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RESUMEN GENERAL

PROPIEDADES FISICOQUIMICAS Y VISCOELASTICAS DE EMULSIONES
DE DISTINTAS FRACCIONES DE GRASA LACTEA ESTABILIZADAS CON
COMPLEJOS BIOPOLIMERICOS

Como estrategia nutricional en la sustitucion de grasa, se han utilizado aceites
vegetales que pese a tener un perfil con menores acidos grasos saturados, los
atributos sensoriales se han demeritado. Otro inconveniente es que la reduccién
de lipidos, en algunos alimentos, conlleva a la utilizacion de polisacaridos, lo que
conlleva al aumentando de la respuesta glucémica. Para favorecer un perfil
saludable en la grasa lactea y disminuir el uso de polisacéaridos, en este trabajo
se tuvo como objetivos el utilizar la técnica de fraccionamiento en grasa lactea y
obtener 3 fracciones composicionalmente diferentes, las cuales estaran
dispersas en una emulsion O/W. utilizando como emulsionantes/estabilizantes
complejos solubles formados por la interaccidén proteina de lactosuero:goma de
mezquite (WPH:GM; 10% p/p, pH 3.5, 1:1). Las 3 fracciones obtenidas
presentaron puntos de fusion diferenciados con la grasa lactea (18.48 a 39.79
°C). Las emulsiones O/W (¢:0.3) no mostraron diferencia significativa (p < 0.05)
para la viscosidad aparente. Fueron estables hasta por 6 dias a 5 £ 1 °C con
diametro promedio superficial entre 3.0 a 3.14 um en las primeras 24 horas de
almacenamiento. La viscosidad no estuvo afectada por el punto de fusién de la
fase oleosa mas su comportamiento elastico estuvo relacionado con el contenido
de acidos grasos insaturados. La actividad interfacial no se vio afectada por el
ordenamiento de la grasa lactea a la que esta sujetaa 5 + 1 °C, incrementado la
posibilidad de utilizacion de este tipo de emulsiones en alimentos congelados.

Palabras clave: fraccionamiento térmico, goma de mezquite, complejos
solubles, Carreau-Yasuda, interaccion electrostatica
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Dulce Maria Pedroza Pedroza
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ABSTRACT

PHYSICOCHEMICAL PROPERTIES AND VISCOELASTIC OF EMULSIONS
WITH DIFFERENT FRACTIONS OF MILK FAT STABILIZED WITH
BIOPOLIMERIC COMPLEXES

Using like nutritional strategy for substitution of fat, has been used vegetal oll.
Although contains less saturated fatty acids, the sensorial attributes decreased.
Another inconvenient is that utilization of polysaccharides for the reduction of fat,
implies an increase in the glycemic response. Trying to favoring a healthy profile
in milk fat and diminish the use of polysaccharides, the aim in this work was to
use a double dry fractionation process to obtain 3 compositionally different
fractions of milk fat, each one will be dispersed in an emulsion O/W. Stability of
emulsions was verify using soluble complexes, formed by the interaction of whey
protein hidrolysate and mesquite gum (WPH: GM), like interfacial particles for milk
fat droplets. The obtained fractions have a different melting point (18.48 to 39.79
°C). The relation WPH: GM for the emulsification of milk fat fractions was 1:1 with
pH 3.5 and 10% solids. The viscosity for emulsions O/W (¢: 0.3) with different milk
fat fractions werent significantly different (p < 0.05). Maintained 6 days of stability
at 5 £1 °C. The superficial mean diameter D(3,2) was between 3.0 and 3.14 um
in the first 24 hours of storage. The obtained results for viscoelasticity, suggests
than the mechanical properties obtained in the emulsions were for the protector
effect in the interface by the biopolymer complexes and not for the thermal
properties in the fractions. The utilization of soluble complexes stabilize the milk
fat fractions, with a mean coalescence rate of 2.45x10-07 for the treatments until
the crystallization of milk fat at 5°C . Increasing the possibility of utilization of these
emulsions in frozen foods.

KEY WORDS: dry fractionation, mesquite gum, soluble complexes, Carreau-
Yasuda, electrostatic interaction

1Thesis Universidad Autbnoma Chapingo
Dulce Maria Pedroza Pedroza
Consuelo S.O. Lobato Calleros
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1. INTRODUCCION GENERAL

En la actualidad para la formulacion de alimentos procesados, se busca
implementar opciones que minimicen la utilizacion de ingredientes sintéticos, con
el fin de inferir positivamente en la apreciacion del consumidor. El fraccionamiento
de la grasa lactea es una oportunidad de obtener ingredientes diferenciados, que
permitan conservar atributos sensoriales e incidir en la estructura del alimento.
Este proceso toma parte de las caracteristicas térmicas de los lipidos (punto de
fusion y cristalizacién) para inducir la separacion de sus componentes sin utilizar
solventes. De esta manera se podra utilizar, acorde de las caracteristicas del
alimento, la fraccion méas conveniente. Sin embargo, la grasa lactea dentro de
una matriz alimentaria debe de utilizar particulas o moléculas que las protejan de
la oxidacion o que eviten la formacion de una capa de lipidos. Para ello se utilizan
emulsificantes que de manera efectiva garanticen la retencion de la grasa en el
alimento. Entre las moléculas naturales con accion emulsificante figuran los
fosfolipidos y los complejos poliméricos. Estos ultimos pueden ser formados a
través de las interacciones proteina: polisacarido con lo cual se incrementan las
posibilidades de enriquecer nutricionalmente un alimento. Los complejos
biopoliméricos han sido utilizados en la estabilizacién de emulsiones mdultiples o
sencillas como las O/W, utilizando diferentes fuentes para la induccién del
acomplejamiento. En este trabajo se utilizard proteina de suero, por ser un
ingrediente de facil disposicién en el mercado, la goma de mezquite se utilizara
como alternativa a la goma arabiga ademas que propicia nuevas aplicaciones
para este subproducto natural, brindando mas opciones para impulsar una

industria que procese este ingrediente alimenticio.



Por ello se genero la siguiente hipotesis: los complejos solubles formados entre
la proteina de suero y la goma de mezquite poseen las caracteristicas de
estabilizacion necesarias para que las gotas de grasa lactea y sus fracciones

puedan estar dispersas en una emulsion O/W

El objetivo general de este trabajo fue evaluar la utilizacién de los complejos
solubles obtenidos con proteina de suero:goma de mezquite, para la
estabilizacion de emulsiones O/W en las que se dispersaran fracciones de grasa
lactea con diferentes puntos de fusion. La metodologia se dividié en 3 etapas. En
la primera se disefié un proceso de modificacién de grasas a escala laboratorio
libre de solventes con el cual se pudieron obtener 3 fracciones con propiedades
térmicas y composicion quimica diferente entre si. Particularmente, se observo la
variacion del colesterol y acidos grasos insaturados debido al proceso empleado.
Para la segunda fase se describieron las caracteristicas fisicoquimicas (potencial
zeta, diametro volumétrico, rendimiento de coacervacion, absorbancia) debidas
a la variacion de proteina en la formacién de los complejos solubles proteina de
suero:goma de mezquite utilizando 5 variaciones. En esta fase se definieron las
condiciones quimicas necesarias para la maxima interaccion entre los
biopolimeros. Finalmente, se utilizaron los complejos solubles como material de
pared para la estabilizacion de emulsiones O/W en las que se utilizaron las
diferentes fracciones de grasa lactea. Para la evaluacion de estas emulsiones se
utilizé la tasa de coalescencia y la morfologia en funcién del tiempo ademas, se
estudiaron las propiedades viscoelasticas.

Hasta ahora se carecen de trabajos en los que se describan los efectos de la
utilizacién de complejos solubles como alternativa a las moléculas anfifilicas en
emulsiones que contengan grasa lactea o fracciones. La informacion generada
de esta investigacion tiene el potencial de impulsar mas trabajos en los que los
perfiles de las grasas son modificados y utilizados en sistemas coloidales
naturales para su aplicacion en matrices alimentarias enriqueciendo

nutricionalmente el alimento que las contenga.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Emulsiones

Los coloides consisten en una dispersion de una fase en otra. Algunos coloides
son termodinamicamente estables y generalmente se forman espontaneamente,
mientras que otros son metaestables, lo que significa que requieren de energia
para ser preparados y para que las propiedades de dispersion se mantengan
(Appelqgvist, Golding, Vreeker, & Zuidam, 2007; Dickinson, 2006), por lo que es
necesario utilizar moléculas con actividad interfacial para reducir la energia entre
las fases y lograr un sistema estable en funcién del tiempo, para favorecer su
adsorcion en la interfase es necesario aplicar energia al sistema, para ello se
utilizan fuentes externas (homogenizacion, presién, sonicacién, etc) que
favorezcan la formacion de gotas con distribucién homogénea de tamafio (Leal-
Calderon, Bibette, & Schmitt, 2007 b).

Las emulsiones son un ejemplo de un coloide metaestable. Las emulsiones
simples estan compuestas por 2 liquidos inmiscibles (por lo regular aceite y agua)
una dispersa en otra, en presencia de particulas o moléculas con actividad
interfacial (anfifilicas) (Araiza-Calahorra et al., 2018). Otras emulsiones llamadas
multiples, consisten en pequefias gotas de agua contenidas dentro de gotas de
aceite mas grandes dispersas en una fase acuosa continua. El arreglo de los
liguidos (O/W/O, W/O/W, W/O, O/W, W/W/O,) dependera de la funcionalidad

para la que fueron disefiados (Leal-Calderon, Bibette, & Schmitt, 2007 a).

Las propiedades mecéanicas y dinamicas presentadas en las emulsiones,
dependeran de varios factores: la variacion del volumen (¢) (va de 0 hasta 1),

temperatura de almacenamiento, cantidad de emulsificante utilizado, viscosidad



de la fase continua, tipo de aceite utilizado, tamafio de gota obtenido y
condiciones fisicas de la fase continua (pH, presencia de iones, potencial zeta y
concentracion), entre otros. Al comprender los mecanismos y componentes que
estabilizan a las emulsiones se podran disefiar particulas coloidales funcionales

con grado alimenticio.

2.2 Regiodn interfacial

Durante el almacenamiento de una emulsion, las gotas dispersas estan
sometidas a la fuerza de gravedad, agitacion y efectos térmicos. Estos
fenémenos inducen la movilidad de las gotas logrando que eventualmente
colapsen entre ellas (Ruiz-Ramos et al., 2006). Las gotas de manera individual
requieren de un tipo de barrera interfacial para prevenir la coalescencia entre las

gotas vecinas.

Figura 1. Esquema de estabilizacion de sistemas coloidales O/W a partir de tres
mecanismos diferentes. Tomado de Araiza-Calahorra et al., (2018).

La estabilizacion de sistemas coloidales (Figura 1) como las emulsiones pueden
llevarse a cabo mediante tres mecanismos (Araiza-Calahorra et al., 2018;
Nushtaeva, 2016):

a) moléculas anfifilicas de bajo peso molecular. La estabilizacién es lograda por
la utilizacion de surfactantes (tween, span, polisorbato, fosfolipidos,
monoglicéridos, proteinas o polisacaridos como la goma arabiga) los cuales

disminuyen la tension superficial.



b) sistemas multicapas. Las gotas de aceite estaran estabilizadas
electrostaticamente por capas de emulsificantes. Los polielectrolitos son
adsorbidos por las fuerzas de atraccion de los componentes utilizados, los cuales
son afiadidos de manera individual. Con ello se crea una barrera mecéanica que

al tener carga genera repulsion entre las gotas.

c) particulas pickering. Son estabilizadas por particulas sélidas que son

adsorbidas de manera irreversible en la interfase

2.2.1 Biopolimeros

Los biopolimeros tienen la capacidad de actuar efectivamente como agentes
estabilizadores en una amplia variedad de sistemas alimenticios. La mayoria de
estas macromoléculas mantienen la estructura y el comportamiento de donde

fueron extraidas.

