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RESUMEN

Se ha estudiado el efecto de diferentes tratamientos de homogeneizacion en emulsiones
de aceite en agua, conteniendo caseinato sodico como emulgente proteico de origen
animal, aceites vegetales (oliva y chia) ricos en omega-3, y aceites esenciales. Para ello
la pre-emulsion (20% aceite)se tratdo por diferentes métodos de homogeneizacion
incluyendo la homogeneizacion convencional (CH, 15 MPa) y la homogeneizacion a
ultra alta presion (UHPH, 200 MPa), en presencia de caseinato sodico al 5%,
incluyendo o no aceites esenciales (tomillo y clavo) que poseen propiedades
antioxidantes. Las emulsiones se almacenaron en refrigeracion a 4°C, y se tomaron
muestras los dias 1, 10, 20 y 30 de almacenamiento, evaluandose diferentes
caracteristicas fisico-quimicas como el tamafo de particula, pH, comportamiento

reologico, y estabilidad fisica y oxidativa).

Las emulsiones obtenidas por UHPH presentaron un tamano de particula menor
(submicron) y una estabilidad fisica mejorada, durante su almacenamiento en
refrigeracion, en comparacion a sus homdlogas tratadas por CH. Ambos tratamientos de
homogeneizacion produjeron emulsiones con un comportamiento reoldgico
pseudopléstico, aunque las emulsiones tratadas por UHPH fueron menos
pseudoplasticas y presentaron indices de consistencia menores, en comparacion a las
tratadas por CH. A nivel oxidativo, las emulsiones UHPH presentaron niveles de
oxidacion mas elevado desde el dia 1 de produccion, en comparacion a las CH, no
teniendo un efecto antioxidante significativo. La inclusion en las emulsiones de los

aceites esenciales de clavo o tomillo.

Palabras clave: Emulsiones, caseinato sodico, aceites vegetales, aceites esenciales,

homogeneizacion a ultra alta presion.




ABSTRACT

The effect of different treatments of homogenization on oil-in-water emulsions
containing sodium caseinate, as protein emulsifier of animal origin, vegetable oils (olive
and chia), rich inomega-3 and essential oils, were studied. The pre-emulsions (20% oil)
were treated by different homogenization methods such as conventional
homogenization (15 MPa) and ultra-high pressure homogenization (200 MPa) in the
presence of 5% sodium caseinate, including or not essential oils (thyme and clove) that
have antioxidant properties. The emulsions were stored in refrigeration at 4 °© C.The
samples were taken on daysl1, 10, 20 and 30 of storage, and different physico-chemical
characteristics such as particle size, pH, rheological behavior, and physical andoxidative

stability, were evaluated.

The emulsions obtained by UHPH presented lower values of particle size, in the range
of submicron, and an improved physic stability, during storage in refrigeration,
compared to their counterparts treated by CH. Both homogenization treatments,
produced pseudoplastic emulsions, although the UHPH emulsions presented lower
pseudoplasticity and consistence indexes, compared to those obtained by CH.
Nevertheless, at oxidative level, UHPH emulsions were less stable from day 1,
compared to CH emulsions, with the inclusion of essential oils of clove or thyme

showing no significant antioxidant effects in the emulsions.

Keywords: Emulsions, sodium caseinate, vegetable oil, essential oils, ultra-high

pressure homogenization.
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1. INTRODUCCION

Existe un interés constante y una creciente demanda en el desarrollo de alimentos que
mantengan estables, por un tiempo mas prolongado, sus propiedades fisico-quimicas y
organolépticas y ademads de ello sean beneficiosos para la salud, por lo que existen cada
vez mas empresas alimentarias que estan dispuestas a introducir en sus productos tanto
componentes funcionales como nuevas tecnologias en sus procesos de elaboracion que

aporten dichas mejoras.

Una emulsion se compone de dos liquidos inmiscibles (por lo general aceite y agua) con
uno de los liquidos dispersos en forma de pequefias gotas esféricas en la otra
(McClements, 2005). Entre las estructuras y unidades formadoras de estructura dentro
de los alimentos, las emulsiones juegan un papel importante. De hecho, las emulsiones
son ingredientes clave en la formacion de estructuras en ciertos productos, tales como
batidos, helados, leche, salsas, etc. La formulacion de una estructura de los alimentos
que involucra emulsiones es un proceso complejo, ya que depende de las cualidades
deseadas del alimento y la funcion de la emulsion en el producto. Por lo tanto, la
comprension de la formacion, estructuras y propiedades de las emulsiones es esencial

para la creacion y estabilizacion de estructuras en los alimentos (Dickinson, 2003).

Las emulsiones se clasifican en funcion de la distribucion de las fases de aceite y acuosa
(Dickinson, 2003; McClements, 2005). La sustancia que forma las gotitas en una
emulsion se conoce como la fase dispersa, mientras que la sustancia que compone el
liquido circundante se denomina la fase continua. Hay tres tipos principales de emulsion
que son importantes en los alimentos: O/W (aceite en agua) donde las gotas de aceite se
dispersan en una fase acuosa (por ejemplo: mayonesa, leche, crema, sopas y
salsas); W/O (agua en aceite) donde las gotitas de agua se dispersan en una fase de
aceite (por ejemplo: margarina, mantequilla); y las emulsiones multiples del aceite en
agua en aceite (O/W/O) o agua en aceite en agua (W/O/W). Por ejemplo, una emulsion
W/O/W se compone de gotitas de agua dispersadas dentro de las gotitas de aceite mas
grandes, que a su vez se dispersan en una fase continua acuosa. Las emulsiones pueden
ser utilizadas para controlar la liberacion de determinados ingredientes, reducir el

contenido de grasa total o aislar un ingrediente de otro (Clegg et al., 2016).

Todas las emulsiones alimenticias son sistemas termodindmicamente inestables que con

el tiempo terminan descomponiéndose, y la estabilidad cinética nos indica la velocidad
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a la que esto ocurrird. La estabilidad de una emulsion se define como la capacidad de
una emulsion de resistir cambios fisicos y quimicos en el tiempo (McClements, 2005).
Los cambios fisicos corresponden a modificaciones en la organizacion estructural de las
moléculas, mientras que los cambios quimicos resultan en la alteracion de dichas
moléculas (por ejemplo, oxidacion de lipidos, lipolisis). Los mecanismos por los cuales
estos cambios se llevaran a cabo dependerdn de la composicion de emulsion (por
ejemplo concentracion del emulsionante insuficiente/excesiva), de los tratamientos
aplicados, de las interacciones coloidales entre ingredientes y condiciones ambientales
durante el almacenamiento, tales como variaciones de temperatura (Palazolo et al.,

2011).

Hay cinco mecanismos que contribuyen a la inestabilidad fisica de las emulsiones: el
cremado, la sedimentacion, la agregacion (floculacion o coalescencia), la maduracion de
Ostwald (moléculas que se difunden a partir de pequeias gotas para formar grandes
gotas) y la inversion de fase (McClements, 2005). La floculacion, la sedimentacion y el
cremado son fenomenos reversibles que resultan en la migracion de las particulas y
puede acabar resultando en la separacion de las dos fases. La coalescencia, considerado
el fenomeno de degradacion final, es un fendmeno irreversible que se caracteriza por

una modificacion del tamafo de particula.

