o
eleccion de los padres, se recurre a la formula lactea infantil (FLI) para cubrir las necesidades
nutricionales de los recién nacidos. Esta formula se compone de manera que se asemeja en

términos nutricionales a la leche materna (Phosanam et al., 2021).

En la actualidad, existen tres variantes principales de FLI en el mercado: en polvo,
concentrada liquida y lista para el consumo (Martin et al., 2016). La composicion de estas
formulas varia segtn la etapa de desarrollo del lactante, que generalmente abarca desde el
nacimiento hasta los 6 meses, de 6 a 12 meses, y de 12 meses en adelante. Los componentes
proteicos predominantes tanto en la FLI como en la leche materna son la proteina de suero
y la caseina (Phosanam et al., 2021). Las FLIs con una proporcion mayor de proteina de
suero en comparacion con la caseina (60:40) se digieren de manera mas eficiente, ya que su
composicion proteica se asemeja a la que se encuentra en la leche materna (Owens et al.,
2013). La proporcion deseada de proteina de suero y caseina se puede lograr mediante la
adicion de concentrados o aislados de proteina de suero a la leche desnatada (Masum et al.,

2020).

Diferentes organizaciones como la Asociacion Europea de Bancos de Leche (EMBA) y la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), aparte de promocionar la leche materna como la
alimentacion normal, 6ptima y mas conveniente para los bebés humanos, han sefialado que

dar leche de origen animal sin procesar directamente a los bebés lactantes no es
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recomendable. En la grasa de origen bovino, el acido palmitico se encuentra en la parte
externa de los triglicéridos y puede generar jabones de calcio durante la digestion de los
lipidos, lo que puede retrasar la absorcion de calcio en los recién nacidos. Como resultado,
en la produccion de FLIs, se ha optado por sustituir la grasa lactea sin procesar con
emulsiones de aceites, fabricadas mediante la emulsion de una mezcla de aceites vegetales

con emulsionantes de origen biologico o sintético (Chen & Sun, 2021).

En la leche materna, se encuentran, en cantidades variables, acidos grasos poliinsaturados
de cadena larga como el acido docosahexaenoico (DHA) y el acido araquidonico (AA). El
acido a-linolénico (ALA) es el precursor del DHA, un tipo de 4cido graso cominmente
conocido como 4cido graso omega-3 (w-3). Por otro lado, el acido linoleico (LA) es el
precursor del 4cido araquidénico (AA), que también es conocido como 4cido graso omega-
6 (0-6). Agregar LA y ALA a las FLIs es una practica estandar debido a su importancia en
el desarrollo neuroldgico, cognitivo y visual de los recién nacidos que crecen rapidamente

(Owens et al., 2013).

Diversos aceites vegetales se utilizan como fuente de lipidos en la elaboracion de FLIs, entre
ellos el aceite de girasol, de soja, de canola, de linaza y, més recientemente, el aceite de chia.
El aceite de chia (Salvia hispanica L.) se destaca por tener el porcentaje mas elevado de
ALA, que puede alcanzar hasta un 68%, en comparacion con cualquier otra fuente vegetal
conocida (Ayerza & Coates, 2011), y contiene aproximadamente un 20% de LA en su
composicion de aceite (Abedi & Sahari, 2014). El aceite de girasol, por su parte, contiene
un alto porcentaje de acidos grasos mono y poliinsaturados (91%), dividido por igual entre

los 4cidos oleico (0-9) y LA (Chowdhury et al., 2007).

Las FLIs y la leche materna difieren en su composicion en varios niveles. A nivel molecular,
los triglicéridos, las micelas de caseina y las proteinas del suero presentan diferencias en su
naturaleza y estructura. En un nivel supramolecular, las particulas de grasa lactea dispersas
varian en tamafo y en la naturaleza de su interfaz de manera significativa (Bourlieu et al.,
2015). Para ilustrar este contraste, un ejemplo seria el tamafio de los glébulos de grasa en la
leche materna, que tienen un diametro promedio de 3 a 5 um, mientras que, en las FLIs, estos
globulos son mucho mas pequefios, con un tamafio de 0,4 pm. Ademas, la capa que recubre

estos globulos de grasa difiere; en la leche materna, es la MFGM la que cumple esta funcion,
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mientras que, en las FLIs, diferentes proteinas, dependiendo de la formulacidon, desempenian

este papel (Lopez, 2011; Gallier et al., 2015).

En cuanto al proceso de fabricacion, las FLIs se elaboran mediante emulsiones de tipo aceite
en agua (O/W). Durante este proceso, las proteinas desempefian un papel crucial al influir
en las caracteristicas fisicas de las formulaciones, especialmente en la estabilizacion de la
fase oleosa en la emulsion de aceite en agua (McDermott, 1987). Estas proteinas,
compuestos poliméricos que incorporan segmentos hidrofobos e hidrofilos, tienen la
capacidad de adherirse a la superficie de las gotas de aceite durante la mezcla, reduciendo la
tension en la interfaz entre el aceite y el agua. En la produccion de alimentos para lactantes,
los ingredientes basados en proteinas de suero son ampliamente preferidos debido a sus
propiedades nutricionales y funcionales, destacando su capacidad emulsionante excepcional

(Figueiredo Furtado et al., 2021).

Para minimizar las diferencias entre la composicion y estructura de la leche materna y las
FLIs, se hace necesario incorporar ingredientes que se asemejen lo mas posible a los
componentes de la leche materna y emplear procesos tecnoldgicos que contribuyan a
mantener la estabilidad del sistema. En este sentido, la MFGM, que actiia como un agente
emulsionante en alimentos, se convierte en una opcion adecuada. La MFGM es rica en
lipidos polares y proteinas, que bajo ciertas condiciones actiian como agentes tensioactivos,
lo que elimina la necesidad de agregar otros emulsionantes (Jukkola et al., 2019). La cantidad
total de lipidos polares es comparable entre la grasa de la leche humana (20,4 + 2,8 mg/100

mL) y la grasa de la leche bovina (19,2 + 0,8 mg/100 mL) (Hageman et al., 2019).

La MFGM se obtiene de subproductos de la industria lechera, como la nata, la mantequilla
y la grasa lactea anhidra, que concentran la parte lipidica de la leche y separan la fase acuosa,
resultando en productos como la mazada o suero de mantequilla, la mazada procedente del
suero de queseria y el denominado beta serum procedente de la fabricacion de la grasa
anhidra (Vanderghem et al., 2010). Estos productos ricos en MFGM pueden ser empleados
como ingredientes en formulaciones de alimentos, reemplazando en parte los s6lidos lacteos
(Aghababaei et al., 2021). La mazada contiene lactosa, minerales y proteinas de la leche
desnatada (caseinas y proteinas del suero) en proporciones similares a las de la leche

desnatada. Sin embargo, la concentracion de lipidos polares y proteinas procedentes de la
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MFGM en la mazada en base seca es considerablemente mayor que en la leche desnatada,
la leche entera y la nata, lipidos que son interesantes por sus propiedades emulgentes y
funcionales de salud (Vanderghem et al., 2010). Diversos grupos de investigacion y
fabricantes de formulas infantiles han explorado la incorporacion de productos e ingredientes
enriquecidos con MFGM o lipidos complejos en sus productos, con la iniciativa de imitar la
estructura del glébulo graso de la leche humana para potenciar el crecimiento y desarrollo
de los lactantes (Gallier et al., 2015). Empresas como Mead Johnson Nutrition Inc. (Chicago,
EEUU) con su linea Enspire™, Fonterra Co-operative Group Ltd (Auckland, Nueva
Zelanda) con Anmum™, y Semper AB (Sundbyberg, Suecia) con Baby Semp, estan
comercializando en distintos mercados féormulas infantiles que contienen MFGM o lipidos
lacteos complejos. Estos productos, a menudo combinados con otros nutrientes bioactivos,

estan disefiados para apoyar el desarrollo cerebral y cognitivo de los recién nacidos.

