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Comportamiento reoldgico y estructural de bebidas lacteas fermentadas conteniendo
emulsiones aceite-en-agua y agua—aceite—en—agua formuladas con diferentes agentes

emulsificantes y estabilizantes

Maricarmen Thalfa Recillas Mota', Consuelo Lobato Calleros?,
Armande Santos Moreno®, Teodoro Espinosa Solares*, Amiicar Mejenes Quijano®

RESUMEN

Ll objetivo de este trabajo fue relacionar la microestructura y las propiedades reologicas de
bebidas lacteas conteniendo emulsiones aceite-en-agua (O/W) y agua-en-aceite-en-agua
(W1/O/W5), con la composicién en emulsificantes/estabilizantes de las emulsiones y con
una bebida lactea control conteniendo 30 g de grasa lactea L7, La emulsién O/W se prepard
con aceite de canola (AC), leche descremada (LD) y una mezcla de emulsificantes de bajo
peso molecular (EBPM). La emulsion interna W1/O de las emulsiones multiples (EM)
estuvo constituida por agua, AC y EBPM. La fase externa O/W; de las EM contuvo
carboximetilcelulosa, pectina de bajo metoxilo o Tween 20, dispersos en LD. Barridos
dindmicos de frecuencia (0.01 a 10 Hz, 0.1 % de deformacién), curvas de flujo (1 a 300 sh
y micrograﬁaé electrénicas de barrido, indicaron que los hidrocoloides contribuyeron a la
obtencién de bebidas con valores altos de médulos deY ALAS REVELAST EQUE TAL
SALIEROPN almacenamiento (G*) y de pérdida (G™), mostrando comportamiento s6lido
viscoeldstico y reforzamiento de sus redes protefnicas; mientras que Tween y los EBPM,
promovieron un comportamiento mds fluido de las bebidas y una estructura proteinica mas
débil. Las bebidas exhibieron comportamiento no Newtoniano, que se ajusté al modelo de

Herschel-Bulkley.

Palabras clave: Bebidas lacteas fermentadas, emulsiones sencillas, emulsiones multiples, microestructura,

reclogla, geles
'Estudiante y *Profesores investigadores de fa Maestria en Ciencia y Tecnologfa Agroalimentaria,



Rheological and structural behaivoir of fermented lactic beverages containing oil in
water and water in oil in water emulsions make up differents emulsifier and

stabilizers agents.

Maricarmen Thalia Recillas Mota', Consuelo Lobato Calleros?,

Armando Santos Moreno®, Teodoro Espinosa Solares”, Amilcar Mejenes Quijano’

Summary

The objective of this work was to relate the microstructure and rheological properties of
lactic beverages containing oil-in-water (O/W) or water-in-oil-in-water emulsions
(W,/O/W,) with the emulsifiers/stabilizers composition of the emulsions and with a control
lactic beverage containing 30 g of milk-fat L', The oil-in-water emulsion was prepared
with canola oil (AC), skim milk (1D} and a blend of low-molecular weight emulsifiers
(EBPM). The internal W;/O emulsion of the multiple emulsions (EM) was made up with
water, AC and EBPM, The external O/W; of the EM contained carboxymethylcellulose,
low methoxypectin or Tween 20 dispersed LD. Dynamic frequency sweeps (0.01 to 10 Hz,
0.1 % strain), flow curves (1 a 300 s™') and scanning electron micrographs indicated that the
hydrocolloids contributed to obtain lactic beverages with higher storage modulus (G°) and
loss modulus (G”) values, showing solid viscoelastic behavior and reinforcing of the
protein networks, whilst Tween and EBPM promoted fluid behavior of the lactic beverages
and a weaker protein network structure. The beverages showed non-Newtonian behavior

which was adjusted to the Herschel-Bulkley model.

Key words; Fermented lactic beverages, simple emulsions, multiple emulsions, microstructure, rheology,

gels,
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INTRODUCCION

En los Gltimos afios se han incremeniado considerablemente los problemas en la salud de
los mexicanos, derivados en gran parte, de sus hébitos alimenticios, y sedentarismo. Cabe
resaltar que entre las causas de mortalidad, las enfermedades cardiovasculares ocupan el
primer lugar (INEGI, 2002). Lo anterior ha generado un creciente interés de la poblacion
hacia el consumo de alimentos bajos en grasa, sobre todo aquella de tipo saturada y esto ha

creado la necesidad de investigaciones que conlleven a la satisfaccién de tal demanda.

La reduccién y/o sustitucién de grasa de tipo saturada por la de tipo insaturada no ha sido
una tarea sencilla, ya que la grasa contribuye a la calidad final de los productos alimenticios
v su reduccién y/o sustitucion altera notablemente las cualidades de los mismos, siendo las
de tipo sensorial, ademas de las nutrimentales, las mds afectadas. Entre las cualidades
sensoriales que sufren deterioro al disminuir o sustituir la grasa de los alimentos, destacan
las de dureza, cohesividad, elasticidad, apariencia, recubrimiento bucal y sabor, influyendo
esto notablemente en su aceptacion por el consumidor (Keogh y O'Kennedy, 1998;

Truswell, 1995; Shaker ef al, 2000).

Desarrollos recientes en tecnologia alimentaria presentan el uso de emulsiones, sencillas o
multiples, como una alternativa para el desarrollo de nuevos productos més afines a las
necesidades de los consumidores. La aplicacion de emulsiones en alimentos ofrece ventajas
tecnolégicas, principalmente la referente a su capacidad de encapsular, en sus gotas
internas, compuestos labiles; por ejemplo, cOmpuestoé nutracéuticos — que aportan un
beneficio a la salud y bienestar mas alld de los requerimientos nutricionales — los cuales se

encuentran protegidos del medio y pueden ser lentamente liberados (Muguet et al., 2001).

Adicionalmente, las emulsiones pueden ser formuladas con ingredientes que presenten una
composicion de acidos grasos saludables (de tipo insaturado) y ain mejor, para el caso de
emulsiones. multiples (agua—en—aceite-en—agua); éstas se pueden incorporar en cantidades
similares al componente graso a sustituir, pero aportaran menor cantidad de componente

graso. Los globulos de una emulsion multiple pueden mostrar tamafios similares a los de



los globulos grasos de la leche, por ejemplo, pero al estar constituidos por diminutas gotas
de agua inmersas en la fase oleosa, aportardn menor cantidad de componente graso. Los
globulos de emulsiones pueden conferir & derivados ldcteos en los que se encuentren
incorporados, propiedades mecanicas semejantes a aquellas proporcionadas por los
glébulos de grasa lactea en el producto tradicional (Garti, 1997, Lobato-Calleros et al.,
2003).

Entre los derivados lacteos, destacan las bebidas fermentadas, debido a su amplia
aceptacion por los consumidores, Ademés las bebidas fermentadas son reconocidas como
sistemas acarreadores de bacterias lécticas pro-bidticas, (v.g. Laciobacillus acidophilus y
Bifidobacterium bifidum), las cuales se desarrolian adecuadamente en éstas y permanecen

viables hasta llegar al intestino (Lourens-Hattingh, A. y Viljoen, B. 2001},

Una bebida lctea fermentada se comporta como un gel débil, mostrando comportamiento
viscoeldstico, bajo esfuerzos oscilatorios pequefios y bajas deformaciones. El gel de las
bebidas lacteas fermentadas estd formado por la agregacion de micelas de caseina,
quedando el lactosuero y los globulos de grasé lactea atrapados en el interior de la red

proteinica (Shaker, R., ef al., 2000),

Existen dos vias para la formacion de un gel lacteo, por acidificacién, como en el yogur y
las bebidas lacteas fermentadas y por la actuacion de enzimas (queso). Ambos tipos de
geles poseen caracteristicas mecénicas diferentes, Cualquier cambio en la composicion de
la leche y en las condiciones de elaboracién de geles ldcteos, alteran su estructura y
propiedades mecdnicas, como resultado de modificaciones en las interacciones de sus
componentes (glébulos de grasa-globulos de grasa, prdteina-proteina, glébulos de grasa-
proteina, etc.). Por ejemplo, modificaciones en el componente graso de la leche, originados
por procesos de homogenizacién o por su sustifucién por otro tipo de particulas grasas,
altera la capacidad de interaccion de los mismos con la red proteinica. Los globulos grasos
de leches homogeneizadas muestran mayor interacciéon con la matriz proteinica del gel, a
través de enlaces entre las lactoproteinas que se adsorben a la nueva membrana del globulo

graso y la caseina de la red. Este fenémeno es producido como resultado de la alteracién



mec4nica y en composicion de la membrana original de los glébulos grasos. También se ha
informado de complejos - caseina y B-lactoglobulina formados después de un tratamiento

térmico severo (Haque, ef al., 2001).

Bebidas Iécteas‘fermentadas en las que fueron utilizados sustitutos de grasa, exhibieron
menor tensién y firmeza que aquellas completas en grasa, como resultado de la disminucion
en ¢l nimero de glébulos grasos, actuando como promotores de estructura de la red

proteinica (Sandoval-Castilla ef al., 2004).

Cabe hacer mencion que el estudio de geles lacteos por Microscopia Electrénica de
Barrido, para determinar sus caracteristicas estructurales y relacionarlas con su
comportamiento mecdnico, es muy dificil debido a }:1116 la alta proporcién de agua presente
obstaculiza la deshidratacién de la muestra sin que la estructura protefnica se colapse
(Aguilera y Stanley, 1999), por ello es necesario probar técnicas innovadoras de
preparacion de muestras de bebidas que aseguren la observacion correcta de sus

caracteristicas estructurales.

Con base en todo lo antes expuesto, en esta investigacion se planted como objetivo estudiar
la relacién entre la microestructura y las propiedades reolégicas de bebidas lacteas
fermentadas conteniendo emulsiones, aceite-en-agua o agua-en-aceite-en-agua, con los

agentes emulsificantes/estabilizantes usados en la preparacion de estas Ultimas.



REVISION DE LITERATURA
Bebidas lacteas fermentadas

El proceso de elaboracién de bebidas lacteas como el yogur involucra tres pasos
principales: |

a) Estandarizacién. Es el ajuste de solidos grasos y no grasos, para asegurar la
consistencia final del pro‘ducto.

b) Tratamiente Térmico. El calentamiento de la leche con temperaturas superiores a
los 80 °C por periodos de tiempo prolongados. Este tratamiento desnaturaliza las
proteinas de lactosuero causando una interaccién con la k- caseina a fin de ser
integrada en la matriz proteica. |

¢) Fermentacion. La leche usualmente es inoculada con un cultivo lactico mixto (v.g.
Streptococcus  salivarius S5 thermophilus 'y Lactobacillus delbrueckii  ss.
bulgaricus), ¢ incubada por periodos de 3 a 5 horas. Provocandose una gelacion a
partir del consumo de lactosa de la leche, generando cido lactico el cual disminuye
el pH del sistema, que provoca la parcial desestabilizacion del las micelas de
casefna hasta que éstas se agregan, Dicha agregacion continua hasta que la red del

gel atrapa el suero dentro de su matriz (Steventon, et al. 1990).

En la actualidad, se ha incrementado el uso de bebidas lacteas como acarreadoras de
microorganismos probidticos, ya que se conocen interrelaciones entre los organismos del
intestino v algunos beneficios a la salud, se ha reconocido en la actualidad que un adecuado
balance en la poblacién microbiana en el intestino se asocia con una buena nutricion y
salud. Los microorganismos relacionados con este balance son lactobacillus y

bifidobacteria (Lourens-Hattingh, A. y Viljoen, B. 2001).

En afios recientes bacterias probidticas han sido incorporadas mds comunmente en
productos alimenticios, uno de los productos lécteos més populares en los cuales se

adicionan este tipo de microorganismo viables, son las bebidas fermentadas. A este tipo de



microorganismos se les atribuyen numerosos beneficios a la salud, tales como: control de
infecciones intestinales, reducir la intolerancia a la lactosa, reducir los niveles de colesterol

en el suero sanguineo y actividad anticarcinogénica (Lourens-Hattingh y Viljoen, 2001).
Sustitucion de grasa

Las bebidas lacteas fermentadas bajas en grasa pueden ser producidas por el reemplazo
parcial del contenido graso de la leche por ingrediéntes bajos en calorias conocidos como

sustitutos de grasa (Sandoval- Castilla, e al, 2004).