La homogeneizacion mecénica es un proceso capaz de producir un tamafio homogéneo
en la distribucion de particulas en suspension en un liquido, obligando al liquido bajo el
efecto de la presion, a pasar por una valvula de interrupcion, obteniendo productos mas
estables a nivel fisico. La homogeneizacion convencional (CH), desde sus origenes
hasta el dia de hoy, ha ampliado el intervalo de presion de trabajo hasta 60 MPa,
forzando el fluido por un espacio de aproximado de entre 100-300 um. La
homogeneizacién a alta presion o alta presion dindamica (esta tecnologia no debe
confundirse con la alta presion hidrostatica) permite presiones 10-15 veces mas altas
que los homogeneizadores convencionales y cubre el intervalo de presiones entre 100 y
400 MPa, donde el intervalo de presion de 200 a 400 MPa ha sido denominado por
algunos autores Homogeneizacion a Ultra Alta Presion (UHPH), a pesar de la

controversia que existe en la literatura en estos términos (Dumay et al., 2013).

La tecnologia UHPH se basa en los mismos principios que la CH con la gran diferencia

de que se pueden alcanzar presiones superiores a 200 MPa gracias al disefo de las



valvulas y a la utilizacién de nuevos materiales, y permite tratar en continuo grandes
volimenes de alimentos bombeables. Hasta el momento, se han utilizado diferentes
equipos de homogenizacion por alta presion en industrias quimicas, farmacéuticas y
especialmente de alimentos y biotecnologia con el fin de emulsificar, dispersar, mezclar
y procesar sus productos (Popper y Knorr, 1990; Paquin, 1999; Floury et al., 2000;
Hayes et al., 2005; Gracia et al., 2008). Esta tecnologia permite obtener emulsiones
submicronicas finas y estables (< 1 um) (Trujillo ef al., 2006; Chevalier et al., 2009;
Dumay et al., 2013; Fernandez-Avila et al., 2015), y esta siendo empleada para mejorar
la estabilidad fisica y microbiolégica de las emulsiones, al someter a los liquidos a un
intenso proceso de agitacion mecanica (Perrier et al., 2005; Dumay et al., 2013;
Fernandez-Avila et al., 2015). Ademas, induce cambios adicionales en el producto
tratado, como modificacion de las propiedades reoldgicas, organolépticas y funcionales
(Amador y Ruiz, 2009). Dentro de los efectos no deseables de esta tecnologia se
encuentran los procesos de oxidacion derivados del aumento del area superficial de las
particulas lipidicas debido a la reduccién del tamafio de particula, aunque diferentes
estudios han mostrado que la eleccion del emulgente y su concentracion, asi como la
presion de homogeneizacion utilizada puede reducir considerablemente la oxidacion

producida por esta tecnologia (Hebishy, 2013).

Un componente esencial de las emulsiones es el agente emulsionante utilizado. Las
proteinas son una clase de agente emulsionante mas comunmente utilizado por la
industria alimentaria ya que son naturales, de bajo coste y estan ampliamente
disponibles, lo que las hace ingredientes ideales. Las mismas, por su caracter anfifilico,
actian como tensoactivos macromoleculares y tienen la particularidad de estabilizar la
emulsion a través de la formacién de una cubierta viscoeldstica cuyas propiedades
mecanicas influyen en la estabilidad del sistema coloidal (Dickinson y McClements,
1996; Damodaran, 1997; Cortés et al., 2009). Las proteinas lacteas, tanto en su forma
soluble como dispersas, son de gran valor como ingredientes alimenticios con
excelentes caracteristicas surfactivas y estabilizantes. Las dos principales clases de
proteinas lacteas son las caseinas y las proteinas del suero. En términos de estructura es
conveniente distinguir entre ellas ya que las caseinas poseen una estructura desordenada
y flexible mientras que las proteinas del suero tienen una estructura globular compacta.
A diferencia de las caseinas, el caseinato no se agrega en forma de micelas y puede ser

fabricado por precipitacion de las caseinas de la leche, y es uno de los emulgentes



proteicos de origen animal mds utilizado en la industria alimentaria. En varias
aplicaciones alimenticias se ha visto que el caseinato es mas funcional que la caseina en
términos de propiedades funcionales tales como la viscosidad, la solubilidad y el poder

emulsionante (Srinivasan et al., 1999).

Un componente de las emulsiones O/W es el tipo y cantidad de aceite utilizado. Los
aceites vegetales, en general, aportan una mayor concentracion de acidos grasos
insaturados, en comparacion a las grasas animales como la grasa lactea, pero son muy
susceptibles a reacciones de oxidacion. En este estudio se utilizaron aceite de oliva, el
cual es un aceite rico en acidos grasos monoinsaturados como el acido oleico (C18:1) de
la serie -9, y aceite de chia, rico en 4cidos grasos poliinsaturados como el acido
linolénico (C18:3, ®»-3) y el acido linoleico (C18:2, ®-6). La chia es considerada una
fuente rica de acidos grasos ®-3 y ®-6 (Ayerza y Coates, 2005). Entre los beneficios
para la salud tras el consumo de 4cidos grasos w-3hay que destacar la reduccion de los
niveles perjudiciales de colesterol LDL y aumento en los niveles de colesterol HDL en
la sangre (Tepeet al., 2006). Se ha encontrado efectos terapéuticos de los acidos grasos
-3 en enfermedad inflamatoria intestinal cronica, asma, fibrosis, artritis reumatoide,
desarrollo y funcion del cerebro, depresion y la enfermedad bipolar (Woods et al.,

1997).

Los aceites esenciales (AEs) estan constituidos por una mezcla compleja de metabolitos
secundarios volatiles con numerosas actividades, entre e¢llas antimicrobiana,
antioxidante, antigenotdxica y de inhibicion del crecimiento celular tumoral (Jaramillo
et al., 2010). Los AEs por lo general consisten en mezclas complejas de compuestos
aciclicos, ciclicos, aromaticos, heterociclicos y sus derivados oxigenados. La mayoria
de sus componentes se dividen en cuatro grupos principales: compuestos alifaticos, no
terpénicos, compuestos aromaticos, terpenos y terpenoides, entre otros (Martinez,
2003). Numerosos estudios realizados han sefialado que muchos de los AEs tienen
marcada actividad antioxidante (Baratta et al., 1998; Puertaset al., 2002; Stashenko et
al., 2004; Guimaraes et al., 2010), por lo que muchas ramas de la industria, que usan
antioxidantes en sus procesos, se han interesado en ellos. Dentro de los aceites
esenciales, el de clavo y tomillo son referenciados como aceites esenciales con alta
actividad antimicrobiana y antioxidante, por lo cual son objeto de estudio en la presente

investigacion.



El objetivo principalde este estudio ha sido elaborar y caracterizaremulsiones O/W,
utilizando aceites vegetales de alta insaturacion ricos en ®-3 (aceites de oliva y chia),
aceites esenciales (clavo y tomillo) con propiedades antioxidantes y antimicrobianas,
adicionadas con caseinato sddico (5%) como emulgente proteico de origen animal, y
estabilizadas mediante un tratamiento de UHPH (200 MPa), en comparacion a las

obtenidas por homogenizacion convencional (15 MPa).