La produccion de las FLIs implica la estabilizacion de las emulsiones utilizando procesos
tecnologicos como la homogeneizacion convencional, ya que las emulsiones con gotas de
gran tamafio (emulsiones convencionales >1 pm) tienen poca estabilidad fisica y oxidativa
en comparacion con las microemulsiones. En cuanto a los procesos tecnologicos de
homogeneizacion, existe un gran interés en utilizar emulsiones submicronicas/nano para el
suministro de compuestos bioactivos y la mejora de la estabilidad fisica, sobre todo en
aquellos productos esterilizados con vida util elevada. La homogeneizacion a ultra alta
presion (UHPH) es una tecnologia de procesamiento no térmica que puede mejorar la
estabilidad fisica de las emulsiones reduciendo el tamafio de particula en emulsiones
submicronicas/nano, estabilizando el producto frente al cremado y la pérdida de

componentes bioactivos (Dumay et al., 2013; Hebishy et al., 2013).

El objetivo de este estudio es comparar FLIs liquidas UHT elaboradas a partir de
emulsiones que fueron sometidas a dos diferentes tratamientos de homogenizacion,
convencional (CH) a 30 MPa y por UHPH a 200 MPa. Ambas emulsiones O/W partieron
de una misma base formulada con una mezcla (50:50) de aceites de chia (Salvia hispanica
L.) y girasol (Helianthus annuus L.) (10%), y mazada (7%) como agente emulgente. Las
FLIs fueron caracterizadas en cuanto a su composicion fisicoquimica, distribucion del
tamafio de particula, observacion de la microestructura, color, comportamiento reoldgico,

y estabilidades fisica y oxidativa lipidica (oxidacion primaria y secundaria).
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6.2 Caracterizacion de las formulas lacteas infantiles

6.2.1 Composicion de las formulas lacteas infantiles

En la Tabla 6.1, se detalla la composicion de las FLIs, que se obtuvieron mediante la
inclusion de emulsiones tratadas por homogenizacion a ultra alta presion (UHPH, 200 MPa)
y el método convencional (CH, 30 MPa). Los niveles de grasa, lactosa y proteina coinciden
con los valores teoricos calculados para este estudio, indicando una formulacion precisa y
altamente equiparable a los macronutrientes presentes en la leche materna. Estos valores
también se asemejan a los utilizados en la elaboracion de FLIs, segun lo documentado en

diversas investigaciones (Lonnerdal & Hernell, 1998; Bourlieu et al., 2015; Tari et al., 2018).

Tabla 6.1. Composicion de las formulas lacteas infantiles obtenidas por inclusion de
emulsiones tratadas por homogenizacion convencional (CH, 30 MPa) y a ultra alta presion
(UHPH, 200 MPa).

Tratamientos
Parametros
CH UHPH

Grasa (%) 3,35+0,00 3,36 £ 0,28
Lactosa (%) 7,04 = 0,09 6,99 + 0,08
Proteina (%) 1,5+0,07 1,42+ 0,03
Extracto seco (%) 11,95 +0,18 11,51 £0,09
pH 6,75 £ 0,05 6,76 = 0,06

En el contexto de este estudio, el producto evaluado antes de someterse al proceso de
tratamiento térmico UHT present6 un pH de 6,99 + 0,05 para la FLI con emulsion UHPH y
6,98 + 0,06 en el caso de la convencional. Después del tratamiento térmico, se observo una
disminucion del pH a 6,76 + 0,06 y 6,75 = 0,05, respectivamente. Este fendémeno puede
atribuirse a la degradacion de la lactosa, la desfosforilacion de las caseinas y a los cambios
en la concentracion de componentes al calentar productos lacteos por encima de los 100 °C,
como han sefalado Lund et al. (2021). De manera interesante, a diferencia de lo observado
por estos investigadores, el pH se mantuvo constante hasta el dia 60 de almacenamiento,
manteniéndose en 6,87 + 0,02 para la FLI con emulsion UHPH y 6,86 + 0,03 para la FLI

con emulsion CH.
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6.2.2 Determinacion del tamafio y distribucion del tamafio de particula

La cantidad y tamaiio de las gotas en una emulsion son aspectos cruciales que influyen en
caracteristicas fundamentales como apariencia, textura y sabor, y estos elementos
desempefian un papel crucial en la estabilidad del producto a lo largo de su vida util
(McClements, 2010). La informacion detallada en la Tabla 6.2 revela que la emulsion
generada a través de la tecnologia UHPH presenta tamafios medios de particula expresados
en términos de superficie (D3,2) y volumen (D4,3) que son significativamente mas
reducidos (P < 0,05) en comparacion con la emulsion producida por CH. Especificamente,
estos tamafios son aproximadamente seis veces menores, subrayando la eficacia de la
aplicacion de la tecnologia UHPH para la disminucion del tamafio de particulas, como han
corroborado estudios anteriores realizados por otros investigadores (Hebishy et al., 2015;

Fernandez-Avila & Trujillo, 2017).

Tabla 6.2 Comparacion de medias y desviaciones estandar de los pardmetros de tamaio de
particula D3 y D43 (um) para las emulsiones obtenidas por homogeneizacion convencional
(CH, 30 MPa) y a ultra alta presion (UHPH, 200 MPa) el dia de elaboracion.

Tamafio de particula

Tratamientos

) W) | ) PR
CH 2,30+ 0, 242 3,89 +£ 0, 222
UHPH 0,38 +0,02° 0,69 + 0,06°

b I etras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre tratamientos para cada
parametro (P < 0,05).

Complementando los datos de la Tabla 6.2, 1a Figura. 6.1 presenta imagenes capturadas con
microscopia laser confocal de las emulsiones producidas mediante las tecnologias de UHPH
y CH. Estas iméagenes revelan una clara variabilidad en el tamafio de las particulas, siendo
mdas pronunciada en las emulsiones tratadas con el método convencional (CH) en
comparacion con las obtenidas mediante UHPH. Se observa de manera evidente que las
particulas en las emulsiones UHPH son mas pequefias y uniformes que las de las emulsiones
CH, especialmente en lo que respecta a los glébulos de grasa (mostrados en color rojo) y los
agregados proteicos (mostrados en color verde), confirmando asi los resultados del
analizador de tamafio de particula (Figura 6.1, al y b1). Estos resultados concuerdan con
investigaciones previas, como el estudio de Hebishy et al. (2017), donde emulsiones
compuestas por un 1-5% de caseinato como emulsionante y un 20% de aceite, tratadas con

UHPH (200 MPa), exhibieron particulas mas pequeflas y una estructura mas uniforme en
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comparacion con las emulsiones tratadas con la homogeneizacion convencional (15 MPa).
En otro estudio de Hebishy et al. (2015), que también examin6 emulsiones con un 20% de
aceite, pero con diferentes porcentajes de aislado de proteina de suero (1-4%), se observo
que las emulsiones tratadas con UHPH (200 MPa) presentaron particulas mas pequenas en
comparacion con las tratadas por CH (15 MPa), independientemente del porcentaje de

emulsionante utilizado.

