UNIVERSIDAD AUTONOMA DE SAN LUIS POTOSI

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

POSGRADO EN CIENCIAS EN BIOPROCESOS

INFLUENCIA DE LA ADICION DE HIDROCOLOIDES SOBRE
LA ESTRUCTURA Y PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE
EMULSIONES W/O: MARGARINAS DE PANIFICACION

TESIS QUE PARA OBTENER EL GRADO DE
DOCTORA EN CIENCIAS EN BIOPROCESOS

PRESENTA:
M.C. MARISOL CORDOVA BARRAGAN

DIRECTOR DE TESIS:
DRA. ELENA DIBILDOX ALVARADO

SAN LUIS POTOSI, S.L.P. ENERO DE 2021



@loce

Influencia de la adicién de hidrocoloides sobre la estructura y propiedades
fisicoquimicas de emulsiones W/O: margarinas de panificacion por Marisol
Cordova Barragan se distribuye bajo una Licencia Creative Commons Atribucion-
NoComercial-SinDerivadas 4.0 Internacional



http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/

Proyecto realizado en:

Laboratorio de Biopolimeros Alimentarios de la Facultad de Ciencias Quimicas de

la Universidad Auténoma de San Luis Potosi.

Con financiamiento de:
Beca-Tesis del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT)
387530



AGRADECIMIENTOS ACADEMICOS

A mi directora de tesis, Dra. Elena Dibildox Alvarado... Gracias infinitas por
acompafarme en este largo viaje de crecimiento profesional... Siempre gracias por
motivarme a ir siempre mas alla de lo comun.

A mi comité tutorial: Dr. Jorge Fernando Toro Vazquez, Dr. Jaime David Pérez
Martinez, Dr. Mario Moscosa Santillan y Dra. Fernanda Peyronel... Gracias por el
tiempo dedicado y las valiosas aportaciones realizadas a la investigacion.

A la empresa Palsgaard Industri de México, S. de R.L. de C.V., por el gran interés
mostrado en el proyecto y por el suministro de sus instalaciones y de materia prima
para poder elaborar las emulsiones W/O y las margarinas de panificacion... Gracias
especiales a Emma, Daniel y Andrés.

A CONACYyT, por su apoyo financiero con la Beca-Tesis 387530 para la
realizacion de mis estudios de doctorado.

Al Dr. Alejandro Marangoni... Gracias seria poco para mostrar el gran
agradecimiento por el tiempo y los conocimientos dedicados a la investigacion.

A la Universidad de Guelph (Ontario, Canada), por adoptarme como alumna

durante mi estancia académica y hacerme sentir como en casa.



AGRADECIMIENTOS PERSONALES

A Dios, por darme tiempo, pinceles y pinturas para poder plasmar mis suefios
en una acuarela.

A Dedotes y Chelito, por brindarme las herramientas necesarias para poder
conseguir mis metas... Gracias por ensefiarme el valor de la familia por sobre todas
las cosas.

A Marce y Carla, por el carifio, la fuerza y los consejos siempre en los momentos
indicados.

A mis compaferos del Laboratorio de Biopolimeros Alimentarios, por los
conocimientos y momentos compartidos que me permitieron seguir aprendiendo...

Gracias por hacer amenos los dias mas pesados.

En verdad a todos y cada uno de ustedes, infinitas gracias.

En memoria de los abuelos...



INDICE GENERAL

INDICE DE TABLAS
INDICE DE FIGURAS
RESUMEN
ABSTRACT
1. INTRODUCCION
2. MARCO TEORICO
2.1. Aceite de palma
2.2. Uso de estabilizantes en grasas y aceites comestibles
2.3. Emulsiones
2.3.1. Emulsiones agua en aceite W/O
2.3.2. Emulsiones agua en aceite W/O reducidas en grasa
2.4. Uso de hidrocoloides en emulsiones alimentarias
2.5. Margarinas
3. JUSTIFICACION
4. HIPOTESIS
5. OBJETIVOS
5.1. Obijetivo general
5.2. Objetivos especificos
6. MATERIALES Y METODOS
6.1. Materiales
6.2. Preparacién de las fases oleosa y acuosa y las
emulsiones W/O
6.3. Preparaciéon de las margarinas de panificacion
6.4. Métodos
6.5. Analisis estadistico
7. RESULTADOS
7.1. Adicién de HBS a la fase oleosa de la emulsion W/O
7.1.1. Perfil de triacilglicéridos
7.1.2. Comportamiento térmico
7.1.3. Microestructura
7.1.4. Contenido de soélidos grasos
7.2. Adicién de pectina de alto metoxilo y goma xantana a
la fase acuosa de la emulsion W/O
7.2.1. Comportamiento térmico
7.2.2. Tension interfacial
7.2.3. Contenido de soélidos grasos
7.2.4. Dureza
7.3. Margarinas de panificacion
7.3.1. Contenido de solidos
7.3.2. Dureza
7.3.3. Estabilidad térmica
CONCLUSIONES
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

© ®



10.ANEXO 1. CURSOS, EXPOSICIONES Y CONGRESOS
DERIVADOS DE LOS ESTUDIOS DE DOCTORADO

11.ANEXO 2. CARTA DE ACEPTACION DE ARTICULO
CIENTIFICO

12.ANEXO 3. ARTICULO CIENTIFICO ACEPTADO

59

61
62

Vi



Tabla

INDICE DE TABLAS

INDICE DE TABLAS

2.1 Clasificacion de las margarinas en base a sus caracteristicas

7.1

7.2.

7.3.

7.4.

7.5.

7.6.

fisicas, nutricionales y de aplicaciéon

Composicion de triacilglicéridos de la fase oleosa y del
estabilizante alto en acido behénico

Parametros microestructurales a 18 °C de la emulsion W/O
35/65 en funcion de la concentracion de estabilizante alto en
acido behénico y de la emulsion W/O tradicional

Contenido de sélidos grasos a 18 °C de la emulsion W/O 35/65
en funcion de la concentracion de estabilizante alto en acido
behénico y de la emulsion W/O tradicional

Tensién interfacial de la fase oleosa con la fase acuosa
adicionada con 0.2% de pectina de alto metoxilo o goma
xantanaa 75 °C

Contenido de sélidos a 18 °C de la emulsion W/O 35/65
adicionada con 0.2% de pectina de alto metoxilo o goma
xantana en la fase acuosa y de la emulsién W/O tradicional
Dureza a 18 °C de la emulsién W/O 35/65 adicionada con 0.2%
de pectina de alto metoxilo 0 goma xantana en la fase acuosa
y de la emulsién W/O tradicional

Pagina
17

29

35

37

41

43

44



Figura

7.2

7.3.

7.4.

7.5.

7.6.

7.7.

7.8.

INDICE DE FIGURAS

INDICE DE FIGURAS

Perfil de cristalizacion y de fusion del estabilizante alto en
acido behénico

Perfil de cristalizacion de la fase oleosa de la emulsion W/O
35/65 en funcion de la concentracion de estabilizante alto en
acido behénico

(A) Perfil de cristalizacion y (B) ampliacion de las exotermas 1
y 2 de la emulsion W/O 35/65 en funcién de la concentracion
de estabilizante alto en &cido behénico

Microestructura a 18 °C de la emulsion W/O 35/65 con su
dimension fractal en 2D en funcion de la concentracion de
estabilizante alto en acido behénico y de la emulsion W/O
tradicional

(A) Perfil de cristalizacion y (B) ampliacion de las exotermas 1
y 2 de la emulsion W/O 35/65 adicionada con 0.2% de pectina
de alto metoxilo 0 goma xantana en la fase acuosa

Contenido de sélidos a 18 °C de las margarinas adicionadas
con 0.2% de pectina de alto metoxilo 0 goma xantana en la
fase acuosa

Dureza a 18 °C de las margarinas adicionadas con 0.2% de
pectina de alto metoxilo o0 goma xantana en la fase acuosa
Estabilidad térmica, expresada como sinéresis, a 40 °C de las
margarinas adicionadas con 0.2% de pectina de alto metoxilo
0 goma xantana en la fase acuosa