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Generalidades

La preparacion, analisis y almacenamientode las emulsiones se realizd en
loslaboratorios de Tecnologia de los Alimentos y de Higiene e Inspeccion de los
Alimentos del Departamento de Ciencia Animal y de los Alimentos. Los tratamientos
realizados de homogeneizacién convencional (CH) y de homogeneizacion a ultra alta
presion (UHPH) se llevaron a cabo en el Servicio Planta de Tecnologia de los Alimentos

de la UAB.

2.2. Materiales

El caseinato de sodio (NaCn) utilizado fue un aislado de proteina (Caséinate de sodium
110), extraidadirectamente de la leche, que fue adquirido al productor francés Epi
Ingrédients (Ancenis, Francia). De acuerdo con las especificaciones del fabricante, este
producto contiene 91% de materia nitrogenada total (N x 6,38), 1% de materia grasa,

3,68% de minerales y 5,8% de humedad.

El aceite de oliva refinado utilizado en la fabricacion de las emulsiones fue adquirido de
la empresa Gustav Heess (Barcelona, Espafia) y fue obtenido a partir de las pulpas de
las drupas maduras de Olea europceea L., mediante prensado en frio. De acuerdo a las
especificaciones técnicas del fabricante, este aceite presenta una acidez <0,3 mg KOH/g
y un indice de perdxidos de <10 meq O./kg. Su composicion en acidos grasos es la
siguiente: acido palmitico (C16:0) = 11,97%; acido estearico (C18:0) = 3,30%; acido
oleico (C18:1) = 75,23%; acido linoleico (C18:2) = 6,75%; &cido linolénico (C18:3) =
0,38%.



El aceite de chia es un aceite de origen vegetal proveniente de las semillas de la planta
de Chia (Salvia hispanica), el cual tiene un alto contenido en acidos grasos
poliinsaturados, en concreto 4cido linolénico (®-3; 62%) y linoléico (w-6; 18%), y
ademads contiene 4cidos grasos monoinsaturados como el oléico (0-9; 8%). El aceite de
chia fue obtenido de semillas seleccionadas y limpias de impurezas, mediante prensado
en frio, con un indice de perdxido de 2,19 mEq O./kg de aceite y un pH de 6,52 y fue
adquirido al productor Foods Alive (Angola, Indiana, EEUU).

Los aceites esenciales de clavo (Syzygium aromaticum) y tomillo (Thymus vulgaris)

fueron adquiridos del proveedor Esencias Martinez Lozano, S.A. (Murcia).

2.3.  Preparacion de las emulsiones O/W

Se prepararon tres pre-emulsiones O/W a base de NaCn (3%) y agua destilada (77%),
con un contenido fijo de materia grasa vegetal del 20% (15% de aceite de oliva refinado
y 5% de aceite de chia). Finalmente a una de ellas se le adicion6 0,5% de aceite esencial
de clavo, a otra 0,5% de aceite esencial de tomillo, y una tercera no se le afiadié ningin
aceite esencial actuando como control. Para su elaboracion se disolvié el NaCn en agua
destilada de forma manual, agregando progresivamente el agua necesaria, y removiendo
suave y constantemente la solucion proteica que posteriormente se almacend en
refrigeracion durante toda la noche a 4 °C para conseguir una completa hidratacion del
NaCn. Las dispersiones de proteinas, se equilibraron a 20 °C antes de proceder a su
mezcla con los aceites. Una vez incorporado los aceites vegetales y esenciales, las
mezclas se pre-homogeneizaron usando un sistema rotor-estator CAT Unidrive X1000
Homogeneizer Drive (CAT Scientific, Inc., Paso Robles, CA, EEUU) durante 2 min (1
min a 4000 rpm y 1 min a 8500 rpm) para asi obtener las tres pre-emulsiones. Estas se
dividieron en 2 partes para ser tratadas por los tratamientos de HC y de UHPH.
Finalmente, fueron sometidas a HC a 15 MPa (una etapa), en un homogeneizador de dos
etapas (7etra Alex, modelo S05, Tetra Pak, Lund, Suecia) con un caudal de 225 L/h a 20
°C. La homogeneizacion a ultra alta presion, se realizé también en una sola etapa a 200
MPa, usando un homogeneizador Stansted Benchtop (modelo FPG 12500, Stansted
Fluid Power Ltd., Essex, Reino Unido), con un caudal de 15 L/h. Se introdujo el
producto a temperatura ambiente, entre 20 y 21 °C aproximadamente y durante el

procesamiento se monitorizaron las temperaturas siguientes: T;: temperatura de tanque
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de llenado (20 + 1 °C); T, temperatura antes de la valvula de HP (20 = 1 °C); Ta:
temperatura inmediatamente después de la valvula de HP (88 + 4 °C); Ts: temperatura
después de pasar por el intercambiador de frio (10 = 3 °C). Con estos tratamientos de
homogenizacion se obtuvieron un total de seis emulsiones que se mantuvieron en
almacenamiento en refrigeracion a 4 °C hasta final de vida util microbioldgica (20 dias
para las emulsiones HC y 30 dias para las emulsiones UHPH). La vida qtil
microbiologica de las emulsiones y la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales
se establecid en un trabajo previo por otro investigador del centro, y no forma parte de

este estudio.

Se realizaron dos repeticiones completas del experimento de manera independiente.

2.4.  Determinacion de la distribucion del tamaiio de particula

La distribucion del tamafio de particula en las emulsiones se determindtras 24 h del
proceso de homogeneizacion utilizando un espectrofotdmetro de difraccion por rayos
laser Beckman Coulter (modelo LS 13 320 series, Beckman Coulter, Fullerton, CA,
EEUU). Este dispositivo proporciona mediciones indirectas del tamafio de particula de
forma esférica, basandose en el principio fisico de que toda particula, en funcion de su
tamano, difracta la luz incidente en un angulo determinado que aumenta
logaritmicamente al disminuir el tamafio de la misma. La intensidad de la luz absorbida
por el material se mide como oscurecimiento e indica la cantidad de la muestra afiadida
al liquido dispersante (Storti y Balsamo, 2010). Para ello, las muestras se diluyeron en
agua destilada hasta alcanzar un indice de obscuraciéon apropiado en la célula del

difractémetro (40-50%).

En cuanto a los parametros opticos se refiere, se emplearon indices de refraccion de
1,472 y 1,332 para la mezcla de aceites y el agua, respectivamente. Cada muestra
diluida se analiz6 un total de cuatro veces, de forma sucesiva, para obtener los valores
medios correspondientes al didmetro medio ponderado en funcion de la superficie (ds.,

pum) y al diametro medio ponderado en funcion del volumen (d, 3, pm).



2.5.  Determinacion del pH

El pH de la emulsion fue medido a través de un electrodo de inmersién con un micro
medidor de pH (GLP 21 model 2001; Crison Instruments SA, Alella, Spain). Todas las

mediciones se realizaron por duplicado.