Aunque hay diferencias notables en los tipos y contenidos de aceites y proteinas utilizados
en los estudios mencionados, estos resultados ofrecen una visién general sobre como se
comportan las emulsiones bajo dos condiciones distintas de presion de homogeneizacion,
utilizando las dos principales proteinas de la leche como agentes emulsionantes. Es
importante sefialar que en los estudios citados anteriormente no se empled especificamente
la mazada, que contiene caseina, proteinas del suero y estad enriquecida en MFGM
(fosfolipidos y glicoproteinas), con alta funcionalidad como agente emulsionante. En
relaciéon con los componentes de la mazada, la tincion RA-DOPE evidencid que los
fosfolipidos de la mazada también formaron parte del recubrimiento de las particulas en

ambas emulsiones (Figura. 7.1, a2 y b2).

Figura 6.1. Microscopia laser confocal de las emulsiones con 7% mazada y 10% aceite obtenidas por (a)
homogeneizacion convencional (CH, 30 MPa) y por (b) homogeneizacion a ultra alta presion (UHPH, 200
MPa). Emulsiones CH x63 (a) y UHPH x63 (b) con tincion Nile Red y Fast Green (1) y Rh-DOPE (2).
Colores tincion: Rojo, Fase aceite; Verde, Proteinas de la mazada; Azul, Fosfolipidos de la mazada. La barra
equivale a 25 pm.
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En la Figura 6.2, se presenta el perfil de distribucion del tamafio de particula para las
emulsiones producidas mediante CH y UHPH, asi como de sus FLIs respectivas. En la Tabla
6.3, se detallan los tamafios medios de particula expresados en superficie (D3) y volumen
(Da43) de las FLIs UHT elaboradas mediante la incorporacion de emulsiones producidas por

CH o UHPH, durante un periodo de almacenamiento de 60 dias.

Aunque se identificaron diferencias significativas en el analisis del tamafio de particula de
las emulsiones obtenidas mediante UHPH y CH, las FLIs resultantes de la adicion de estas
emulsiones no mostraron diferencias significativas en el parametro D3 . La combinacién de
la incorporacién de emulsiones en la preparacion de las FLIs, junto con el proceso térmico
UHT aplicado, desencaden6 fendmenos de agregacion en las proteinas del suero (que
constituyen el 60% de la proteina total en esta formulacion) y en los globulos de grasa. Esto
condujo a la formacion de agregados lipoproteicos que aumentaron el tamafio de particula
global. Este efecto fue mas pronunciado en el caso de las FLIs elaboradas con la emulsion
UHPH, que incluso exhibieron valores de D43 superiores a los de las FLIs elaboradas a partir

de la emulsion CH.

. —— FLI (CH, 30 MPa)
94 ---- Emulsién (CH, 30 MPa)
. —— FLI (UHPH, 200 MPa)
81 ---- Emulsién (UHPH, 200 MPa)

Volumen (%)
h
1

100 1000

0,01
Tamaifio de particula (mm)

Figura 6.2. Perfil de distribucion del tamafio de particula para las emulsiones obtenidas por homogeneizacion
convencional (CH, 30 MPa) (linea de trazos, rojo) y a ultra alta presion (UHPH, 200 MPa) (linea de trazos,
negro), asi como para las formulas lacteas infantiles (FLI) adicionadas de sus respectivas emulsiones CH
(linea, rojo) y UHPH (linea, negro), en el dia de su elaboracion.
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Un estudio previo llevado a cabo por Lund et al. (2021) sefialé que el tratamiento UHT
provoca la formacién de agregados en las lactoglobulinas, componentes presentes en los
concentrados de proteina del suero, en las leches liquidas infantiles. En una investigacion de
Cattaneo et al. (2009), se examino la formacion de diversas moléculas como indicadores de
dafio térmico en formulas infantiles liquidas, y se encontré que los mayores dafios se
observaban en las féormulas disefiadas para recién nacidos debido a su contenido mas elevado
de proteina de suero, la cual, segiin se sugiere, experimenta cambios y dafios térmicos
durante el proceso de elaboracion hasta su secado por atomizacion. Este descubrimiento
también recibiod respaldo en un estudio de Contreras-Calderdn et al. (2008), el cual incluyo
la evaluacion de seis proveedores diferentes de concentrados de proteina de suero utilizados

como materia prima en la formulacion de FLIs.

Tabla 6.3. Medias y desviaciones estandar de los parametros de tamafo de particula D3y
D43 (um) para las leches infantiles adicionadas de emulsiones obtenidas por
homogeneizacion convencional (CH, 30 MPa) y a ultra alta presion (UHPH, 200 MPa).

Tratamientos
Dias de CH UHPH
almacenamiento
D ) K] Dy D3

1 2,09 £ 0,24 »* 3,76 £ 0,60 &Y 2,46 + 0,56 2* 4,56 +0,12 **
7 2,03+0,18 % 3,65+0,42 %Y 2,87 + 1,10 2= 4,63 +£0,12 2%
15 2,31 £0,42 % 3,80 £0,20 * 2,52 + 0,65 @ 3,80 £0,75 &
30 2,08 £0,22 2% 3,84 £0,68 & 3,00+ 1,13 5,20 + 1,96 2
60 2,15+£0,27 &* 397+0,73 %Y 1,81 + 0,04 b~ 6,71 + 0,55 >*

D3 ,: diametro medio en relacion con la superficie-peso de las particulas.

Da3: diametro medio en relacion con el volumen-peso de las particulas.

b [ etras diferentes en la misma columna indican que existen diferencias significativas (P < 0,05) para cada
parametro de tamafio y tratamiento a lo largo de los dias.

*¥ Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (P < 0,05) para cada parametro de
tamafio de particula entre tratamientos.

La Figura 6.3 presenta las micrografias obtenidas mediante microscopia confocal de las
FLlIs, observandose que la FLI elaborada con la emulsion UHPH (Figura 6.3 b1 y b2) exhibe
globulos de grasa mas pequefios en comparacion con su homologa tratada por CH (Figura
6.3 al y a2). Sin embargo, en ambas leches se evidencia la presencia de agregados proteicos
y lipoproteicos, siendo particularmente intensos e irregulares en la FLI que contiene la
emulsion UHPH. Estos agregados se tifien con las tinciones Nile Red + Fast Green y Rh-
DOPE, mostrando su naturaleza lipoproteica. Estos datos corroboran los resultados

obtenidos en la evaluacion del tamafo de particulas en las FLIs.
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La presencia de agregados mas grandes y, por ende, de tamafios de particula mayores en las
FLIs elaboradas con emulsiones UHPH, podria explicarse a partir de las observaciones
realizadas por Liang et al. (2013). En su estudio, trabajaron con emulsiones de aceite al 10%,
que contenian un 8,5% de proteina total a base de un concentrado de proteina del suero
(WPCB80) y estaban estabilizadas con caseinatos, sometidas a tratamientos térmicos de 120
°C durante 10 min. A través de la observacion microscdpica, indicaron que las emulsiones
que incluian caseinato como agente emulgente y proteinas del suero mostraban mayor
estabilidad y menos agregados proteicos en comparacion con las emulsiones en las que no

se utilizaba emulgente o se empleaban surfactantes no ionicos.

Figura 6.3. Microscopia laser confocal de las formulas lacteas infantiles (FLI) UHT conteniendo emulsiones
con 7% mazada y 10% aceite obtenidas por homogeneizacion (a) convencional (CH, 30 MPa) y (b) a ultra alta
presion (UHPH, 200 MPa). Micrografias de las FLIs a x63 con tincion Nile Red y Fast Green (1) y zoom x4
con tinciones Nile Red y Fast Green (2) y Rh-DOPE (3).