I.a sustitucion de la grasa ldctea por emulsiones sencillas (aceite en agua, O/W, por sus
siglas en inglés, oil in water} o multiples (agua aceite en agua, W /O/W,, por sus siglas én
inglés, water in oil in water), por particulas similares a los glébulos grasos lacteos, puede
proporcionar una bebida lactea fermentada exenta de grasa lactea con un comportamiento
mecénico comparable al exhibido por la bebida conteniendo grasa lactea; con ventajas

como un balance de 4cidos grasos saturados/insaturados mas saludable.

Sin embargo, es necesario estudiar et efecto de las emulsiones sencillas y multiples, sobre
el arreglo interno de los componentes y en consecuencia sobre sus caracteristicas mecanicas

percibidas por el consumidor (Malone, M., et. al., 2003),

Los componentes de una emulsion se distribuyen de acuerdo a su polaridad y concentracion
en el sistema, constituyendo tres regiones pri_noipales: fase interna, fase continua y la
interfase; en esta dltima se localizan las moléculas amfifilicas que actlian como agentes
emulsificantes y/o estabilizantes (Dickinson y Stainsby, 1982,; McClements, 1999). La
p1‘01.6001011 conferida por estos sistemas a los prll‘lClplOS activos incluidos en su fase dispersa
es funcion de la estabilidad de la emulsién asi como de las propiedades de barrera de los
agentes emulsificantes y/o estabilizantes usados en su preparacion (Garti, 1997). Aun
cuando la emulsion se encuentra en equilibrio, existe intercambio continuo de moléculas

entre las diferentes regiones, més ain cuando existe alguna alteracion en el medio



(temperatura, presion, agitacion mecanica); modificando asf, la estabilidad de las

emulsiones (Dickinson y Stainby, 1982; McClements, 1999).

Para el caso de las emulsiones sencillas, existen dos tipos posibles, dependiendo cual fase
esté dispersa en la otra; en una emulsién aceite en agua (O/W), el aceite es disperso en
forma de gotas en la fase continua que es el agua y el fendémeno contrario OCUITe en una
emulsion agua en aceite (W/O). Las emulsiones multiples o dobles son denominadas
“amulsiones de emulsiones”, debido a que son sistemas de emulsién donde las gotas de la
fase dispersa contienen dentro de cllas otras gotas pequefias dispersas. Cada globulo
disperso en una emulsion miltiple forma una estructura vesicular con un comportamiento
simple o miltiple separado por una capa de aceite o de agua. Un tipo de emulsion multiple

es aquella constituida por agua en aceite en agua (W/O/W>) (Garti, 1997).

La formacién de una emulsién sencilla puede realizarse en presencia de emulsificantes de
bajo peso molecular y biopolimeros, tales como las proteinas lacteas (Lobato-Calleros ef
al., 2002). Para la preparacién de una emulsién W1/O/W, primero se forma una emulsion
primaria (W,/0) mediante el uso de emulsificantes de bajo peso molecular, en cuya fase
acuosa u oleosa se encuentra solubilizado el principio activo. Posteriormente, la emulsion
multiple W/O/W; es obtenida, a través de la dispersion de la emulsiéon primaria en una
solucién acuosa de biopolimeros con actividad superficial (Musashino et al,, 2001;
Allouche et al., 2003). Los polisacaridos son usualmente affadidos a la fase acuosa de
emulsiones alimenticias aceite-en-agua para mejorar la estabilidad al cremado de las
emulsiones. Su eficiencia depende de la concentracién del polimero en la fase acuosa asi
como también de caracteristicas estructurales del polimero en sistema acuoso. La formacion
de una estructura de gel débil del polimero en la fase continua, causa altas viscosidades en
el rango de bajo estrés e imparte propiedades elasticas adicionales al sistema completo, asi

el cremado de la emulsién es fuertemente inhibido (MeClements, 2000).

Dickinson y Houg (1996), informaron que conforme se incrementa la relacion molar
emulsificante hidrofilico (Tween 20, monolaurato de sorbitdn polioxietileno): proteina, en

geles de protefnas de lactosuero conteniendo gotas de aceite emulsionadas, mas proteina de



la interfase es desplazada, lo cual reduce el médulo eldstico del gel. Los autores antes
citados, atribuyen este comportamiento a una reduccién en la extensién de las interacciones

entre las gotas de emulsion con la red proteinica.

Propiedades Mecdanicas

Una mejor descripeion del comportamiento del sistema y su efecto en la estructura, puede

ser el adquirir datos de la viscosidad aparente en funcién de la velocidad de cizalla.

Lobato-Calleros (1987), define a las caracteristicas mecanicas de un material, como el
grupo de caracterfsticas fisicas que surgen de la forma en la cual sus componentes
estructurales estén arreglados en una macro y microestructura, ademds, estan relacionadas a
la deformacion, la desintegracion y el flujo de un material, bajo una fuerza, y se miden

objetivamente a través de funciones de masa, tiempo y distancia (Giese, 2003).

Los alimentos se acompafian de un amplic rango de propiedades organolépticas que estan
ligadas a su microestructura. El como se comporta en la boca durante su consumo, e$ decir,
como es que es percibido por el consumidot, es lo que hace preferirlo sobre otro, por ello el
entendimiento de los factores fisico-quimicos, microestructurales y fisioldgicos que
gobiernan en tiempo real la percepcion, el aroma y el sabor, durante la accién de comer es
muy importante, sobre todo la gran necesidad de entender la influencia de la

microestructura de un alimento y su comportamiento mecanico (Malone et al. 2003).
Medicién de propiedades reoldgicas

Los fluidos a base de leche muestran un comportamiento reolégico complejo dependiendo
principalmente de la concentracién de solidos, la temperatura, y el estado fisico de sus
grasas y proteinas. En leche que no ha sido calentada, los glébulos de grasa son los que
mayormente contribuyen a la reologia de un producto, sin embargo, durante la elaboracion
de bebidas lacteas fermentadas, donde se somete a la leche a un sobre calentamiento, la
estructura cuaternaria de las proteinas cambia, y se producen re-arreglos que dan como

resultado la formacién de un gel compuesto por una compleja red de proteinas, que domina



las propiedades reologicas resultantes (Steventon, ef al., 1990). La acidificacién de la fase
acuosa de la leche convierte a la dispersion coloidal de la leche (comportamiento liquido),

en un agregado suave de comportamiento sélido (Dickinson, 2001).

La estructura del gel contribuye enormemente a sus caracteristicas de textura, que es una
caracteristica sensorial muy importante que percibe el consumidor. El gel es, sin embargo,
altamente susceptible a los esfuerzos cortantes y su reologia es altamente dependiente de la

cantidad de procesos mecanicos que recibe el producto en su elaboracion (Steffe, 1996).

La percepcion de la consistencia de un producto . liquidoe depende cast enteramente del
esfuerzo cortante que es percibido en la boca. En contraste con los sistemas Newtonianos
simples, muchos alimentos fluidos, incluyendo particularmente aquellos que incorporan
polisacéridos, no tienen una viscosidad finica ni invariable, pero muestran un marcado
descenso en la viscosidad () incrementando la velocidad de cizalla. Por lo que escoget
apropiadamente el régimen de corte es un punto central de atencién para relacionar la

viscosidad definitiva de un alimento a aquella percibida en la boca (Rao, 1999).

Muchos productos alimenticios predominantemente viscosos, muesiran una disminucion
dréstica en su viscosidad cuando la velocidad de corte aumenta, Los geles son diferenciados
de otros sistemas estructurados, en los que pequefias porciones de solidos estan dispersos
en relativamente una alta proporcién de liquido. Este es un coloide en el que la fase que
forma la estructura de gel inmoviliza el liquido y le confiere propiedades de un sélido.
Mientras se encuenira en reposo, las cadenas polimericas (proteinas y polisacéridos)
mantienen un orden interno irregular, al aplicar una velocidad de cizalla las particulas
suspendidas del suero se orientaran en direccion al flujo, disminuyendo la viscosidad

(Tabilo-Munizaga y Barbosa-Canovas 2005).

Los materiales dilatantes son aquellos que aumenta su viscosidad al incrementar la
velocidad de corte, no es comun que esie tipo de comportamiento se encuentre en
materiales alimenticios, pero puede encontrarse en alimentos que fueron adicionados con

hidrocoloides (Hegedusic, et. al.,2000).



Pruebas Dinamicas

Debido a que los geles son materiales viscoelasticos, se utilizan pruebas dindmicas para
evaluar las propiedades de los sistemas como los geles. De una prueba en la region
viscoelastica lineal se obtienen los Moédulos de almacenamiento (G") y de pérdida (G”), asi

como la tan & (G”/G") o factor de pérdida.

El rango viscoeldstico lineal, es el rango de amplitud en el cual G’ es constante. Al
seleccionar grandes valores de esfuerzos y deformaciones, este rango de viscoelasticidad
lineal queda fuera, y la muestra es deformada a tal grado que las uniones secundarias de las
moléculas son destruidas. Este rarigo puede determinar a través de muestras de barridos de
esfuerzos o deformaciones, y la informacién recabada sirve para realizar otro tipo de

anélisis, como las pruebas de frecuencia (Steffe, 1996; Gunasekaran, y Mehmet 2000).

El médulo de almacenamiento (G7), es una medida de la energia de deformacion
almacenada en la muestra durante el proceso de corte y representa el comportamiento
eléstico de la muestra. Por el contrario, el médulo de pérdida (G”), es el valor que mide la
energia de deformacion usada en la muestra durante el corte y representa el cardcter viscoso
dé la muestra (Tabilo-Munizaga, y Barbosa-Canovas, 2005; Rao, 1999; Steffe, 1996). Por
lo que si G'es mas grande que G”, el material se comportard mas como un solido, esto es,
las deformaciones pueden ser esencialmente elasticas o recuperables, sin embargo, si G” es
mucho mayor a G', la energia usada para deformar el material es disipada por el flujo y el

material se comporta como viscoso (Rao, 1999).

En la formulacién de sistemas emulsificantes, normalmente se distinguen dos tipos de
ingredientes, los emulsificantes y los estabilizantes. Es una sola especie quimica (o mezcla
de especies) que promueve la formacion de emulsiones y una estabilizacion réapida debida a
una accién interfacial, Los estabilizantes son generalmente macromoléculas (polimeros),

como proteinas o polisacdridos. La principal via de estabilizacion es por la modificacion en
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la viscosidad de un sistema o gelacién de la fase continua, Las proteinas tienen un alta

tendencia a ser adsorbidas en las interfases aceite-agua (Dickinson, 2003),

Una emulsién estable es aquélla que no tiene cambios notables en el tamafio y forma de sus
gotas, en su estado de agregacion o en el arreglo espacial a través de un tiempo de

almacenamiento (Dickinson, 2001 y 2003).

Microestructura

Mediante la técnica de Microscopia Electrénica de Barrido (MEB), es posible detectar
diferencias sutiles en el arreglo interno de las componentes de un alimento, originadas por

alteraciones en su composicion quimica.

La microestructura de una bebida lactea como el yogur consiste en micelas de caseina

unidas unas con otras o enlazadas en largas cadenas, las cuales muy frecuentemente

aparecen en agregados que mantienen su forma globular, donde se encuentran bactetias
lacticas. Dentro de la matriz proteica se encuentran grandes espacios libres, Las bacterias
lcticas son facilmente distinguibles de las micelas de caseina a partir de 2000 aumentos

(Kalab, y Sargant, 1975).
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Materiales y Métodos
Formulaciones de emulsiones

Se formuld una emulsién sencilla aceite-agua (O/W), constituida por 20 % (p/p) de aceite
de canola (Capullo®, Unilever de México, S.A. de C.V.), 80 % (p/p) de leche descremada
(Lactomix®, DILAC, S.A. de C.V. México) reconstituida (90 g LY y una mezcla de
emulsificantes comerciales de bajo peso molecular (3 g L' de emulsién): monoestearato de
sorbitdn polioxietileno (P), monoestearato de sorbitdn (S) y monoestearato de glicerol (G)
(Canamex, S.A. de C.V., México); estos tltimos en proporciones en peso de (.5:0.2:0.3,
respectivamente. Bl emulsificante P de carécter hidrofilico y los emulsificantes S y G de

caracter lipofilico.