2.6.  Caracterizacion reologica

La caracterizacion reologica de las emulsiones fue determinada segun la vida util de
cada tipo de emulsion, realizandose para las de CH en los dias 1, 10 y 20, y en los dias
1, 10, 20 y 30 para las emulsiones tratadas por UHPH. La primera medida, en ambos
casos, se llevo a cabo tras 24 h de almacenamiento en refrigeracion a 4°C. Los ensayos
reologicos se realizaron con un Redmetro rotacional HAAKE™ RheoStress™ 1
(Thermo Electron Corporation, Karlsruhe, Alemania), equipado con un sensor de
cilindros concéntricos, (Z34 DIN) aptos para muestras liquidas. Las curvas de flujo
(esfuerzo cortante frente a gradiente de velocidad) se determinaron en funciéon del
incremento vy, posterior disminucion de la velocidad de cizallamiento entre 0,001 s 'y
100 s "' durante 1 min, respectivamente. Estas curvas de flujo fueron ajustadas al
modelo reoldgico de Ostwald de Waele o ley de la potencia: t =k (y)", donde 7 es el
esfuerzo cortante (Pa),k es el indice de consistencia (Pa's"), y la velocidad de
cizallamiento (s ') y n es el indice de comportamiento al flujo. Las mediciones se
realizaron por duplicado, homogeneizando manualmente el contenido de los mismos,

previamente al analisis, que fue realizado una temperatura de 21°C.

2.7.  Estabilidad fisica

La estabilidad fisica de las emulsiones se determiné utilizando un analizador dptico
Turbiscan™ LAB (Formulaction, Toulouse, Francia), version 2.1. El Turbiscan nos
permite escanear el perfil de turbidez de una emulsion a lo largo del tubo de vidrio que
contiene la emulsion, con el fin de determinar el perfil de turbidez en el tiempo. Estos
perfiles constituyen la huella digital macroscopica de las muestras de emulsion en un
momento dado (Herrera, 2011). Los resultados expresados se basan en el aumento de la
sefial de luz refractada en el producto (retrodispersion), que es directamente

proporcional a la concentracion de particulas. Esto se traduce en la posibilidad de
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detectar los dos principales fendmenos de desestabilizacion que afectan a Ia
homogeneidad de las dispersiones: migracion de particulas (cremado y sedimentacion) y
la variacion de tamafio de particula o agregacion (coalescencia y floculacion) (Mengual

et al., 1999).

Este equipo permite la caracterizacion Optica de cualquier tipo de dispersion. La
tecnologia del Turbiscan consiste en medir las intensidades de luz en Transmision (T) y
Retrodispersion, mas comunmente denominada “Backscattering” (BS), para detectar el
cambio de tamafio de particula en procesos de coalescencia y floculacion, y la
separacion de fases en procesos de sedimentacion o cremado. Para ello, el equipo
dispone de un cabezal optico con una fuente de luz infrarroja (Aaire=850 nm) que emite
una cantidad de energia en forma de fotones a través de la solucioén que se va a analizar,
y dos detectores (T y BS). Una parte de la energia incidente logra atravesar la muestra y
es detectada mediante el detector T, es la que se conoce como energia transmitida. Por el
contrario, a la energia que no logra atravesar la muestra se la llama energia de
retrodispersion o BS y es detectada por el detector de BS. El proceso consiste en un
barrido de energia luminosa a lo largo de toda la longitud del cristal en el que se
encuentra la muestra. Cada 0,5 mm, el cabezal optico libera un pulso de fotones que son
detectados, registrandose la evolucion de la sefal de transmision y de retrodispersion.
La interpretacion de la secuencia que muestra la sefial permite caracterizar la dispersion
y, determinar si la emulsion es estable o si ésta sigue un mecanismo de desestabilizacion
(sedimentacion, floculacion, coalescencia, separacion de fases, etc.) (Buonanno ef al.,

2008).

La propagacion de la luz a través de la dispersion concentrada se puede utilizar para
caracterizar la estabilidad fisico-quimica de la emulsion (Juliano et al., 2011). Por lo
tanto, cualquier cambio debido a una variacion del tamafio de particula (floculacion,
coalescencia) o una variacion local de fraccion de volumen (fendémenos de migracion
como cremado o sedimentacion) es detectado por el Turbiscan™ LAB (Fernandez-

Avila et al., 2015).

En el presente estudio, las muestras fueron escaneadas por triplicado, a intervalos
preestablecidos durante un periodo de tiempo maximo de 20 dias para HC (dias 1, 2, 10

y 20) y 30 dias para UHPH (dias 1, 2, 10, 20 y 30).



Las cinéticas de desestabilizacion de los seis tipos de emulsiones objeto de estudio, se
evaluaron a partir de los perfiles de retrodispersion (BS) medidos de acuerdo a los
intervalos preestablecidos a lo largo del periodo de almacenamiento (BSt), utilizando el
dia 0 (BSO) como referencia; ABS = BSt — BSO (zona superior, media e inferior)

(Herrera, 2012).

2.8.  Estabilidad frente a la oxidacion

Los productos de la oxidacion primaria (hidroperoxidos) se determinaron usando el
método propuesto por Huet al. (2004). El procedimiento seguido fue el siguiente: se
tomaron, por triplicado, 300 pL de muestra de cada emulsién y un blanco con agua
destilada, se mezcld con 1,5 mL de una solucion de isooctano/2-propanol (3:1, v/v), en
tubos de vidrio, se agit6 en vortex 30s (10s x 3), luego se centrifugd a 1000 g a 20-25
°C durante 2 min con el fin de separar la fase organica. Se anadieron 200 pL de la fase
orgénica (parte liquida suspendida en la parte mas superficial) a 2,8 mL de la solucion
de metanol/1-butanol (2:1, v/v). A continuacion, se pipetearon, de forma sucesiva, 15
pL de amonio tiocianato 3,97 M y 15 pL de una solucion de hierro (preparada mezclando
0,132 MBaCl; + 0,144 M FeSO.). Finalmente, los tubos de ensayo se volvieron a agitar
en vortex (10s) y, transcurridos 20 min de espera, para permitir que tuviese lugar la
reaccion, se midio la absorbancia de la solucion a una longitud de onda de 532 nm. Este
método espectrofotométrico mide la capacidad de los hidroperoxidos para oxidar los
iones ferrosos a férricos, al interaccionar con amonio tiocianato y una solucion de
hierro. Los iones ferrosos (Fe*") son oxidados, por el peroxido de hidrogeno, a iones
férricos (Fe™") y éste se combina con el tiocianato, en medio clorhidrico, dando lugar a
un complejo de color rojo-violeta que muestra una absorbancia maxima a 500-510 nm

(Dobarganes y Velasco, 2002).

Para la determinaciéon de los productos de la oxidacion secundaria (TBARS), se
cuantificaron las sustancias reactivas al acido tiobarbittrico (TBA). Para ello, se emple6
una adaptacion del método propuesto por Sgrensen y Jgrgensen (1996). Se tomaron 7,5
g de muestra de cada una de las emulsiones y se les afladieron 15 mL de &cido
tricloroacético al 7,5%. La mezcla se agit6 al vortex (10s) y, tras 20 min de reaccion, se
filtraron a través de un filtro Whatman n° 1. A continuacién, se transfirieron 2 mL del

filtrado a tubos de ensayo, se pipetearon 2 mL de una solucion de TBA al 0,8%, se
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agitaron en vortex (10s) y se incubaron en un bafio maria a 70 °C durante 40 min. Las
muestras se enfriaron réapidamente mediante un bafo de hielo durante 5 min vy,
finalmente, se midi6 la absorbancia de la solucion (tras la reaccion colorimétrica) a la
longitud de onda a 532 nm. Este método se basa en la reaccion de una molécula de
malonaldehido (MDA) con dos moléculas TBA para formar un complejo coloreado
MDA-TBA (color rosa), que puede ser cuantificado mediante espectrofotometria con un

maximo de absorcion a longitudes de onda de 530-535 nm (Sahidi y Zhong, 2005).