En este estudio, se emple6 la mazada como agente emulgente, siendo esta una mezcla que
incluye MFGM rica en fosfolipidos y glicoproteinas, asi como diversos componentes de la
leche, entre ellos, proteinas del suero y caseina. La explicacion propuesta para los mayores
agregados observados en la emulsion UHPH se basa en la distribucion de los componentes
de la mazada (MFGM, proteinas del suero y caseinas) en la interfase aceite-agua al utilizarse
como agente emulgente en la produccion de emulsiones. Estos componentes rodean las

pequetias gotas de lipidos en proporciones variables segun el método de homogeneizacion
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utilizado, dejando el excedente de material emulgente en la fase acuosa. Basandonos en el
estudio de Liang et al. (2013), se sugiere que la presencia de caseina libre tiene la capacidad
de reducir los agregados térmicos de proteinas del suero. Por lo tanto, se plantea la hipdtesis
de que el tratamiento UHPH hace que gran parte de la caseina de la mazada se distribuya en
la interfase aceite-agua, quedando una cantidad insuficiente en la fase continua para
estabilizar los agregados de proteinas del suero. En contraste, en la emulsion CH, al tener un
tamafio de particula considerablemente mayor que su equivalente obtenido por UHPH, la
interfase aceite-agua consumiria menos material emulgente de la mazada, permitiendo una
mayor cantidad de caseina en la fase continua. Esto podria actuar como estabilizante de la

proteina del suero, resultando en una menor formacion de agregados de proteinas del suero.

Con el proposito de verificar la formacion de agregados de naturaleza lipoproteica, se
realizaron mediciones de tamafio de particula utilizando SDS al 1% como agente dispersante.
La Figura 6.4 presenta las curvas de distribucion del tamafio de particula, mostrando que
ambos tratamientos generan curvas de distribucion bimodales, las cuales se convierten en
unimodales al emplear SDS. Al comparar ambas curvas, se observa que la distribucion del
tamafio de particula de la FLI que contiene la emulsion CH (Figura 6.4a) experimenta
cambios minimos en su forma y tamafio. En contraste, la curva de distribucion de la FLI
elaborada con la emulsion UHPH (Figura 6.4b) muestra una transicion del tamafio promedio
de particulas de 1-10 pm a 0,1-1 pm, que serian los tamafios de particula correspondientes a
este tratamiento si no hubiera agregados presentes. Estas observaciones respaldan la
existencia de fendmenos de agregacion entre particulas proteicas y lipidicas, formando
agregados lipoproteicos, que son mas prominentes en la FLI que contiene la emulsion

UHPH.

En relacion con la evolucion de los tamanos medios durante el almacenamiento a
temperatura ambiente, la FLI adicionada con emulsion CH no mostr6 diferencias
significativas (P > 0,05) en las diversas mediciones realizadas entre los dias 1 y 60,
manteniendo una media de D32 ~2,13 pum y D43~3,80 um. Por otro lado, en el caso de la
FLI adicionada con emulsion UHPH, se evidenciaron diferencias significativas (P <0,05) a
lo largo del periodo de evaluacion, con una media de D3, ~2,53 um y diferencias entre los
dias 30 y 60, asi como una media de D43 ~4,98 pm con diferencias entre los dias 1 al 15y

el dia 60.
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Figura 6.4. Perfil de distribucion del tamafio de particulas de las formulas lacteas infantiles (FLI) conteniendo
emulsiones obtenidas por homogeneizacion (a) convencional (CH, 30 MPa) y (b) a ultra alta presion (UHPH,
200 MPa), diluidas en agua destilada (linea roja) y diluidas con SDS (linea negra).

En cuanto a la influencia de los sistemas de homogenizacion empleados en la preparacion
de emulsiones, no se observaron diferencias significativas para D32, pero si para Ds3. Se
encontraron diferencias significativas (P <0,05) en los dias 1, 7y 60, siendo la FLI elaborada
con la emulsion UHPH la que present6 tamainos de particula mayores en comparacion con

su contraparte elaborada con la emulsion tratada por CH.

6.2.3 Analisis de color

Es ampliamente reconocido que los tratamientos de ultra alta temperatura (UHT) ocasionan
alteraciones en las proteinas y generan subproductos de la reaccion de Maillard (Valero et
al., 2001). Estos subproductos surgen a través de reacciones entre grupos nucleofilicos de
las proteinas y azucares reductores. Dado que las formulas de las leches infantiles analizadas
en este estudio contienen una cantidad considerable de proteinas y lactosa, un azlcar
reductor, se anticipa la aparicién de un fendmeno evidente de pardeamiento no enzimatico

durante el almacenamiento debido a estas reacciones quimicas.

En la Tabla 6.4 se detallan las caracteristicas de color de las FLIs al dia 1 y después de 60

dias de almacenamiento. A lo largo del periodo, el parametro de color L* no experimentd

203



Capitulo 6

cambios significativos (P > 0,05) en ambas FLIs. No obstante, se identificaron diferencias
significativas (P < 0,05) en el parametro L* entre la FLI adicionada con emulsion UHPH y
su homologa con emulsion CH al final de periodo de almacenamiento, siendo la FLI
adicionada de emulsion UHPH mas luminosa, lo que se relaciona con el mayor WI de las
FLIs adicionadas de emulsion UHPH. Los indices de blancura y de amarillez (Wl y Y1,
respectivamente, por sus siglas en inglés) se utilizan ampliamente para generar valores que
se correlacionan estrechamente con las preferencias de los consumidores en cuanto a colores

blancos y amarillentos, respectivamente.

Estos indices combinan matematicamente los valores L*, a* y b* en un solo término. Un WI
mas alto indica un material mas blanco y un YI mas alto indica un tono més amarillo (Pathare
et al., 2013). El valor mas alto del WI en la FLI adicionada de emulsion UHPH podria estar
relacionado con la cantidad de agregados de gotas en comparacion con el proceso de
homogeneizacion CH, ya que el niamero y el tamafo de las particulas contribuyen a la
reflexion de la luz (McClements, 2002). Las particulas grandes dispersan la luz con mayor
intensidad que las mas pequeas, lo que provoca un aumento en el WI de las emulsiones

(McClements, 2011).

Tabla 6.4. Medias y desviaciones estandar de los parametros de color L*, a*, b*, diferencia
de color global (AE*), indice de amarillento (Y1), e indice de blancura (WI) para las leches
infantiles adicionadas de emulsiones obtenidas por homogeneizacion convencional (CH, 30
MPa) y a ultra alta presion (UHPH, 200 MPa).

Tratamientos
Parametros de CH UHPH
color
Dia 1 Dia 60 Dia 1 Dia 60
L* 88,19 + 1,522 86,98 +2,19° 90,46 + 1,09* 89,83 £0,8°
a¥ —-0,02 +0,6° 1,20+ 0,72 —0,10 + 1,50° 0,46 + 0,07
b* 13,57 £1,08? 14,19 £ 1,432 11,91 £0,57° 12,74 +1,52%
AE* 3,32 +0,83 3,36+ 1,33 - —
YI 22,00 £2,12° 23,36+ 2,952 17,68 + 1,08° 20,27 +2,61%
WI 86,56+ 1,71 85,21 +£2,49° 89,20+ 1,172 88,35+ 1,05

b I etras diferentes en la misma fila sefialan diferencias significativas (P < 0,05) entre los tratamientos para
cada parametro.
AE*: diferencia de color global entre tratamientos (CH y UHPH) y dia de almacenamiento.
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En relacion con el pardmetro b* (indica colores de azul a amarillo), se identifico una
diferencia significativa (P < 0,05) entre las FLIs siendo mas amarillas las que incorporaron
la emulsion CH, en comparacion a las formuladas con emulsion UHPH a dia 1 de
almacenamiento. Sin embargo, al transcurrir el periodo de almacenamiento de las FLIs, estas
diferencias se fueron diluyendo para no ser significativas a dia 60. Estos resultados
concuerdan con los valores mas elevados del YI de la FLI conteniendo la emulsion CH, en
comparacion su homologa con emulsion UHPH. Asimismo, b* mostré variaciones
significativas (P < 0,05) entre el dia 1 y el dia 60 de las FLIs, mostrando una tendencia hacia
colores mas amarillentos, lo que también concuerda con las variaciones mostradas por el YI
durante el tiempo de almacenamiento de las FLIs, siguiendo la misma tendencia que el
parametro b*. Este indice esté4 relacionado con la degradacion general del producto debido

a la luz, la exposicion quimica y el procesamiento (Pathare et al., 2013).