Goma de mezquite

Los polisacaridos son moléculas compuestas por largas cadenas de
monosacaridos ligados por enlaces glucosidicos susceptibles al hidrolisis. Tienen
un largo namero de grupos funcionales, composicidon quimica variable y
diferentes pesos moleculares, lo que define su diversidad y propiedades
fisicoquimicas. Son insolubles en agua y generalmente amorfos en la naturaleza
(Devi, Sarmah, Khatun, & Maji, 2017).

Las particulas basadas en polisacaridos no tienen actividad superficial, estas
usualmente requieren de alguna modificacién hidrofébica con el fin de promover
su caracter hidrofobo y aumentar su adherencia en interfases liquidas como O/W.
Algunos polisacaridos de manera natural poseen una fraccidbn de proteina
anclada a su estructura, brindandole caracteristicas interfaciales y estabilidad por

factores estéricos.

La goma de mezquite (GM) es el exudado de color ambar producida por arboles

de Propsopis spp., comparado funcionalmente con la goma arabiga. Ha sido
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utilizado como encapsulador de aceites, agente emulsificante y estabilizante
(Jiménez-Alvarado, Beristain, Medina-Torres, Roman-Guerrero, & Vernon-
Carter, 2009; Vernon-Carter, Beristain, & Pedroza-Islas, 2000; Vernon-Carter,
Pedroza- Islas, & Beristain, 1998).
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Figura 2. Estructuras quimicas de los carbohidratos que componen a la GM

Es un polisacarido ramificado de naturaleza acidica formado por un ndcleo de
residuos de B-D-Galactosa, con estructura lineal (enlaces 1 3) y ramificada
(enlace 1-6) (Figura 2). Posee azUcares como L- Arabinosa (estructura ciclica),

L-Rammosa, B-D-Glucuronato y 4-O-metil-B-D-Glucuronato asi como cadenas
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laterales con oligosacaridos. Ademas contiene una pequena fraccién de proteina
(~2.7%) ligada a la parte central de estructura lineal del polimero (Lopez-Franco
et al., 2012; Vernon-Carter et al., 2000). En esta fraccibn se puede llegar
encontrar hasta un 32.6% de aminoéacidos hidrofébicos mas no se identifica la
presencia de cisteina (Lopez-Franco et al., 2012). Los polimeros como GM con
repeticiones similares de monomeros en su estructura presentan un alto caracter
hidrofilico y baja flexibilidad. La estructura macromolecular de la GM altamente
ramificada toma una conformacion globular desordenada en solucion explicando
su alta solubilidad en agua y comportamiento como fluido newtoniano incluso a

una concentracion de polimero muy alta (hasta 50%) (Acedo-Carrillo et al., 2006).

Proteina de suero
Las proteinas globulares provenientes del suero de leche son una mezcla de
proteinas como lo son la a-lactoalbumina, B-lactoglobulina, seroalbumina e

inmunoglobulinas.

La combinacion de factores estéricos y electrostaticos confiere una buena
estabilidad coloidal en un medio acuoso (Wijaya, Patel, Setiowati, & Van der
Meeren, 2017). Las proteinas de suero se adsorben espontaneamente en
interfases liquidas durante la emulsificacion. Son mayoritariamente usadas para
fortalecer los alimentos nutricionalmente, para la formacién de hidrogeles,
sistemas para la encapsulacién o formacion de material interfacial. Las proteinas
de suero con didmetros (1,0) en el intervalo 0.2 -0.5 um han sido utilizadas para
generar emulsiones O/W debido a su efecto pickering y propiedades elasticas.
Las emulsiones menos estables se logran cuando las proteinas estan cerca del
punto isoeléctrico (pl) de las proteinas y con una alta fuerza i6nica (>10mM)
(Schrdder, Berton-Cbarabin, Venema, & Cornacchia, 2017). Para esto ultimo las
proteinas pueden interaccionar con una gran variedad de polisacéaridos y crear
complejos con accién emulsificante/estabilizante (Devi et al., 2017). Las

proteinas de suero hidrolizadas son una mezcla heterogénea de péptidos, por su



tamafio los péptidos pueden cubrir partes en la interfase que usualmente no son

cubiertas en su totalidad por las proteinas globulares (Kilara & Vaghela, 2004).

En un estudio comparativo de las propiedades emulsificantes de WPH y WPI
(aislado de proteina de suero) utilizando como fase oleosa acidos grasos de
cadena media realizado por Schroder et al., (2017) indican que la actividad
superficial de WPH disminuyé a mayor grado de hidrolizacion; fue necesario
utilizar una concentracion mayor de WPH a diferencia de WPI (2 a 1) para lograr
un tamafio de gota pequefio (nm) en la interfase; WPI presenté un menor
potencial zeta a diferencia de WPH (hasta -30 mV en las concentraciones
utilizadas y pH 7 ) a consecuencia de la hidrdlisis, permitiendo que los péptidos
contribuyan con la carga, particularmente los péptidos >5kDa fueron

preferentemente adsorbidos en la interfase.

2.2.2 Complejos biopoliméricos

Las fuerzas de atraccion o de repulsion entre los biopolimeros, pueden llevar a
dos fenémenos: la formaciébn de complejos o0 a una co-solubilizacion. Los
complejos podran ser solubles o insolubles (también llamados coacervados). Los
complejos insolubles (Cl) implican una separacion de fases en la dispersiéon
debida a la concentracion de los biopolimeros (precipitado) y una fase pobre,
llevado a cabo por la presencia de cargas opuestas entre los biopolimeros que
se encuentran dispersos (Turgeon & Laneuville, 2009). Los complejos solubles
(CS) son el resultado de interacciones de baja intensidad, por poseer baja
densidad quedan suspendidos en el medio. Esta estructura puede formar una
matriz donde la concentracién de un polisacarido en particular es alta mientras
gue la proteina actia como estabilizante a través de las zonas de unién formadas
por las cadenas del polisacéarido (Turgeon & Laneuville, 2009; Williams & Phillips,
2009).

Debido a la separacion de fases inducida por la presencia de Cl, la medicion de

la absorbancia del sobrenadante es un indicador cualitativo de su formacién. Esto
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permite identificar la relacion o el pH en que los CS son formados y mantenidos.
El primer punto en que las interacciones proteina: polisacarido comienzan a
incrementar su turbidez se define como pHec, y esta relacionada con la formacion
de complejos solubles, esta transicion ocurre a nivel molecular y es llamada la

primera fase de acomplejamiento (Figura 3).
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Figura 3. Representacion esquematica de la formaciéon de complejos
biopoliméricos en funcion del pH. La linea en rojo representa la tendencia del
rendimiento de coacervacion (%). Tomado de (Turgeon & Laneuville, 2009;
Weinbreck, Tromp, & de Kruif, 2004)

Esta region se mantiene durante un intervalo de carga negativa hasta que el pH
esta cercano al pl de la proteina. Si el pH continla descendiendo cada vez mas
proteinas cubrirdn el polisacérido hasta llegar a un segundo punto critico (pH ¢)
en donde los CS se acercan a la neutralidad y por lo tanto se puede determinar
la absorbancia con lo cual se propicia la formacién de Cl que tendran tendencia
a precipitar (Figura 3). Cuando los ClI pierden la equivalencia de carga debido a
una disminucion en el pH se llega a pHg2 el cual esta relacionado con el pKa de
los grupos funcionales de los polisacaridos, los complejos comenzaran a
separarse debido a las cargas positivas que rodean al polisacéarido (Figura 3). La

formacion de un tipo de complejo proteina: polisacarido sobre el otro también

9



puede ser sometida a la variacién de la relacion proteina : polisacérido sin

embargo, el pH deberd estar fijo (Turgeon & Laneuville, 2009).

En estudios realizados por otros autores, se ha observado que durante el cambio
de pH las proteinas sufren cambios conformacionales lo cual brinda cambios

morfoldgicos en los coacervados (Dickinson, 2017).

2.2.3 Mecanismos de desestabilizacion

Los cambios ocasionados en las gotas de una emulsiéon se deben principalmente
a que colisionan y se agregan esto es debido a que las fuerzas de Van der Waals
exceden las fuerzas de repulsién del potencial zeta, pues en ausencia de las

fuerzas de repulsion las gotas floculan rapidamente (Gohtani & Yoshii, 2018).

La fuerza que conduce a la coalescencia es la presidbn osmotica. Cuando las
particulas interfaciales (emulsificantes o estabilizantes) coexisten con las gotas
de emulsion existe un espacio vacio entre ellas fomentando la estabilizacion. La
diferencia de concentracién en las particulas coloidales induce la presion
osmoética en los sitios vacios de la fase dispersa. Con ello las moléculas se
mueven de una regién vacia a una aglomerada y las gotas comienzan a flocular
(Gohtani & Yoshii, 2018; Leal-Calderon et al., 2007 b).

La maduracion de Ostwald incrementa el tamafio de la gota sin flocular o coalecer
las gotas de emulsion. Este mecanismo es llevado a cabo por la diferencia en
solubilidades (del material de pared) y la fase dispersa sin importar el tamafio de

las gotas.

La fuerza de gravedad actuara directamente sobre las gotas de una emulsién que
tenga diferente densidad con respecto al medio de dispersion. Estas tenderan a
hacer una separacion de fases ocupando la parte superior aquellas de menor
densidad (cremado). La mayoria de los aceites comestibles en su estado liquido
son de menor densidad que el agua, por lo que tienen tendencia a acumularse

en la parte superior de las emulsiones. Implicando que las gotas estén en
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contacto entre ellas por largos periodos, lo cual puede llevar a la floculacién o a
la coalescencia y eventualmente a la formacion de una capa de aceite (Dickinson,
2006).

2.3 Fase oleosa

2.3.1 Caracteristicas de los lipidos

Se estima que alrededor del 80% de la produccion total de grasas y aceites esta
destinada a la industria alimentaria (Gunstone, 2006), los usos son para los
aceites para freir, grasas para panificacion, fase oleosa, productos untables,
aceites para ensalada, mayonesa y grasas para confiteria. Para que un
ingrediente como las grasas pueda ser utilizado en una matriz alimenticia es
necesario que posea las propiedades quimicas y nutricionales dictadas por la
funcionalidad del alimento, asi como poseer los mecanismos de proteccion y
dispersion adecuados. Este ultimo requerimiento puede o no ser compatible para
todos los productos que utilizan grasa, por ello es necesario inducir o cambiar las

propiedades quimicas y fisicas de la grasa (Akoh & Min, 2002).

Una de las caracteristicas mas importantes en aceites y grasas grado alimenticio,
son las propiedades térmicas asociadas con el punto de cristalizacion y punto de
fusion, con la formacién de sélidos-liquidos y el comportamiento de las grasas
cuando son combinadas con otros componentes alimenticios (Sichien et al.,
2009) .Los aceites y las grasas pueden ser de origen vegetal (soya, girasol,

cartamo, palma, coco entre otros) o animal (proveniente de la leche o los tejidos).

2.3.2 Grasa Lactea

Quimicamente, la grasa lactea es una mezcla de diferentes ésteres de acidos
grasos que estan compuestos por un alcohol llamado glicerol y 3 distintos acidos
grasos. Estos ultimos representan alrededor del 90 % de la grasa de la leche. Los
acidos grasos estan formados por una cadena alifatica de carbonos unida a un
grupo carboxilico. Cuando su cadena contiene uno o mas dobles enlaces se

denominan acidos grasos insaturados, mientras que en los saturados su cadena
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de carbonos contiene Unicamente enlaces C-C sencillos. Hasta un 60 % de los
acidos grasos en la leche son saturados. Los acidos grasos mas abundantes de
la leche son el acido palmitico (Cise) y el acido oleico (Cis:1). La conformacion y
estructura de los acidos grasos definiran las propiedades fisicas (punto de fusién,
estabilidad, textura, etc.) de los triacilgliceroles (MacGibbon & Taylor, 2006;
Palmquist, 2006). Este tipo de grasa no estd exenta de las modificaciones

tecnoldgicas para incrementar su funcionalidad en los alimentos.