Adicionalmente se formularon tres emulsiones multiples agua-aceite-agua (W/O/W>), cuya
composicion varié en el emulsiﬁcante/estabilizante.usado en la formacién de la emulsion
externa aceite-agua (O/W): pectina de bajo metoxilo (Genu Pectin®, CP Kelco, México),
carboximetil celulosa (CMC® CEROL 50 000, Grupo Dermet, S.A. de C.V. México) o
monolaurato de sorbitdn polioxietileno (Tw) (Canamex, S.A. de C.V., México), en
concentraciones de 0.1, 0.05 y 0.2 g L de emulsion, respectivamente. La emulsién interna
de las emulsiones multiples (W1/0), estuvo constituida por 20 % (p/p) de agua destilada, 80
% (p/p) de aceite de canola y una mezcla de emulsificantes comerciales (0.8 g L' de
emulsién): monoricinoleato de glicerol (Grinsted® PGPR 90, Danisco, México) de cardcter
lipofilico y monoglicérido esterificado con écido tartdrico diacetilado (Panodan® SD K
Datem, Danisco, México) de cardcter hidrofilico, en proporciones en peso de 0.8:0.2,

respectivamente.
Preparacién de las emulsiones

La leche descremada a utilizar en la preparacién de la emulsidn sencilla aceite-agua (O/W),

se reconstituyd en agua destilada a 40 °C, manteniendo esta temperatura y agitacion
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continua durante 2 h. Posteriormente, la leche reconstituida se calenté en bafio de agua
hasta alcanzar una temperatura de 50 °C. Por separado, el aceite de canola adicionado con
la mezela emulsificantes se calenté en bafio de agua con agitacion continua, hasta alcanzar
una temperatura de 50 °C. La fase oleosa se adicion6 gota a gota a la fase acuosa (leche
descremada reconstituida) con la ayuda de un homogenizador X530 CAT (Ingenienrbiiro
CAT, Zipperér GMBH, Alemania) operado a 11 000 rpm; la agitacién se cohtinué durante

3 min después de afiadir la ultima gota de la fase oleosa.

La preparacion de las emulsiones multiples (W1/QO/W3) se llevé a cabo por el método de
dos etapas (Musashino et al., 2001; Allouche et al., 2003). En la primera etapa se formé
una emulsién interna W /0, a través de la incorporacion de la fase acuosa (agua destilada) a
la fase oleosa adicionada con los emulsificantes de bajo peso molecular y el aceite de
pescado; ambas fases se mantuvieron a una temperatura de 20 + 2 °C durante todo el
proceso de emulsificacion, mediante el uso de bafio de hielo. La adicion de la fase acuosa a
la oleosa, se realiz6 gota a gota con la ayuda de un homogenizador operado a 15 000 rpm;
la agitacion se continud durante 3.5 min después de afiadida la Gltima gota de la fase

acuosa.

La segunda etapa comprendio la re-emulsificacion de la emulsion interna (W/O) en una
fase acuosa externa (W) que contuvo uno de los agentes emulsificantes/estabilizantes
estudiados, resultando de esta manera la formacién de emulsiones de tipo W1/O/W,. El
procedimiento incluy6é la preparacién de dispersiones de pectina de bajo metoxilo,
carboximetil celulosa y monolaurato de sorbitan polioxietileno en leche descremada (20 £2
°C), la cual previamente se reconstituyo bajo las condiciones descritas en el punto de
preparacion de la emulsién sencilla aceite-agua. Para obtener completa hidratacién de la
pectina de bajo metoxilo y de la carboximetil celulosa, sus dispersiones se sometieron a
agitacién continua, manteniendo la temperatura de 20 + 2 °C, durante 3 h. La dispersién del
monolaurato de sorbitdn polioxietileno Umicamente se agitd durante 3 min, debido al bajo
peso molecular y cardcter hidrofilico de este emulsificante. Las dispersiones antes

mencionadas conformaron tres fases acuosas externas (W) de distinta composicién, en las
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que se incorporé la emulsidn interna, gota a gota, con la ayuda de un homogenizador
operado a 11 000 rpm, a una temperatura de 20 £ 2 °C; la agitacion se continué durante 3

min después de afiadir la ultima gota de emulsion interna.

Para la preparacion de las emulsiones se aplico un disefio experimental completamente al

azar,
Evaluacion de las emulsiones

En la emulsion sencilla aceite-agua (O/W) se determiné el diametro volumétrico-superficial
medio (Ds2) de las gotas de aceite usando un equipo analizador de tamafio de particula y

gota Malvern serie 2600 (Malvern Instruments, Malvern, Worcs., Reino Unido).

El diametro de los globulos acuosos presentes en la emulsion interna (W,/0) usada para la
preparacion de las emulsiones multiples W1/O/W3, se determiné usando un Microscopio
Olimpus BX45, equipado con un analizador de imdgenes (camara digital y sofiware
Imagen-Pro Plus version 4.5) (Media Cybernetics Inc. EUA).

Se analiz6 el didmetro promedio volumétrico de los glébulos de las emulsiones en funcion

del tiempo.

El diametro promedio se puede definir como:

3
Dy, = Z L Didmetro promedio volumétrico superficial

- an’dtz

a/
Dy, = Zn,d, A Diametro promedio velumétrico
4.3 / Z f’l;

donde #; es la gota i, y d; es el diametro de la gota i,
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A las emulsiones multiples se les midié el didmetro volumétrico-superficial medio (D),
asi como el didgmetro volumétrico medio (Dq3) de las gotas Wi/0, usando un equipo
analizador de tamafio de particula y gota Malvern serie 2600, Adicionalmente se analizé la
morfologia de las emulsiones multiples, para caracter izar su tipo en A, B o C, en funcion de
la dlStI‘lbllClOll de sus glébulos internos de emulsion W1/O (Garti, 1997), en un Mlcroscoplo
Ohmpus BX45, equipado con un analizador de Imagenes (camara digital y software

Imagen-Pro Plus versién 4.5).

Para todos los casos, las emulsiones se sometieron a las evaluaciones antes sefialadas, a las

24 Iy de haber sido preparadas.
Tratamientos de bebidas licteas fermentadas

Los tratamientos de bebidas licteas fermentadas incorporadas con emulsiones, fueron 4:
una bebida (BES) conteniendo la emulsion sencilla (O/W) y tres bebidas conteniendo
emulsiones multiples cén los siguientes agentes emulsificantes/estabilizantes: pectina de
bajo metoxilo (BEMP), carboximetilcelulosa (BEMC) y monolaurato de sorbitdn
polioxietileno (BEMT). Adicionalmente, se prepar6 una bebida lactea fermentada como
control, a partir de leche entera reconstituida (BGL)

—

Formulacién base de las bebidas lacteas fermentadas

. La formulacién base de las bebidas lacteas conteniendo emulsiones, para 1 kg, comprendio:
880.4 g de leche descremada (Lactomix®, DILAC, S.A. de C.V. México) reconstituida (90
g L', 52 g de azicar de mesa, 30 g de emulsién sencilla (O/W) o multiple (W1/0/Wy), 35
g de jugo de pifia comercial (Boing®, Sociedad Cooperativa Pascual, México), 2.6 g de
esencia de coco (Deiman S.A. de C.V. México) y cultivo lactico terméfilo (0.03 g kg™
constituido por Lactobacillus acidophilus LA-5, Bifidobacterium BB-12, Streptococcus
thermophilus 'y Lactobacillus delbrueckii  subsp. bulgaricus (ABY-1, Chr Hansen,

Horsholm, Dinamarca). En el caso de la bebida lactea fermentada control, se utilizé leche
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entera en polvo (NIDO®, Nestle, S.A. de C.V. México), reconstituida (120 g LY en una
concentracion de 910.4 g kg'; el resto de los ingredientes, a excepeién de la emulsién
sencilla o las multiples, fueron los mismos y se usaron en igual concentracion que en las

bebidas conteniendo emulsiones.
Proceso de elaboracion de las bebidas licteas fermentadas

La leche descremada en polvo se reconstituyé en agua a 40 °C, como se describi6 en el
punto de preparacién de la emulsién sencilla (O/W); posteriormente la leche fue adicionada
con el azlcar, aplicando agitacion continua durante 10 min y manteniendo la temperatura
en 40 £ 1 °C; pasado este tiempo, se incorpord a la leche la emuléién sencilla o multiple,
seghin el caso, con agitacion suave y se pasteurizé (85 + 1 °C, 10 min). Después del
tratamiento térmico la leche se enfrié a 45+ 1 °Cy se inoculé con el cultivo lactico. La
fermentacion de la leche se llevé a cabo a 45 £ 1 °C, hasta obtener una acidez titulable de
75-80 °D. Una vez obtenida la acidez requerida en la leche, se procedit a su enfriamiento a
4 °C y a su almacenamiento bajo refrigeracion a Ja misma temperatura, por 12 h. Se retird la
leche de refrigeracion y se le incorporaron el jugo de pifia y la esencia de coco, mediante
agitacion suave, después de lo cual la bebida se sometié a refrigeracion hasta su
caracterizacién quimica, microestructural y reologica. La elaboracion de las bebidas

correspondientes se aplico un disefio experimental completamente aleatorio.

Anglisis de composicién quimica proximal

A las bebidas lacteas fermentadas, a las 24 h de haber sido preparadas, se les determind
proteina (método de Kjeldahl), grasa (método de Gerber) y humedad (por secado en
estufa) (AOAC, 1995).

Observacion microestructural

Muestras de alrededor de 1 mL de las bebidas fueron tomadas del centro del recipiente

contenedor y se colocaron en tubos de pldstico para microcentrifuga, modificados de la
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siguiente manera: a los tubos se les corté el fondo y se les perford la tapa en forma circular;
tanto el fondo como la perforacion de la 1tépa, se cubrieron con malla, Sobre la malla que
sustituy6 el fondo de los tubos, se coloco la muestra de la bebida. Estos tubos a su vez, se
colocaron en forma vertical, con la tapa hacia érriba, en un recipiente de vidrio conteniendo
una solucién de glutaraldehido al 2 % en buffer de fosfatos (0.1 M, pH 7.2), usada para fijar
las proteinas (Kalab et al., 1995). El recipiente de vidrio seleccionado fue tal, que impidié
que los tubos flotaran o se voltearan. Las muesiras permanecieron sumergidas en la
solucién de glutaraldehido a 4 + 2 °C, por 2 h. Después de este tiempo, los tubos se
retiraron del recipiente con glutaraldehido y se virtié en su interior, a través de la malla
colocada en la tapa, solucion de buffer de fosfatos para enjuagar la muestra; entonces los

tubos se volvieron a sumergir en soluciéon de glutaraldehido, donde permanecieron por 24 h |
mas (4 °C) (McManus et ol., 1993). Las muestras se volvieron a lavar con la solucién de
buffer de fosfatos y se post-fijaron en una solucién de tetradxido de osmio al 1 % en buffer
de fosfatos por 2 h, para estabilizar los lfpidos insaturados (Kalab et al., 1995). Las
muestras post-fijadas se lavaron con la solucién de buffer de fosfatos y se deshidrataron
mediante su inmersion en soluciones de etanol (30, 50, 70, 80 y 90 %, permaneciendo 1 h
en cada una) y en etanol absoluto por 24 h. Posteriormente, las muestras se colocaron en
acetona por 2 h y se secaron a punto critico en un equipo Technics CPA II Critical Point
Dryer (Tousimis, Rockville, MD), en diéxido de carbono, sin sér retiradas del tubo que las
contuvo desde el inicio de su preparacidon, Las muestras secas se montaron en los soportes
de aluminio con cinta adhesiva doble, usados para Microscopia Electrénica de Barrido y se
cubrieron con oro en un equipo Fine Coat Jeol-JFC-1100 (Jéo] Ltd., Akishima, Japén). La
microestructura de las bebidas se examind con un microscopio electrénico de barrido de

alto vacio Jeol JSM-035 (Jeol Ltd., Akishima, Japén) a 20 kV y magnificaciones de 700 y
4000 x,

Mediciones reologicas dinamicas

En un redmetro de corte dindmico Physica MCR 301 Dynamic Shear Rheometer (Physica

Messtechnik, Stuttgart, Alemania), con una geometria cono-plato y cono rotatorio de 50
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mm de didmetro con un 4ngulo de 1°, se realizaron barridos de amplitud, barridos de
frecuencia y pruebas de flujo, fijando un gap de 0.05 mm. Todas las pruebas se realizaron
por triplicado a 4 °C manteniendo esta terhperatura gracias a un sistema de medicion y
control de temperatura Physica TEK 150P (Physica Messtechnik, Stuttgart, Alemania).