Por otro lado, el parametro a* no presentd diferencias significativas entre las FLIs
adicionadas con emulsiones tratadas por UHPH o CH, pero si entre los dias de
almacenamiento en la FLI con emulsion CH, mostrando un incremento hacia tonalidades
mas rojizas. Este parametro fue el tnico que transitd de (—a*) a (+a*), es decir, se desplazé
del umbral del verde hacia el rojo en ambos tratamientos. Estos tres cambios en los
parametros de color (disminucion de luminosidad, aumento del color amarillo y aumento del
color rojo) se vinculan con el fendémeno de pardeamiento no enzimatico atribuible a la
formacion de pigmentos marrones en la mezcla de azucar y proteina resultante de la reaccion

de Maillard (Grigioni et al 2007; Morales & Van Boekel 1998).

El ojo humano puede distinguir dos colores dependiendo de su diferencia de color total que
pueden ser analiticamente clasificadas como: diferencias de color que pueden ser claramente
perceptibles por el ojo humano (AE > 3), diferencias de color menores que podrian ser
perceptibles para el ojo humano (1,5 < AE < 3) diferencias de color que no podrian ser
perceptibles para el ojo humano (AE < 1,5) (Pathare et al., 2013). La variacion total de color
AE* al comparar el dia 1 con el dia 60 para las FLIs adicionadas con emulsion CH fue de
2,05 + 1,45, mientras que para las FLIs adicionadas con emulsion UHPH fue de 1,99 + 1,00,
siendo estas AE* posiblemente no perceptibles al ojo humano. Sin embargo, al comparar las
FLIs adicionadas con emulsion UHPH frente a las FLIs con emulsion CH, el valor AE* en

el dia 1 fue de 3,32 £ 0,83, y de 3,36 + 1,33 en el dia 60. Estos resultados indican que, desde
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el inicio, la comparacion del color de las FLIs elaboradas bajo ambos tratamientos fue
notablemente diferente (AE > 3) y posiblemente visible al ojo humano, permaneciendo esta

diferencia constante con el paso de los dias hasta el final del periodo de almacenamiento.

6.2.4 Propiedades reologicas

En la Tabla 6.5 se exponen los parametros reologicos del indice de consistencia e indice de
comportamiento al flujo de las FLIs analizadas, revelandose diferencias significativas (P <
0,05) para ambos indices en las FLIs. Es importante destacar que el indice de
comportamiento al flujo (n) fue ligeramente inferior en las FLIs elaboradas con emulsiones
UHPH en comparacion con aquellas que contenian emulsiones CH; no obstante, en ambos
casos, los valores fueron cercanos a 1, indicando un comportamiento Newtoniano. Cuando
se aplica un esfuerzo cortante a un fluido Newtoniano, este contintia fluyendo mientras se
mantiene el esfuerzo. Una vez que se elimina la tension aplicada, el liquido sigue fluyendo
hasta que la energia cinética almacenada en su interior se disipa en forma de calor debido a
la friccion (McClements, 2016). Esto indica que la viscosidad del fluido puede considerarse
constante en el tiempo. El valor de n varié muy poco durante todo el periodo de evaluacion
para ambos tratamientos, no mostrando diferencias significativas (P > 0,05) en el
comportamiento al flujo de las FLIs en los dias evaluados. Lo mismo ocurri6 para el indice
de consistencia (K), que no experimento6 variaciones durante el tiempo de almacenamiento
en las diferentes FLIs. Sin embargo, la FLI que contenia la emulsion UHPH presentd una
ligera mayor viscosidad (P <0,05) que aquella elaborada con la emulsion CH, lo cual podria
asociarse con la presencia de un mayor numero de agregados, como se mencion6 en las

secciones de tamafio de particula y microscopia.

El estudio de Fernandez-Avila et al. (2017) comparé la aplicacién de emulsiones UHPH y
CH (que contenian 4% de aislado de proteina de soja como emulsionante y 20% de aceite
de soja) en un producto de base lactea UHT. Al mezclar estas emulsiones con leche desnatada
en una proporcion de 1:10, no se observaron diferencias significativas en la viscosidad entre
los tratamientos. La leche con emulsion UHPH mostré en general valores mas bajos de
viscosidad que su homodloga convencional. Es relevante sefialar que, en este caso, la
formulacion del producto lacteo base no incorpor6 concentrado de proteina lactea, sino leche

desnatada. Esto implica que la proporcion de proteina del suero y caseina podria diferir
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considerablemente entre ambos estudios, lo que podria influir en las propiedades reologicas

y caracteristicas finales de los productos lacteos.

Tabla 6.5. Medias y desviaciones estandar de los parametros reolodgicos de indice de
consistencia (K), indice de comportamiento al flujo () e indice de correlacion (R?) de las
formulas lacteas infantiles elaboradas con emulsiones tratadas por homogeneizacion
convencional (CH) y a ultra alta presion (UHPH) y almacenadas durante un periodo de 60
dias.

Tratamientos
Dias CH (30 MPa) UHPH (200 MPa)

K (Pa x s) n R? K (Pa x s") n R?
0,0011 = 0,00002 ¥ 1,091 £0,002 * 0,99 0,0014 +0,0001 * 1,080+0,004Y 0,999
7 0,0012+0,00000Y  1,089+£0,002* 0,99 0,0015+0,0002* 1,077+0,004Y 0,999
15 0,0012 £0,00005 ¥ 1,093 +0,006* 0,99 0,0015+0,0001 * 1,078 £0,001Y 0,999
30 0,0012+0,00004Y  1,091+£0,003* 0,99 0,0016+0,0002* 1,078+0,004Y 0,999
60 0,0013 £0,00007 ¥ 1,091 +£0,006* 0,99 0,0015 £ 0,0002 * 1,080+0,005Y 0,999

*Y¥ Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (P < 0,05) entre tratamientos para cada
uno de los parametros.

6.2.5 Determinacion de la estabilidad fisica

En el proceso de elaboracion de las FLIs, la estabilidad de las emulsiones juega un papel
crucial. Garantizar la estabilidad de estas emulsiones es fundamental para mantener la
homogeneidad y la calidad del producto final. Los coloides, debido a su naturaleza, tienden
a ser inherentemente inestables, pero se clasifican como cinéticamente estables cuando el
ritmo de su desestabilizacion es menor en comparacion con la duracion de su vida util,

como se ha destacado en investigaciones anteriores (Mengual et al., 1999).