2.3.3 Modificacién fisicoquimica de las grasas

Para realizar los cambios fisicoquimicos en las grasas existen 2 tipos de
modificaciones: biologicas (modificacibn genética o regulacion de la
alimentacion) y tecnoldgicas (mezcla de aceites y grasa, fraccionamiento,
hidrogenacion, interesterificacion, entre otras) (Akoh & Min, 2002; Gunstone,
2006).

Desde el punto de vista nutricional, las grasas de origen animal son percibidas
con varias desventajas (ricas en colesterol y acidos grasos saturados, pocos
acidos grasos esenciales y pocos antioxidantes), aunque se ha trabajado en la
modificacién biolégica de grasas como la lactea, la percepcién se mantiene sin
cambios. Esto abre puerta a la utilizacion de técnicas de fraccionamiento y
reemplazo que permitan mantener las caracteristicas sensoriales y reducir el

contenido total de grasas en los alimentos (Palmquist, 2006).

Entre las posibilidades existe la obtencion de fracciones con diferentes
caracteristicas térmicas, conlleva a que la grasa lactea sea separada en
diferentes fracciones relacionadas con los puntos de fusion de los perfiles que
deseen ser obtenidos. Durante el fraccionamiento de la grasa se aplican
diferentes temperaturas de separacion, tiempos de maduracion y separacion de
fases (Marangoni, 2002; Sichien et al., 2009; Yella-Reddy, 2010); la cual es una
alternativa que no utiliza solventes, manteniendo el grado alimenticio a los

productos obtenidos. La combinacion de fracciones o su utilizaciéon individual
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permiten el control de las propiedades térmicas y fisicas de productos
alimenticios, incidiendo positivamente en la estructura del alimento y por ende en
sus propiedades mecanicas (Petersen, Chaleepa, & Ulrich, 2013). Estas
fracciones cristalizan separadamente y se comportan como componentes

relativamente independientes (Marangoni, 2002).

2.3.4 Fase oleosa de las emulsiones

Las emulsiones permiten integrar dentro de un alimento una cantidad
preestablecida de grasa o aceite, facilitando su dispersion, contribuyendo con la
textura y caracteristicas sensoriales. Por otro lado, la utilizacion de emulsiones
simples con aceites vegetales, ricos en &cidos grados insaturados, permite
brindar una alternativa de reemplazo de grasas. Esta sustitucion aunque
contribuye con la estructura y estabilidad de las emulsiones, no superan al
completo en grasa en las evaluaciones sensoriales de los productos que las
contienen, empero las propiedades mecéanicas se han visto mejoradas e incluso

igualadas a aquellas completas en grasa.

2.4 Propiedades viscoelasticas de las emulsiones

Las propiedades reoldgicas pueden ser definidas como el comportamiento de un
liqguido o sdlido sometido a la deformacién. La viscosidad caracteriza la
resistencia de la muestra a fluir y es definida como el radio entre el esfuerzo
cortante aplicado al fluido y la tasa de corte resultante. Una respuesta constante
al esfuerzo cortante aplicado es tipico de un fluido Newtoniano, mientras que la
viscosidad aparente del fluido no Newtoniano depende de la tasa de corte.
Generalmente, los polisacaridos generan una alta viscosidad a bajas
concentraciones debido a su bajo peso molecular, por el contrario las proteinas

poseen baja viscosidad (Turgeon & Laneuville, 2009).

Mediante la estructura y el control reoldgico, la formacion de una red de polimeros

reduce la floculacion disminuyendo el riesgo de deterioro o cambios fisicos, de
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presentarse los cambios serdn debidos por el largo almacenamiento al que estan
sujetas las emulsiones (Dickinson, 2017; Nushtaeva, 2016).
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3. OBTENCION, COMPOSICION QUIMICA Y COMPORTAMIENTO
TERMICO DE FRACCIONES DE GRASA LACTEA

Las estrategias de reduccién o sustitucién de grasa lactea, buscan tener opciones
gue no modifiquen el perfil sensorial, que brinden una estructura estable acorde
al alimento que la contenga y que su consumo implique menores riesgos a la
salud. En este trabajo se aplicd a la grasa lactea anhidra (AMF) la técnica de
doble fraccionamiento de lipidos para realizar la induccién y maduracién de
cristales. La AMF fue fraccionada a 20 °C obteniendo un rendimiento de 29.3 %
+ 0.65 de fraccion liquida (LMF). La fase sélida (FS) fue fraccionada a 30 °C
obteniendo un 54.6 % + 5.6 de fraccion liquida (MMF) y el resto (16.7 %) de fase
sélida (HMF). El andlisis térmico indica que el punto de fusion de las fracciones
esta en un intervalo de 39.8 a 18.5 °C (HMF>AMF>MMF>LMF) y para el punto
de cristalizacion entre 9.9 y 25.2 °C (LMF>MMF>AMF>HMF). LMF contiene un 4
% mas de C18:1 que AMF; los demas acidos grasos (C4:0 a C14:0) se mantienen
constantes (p < 0.05) entre las fracciones. Las fracciones exhibieron un
comportamiento predominablemente elastico en funcién de la temperatura
(G>G"). El método aplicado permite la obtencion de 3 fracciones con
funcionalidad térmica diferente.

Palabras clave: doble fraccionamiento, cristalizacion, cromatografia de gases,
DSC, oleina, viscoelasticidad
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OBTENTION, CHEMICAL COMPOSITION AND THERMAL
BEHAVIOR OF MILK FAT FRACTIONS

The strategies for reduction or substitution of milk fat in food, focus on a good
sensorial perception, stable structure until is use and its consumption must not
imply any risk of health. In this work, dry fractionation of lipids was used to induce
the formation and maturity of milk fat crystals. This technique was applied at 20
°c over AMF, the yield obtained from liquid fraction was 29.27 % £ 0.65 (LMF),
then solid phase was dry fractionated at 30 °c and the yield obtained was 54.6 %
+ 5.6 of liquid fraction (MMF) and the rest was a solid fraction (HMF). Thermal
behavior indicates that the melting point of each fraction was between 39.8t0 18.5
°c (HMF>AMF>MMF>LMF) and the crystallization point was between 9.9 to 25.2
°c (LMF>MMF>AMF>HMF). LMF contains 4% more C 18:1 than AMF; the rest of
the fatty acids (C 4:0 a C 14:0) still constant (p < 0.05) in comparison with the
other fractions.

Keywords: dry fractionation, DSC, gas chromatography, crystallization, olein,
viscoelasticity
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3.1. Introduccidn

La grasa lactea (GL) se encuentra dispersa en la leche en forma de globulos; el
ndcleo posee alrededor del 98 % de la grasa de la leche y esta compuesto por
acilglicéridos (mono-,di-, tri-) ademas, de vitaminas liposolubles (A, D, E, K) y
esteroles (MacGibbon & Taylor, 2006; Palmquist, 2006; Truong, Bansal, Sharma,
Palmer, & Bhandari, 2014). Cerca del 35% de los acilglicéridos esta constituido
por acidos insaturados (C18:1). La presencia de acidos grasos saturados es
relativamente alta (60%) de los cuales 81.9% son de cadena larga (C14-C18),
6.6% de cadena media (C14 - C18) y 8.4% de cadena corta (C4 - C8) (MacGibbon
& Taylor, 2006). La composicién quimica de la GL puede variar significativamente
entre estacion del afio, etapa de lactacion o tipo de alimento para el ganado. Este
tipo de variaciones puede influir en las propiedades fisicas de los glébulos de
grasa, en la funcionalidad de la GL y en la textura final de los alimentos que la
contienen (Lopez, Bourgaux, Lesieur, Riaublanc, & Ollivon, 2006). La GL es
considerada como una de las mezclas lipidicas mas complejas, ya que contiene

una amplia variedad de triacilglicéridos (TGA).

La importacion de GL en México increment6 un 27% del 2015 al 2016 (Trademap,
2016), por su extenso uso como ingrediente de diversos alimentos procesados
como confiteria, galletas, cubiertas de chocolate y panificacién, ademas de su
utilizaciébn en productos lacteos como crema, queso, mantequilla y helado.
Debido a que las propiedades fisicas (estabilidad térmica, formacion de cristales,
firmeza, formacién de espumas y cremas, anti-aglomerante de proteina, etc) y
las propiedades sensoriales (textura, sabor, aroma, color) de la GL contribuyen a
las caracteristicas de calidad de los alimentos que la contienen (Kaylegian,
Hartel, & Lindsay, 1993; Marangoni, 2002; Yella Reddy, 2010). Por su contenido
en colesterol y 4cidos grasos saturados, los consumidores tienen una percepcion
negativa sobre los efectos de la GL sobre su salud. Sin embargo, las grasas son

un componente esencial en la alimentaciébn y su inclusion en una dieta
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balanceada no debe de tener efectos negativos (Chilton, Shehan, & Hayes, 2015;
Lamarche et al., 2016; Parodi, 2016).

Con el fin de cubrir las expectativas nutricionales y sensoriales de los
consumidores, asi como las caracteristicas estructurales y mecanicas requeridas
por la industria procesadora de alimentos, se han propuesto diferentes técnicas
para modificar la composicion quimica de la GL. Una de ellas es la formulacion
especifica del alimento destinado al ganado lechero; no obstante ello puede
afectar negativamente el rendimiento de produccion de leche o incrementar la
susceptibilidad de esta ultima a fendmenos de oxidacion (Jenkins & Harvatine,
2014). La aplicacion de métodos fisicos como la combinacion de grasa con
aceites ricos en acidos grasos insaturados o el fraccionamiento, son métodos
ampliamente utilizados por la ausencia de solventes quimicos, y por ser procesos
relativamente simples que permiten conservar parte de las propiedades
sensoriales de la grasa (Marangoni, 2002).

El fraccionamiento, libre de solventes, implica la formacion de cristales que
estaran inmersos en grasa fundida y la separacion de las dos fases, estearina
(fraccion solida) y oleina (fraccion liquida). De acuerdo a los perfiles lipidicos que
se deseen obtener, se puede llevar nuevamente el fraccionamiento de las fases
separadas (oleina o estearina), lo cual es denominado doble fraccionamiento
(Bonomi, Luccas, & Kieckbusch, 2012; Dimick, Reddy, & Ziegler, 1996). Las
principales variables implicadas en el proceso de fraccionamiento de la GL son:
composicion quimica, tasa de enfriamiento, temperatura de fraccionamiento,
tiempo de maduracion, velocidad de agitacion y método de separacion.
Variaciones en una o mas variables implica la obtencion de productos diferentes,
siendo necesaria su caracterizacion fisicoquimica para identificar sus posibles

aplicaciones en los alimentos (Lopez & Ollivon, 2009; Tran & Rousseau, 2016).

Estudios previos en el fraccionamiento de la GL, han reportado que la utilizacion

de oleinas en alimentos procesados aumenta la absorcion y la velocidad de
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metabolismo de lipidos, por contener un mayor numero de TAG de bajo peso
molecular ricos en acidos grasos de cadena corta y acidos grasos insaturados
(Bonomi et al., 2012). Por su parte la estearina posee potencial para la proteccion
de agentes bioactivos en algunos alimentos funcionales pues contiene una mayor
cantidad de &cidos grasos saturados (Li, Truong, & Bhandari, 2017; Queirds,
Grimaldi, & Gigante, 2016). Las fracciones de alto punto de fusion de la GL
imparten caracteristicas estructurales adecuadas como inhibidores de
cristalizacion en chocolates y comida congelada (Kaylegian, Hartel, & Lindsay,
1993; Marangoni, 2002; Queiros et al., 2016;).