Para todos los casos las muestras de las bebidas (0.5 mL), se colocaron cuidadosamente

sobre el plato, dejandole reposar por 30 min para la recuperacion de la estructura y la

homogenizacién de la temperatura. Los perfodos de medicién fueron a1, 7 y 14 dias.

Los barridos de amplitud se realizaron en un intervalo de deformacion de 0,05 hasta 5 % a
una frecuencia constante de 1 Hz. El analisis de los datos generados nos permitié fijar los
pardmetros de viscoelasticidad lineal que se aplicarfan para los barridos de frecuencia,
Dichas condiciones fueron las siguientes: intervalo de frecuencia a utilizar de 10 2 0.01 Hz

con una deformacion constante de (0.1 %,

Ademés se realizaron pruebas rotatorias de flujo en las cuales se aplicaron velocidades de
cizalla de 1 hasta 300 5. Los datos generados en las curvas de flujo (velocidad de cizalla
contra viscosidad vy velocidad de cizalla contra esfuerzo cortante) de las bebidas lacteas

fermentadas, se analizaron con el paquete Rheoplus.
Analisis estadistico

Los datos se sometieron a Analisis de Varianza de clasificacién simple (o <0.05); en caso

de existir deferencias signiﬁcativaé de las variables respuesta, se aplicé la prueba de Tukey

- de comparacién de medias (o <0,05). el andlisis de datos se efectud con el paquete

estadistico Statgraphics version 7 (Statistical Graphics Corp. Manugistic), (Inc. M.A,,
EUA).
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RESULTADOS Y DISCUSION
Morfologia y tamaiio de los glébulos grasos

En la Tabla 1 se presentan los tamafios de estos globulos, a través de sus diametros:
volumétrico-superficial medio (D33) y volumétrico medio (Dy43). Los valores del parametro
volumétrico-superficial medio, estan relacionados con el drea superficial de los glébulos
grasos expuesta a la fase continua; esto es, entre menor es el didmetro de los globulos,
mayor es la superficie total de fase dispersa en contacto con la fase continua. Los valores
del parametro volumétrico medio, corresponden al tamafio voluméirico medio de los
globulos grasos (McCIements, 1999) y proporciona informacién sobre el ntimero de

gldbulos presentes en la emulsion,

Tabla 1, Diametro volumétrico-superficial medio de los glébulos de Ias emulsiones
utilizadas para preparar las bebidas Iicteas.

Codigo de emulsion Tipo general de emulsién D3 Dys
(um) (pm)
GL oW 0.55a 0.55a
(0.4) (0.3)
ES o'W 2330 278 ¢
' ©.1) (0.1)
EMT W /O/W, 239b 285¢
©1n O
EMP W /O/W, 3.00¢ 3.39d
0.2) (0.2)
EMC W/OwW, 227b  234b
©.0D - 0.1

ES: emulsién sencilla; EMT; emulsién multiple conteniendo Tween 20; EMP: emulsion
muiltiple conteniendo pectina de bajo metoxilo; EMC: emulsion maltiple conteniendo
carboximetilcetulosa; GL: Grasa Léctea. Medias en una misma columna con letras distintas,
son diferentes significativamente (o < 0.05), Valores en paréntesis corresponden a desviacion
estandar.

Los glabulos de grasa lactea a los que se determin su tamafio (Tabla 1) y morfologia (Fig.
1), estuvieron contenidos en leche enfera en polvo reconstituida, la cual fue usada para la
elaboracién de la bebida lactea control (BGL). Los globulos de grasa lactea presentaron
forma esférica y tamafios muy pequefios, menores (p < 0.05) a aquellos correspondientes a
los globulos grasos de las emulsiones seneilla y miltiples preparadas (Tabla 1). También
pudo apreciarse que los globulos de grasa ldctea se encontraron distribuidos

individualmente y rodeados por protefnas licteas con las que estuvieron estrechamente
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asociados (Figura 1). La leche fluida para ser deshidratada, generalmente es sometida a
calentamiento (pre-concentracion y secado por aspersion) y homogenizacion (leche
concentrada), procesos que modifican tanto el tamafio, como la composicion quimica de la
pelicuta interfacial de los globulos de grasa lactea. Se ha informado que el calentamiento de
leche cruda, resulta en desnaturalizacion parcial y reorganizacién estructural de las
proteinas de la membrana y dep6sito de material proteinico proveniente del lactosuero
(micelas de casefna y proteinas de lactosuero) sobre la superficie de los glébulos grasos.
Sin embargo, el efecto maés pronunciado en la reorganizacién estructural de la pelicula
interfacial aceite-agua y estabilizacién de los globulos grasos, es originada por el proceso
de homogenizaciéon, Conforme los tamafios de los globulos decrecen durante la
homogenizacién, se incrementa el drea superficial de la fase grasa, convirtiéndose en mas
extensa que aquella en el producto original, por lo que algunos globulos grasos coalescen
durante este proceso. Parte del material de la membrana es removido de la superficie de los _
glébulos grasos, forméndose una nueva pelicula interfacial compuesta predominantemente
por material activo superﬁcialmente, el cual llega a la interfase proveniente del suero de la
leche: micelas de casefna mas o menos deformadas y proteinas de lactosuero (Sharma y

- Dalgleish, 1993; Lee y Sherbon 2002).

Figura 1. Micrografia de los globulos grasos contenidos en la leche entera en polvo
reconstituida 24 h después de elaboracion. (Magnificacion 100x), Barra escala 10 pm.
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Durante el tiempo de almacenamiento de las bebidas licteas, se realizé un seguimiento de
Ja morfologia y el tamafio de sus glébulos grasos, usando un microscopio dptico y un
software para andlisis de imagenes. El tamafio de los globulos grasos es expresado como su

didmetro medio en la Tabla 2. Los globulos de grasa lactea (Figs. 2'y 3) conservaron su

morfologia y distribucion durante el almacenamiento de la bebida contro! (BGL).

e HESTOIIGE I ALY

Figura 2, Micrografia de los glébulos grasos contenidos en la bebida control (BGL)
después de 7 dias de almacenamiento (Magnificacion 100x). Barra escala 10 pm.

Aparentemente, existe una gran diferencia entre el tamafio de los glébulos de grasa lictea
en la leche entera reconstituida, con los tamafios encontrados en la BGL a los 7 y 14 dias de
almacénamiento; no obstante, la explicacién a tal aparente diferencia, puede residir en los
métodos usados para la determinacion del tamafio medio de los globulos, en la leche y en la
bebida. En el primer caso, se determinaron los pardmetros D32 ¥ D43 de los globulos grasos
en leche fluida usando un equipo analizador de tamafio de particula de alta resolucion y en
el segundo caso, se determiné el diametro medio de los globulos grasos en una estructura
gelificada usando un microscopio éptico y un analizador de iméagenes. La limitada
magnificacién del microscopio Gptico probablemente impidié la observacion de globulos
grasos muy pequefios y en consecuencia la determinacién de su didmetro; ademas, como
puede observarse en las figuras 2 y 3, los glébulos grasos aparecen cubiertos por restos de

red proteinica que impidieron su correcta visualizacion y determinacién de sus didmetros.
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Al comparar los didmetros de los glébulos de grasa lactea, correspondientes a los 7 y 14
dias de almacenamiento, puede apreciarse que mantuvieron sus tamafios (Tabla 2), debido a
la estabilizacién conferida por la proteina lactea depositada en su superficie y por la

estructura de gel formada por la casefna en la bebida.

Tabla 2. Dismetro medio de los globulos grasos de las bebidas ldcteas en
dos periodos de almacenamiento,

Cédigo de bebida D(7d) D(144d)

(L) (p}

BES 330 3.03a
(0.9) (1.7)

BEMT 2.95 ab 310a
(1.5) (1.1)

BEMP 451¢ 573b
(2.0) (2.2)

BEMC 241 a 2.60 a
(1.6) (1.1)

BGL 3.05 abc 324 a
(2.0 (L1)

BES: Bebida con emulsién sencilla, BEMT: Bebida adicionada con emulsion multiple
conteniendo Tween 20; BEMP: Bebida con emulsion multiple contsniendo pectina de
bajo metoxilo, EMC: emulsion miltiple conteniendo carboximetilcelulosa; BGL: Bebida
con Grasa Lactea, Medias en una misma columna con letras distintas, son diferentes
significativaments (ct < 0.05). Yalores en paréntesis corresponden a desviacitn estandar,

Figura 3. Micrografia de los globulos grasos contenidos en la bebida control (BGL)
después de 14 dias de almacenamiento (Magnificacién 100x). Batra escala 10 pm.

La emulsién sencilla y las miltiples después de 24 h de preparadas, mostraron globulos

grasos que variaron (p < 0.05) en sus tamafios (valores D32y Dy 3) (Tabla 1), en funcién de
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Ja naturaleza y las propiedades funcionales de los agentes emulsificantes/estabilizantes
usados en su elaboracién. El tamafio de los globulos de la fase dispersa de una emulsion, es
determinado por los dos procesos fundamentales que ocurren durante su preparacion: la
fragmentacién de la fase dispersa en globulos pequefios y la coalescencia de estos Gltimos.
Estos dos procesos se desarrollan concurrentemente y las velocidades relativas de ambos
determinan el tamafio final de gota o globulo. Los agentes emulsificantes/estabilizantes
tienen efectos sobre ambos procesos (a) reduciendo la tension superficial y la energia
interfacial, promoviendo asi la ruptura de la fase dispersa y (b) proporcionado una barrera a
1a coalescencia via interacciones entre las capas adsorbidas sobre dos gotas que colisionen

(Lobo y Svereika, 2003).

La emulsion sencilla ES consistié de globulos grasos esféricos (Fig. 4), de. tamafio
heterogéneo, distribuidos predominantemente en forma individual, existiendo solo algunos
de ellos formando grupos o “racimos”; esto ultimo indica la ocurrencia de un estado débil
de floculacién. El fenémeno de floculacién se origina cuando dos o mas particulas
coloidales forman agregados relajados, flexibles y reversibles, debido a que la energia libre
de interaceién entre las mismas es apreciablemente negativa a cierto grado de separacion.
Los dos factores motores para la agregacion de glébulos grasos son el movimiento
Browniano y el flujo de corte (Dickinson, 1992). El valor D3 de los glébulos grasos de la
ES fue comparable (p > 0.05) a aquellos presentados por los glébulos de emulsion interna o
grasos obtenidos en las emulsiones multiples EMT y EMC y menor (p < 0.05) al mostrado
por los globulos grasos contenidos en la emulsion nﬁ’xltiple EMP (Tabla 1). El valor Dy de
los glébulos grasos de la ES fue también comparable (p > 0.05) al exhibido por los glébulos
de emulsion interna o grasos de la EMT y menor (p < 0.05) al observado en los gldbulos
grasos de la EMP. El tamafio y la morfologfa de los glébulos grasos de la ES son resultado
" de las condiciones de homogenizacién, asi como de la accién de los emulsificantes de bajo
peso molecular (EBPM) usados en su preparacion, Bstos Gltimos influyeron en la tension
interfacial y en la estabilizacién de los glébulos grasos formados durante el proceso de
homogenizaci6n. Lobato-Calleros ef al. (2003), utilizaron la misma mezcla de EBPM para

la preparacién de emulsiones de aceite de canola-en-leche descremada, obteniendo globulos
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grasos de tamafio y morfologfa similares a las observadas en la ES. Estos autores
encontraron que aumentos en la proporcién en peso del emulsificante monoestearato de
sorbitan polioxietileno (P), de carécter hidrofilico, sobre las proporciones en peso de los
emulsiﬁc.antes monoestearato de sorbitan (S) y monoestea‘rato de glicerol (G), de caracter
lipofilico, resulté en la formaci6n de globulos grasos de menor tamafio, como resultado de
las propiedades tensoactivas del primero en la interfase aceite-agua y que la mezcla
formada por P, S y G en proporciones en peso de 0.5-0.2-0.3, igual a la que se us6 en la

preparacién de la ES, fue la que rindi6 los globulos grasos de menor tamafio y buena

estabilidad.