Las proteinas desempefian un papel decisivo en la estabilizacion de la fase oleosa de las
emulsiones O/W presentes en las FLIs. Con alrededor del 60% de proteinas de suero en el
total proteico de las FLIs, estas proteinas pueden tener un impacto significativo en la
estabilidad térmica de las formulaciones (Murphy et al., 2015). La eleccién adecuada de
emulsionantes y la comprension de su interaccién con otros componentes de la formula son
esenciales para asegurar la estabilidad de las emulsiones y, en consecuencia, la calidad de

las FLIs.
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En la Figura 6.5. se presentan los resultados de TSI medidos durante el almacenamiento
de las FLIs (dias 1, 7, 15, 30, 45 y 60). Los resultados muestran que la FLI que contenia la
emulsion tratada por UHPH presentd valores de TSI menores desde el dia 1 al 45 de
almacenamiento, lo que indica una mayor estabilidad fisica en comparacion con su
homologa con emulsion convencional. La FLI con emulsion CH presentd un gran aumento
del TSI del dia 1 al 7, indicando una cinética de desestabilizacion fisica muy acusada en los
primeros dias de almacenamiento. McClements (2016) destaca que la tasa y los
mecanismos de desestabilizacion de una emulsion dependen de su composicion y
microestructura. A pesar de que el tamano de particula de la FLI con emulsion CH fue
menor que el de la UHPH, la estabilidad fisica result6 ser mejor en la UHPH, sugiriendo
que factores adicionales, aparte del tamafio de particula, influyen en la estabilidad final del
producto. Ademas, los resultados de viscosidad (Tabla 6.4) mostraron que la FLI con
emulsion UHPH tuvo siempre valores superiores en comparacion con su homologa con
emulsion CH. La sedimentacién y el cremado de particulas en una emulsion son fenomenos
que ocurren debido a las diferencias de densidad entre las fases. Estos procesos de
separacion de fases en dispersantes dentro de fluidos newtonianos tienden a ser mas lentos
en emulsiones con alta viscosidad. Ademads, una mayor viscosidad contribuye a prevenir la
coalescencia de gotas, ya que este fenomeno implica la disminucion y ruptura de la pelicula

liquida que separa las gotas en proceso de union (Selway & Stokes, 2014).

Es fundamental destacar que las diferencias entre los valores de TSI de ambos tratamientos
se redujeron a lo largo del periodo de almacenamiento, y para el dia 60, estas diferencias
dejaron de ser significativas. Investigaciones similares sobre emulsiones tratadas por
UHPH han mostrado resultados comparables. Aghababaei et al. (2021) formularon
emulsiones O/W encapsuladas con maltodextrina para su posterior secado por atomizacion
e incorporacion en alimentos. Las emulsiones formuladas con 10% de aceites de girasol y
chia (50:50) y 4-7% de mazada como agente emulgente rico en MFGM fueron sometidas a
tratamientos de homogenizacioén de 30, 100 y 200 MPa, observandose valores de TSI mas

altos con CH (30 MPa) en comparacion con UHPH (200 MPa).
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Figura 6.5. indice de estabilidad del Turbiscan Global (TSI siglas en inglés) en funcién del tiempo de las
formulas lacteas infantiles (FLI) conteniendo emulsiones tratadas por homogeneizacion convencional (CH,
color rojo) y a ultra alta presion (UHPH, color negro). Letras diferentes indican diferencias significativas (P <
0,05) a diferentes tiempos y en cada curva de tratamiento. El asterisco (*) indica diferencias significativas (P
< 0,05) entre tratamientos.

En la Figura 6.6 se presentan los perfiles de retrodispersion (% ABS) de luz de las FLIs a lo
largo de un periodo de 60 dias. En la parte superior del tubo de almacenamiento de las
muestras, se observo un aumento en los valores de retrodispersion debido al fendémeno de
cremado de las formulas a lo largo del tiempo (parte superior derecha del eje del grafico).
Ademas, los valores de la disminucién de retrodispersion en la parte inferior del tubo (bajo
el eje del grafico), indican un proceso de clarificacion. Ambos procesos son indicativos de
inestabilidad fisica de la emulsion, y ocurrieron en ambos tratamientos, pero la velocidad y
magnitud en los que se produjeron en la FLI con emulsion CH fueron mucho mas evidentes
que en la tratada por UHPH. Valores de BS por encima del eje en la parte izquierda del
grafico indican sedimentacion, lo que solo ocurri6 en la FLI que contenia la emulsion tratada

por CH.

En el mismo gréfico de retrodispersion, se aprecia la distancia entre las curvas para cada dia
de evaluacion; lineas mas separadas del eje central indican fendémenos de coalescencia con
mayor inestabilidad, y viceversa. Este fenomeno, de naturaleza irreversible, también se
manifestd de manera mas pronunciada en la FLI con emulsion CH. Estos resultados

concuerdan con los obtenidos por Fernandez-Avila et al. (2017) que investigaron la
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importancia de las emulsiones O/W tratadas mediante UHPH (200 MPa) como matrices
conservantes frente al tratamiento térmico (UHT) para compuestos bioactivos altamente
hidrofobicos y propensos a la oxidacion, como el acido linoleico conjugado (CLA) libre. En
esa investigacion, el objetivo fue evaluar la estabilidad fisica y oxidativa de las emulsiones
UHPH formuladas con de soja y CLA, afiadido a leche desnatada para elaborar un producto
de base lactea, en comparacion con otras emulsiones tratadas por CH (25 MPa). Los
resultados mostraron que el producto de base lactea UHT que contenia la emulsion de CLA
obtenida por UHPH present6 un tamafio de particula mas pequefio y una mejor estabilidad
fisica en comparacion con el producto homoélogo con la emulsion de CLA obtenido por CH.
En particular, la velocidad de cremado del producto con emulsion UHPH fue mucho mas

lenta que la del producto con emulsion CH.
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Figura 6.6. Perfiles de retrodispersion de las formulas lacteas infantiles elaboradas por adicién de emulsiones
estabilizadas por (a) homogenizacion convencional (30 MPa) y (b) a ultra alta presion (200 MPa), en funcion
del tiempo de almacenamiento (60 dias).

6.2.6. Oxidacion lipidica
La oxidacion de lipidos constituye una reaccion quimica que conlleva al deterioro de la

calidad de los alimentos, generando cambios oxidativos que resultan en la produccion de
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sabores indeseables, pérdida de nutrientes y compuestos no deseados (Frankel, 1991;
Romeu-Nadal et al., 2007). La férmula infantil, rica en acidos grasos insaturados, es
particularmente propensa a la oxidacion lipidica. Durante este proceso, los acidos grasos
insaturados se oxidan, formando hidroperoxidos, productos de oxidacion primaria que
carecen de olor y sabor. Estos compuestos son altamente inestables y pueden degradarse aun
mas, dando lugar a la formacion de productos de oxidacidon secundarios, como alcanos,
alquenos, aldehidos y cetonas (Frankel et al., 2002; Hardas et al., 2002; Shahidi & Ying,
2010; O’Connor & O’Brien, 2009).

Los tratamientos térmicos, como el proceso UHT, durante la fabricacion de las FLIs o las
condiciones desfavorables de almacenamiento, promueven el inicio de la reaccion de
Maillard y la peroxidacion lipidica (Nunes et al., 2019; Sabater et al., 2018). La complejidad
del proceso de oxidacion se ve significativamente amplificada en sistemas dispersos como
las emulsiones. Esto se debe principalmente a la discontinuidad inherente en la fase lipidica
y a la influencia de diversas variables adicionales, tales como las condiciones de
homogeneizacion, el pH y el tamaio de los globulos grasos, entre otras (Hebishy et al., 2013;

Let et al., 2007).

El proceso de oxidacion de lipidos, por lo general, exhibe una reaccion lenta en condiciones
normales de almacenamiento. Con el proposito de evaluar la vida util de alimentos y
productos farmacéuticos, se llevan a cabo pruebas de almacenamiento acelerado, evitando
asi la necesidad de estudios prolongados de almacenamiento (Cole & Leadbeater, 2011). En
nuestra investigacion, la prueba de almacenamiento acelerado se realizé exponiendo las FLIs
a una temperatura de 50 °C, acelerando las velocidades de reaccion y reduciendo el tiempo
de evaluacion. De acuerdo con las conclusiones de Romeu-Nadal et al. (2007), la
temperatura y el tiempo de almacenamiento se identifican como factores cruciales para

determinar la estabilidad oxidativa.