Pagina

30

31

34

36

39

46

a7

48



RESUMEN

RESUMEN

Un estabilizante alto en acido behénico (HBS) en concentraciones de 0.3, 0.6 y 0.9%
p/p fue afadido a la fase oleosa de una emulsién agua en aceite reducida en grasa
(W/O 35/65) para su aplicacibn en margarinas de panificacién, cuyo contenido
tradicional de grasa es del 80%. Ademas, fue adicionado 0.2% p/p de pectina de
alto metoxilo o goma xantana en la fase acuosa de la emulsion W/O. La cinética de
cristalizacion, el comportamiento térmico, la microestructura, el contenido de solidos
grasos (SFC), la dureza, la tension interfacial y la estabilidad térmica fueron
evaluados y comparados con aquéllos obtenidos en una emulsion W/O tradicional
con 80% de grasa. La calorimetria diferencial de barrido mostré que la adicion de
0.9% p/p del estabilizante propicié que la cristalizacion comenzara 2.5 °C antes que
cuando no se adicion6 HBS, reduciendo también el tiempo necesario para
estructurar el sistema. Este aumento en la temperatura de inicio de la cristalizacion,
aunado al incremento en la temperatura del pico correspondiente a la cristalizacion
de los triacilglicéridos de alto punto de fusion (HMT), fue atribuido a la co-
cristalizacion entre el HBS y los HMT de la fase oleosa a base de aceite de palma.
Los resultados de microscopia de luz polarizada mostraron que la co-cristalizacion
de los triacilglicéridos de alto punto de fusion de la fase oleosa con el HBS disminuy6
significativamente el tamafio de los cristales de grasa e incrementd la cantidad de
cristales, otorgandole una mejor estructuracion al sistema. EI SFC también se vio
incrementado hasta en 4.4% con la adicion de HBS. Los experimentos de tension
interfacial corroboraron que el HBS actuo sobre la fase oleosa y no en la interfase
de la emulsion. De los resultados obtenidos utilizando 0.2% p/p de pectina de alto
metoxilo 0 goma xantana en la fase acuosa de la emulsion, se observo un aumento
significativo en el contenido de sdlidos y en la dureza debido al aumento de la
viscosidad proporcionado por la adicién de dichos hidrocoloides. Las margarinas de
panificacidn mostraron un comportamiento similar al observado en sus respectivas
emulsiones W/O, aunado a una mejor estabilidad térmica en el caso de la margarina
elaborada con goma xantana. La presente investigacion sugiere que el contenido

de grasa total puede disminuirse de 80% a 65% en la emulsion W/O y en la
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margarina de panificacion sin cambiar su funcionalidad afiadiendo entre 0.3% p/p y
0.9% p/p de HBS en su fase oleosa o bien, 0.3% p/p de HBS en la fase oleosa en
conjunto con 0.2% p/p de pectina de alto metoxilo o goma xantana en la fase
acuosa. La emulsion W/O reducida en grasa adicionada con 0.3% p/p de HBS en la
fase oleosa y con 0.2% p/p de goma xantana en la fase acuosa igual6 el contenido
de solidos y mejord la dureza en relacion con la emulsion W/O tradicional con 80%
de grasa. Concordantemente, la margarina de panificacion adicionada con estos
mismos componentes fue la mejor evaluada al obtener un incremento significativo
en el contenido de sélidos y en la dureza, asi como una mejor estabilidad térmica.

La presente investigacion provey6 informacion novel sobre el efecto de
estabilizantes o promotores de cristalizacién en emulsiones W/O reducidas en grasa
y genero informacion sobre el uso de agentes estabilizantes tanto en la fase oleosa
(HBS) como en la fase acuosa (hidrocoloides) de emulsiones tales como margarinas

de panificacion.



ABSTRACT

ABSTRACT

A high behenic stabilizer (HBS) at concentrations of 0.3, 0.6 and 0.9% w/w was
added to the oil phase of a fat-reduced water-in-oil (W/O 35/65) emulsion for its
application in bakery margarines, whose traditional fat content is 80%. In addition,
0.2% wi/w of high ester (HE) pectin or xanthan gum was added to the aqueous phase
of the W/O emulsion. The crystallization kinetics, thermal behavior, microstructure,
solid fat content (SFC), hardness, interfacial tension, and thermal stability were
studied and compared with those obtained in a traditional W/O emulsion with 80%
fat. Differential scanning calorimetry results showed that when 0.9% w/w of HBS was
added, the crystallization started 2.5 °C higher than when no HBS was added, hence
reducing the time that is needed to structure the system. This increase in the
crystallization onset temperature, together with the increase in the peak temperature
corresponding to the high melting point triacylglycerols (HMT) crystallization, was
attributed to the co-crystallization between the HBS and the HMT of the palm oil-
based oil phase. Polarized light microscopy showed that the co-crystallization of the
high melting triacylglycerols of the oil phase with the HBS significantly decreased the
fat crystal size and increased the number of crystals, giving the system a better
structuring. The SFC also was increased up to 4.4% when HBS was added.
Interfacial tension experiments corroborated that HBS was located in the oil phase
and not at the emulsion interface. From the results using 0.2% w/w of HE pectin or
xanthan gum in the aqueous phase of the emulsion, a significant increase in the solid
content and hardness was observed because of the increase in viscosity provided
by the addition of these hydrocolloids. The bakery margarines showed a similar
behavior to that observed in their respective W/O emulsions, besides with a higher
thermal stability in the case of the margarine manufactured with xanthan gum. This
work suggests that the total fat content can be diminished from 80% to 65% in both
systems without changing functionality by merely adding between either 0.3% w/w
or 0.9% w/w HBS in its oil phase, or 0.3% w/w HBS in its oil phase and 0.2% w/w
HE pectin or xanthan gum in its aqueous phase. The reduced fat W/O emulsion

added with 0.3% w/w HBS in the oil phase and with 0.2% w/w of xanthan gum in the
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agueous phase matched the solid content and improved the hardness of the
traditional W/O emulsion with 80% fat. Accordingly, the bakery margarine added with
these same components was the best evaluated by obtaining a significant increase
in solid content and hardness, as well as better thermal stability.

This research provided novel information on the effect of stabilizers or crystallization
promoters in reduced-fat W/O emulsions, and originated information about the use
of stabilizing agents both in the oil phase (HBS) and in the aqueous phase

(hydrocolloids) of emulsions, such as bakery margarines.
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1. INTRODUCCION

A pesar de las criticas a la produccion de aceite de palma debido a la destruccién
del habitat y las practicas de baja sostenibilidad, la demanda actual de aceite de
palma continla aumentando y sigue siendo una fuente importante de alimentacion
en la mayor parte del mundo (Clemens y col., 2017).

El aceite de palma es una fuente natural de grasas saturadas de origen vegetal,
econémico y de amplia disponibilidad, que se utiliza en muchas aplicaciones
alimentarias (Henson, 2012). El aceite de palma y sus derivados (ej., estearina de
palma, oleina de palma y aceite de palmiste) son componentes importantes y
funcionales en la fabricacion de margarinas, productos untables y grasas de
panificacion (Henson, 2012). Con casi 71 millones de toneladas métricas de aceite
producidas entre 2019 y 2020, el aceite de palma es el aceite comestible més
abundante en el mundo, seguido solo por el aceite de soya con ~55 millones de
toneladas métricas en el mismo periodo (Shahbandeh, 2020). Una de las grandes
ventajas del aceite de palma es que tiene la mayor productividad por unidad de tierra
utilizada. Con 6 toneladas de aceite producidas por hectarea, el rendimiento de
aceite de palma es superior al de otros cultivos de semillas oleaginosas, como el
aceite de coco (2.7 t/ha), aceite de aguacate (2.6 t/ha), aceite de oliva (1.2 t/ha),
aceite de colza (1,2 t/ha), aceite de girasol (1.0 t/ha) y aceite de soya (0.4 t/ha)
(Journey to Forever, 2020). Debido a lo anterior, podria argumentarse que, desde
una perspectiva de sostenibilidad, el aceite de palma tiene una huella de carbono
mas pequefa que otras semillas oleaginosas.

Si bien es utilizado ampliamente en la industria alimentaria, el aceite de palma
tiene algunas carencias tecnoldgicas. Se sabe que la cristalizacién del aceite de
palma es un proceso bastante complejo debido a su lento comportamiento de
cristalizacion en comparacion con otras grasas naturales, o que conduce a un post-
endurecimiento durante su almacenamiento, propiciando la formacion de cristales
granulares de entre 20 y 50 um que pueden causar una sensacion arenosa en la
boca, fraccionamiento y sinéresis en el producto terminado (de Oliveira y col., 2015;
Hishamuddin y col., 2011; Nor Aini y Miskandar, 2007; Garbolino y col., 2005; Zaliha
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y col., 2005; Zaliha y col., 2004; Timms, 1984). Algunas estrategias utilizadas para
acelerar la cristalizacion del aceite de palma incluyen la adicion de promotores de
cristalizacion, también llamados estabilizantes, tales como mono- y diacilglicéridos
(MAGs y DAGs, respectivamente), aceites vegetales totalmente hidrogenados o
triacilglicéridos (TAGs) fraccionados, simples, saturados, de cadena larga y con
altos puntos de fusion (>40 °C) (de Oliveira y col., 2015; Ribeiro y col., 2014; Basso
y col, 2010).

Un estabilizante o promotor de cristalizacion avanzado empleado en los ultimos
afios y elaborado a partir de una mezcla de aceites totalmente hidrogenados de
colza y soya, provee una grasa predominantemente compuesta de acidos estearico
y behénico, en concentraciones de ~50% y ~40% y con longitudes de cadena de 18
y 22 4tomos de carbono, respectivamente. Recientemente, Kim y Marangoni (2017)
y Peyronel y col. (2016) han demostrado que este estabilizante alto en acido
behénico (HBS) co-cristaliza con los triacilglicéridos (TAGs) de alto punto de fusién
presentes en las grasas, ya sea formando un cristal mixto o nucleando en su
superficie. A pesar de que los efectos del HBS sobre la cristalizacion directamente
en el aceite de palma han sido estudiados como se menciono anteriormente, no han
sido reportados los efectos de este estabilizante en la cristalizacion de emulsiones
agua en aceite (W/O), tales como margarinas y productos untables.