Para describir el comportamiento térmico de la GL, varios autores han utilizado
los fundamentos de la Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC, por sus siglas
en inglés). Mediante esta técnica se pueden identificar principalmente los
cambios en la estrctura de la GL a causa del fundido o la formacion de cristales.
En varios trabajos se han identificado 3 zonas isotérmicas durante el fundido, en
el rango de fundido de -40°C a 40°C (Anihouvi, Blecker, Dombree, & Danthine,
2013; Li et al., 2017; Lopez & Ollivon, 2009; Narine & Marangoni, 2002). Por su
parte, las propiedades mécanicas de GL, pueden ser estudiadas mediante su
cristalizacion. La determinacion de los parametros reolégicos, como moédulo de
almacenamiento (G") y de pérdida (G""), se relacionan con el nivel organizacional
de la red cristalina formada en estado sdlido, la cual es afectada por la
temperatura y la composicion quimica. La organizacion estructural de laGL puede
ser modificada a fin de optimizar su funcionalidad, lo cual tambien influird en las
caracteristicas macroscopicas del alimento que la contenga (Narine & Marangoni,
2002; Queiros et al., 2016).

Las investigaciones realizadas sobre fracciones de la GL se han dirigido al
proceso de obtencion y a sus propiedades fisicas y térmicas, con el fin de
caracterizar y comprender su comportamiento. Muy escasos estudios se han
llevado a cabo sobre el proceso de doble fraccionamiento de la GL y las

propiedades viscoélasticas de las fracciones derivadas de este proceso. El
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fraccionamiento de la GL puede constituir un proceso para la obtencién de
diversas fracciones, que difieran en su perfil nutricio y sus propiedades
funcionales. Lo anterior constituye una opcion interesante para la produccién de
materias primas con distintas propiedades fisicoquimicas y mecanicas, utiles
para la industria alimentaria. El objetivo particular del presente trabajo fue el de
caracterizar las propiedades quimicas, térmicas y mecéanicas de las fracciones
de grasa lactea obtenidas mediante un proceso de doble fraccionamiento libre de

solventes.

3.2. Materiales y métodos

Grasa lactea anhidra (AMF; Fonterra, Auckland, Nueva Zelanda), con <0.1% de
humedad fue usada en esta investigacion. Para evitar los efectos fisicoquimicos
de fendbmenos de la oxidacion (rancidez, reduccion de color, modificacion del
perfil lipidico, incremento de humedad) y contaminacion fisica. Después de su
adquisicién, la AMF fue separada en lotes de 350 g los cuales fueron colocados
en bolsas de nylon y polietileno, que fueron selladas al vacié usando el equipo
Torrey Evd-20 (Torrey, Monterrey, Nuevo Ledn, México). Las bolsas fueron
reempacadas con bolsas negras para evitar la exposicion de la luz vy
almacenadas bajo refrigeracion (5°C + 2°C) hasta su requisicion.

Determinacion de condiciones fisicas para el fraccionamiento

En la fase de maduracion se induce la formacion de la fase sélida donde los
cristales deberan tener un tamafio suficiente para no ser destruidos durante el
proceso de separacion y que a su vez quede entrampada la menor cantidad de
fase liquida posible. Como experimento preliminar se determiné el tiempo de
maduracién a través del porcentaje de fase liquida obtenida, a partir del
fraccionamiento de 200g de AMF colocaron en un rotavapor (Hahnvapor, HS-
2005S, Hahnshin Scientific Co.,Kyungki Do, Corea del Sur). Para el
fraccionamiento a 20 °C se evalu6 el rendimiento a las 2, 4, 6 y 8 horas de

maduracién Por su parte, el fraccionamiento a 30 °C se utilizaron 4,5, y 6 horas.
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En ambos procesos de fraccionamiento la agitacion permanecié contante (50
rpm). La mezcla de grasa cristalizada y fundida se centrifugo a 10 000 rpm por
15 minutos (Centrifuga 5810 R, Eppendorf, Hamburgo, Alemania).
Posteriormente, fue filtrada la fase liquida para eliminar residuos solidos y se
cuantifico el porcentaje extraido. El tiempo de maduracion con mayor porcentaje
significativo de fase liquida extraida, fue el empleado en el resto del experimento.

3.2.1 Fraccionamiento de la grasa lactea anhidra

La AMF se sometié a un proceso de doble fraccionamiento, de acuerdo a la
metodologia propuesta por Dimick et al. (1996) con ligeras modificaciones (Figura
4). Brevemente, lotes de 300 g de AMF se colocaron en un rotavapor (Hahnvapor,
HS-2005S, Hahnshin Scientific Co.,Kyungki Do, Corea del Sur) y se mantuvieron
a 60°C por 20 min con agitacién de 50 rpm. Posteriormente, se disminuyé la
temperatura hasta 20 + 0.4 °C afiadiendo hielo con una tasa de enfriamiento de
2°C/min en la muestra. Las condiciones térmicas y de agitacion se mantuvieron
durante 130 min. La mezcla de grasa cristalizada y fundida se centrifugé a 10 000
rom, 20 °C y 15 min (Centrifuga 5810 R, Eppendorf, Hamburgo, Alemania) y el
pellet resultante se separd de la fase liquida. Esta ultima se filtr6 al vacié para
eliminar impurezas y cristales de grasa, a través de papel Whatman no.1, con
ello se obtuvo una fraccién liquida conformada de TAG con punto de fusion menor

a 20 °C, y se denomin6 LMF.

Para el segundo fraccionamiento (Figura 4), se tomaron 330 g del pellet a partir
del fraccionamiento de AMF y se procedi6 al borrado de la memoria cristalina.,
mediante el calentamiento a 60 + 2 °C por 20 minutos y agitacion a 50 rpm. Para
inducir la nucleacion, la temperatura de la mezcla de grasa se disminuyd
(2°C/min) hasta alcanzar 30 + 0.4 °C. Estas condiciones se mantuvieron durante
240 minutos con agitacion constante a 50 rpm, permitiendo la formacion de los
cristales, para poder llevar a cabo la posterior separacion de fases. La mezcla de
fases grasas se centrifugd a 10 000 rpm a 30°C por 15 minutos y el pellet

resultante se separé de la fase liquida. Esta ultima, fue filtrada al vacio a través
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PROCESO CONDICIONES
Primer fraccionamiento
Borrado de memoria 60 °C/ 50 rpm / 300g AMF
|
Enfriamiento 50 rpm/ 2 °C por min (H20)

Maduracion

Separacion de fases

Separacion de fases

50 rpm/ 20 £1 °C/ 130 min

10 000 rpm / 20 £1 °C / 15 min
Filtracion al vacio / Whatman no. 1

11 000 rpm /20 £1 °C/ 15 min
Filtracién al vacio / Whatman no. 1

Obtencion de fracciones
Liquida: Fraccion bajo punto de fusion (LMF)
Sélida: (FS)

Segundo fraccionamiento

Borrado de memoria

Enfriamiento

Maduracion

Separacioén de fases

Separacion de fases

60 °C/ 50 rpm / 330g FS

50 rpm / 2 °C por min (H20)

50 rpm / 30 £1 °C / 240 min

10000 rpm /30 £2°C/ 15 min
Filtracion al vacio/ Whatman no. 1

11 000 rpm/ 30 £2°C/ 15 min
Filtracion al vacio / Whatman no. 1

Obtencidn de fracciones
Liquida: Fraccion de medio punto de fusion (MMF)
Sdlida: Fraccion de alto punto de fusion (HMF)

Figura 4. Esquema de doble fraccionamiento.
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de papel Whatman no.1, con el fin de eliminar impurezas. La fraccion liquida
conformada de TAG con punto de fusion menor a 30°C, se denomin6 MMF. El
pellet (grasa solida) conformado por TAG de punto de fusion mayor a 30 °C, se
denomind HMF. Cada fraccién obtenida (LMF, MMF y HMF) se coloco en frascos
de vidrio color ambar, para inhibir posibles reacciones de oxidacion, y se
almacenaron a 5 + 2°C.Para evitar las reacciones de oxidacion, en cada fraccion
obtenida (LMF, MMF y HMF), se utilizaron frascos ambar como recipientes de

almacenamiento y fueron mantenidos a 5 £ 2°C.

3.2.2 Composicion quimica de las fracciones de GL.

La determinacién de la naturaleza de los acidos grasos constituyentes de cada
una de las fracciones de grasa lactea obtenidas, se realizO mediante
Cromatografia de Gases, de forma posterior a la metilacion de los acidos grasos,
por el método de Trifluoruro de boro, (método 969.33, AOAC, 1995). Cien mg de
muestra fueron derivatizados con 4 ml de Trifluoruro de boro en solucion
metandlica al 14% (v/v), (BFs+ CH3OH al 14% Sigma Aldrich, Toluca, Estado de
México, México) durante 26 minutos a ebullicion constante. Los acidos grasos
metilados, obtenidos en la fraccion saponificable, fueron separados por la
columna AT-FAME (&=0.25mm y e= 0.25um) con una rampa de temperatura de
40 °C/3 min y 10 °C/min hasta 200 °C (método 963.22 de la AOAC,1995) (Wolff,
Bayard, & Fabien, 1995); montada en el cromatografo de gases Agilent 6890
(Agilent, Santa Clara, California, EUA). EIl calculo del porcentaje de cada acido
graso se realizé acorde a los picos y tiempos de retencién identificados por un
detector FID (Detector de lonizacién de Flama) y comparados con los obtenidos
para el estandar interno Metil valerato (CsH1002; Sigma Aldrich, Toluca, México)
(994.10, AOAC, 2008) (Molkentin & Precht, 1998). Las inyecciones se realizaron
por triplicado, y los reactivos utilizados para la determinacion de acidos grasos

fueron grado analitico y disolventes grado HPLC.

La fraccion no saponificable obtenida durante la derivatizacién de 100 mg de cada

una de las muestras (LMF, MMF, HMF y AMF) fue recuperada para realizar la
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cuantificacion de colesterol por Cromatografia de Gases. Los esteroles fueron
extraidos por lavados continuos de benceno e hidréxido de potasio al 50% p/v
(CeHs J.T. Baker, Xalostoc, México; KOH, Quimica Suastes, Ciudad de México,
México) hasta su concentracion por rotavapor. La derivatizacion se llevo a cabo
con éter de trimetilsililo (TMS, Sigma Aldrich, Toluca, Estado de México, México),
posteriormente se colecto la fase organica en la que se encontraban los metil
esteroles con hexano (método 976.26, AOAC, 1995). Un pL de la fase organica
rica en metil esteroles se inyectd en el cromatografo de gases Agilent 6890
(Agilent, Santa Clara, California, EUA) equipado con una columna capilar no polar
(2=0.25mm y e= 0.17uym), aplicando las siguientes temperaturas: inyector
(250°C), detector (300°C) y una rampa de temperatura de 20°C/min hasta 230°C
y de 40°C/min hasta 255°C (método 994.10, AOAC, 1995) (Molkentin,J., 2006).
El contenido de colesterol se determiné considerando los tiempos de retencion
de los picos identificados por el detector FID y su comparacién con el obtenido

para el estandar interno a-5-colestano.