En la Figura 6.7 se representan los niveles de hidroperoxidos en las FLIs a las que se
incorporaron emulsiones tratadas por CH y UHPH durante un periodo de almacenamiento
de 30 dias a 50 °C. Al analizar la tendencia del grafico, se observa que el nivel de
hidroperoxidos aument6 hasta el dia 15 para ambos tratamientos. Sin embargo, en el caso de

la FLI con emulsiéon UHPH, este aumento continu6 hasta el dia 30, mientras que su homologa
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con emulsion CH disminuy0 a partir del dia 15. Este patron sugiere que la FLI con emulsion
UHPH sigui6 en una fase de oxidacion primaria, mientras que la FLI con emulsion CH
experimento una transicion hacia una fase secundaria debido a una cinética de oxidacion mas
acelerada. El analisis estadistico de este modelo reveld que el aumento en la concentracion
de hidroperdxidos en la FLI con emulsion UHPH durante los diferentes dias de muestreo fue
significativamente diferente (P < 0,05), excepto en el dia 30, donde, aunque mayor que a dia
15, no fue significativamente diferente. En cuanto a la FLI con emulsion CH, la
concentracion de hidroperoxidos aumentd significativamente hasta el dia 7 de
almacenamiento, para luego mantenerse estable hasta el dia 15 y disminuir de manera
significativa en el dia 30. El analisis estadistico demostrd que las cinéticas de oxidacion
primaria de las FLIs, obtenidas mediante la adicion de emulsiones tratadas por CH o UHPH,
no presentaron diferencias significativas en las concentraciones de hidroperoxidos

alcanzadas en los dias 1 y 15 de almacenamiento.
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Figura 6.7. Evolucion en el contenido de hidroperdxidos en funcion del tiempo de las formulas lacteas
infantiles (FLI) conteniendo emulsiones tratadas por homogeneizacion convencional (linea con simbolo
cuadrado, color rojo) y a ultra alta presion (linea con simbolo redondo, color negro). Letras diferentes indican
diferencias significativas (P < 0,05) a diferentes tiempos y en cada curva de tratamiento. El asterisco (*) indica
diferencias significativas entre tratamientos.

En el andlisis de la oxidacion secundaria (Figura 6.8), se observa que los niveles de MDA

fueron inferiores en la FLI con emulsion UHPH en comparacion a su homdéloga con
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emulsion CH, siendo estas diferencias estadisticamente significativas (P < 0,05) en los dias
1 y 30 de almacenamiento. El valor promedio de MDA en el dia 1 fue de 2,3140,18 uM para
la FLI con emulsion CH y de 0,53+ 0,04 uM para la variante con emulsion UHPH,
evidenciando una mayor estabilidad desde el inicio en la FLI con emulsion UHPH frente a
la oxidacion. Ademads, se observd una disminucion significativa en el valor de MDA entre
los dias 15 y 30 para la FLI con emulsion CH, mientras que para la FLI con emulsion UHPH
no se constataron diferencias significativas en la concentracion de MDA desde el dia 7 hasta
el final del periodo de almacenamiento. Estos resultados indican que la FLI convencional
habria experimentado una transicion hacia un estadio de oxidacion terciaria, mientras que la
FLI con emulsion UHPH mantuvo niveles estables de MDA entre los dias 7 y 30 de
almacenamiento, sefialando una menor susceptibilidad a la oxidacion lipidica y, por
consiguiente, una mejor conservacion de los acidos grasos insaturados presentes en los

aceites de chia y girasol.
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Figura 6.8. Evolucion en el contenido de malondialdehido en funcion del tiempo de las féormulas lacteas
infantiles conteniendo emulsiones tratadas por homogeneizacién convencional (linea con simbolo cuadrado,
color rojo) y a ultra alta presion (linea con simbolo redondo, color negro). Letras diferentes indican diferencias
significativas (P < 0,05) a diferentes tiempos y en cada curva de tratamiento. El asterisco (*) indica diferencias
significativas entre tratamientos.

A pesar de que las FLIs con emulsion CH mostraron tamafos de particula global mas
reducidos en comparacion con las variantes con emulsion UHPH, debido a la presencia de

agregados proteicos considerables en estas ultimas, las micrografias obtenidas por
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microscopia confocal (Figura 6.3, a2 y b2) revelaron un tamaio de particula lipidica
superior en las FLIs con emulsion CH en contraste con sus homologas con emulsion UHPH.
Aunque es conocido que la oxidacion de lipidos tiende a acelerarse en las gotas de emulsion
O/W debido a reacciones en el interfaz, la tasa de oxidacion de lipidos podria esperarse que
aumentara en las FLIs con emulsiones UHPH en lugar de en las FLIs con emulsiones CH,
ya que el area de superficie expuesta a la interfaz O/W es mayor. Sin embargo, esta tendencia
puede variar debido a las propiedades especificas de la emulsion y la capacidad protectora

del interfaz contra la oxidacion.

Hebishy et al. (2015) observaron niveles mas bajos de oxidacion en emulsiones formuladas
con 10% de aceite y diversos contenidos de proteinas de suero, obtenidas por UHPH (200
MPa) en comparacion con aquellas obtenidas por CH (15 MPa). Atribuyeron esta diferencia
a varios factores, como la cantidad limitada de proteina en la interfaz en emulsiones CH, el
mayor tamafio de particula que las hace mas susceptibles al cremado y, por lo tanto, mas
expuestas al oxigeno en el espacio de cabeza, y el efecto antioxidante del material emulgente

utilizado, siendo menor en las emulsiones CH debido a su menor area de superficie.

Nakaya et al. (2005) estudiaron el proceso de oxidacion de triglicéridos poliinsaturados en
emulsiones O/W y también encontraron que las emulsiones con particulas lipidicas mas finas
eran mas estables a la oxidacion. Sugirieron que la ubicacion de las moléculas emulsionantes
en la interfaz O/W puede influir en la movilidad de las moléculas de lipidos y, en
consecuencia, puede mejorar la estabilidad oxidativa. Estimaron que la concentracion real
de emulsionante en las gotas mas pequefias era 10 veces mayor que en las gotas mas grandes
y, en consecuencia, la concentracion de aceite insaturado en una gota mas pequeiia se vuelve
mas baja y, por lo tanto, los lipidos en la emulsion se vuelven mas estables frente a la
oxidacion. Atarés et al. (2012) también informaron que las proteinas del suero poseen
capacidad antioxidante que puede proteger la emulsion de la oxidacion. Debido a que la
cantidad de proteina de suero directamente en contacto con la fase lipidica (proteina de suero
adsorbida) aumenta con el area interfacial, cuanto mas pequefias son las gotas de aceite,

mayor es la capacidad antioxidante de la interfase.

Los resultados obtenidos de oxidacion lipidica en este estudio se pueden justificar

principalmente por el menor tamafio de particula lipidica obtenido en las FLIs con emulsion
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UHPH, cuya mayor interfaz contendria una mayor concentracion de material emulgente con
actividades antioxidantes (proteinas del suero, caseinas y fosfolipidos), y por su mayor
estabilidad fisica frente al cremado que evitaria la exposicion directa al oxigeno en el espacio

de cabeza.

6.3 Conclusiones

Este estudio se ha centrado en la caracterizacion de FLIs liquidas UHT, las cuales fueron
elaboradas mediante emulsiones formuladas con aceites vegetales ricos en acidos grasos -
3 y ©-6, altamente susceptibles a la oxidacion lipidica, y mazada como agente emulgente.
Estas emulsiones fueron sometidas a diferentes tratamientos de homogenizaciéon (CH y

UHPH).