Al respecto de las emulsiones, una gran diversidad de alimentos contiene dos
fases inmiscibles (ej., agua y aceite) como parte de sus ingredientes (ej.,
margarinas, productos untables, mayonesas, aderezos y leche), y es crucial
mezclarlas y estabilizarlas para producir alimentos de alta calidad y estabilidad
(Chung y McClements, 2014). Generalmente, estas dos fases inmiscibles son
incorporadas a los alimentos como emulsiones las cuales se forman dispersando,
con la ayuda de un emulsificante, una fase en otra en forma de pequefas gotas
(McClements, 2015; Santana y col., 2013; Windhab y col., 2005). Asi, una emulsién
puede ser definida como un sistema coloidal en donde un liquido esta dispersado
en forma de gotas microscopicas en una fase continua liquida o semisolida de

diferente composicién (Schramm, 2005). Si el aceite se encuentra en forma de gotas
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dispersas en agua, la emulsion es llamada aceite en agua (O/W), mientras que al
ser el agua la fase dispersa en aceite, la emulsidn se denomina agua en aceite
(W/O) (McClements, 2015).

En décadas pasadas, los alimentos elaborados a partir de emulsiones W/O,
como las margarinas, contenian tradicionalmente un 80% de grasa (NMX-F-165-S-
1978); sin embargo, los temas de salud asociados con dietas altas en calorias han
propiciado que la industria alimentaria actual se enfoque en desarrollar productos
reducidos en grasa (Chung y col., 2013; Lee y col., 2013; Nehir El y Simsek, 2012;
van Kleef y col., 2012). No obstante, una disminucién en la cantidad de grasa de las
emulsiones W/O implicaria un incremento en la proporcion de la fase acuosa, lo que
compromete la estabilidad de dichas emulsiones, que llevaria una limitada
aceptacion en el mercado. Por lo anterior y aunado uso de emulsificantes
tradicionales, definidos como sustancias tensioactivas que facilitan la formaciéon de
emulsiones y promueven su estabilidad (ej., mono- y diacilglicéridos) (Dickinson,
2009; Dalgleish, 2006; Riego y Gbémez, 1988a), es bien sabido que el uso de
hidrocoloides, como la pectina y la goma xantana, dispersados en la fase acuosa,
puede mejorar la estabilidad de emulsiones (Ozturk y McClements, 2016; Cui y
Chang, 2014; Desplanques y col., 2012; Huang y col., 2001).

Por lo anteriormente expuesto, en esta investigacion mostramos los efectos de
la adicibn de un estabilizante alto en &cido behénico (HBS) en la cinética de
cristalizacion y microestructura de una fase oleosa a base de aceite de palma y su
emulsién W/O reducida en grasa (W/O 65/35). Asi también, fue estudiado el efecto
de la adicién de pectina de alto metoxilo y goma xantana en la fase acuosa de dicha
emulsion y de la margarina con ella elaborada sobre sus propiedades
fisicoquimicas. Lo anterior, con el fin de mejorar la estructura que se ha perdido al
reducir un 15% el contenido de grasa total y entonces pueda ser utilizada como

margarina de panificacién sin comprometer sus atributos fisicoquimicos.
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2. MARCO TEORICO

2.1. Aceite de palma

El aceite de palma, que representa del 20 al 24% de la fruta fresca y que es
obtenido del mesocarpio del fruto de Elaeis guineensis, tiene un olor agradable
caracteristico, es muy estable a la oxidacidon y es semisolido a temperatura ambiente
(25 °C) (Gunstone, 1997). Ademas, por su elevado contenido de carotenos (0.05—
0.20% p/p), tiene un fuerte color anaranjado que no es afectado por la
neutralizacion, aunque se puede blanquear hasta un color amarillo semejante al de
otros aceites vegetales que han sido obtenidos por hidrogenacion, con tierras
decolorantes, a altas temperaturas o por oxidacion con aire o con agentes quimicos
(Bailey, 1951).

Actualmente, el aceite de palma es considerado como el aceite vegetal
comestible mas importante, ya que participa con el 24.8% de la produccién mundial
de grasas y aceites, superando al aceite de soya. La mayoria de su produccion
proviene del sureste de Asia, particularmente de Malasia e Indonesia, siendo el
primero el mas grande proveedor a nivel mundial (Sundram y col., 2003). Con 6
toneladas de aceite producidas por hectarea, los rendimientos de aceite de palma
superan los de los cultivos de otras semillas oleaginosas, como el aceite de coco
(2.7 t/ha), aceite de aguacate (2.6 t/ha), aceite de oliva (1.2 t/ha), aceite de colza
(1.2 t/ha), aceite de girasol (1.0 t/ha) y aceite de soya (0.4 t/ha) (Journey to forever,
2020).

Si bien son ampliamente utilizados en la industria alimentaria, el aceite de palma
y sus derivados tienen algunas fallas tecnoldgicas. Los principales problemas del
aceite de palma son su cinética de cristalizacion lenta y la tendencia a endurecerse
durante el almacenamiento formando cristales granulares de entre 20 y 50 pum,
pudiendo causar una sensacion arenosa en la boca, fraccionamiento y sinéresis de
aceite en los productos terminados (Nor Aini y Miskandar, 2007; Garbolino y col.,
2005). Algunas estrategias que han sido utilizadas para acelerar la cristalizacion del

aceite de palma incluyen la adicion de promotores de cristalizacion como mono- y
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diacilglicéridos (MAGs y DAGSs, respectivamente), aceites vegetales completamente
hidrogenados o triacilglicéridos (TAGs) saturados, simples y de cadena larga con
temperaturas de fusion altas (>40 °C) (de Oliveira y col., 2015; Ribeiro y col., 2014,
Basso y col., 2010).

2.2. Uso de estabilizantes en grasas y aceites comestibles

Diversos productos alimentarios ricos en aceite de palma, tales como
margarinas, productos untables y grasas de panificacion, pueden presentar una
cinética de cristalizacion lenta (Nor Aini y Miskandar, 2007; Garbolino y col., 2005),
afectando desde la organizacion de los TAGs hasta las propiedades fisicoquimicas
finales de los productos grasos (de Oliveira y col., 2015; Sato y col., 2013).
Adicionalmente, la eliminacion parcial o total de la grasa de los alimentos también
compromete los atributos fisicoquimicos y la calidad sensorial de los alimentos
(Bayarriy col., 2006). Como alternativa para mejorar dichos atributos fisicoquimicos,
es posible utilizar estabilizantes, definidos como modificadores del proceso de
cristalizacion que pueden actuar como nucleos preferenciales en el ordenamiento
de la red cristalina e inducir hébitos polimérficos especificos (de Oliveira y col.,
2015).

Un ejemplo de estabilizantes son las grasas duras, consideradas TAGs simples,
saturados, de cadena larga y alto punto de fusion (>40°C). Al respecto, diversos
investigadores han estudiado el efecto de diferentes estabilizantes en la
cristalizacion de productos grasos. Asi, por ejemplo, Ribeiro y col. (2013b) utilizaron
grasas duras de aceites de palma, algodén, soya y crambe para modular la cinética
de cristalizacion y el comportamiento térmico de la manteca de cacao. En otro
estudio, de Oliveira y col. (2015) adicionaron grasas duras, tales como aceites
totalmente hidrogenados de palmiste, palma, algodén, soya y crambe, a aceite de
palma para incrementar la temperatura de inicio de la cristalizacién (Tonset) Y
favorecer una cristalizacion °. Mas recientemente, Peyronel y col. (2016) utilizaron
un estabilizante rico en acido behénico (HBS) en mezclas de oleina de palma y

fraccion intermedia de aceite de palma, observando un decremento en el tamafio
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de los cristales, la formacion de una red cristalina mas densa y una reduccion
significativa en la pérdida de aceite. Ademas, investigadores como Kim y Marangoni
(2017) y Peyronel y col. (2016) han demostrado que este estabilizante alto en 4cido
behénico (HBS) co-cristaliza con los TAGs de alto punto de fusion presentes
naturalmente en las grasas, ya sea formando cristales mixtos o nucleando en su
superficie. Si bien los efectos del HBS han sido bien estudiados en la cinética de
cristalizacion de grasas comestibles como el aceite de palma, las concentraciones
utilizadas han sido mas altas que las sugeridas para su aplicacién industrial (0.2-
2.0% p/p). Aunado a lo anterior, se carece de informacion sobre el efecto de este
estabilizante en sistemas emulsionados tales como margarinas y productos
untables, ya que la incorporacién de grasa en este tipo de productos es en forma de

emulsion.

2.3. Emulsiones

Las emulsiones pueden definirse como sistemas coloidales en donde un liquido
esta dispersado en forma de gotas microscopicas en una fase liquida continua de
diferente composicion (Schramm, 2005). De manera general, las emulsiones se
clasifican como (1) emulsiones aceite en agua (O/W), en donde el aceite forma la
fase dispersa y el agua forma la fase continua (ej., leche y mayonesa), y (2)
emulsiones agua en aceite (W/O), en donde el agua forma la fase dispersa y el
aceite forma la fase continua (ej., mantequillas, margarinas y productos untables)
(McClements, 2015).