2.9.  Anadlisis estadistico

Se realizd un analisis estadistico ANOVA, de los datos experimentales utilizando el

programa STATGRAPHICS Centurion X VI, con un nivel de significacion del 95%.

En cuanto a la estadistica descriptiva se refiere, se calculd la media y la desviacion
estindar para cada variable en estudio. Igualmente, se utilizd el test Tukey, de
comparaciones multiples, para contrastar las medias de los diferentes niveles de un
mismo factor a lo largo del tiempo y de diferentes factores en los diferentes dias de

analisis.

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1.  Distribucion del tamario de particula

El estudio de la distribucion del tamafo de particula de la emulsion se realizo mediante
el analisis de la curvas de distribucion de tamano de particula y la evaluacion de los
parametros ds (didmetro medio en relacion a la superficie-peso de las particulas) y d.;s
(didmetro medio en relacion al volumen-peso de las particulas, relacionado con la

presencia de agregados de las particulas en el producto) (Cortés et al., 2009).

En la Tabla 1 se puede apreciar que la aplicacién de la UHPH redujo considerablemente
el tamano de las particulas de la emulsion, en comparacion con el tratamiento de CH.
Como se ha comentado anteriormente, la UHPH es una tecnologia de homogeneizacion
que permite obtener emulsiones submicrdnicas finas y fisicamente estables (< 1 um)
(Trujillo et al., 2006; Chevalier et al., 2009; Dumay et al., 2013; Fernandez et al.,

2015). Otros estudios (Hebishy, 2013) también han utilizado el caseinato sédico como
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emulgente ademas de la tecnologia UHPH para producir emulsiones O/W dando como

resultado tamafios de particula similares al obtenido en nuestro estudio.

En relacién a la adicion de aceites esenciales, no hubo diferencias significativas en las

emulsiones anadidas de aceites esenciales de clavo o de tomillo.

Tabla 1.Parametros correspondientes al analisis de tamafio de particula de las emulsiones O/W
producidas con caseinato sddico, aceites vegetales y esenciales, y tratadas por homogeneizacion
convencional (CH) o por homogenizacion a ultra alta presion (UHPH).

Tamaio de particula' (um)

Tratamientos dso> d 43

CHC 1,45 ° + 0,14 0,74 * £ 0,07
CH Al 1,49 ° + 0,02 0,71 ° + 0,02
CH A2 1,51 ° + 0,07 0,77 ° + 0,05
UHPH C 0,70 * =+ 0,06 0,27 * + 0,02
UHPH Al 0,69 * £ 0,09 0,28 * + 0,02
UHPH A2 0,70 * £ 0,03 031 * + 0,02

'Media + error estandar. CH: Homogeneizacion convencional; UHPH:
Homogeneizacion a ultra alta presion; C: Emulsion control; Al:
Emulsion con aceite esencial de clavo; A2: Emulsion con aceite
esencial de tomillo. *® Valores en la misma columna con diferente
superindice indican diferencias significativas entre las emulsiones
(P<0,05).

3.2.  Determinacion del pH

La Tabla 2 muestra los valores de pH de las distintas emulsiones tratadas con ambos
tratamientos de homogeneizacion. Los valores de pH de las diversas emulsiones, al dia
1 se situaron entre 6,82 y 6,95 indicando diferencias significativas (P<0,05), entre las
emulsiones producidas por los diferentes tratamientos de homogenizacion, y entre las
emulsiones control y aquellas con adicion de aceites esenciales (~ 0,1 unidades). Las
emulsiones UHPH presentaron mayores niveles de pH en comparacion a las obtenidas
mediante CH. Durante el tiempo de almacenamiento, el comportamiento del pH de las
emulsiones tendio en general a disminuir, haciéndolo de manera significativa (P < 0,05)
en las emulsiones UHPH, a diferencia de sus homdlogas tratadas por CH. En los dias de
almacenamiento 10 y 20 no hubo diferencias significativas entre las emulsiones tratadas

por CH.
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Tabla 2. Parametros correspondientes al pH de la emulsion O/W, emulsiones tratadas por
homogeneizacion convencional y a ultra alta presion..

1
Tratamientos pH
Dia 1 Dia 10 Dia 20 Dia 30

CHC 6,824 0,007  6,82%+ 0,028  6,72% +0,170 ND
CH AL 6,720,014 6,75 £0,021 6,73 + 0,110 ND

6,76+ 0,007 6,81 £0,099 6,57 + 0,134 ND
CH A2

6,947+ 0,014 7,05% £ 0,042 6.80° + 0,078 6,65 = 0,053
UHPH C

6,849 0,028  6,92™+0,049 6,91 + 0,09 6,55 + 0,060
UHPH Al 6,957 £ 0,007 695 £ 0,064 684> £ 0,018 6,69°* £ 0,095
UHPH A2

'"Media + error estandar. CH: Homogeneizacion convencional, UHPH: Homogeneizacion a ultra
alta presion; C: Emulsion control; Al: Emulsion con aceite esencial de clavo; A2: Emulsion con
aceite esencial de tomillo. ND: No determinado.*” Valores en la misma columna con diferente
superindice indican diferencias significativas entre las emulsiones (P<0,05).** Valores en la misma
fila con diferente superindice indican diferencias significativas a lo largo del tiempo (P<0,05).

3.3. Caracterizacion reologica

El ajuste de las curvas de flujo al modelo generalizado de Ostwald de Waele mostrd
valores de n correspondientes a un comportamiento no Newtoniano en todas las
emulsiones estudiadas (Tabla 3). Sin embargo, las emulsiones tratadas por UHPH
presentaron valores de » muy proximos a 1, indicando con ello que se acercan mucho
mas al comportamiento Newtoniano que sus homologas tratadas por CH. En todos los
casos, n fue menor que 1, lo que indica que se trata de liquidos pseudoplasticos, en los
que la viscosidad disminuye al aumentar el gradiente de velocidad aplicado. De los
valores observados, podemos decir que las muestras tratadas mediante CH son
marcadamente pseudoplasticas y las tratadas a UHPH son ligeramente pseudoplésticas.
A lo largo del tiempo de almacenamiento en la mayoria de los casos, n mostrd6 un
aumento, indicando una mayor tendencia al comportamiento pseudopléstico, debido
probablemente a la interaccion entre gotas producida por interacciones atractivas. La
excepcion observada de esta tendencia la presentd la emulsion UHPH A2, la cual
mantuvo un comportamiento estable no existiendo diferencias significativas a lo largo

del almacenamiento.
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Segun lo expuesto por los autores Floury, Desrumaux y Lardieres (2000), las
emulsiones que contienen hasta un 20% de fase dispersa y que son sometidas a un
proceso de homogeneizacion en un intervalo de presion de 20-300 MPa, presentan
comportamientos newtonianos (n=1). Esto es debido a la baja interacciéon entre
particulas que existen en este tipo de emulsiones, como consecuencia de la disminucion
en el tamafio de particula que, a su vez, conlleva la reduccion de la tension interfacial.