Figura 4. Micrografia de los globulos grasos contenidos en la emulsién sencilla (ES)
24 horas después de su elaboracion. (Magniﬁcacién 100x), Barra escala 10 pm.

El tamafio de los glébulos grasos en la BES no vari6 durante el tiempo de almacenamiento
(Tabla 2), mostrando estabilidad adecuada. En la estabilidad de los glébulos grasos
intervinieron los EBPM y las lactoproteinas presentes en la fase dispersante (leche
descremada). La estabilizacion de emulsiones aceite-en-agua por moléculas pequefias de
emulsificantes, es limitada y se basa principalmente en fuerzas repulsivas de hidratacion
(Fisher y Parker, 1988) que retardan la floculacién y la coalescencia de los globulos grasos
(Lobato-Calleros, et al., 2003). La repulsion por hidratacién es una fuerza que decae
exponencialmente en un corto rango de s6lo unos pocos nanémetros (Dickinson, 1992).

Con base en lo antes expuesto, se ha sugerido el uso de macromoléculas, tales como las
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proteinas para la estabilizacion a largo plazo de las emulsiones. El efecto de estabilizacion
proporcionado por la capa proteinica de cardcter polimérico, es conocido como
“estabilizacion estérica” (Garti, 1997). En la preparacién de emulsiones en presencia de
lactoproteinas y EBPM, estos compiten por su adsorcion en la interfase (Eﬁston et al.,
1995). Los EBPM hidrosolubles, como P; desplazan mas protefna de la inferfase que
aquellos liposolubles, como 8 y G; los primeros proyectan la mayor parte de sus moléculas
hacia la fase acuosa continua, mientras que los EBPM liposolubles se localizan
predominantemente en la fase oleosa de la interfase, haciendo posible que una monocapa
lipidica coexista con la proteina adsorbida en la fase acuosa (Dickinson, 1992; Dickinson y
Tanai, 1992). Lobato-Calleros ef al. (2003), informaron que aunque P desplaza mas
proteina de la interfase que S y G, la proteina remanente adsorbida se rearregla en una
configuracién més compacta formando una capa mas densa alrededor de los globulos

grasos, la cual contribuye a su estabilidad.

Las figuras 5 y 6, muestran micrografias representativéts de los globulos grasos contenidos
en la BES, después de 7 y 14 d de almacenamiento. Los gldbulos grasos, en general,
conservaron forma esférica y se encontraron distribuidos predominantemente en forma
individual, encontrdndose sélo algunos de ellos a distancias muy cortas entre si (Fig. 5).
Estos ltimos glébulos mostraron compresion o “achatamiento”™ de las capas adsorbidas,
pero no interpenetracién, Dickinson (1992) establece que cuando dos globulos cubiertos
por polimeros se aproximan pueden experimentar compresiéon de sus capas poliméricas
adsorbidas, generandose una contribucion elastica y repulsiva fuerte entre globulos. En la
figura 6, puede apreciarse un globulo graso totalmente cubierto por proteina,
fundamentalmente caseina, lo cual parece indicar que hubo cierto grado de interaccién

entre los glébulos grasos atrapados en la red proteinica con esta ultima.

La prepatacién de las emulsiones multiples (W1/0/W2) involucré dos pasos; el primero
consistic en la formacién de una emulsién interna (W/O) utilizando en exceso un
emulsificante hidrofdbico (monoricinoleato de glicerol) en relacién a un emulsificante
hidrofilico (monoglicérido esterificado con écido tartérico diacetilado), en proporciones en

peso de 0.8:0.2, respectivamente. La actividad superficial de estos emulsificantes, aunada al
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: enérgico proceso de homogenizacion (15 000 rpmy), permiti6 la obtencién de glébulos de
| agua muy pequeiios (Fig. 7) dispersos en la fase oleosa (Garti, 1997). El didmetro medio de

las gotas de emulsién interna (W1/0) de las emulsiones miltiples fue de 0.11 £ 0.01 pm,

e

Figura 5. Micrografia de los glébulos grasos contenidos en BES después de 7
dias de almacenamiento (Magnificacién 100x). Barra escala 10um.

Py

Figura 6. Micrografia de los globulos grasos contenidos en la bebida BES después
de 14 dias de almacenamiento (Magnificacion 100x). Barra escala 10 pm. .~
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El segundo paso para la preparacién de las emulsiones multiples, consistié en la
incorporacién de la emulsion interna (W/O) a leche descremada (W,) conteniendo
diferentes agentes emulsificantes/estabilizantes (Tabla 1), mediante agitacion moderada (11

000 rpm).

Figura 7. Micrografia de los globulos acuosos contenidos en la emulsidén primaria
agua en aceite W,/O a 24 horas de su elaboracién (Magnificacion 100x). Barra
escala 10 pm.

Todas las emulsiones multiples resultantes (Fif,;s. 8 a 16), presentaron glébulos de emulsion
interna de estructura vesicular, en cuyo interior se encontraron numerosos glébulos de agua
o compartimentos acuosos, los cuales estuvieron separados de la fase acuosa externa
mediante la fase oleosa en forma de globulos de diversos tamafios. La morfologia mostrada
por los glébulos de emulsion interna, permitié su clasificacion en emulsiones multiples de
tipo C. Cuando los glébulos de emulsién interna contienen sélo una gota de fase dispersa,
se trata de emulsiones multiples del tipo A; cuando estos globulos de emulsién interna
contienen pocos glébulos de fase diépersa, las emulsiones miltiples se consideran del tipo
B y cuando los glébulos de emulsién interna contienen numerosos glébulos de fase

dispersa, las emulsiones muitiples se clasifican en tipo C (Garti, 1997).

La emulsién multiple EMC (Fig. 8) estuvo constituida por glébulos de emulsion interna de

tamafio heterogéneo, predominando aquellos de tamafio pequefio, distribuidos en la fase
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acuosa individualmente y en grupos floculados poco numerosos. El diametro ds; de los
glébulos grasos de la EMC fue comparable a los valores observados en los globulos grasos
de la ES y la EMT (p = 0.05), pero menor (p < 0.05) al mostrado por los glébulos de la
EMP (Tabla 1). El didmetro da3 de los glébulos grasos de la EMC fue menor (p £ 0.05) que
aquellos observados en los glébulos grasos de las emulsiones ES, EMT y EMP, indicando |
la existencia de un mayor niimero de glébulos grasos en EMC, en comparacion con los
contenidos en las emulsiones ES, EMT y EMP, debido al volumen menor de los primeros

(Tabla 1).

Figura 8. Micrografia de los glébulos grasos contenidos en la emulsién multiple
(EMC) a 24 horas de su elaboracion (Magnificacion 100x). Barra escala 10 pm.

Todas las emulsiones multiples fueron preparadas a partir de la misma emulsion interna,
por lo que variaciones en el tamafio de sus 'gl.ébulos grasos, se deben a los agenteé
emulsificantes/estabilizantes utilizados para la reemulsificacion de la emulsién interna en la
fase continua constituida por leche descremada, La naturaleza quimica, propiedades
funcionales e interacciones entre las moléculas de los agentes emulsificantes/estabilizantes
entre si y con moléculas del resto de los componentes de las emulsiones, afectaron el
tamafio de los gloébulos grasos. Con base en lo antes expuesto, se deduce que la

carboximetilcelulosa contribuyé a la obtencién de una emulsion, la cual después de 24 h,
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present6 glébulos grasos de menor volumen y en mayor niimero que los encontrados en el
resto de las emulsiones preparadas. La carboximetilcelulosa (CMC) es uno de los
polisacaridos que puede ser afladido a la fase acuosa de emulsiones alimenticias para
incrementar su viscosidad y mejorar su estabilidad, La tasa a la que procede la floculacion
puede ser controlada por manipulacion de la frecuencia de colisién de los globulos grasos y
una de las formas para reducir dicha frecuencia en una emulsion no agitada, consiste en
incrementar la viscosidad de la fase continua (McClements, 1999). Quintana ef al. (2002)
informaron que la adicién de agentes espesantes (goma de xantana, almidén de papa y
goma guar) mejord la estabilidad de emulsiones aceite-en-agua. El efecto espesante de
CMC, aunado a la inmovilizacién del lactosuero por la estructura proteinica, contribuyé a
que los globulos grasos contenidos en la BCMC (Figs. 9 y 10) conservaran su tamaiio

pequefio, distribucién y morfologia tipo C, durante el almacenamiento.

Figura 9. Micrografia de los glébulos grasos contenidos en la bebida (BEMC)
después de 7 dias de almacenamiento (Magnificacién 100x). Batra escala 10 pm,

La emulsién EMT (Fig. 11) a las 24 h de elaborada, estuvo constituida por pequefios
glébulos de emulsion interna o grasos, predominantemente dispersos en forma individual
en la fase acuosa externa. Las moléculas de Tween 20, de caracter hidrofilico, dispersas en
la fase acuosa externa, tienen la capacidad de difundirse rdpidamente a la interfase aceite-

agua proyectando su mayor parte hacia la fase acuosa, causando una gran disminucién en la
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tensién interfacial, mayor ain a la provocada por las lactoproteinas, con la consecuenie
formacion de globulos grasos muy pequeiios (Dickinson, 1992). Lobato-Calleros ef al,
(2003), informaron que a mayores valores de balance hidrofilico-lipofilico (HLB) del
agente emu131ﬁcante usado en la elaboracién de emulsiones sencillas aceite de canola - en-
leche descremada, menor fue el diametro de los globulos grasos, debido a su actividad
superficial. No obstante, esta emulsion presento signos de inestabilidad en la bebida BEMT
con el tiempo de almacenamiento, los cuales fueron apreciados mediante microscopia
Gptica. Al comparar la morfologia de los glébulos grasos en BEMT durante el
almacenamiento (Figs. 12y 13) con la correspondiente de los globulos grasos de la EMT a
las 24 h de claborada, se observa que no hubo cambio en su tamafio (Tabla 2), pero si cierto
ntmeto de los globulos grasos en la BEMT, sufrieron pérdida de microgotas de agua
contenidas originalmente en el interior de la emulsion interna (W,/O), debido a su
migracion hacia la fase acuosa extema (W»). Los cambios en la morfologia de los globulos
grasos en la BEMT sugieren que en la interfase, predominaron las moléculas del EBPM
sobre las de las lactoprotenas, debido al poder de desplazamiento de las primeras sobre las
segundas (Buston ef al., 1995), Se ha informado que los emulsificantes monoméricos, como
Tween 20, tienen algunas limitaciones en la estabilizacion de emulsiones miliiples, en
contraste con aquellos de tipo polimérico, como las gomas y proteinas, Omotosho e al.
(1989), encontraron que surfactantes con valores elevadores de HLB, como el Tween 20,
usados como emulsificantes secundarios (en la fase Wj), incrementaron la tasa de
liberacion de metotrexate incluido en la fase interna de emulsiones Wi/O/W,, Kita ef al
(1978) han sugerido dos mecanismos posibles para la permeacién de la fase acuosa interna
hacia la fase acuosa externa, a través de la fase oleosa; el primero via transporte micelar
reverso v el segundo por difusion a través de una lamela muy delgada de la fase surfactante
formada en 4reas donde la capa de aceite es muy delgada. En la figura 13, puede observarse
la agregacion de gotas de agua en una 4rea muy cercana a la pelicula interfacial aceite-en-

agua, en la cual el grosor de la capa oleosa es menor que en resto del globulo.
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Figura 10. Micrografia de los glébulos grasos contenidos en la bebida (BEMC)
después de 14 dias de almacenamiento (Magnificacién 100x). Barra escala 10 pum.