Las emulsiones cinéticamente estables se forman utilizando compuestos
ambifilicos, también llamados emulsificantes, que facilitan la formacion de la
emulsion e incrementan su estabilidad (Santana y col., 2013; Dickinson, 2009).
Después de la formacion de las gotas, los emulsificantes forman una capa alrededor
de éstas, lo que inhibe su agregacién debido a la generacion de fuerzas repulsivas
entre ellas (Chung y McClements, 2014). Por otro lado, la presencia de cristales de
grasa tiene un impacto significativo en la estabilizacion de cada tipo de emulsion

(Rosseau y Hodge, 2005). Asi, en la fase dispersa (i.e., emulsiones O/W), los
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cristales de grasa pueden incrementar la desestabilizacion de la emulsion
(Rosseau, 2000). Pero, la presencia de cristales de grasa en la fase continua (i.e.,
emulsion W/O), estabiliza la emulsién ya sea: (1) entrando en contacto con la
interfase y adsorbiéndose en la superficie de la gota (Aronson, 1991); (2)
origindndose mediante la solidificacion de los emulsificantes en la interfase
[predominantemente monoacilglicéridos (MAGs)] y/o mediante la migracion de
cristales previamente formados hacia la interfase (Friberg, 1997); o (3) via
cristalizacion de la fase continua, formando una red tridimensional de cristales de
grasa capaz de retardar el movimiento de las gotas de agua (McClements, 2015;
Ghosh y Rosseau, 2011; Rosseau y Hodge, 2005). Por lo anterior, esta red cristalina
juega un rol importante en la determinacion de las propiedades fisicoquimicas y
sensoriales del alimento (Chung y McClements, 2014).

2.3.1. Emulsiones agua en aceite W/O

Existen diversos productos en el area de los alimentos que estdn compuestos
por emulsiones W/O, tales como mantequilla, margarina, productos untables,
vinagreta y algunos aderezos.

El mecanismo de estabilizacion de estas emulsiones difiere del de las
emulsiones O/W, las cuales pueden ser estabilizadas por repulsién tanto estérica
como electrostatica (Ushikubo y Cunha, 2014); mientras que en el caso de las
emulsiones W/O, se espera que solamente las fuerzas estéricas estabilicen la
emulsién, debido a la baja conductividad de la fase continua (Claesson y col., 2004).
De hecho, la mayoria de las emulsiones W/O se encuentran en un estado sélido o
semisdlido (ej., margarinas y productos untables), lo que previene la sedimentacion
de las gotas de agua mediante la formacion de una red tridimensional de grasa
(McClements, 2015; Rousseau, 2000). Ademas, las propiedades fisicoquimicas
también son importantes para la formacion y estabilidad de la emulsién W/O; asi,
por ejemplo, (1) la densidad es decisiva en la estabilidad a la sedimentacion, ya que
la separacion gravitacional entre la fase continua y la fase dispersa se debe a la

diferencia de sus densidades (Berton-Carabin y Schroén, 2019), (2) la viscosidad
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tiene influencia en la movilidad de las gotas de agua, en donde las emulsiones
fluidas W/O generalmente presentan una baja estabilidad debido a la alta movilidad

de las gotas de agua, que pueden sedimentar, flocular o coalescer facilmente

(Ushikubo y Cunha, 2014), y (3) la polaridad del aceite puede afectar el tiempo de

cristalizacion de la emulsion, ya que el tiempo de cristalizacion tiende a disminuir

con la disminucion de la polaridad relativa del aceite (Masalova y col., 2018).

2.3.2. Emulsiones agua en aceite W/O reducidas en grasa

Actualmente, existe un fuerte enfoque de la industria alimentaria en el desarrollo
de productos reducidos en grasa debido a los temas de salud asociados con dietas
altas en calorias, como sobrepeso, obesidad, enfermedades del corazén,
hipertension y diabetes (Chung y col., 2013; Lee y col., 2013). Sin embargo, los
alimentos reducidos en grasa frecuentemente comprometen los atributos
fisicoquimicos y la calidad sensorial de los alimentos, provocando una limitada
aceptacion del consumidor (McClements, 2015; Bayarri y col., 2006). Lo anterior,
debido a que la grasa juega multiples roles en la determinacion de las propiedades
fisicoquimicas de los alimentos, particularmente cuando se encuentran
emulsificados (Chung y col., 2013).

Debido a lo anterior, el uso de emulsificantes tradicionales, tales como
monoacilglicéridos y diacilglicéridos, es uno de los métodos mas utilizados para
mejorar la estabilidad de las emulsiones (Dickinson, 2009; Dalgleish, 2006). Sin
embargo, otros medios han sido propuestos para mejorar su estabilidad, en conjunto
con el uso de emulsificantes. Asi, diversos estudios han demostrado ventajas del
uso de hidrocoloides en la estabilidad de emulsiones como agentes emulsificantes
(Cui y Chang, 2014), disminucién del diametro de las gotas (Desplanques y col.,

2012; Huang y col., 2001) y reduccion de la tension interfacial (Huang y col., 2001).

2.4. Uso de hidrocoloides en emulsiones alimentarias
Los hidrocoloides, tales como pectinas, gomas, carrageninas y celulosa, son

biopolimeros de alto peso molecular usados ampliamente como ingredientes en la
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industria de los alimentos como espesantes y gelificantes de soluciones acuosas
(Sahay Bhattacharya, 2010; Philips y Williams, 2009), como agentes emulsificantes
en emulsiones y dispersiones (Cui y Chang, 2014; Desplanques y col., 2012;
Dickinson, 2009), entre otros.

Por ejemplo, la pectina es utilizada en una gran variedad de alimentos, debido a
gque puede actuar como agente emulsificante y estabilizante, contribuye a la
actividad interfacial y aumenta la viscosidad, utilizandose en concentraciones desde
0.1 y hasta 8.0% p/p, de acuerdo con lo reportado por Massel y col. (2015), Cui y
Chang (2014), Glilseren y Corredig (2014), Ayuningtias y col. (2013) y Fissore y col.
(2013).

Por otro lado, es bien sabido que las gomas, como la goma xantana, forman
soluciones viscosas, actian como mejoradores de textura e incluso pueden actuar
también como agentes emulsificantes y estabilizantes (Milani y Maleki, 2012;
Gurkin, 2002). Particularmente, las soluciones formadas con goma xantana son
altamente pseudoplasticas y tienen una viscosidad muy alta (Viebke y Williams,
2000; Katzbauer, 1998), por lo que esta goma es comUnmente afadida a
emulsiones O/W para mejorar la viscosidad de la fase continua y retardar el
cremado en concentraciones desde 0.01 y hasta 0.2%, de acuerdo con lo reportado
por KrstonoSic¢ y col. en 2009.

A pesar de la gran variedad de estudios sobre el empleo de hidrocoloides en
emulsiones, sélo dos investigaciones han sido encontradas en productos aplicados
como margarinas (Ayuningtias y col.,, 2013; Clegg y col.,, 1996). Ademas,
actualmente no existen estudios que utilicen agentes estabilizantes tanto en la fase
oleosa como en la fase acuosa (i.e., promotor de la cristalizacion e hidrocoloides,
respectivamente), de emulsiones como margarinas y productos untables, con el fin

de mejorar sus propiedades fisicoquimicas.
2.5. Margarinas

Las margarinas se definen como emulsiones W/O, en donde las gotas de agua

se mantienen separadas por una red tridimensional que contiene aceite liquido y
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cristales de grasa (Riego y Gémez, 1988b; Haighton, 1976). La mayoria de las
margarinas, que tradicionalmente contienen un 80% de grasa (Codex Alimentarius,
1981), se encuentran ya sea en estado solido o semisdlido a temperatura ambiente
(25 °C) y estan estabilizadas mediante la cristalizacion de la grasa (McClements,
2015).

Durante la formulacion de la base grasa (mezcla de grasas y aceites) de las
margarinas, es conveniente incluir aceites con tendencia a cristalizar en p°, ya que
este cristal tiende a estructurarse como una red tridimensional capaz de inmovilizar
grandes cantidades de aceite liquido, brindandole a la margarina la consistencia y
la dureza deseadas (Liu y col., 2010; Tanaka y col., 2007). Tradicionalmente, estas
propiedades habian sido logradas con el uso de aceites parcialmente hidrogenados;
sin embargo, al constituir una fuente de isémeros trans en la dieta, tienen efectos
adversos en la salud tales como elevar el nivel de colesterol LDL en la sangre y
aumentando el riesgo de desarrollar enfermedades cardiacas (FDA, 2013; FAO,
1993). Debido a esto, la industria margarinera ha buscado fuentes alternativas de
grasas y/o aceites que le otorguen a éstas las propiedades fisicoquimicas deseadas
pese al cambio en su composicion, pero cuidando la salud del consumidor. Un caso
particular es el aceite de palma y su fraccion solida conocida como estearina de
palma, la cual es obtenida por fraccionamiento, sin necesidad de hidrogenar.