Esta teoria es respaldada por otros autores como Samavati et al. (2002).

Hay diversos estudios que relacionan el pH con la respuesta viscoelastica, Calero et al.
(2013) afirma que a pH elevado puede ser atribuida a la formacion de redes de las gotas
de fase dispersa cuya superficie se encuentra rodeada de capas de proteina cargadas
negativamente y que por tanto interaccionan moléculas con carga positiva localizadas
preferentemente en la fase continua. Sin embargo a menor pH, lo cual coincide con este
estudio, provoca una disminucion de las cargas negativas superficiales de la proteina, al
aproximarse a su punto isoeléctrico, que produce un claro debilitamiento de estas redes

estructurales.
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Tabla 3.Valores medios y desviaciones estandar del indice de comportamiento al flujo (n = Paxs) de las emulsiones tratadas por homogeneizacion
convencional (CH) y a ultra alta presion (UHPH). Evolucion durante el almacenamiento en refrigeracion a 4 °C.

Tratamientos n (Pa xs)
Dial Dia 10 Dia 20 Dia 30
CHC 0,67 >* £+ 0,041 0,75 2o+ 0,225 0,79 ™Y+ 0,055 ND
CH Al 0,69 >* £+ 0,005 0,71 £ 0860 0,72 * £ 0,006 ND
CH A2 0,56 >* + 0,007 0,67 Y+ 3,164 0,76 ** £ 0,012 ND
UHPH C 091 ©°* + 0,006 0,93 bx £ (0,782 097 ¥ £ 0,005 1,03 "* + 0,017
UHPH Al 0,90 ¥ + 0,009 0,89 bx o+ 0,733 095 “v + 0,023 097 Y + 0,055
UHPH A2 0,90 ©°* = 0,019 0,87 bx £ 0493 0,88 X + 0,056 0,89 ** <+ 0,032

CH: Homogeneizacion convencional; UHPH: Ultra alta presion de homogeneizacion; C: emulsion control; Al: Emulsion con aceite de clavo; A 2:
Emulsioén con aceite de tomillo. *¢ Valores en la misma columna con diferente superindice indican diferencias significativas entre las emulsiones
(P<0,05). ** Valores en la misma fila con diferente superindice indican diferencias significativas a lo largo del tiempo (P<0,05).
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Tabla 4. Valores medios y desviaciones estdndar del indice de consistencia (kK = mPa xs") de

convencional y a ultra alta presion. Evolucion durante el almacenamiento en refrigeracion a 4 °C.

las emulsiones tratadas por homogeneizacion

k (mPa xs")
Tratamientos
Dia 1 Dia 10 Dia 20 Dia 30

CHC 44,72 >* £ 0,06 25,68 <Y + 0,23 18,56 ¢* £ 022 ND

CH Al 42,28 >* £ 0,53 37,09 ¢¥ £ 0,86 3325 tx £ 0,46 ND

CH A2 64,93 °* + 437 51,78 *Y £ 3,16 21,26 ©* + 046 ND

UHPH C 11,42 ** + 0,27 10,52 »* £ 0,78 6,78 =¥ £ 0,46 2,85 »* £ 0,27
UHPH A1l 11,86 ** = 0,92 14,09 >+ 0,73 8,59 Y + 0,80 564 >+ 190
UHPH A2 12,66 ** + 203 12,10 ™ + 0,49 1229 «* + 0,57 13,34 «* + 0,21

CH: Homogeneizacion convencional; UHPH: Homogeneizacion a ultra alta presion de; C: Emulsion control; Al: Emulsion con aceite de clavo; A2:
Emulsion con aceite de tomillo. ND: No determinado.*” Valores en la misma columna con diferente superindice indican diferencias significativas
entre las emulsiones (P<0,05). ** Valores en la misma fila con diferente superindice indican diferencias significativas a lo largo del tiempo (P<0,05).
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En la Tabla 4 se evidencia una marcada diferencia del indice de consistencia entre los
dos tipos de tratamientos realizados en este estudio, teniendo valores mayores las
emulsiones tratadas por CH, en comparacion a las emulsiones tratadas por UHPH. Se
puede observar que a lo largo del tiempo de almacenamiento, en ambos casos, el indice
de consistencia disminuy6 considerablemente. Cabe destacar que la emulsion formulada
con aceite de tomillo y tratada a UHPH es la excepcion, manteniendo valores estables
de k a lo largo del almacenamiento. Segun Cortés-Mufioz et al. (2009), para una
fracciéon de volumen de aceite dada, la viscosidad de las emulsiones UHPH esta
inversamente correlacionada con los valores d,; lo que implica un aumento de la
viscosidad de la emulsion al incrementarse el nimero de gotas de aceite, lo cual no
aplica en el presente estudio, donde la viscosidad se ve directamente relacionada con los
valores d. 3. Esto podria deberse presumiblemente a la presencia del aceite de chia, pero

no hay suficientes estudios que expliquen este comportamiento inusual.

En general, podemos decir que los valores de los parametros reologicos observados el
dia 1 pueden explicarse a partir de los valores observados de tamaio de particula. En las
muestras CH tanto el tamafo medio de particulas (d;2) como el indicativo de la
presencia de agregados (d.3) son mayores que en las emulsiones tratadas por UHPH, de
ahi la mayor consistencia observada en las primeras. En general, tanto en los valores de
k como en los de n de las emulsiones tratadas por CH, se observé una marcada
influencia del aceite esencial de tomillo, las cuales presentaron una consistencia
significativamente mayor que la emulsioén control y las formuladas con aceite esencial
de clavo. Sin embargo, en las emulsiones UHPH, al dia 1 no se observo la influencia del
aceite esencial utilizado. En cuanto a la evolucion de k durante el almacenamiento de las
emulsiones UHPH, a excepcion de la formulada con aceite de tomillo y como hemos
comentado anteriormente, se observo una tendencia a la disminucion de este pardmetro.
Esta tendencia se contradice con estudios realizados recientemente, donde se muestra
que el comportamiento de las emulsiones tratadas por UHPH mantienen un
comportamiento reoldgico mucho mas estable durante el almacenamiento que los
obtenidos en el presente trabajo (Hebishy, 2013; Fernandez-Avila et al., 2015). Esto
podria deberse al tipo de constituyentes incluidos en la emulsion, ya que la presencia del
aceite de chia podria causar en la misma una cierta inestabilidad, probablemente por
coalescencia, que daria lugar a gotas mas grandes, pero en dichas emulsiones habria una

superficie eficaz menor de gotas que produciria los cambios de consistencia
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anteriormente mencionados. No hay estudios que nos permitan explicar el efecto
combinado de la utilizacion de aceites esenciales, aceite de chia y de oliva, en la
elaboracion de emulsiones. A la vista del comportamiento de las muestras control, sin
aceite esencial, parece probable que el aceite de chia podria tener una influencia
importante en el comportamiento reoldgico observado. Sin embargo, deberian hacerse
mas estudios, que incluyan un nimero mayor de muestras con diferentes porcentajes de
de aceite de chia y esenciales, para tratar de explicar el comportamiento reoldgico

atipico encontrado en este estudio.