3.2.3 Andlisis calorimétrico para las fracciones de GL

La energia de transicion, asi como el punto de fusion y cristalizacion de cada
fraccion de GL se determinaron a partir de termogramas obtenidos por
Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) (TA Instruments, Q2000, New Castle,
EUA). Se colocaron de manera individual 7.7 £ 6 mg de muestra (LMF, MMF,
HMF y AMF) en una charola de aluminio y se sellaron herméticamente para
propiciar las condiciones fisicoquimicas de un sistema cerrado (sin cambios de
masa, solo energia). Las muestras fueron colocadas en el sistema de carga
automatica del equipo para poder ejecutar el protocolo: calentamiento a 80 °C
(dT/dt = 4 °C min 1) y sostenimiento por 10 minutos (eliminacién del historial
térmico); enfriamiento hasta -30 °C (dT/dt = 1 °C min 1) (etapa de cristalizacién),
y calentamiento hasta 60 °C (dT/dt = 2 °C min 1) (fundido de estructuras
cristalinas) (Anihouvi et al., 2013; Lopez et al., 2006; Lopez & Ollivon, 2009). El

punto de cristalizacién, el punto de fusién y la entalpia total se determinaron a
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partir de los termogramas con el software del equipo (TA Universal analysis, New
Castle, EUA).

3.2.4 Propiedades viscoeléasticas de las fracciones de GL

Las propiedades viscoelasticas de las fracciones de GL en funcién de la
temperatura, se evaluaron mediante la determinacion de los parametros
viscoelasticos G' (mdodulo de almacenamiento) y G” (modulo de pérdida)
equipado con una geometria cono-plato (¢ 5 cm, 0.3 mm de gap, CP50, Anton
Paar) y con control de la temperatura por peltier (Physica TEK 150P).
Previamente a las determinaciones reoldgicas, las muestras de cada fraccion
grasa se sometieron a calentamiento a 60 + 2 °C por 20 min con el fin de lograr
el borrado de la memoria térmica. Muestras de 1.5 + 0.3 g de cada una de las
fracciones (20 £ 2 °C) se sometieron a enfriamiento (5 °C/min) hasta alcanzar
una temperatura de 4 °C. Las muestras se dejaron reposar a esta temperatura
durante 15 min con objeto de que recuperaran su estructura. Posteriormente, las
muestras se sometieron a calentamiento en un intervalo de temperaturas de 4 a
40 °C aplicando una tasa de calentamiento de 2 °C/min, deformacion de (0.01%)
y 1 Hz de frecuencia. Los valores de los médulos G*, G™" y factor de cedencia

(tan 6 = G”/G") fueron obtenidos con el software del equipo.

3.2.5 Analisis estadistico de datos

Todos los experimentos se realizaron por triplicado de manera independiente,
usando un disefio completamente al azar. Todas las mediciones se llevaron a
cabo por triplicado y los valores informados corresponden a las medias y
desviacion estandar. Los resultados se sometieron a analisis de varianza de
clasificacion simple (ANOVA) y en los casos pertinentes a prueba de
comparacion de medias de Tukey. El nivel de significancia se establecio en p <
0.05. El andlisis de datos se realizé con el software Statgraphics 7 (Statistical

Graphics Corp., Manugistics, Inc, Cambridge, MA, EUA).
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3.3. Resultados y discusion

El proceso de fraccionamiento a 20°C se fijo en 120 minutos de maduracion de
cristales obteniendo un 29.27 + 3.3 % de LMF (fase liquida), Para el segundo
fraccionamiento realizado a fraccionamiento a 30 °, se obtuvo 54.66 + 5.66% de
extraccion de la fase liquida (MMF), y 42.94+ 4.77% tras 240 minutos de
maduracion. Para mantener una baja variacion en el porcentaje de extraccion, es
necesario realizar la separacion de fases en un ambiente con temperatura

controlada a 30 °C.

3.3.1 Composicion quimica de la AMF y sus fracciones

En el Cuadro 1 se muestran los tipos de acidos grasos y su contenido porcentual
en la AMF y las tres fracciones obtenidas a partir de esta ultima, pudiendo
observarse que los contenidos en acidos grasos de C4:0 hasta C14:0 fueron

comparables (p > 0.05) en la AMF y las distintas fracciones.

En contraste, los acidos grasos palmitico, estearico y oleico se distribuyeron de
manera desigual en las fracciones grasas, y en consecuencia sus contenidos
variaron significativamente en las mismas. Los contenidos de los acidos grasos
palmitico y estearico fueron significativamente mayores en HMF respecto a
aquellos en LMF y MMF, pero comparables (p > 0.05) a aquel en AMF. La
distribucion del &cido oleico en las fracciones grasas fue la que presentd mayor
variacion, disminuyendo su contenido de la siguiente forma: LMF > MMF > HMF.
En adicion, el contenido de acido oleico en la AMF fue distinto (p < 0.05) de
aquellos presentes en las distintas fracciones, encontrdndose su valor entre
aguellos para MMF y LMF. Estos resultados son acordes al bajo punto de fusion
del &cido oleico (13 °C), lo cual influy6é en su mayor retencion en la fraccion LMF
de menor punto de fusion (Fraccion liquida del primer fraccionamiento). El perfil
de acidos grasos (Cuadro 1) confirmé que la fraccion HMF contuvo la mayor
cantidad de acidos grasos saturados (84.98 %) que el resto de la fracciones MMF
(80.21 %) y LMF (77.41 %), destacando los acidos palmitico y estearico. Estos

resultados son acordes a lo informado por Bonomi et al. (2012), quienes
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reportaron que las estearinas son ricas en TAG (C-42 a C-54), constituidos por
acidos grasos de cadena larga. La fraccion LMF concentr6 la mayor cantidad de
acido oleico (C18:1) y la menor cantidad de acidos grasos de cadena corta C4:0
— C8:0 (4.68 %) y media C10:0 — C14:0 (26.63 %). Por su parte la fraccion MMF
presentd el mayor contenido (5.52 %) de &cidos grasos de cadena corta (C4:0 a
C8:0).

Cuadro 1. Perfil de &cidos grasos. Composicién porcentual de &cidos graso
constituyentes de la grasa lactea anhidra y de sus fracciones

Acido graso ZAMF(%) YLMF(%) XMMF (%) WHMF (%)
?éfg)b““”co 1.47+0.07a" 147+0.02a 1.48+0.11a 1.53+0.19a
?égg)capro'co 1.82+0.06a 1.76+0.03a 2.31+0.06a 1.88+0.33a
?égg)cap”"co 1.47+0.06a 1.45+0.03a 1.73t0.07a 1.47+02la
acido caprico
(©100) 3.69+0.16a 3.64+0.1la 4.05+0.10a 3.73+0.12a
acido laurico
(C12.0) 7.60+037a 7.45+029a 7.82+0.05a 7.79+0.06a
?Ccfﬁor;"”s“co 16.07+ 0.47a 15.54+0.46a 15.97+0.43a 16.70+0.74a
?chjg_é’)a'm'“co 39.27+ 0.36ab 37.27+0.02a 37.73+0.80a 40.88+ 0.93b
?Ccfg_ Oe)Stea”Co 10.07+ 0.32ab 8.82+0.32a 9.13+0.38a 10.99+ 0.40b
?Ccfg_ 10)'6":0 1853+051b 225+066a 19.79+0.46b 15.02+0.47cC

Saturados 81.43 77.41 80.21 84.98

Insaturados 18.53 22.59 19.79 15.02

ZAMF: Grasa Lactea Anhidra; YLMF: Fraccién de bajo punto de fusiéon; *MMF:
Fraccion de medio punto de fusion; YHMF: Fraccion de alto punto de fusion.
YMedias seguidas con la misma letra en cada fila no son diferentes (Tukey
p=0.05).

La composicion de los acilglicéridos contenidos en AMF influyen en las
propiedades fisicoquimicas y funcionales de la red de lipidos que la constituyen;
algunas de estas propiedades incluyen las mecanicas (textura, viscoelasticidad),

microestructurales (polimorfismo) y térmicas (punto de fusion y cristalizacion)
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(Kerr, Tombokan, Ghosh, & Martini, 2011). La presencia de los &cidos grasos en
cada fraccion esta relacionada con su ubicacion al conformar los TAG. El &cido
palmitico (C16:0) es uno de los acidos que tienen mayor presencia en la
composicion de los acilglicéridos, de la GL, acompafado de acidos grasos de
cadena corta o0 media (Fox, Uniacke-Lowe, McSweeney, & O’Mahony, 2015). Las
condiciones utilizadas para el doble fraccionamiento favorecen la separacion de
los TAG, méas no de cada una de los acidos grasos que los componen. Lopez et
al. (2006), informaron sobre la composicidon quimica de 2 fracciones de GL
obtenidas a 21 °C, en comparacion con aquella de AMF, encontrando que los
mismos TAG estuvieron presentes en ambas fracciones, aunque en proporciones
diferentes, como resultado del fraccionamiento térmico. En ese estudio se indica
gue la oleina, que puede ser comparada con la fraccion LMF de este trabajo,
estuvo enriquecida con TAG conformados con 1 acido graso de cadena larga 'y 2
acidos grasos de cadena larga insaturada o un acido graso mono- insaturado y 2
acidos grasos de cadena media. Por su parte Dimick et al., (1996) reportaron una
estearina con punto de fusion de 42 °C, conteniendo mas de un 50 % de acidos
grasos saturados de cadena larga (C14:0 — C18:0) y menos del 10 % de acidos
grasos de cadena media (C10:0 — C14:0).

Cuadro 2. Contenido de colesterol (mg/100g) de la grasa lactea anhidra y de sus
fracciones
ZAMF(%) YLMF(%) *MMF(%) WHMF (%)
230.244 + 4.60cY 264.570 £ 7.94a 244.158 +5.61b 196.449 + 6.09d

ZAMF: Grasa Lactea Anhidra; YLMF: Fracciéon de bajo punto de fusiéon; *MMF:
Fraccion de medio punto de fusion; Y"HMF: Fraccion de alto punto de fusion.
VMedias seguidas con la misma letra en cada columna no son diferentes ( Tukey
p= 0.05).

El colesterol se distribuyé de manera heterogénea en las fracciones grasas,
presentando contenidos significativamente distintos y variando de la siguiente

forma: LMF > MMF > HMF. El contenido de colesterol de AMF tuvo un valor
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intermedio a aquellos para las fracciones MMF y HMF. Estos resultados parecen
indicar una mayor afinidad del colesterol a los TAG ricos en &cidos grasos

insaturados (Cuadro 2).

El colesterol es un esteroide con caracter anfifilico e insoluble en agua,
compuesto por un grupo hidroxilo, 4 carbociclos y una cadena alifatica de 6
carbonos. El polimorfismo de la grasa lactea esta influenciado por la temperatura,
concentracion y composicion quimica. Aunado a ello, la presencia de colesterol
es uno de los factores que puede afectar las interacciones entre las cadenas
alifaticas (Tran & Rousseau., 2016). El colesterol tiende a formar monocapas
estables en la superficie del agua, tiene influencia en la formacion de interfases
con caracteristicas liquido-cristalinas, Dado que aumenta el espacio entre las
cadenas alifaticas de los fosfolipidos. Se ha identificado que el colesterol esta
implicado en mecanismos de ordenamiento molecular, pues incrementa la fluidez
de la fase gel en lipidos saturados y condensa las fases fluidas en lipidos
insaturados, induciendo la estructuracion de una mesofase liquido-cristalina
ordenada, caracterizada por un empaquetamiento de mediana densidad
(McMullen, Lewis, & McElhaney, 2004).