Adicionalmente, la base grasa debe ser formulada de acuerdo con el tipo de
margarina que se desee producir. Asi, se han originado diversos tipos de
margarinas que se clasifican de acuerdo con sus caracteristicas fisicas,
nutricionales y de aplicaciéon o funcionalidad. Al respecto, en la Tabla 2.1 se puede
observar una amplia clasificacion de las margarinas, en donde se destaca la
margarina de panificacion, cuyas caracteristicas son: (1) contenido de grasa minimo
del 60%, (2) punto de fusion de entre 38 y 42 °C, (3) gran capacidad de integracion
en la masay (4) otorgarle homogeneidad a la miga (IMASA, 2020).
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Tabla 2.1. Clasificacion de las margarinas en base a sus caracteristicas fisicas,
nutricionales y de aplicacion (O Brien, 2009; Vaisey-Genser, 2003).

Clasificacién

Margarina

Por tipo de consumidor

Consumidor directo (uso domeéstico)

Industrial

Por contenido de grasa

Para mesa (minimo 78%)
Reducida en grasa (60-78%)
Light (menos de 60%)

Por contenido de sal

Sin sal (maximo 0.5%)
Con sal (més de 0.5%)

Por consistencia

Plastica o semisodlida
Suave
Fluida

Por funcionalidad

Untable
En barra

Para panificacion
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3. JUSTIFICACION

Debido a la tendencia actual de la industria alimentaria de reducir la cantidad de
grasa en los alimentos debido a los temas de salud asociados con dietas altas en
calorias (Chung y col., 2013; Lee y col., 2013; Nehir El y Simsek, 2012; van Kleef y
col., 2012), se ha producido una pérdida en su estructura, estabilidad y
funcionalidad. Lo anterior, debido a que la grasa juega mudltiples roles en la
determinacion de las propiedades fisicoquimicas de los alimentos, particularmente
cuando se encuentran emulsificados (Chung y col., 2013). Aunado a lo anteriory, a
pesar de que es ampliamente utilizado en la industria alimentaria, el aceite de palma
tiene una cinética de cristalizacion lenta y tiende a la post-dureza en el
almacenamiento; por lo que dicha industria se ha dado a la tarea de disefiar nuevos
ingredientes que actien como estabilizantes en grasas de panificacion y emulsiones
y que mejoren asi sus propiedades fisicoquimicas finales.

Adicionalmente, se sabe que los hidrocoloides, afiadidos en la fase acuosa,
pueden actuar también sobre la estabilidad de las emulsiones (Cui y Chang, 2014;
Desplanques y col., 2012; Huang y col., 2001). Sin embargo y a pesar del gran
namero de estudios sobre el empleo de estabilizantes en productos ricos en grasa
(ej., Peyronel y col., 2016; Ribeiro y col., 2013a; Arishima y McBrayer, 2002) e
hidrocoloides en emulsiones alimentarias, no han sido encontradas investigaciones
que utilicen ambos componentes para estabilizar tanto la fase oleosa como la fase
acuosa en emulsiones W/O, como las margarinas. Por lo anteriormente expuesto,
surge la necesidad de investigar el efecto de la adicién de un estabilizante alto en
acido behénico (HBS) en la fase oleosa en concentraciones dentro del rango
sugerido por la hoja técnica para su aplicacion industrial (0.2-2.0% p/p; partiendo de
la minima concentracibn por sugerencia del proveedor), asi como de un
hidrocoloide, ya sea pectina de alto metoxilo o goma xantana (0.2% p/p), en la fase
acuosa en la formulacion de emulsiones W/O, con el fin de mejorar la estructura de
ambas fases en una emulsion W/O reducida en grasa (W/O 35/65) a base de aceite

de palma para su aplicacibn como margarina de panificacion.
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4. HIPOTESIS

La adicion de una concentracion igual o menor a 0.9% p/p de un estabilizante
alto en &cido behénico en la fase oleosa y de 0.2% p/p de un hidrocoloide (pectina
de alto metoxilo o goma xantana) en la fase acuosa mejoran la cinética de
cristalizacion y la estabilidad fisicoquimica de una emulsién W/O reducida en grasa

y a base de aceite de palma para su aplicacion como margarina de panificacion.
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5. OBJETIVOS

5.1.

Objetivo general
Estudiar el efecto de la adicion de un estabilizante alto en &cido behénico (HBS)

en la fase oleosa y de la adicion de pectina de alto metoxilo y goma xantana en la

fase acuosa sobre las propiedades fisicoquimicas de una emulsion W/O reducida

en grasa (W/O 35/65) elaborada a base de aceite de palma.

5.2.

Objetivos especificos

Caracterizar composicional y térmicamente la fase oleosa y el estabilizante alto
en &cido behénico (HBS).

Estudiar el efecto de la adicion de 0.3, 0.6 y 0.9% p/p del estabilizante alto en
acido behénico (HBS) en la fase oleosa sobre el comportamiento térmico, la
microestructura y el contenido de soélidos grasos de una emulsion W/O reducida
en grasa. Asi, seleccionar la concentracion mejor evaluada al ser comparada
con una emulsion tradicional W/O elaborada con 80% de grasa.

Evaluar el efecto de la adicién de 0.2% p/p de pectina de alto metoxilo y goma
xantana en la fase acuosa de la emulsién W/O reducida en grasa adicionada con
HBS sobre sus propiedades fisicoquimicas, tales como comportamiento térmico,
tension interfacial, contenido de solidos grasos y dureza. Asimismo, comparar
los resultados con aquéllos obtenidos en una emulsion tradicional W/O
elaborada con 80% de grasa.

Evaluar el efecto de la concentracién mejor evaluada de HBS y de la pectina de
alto metoxilo y la goma xantana sobre las propiedades fisicoquimicas de
margarinas de panificacion, mediante contenido de solidos grasos, dureza y

resistencia térmica.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Materiales

Para fines préacticos de la presente investigacion y aunque el concepto es el
mismo, fue denominada emulsién W/O a aquélla elaborada a nivel laboratorio y
margarina de panificacion a aquélla elaborada a nivel piloto.

Los materiales utilizados en ambos sistemas, en porcentaje peso/peso (p/p) del
total de la emulsion, fueron los siguientes:

(1) Una fase oleosa, correspondiente al 65% de la emulsidn, que consistié en (a)

una base grasa a base de aceite de palma (60% de aceite de palma, 25% de

estearina de palma y 15% de aceite de palmiste), con un balance final de 59/41%

de acidos grasos saturados/acidos grasos insaturados; (b) una mezcla de tres
emulsificantes: 0.5% de lecitina de soya, 0.5% de monoacilglicéridos de acidos
grasos insaturados de aceite de colza (cédigo comercial DMG0291) y 0.3% de
monoacilglicéridos de &cidos grasos saturados de aceite de palma (cédigo
comercial DMGO0093); y (c) un estabilizante alto en acido behénico (HBS, cddigo
comercial P6111) en concentraciones de 0.0, 0.3, 0.6 y 0.9%.

(2) Una fase acuosa, correspondiente al 35% de la emulsion, fue elaborada con
agua potable adicionada de 1% de cloruro de sodio, 0.2% de cualquiera de los
hidrocoloides: pectina de alto metoxilo 0 goma xantana y 0.05% de cada uno los
siguientes componentes: acido citrico, benzoato de sodio y sorbato de potasio.
Adicionalmente, fue considerada una fase acuosa control sin adicion de pectina de
alto metoxilo ni goma xantana.

Los hidrocoloides empleados en la formulacién de la fase acuosa fueron
adquiridos de la empresa Danisco México, S.A. de C.V.y el resto de los ingredientes
fue amablemente provisto por Palsgaard Industri de México, S. de R.L. de C.V. Esta
empresa también facilité sus instalaciones para la elaboracion de las margarinas de

panificacion.
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6.2. Preparacion de las fases oleosay acuosay las emulsiones W/O

Muestras de 100 gramos de la fase oleosa control (sin HBS afiadido) y de las
fases oleosas con diferentes concentraciones de HBS (0.3, 0.6 y 0.9%) fueron
pesadas en vasos de precipitado de 150 mL para ser fundidas en una placa caliente
a 75 °C con una agitacion magnética de 400 rpm durante 10 minutos para eliminar
su memoria térmica. Las cuatro fases oleosas se sometieron luego a un
enfriamiento controlado por inmersiébn en dos bafios de agua en secuencia,
ajustados a 2 y -6 °C respectivamente. Las muestras se retiraron del primer bafio
de agua cuando su temperatura alcanzo los 22 °C y se transfirieron rapidamente al
segundo bafio de agua, manteniéndose ahi hasta que su temperatura interna
alcanzo los 12 °C. En ambos bafios de enfriamiento, fue aplicada agitacion manual
para favorecer la cristalizacion homogénea de la muestra. Al final del enfriamiento
controlado, las muestras fueron almacenadas a 18 °C para su estabilizacion y todos
los experimentos fueron llevados a cabo después de 72 horas de almacenamiento.

Para la elaboracién de las emulsiones W/O, las fases acuosas precalentadas a
75 °C fueron afadidas a la fase oleosa previamente preparada a la misma
temperatura, aplicando una agitacion magnética de 700 rpm por 10 minutos para
favorecer la formacion de la emulsion. Posteriormente, fueron seguidos los mismos
procesos de enfriamiento y almacenamiento a 18 °C indicados en la preparacion de
las fases oleosas para su analisis después de 72 horas. Cabe mencionar que las
emulsiones adicionadas con pectina de alto metoxilo o goma xantana en su fase
acuosa, fueron elaboradas con la fase oleosa afiadida de la concentracion de HBS
mejor evaluada.