3.4.  Estabilidad fisica

La Figura 1 muestra el perfil de las curvas de BS para las emulsiones tratadas por CH y
UHPH. En la parte superior, en todos los casos, se muestra formacion de cremado,
representado por un intenso color naranja, mientras que en la parte inferior, puede
distinguirse, una zona de clarificacion mas o menos intensa segin la emulsion,
indicando que las particulas menos densas migran hacia la superficie. Como
consecuencia de esta migracion, el producto clarifica en la parte inferior y crema en la
superior, siendo estos fenomenos mucho mas marcados en las emulsiones tratadas por
CH en comparacion a las UHPH; en las emulsiones UHPH, si bien ocurrio clarificacion

y cremado, éstos fueron menores.

El cremado en las emulsiones aparecio en periodos tempranos de almacenamiento y se
mantuvo durante el tiempo de almacenamiento. En la zona inferior del recipiente de
analisis, se observo una marcada clarificacion en las emulsiones tratadas por CH en
comparacion a las UHPH debido a la migracion de las particulas hacia la superficie del
recipiente, mostrando que las emulsiones CH fueron mas inestables desde el punto de
vista fisico. Una posible explicacion podria ser el tamafio de particula més grande en las

emulsiones CH en comparacién a las UHPH.

Los hallazgos en la literatura sugieren que la UHPH mejora la estabilidad de las
emulsiones debido a la disminucion del diametro de las particulas que las componen
(Floury et al., 2002; Lee et al., 2009). A parte de disminuir el tamafo de particula, en
emulsiones formuladas con proteina como emulsionante, la UHPH mejora la estabilidad
de la emulsién creada, por modificar las propiedades y caracteristicas del emulsionante

proteico utilizado por diferentes mecanismos (desnaturalizacion, cambios
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conformacionales aumentando la exposicion de zonas hidrofobicas, etc.), haciendo que
en algunos casos recubra mejor las gotas lipidicas y se favorezca su estabilidad en la

emulsion (McClements, 2005).

19



g rriyrrrrryrrsgrrrrryar LT 00T o | R R e A R [ YR B S [T [ (G [ R e (BN [ B W [TEEN N PR N
A6d id 23d 46d
Tiempo Tiempo

504 { { 504

LI R B B B B L B D L L L L L L L
i e |||rr|||r|||r||‘1rr||

0d 23d 46d Tiempa T

Figura 1. Evolucion del backscattering (BS) de las emulsiones obtenidas por homogeneizacién convencional (A: control; B: en presencia de
aceite esencial de clavo; C: en presencia de aceite esencial de tomillo) y por homogeneizacion a ultra alta presion (D: control; E: en presencia de
aceite esencial de clavo; F: en presencia de aceite esencial de tomillo) durante el periodo de almacenamiento a 4 °C.
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Es posible realizar un seguimiento de la cinética de coalescencia en las muestras en
funcion del tiempo de almacenamiento, gracias al indice de estabilidad calculado por el
Turbiscan y denominado Turbiscan Stability Index (TSI), el cual resume todas las
variaciones detectadas en las muestra (tamafio y/o la concentracion) en un periodo de

tiempo dado. A mayor TSI, peor esla estabilidad de la muestra.

En general podemos decir que el TSI muestra una marcada diferencia entre las
emulsiones tratadas por CH y las UHPH, presentando una cinética de coalescencia
mayor y asi siendo mas inestables las emulsiones CH, en comparacion a las emulsiones
tratadas por UHPH (Fig. 2). Cabe mencionar, en el caso de las emulsiones CH, un

comportamiento mas estable en la emulsion que contiene el aceite esencial de tomillo.

Los hallazgos en la literatura sugieren que la UHPH mejora la estabilidad de formacion
de cremado en las emulsiones, por la disminucion del didmetro de las gotas (Floury et
al., 2002; Lee et al., 2009). Cuando el tamafio de particula es < 100 nm, la formacion de
cremado se reduce considerablemente y la agregacion se convierte en un mecanismo

dominante para la inestabilidad de la emulsion (McClements, 2005).

Figura 4.Valores del indice de estabilidad del Turbiscan para las emulsiones elaboradas por
homogeneizacion convencional o por ultra alta presion durante su almacenamiento en refrigeracion. CH:
Homogeneizacion convencional; UHPH: Ultra alta presion de homogeneizacion; C: emulsion control; Al:
Emulsion con aceite de clavo; A2: Emulsion con aceite de tomillo.
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3. 5. Estabilidad frente a la oxidacion

La oxidacion lipidica es la principal razoén del deterioro de las grasas y aceites
(Matthdus et al., 2010) que consiste en la reaccion del oxigeno molecular con acidos
grasos insaturados, dando como resultado hidroperdxidos insaturados (Gunstone y
Martini, 2010). Los hidroperéxidos lipidicos, productos de oxidacién primaria, son
moléculas inestables que pueden descomponerse en una amplia gama de productos
secundarios volatiles y no volatiles, principalmente aldehidos, responsables de olores y

sabores indeseables (McClements y Decker, 2000).

En las Tabla 5 y 6 se presentan los valores obtenidos en oxidacion primaria y secundaria
por analisis de hidroperoxidos y TBARs, respectivamente. Podemos observar que no
hubo diferencias significativas (P > 0,05) en hidroperoxidos para las emulsiones tratadas
por CH y UHPH, a excepcion de la emulsion conteniendo aceite esencial de tomillo
tratada por UHPH, la cual presentd concentraciones significativamente (P < 0,05)

menores de hidroperoxidos a partir del dia 10 de almacenamiento.

A lo largo del periodo de almacenamiento en general se puede observar, leves ascensos
y descensos en los valores de hidroperdxidos. Este comportamiento irregular con
aumento y disminucion de los hidroperéxidos lipidicos se puede explicar debido a la
inestabilidad de los productos de oxidacion primarios. Como los perdxidos son
productos de oxidacion primarios inestables, éstos se pueden transformar rapidamente
en productos de oxidacidon secundaria, incluyendo aldehidos, cetonas, alcoholes,
hidrocarburos, 4acidos orgéanicos volatiles, y compuestos epoxi (McClements y Decker,

2000).
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Tabla 5. Valores medios y desviaciones estandar de hidroper6xidos (mmol/L) de las emulsiones tratadas por homogeneizacion

convencional y a ultra alta presion durante su almacenamiento en refrigeracion.