La transicion de fases debidas al colesterol han sido principalmente estudiadas
con fosfolipidos y esfingolipidos, por su aplicacion y utilizacién en la formacion de
bicapas y monocapas lipidicas (Mclntosh, 1978; Simons & Ikonen, 2000; Quinn
& Wolf, 2009). Las moléculas de colesterol se alinean por si solas en la interfase
entre las cabezas hidrdfilas y las cadenas hidréfobas de los TGA. Lopez & Ollivon
(2009) reportaron que la oleina puede mantener una estructura 3L lamelar
(ordenamiento lado a lado de las cadenas). Asi, el estado liquido de LMF, puede
atribuirse a la presencia de acidos grasos insaturados, asi como también a la
entropia en las cadenas alifaticas de los TGA contenidos, debido a la separacion
entre cadenas inducida por el colesterol. Lo anterior, mediante interacciones de
van der Waals entre las cadenas alifaticas y los anillos planares-rigidos que

conforman al colesterol. Por su parte, la fraccion HMF, sélida a temperatura
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ambiente, probablemente presente mayoritariamente una estructura 2L (mayor
ordenamiento que 3L), puesto que los espacios entre cadenas son menores, al
contener el menor contenido de colesterol y acidos grasos insaturados (Cuadro
2). Sin embargo, no se descarta la presencia de un porcentaje bajo de lamelas
3L, a causa del arrastre de MMF. (Figura 5a). La presencia de 2 tipos de

estructura lamelar en la estearina, también fue reportada por Lopez et al. (2006).

La interaccidn colesterol- cadenas alifaticas son mas atractivas que las
interacciones colesterol-colesterol o cadena alifatica-cadena alifatica. A mayor
concentracion de colesterol mayor espaciamiento entre cadenas induciendo con
ello el cambio de la fase gel desordenada a una fase lamelar liquido-cristalina
ordenada (Cheng, Ropers, & Lopez, 2017; MacGibbon & Taylor, 2006).

3.3.2 Comportamiento térmico

La transicién solido-liquido de un material es influenciada por la energia térmica
del entorno. La temperatura de procesamiento, almacenamiento o consumo de
un alimento que contiene grasa, sera el agente que propicie los cambios de fase,
gue podran ser o no favorables, influyendo directamente en la estructura, la

presentacion del producto final y la aceptacion sensorial del producto final.

Los puntos de fusién y cristalizacién de fracciones grasas, dependen del punto
de fusion de la AMF que se somete a fraccionamiento; existiendo diversas
variaciones entre tipos de AMF. Lopez, Bourgaux, Lesieur, Riaublanc, & Ollivon,
(2006) trabajaron con AMF con punto de fusién de 37.5 °C, por su parte Dimick
et al. (1996), realizaron un doble fraccionamiento a partir de AMF con un punto
de fusion 31 °C. Truong et al. (2014), realizaron un fraccionamiento a 21 °C de
AMF con punto de fusion de 36 °C. Aunado al origen, raza y alimentacion
brindada al animal, los puntos de fusion o cristalizacion pueden diferir entre
trabajos experimentales. En la Figura 5 se muestran los eventos exotérmicos de
cristalizacion (a) y endotérmicos de fusion (b) que sufrieron las fracciones grasas

y la AMF cuando se sometieron a cambios de temperatura. Durante la
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cristalizacion (Figura 5a), la AMF present6 dos picos exotérmicos caracteristicos
(Lopez et al., 2006; Queirds et al., 2016): uno de ellos ocurrié en el rango de
temperatura de 19.5 a 16.4 °C atribuido a la cristalizacion de TAG conteniendo
acidos grasos de cadena corta y el segundo ocurrié en el rango de temperatura
de 14 a - 12 °C atribuido a la cristalizacion de TAG constituidos principalmente

por acidos de grasos de cadena larga.
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Figura 5. Termogramas de la grasa lactea anhidra (AMF) y sus fracciones. Se
muestra el flujo de calor en funcién de la temperatura, durante el a) calentamiento
(2°C/min) y b) enfriamiento (1°C/min).
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Lopez et al., 2009 asociaron un primer pico en la cristalizacion de AMF al
comportamiento térmico de una estructura a 2L y el segundo pico al de una
estructura a 3L, constituidas principalmente por acidos grasos de cadena corta 'y
larga, respectivamente. Los termogramas de las fracciones grasas difirieron en
el nimero de picos o transiciones y el rango de temperaturas en los que
ocurrieron. La fracciéon LMF presentd un solo pico exotérmico, que inicidé a una
temperatura de 9.9 °C y se extiende hasta aproximadamente — 15.0 °C. El
termograma de MMF, muestra también un solo pico exotérmico, que inicia 13.9
°C y finaliza alrededor de - 10 °C. Por su parte, el termograma de la fraccion HMF
indico la ocurrencia de dos transiciones exotérmicas; la primera en el rango de
temperatura de 26.6 a 13 °C, y la segunda de 13.9 a alrededor de 0 °C. Los
puntos de cristalizacion en las fracciones y AMF, calculados con el software del
equipo, determinan la temperatura a la cual la muestra comienza a formar una
red ordenada, y es Util para la determinar temperaturas idoneas para realizar su
separaciéon mediante fraccionamiento térmico (Marangoni, 2002). Los puntos de
cristalizacion de la AMF y las fracciones grasas difirieron significativamente,
variando de la siguiente forma: HMF > AMF > MMF > LMF, como se esperaba,

de acuerdo a su composicién en acidos grasos (Cuadro 2).

El termograma endotérmico de AMF (Figura 5b) mostré la ocurrencia de 3
transiciones térmicas: (1) - 10a 6.6 °C; (2) 6.6 a 15.2 °Cy (3) 15.2a 35.4 °C. La
observacion de 3 transiciones en AMF durante el calentamiento, coincide con lo
reportado por Lopez et al. (2009), para AMF. Los eventos o transiciones térmicas
se encuentran relacionados con la longitud de cadena de los &cidos grasos y su
posicién en los TAG. De acuerdo a Dimick et al. (1996), y Lopez et al. (2006), las
transiciones sefialadas pueden relacionarse con la presencia de TAG
constituidos por acidos grasos que difieren en su punto de fusién, de la siguiente

manera: alto, medio y bajo punto de fusion.

El doble fraccionamiento utilizado, tiene como desventaja la obtencion de

fracciones que presentan dos o0 mas rangos de temperatura asociados con
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transiciones solido-liquido, puesto que contienen cierta cantidad de TAG con
rangos de puntos de fusion distintos a los de la mayoria de los TAG que
conforman la fraccion. No obstante, la aplicacion conjunta de centrifugacion y
filtracion al vacio, utilizada en este trabajo, permitié la obtencion de las fracciones
LMF y MMF con cierto grado de homogeneidad en el comportamiento térmico de
los TAG que las constituyeron. Lo anterior, evidenciado por una Unica transicion
térmicas observada en sus termogramas (Figura 5b), siendo mas estrecha y
definida la correspondiente a LMF. Para el caso de HMF, se observan dos
transiciones o picos en el termograma, que van de -10 a 20 °C y de 20 a 41 °C.
La presencia de una segunda transicién (-10 a 20 °C) indica que en la fraccién
HMF existe cierta cantidad de TAG de puntos de fusion intermedios, que fueron
arrastrados de la MMF durante el segundo fraccionamiento. Esto se debe a que
durante la formacion de los cristales (fase sdlida) estos atrapan pequefias
cantidades de la fase oleosa liquida, cuyo entrampamiento en la red cristalina
dificulta su separacion. Aun cuando HMF mostré mas de un rango de temperatura
de fusién al igual que AMF, exhibié un comportamiento térmico distinto (Cuadro
3).Los puntos de fusibn de la AMF y las fracciones grasas difirieron

significativamente, variando de la siguiente forma: HMF > AMF > MMF > LMF.

Cuadro 3. Temperaturas de transicion y entalpias de cristalizacion y fusion de
las fracciones grasas y grasa lactea.

Caddigo . Punto de Entalpia de
de Ig fESuig:]O(gg) Er;aélﬁlgg(;‘ cristalizacion cristalipzacién
grasa (°C) (J/9)
ZAMF 35.48+0.8¢cY 73.03+2.1a 19.77+0.3c 62.20+3.7b
YLMF 19.10+09a 81.65+1.9b 10.55+0.8a 60.73+2.5b
XMMF 2853+0.4b 73.33+1.7a 13.41+0.7b 46.82+ 1.2a
WHMF 41.60+25d 96.70+£25c 25.89+1.0d 82.22+5.4c

ZAMF: Grasa Lactea Anhidra; YLMF: Fracciéon de bajo punto de fusién; *MMF:
Fraccion de medio punto de fusion; YHMF: Fraccion de alto punto de fusion.
VMedias seguidas con la misma letra en cada columna no son diferentes (Tukey
p = 0.05).
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Los valores de entalpia de cristalizacion y de fusion (calor asociado con las
transiciones térmicas) de las fracciones grasas y la AMF se muestran en el
Cuadro 3, observandose que no existi6 una tendencia clara en sus valores de
acuerdo a la composicion en acidos grasos de las fracciones y de AMF. Se ha
informado que la entalpia de transicion (cristalizacion y fusion) de los TAG es
afectada por varios factores, tales como interacciones moleculares (fuerzas de
London, fuerzas de van der Waals), tipo de empaquetamiento de los cristales
(influenciado por su tamafio y simetria), composicion en acidos grasos, posicion
de los acidos grasos, etc (Narine & Marangoni, 2002; Tran & Rousseau, 2016;
Truong et al., 2014). Por ejemplo, los acidos grasos saturados son moléculas que
pueden ordenarse para formar estructuras compactas, que pueden ser afectadas
por contacto con acidos grasos insaturados, ya que ambos tipos de moléculas
presentan angulos diferentes en las cadenas alifaticas. Lo anterior, causa

reducciones en la entalpia de fusion (Fox et al., 2015).

Los resultados expuestos, indican que el fraccionamiento de AMF permitié la
obtencion de fracciones grasas con distintas propiedades térmicas y perfiles de

acidos grasos; ademas de distintos contenidos en colesterol.

3.3.3 Propiedades viscoelasticas en funcion de la temperatura

El arreglo estructural individual de los componentes de un alimento, asi como el
resultante de su interaccion con el resto de los componentes, definen las
caracteristicas mecanico-sensoriales especificas de los productos alimenticios.
Es relevante entonces el estudio de las propiedades mecanicas de las fracciones
grasas como funcion de la temperatura y su comparacion con aquellas de la AMF,
con el fin de definir su aplicacién en el desarrollo de sistemas alimenticios
novedosos. El médulo de almacenamiento G* es una medida de la energia
almacenada y de la elasticidad que es capaz de mantener un material cuando es
sometido a una cierta deformaciéon. El modulo de pérdida G™” es una medida de
la energia disipada y caracter viscoso de un material cuando es sometido a una

cierta deformacion. La medicién de parametros mecanicos de un material como
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funcion de la temperatura es usada para examinar la dependencia de su

estructura al calor (Narine & Marangoni, 2002).

En la figura 6 a) y b) puede observarse el comportamiento de los valores de G" y
G” de las fracciones grasas y la AMF como funcién de la temperatura; pudiendo
observarse para todos los casos perfiles de curvas similares, pudiendo
apreciarse una region inicial en la que los valores de G y G presentan un
maximo y permanecen practicamente constantes, independientemente de
cambios en la temperatura, indicando ello que aun cuando esté ocurriendo
ruptura de enlaces y deformacioén en la estructura debido al calentamiento, estos
procesos estan siendo reversibles. Esta region es considerada como
viscoelastica lineal, puesto que los valores de los médulos no varian con la
deformacion que esté sufriendo la grasa mediante su calentamiento. Los valores
de G" y G correspondientes a la regién viscoelastica lineal (RVL) (Cuadro 4)
variaron como sigue: HMF > MMF = AMF > LMF.

Cuadro. 4 Pardmetros reoldgicos en la regiones viscoeléstica lineal y no lineal, y
temperatura de cambio de comportamiento reoldgico (Tan & = 1).