Bajo las mismas condiciones de proceso, fue elaborada una emulsion W/O 80/20
considerada como emulsion tradicional, con el fin de comparar las propiedades

fisicoquimicas evaluadas en las emulsiones W/O reducidas en grasa.
6.3. Preparacion de las margarinas de panificacion

Para la elaboracion de las margarinas de panificacion, se tom6 como control

aguélla con la fase oleosa adicionada de la concentracion de HBS mejor evaluada
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y la fase acuosa sin hidrocoloide afiadido. Adicionalmente, fueron elaboradas
aguéllas cuya fase acuosa esté adicionada con 0.2% de pectina de alto metoxilo o
goma xantana.

El proceso de elaboracion de las margarinas de panificacion se desarroll6 de la
siguiente manera. Inicialmente, la base grasa fue preparada de acuerdo con la
formulacion indicada en la Seccidn 6.1. Posteriormente, pasé a un tanque de
preparacion donde fue elaborada la fase oleosa a 75 °C. A la par, la fase acuosa
fue formada en otro tanque de preparacion a la misma temperatura (ver Seccién 6.1
para composicion de ambas fases). En seguida, ambas fases fueron mezcladas en
otro tanque con agitacion constante donde fue formada la emulsibn W/O, que se
logr6 afiadiendo la fase acuosa a la fase oleosa. Ya formada, ésta paso a un primer
cristalizador de un equipo de cristalizacion Perfector 57 (Gerstenberg Schroder,
SPX FLOW, Alemania), utilizando un flujo masico de alimentacion de 60 kg/h, donde
la emulsién se enfri6 y cristaliz6 hasta alcanzar los 22 °C. Posteriormente, la
emulsion pasé por un segundo cristalizador, donde alcanzé una temperatura interna
de 12 °C; para después circular a través de un tubo de reposo, a temperatura
ambiente, donde tomaron las caracteristicas de consistencia y dureza deseadas.
Finalmente, las margarinas (6x15x6 cm; volumen de 540 cm?3), fueron empacadas
y almacenadas a 18 °C por 72 horas para su estabilizacion. Después de este tiempo,
fueron determinados su contenido de sélidos grasos y su dureza a 18 °C, asi como

su estabilidad térmica, representada como sinéresis, a 40 °C.

6.4. Métodos
Perfil de triacilglicéridos (TAGs). Un cromatdgrafo de fases equipado con un

detector de ionizacion de flama y una columna capilar B-17HT (7890A, Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, E.U.A.) fue utilizado para elucidar el perfil de TAGs
de la fase oleosa control y el HBS. Fue seguida una version modificada del Método
Oficial AOCS Ce 5-86 (AOCS, 2009); en donde la temperatura inicial de la columna
fue fijada en 200 °C, para luego ser aplicadas dos rampas de calentamiento: la
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primera a 300 °C a una velocidad de 25 °C/min y la segunda a 350 °C a 30 °C/min.
Las temperaturas del inyector y del detector se fijaron en 360 y 370 °C,
respectivamente. Las muestras se disolvieron en cloroformo (20 mg/mL) y la
inyeccién fue hecha en modo split en una proporcion 50:1. Estandares de TAGs
(Supelco) fueron inyectados en el cromatografo para identificar el tiempo de
retencion de cada TAG y fue utilizado el software ChemStation (Rev. B.04.02,
Agilent Technologies) para el analisis de las muestras. La identificacion fue llevada
a cabo utilizando el numero total de carbonos para aquellos TAGs con menos de 50
carbonos. Para los TAGs con un numero total de carbonos igual o superior a 50, fue
asumida una distribucion aleatoria de los acidos grasos en la molécula de glicerol,
siguiendo el método directo de composicion posicional reportado por Vander Wal
(1963). Este andlisis fue realizado con dos réplicas por duplicado.

Comportamiento térmico. El perfil de cristalizacion y fusion del estabilizante HBS y

los perfiles de cristalizacion de las fases oleosas y las emulsiones W/O formadas
con ellas y con la fase acuosa adicionada de pectina de alto metoxilo o goma
xantana, fueron determinados con un calorimetro diferencial de barrido (DSC 2920,
TA Instruments, New Castle, DE, EUA) siguiendo el Método Oficial AOCS Cj 1-94
(AOCS, 2009). El método utilizado consistio en enfriar la muestra desde 80 °C hasta
-40 °C a 10 °C/min (previo borrado de memoria térmica a 80 °C por 10 minutos),
mantenerla a -40 °C por 30 minutos y, después, calentar hasta 80 °C a una
velocidad de 5 °C/min. Fueron pesados entre 6 y 9 mg de muestra en una celda de
aluminio (TA Instruments) sellada herméticamente. Fue utilizada una celda vacia
como referencia. Para el andlisis, fue utilizado el software TA Universal Analysis,
obteniéndose los siguientes parametros: la temperatura de inicio de la cristalizacién
(Tonset), la temperatura del pico de cristalizacion (T¢) y de fusion (Tm) (para ambos
casos, el numero en el subindice indica el nimero de exoterma o endoterma en el
termograma), y las entalpias de transicion de fase correspondientes de
cristalizacion y de fusion (AHc: o AHm, respectivamente). El analisis de

comportamiento térmico fue realizado con dos réplicas por duplicado.
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Microestructura. Las emulsiones W/O 35/65 cuya fase oleosa fue adicionada con

0.0, 0.3, 0.6 y 0.9%, asi como la emulsién W/O tradicional (20/80), fueron analizadas
mediante microscopia de luz polarizada. Los frotis fueron realizados en portaobjetos
de vidrio para posteriormente ser colocados en un microscopio de luz polarizada
(Eclipse LV100 NPOL, Nikon Instruments, Melville, NY, EUA) y captar las imagenes
(MicroPublisher 3.3. RTV, QImaging) de los cristales desarrollados en las
emulsiones previamente estabilizadas a 18 °C durante 72 horas. Las imagenes
fueron utilizadas para obtener el nimero y el didmetro equivalente de los cristales,
asi como el porcentaje de material solido (blanco versus negro), utilizando el
software NIS Elements AR 4.30 (Nikon Instruments). Las imagenes fueron
umbralizadas (ImageJ, NIH Image) y analizadas con el software Benoit 1.3 (TruSoft
International Inc.) para obtener su dimension fractal bidimensional Dr mediante el
meétodo de conteo de cajas. Dos réplicas por duplicado fueron analizadas para el

estudio de la microestructura.

Tension interfacial. Un tensiometro interfacial Du Nuoy (Modelo 70545, CSC

Scientific Company Inc., Fairfax, VA, EUA) para determinar la tension interfacial
estatica y entre la fase oleosa con la concentracion de HBS mejor evaluada y las
fases acuosas control y adicionada con pectina de alto metoxilo 0 goma xantana.
La fase oleosa y las fases acuosas se mantuvieron a 75 °C (temperatura de
formacién de la emulsion W/O) previo al andlisis en un horno con control automatico
de temperatura. Fueron colocados 28 mL de la fase acuosa en un recipiente de
vidrio (70x50 mm), el cual se colocé en el brazo de la palanca del equipo y fue
colocado el anillo Du Nuoy de tal manera que quedara completamente cubierto por
la fase acuosa. Posteriormente, se colocaron 62 mL de la fase oleosa, manteniendo
la temperatura a 75 °C. La medida consistié en registrar la fuerza necesaria, en
dinas/cm, para retirar el anillo Du Nuoy hacia arriba de la interface de ambos
liquidos. El andlisis de tension interfacial fue realizado con dos réplicas por

triplicado.
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Contenido de solidos grasos (SFC). Un espectrémetro Minispec mg20 de w0 Hz

(Bruker Optics, Billerica, MA, EUA) fue utilizado para medir el SFC de todas las
emulsiones W/O y las margarinas de panificacion por resonancia magnética
nuclear. Para todas las mediciones, el daily check fue realizado cada 24 horas con
tres estandares de calibracibn suministrados por Bruker. Las emulsiones
almacenadas a 18 °C se colocaron en tubos de vidrio de 10 mm de diametro hasta
alcanzar 4 cm de altura, para luego ser analizadas. Los valores de las mediciones
fueron capturados con el software del espectrometro (Minispec V1.13, Bruker

Biospin). Este analisis fue realizado con dos réplicas, cada una por triplicado.