Los globulos grasos de la emulsion EMP mostraron valores de D32 y D4 mayores (p <
0.05) a los exhibidos por los glébulos del resto de las emulsiones (Tabla 1); también estos
globulos mostraron tamafios muy heterogéneos a laé 24 h de elaborada la emulsion (Fig.
14), algunos de ellos se encontraron en estado floculado y otros mds en proceso de
coalescencia, Durante el almacenamiento de la bebida BEMP, el tamafio de los globulos
grasos se incrementd (Tabla 2), no obstante la fase acuosa W, en términos generales, se
conservé atrapada en la emulsién interna (W1/O) en forma de pequefiisimas gotas (Figs. 15
y 16). Lo antes expuesto, sugiere que la migracion de la fase acuosa interna hacia Ia fase
acuosa externa, a través de la fase oleosa, fue limitada por la presencia de pectina de bajo
metoxilo en dicha fase acuosa externa, pero no asf la coalescencia entre gldbulos. En este
caso, el uso de pectina de bajo metoxilo, altamente reactiva a los iones Ca™, favorecié la
floculacién y coalescencia de los globulos grasos., pero impidi6 la migracion de Wy hacia
W,. La proteina asociada con las pectinas desempefia un papel importante en la formacion
y estabilizacién de emulsiones, pues es a través de esta fraccién proteinica adsorbida en la
interfase aceite-agua, que las cadenas de pectina rodean y estabilizan los glébulos de aceite,

orient4ndose sus cadenas hacia la fase acuosa. No obstante, la asociacion de cadenas de
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pectina en presencia de iones Ca* rinde glébulos grasos de mayor tamafio, como resultado

? de procesos de floculacion (Leroux, ef al., 2003},

Figura 11. Micrografia de los glébulos grasos contenidos en la emulsién miultiple
(EMT) a 24 horas de elaboracion (Magnificacion 100x). Barra escala 10 um.,

Figura 12, Micrografia de los glébulos grasos contenidos en la bebida (BEMT)
después de 7 dias de almacenamiento (Magnificacién 100x). Barra escala 10 um.



Figura 14, Micrografia de los glébulos grasos contepidos en la emulsién multiple
Pectina (EMP) a 24 horas de su elaboracion (Magnificacién 100x). Barra escala 10 pm,




Figura 15. Micrografia de los globulos grasos contenidos en la bebida (BEMP) :
después de 7 dias de almacenamiento (Magnificacién 100x). Barra escala 10 pm. |

Figura 16. Micrografia de los globulos gfasos contenidos en la bebida (BEMP)
después de 14 dias de almacenamiento (Magniﬁcacién 100x). Barra escala 10 pm.

Comportamiento reolégico y microestructura de las l).ebidz_ns Icteas 2

'

La ﬁgui’a 17 muestra los valores de los médulos de almacenamit_a‘nto () y de pérdida.(G™) R
de las distintas bebidas, al aplicarles un barrido de amplitud (0.05 & 5 % de'defonnaciéﬁ),. a |
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las 24 h de elaboradas. G’ y G”, presentaron valores pricticamente constantes, édt’luirieﬁdo o -

sus curvas la forma de una meseta, en el intervalo de 0.05 a 1 % de deformacion de las .

muestras de bebida. Los datos antes expuestos indican _Que las bebldastuvwron ; Xe
comportamiento viscoeldstico lineal cuando fucron deformadas hasta un:‘_limijt'e"c'l'é 1 % AL
deformaciones mayores, los valores de G’ y G decayeron, tendiendo a traslap'aréé al final

del barrido de amplitud, como resultado de su degradaéi_én;- En todo _e,l‘_ .'_rango de
deformacién estudiado, las bebidas exhibieron comportamiento - predomi-naﬁtelﬁente'

elastico, inferido poi‘ los valores de G mayores que los de G”. El punto de cedencia

(traslape de las curvas de G’ y G”) de la estructura de las bebidas no fue alcanzado, puesto

que la deformacién aplicada fue menor a la requerida para su fluidez; no obstante, puede

observarse que la estructura de los geles de las bebidas fueron muy débiles, puesto que a ’

deformaciones tan bajas como 5 %, presentaron degradacién severa (Steventon ef al.,

1990).
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Figura 17. Diagrama de amplitud en la que se representan G” ® y G” o de todos los
tratamientos a 24 h de elaborados. Frecuencia 1 Hz
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Las estructuras de las bebidas BGL, BEMP, BEMC y BES fueron mads elasticas ﬁue la .
bebida BEMT, presentando las primeras valores mayores de G’ que la tltima (Fig. 17). La
explicacion a diferencias en el comportamiento reoldgico de las bebidas en funcién de su

composicion y estructura se describe a continuacion.

La ﬁgﬁra 18 muestra el comportanlliento a las 24 h de almacenamiento, del médulo d_e
almacenamiento (G) y del mddulo de -pérdida (G™) en funcién de la frecuencia, de la
bebida lactea control (BGL) y de aquellas conteniendo emulsiones sencilla y miltiples. De
acuerdo al comportamiento de G” y G”, las bebidas pueden clasificarse en dos grupos, uno-
(a) formado por BGL, BEMP y BEMC: con valores de G’ y G” ¢levados, que no se
igualaron o traslaparon (traslape de sus curvas) en el rango de frecuencia estudiado y el
otro, (b) formado por BEMT y BES, con valores de G’ y G” menores, que tendieron a
igualarse (con traslape de sus curvas) a valores bajos y altos de frecuencia, Los resultados
antes expuestos indican que BGL, BEMP y BEMC, con valores G’ > G”, exhibieron
comportamiento sélido predominante en todo el rango de frecuencia estudiado; mientras
que BEMT y BES mostraron comportamiento fluido predominante.a frecuencias en las que
G > G, La relacién G”/G’ o tan & (Fig. 18) muestra claramente la diferencia en las
* variaciones de los valores de G’ y G entre los dos grupos de bebidas antes sefialados. Los
valores de tan 8, en las bebidas BEMT y BES alcanzaron valores cercanos y/o mayores a la
unidad a bajas y altas frecuendiasl; en contraste, los valores de tan de las bebidas BGL,

BEMP y BEMC, fueron menores de la unidad en todo el rango de frecuencia estudiado,

Las propiedades viscoeldsticas de las bebidas fueron afectadas por el tipo de glébulos
grasos contenidos en las mismas, asi como por los agentes emulsificantes/estabilizantes
usados en su emulsificacién. La contribucién de los glébulos grasos a las propiedades

reolégicas de geles de emulsiones aceite-en-agua depende de la concentracién, las

propiedades mecénicas ¢ interacciones de los glébulos grasos con la red o matriz protefnica -

(Chen e al., 2000).
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En la figura 18, puede observarse que la BGL mostré los valores mas elevados de G”y G”
en comparacion con el resto de las bebidas, siendo los valores de G° mucho més grandes
que los valores de G” en el rango de frecuencia estudiado (Fig. 19), indicando ello una
respuesta de la estructura predominantemente de tipo sélido. Ambos médulos (G” y G”)
fueron relativamente independientes de la frecuencia (tasa de deformacion),
comportamiento acorde al informado para una red eldstica (Morris, 1993), Estos resultados
indican que la BGL a las 24 h de claborada, exhibi6 la estructura de gel mas elastica que las
correspondientes al resto de las bebidas, La microestructura de la BGL (Fig. 20), consistio
de una red proteinica compuesta por cadenas y agregados fusionados de micelas de caseina,
cuya forma globular es todavia apreciada, en cuyo interior se encontraron embebidos
lactobacilos y estreptococos. Globulos de grasa lactea (Fig. 21) cubiertos por proteinas de
lactosuero y casefnas, como resultado de la homogenizacién y el calentamiento de la leche
(Kalab, ef al 1985), pudieron interaccionar con las micelas de caseina de la red proteinica

(Sandoval-Castilla ef af., 2004), reforzando la estructura de esta tiltima (Everett y Olson,

2000).

Las otras dos bebidas que mostraron valores elevados de G’ y G” fueron la BEMC y la
BEMP (Fig. 18), aun cuando los glébulos de' grasa lactea fueron sustituidos por glébulos de
agua-en-aceite-en-agua. Las bebidas BEMC y BEMP, al igual que la BGL, mostraron el
comportamiento tipico de un gel; es decir G* dominé a G” en todo el rango de frecuencia
estudiado (Fig. 19) (Steventoh et al., 1990), Lo anterior, indica cierto reforzamiento de la
red proteinica de BEMC y BEMP, por la incorporacién de los glébulos grasos de las
emulsiones multiples agua-en-aceite-en-agua y este reforzamiento debi darse mediante la
interaccién de las moléculas que cubrieron la superficie de los glébulos de lés emulsiones y

las cadenas de caseina de la red proteinica
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Figura 18, Comportamiento de los modulos de almacenamiento (G yde

pérdida (G”) de los tratamientos a las 24 h de elaboradas. G’: - w -, G™: - & ~.
En la BEMC, la carboximetilcelulosa pudo interaccionar con las lactoproteinas adsorbidas
en la superficie externa de los globulos de la EM, debido a.su cardcter ionico (Coffey et al.
(1995), La interaccion entre polisacdridos dispersos en la fase continua con las proteinas
adsorbidas en la superficie de los globulos grésos y con las cadenas de caseina de la red
proteinica, probablemente coadyuvd al reforzamiento del gel. La microestructura de la
BEMC (Fig. 22) estuvo conformada por cadenas de micelas de caseina, con pequefios
espacios intercadenales, de apariencia un poco menos compacta que la observada en la
BGL (Fig. 19). Los valores menores de G’ y G” de la BEMC respecto a los de la BGL (Fig.
18) pueden atribuirse al estado liquido del aceite de canola en comparacion con el estado
semi-solido de la grasa lactea (Lobato-Calleros, ef al., 2003). Fue posible apreciar la
presencia de lactobacilos y estreptococos (Fig. 22) atrapados en la red proteinica de la

BEMC y en aquellas del resto de las bebidas lacteas.
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Figura 19. Comportamiento de G”/G’, de las bebidas a las 24 h de elaboradas

La pectina de bajo metoxilo contribuy6 a la formaci6n de una estructura de gel en la BEMP
(Fig. 23), constituida por agregados de cadenas de micelas de caseina, similares a los
observados en la BGL (Fig. 20), aunque de menor tamafio, En la agregacién de las micelas
de casefna en la BEMP, posiblemente intervinicron los globulos grasos, a través de
lactoproteinas y de moléculas de pectina adsorbidas en la interfase externa aceite-en-agua
(O/Wé). Las moléculas de pectina adsorbidas sobre la superficie de un glébulo, pueden
interaccionar, en la presencia de Ca', con moléculas de pectina adsorbidas en la superficie
de otro glébulo graso (Leroux, et al., 2003), actuando asf los gldbulos grasos como agentes
“cementantes” o estructurantes de la red proteinica. Asimismo la pectina tiene la habilidad
de formar particulas gelificadas de pectato de calcio (Tromp, et al., 2004), las cuales
confirieron un comportamiento eléstico adicional a la red proteinica de la BEMP. En la
figura 24, pueden observarse los microorganismos licticos involucrados en la elaboracion |
de las bebidas, uno de ellos es el lactobacillus bifidus, al que se le atribuyen propiedades
funcionales para el mejoramiento y conservacién de la salud humana (Baron, M., et al
2000).