Cadigo

de la Regién Viscoelastica Lineal Inicio de region viscoelastica Temperatura
grasa (RVL) no lineal Tand=1
G'x 10° Gx 10° T(fng o G'x 10° o
(Pa) (Pa) (Pa)

ZAMF 1.9 +0.04 b¥ 11.5+0.038 ¢ 0.16 +0.003 a 18.7+0.74c 1.6 +0.058 b 34.1 +0.56¢

YLMF 1.3+£0.10a 8.5+ 0.096a 0.15 + 0.008a 12.3+0.93 a 1.2+0.13a 16.8 £0.71a
XMMF 2.0 +£0.03c 9.8 £0.027 b 0.20 £0.0007 b 16.4+0.32 b 1.7+£0.047b 27.2+0.32b
WHMF 2.2+0.18c 11.0 £ 0.15c 0.20 £ 0.002b 255+1.2d 2.0+ 0.14c 39.2+1.4d

ZAMF: Grasa Lactea Anhidra; YLMF: Fracciéon de bajo punto de fusion; *MMF:
Fraccion de medio punto de fusion; YHMF: Fraccion de alto punto de fusion.
VMedias seguidas con la misma letra en cada columna no son diferentes (Tukey
p=0.05).
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Estos resultados indican que la HMF fue significativamente més elastica que el
resto de las fracciones grasas y AMF; mientras que LMF fue el material graso con
menor elasticidad. Los valores de G™* variaron como sigue: HMF = AMF > MMF
> LMF. A partir de estos resultados puede inferirse que los &cidos grasos de
cadena larga saturados presentes tanto en HMF como en AMF confirieron
caracter viscoso a estos materiales, incrementado su resistencia a fluir. Tanto las
fracciones grasas como AMF mostraron comportamiento reoldgico
predominantemente elastico; lo anterior evidenciado por los valores de Tan & son

menores a la unidad (Cuadro 4).

A temperaturas mayores a las correspondientes a la RVL, puede observarse la
inflexién de las curvas de G" y G™" y disminucién pronunciada de los valores
(Figuras 6a y 6b), iniciando asi la regién de comportamiento viscoelastico no
lineal. Esta etapa de la prueba es caracterizada por rompimiento de enlaces y

estructuras, cuya reorganizacion rebasa el tiempo de prueba.

La temperatura de inicio para RVL vari6 significativamente entre los materiales
grasos (Cuadro 4): HMF > AMF > MMF > LMF. A partir de esta region los
materiales grasos comenzaron a perder su estructura sélida viscoelastica, siendo
mas evidente este fendmeno al acercarse a su punto de fusibn. A mayor
diferencia entre el punto de fusién y el punto de caida de G” serdn menores las
diferencias en textura (Marangoni et al., 2012). A causa de su distinta
composiciéon en &cidos grasos y a la formacion de arreglos estructurales
(polimorfismo), las fracciones grasas y la AMF mostraron distintos valores de
temperatura a los cuales los valores de G” y G™ fueron iguales, resultando en
valores de Tan 6 = 1. La igualdad de valores de G" y G™” indica el inicio de la
transicion de estado sélido a liquido o fusion y por tanto, la temperatura a la que
ocurre este fendbmeno es comparable al punto de fusion determinado por otros
métodos (Figura 6d). En el Cuadro 4 puede observarse que las temperaturas a

las que las fracciones grasas y la AMF pasaron de un comportamiento
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predominantemente sélido a un estado predominantemente liquido fueron

comparables a los puntos de fusién determinados mediante DSC (Cuadro 3).
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Figura 6. Variaciones en los médulos viscoelasticos de las fracciones grasas y la
grasa lactea anhidra como funcién de la temperatura: (a) modulo de
almacenamiento (G"), b) Zona de inflexion para RVL, (c) modulo de pérdida (G™),
(d) Factor de cedencia (G'/G").

3.4. Conclusiones

Mediante la aplicacién de un proceso de doble fraccionamiento a grasa lactea
anhidra (AMF), fue posible la obtencién de tres fracciones de grasa lactea,
denominadas como (HMF, MMF y LMF) de acuerdo a sus puntos de fusién alto,
medio y bajo, respectivamente. El rendimiento obtenido por cada 100g de AMF

sometido al doble fraccionamiento fue de 29.27 £ 0.65% para LMF, 38.65 + 5.66
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% para MMF y 30.37+ 4.77 % para HMF. La merma del proceso fue de <2%. Las
fracciones grasas y la AMF presentaron contenidos en &cidos grasos de cadena
corta y media (C4:0 a C14:0) comparables. Los contenidos de los acidos grasos
palmitico y estearico fueron significativamente mayores en HMF respecto a
aquellos en LMF y MMF, pero similares a aquel en AMF. El contenido de acido
oleico en la fraccion HMF fue significativamente menor que aquel presente en
AMF y el resto de las fracciones grasas. La misma tendencia se observé para el
contenido de colesterol.

La entalpia causada por el cambio de estado en las fracciones grasas y AMF, no
presentd alguna tendencia con respecto a la composicién en acidos grasos. La
temperatura de transicion sdlido-liquido es menor para LMF seguida de MMF,
AMF y HMF, siguiendo un orden inverso para el punto de cristalizacion. Ambas
variables térmicas difirieron significativamente para las fracciones y AMF,

El comportamiento elastico de las fracciones y AMF permanecen constantes
pese a los cambios de temperatura y deformacion de la estructura. HMF presenté
el mayor comportamiento elastico, MMF y LMF obtuvieron valores similares y
LMF fue el material graso con menor elasticidad. La region viscoelastica no lineal
se hizo evidente conforme las fracciones y AMF alcanzaban el estado liquido. La
pérdida de la resistencia en la estructura cristalina, conforme la temperatura
iguald el punto de fusion de los materiales grasos estudiados, permitié que el

factor de cedencia alcanzara el valor de 1.
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4. CARACTERIZACION DEL ACOMPLEJAMIENTO DE
HIDROLIZADO DE PROTEINA DE SUERO Y GOMA DE
MEZQUITE

La interaccidn electrostatica entre moléculas de proteinas y polisacaridos bajo
condiciones particulares de pH y relacion en peso entre ambos biopolimeros,
puede promover la formacion de complejos solubles (CS) o complejos insolubles
denominados coacervados (Cl), dependiendo del grado de neutralizacion de las
cargas eléctricas de los biopolimeros. La neutralizacién parcial de las cargas
eléctricas de los biopolimeros rinde la formacién de complejos solubles; mientras
gue la neutralizacion casi completa de sus cargas produce complejos insolubles.
En este trabajo se identificaron las condiciones fisicoquimicas necesarias para la
eficiente formacién de complejos biopolimericos, utilizando proteina de suero
hidrolizada (WPH) y goma de mezquite (GM). Se utilizaron las condiciones de pH
a 3.5 y concentracion de 1% p/p, en 5 relaciones diferentes (2:1, 1:1, 0.5:1, 0.4:1,
0.3:1, WPH:GM). Tras su acomplejamiento, las relaciones con menor contenido
de WPH obtuvieron un rendimiento >30%, mientras que la relacion 1:1 obtuvo el
menor rendimiento de coacervacion (<18%), favoreciendo la formacién de CS.
La absorbancia mantiene un comportamiento inverso al rendimiento de
coacervacion. Por su parte el potencial zeta fue negativo para todos los
tratamientos donde a mayor rendimiento de coacervacion menor es la magnitud
del potencial zeta. La relacién 1:1 reporta -6.10 + 0.2mV y 1:03 se obtuvo -2.2 +
0.2 mV. El diametro promedio volumétrico de los complejos insolubles se sitia
entre 1.01 y 0.734 um hasta 0.734, donde a mayor rendimiento de coacervacion,
menor diametro. La relacion 1:1 permite la maxima formacién de CS al tener la
menor absorbancia (3.54 + 0.01), con el menor tamafio de particula (D 3,0: 1.044
pum) y mayor potencial zeta (-6.20 mV £ 0.18) por lo que pueden ser utilizados
como materiales de pared en particulas coloidales.

Palabras clave: complejos biopolimericos, interaccion electrostatica,
absorbancia, rendimiento de coacervacion
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CHARACTERIZATION OF COMPLEXATION (PROTEIN:
POLYSACCHARIDE) OF WHEY PROTEIN HYDROLYZED AND
MEZQUITE GUM

The electrostatic interaction between proteins and polysaccharides molecules
under particular conditions of pH and weight ratio between both biopolymers, may
promote the formation of soluble complexes (CS) or insoluble complexes named
coacervates (Cl), depending on the degree of neutralization of the electrical
charges of the biopolymers. The partial neutralization of the electric charges of
the biopolymers yields the formation CS; while the almost complete neutralization
of its electric charges produces ClI. In this work the pH and weight ratio between
whey protein hydrolyzed (WPH) and mesquite gum (GM) were determined in
order to obtain soluble complexes.

Achieving its complexation was determined the formation of the CI, in the
supernatant were determined absorbance and zeta potential. Individually the
particle size of the complex (ClI, CS) was reported. On the proved relations Cl's
did not exhibit significant difference in the particle size (p <0.05) ; ratio 1: 1 exhibit
the smaller absorption, smaller CS size particle (D3.0: 1.044 um) and maximum
zeta potential (-6.20 mV). This relation could be used as wall material on colloidal
particles.

Keywords: biopolymeric complexes, electrostatic interaction, coacervation yield
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4.1 Introduccidn

La goma de mezquite (GM) es el exudado de los arboles de mezquite (Prosopis
spp.) distribuidos en las zonas aridas de América del Norte. Esta goma, es un
arabinogalactano ramificado con una pequefia fraccion proteica (0.7-5.8% p/p).
Su funcionalidad y estructura es analoga a la de la goma arébiga, de importacion,
por lo cual resulta interesante explicar las propiedades de la GM y en
consecuencia, ampliar su potencial de aplicacion en la industria alimentaria
mexicana (Jiménez-Alvarado et al., 2009; Vernon-Carter et al., 2000, 1998).
Ademas de los polisacéridos, varias proteinas son ampliamente utilizadas para
la formulacion y desarrollo de alimentos procesados con caracteristicas
particulares; este el caso, de la proteina de lactosuero. Esta ultima, es altamente
apreciada, debido a su habilidad emulsificante, capacidad de formacion de
sistemas de encapsulacion y propiedades de estructuracion, entre otras; ademas
de contribuir a la calidad nutricia de los alimentos a los que es incorporada
(Wijaya et al., 2017; Devi et al., 2017; Kilara & Vaghela, 2004).

Se ha informado que complejos biopoliméricos proteina-polisacarido exhiben
propiedades funcionales superiores a aquellas que presentan de manera
individual. Los complejos proteina-polisacarido son formados mediante
interacciones electrostaticas entre los grupos con carga eléctrica de signos
opuestos que los conforman. Varios factores influyen en la intensidad de las
interacciones electrostaticas mencionadas, siendo los principales el pH y la
relacion en peso entre biopolimeros (Amit & Bandyopadhyay, 2012; Turgeon &
Laneuville, 2009; Weinbreck et al., 2004). El proceso de complejamiento entre
biopolimeros puede resultar en la formaciébn de complejos que permanecen
solubles (CS) en la dispersién, conforme a la neutralizacion parcial de las cargas
eléctricas de los biopolimeros reaccionantes y a la existencia de cierta carga
eléctrica global. En contraste, complejos insolubles o coacervados (CI) son
formados cuando ocurre la casi total neutralizacion de las cargas eléctricas de

los biopolimeros reaccionantes y en consecuencia, una carga eléctrica global
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muy baja, cercana a cero (Jiménez-Alvarado et al., 2009; Turgeon & Laneuville,
2009; Wijaya et al., 2017). Con base en lo expuesto, para la formacion de
complejos biopoliméricos, es necesario determinar el intervalo de pH en el cual
los dos biopolimeros presentan carga eléctrica neta de signo opuesto. Lo anterior,
mediante la medicion de sus valores de potencial zeta como funcion del pH.
Asimismo, es importante determinar el efecto de la relacion en peso entre
biopolimeros, a cierto valor de pH, sobre el rendimiento en la formacion de

compuestos solubles o insolubles, segun sea el caso.