Dureza. Para determinar la dureza de las emulsiones W/O 35/65 adicionadas de
pectina de alto metoxilo o goma xantana en su fase acuosa, asi como de la emulsién
W/O tradicional (W/O 20/80), fue utilizado un texturometro TA.XT2 (Stable
MicroSystems), mediante el método de back extrusion. Para medir la dureza, las
muestras a 18 °C fueron colocadas en tubos de vidrio de 10 cm de alturay 2.5 cm
de didmetro y fue utilizada una sonda de acero inoxidable con un eje cilindrico (9.8
cm de altura y 1.8 cm de didmetro) y una punta esférica truncada (1.3 cm de altura
y 2.0 cm de diametro) para penetrar 30 mm de muestra a una velocidad de 1.5
mm/s, con una duracion total de la prueba de 20 s. El resultado de dureza, en
términos de fuerza (N), fue obtenido mediante el software del equipo (Exponent Lite
Express) y correspondié al promedio de los datos del ultimo cuarto del analisis (15-
20 s). Por otro lado, la dureza de las margarinas de panificacion fue obtenida en un
texturometro TA.XT Plus (Stable MicroSystems) con la cuchilla rectangular y la
plataforma del set Warner-Bratzler (HDP/BSK). El resultado de dureza fue obtenido
mediante el software Exponent Lite Express y correspondi6é a la carga maxima
registrada por el equipo. Para el estudio de dureza, dos réplicas por triplicado fueron

analizadas.

Estabilidad térmica. Para determinar la estabilidad térmica de las margarinas de

panificacion, las barras de margarina fueron colocadas en una incubadora
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Thermolyne Type 42000 a 40 °C durante 72 horas, simulando condiciones extremas
de almacenamiento. Una vez finalizado el tiempo de almacenamiento, el volumen
de muestra fundida, en mL, fue medido con una probeta y calculado el porcentaje
de sinéresis en base al volumen total de cada sistema (Viota: 540 cm?), obtenido de
multiplicar la longitud, la altura y la profundidad, en centimetros, de la margarina (1

cm? =1 mL). Este andlisis fue realizado con dos réplicas por triplicado.

6.5. Analisis estadistico

Las muestras fueron seleccionadas al azar y los resultados fueron procesados
con el software STATISTICA V.12 (Statsoft Inc.; Tulsa, OK 74101, E.U.A.). Fue
realizado un ANOVA de una via con contrastes ortogonales y un nivel de
significancia de 0.05. Las muestras y sus respectivas réplicas fueron analizadas y

reportadas sus medias * desviaciones estandar.
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7. RESULTADOS

7.1. Adicion de HBS a la fase oleosa de la emulsion W/O
7.1.1. Perfil de triacilglicéridos

El perfil de triacilglicéridos (TAGSs) de la fase oleosa control (sin HBS afiadido) y
del estabilizante alto en acido behénico (HBS) se muestra en la Tabla 7.1. Los
valores de temperatura de fusion (Tm) de TAGs de aceite de palmay sus derivados
reportados por Kim y Marangoni (2017), fueron utilizados para agrupar los TAGs en
moléculas con alto (HMT>30 °C), medio (18 °C<MMT<30 °C) y bajo punto de fusion
(LMT<18 °C).

Los HMT predominantes en la fase oleosa control fueron TAGs di- y trisaturados,
tales como POP/PPO, PPP y POS/PSO, los cuales representaron el 51.8% p/p del
total de TAGs. Los MMT mono-, di- y trisaturados, como PPL y SOO, constituyeron
el 14.7% pl/p del total de TAGs de la fase oleosa. Finalmente, el 26.9% p/p de la
fase oleosa estuvo compuesto por LMT, principalmente POO y PLO. Es bien sabido
gue estos TAGs son predominantes en el aceite de palma y sus derivados (Nor Aini
y Miskandar, 2007).

Los TAGs presentes en el HBS fueron trisaturados, con moléculas con 52 o mas
carbonos como BBS, SSS, BSA, SSB, BSP y PSS. Estas moléculas de cadena larga
con temperaturas de fusion superiores a los 50 °C (Kim y Marangoni, 2017) podrian
ser las responsables de mejorar la cristalizacion del sistema, al interactuar con los

TAGs di- y trisaturados de la fase oleosa elaborada a base de aceite de palma.

7.1.2. Comportamiento térmico

Los perfiles de cristalizacion y fusién del HBS se muestran en la Figura 7.1. Una
exoterma de cristalizacion fue detectado en Tc: 51.6 °C con una entalpia de
cristalizacion AHc de 132.4 J/g y una endoterma de fusion en Tm: 58.7 °C con una
entalpia de fusion AHm de 132.1 J/g. Estos resultados coinciden con la composicion
de TAGs del HBS (Tabla 7.1), dado que este estabilizante esta principalmente
compuesto de moléculas trisaturadas con 52 o0 mas carbonos y temperaturas de

fusion por encima de 50 °C.
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Tabla 7.1. Composicion de triacilglicéridos (TAGs) de la fase oleosa y del
estabilizante alto en &cido behénico (HBS).

Composicion

'zgft‘)irnoogf TAGsP (% p/p)’
Fase oleosa control HBS
32 ClLalLa 1.940.1 -
36 Lalala 4.6x0.3 -
40 LaMM 3.6+0.3 -
42 MMM 0.7+0.1 -
42 LaLaO 0.6+0.1 -
44 LaOM 0.7+0.1 -
46 MMO 0.7+0.1 -
48 PPP 7.9+0.4 -
48 MPL 1.5+0.1 -
50 PPS 1.940.1 -
50 POP/PPO 25.7+0.1 -
50 PPL 6.5+0.3 -
52 PSS - 4.8+0.7
52 POS/PSO 5.0+0.3 -
52 POO 18.0+0.9 -
52 PLO 6.5+0.3 -
52 PLL 1.2+0.0 -
54 SSS 0.5+0.1 19.4+1.6
54 SOS 1.9+0.2 -
54 SO0 2.8+0.3 -
54 000 1.2+0.1 -
56 BSP - 16.3+0.5
58 SSB - 16.5+0.3
60 BSA - 18.0+1.1
62 BBS - 25.0t1.4
SSS - 21.1+0.4 100.0+1.6
SUS-SSU - 42.6+0.3 -
SUU - 28.5+0.9 -
Uuu - 1.2+0.1 -

C: Caprilico; La: Laurico; M: Miristico; P: Palmitico; S: Estearico; O: Oleico, L: Linoleico; A:

Araquidico; B: Behénico;

SSS: Saturado-Saturado-Saturado;

SUS: Saturado-Insaturado-

Saturado; SSU: Saturado-Saturado-Insaturado; UUU: Insaturado-Insaturado-Insaturado.
*Mediatdesviacion estandar, n=2
aDeterminado experimentalmente por cromatografia de gases.
bTriacilglicerol mas probable, asumiendo una distribucién aleatoria de los acidos grasos en la

molécula de glicerol.
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Figura 7.1. Perfil de cristalizacion y de fusion del estabilizante alto en acido
behénico (HBS).

El perfil de cristalizacion de la fase oleosa adicionada con diferentes
concentraciones de HBS se muestra en la Figura 7.2. En todas las muestras, fueron
evidentes dos regiones exotérmicas, indicadas como 1y 2 (Figura 7.2A). La region
exotérmica 1 tuvo un pico distintivo denotado como Tc1 Yy la region exotérmica 2 tuvo
dos picos distintivos denotados como Tc2 y Tes. Con base en la posicion de los picos
de cristalizacion, la region exotérmica 1 se debe a los TAGs de alto y medio punto
de fusion, tales como POP/PPO, PPP, PPL y POS; mientras que la region
exotérmica 2 se debe a los TAGs de bajo punto de fusiéon, como POO y PLO (Tan
y Nehdi, 2012). La region exotérmica 2 no mostré cambios significativos en los
valores de temperatura Tc2 y Tcs entre la fase oleosa control y las fases oleosas
adicionadas con HBS, con valores promedio de T,,: -4.1+0.1 °C y T,3: -16.1+0.2 °C
(P>0.05). Asimismo, la entalpia de cristalizacion en la region exotérmica 2 fue de

AH.,: 28.31£1.2 J/g para las cuatro muestras (P>0.05).
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Figura 7.2. Perfil de cristalizacion de la fase oleosa de la emulsién W/O 35/65 en
funcion de la concentracion de estabilizante alto en acido behénico
(HBS).

A pesar de que la entalpia se mantuvo constante en la region exotérmica 1 (AH4:
13.5+£1.3 J/g; P>0.05), los cambios en la cinética de cristalizacion debido a la adicién
de HBS ocurrieron al verse incrementadas significativamente las temperaturas
onset (Tonset) y del primer pico (Tc1). A este respecto, Tonset Y Tc1 aumentaron desde
17.940.3 °C y 16.1+0.3 °C hasta 21.4+0.2 °C y 19.0+0.2 °C para la fase oleosa
control y la fase oleosa con 0.9% p/p de HBS afiadido, respectivamente (P<0.05).
Estos cambios pueden atribuirse a la co-cristalizacion entre el HBS y los HMT de la
fase oleosa a base de aceite de palma, de acuerdo con investigaciones realizadas
por Kim y Marangoni (2017) y Peyronel y col. (2016). Estos autores propusieron que
el HBS actla como una semilla heterogénea para TAGs saturados tales como PPP

y SSS, ambos presentes en la fase oleosa en concentraciones de 7.9 y 0.5% p/p,
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respectivamente, cristalizando primero y sirviendo como una superficie sobre la que
cristalizarian estos TAGs. Particularmente, Peyronel y col. (2016) establecieron
también una posible relacion entre la prevencion de la pérdida de aceite del sistema
graso con el aumento en la Tonset Y Tc1, correspondientes a la region exotérmica
donde ocurrio la cristalizacion de los HMT. De esta manera, la adicion de HBS en
concentraciones de hasta 0.9% p/p estaria brindandole una mejor estructuracion al
sistema, al propiciar el comienzo de la cristalizacion a una temperatura mas alta.