Figura 20. Micrografia Electronica de Barrido de la bebida control (BGL).
Magnificacién 4.000X. Barra de escala =5 um

Las bebidas BEMT y BES, conteniendo gotas de ému[sién miltiple y gotas de emulsion .
sencilla, respectivamente, mostraron los valores mds bajos de G* y G”, que el resto de las |
bebidas lacteas (Fig. 18). Los valores de G tendieron a traslaparse con los de G’ a
frecuencias bajas y altas; pudiendo observarse inclusive que en ciertas regiones, los valores
de G” sobrepasaron a los de G° (Figs. 18 y 19). Lo anterior, indica que a ciertas
frecuencias, las bebidas después de 24 h de preparadas, tuvieron predominantemente
comportamiento fluido o viscoso. Raymundo ef al. (1999), encontraron que emulsiones
estabilizadas con EBPM exhiben una region pse‘ﬁdo-terminal a bajas frecuencias, que
muestra una tendencia de ambas funciones viscoelasticas (G’ v G”) a traslaparse (inicio de
la region viscosa); en contraste, emulsiones estabilizadas con biopolimeros muestran una
regién meseta o plana, al igual que las presentadas por BGL, BEMC y BEMP (Fig, 18). La
aparicién de una region plana en el espectro mecdnico ha sido previamente relacionada a la
formacién de estructuras entretejidas entre moléculas poliméricas (Ferry, 1980) que forman

una red tridimensional de moléculas que interactiian o se entretejen y que atrapan en su
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interior las gotas de emulsiones aceite~en-agua (Dickinson, 1992). La preparacién de las
emulsiones contenidas en BEMT y BES, involucré el uso de emulsificantes de bajo peso
molecular (EBPM), los cuales tendieron a desplazar proteina de Ia interfase (Dickinson y
Tanai, 1992), limitando asf la interaccion globulos de emulsién-red protefnica y el
reforzamiento de la estructura del gel, Globulos grasos cubiertos por monocapas de EBPM
hidrosolubles, funcionan sélo como ocupadores de espacios, pero no toman parte
mecdnicamente en la construccién de la red proteinica de emulsiones gelificadas (Chen et
al., 2000), |

Figura 21. Micrografia Electrénica de Barrido de Ia bebida control (BGL).
Magnificacion 4.000X. Barra de escala =5 wm

Se observé una ligera diferencia en log valores de G* y G” de la BEMT y de la BES, a las
24 h de elaboradas, siendo en general mayores los correspondientes a la BEMT (Fig. 18).
Estos resultados pueden explicarse con base en la habilidad de Tween 20 para formar un
complejo con moléculas de p-lactoglobulina, Cuando Tween 20 es adicionado a geles de

emulsiones estabilizadas con p-lactoglobulina, el comportamiento eldstico de estos geles es
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complejo y depende de la relacién molar protefna: emulsificante (R); cuando R=1, el
médulo eldstico del gel se incrementa, luego decrece a valores mayores de 1 y vuelve a-
aumentar cuando R = 4. Para este \ltimo caso, se ha propuesto lé formacion de micelas
mixtas de protefna y de Tween que refuerzan el gel (Dickinson y Hong, 1996). En la
BEMT, aproximadamente hubo 2.0 g de B-lactoglobulina (Alais, 1986) y 0.6 g de Tween
20enl L.

i i
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Figura 22. Micrografia Electrénic

Barra de escala = 5 um
La miicroestructura de la BEMT (Fig. 25) consistié de una red de proteina, formada por

cadenas de micelas de casefna con bajo grado de fusion y cuya compactacion fue limitada
por la existencia de numerosos espacios vacios (originalmente ocupados por los gldbulos
grasoé de 1a EM). La baja compactacion de la estructura en BEMT, pudo ser debida a la
poca interaccion entre la capa de EBPM que cubrid los glébulos grasos y las micelas de
caseina que conformaron la red proteinica, La estructura de la BES (Fig. 26) consistié de
regiones de apariencia densa, en la que predominaron agregados de micelas de caseina,
pero también de regiones en las que se observan espacios vacios relativamente grandes,
estos ultimos atribuidos a canales de lactosuero y algunos gldbulos grasos retenidos

originalmente en la red proteinica.
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Figura 23. Micrografia Electronica de Barrido de BEMP  Magnificacién
4.000X. Barra de escala=35 um

Durante ¢! tiempo de almacenamiento, hubo variaciones en los valores de G’ y G” de las
bebidas; sin embargo, dichas variaciones conservaron las tendencias generales en el
comportamiento viscoelstico de las bebidas; esto es, BGL, BEMC y BEMP siguieron

mostrando los valores mas elevados de estos modulos, en comparacion con las bebidas

BEMT y BES (Figs. 27 y 28).
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Figura 24. Micrografia Electrénica de Barrido de BEMP Magniﬁcacién
16.000X , Barra de escala=1 um

Los médulos G’ y G” de BGL tendieron a disminuir durante el almacenamiento (Figs. 27 y
28); al mismo tiempo los valores de tan § aumentaron a Bajas frecuencias (Figs. 29 y 30),
siendo este altimo efecto mas acentuado a los 14 dias de almacenamiento, Estos resultados
indican una desestabilizacién o pérdida de estructura de la estructura de gel de la BGL con
el tiempo de almacenamiento. Afonso y Maia (1999), al monitorear cambios estructurales
de yogurt durante su almacenamiento, mediante el estudio de sus propiedades reoldgicas,
informan que hubo disminucién en los valores de los modulos G’ y G”del yogurt con el
tiempo y atribuyen estas variaciones a una degradacion severa de la estructura del yogurt
debida a fendmenos enzimdticos, tales como post-acidificacién y protedlisis.
Disminuciones en el pH de las bebidas fueron observadas durante su almacenamiento,
variando de aproximadamente' un valor de 5.0 a las 24 h de preparadas a un valor de 4.7
después de 14 dias de almacenamiento, lo que indica que ocurrié una reducida, pero no
completamente inhibida, post-acidificacion de las bebidas, a través de la actividad

enzimatica de los cultivos lacticos. Reducciones en el pH inducen interrupcion en las
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)
interacciones proteina-proteina, acompafiada de sinéresis y desmineralizacion, todo ello
contribuye a degradacion de la estructura proteinica, La expulsion de suero durante el
almacenamiento, puede explicar la disminucion en los valores de G* de la BGL a muy bajas
frecuencias; esto es, a .tiempos de prueba prolongados. Adicionalmente, la protedlisis pudo

contribuir a la degradacion de la estructura de gel de la BGL (Afonso y Maia, 1999).

Las bebidas BEMP y BEMC, mostraron un comportamiento reolégico duranie su
almacenamiento, distinto al de BGL. Los valores de G y G” de estas bebidas aumentaron
del primero al séptimo dia (Figs. 18 y 27), mientras que los valores de tan & disminuyeron
ligeramente (Figs. 19 y 29). Del séptimo al 14° dia las bebidas BEMC y BEMP exhibieron
un comportamiento diferente, los valores de G’ y G” de la BEMC continuaron
incrementandose, mientras que los de BEMP disminuyeron (Figs. 27 y 28), al mismo
tiempo los valores de tan & disminuyeron en BEMC y aumentaron ligeramente en la
BEMP, sin alcanzar la unidad (Figs. 29 y 30). La disminucién en los valores de G’ y G” de
BEMP pudieron estar relacionados con el aumento en el tamafio de sus glébulos grasos
(Tabla 2), discutido antes. Incrementos en el tamafio de los glébulos grasos han sido
relacionados con la formacién de redes proteinicas con menor resistencia la deformacion

(Lobato-Calleros et al., 2003).

Los resultados antes expuestos, indican un efecto positivo de pectina y CMC. sobre la
estabilidad de la estructura de gel de las bebidas en el tiempo, el cual fue mas acentuado en
el caso de CMC. La funcionalidad de CMC y pectina probablemente evitd la formacion de
agregados floculados de micelas de caseina, principal causa de inestabilidad en bebidas
lacteas 4cidas (Parker ef al., 1993) y la consecuente expulsién de lactosuero y pérdida de
iones calcio. CMC interacciona con la caseina en un rango de pH de 3.0 a 5.5, formando un
complejo estable altamente viscoso, que estabiliza productos conteniendo leche a
condiciones 4cidas que normalmente precipitarfan a la casefna (Asano, 1970). La
viscosidad del complejo caseina-CMC aumenta conforme el pH disminuye de 6 a 4.5
(Hercules Inc., 2002), razén po.r la que al disminuvir el pH de la BEMC durante el

almacenamiento, sus valores de G’ y G” incrementaron (Figs. 18, 27 y 28).
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Figura 25. Micrografia Electronica de barrido de BEMT, Magnificacion
4.000X. Barrade escala Sum

por A ERY o Gl
Pigura 26. Micrografia Electronica de barrido de BES, Magnificacién
4.000X. Barrade escala Sum
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Figura 27. Comportamiento de los médulos de almacenamiento (G ) y de pérdida
(G”) de las bebidas lacteas a los 7d de elaboradas. G*: - m -, G”: -

La pectina puede adsorberse, al igual que CMC, a los fléculos de caseina mediante
interacciones electrostaticas, via sus grupos carboxilato negativos, los cuales interaccionan
con los grupos positivos en la superficie de los fléculos. La pectina adsorbida forma una
batrera contra la interaccin entre particulas de caseina y las protege de floculacidn,
principalmente por repulsién estérica (Parker et al., 1993). Tanto CMC (I—I_egedusic et al.,
2000), como la pectina (Rolin, 1993) interaccionan con iones Ca™, por lo que quizés
también uno de sus efectos en la estructura del gel de las bebidas, consistio en la retencidn
de iones calcio y en la disminuci6n de sinéresis o expulsion del suero, esto dltimo como
resultado de su elevada capacidad ligante de agua. Los bajos valores de tan 8 de BEMC y
BEMP (Figs. 20, 29 y 30) a frecuencias bajas, refuerzan la idea de menor grado de

sinéresis en estas bebidas.
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Figura 28. Valores de Tangente de & en las bebidas lacteas a 7 dias de elaboracién

Los valores de G’ y G” de BEMT permanecieron casi estables del primero al séptimo dfa,
disminuyendo drasticamente al 14° dia (Figs. 18, 27 y 28). Estos resultados indican que la
estructura de BEMT sufrio degradacion severa con el tiempe de almacenamiento, de
manera similar a équella de BGL., El emulsificante Tween 2¢ aparentemente no contribuyé
en la estabilizacion del gel de la BEMT, debido a que su funcionalidad radica basicamente
en su poder emulsificante y hasta cierto punto protector de los gldbulos grasos. La gran
variabilidad en los valores de tan & a frecuencias bajas (Figs. 19, 29 y 30) puede estar
relacionada con sinéresis de las muestra de bebida durante el tiempo de prueba; esta

variabilidad fue mas evidente a los 14 dias de almacenamiento (Fig. 30).
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Figura 29, Comportamiento de los médulos de almacenamiento (G*) y de pérdida
(G™) de las bebidas lacteas los 14 dias de elaboradas. G*: -m -; G - O -,

Los valores de G’ y G” de BES aumentaron del primero al séptimo dia, pero disniinuyeron
del 7° al 14° dia (Figs. 18, 27 y 28), comportamiento relacionado con reducciones en los
valores de tan & del primero al séptimo dia y aumentos en los mismos en el 14° dia (Figs.
19, 29 y 30). El incremento en el caracter eléstico de la red de BES, del primero al 7° dia de
almacenamiento, pudo deberse a un re-arreglo de las proteinas lacteas que no fueron
desplazadas de la superficie de los glébulos grasos por los EBPM, en una configuracion
mds compacta y mas elastica. Lobato-Calleros ef al. (2003), informaron que aunque el
emulsificante P desplazd proteina de la superficie de globulos de una emulsion de aceite de
canola-en-leche descremada, algunas moléculas de proteina permanecieron adsorbidas en la
interfase y se re-arreglaron en una capa mdas compacta, la cual confirié propiedades

elasticas a redes de proteina de queso tipo Manchego,
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Conforme el tiempo de almacenamiento transcurrid, los procesos de post-acidificacion y

protedlisis influyeron en la degradacién de la estructura proteinica de la BES, rindiendo

valores mas bajos de G* y G” y mds altos de tan 3.
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Figura 30, Valores de Tangente de 8 en las bebidas lacteas a 14 dias de elaboracion