Los CSy los Cl tienen diferentes aplicaciones en los campos de la Biotecnologia,
las industria farmacéutica y alimentaria.A Dependiendo de sus caracteristicas
fisicoquimicas, mecanicas (viscoelasticidad), emulsificante, encapsulante, etc.
Asi, los CS, objeto de este estudio, han sido usados exitosamente para la
formacién y estabilizacion de emulsiones sencillas aceite-en-agua(Jiménez-
Alvarado et al.,, 2009), y emulsiones multiples agua-en-aceite-en agua
(Hernandez-Marin, Lobato-Calleros, & Vernon-Carter, 2013) ambas formuladas
con el objetivo de proteger agentes bioactivos y liberarlos de manera controlada.
En particular, la habilidad emulsificante/estabilizante de los CS en emulsiones,
ha despertado gran interés en su obtencion y caracterizacién, debido a que se ha
informado que los emulsificantes sintéticos pueden ocasionar problemas a la
salud del ser humano (Piorkowski, & McClements, 2013). En contraste los CS
constituyen opciones naturales para la formulacién y desarrollo de diversos
alimentos, como bebidas, derivados lacteos y productos carnicos procesados,

entre otros.

El objetivo de este trabajo fue el de determinar las caracteristicas fisicoquimicas
(potencial zeta, tamafio y rendimiento de coacervacién) entre los complejos
solubles y complejos insolubles, formados por las interacciones hidrolizado de
proteina de lactosuero: goma de mezquite utilizando 5 variaciones de proteina
WPH:GM.
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4.2 Materiales y métodos

4.2.1 Materiales

En la formacion de los complejos proteina: polisacéarido se utilizé hidrolizado de
proteina de lactosuero (WPH. Hilmar 8390, Hilmer Cheese Company, Hilmar,
California, EUA) contenendo 80% de proteina en base seca. Como polisacarido
se utiliz6 goma de mezquite (GM) purificada (Figura 7). Hidréxido de Sodio
(NaOH) y acido clorhidrico (HCI) grado analitico se adquirieron en Quimica

Suastes (Tlahuac, Ciudad de México, México) ademas de agua desionizada.

Figura 7. Purificacion de goma de mezquite (GM). Apariencia del material en las
diferentes etapas de purificacidn. a) seleccién, b) maceracion c) dispersion d y e)
secado f) almacenamiento.

Purificacién de goma de mezquite

El exudado de los arboles de Prosopis spp., conocido como arbol de mezquite,
fue recolectado en el estado de San Luis Potosi y purificado previamente a su
uso. Brevemente, se seleccionaron los exudados de color ambar-claro, ausentes
de corteza o rastros minerales (Figura 7a) (LOpez-Franco et al., 2012); Estos
fueron macerados utilizando una trituradora de alimentos (6640, Sunbeam
México, Tlalnepantla, Estado de México, México) hasta tener una apariencia
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granulosa (Figura 7b), y se dispersaron (15 % p/p) en agua (50 °C, 60 minutos,
600 rpm) (230 Vac, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA) (Figura 7c).
La dispersion se filtré a través de papel Whatman no. 1 (Jiménez-Alvarado et al.,
2009) y secada en estufa a 53 + 2 °C (Riossa, Ciudad de México, México) durante
15 h (Figura 7d) para posteriormente, ser pulverizadas con mortero (Figura 7f) y

almacenadas a temperatura ambiente en frascos ambar.

4.2.2 Determinacion del potencial zeta de los biopolimeros

Con la finalidad de determinar el intervalo de pH en el cual WPH y GM presentan
la méxima diferencia estequiométrica entre cargas eléctricas de signo opuesto,
se midieron los valores de potencial zeta () de disoluciones de WPH y GM (0.05
% p/p) en un intervalo de pH de 2 a 7 (Zetasizer Nano ZS, Malvern Insuments
Ltd., Malvern, Worcestershire, Reino Unido). Los valores de pH se variaron cada

0.5 unidades y se ajustaron mediante la adicion de HClI 0.1 N o NaOH 0.1 N.

4.2.3 Determinacion del efecto de la relacion en peso entre WPH y GM
biopolimeros sobre la formacion de complejos solubles

Se estudié el efecto de las siguientes relaciones en peso WPH: GM (RwpH:Gwm):
R2:1, R11, Ros:1, Ro.4:1y Ro.3:1, sobre la formacion de CS entre estos biopolimeros,
Manteniendo en todos los casos una concentracion total de biopolimeros de 1 %
p/p y un valor de pH de 3.5 (Cuadro 5). Disoluciones de WPH con las
concentraciones establecidas en el Cuadro 5, se prepararon usando agua
desionizada, a temperatura ambiente, aplicando agitacién continua a 600 rpm,
durante 5 h (PRO 10 power, IKAMAG, IKA Works, Inc, Wilmington, EUA).
Posteriormente, el pH de las disoluciones se ajust6 a 3.5 (pH 120, Conductronic,
Santa Cruz Buenavista, Puebla, México) mediante la adicion de HCI 0.1 N o
NaOH 0.1 N y se almacenaron a 5 + 1°C por 19 h. Después de este tiempo, a
cada disolucion de WPH a temperatura ambiente, se le incorporé la cantidad
adecuada de GM en polvo, para obtener el valor de Rweh:cm en particular (Cuadro

5), aplicando agitacion continua a 600 rpm, durante 5 h. Las disoluciones
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conteniendo WPH y GM se almacenaron a 5 + 1°C por 19 h para la formacion de

los complejos. Ro.3:1

Cuadro 5. Relaciones en peso entre hidrolizado de proteina de lactosuero y goma
de mezquite usadas para la formacion de complejos solubles

Relacion 2WPH (g) YGM (g)

Ri:2 0.33 0.66
R1:1 0.5 0.5
Ri.05 0.66 0.33
R1:0.4 0.7 0.3
R1.0.3 0.76 0.24

2WPH: Hidrolizado de proteina de lactosuero; YGM: Goma de mezquite

Para obtener un panorama general del fenbmeno de acomplejamiento entre WPH
y GM, como funcién de distintas relaciones en peso entre biopolimeros, se midié
la absorbancia generada en los sobrenadantes de distintas dispersiones (cuadro
5) (Ramirez-Santiago et al., 2012). Cada dispersion fue centrifugada a 2000 rpm
por 10 minutos a 20 °C (5810 R, Eppendorf, Hamburg, Alemania), para favorecer
la separacién de los CS (sobrenadante) y los CI (material insoluble). La
absorbancia de los sobrenadantes (CS-200 UV Globe, Spectronics Instruments
Inc, Rochester, EUA) se midié a 229.5 nm, longitud de onda a la cual los
complejos solubles mostraron la mayor absorbancia (Hernandez-Marin, Lobato-
Calleros, & Vernon-Carter, 2013).

4.2.4 Rendimiento de coacervacion

El rendimiento de CI (coacervacién) resultante de las diferentes relaciones en
peso entre WPH y GM (Cuadro 5), se determiné conforme a los propuesto por
Jiménez-Alvarado et al., (2009). Brevemente, el material insoluble o precipitado
obtenido después de separar el sobrenadante de las dispersiones de
biopolimeros, como se describio en la seccidon 4.2.3, se seco en estufaa 45+ 1

°C (Riossa, Ciudad de México, México) hasta peso constante. El rendimiento de
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coacervacion para cada mezcla de biopolimeros, se calculé usando la siguiente

ecuacion:

mc

%RC = x 100 (1)

mbp
Donde %RC es el rendimiento de coacervacion, mppy €s la masa total de
biopolimeros usados en la preparacién de la dispersion y mc es la masa del ClI

deshidratado.

4.2.5 Diametro volumétrico medio de los complejos solubles

Los sobrenadantes de las dispersiones de WPH y GM (Cuadro 5), obtenidos
como se describido en la seccién 4.2.3, se utilizaron determinar el diametro
volumétrico medio D(3,0) de los CS a corde la ecuaciéon 2, con un equipo
Mastersizer 3000 (Malvern Instruments, Worcestershire, Reino Unido) utilizando

un indice de refraccion de 1.334 (correspondiente al agua usada como

D(30)= J[EX @

Donde 2d3 es la sumatoria de todos los diametros de la gota medidos y elevados

dispersante).

al cubo ; n es el numero de sumandos.

4.2.6 Medicién de potencial zeta en los complejos solubles

El potencial zeta del sobrenadante de las dispersiones de WPH y GM (Cuadro
5), obtenidos como se describié en la seccién 4.2.3, fue determinado en el equipo
Zetasizer Nano ZS (Malvern Insuments Ltd., Malvern, Worcestershire, Reino
Unido). El software del equipo convierte las mediciones de movilidad
electroforética en potencial zeta ({) a partir del modelo matematico de

Smoluchowski (Cuevas-Bernardino et al., 2017).
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4.2.7 Analisis de datos

Todos los experimentos se realizaron por triplicado de manera independiente,
usando un disefio completamente al azar. Todas las mediciones se llevaron a
cabo por triplicado y los valores informados corresponden a las medias +*
desviacion estandar. Los resultados se sometieron a analisis de varianza de
clasificacion simple (ANOVA) y en los casos pertinentes a prueba de
comparacion de medias de Tukey. El nivel de significancia se establecié en p <
0.05. El andlisis de datos se realizd con el software Statgraphics 7 (Statistical

Graphics Corp., Manugistics, Inc, Cambridge, MA, EUA).

4.3. Resultados y discusién

4.3.1 Potencial zeta de los biopolimeros

Los valores del potencial zeta (¢) como funcién de pH (Figura 8) para la dispersion
WPH, variaron de 30.0 + 0.7 mV a pH =2 hasta -31 £ 1.2 mV a pH = 7, pasando
por el punto isoeléctrico (pl) de WPH a un valor de pH = 4.27 (potencial zeta = 0)
(Figura 8). Estos resultados coinciden con lo informado para proteinas de
lactosuero por otros autores (Hernandez-Marin et al., 2013; Ramirez-Santiago et
al. 2012; Jiménez-Alvarado et al., 2009).
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S 104 \
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Figura 8. Potencial zeta y punto isoeléctrico (pl) en funcién del pH de las
diluciones de GM y WPH al 0.05% (p/p) analizadas de manera individual.
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La variacion del ¢ aumenta en magnitud conforme el pH se aleja del pl a causa
de la protonacion los grupos funcionales (NHs* y COO") de sus terminales y
radicales que conforman a los aminoacidos. La carga positiva (pH > pl) se debe
por la presencia de grupos amonio (-NHs*), como resultado de la protonacion de
los grupos amino (-NH2). La carga negativa (pH < .pl) es atribuida a los grupos
carboxilato (-COO") producto de la ionizacién de los grupos carboxilicos (-COOH)
(Hernandez-Marin et al., 2013; Ramirez-Santiago et al. 2012; Jiménez-Alvarado
et al., 2009).

Para el caso de GM, el potencial zeta ({) es mayor conforme se acerca a la
neutralidad (pH 7). Indicativo de la ionizacién de su grupos carboxilicos, (-COOH)
presentes en los grupos del acido D-glucurénico y acido 4-O-metil-glucurénico
encontrados en las cadenas ramificadas ( Vernon-Carter et al., 2000, 1998). La
carga de GM prevalecié con signo (-) tras el pl en pH 2.18, asociado con la
fraccion proteica ligada a su estructura. Las diferencias pueden relacionarse a las
variaciones quimicas intrinsecas de los exudados de los arboles de Prosopis
spp., por efecto de la edad del arbol, estacion de colecta, condiciones
ambientales, origen, asi como el nivel de pureza obtenido por la purificacién de

GM antes de su aplicacion (Cuevas-Bernardino et al