Los resultados muestran que el tratamiento UHPH muestra una capacidad superior para
reducir el tamafo de particula, generando emulsiones 6 veces menores que las obtenidas por
CH. A pesar de ello, las FLIs elaboradas a partir de estas emulsiones presentan tamafios de
particula similares debido a la presencia de agregados lipoproteicos, mas prominentes en la
FLI con emulsion UHPH, posiblemente inducidos por la gran concentracion de proteina del
suero presente, el tratamiento UHT aplicado y la redistribucion diferencial de los

componentes emulgentes de la mazada entre el interfaz y la fase continua de la emulsion.

Los resultados del estudio indican variaciones significativas en la percepcion del color
durante el almacenamiento y entre tratamientos. Inicialmente, las FLIs con emulsion CH
presentaron un color mas amarillo (mayor valor de b* y YI) comparado con las FLIs con
emulsion UHPH, diferencia de color que se fue atenuando hasta no ser relevante en el dia
60. Aunque la luminosidad (L*) se mantuvo constante durante el almacenamiento, las FLIs
con emulsiéon UHPH terminaron siendo mas luminosas. Ademas, ambas FLIs mostraron un
aumento en tonalidades amarillentas y rojizas a lo largo del tiempo, posiblemente debido a
la reaccion de pardeamiento no enzimadtico. Sin embargo, la comparacion directa entre FLIs
con emulsiéon CH y UHPH mostré una diferencia de color (AE > 3) claramente perceptible
por el ojo humano tanto al inicio como después de 60 dias de almacenamiento, sugiriendo
que los tratamientos de homogeneizacién afectan de manera duradera y distintiva la

apariencia visual de las FLIs.
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El analisis reologico y de estabilidad fisica sugiere que la FLI con emulsion UHPH es mas
estable a nivel fisico en comparacion con a su homologa elaborada con emulsion CH,
observandose menores fendmenos de cremado, un indicador critico de inestabilidad fisica
que podria desencadenar la coalescencia y afectar la vida ttil del producto de manera

irreversible.

Ademas, la FLI con emulsion UHPH muestra una menor susceptibilidad a la oxidacion
lipidica en comparacion con aquella elaborada con emulsion CH. Este resultado podria
atribuirse al menor tamafio de particula lipidica en las FLIs con emulsion UHPH, que
proporciona una mayor interfaz con una mayor concentracion de material emulgente
protector con propiedades antioxidantes. La mayor estabilidad fisica frente al cremado

también contribuiria a evitar la exposicion directa al oxigeno en el espacio de cabeza.

Los hallazgos de este estudio sugieren la viabilidad de producir FLIs formuladas con aceites
vegetales ricos en acidos grasos m-3 y -6, y mazada como material emulgente enriquecido
en MFGM. Estas formulas presentan beneficios nutricionales y funcionales para el lactante
derivados de los componentes bioactivos de estos ingredientes, junto con una destacada
estabilidad fisica y resistencia a la oxidacion lipidica, lo que podria extender
significativamente su vida Util comercial al incorporar emulsiones obtenidas mediante la

tecnologia UHPH.
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CAPITULO 7

Conclusiones generales

1.

Se ha podido encapsular con éxito una mezcla de aceites vegetales de chia y girasol
(1:1) al 10% en emulsiones tipo aceite-en-agua (O/W) mediante la utilizacion de la
mazada como emulgente al 7%, mediante las técnicas de homogeneizacion de
convencional, ultra alta presion (UHPH), microfluidizaciéon y ultrasonidos. Una
concentracion del 7% de mazada se muestra ideal en todas las técnicas de
homogeneizacion probadas, equilibrando eficazmente el tamaio de particula con las

estabilidades fisica y oxidativa.

La produccion de emulsiones O/W utilizando mazada como agente emulgente y un
20% de fase oleosa ha demostrado ser viable mediante las técnicas de
homogeneizacion convencional, UHPH vy ultrasonidos. Estas emulsiones presentan
un grado de oxidacion inferior y una viscosidad superior en comparacion con las
emulsiones preparadas con un 10% de fase oleosa, independientemente de la técnica
de homogeneizacion empleada. La estabilidad fisica también se ve influenciada
positivamente por una mayor concentracion de fase oleosa, especialmente con la

homogeneizacion por ultrasonidos.

Las tecnologias de homogeneizacion por microfluidizacion a 100 MPa y UHPH a
200 MPa ha proporcionado los tamafios medios de particula mas pequefios y 6ptimos,
y la mayor estabilidad fisica. Sin embargo, el grado de degradacion oxidativa es
superior en la emulsion obtenida por UHPH en comparacion con la
microfluidizacion. Por otro lado, la homogeneizacion convencional y por
ultrasonidos han resultado las técnicas de emulsificacion menos efectivas, ya que
generan tamafios medios de particula mayores, una estabilidad fisica reducida y una

mayor susceptibilidad a la oxidacion.

Se ha podido encapsular con éxito una mezcla de aceites vegetales de chia y girasol
(1:1) al 10% en emulsiones O/W mediante la utilizacion de un producto enriquecido

en membrana del globulo graso (MFGMP) como emulgente, mediante las técnicas
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5.

de homogeneizacion convencional, UHPH, microfluidizacion y ultrasonidos. Las
tecnologias de homogeneizacion por microfluidizaciéon a 100 MPa y UHPH a 200
MPa han proporcionado los tamafios medios de particula mas pequefios y Optimos, y

la mayor estabilidad fisica y oxidativa.

Se ha llevado a cabo un estudio comparativo entre las emulsiones preparadas con
mazada y el MFGMP utilizando las técnicas de homogeneizacion mencionadas. Se
ha confirmado que la naturaleza y composicion del emulsionante ejercen una
influencia significativa en la formacion y estabilidad de las emulsiones. El uso del
MFGMP como emulgente resulta en la formacion de emulsiones con gotas mas
pequefias con las técnicas de microfluidizaciéon y de UHPH, una estabilidad fisica
mejorada para los tratamientos de homogeneizacion convencional y UHPH, pero un
mayor nivel de oxidacion lipidica en todos los tratamientos de homogeneizacion,
mientras que la mazada aporta mayor consistencia y estabilidad oxidativa a las

emulsiones.

Se han desarrollado con éxito formulas lacteas infantiles liquidas UHT a partir de
emulsiones O/W formuladas con mazada y aceites ricos en acidos grasos w-3 y w -

6, y preparadas mediante las técnicas de homogeneizacion convencional y UHPH.

Las formulas lacteas infantiles finales han presentado tamafios de particula similares,
aunque el tamafio medio de la emulsion preparada por UHPH fuese seis veces menor
que el obtenido con homogeneizacion convencional. Este hecho se atribuye a la
formacion de agregados lipoproteicos, especialmente en las elaboradas con la
emulsion tratada por UHPH, debido a la incorporacion de grandes cantidades de

proteina del suero en la formulacion y al tratamiento térmico aplicado.

La formula lactea infantil preparada con emulsion tratada por UHPH ha mostrado
una viscosidad aparente y estabilidad fisica superior, en comparacion a su homdloga
convencional, con una baja incidencia de fendmenos de cremado y sedimentacion,
ademas de una reducida susceptibilidad a la oxidacién lipidica. Este hallazgo es de
suma importancia para mejorar la calidad y la vida util comercial de las formulas
lacteas infantiles, y, por tanto, el desarrollo de formulas lacteas infantiles mas seguras

y nutritivas.
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