Hidroperéxidos (mmol/L)

Tratamientos
Dia 1 Dia 10 Dia 20 Dia 30
CHC 1,16 »* =+ 0,09 1,14 >+ 0,15 0,90 >* =+ 0,24 ND
CH Al 0,84 *»* &+ 0,20 1,05 >+ 0,26 0,87 >* =+ 0,16 ND
CH A2 1,00 »* + 0,04 0,89 ** & 0,24 0,79 >* =+ 0,02 ND
UHPH C 1,01 »* =+ 0,17 0,99 > & 0,27 0,91 >* =+ 0,06 1,02 °* + 0,25
UHPH Al 0,92 ** &+ 0,24 1,08 > & 0,14 0,85 >* =+ 0,11 0,93 ©* + 0,23
UHPH A2 0,80 *Y =+ 0,20 0,68 *¥ % 0,06 0,46 ~* + 0,11 0,43 ** + 0,03

CH: Homogeneizacion convencional; UHPH: Homogeneizacion a ultra alta presion; C: Emulsion control; Al: Emulsion con aceite de
clavo; A2: Emulsién con aceite de tomillo. ** Valores en la misma columna con diferente superindice indican diferencias significativas
entre las emulsiones (P<0,05). ¥ Valores en la misma fila con diferente superindice indican diferencias significativas a lo largo del tiempo

(P<0,05).
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El andlisis de oxidacion secundaria de las emulsiones a través de la técnica de TBARs
mostrd diferencias significativas (P < 0,05) obteniendo concentraciones mayores de
MDA en las emulsiones tratadas por UHPH que en las tratadas por CH a dia 1 de su
produccion. Sin embargo, y en general, los niveles de MDA se mantuvieron constantes
durante el almacenamiento de las emulsiones, a excepcion de la emulsion formulada
con aceite esencial de tomillo tratada por UHPH que presentd pequefias variaciones.
Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Hebishy (2013) utilizando caseinato
sodico (5%) como emulsificante en la produccién de emulsiones tratadas por UHPH
(200 MPa). La oxidacion lipidica se acelera por reacciones que tienen lugar en la
superficie delas gotas de la emulsion O/W. Basandose en este principio, como era de
esperar, la tasa de oxidacion de lipidos aument6d en las emulsiones tratadas a UHPH
comparadas con las emulsiones tratadas CH, ya que el tamafo de las gotas lipidicas
disminuy6 por el tratamiento de UHPH y por lo tanto el area de superficie aumentd. La
ruptura de las gotas por fendmenos de cavitacion y la posterior reorganizacion de las
gotitas de aceite durante la homogeneizacion promueve la distribucion de oxigeno,
catalizadores y productos de oxidacion lipidica entre las gotas de aceite recién
dispuestas, pudiendo acelerar de este modo la oxidacion de los lipidos durante el
proceso de homogeneizacion. Incluso si las emulsiones UHPH presentaron altos valores
de TBARS en el dia 1, la evolucion de los productos de oxidacion secundaria durante 30
dias de almacenamiento en general no fue muy diferente indicado que la oxidacion

fundamentalmente se produce durante el proceso de homogeneizacion.

La inclusion de aceites esenciales en la formulacion de las emulsiones no produjeron, un
efecto positivo sobre la reduccion de la oxidacion secundaria de las emulsiones (CH o
UHPH), si bien los resultados muestran una tendencia en la reduccion de la oxidacion
secundaria en el caso del uso del aceite esencial de tomillo en las emulsiones tratadas

por UHPH a lo largo del tiempo de almacenamiento.

Sin embargo, existen varios estudios como los de Fernandez-Avila et al.(2015; 2016) y
Hebishy (2013) donde utilizando otros tipos de emulgentes o condiciones de
homogeneizacion resulta interesante observar que las emulsiones obtenidas por UHPH
presenta mejor estabilidad frente a la oxidacion que las CH, indicando que otros
factores, ademds del tamafio de particula o del area de superficie, también son
importantes para determinar la estabilidad oxidativa, como por ejemplo, la cantidad de

proteinas directamente en contacto con la fase lipidica.
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Tabla 6. Valores medios y desviaciones estandar de TBARS (pg MDA/ml de emulsion) de las emulsiones tratadas por homogeneizacion

convencional y a ultra alta presion durante su almacenamiento en refrigeracion.

TBARS (ug MDA/ml de emulsion)

Tratamientos
Dia 1 Dia 10 Dia 20 Dia 30

CHC 0,07 »* =+ 0,02 0,12 »Y + 0,04 0,05 =* &+ 0,01 ND

CH Al 0,07 »¥ =+ 0,01 0,06 *¥ + 0,07 0,05 »* =+ 0,01 ND

CH A2 0,07 »¥ =+ 0,02 0,06 ¥ + 0,01 0,04 »* &+ 0,00 ND

UHPH C 0,23 ** &+ 0,02 0,27 > £ 0,02 0,23 ** =+ 0,05 0,29 > & 0,09
UHPH Al 0,18 ** £ 0,02 0,23 > & 0,02 0,24 <Y % 0,04 0,20 > &+ 0,03
UHPH A2 0,22 ¥ &+ 0,02 0,26 »Y & 0,11 0,16 ** =+ 0,02 0,17 »* =+ 0,02

CH: Homogeneizacion convencional; UHPH: Homogeneizacion a ultra alta presion de; C: Emulsion control; Al: Emulsion con aceite de
clavo; A2: Emulsion con aceite de tomillo. *° Valores en la misma columna con diferente superindice indican diferencias significativas entre
las emulsiones (P<0,05). ¥ Valores en la misma fila con diferente superindice indican diferencias significativas a lo largo del tiempo

(P<0,05).
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4. CONCLUSION

Este estudio ha valorado la utilizaciéon de la UHPH en la obtencion de emulsiones
formuladas con caseinato sdédico como emulgente proteico de origen animal y aceites
vegetales ricos en acidos grasos ®-3 (oliva y chia) altamente propensos a la oxidacién
lipidica, y la inclusion en ellas de aceites esenciales (clavo o tomillo) con caracteristicas

antioxidantes, en comparacion al proceso de CH.

Los procesos de homogenizacion utilizados (CH y UHPH) conjuntamente con la
utilizacion del emulgente proteico caseinato sddico produjeron emulsiones con tamafios
de particula reducidos. Sin embargo, las emulsiones obtenidas por UHPH presentaron
un tamafio de particula menor (submicréon) y una estabilidad fisica muy superior,
durante su almacenamiento en refrigeracion, en comparacion a sus homologas tratadas

por CH.

Todas las emulsiones presentaron un comportamiento reoldgico pseudopléstico (n < 1),
aunque las procesadas por UHPH presentaron valores de » mas cercanos a 1 indicando

un comportamiento menos pseudoplastico en comparacion a las emulsiones CH.

Las emulsiones procesadas por CH o por UHPH presentaron niveles de hidroperdxidos
muy similares; sin embargo, las emulsiones UHPH presentaron valores mayores de
oxidacion secundaria desde el primer dia de su elaboracion, en comparacion a las
tratadas por CH, si bien estos valores se mantuvieron en general constantes durante los
30 dias de vida util de estas emulsiones. La inclusion de los aceites esenciales de clavo
o tomillo, a la concentracion utilizada, no mostraron un efecto neto antioxidante en las

emulsiones.

Los resultados obtenidos en este estudio, sobre la aplicacion de la UHPH en la
produccion de emulsiones formuladas con aceites vegetales altamente susceptibles a la
oxidacion lipidica, son limitados derivado de los resultados obtenidos en la oxidacion de
las emulsiones. Por ello son necesarios mas trabajos donde se prueben nuevas
condiciones en la obtencién de las emulsiones utilizando nuevas condiciones en el
proceso UHPH o incluyendo otras concentraciones de los aceites esenciales, para

definitivamente mostrar su potencial aplicabilidad.
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