Caracterizacion de curvas de flujo

Las figuras 31 a 33 muestran las curvas esfuerzo cortante-velocidad de cizalla exhibidas
por las bebidas durante su almacenamiento, observandose en ellas valores de esfuerzo de
fluencia; esto es, valores minimos de esfuerzo cortante que debieron ser rebasados antes de
| que sus estructuras sélidas comenzaran a mostrar un comportamiento liquido. Este tipo de
flujo es a menudo encontrado en alimentos y es conoeido como plastico. Aunque en la
actualidad existe mucha controversia acerca de la existencia de un verdadero esfuerzo de
fluencia, sin embargo, fines practicos este pardmetro es ampliamente usado. (Barnes, 1999),

Mis alld del esfuerzo de fluencia, las curvas esfuerzo cortante-velocidad de cizalla,
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tendieron a ser cdncavas, indicando esto que las bebidas tuvieron un comportamiento de
tipo pseudoplastico con esfuerzo de fluencia (Bourne, 2002; Rao, 1999). También es
posible observar cierta linearidad entre esfuerzo cortante-velocidad de cizalla, a bajos
valores de esta ultima. Muchos fluidos pseudoplasticos exhiben este régimen Newtoniano
(Bourne, 2002).
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Figura 31. Comportamiento del estuerzo cortante () en funcién de la velocidad
de eizalla (v). de las hehidas a las 24 horas de elahoradas

Los datos de esfuerzo cortante-velocidad de cizalla de las bebidas, se someticron a varios
modelos reoldgicos (Newtoniano, Casson y Herschel Bulkley), encontrandose que las
curvas de flujo tuvieron un ajuste adecuado (R* > 0.98) al modelo de Herschel-Bulkley, en
el rango de velocidad de cizalla estudiado (1 a 300 sy, Bl modelo de Herschel-Bulkley es
Gtil para describir ¢l comportamiento de fluidos pseudoplésticos con esfuerzo de fluencia y

es representado como (Steffe, 1996):
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=K@ ton
Donde: o es el esfuerzo cortante (Pa); v es la velocidad de cizalla (s™); X es el coeficienté
de consistencia (Pa s"); # es el indice de comportamiento de flujo (adimensional) y og es el

esfuerzo de fluencia (Pa).

Tabla 3 Valores de variables obtenidas det Modelo de Herschel - Bulkley

Cadigo Dia | Dia 7 Dija 14
k n o, k n G, k n O
BGL 0.264 0.815 0.680 0,353 0.739 . 1.025 0.425 0.624 0.476
(0.00)a (0.00) (0.00) (0,02)a (0.0D) (0.16)b (029 a (0.0%a (0.16)a
ab ab ab
BES 0.326 0.653 0.683 0.347 0.549 0.365 0.255 0.5329  0.216

(0.03)a (0.06)a (0.01) b (0.09)a (0.05)a (0.09a (0.04)a (0.03)a (0.08)a
BEMC 0.511 0.761 1,279 0.034 1.008 1320 0.013 1.178 1.239
(0.05)a (0.04ya (0.18)a (0.01)b (0.04)a (0.21)a (0.01)b (0.22)a (0.15)a
BEMT 0.660  0.489 0.556 0.894  0.146 1.385 0.902 0.130 0.326
(0.00)b (0.03)a (0.13)a (0.08) (0.08)b (044)b (0.03)a (0.16)b (0.13)a
: ab
BEMP 0.260  0.790 1.133 0.215 0.736 1,370 0.364 0.583 0.608
0.08) (005)b (0.13) (0.03)a (0.05b (0.25b (0.03)b (0.02)a (0.15)a
ab ab '
K, es el coeficiente de consistencia , » el indice de comportamiento de flujo y o, es el esfuerzo de fluencia.
Medias en una misma columna con letras distintas, son diferente significativamente (¢ < 0.05). Valores en
paréntesis corresponden a desviacidn estandar.

En la tabla 3 se presentan los valores de los parametros reolégicos de las bebidas, al 1, 7 y
144, aplicando el modelo de Herschel ~ Bulkley. Los valores de indice de flujo diferentes a
la unidad, indicaron que las bebidas exhibieron comportamiento no-newtoniano, en general
de tipo pseudopldstico (n < 1). Las bebidas ldcteas al presentar pseudoplasticidad,
exhibieron valores de viscosidad aparente dependientes de la velocidad de cizalla (Figs. 34
a 36), los cuales disminuyeron con incrementos en la velocidad de cizalla aplicada,
indicando un comportamiento adelgazante con el esfuerzo o “shear thinning”. Resultados
similares han sido informados para bebidas lécteas en las que se incorporaron diferentes
niveles de carragenina y de sélidos totales (Penna ef al., 2003) y para bebidas lacteas de
diferentes marcas comerciales (Penna ef al, 2001; Lucey, 2001). Disminuciones en
viscosidad de las bebidas pueden estar asociados con la disgregacién de los aglomerados de

proteina dispersos (van Marle ef al., 1999)
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Figura 32. Comportamiento del esfuerzo cortante (¢) en funcidn de la velocidad
de cizalla (), de las hehidas a los 7 dfas de elahoradas

Modificaciones en el tipo y agentes emulsificantes/estabilizantes de las emulsionés,
provocaron variaciones en los valores de los pardmetros reoldgicos de las bebidas, durante
su almacenamiento. La bebida BGL mostré aumentos en el valor de o, del primero al
séptimo dia, disminuyendo el valor de este pardmetro al 14° dia; mientras que sus valores
de k aumentaron durante todo el periodo de almacenamiento y los de n disminuyeron
durante todo el perfodo de almacenamiento (Tabla 3). Las variaciones en los valores de los
pardmetros reoldgicos de BGL con el tiempo, posiblemente estén relacionados con una
mayor coagulacion de la caseina durante los primeros siete dias de almacenamiento, al
aproximarse el pH al punto isoeléctrico, atrapando glébulos de grasa y suero y adquiriendo
mayor firmeza; sin embargo, al transcurrir el tiempo, el proceso de sinéresis que sufre el
gel, contribuye a su desmineralizacion y al debilitamiento de su estructura (Alfonso y Maia,
1999), que puede estar acompafiado de la formacién de aglomerados de caseina con menor

elasticidad, pero que imparten cierta consistencia a la bebida.
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Figura 33, Comportamiento del esfuerzo cortante (o) en funcion de la velocidad
de cizalla (y), de las bebidas a los 14 dias de elaboradas

Los valores de los pardmetros reologicos de BES, tendieron a disminuir con el tiempo,
mostrando un debilitamiento progresivo de su estructura, acompafiado de mayor cardcter
pseudopléstico (Tabla 3). Este comportamiento pudo deberse a la limitada interaccién entre
los globulos grasos contenidos en la BES con las cadenas de caseina y en consecuencia con
la estructura de la red proteinica: En la BEMT se observéd un incremento en sus valores de
o, del primero al séptimo dia, pero disminucién muy pronunciada al catorceavo dia,
mientras que los valores de n disminuyen notablemente del primero al séptimo dia, y
permanece casi constante al dia catorce; El coeficiente de consistencia (k), aumenta durante
todo el perfodo de almacenamiento. Cabe resaltar que en el 14° d esta bebida mostré el
mayor cardcter pseudopléstico (Tabla 3). Los valores y la variacién con el tiempo de los
pardmetros reolégicos de BEMT permiten inferir que esta bebida fue la que tuvo 1a
estructura més débil y menos resistente a la deformacion, tendiendo a fluir facilmente bajo

la aplicacién de esfuerzos cortantes. La explicacion sobre la pobre interaccion e
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inestabilidad de los glébulos grasos contenidos en la BEMT ya fue expresada con

anterioridad.

Los valores de o, de BEMC permanecieron pricticamente constantes con el tiempo de
almacenamiento y sus valores de n, tendieron a aumentar en lugar de disminuir como en el
resto de las bebidas, hasta alcanzar valores cercanos a la unidad; en contraste, su valor de k
disminuyé considerablemente del primero al séptimo dia y ligeramente de este Gltimo al 14°
d (Tabla 3). El valor elevado de o, indica que la estructura de BEMC requirié de la
aplicacion de un esfuerzo importante para comenzar a fluir; no obstante, una vez superado
este esfuerzo, la BEMC fluy6 mds que las otras bebidas (valores mds bajos de k) (Tabla 3).
Al primer dia de elaborada, la BEMC mostré comportamiento pseudopléstico (n < 1), pero
al transourtir el tiempo de almacenamiento su pseudopasticidad disminuyd, exhibiendo
valores de n ligeramente mayores de la unidad. Estos resultados indican que hubo cambios
en la estructura de la BEMC con el almacenamiento, probablemente consistentes en una
mayor interaccién casefna-CMC debida a aumentos en la acidez del medio de dispersion,
Esta explicacion es reforzada por los aumentos en G’ y G” de BEMC observados durante
su almacenamiento (Figs. 26 y 27). Dispersiones de CMC en forma individual o combinada
con otros polisacaridos han mostrado comportamiento reoldgico pseusopléstico (Gomez-
Diaz y Navaza, 2004; Togrul y Arslan, 2003);2 aunque también se ha informado que
dispersiones de CMC con proteinas de lactosuero muestran comportamiento dilatante
(Hegedusic et al., 2000). Al parecer la estructura del gel de BEMC fue resistente a bajas
velocidades de cizalla, requiriéndose la ruptura de enlaces proteina-proteina, globulos
grasos-proteina, CMC-proteina y probablemente CMC-CMC (Togrul y Arslan, 2003) para
comenzar a fluir, pero una vez que estos enlaces son irrumpidos los agregados

macromoleculares fluyen, Este comportamiento puede observarse en las figuras 34 a 36, las |
que muesiran viscosidades relativamente elevadas de BEMC a bajas velocidades de cizalla,
seguidas de una caida pronunciada en sus valores al incrementarse la velocidad de cizalla,
mostrando después muy poca variacién. Skriver, et al. (1993) y Yanes e al. (2002),

informaron que sistemas alimenticios incluyendo hidrocoloides y proteinas, muestran
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caracteristicas de flujo atribuidas a la formacion de una red secundaria mediante la

interaccion entre estos dos tipos de polimeros.
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Figura 34, Comportamiento del viseosidad aparente en funcién de la velocidad de
cizalla (y), de las bebidas a las 24 horas de elaboradas

Los valores de o, de BEMP aumentaron ligeramente del primero al séptimo dia y al 14° d
disminuyeron; los valores de k permanecen casi constantes del primero al séptimo dia y
después sufren un pequefio aumento; el comportamiento opuesto lo presenta n,
permaneciendo casi constante del 1° al 7° d y después disminuyendo (Tabla 3). Estos datos
muestran estabilidad en BEMP en los primeros dias de almacenamiento; no obstante, al 14°
d, su cardcter pseudopléstico aumenta acompafiado de disminucién en el esfuerzo requerido
para que comience a fluir su estructura. Este comportamiento puede explicarse como
consecuencia de un mayor grado de sinéresis y desmineralizacién de la BEMP al transcurrir
del séptimo al 14° d de almacenamiento, causando disminucién en las interacciones entre
glébulos grasos cubiertos con pectina y la red protefnica, asi como incrementos en el

tamafio de los glébulos grasos (Tabla 2).
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La BEMP mostré comportamiento reolégico bajo esfuerzo cortante muy similar al exhibido
por la BGL (Tabia 3).
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Figura 35. Comportamiento del viscosidad aparente en funcidn de la velocidad de
cizalla (y), de las bebidas a los 7 dias de elaboradas
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