La Figura 7.3 muestra el perfil de cristalizacion de las emulsiones control y con
HBS adicionado a su fase oleosa en concentraciones de 0.3, 0.6 y 0.9% p/p; en
donde las tres regiones exotérmicas de cristalizacion observadas fueron denotadas
como 1, 2 y 3. Las regiones exotérmicas 1y 2 incluyeron los picos Tci, Tc2y Tea y
fueron asociadas con la cristalizacién de los TAGs presentes en la fase oleosa a
base de aceite de palma (Figura 7.3B), conforme al comportamiento de
cristalizacion de la fase oleosa mostrado en la Figura 7.2. La region exotérmica 3
fue asociada a la cristalizacion de la fase acuosa en concordancia con lo reportado
por Nor Hayati y col. (2009), mostrando la misma temperatura del pico de
cristalizacion para todas las emulsiones T,,: -19.4+2.3 °C (P>0.05).

Al igual que en la fase oleosa, la adicion de HBS modifico la cinética de
cristalizacion de la regién exotérmica 1 de la emulsién, al incrementar las
temperaturas Tonset Y Tci. Asi, la Tonset aumentd de 19.7+0.2 °C a 21.7£0.1 °C y la
Tc1 de 18.3£0.3 °C a 19.3+0.3 °C en las emulsiones sin y con 0.9% p/p de HBS,
respectivamente (P<0.05). Dicho incremento en Tonset Y Tc1 de la emulsion W/O
ocurrié en menor grado en comparacion al observado en la fase oleosa, debido a la
adicion del 35% p/p de fase acuosa al sistema, la cual cristalizé hasta T,,: -19.4 °C.
En contraste a las observaciones de la fase oleosa, la adicién de HBS en la emulsion
W/O si caus6 cambios significativos en la entalpia de cristalizacion de las regiones
exotérmicas 1y 2, yendo de AHci: 10.0£0.5 J/g a 9.2+0.1 J/g y de AHc2: 21.9+2.5
J/g a 16.3+1.3 J/g para las emulsiones sin y con 0.9% p/p de HBS, respectivamente
(P<0.05). Estos resultados, en acorde con los obtenidos en la fase oleosa, indican

gue el proceso de cristalizacion de la emulsion W/O reducida en grasa inicié a una
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temperatura mas alta al ser adicionada con HBS en concentraciones de hasta 0.9%
p/p, pero también lo hizo con una entalpia de cristalizacion menor (AHc1: 13.5+1.3
J/g versus 9.2+0.1 J/g para la fase oleosa y la emulsién W/O con 0.9% p/p de HBS,
respectivamente; P<0.05). Este comportamiento resulta benéfico ya que el
estabilizante tuvo un efecto significativo en la cinética de cristalizacion de la

emulsion, pese a la adicion de una fase acuosa al sistema.

7.1.3. Microestructura

Los parametros microestructurales a 18 °C de las emulsiones W/O 35/65 con
0.0, 0.3, 0.6 y 0.9% p/p HBS y de la emulsion tradicional con 80% de grasa se
muestran en la Tabla 7.2. La adicion de HBS provoc6 un incremento en la cantidad
de material cristalizado y en el nimero de cristales, asi como un decremento del
diametro equivalente de dichos cristales (P<0.05). La cantidad de material
cristalizado aumenté de 11.9+0.3% para la emulsion W/O control a 23.8+0.2%
cuando se afiadié 0.9% p/p de HBS (P<0.05). Esto indica un incremento de casi
12% de material sélido tan solo con la adicion de 0.9% p/p de HBS; resultados que
coinciden con los reportados por Kim y Marangoni (2017) y por Peyronel y col.
(2016). Asimismo, la disminucién en el tamafio de los cristales de 3.0 um a 2.6 um
con 0.9% p/p de HBS (P<0.05), relacionada a una mayor tasa de nucleacion, puede
ayudar a prevenir la migracion del aceite y la sensacion de textura arenosa en las
grasas, asi como también a mejorar la funcionalidad del producto final, de acuerdo
con lo reportado por Dibildox-Alvarado y col. en 2004 y por Ghotra y col. en 2002.

Una comparativa de los parametros microestructurales de las emulsiones W/O
35/65 adicionadas con HBS con los de la emulsion tradicional con 80% de grasa
hace notar que: (1) a partir de la adicion de 0.3% p/p de HBS, el nimero de cristales
es mayor al de la emulsion tradicional, (2) el diametro equivalente de los cristales
disminuye a partir de la adicion de 0.6% p/p de HBS, y (3) la cantidad de material
cristalizado es mayor (Tabla 7.2). Asi, adicionar HBS en concentraciones desde
0.3% p/p a una emulsion W/O reducida en grasa (35/65) contribuye
significativamente a su microestructura, con valores similares o incluso mejores al

de una emulsiéon W/O tradicional con 80% de grasa.
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Tabla 7.2. Parametros microestructurales a 18 °C de la emulsion W/O 35/65 en
funcidon de la concentracion de estabilizante alto en acido behénico
(HBS) y de la emulsion W/O tradicional.

) Material Nuamero de Diametro
Emulsién W/O _ _ _ _
cristalizado (%)* cristales* equivalente (um)*

35/65 con 0.0% de HBS 11.9+0.32 1098+422 3.0+0.12
35/65 con 0.3% de HBS 15.6+0.8P 1396+57° 3.0+0.12
35/65 con 0.6% de HBS 17.2+0.1¢ 1835+76¢ 2.7+0.1°
35/65 con 0.9% de HBS 23.8+0.24 2205+424 2.6+0.1°
20/80 (tradicional) 20.4+1.0¢ 1024+982 3.1+0.12

*Mediatdesviacion estandar, n=4
aPara la misma columna, letras diferentes indican diferencia significativa (P<0.05)

Los valores obtenidos de dimension fractal (Dr) se muestran dentro de las
microfotografias de las emulsiones W/O en la Figura 7.4. La dimension fractal Ds
incrementd significativamente a partir de la adicion de 0.3% p/p de HBS en las
emulsiones reducidas en grasa. Asi, Dr aumento desde 1.4 para la emulsion control
hasta 1.6 para la emulsion adicionada con 0.9% p/p de HBS (P<0.05). Este ligero,
pero significativo incremento en la dimension fractal, D, es indicativo de que los
cristales llenan el espacio de una manera mas homogénea y densa al aumentar la
cantidad de HBS, coincidente con una mayor nucleacién, como lo muestran Tang y
Marangoni (2006) y Ghotra y col. (2002). Ademas, una Dr igual a 1.6 tanto en la
emulsién reducida en grasa con 0.9% p/p de HBS como en la emulsion tradicional
con 80% de grasa, supone la misma densidad cristalina para ambos casos (P>0.05),
con la ventaja de tener un contenido total de grasa 15% menor en la emulsion W/O
35/65 con 0.9% p/p de HBS, asi como un mayor numero de cristales de menor
tamafo, en concordancia con lo observado en la Tabla 7.2. De esta manera, la
adicibn de HBS en concentraciones de 0.9% p/p y menores estaria
proporcionandole a una emulsion W/O reducida en grasa (35/65) una
microestructura equiparable a la de una emulsion W/O tradicional con 80% de grasa.
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Figura 7.4. Microestructura a 18 °C de la emulsion W/O 35/65 con su dimensién
fractal en 2D (Dr) en funcion de la concentracion de estabilizante alto en
acido behénico (HBS) y de la emulsién W/O tradicional (letras diferentes
indican diferencia significativa; P<0.05).
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7.1.4. Contenido de sélidos grasos

La Tabla 7.3 muestra el contenido de sélidos grasos (SFC) a 18 °C de las
emulsiones W/O reducidas en grasa y tradicional con 80% de grasa. El SFC
incrementa al adicionar HBS, desde 19.4% para la emulsiéon control hasta 23.8%
para la emulsion con 0.9% p/p de HBS (P<0.05). Dicho aumento en el SFC por
efecto de la adicion de HBS es consecuencia de la co-cristalizacion del HBS con los
HMT de la fase oleosa, debido a la generacién de una mayor cantidad de solidos
grasos a la que se esta adicionando al sistema, con un aumento de 4.4% de SFC
adicionando 0.9% p/p de HBS. Estos resultados concuerdan con el incremento en
el nimero de cristales y en la cantidad de material cristalizado, como se observa en
la Tabla 7.2 y como fue anteriormente reportado por Kim y Marangoni (2017),
Peyronel y col. (2016) y Nor Hayati y col. (2009).

Tabla 7.3. Contenido de sélidos grasos (SFC) a 18 °C de la emulsion W/O 35/65 en
funcion de la concentracion de estabilizante alto en acido behénico
(HBS) y de la emulsion W/O tradicional.

Emulsiéon W/O SFC a 18 °C (%)*
35/65 con 0.0% de HBS 19.4+0.42
35/65 con 0.3% de HBS 21.3+0.4°
35/65 con 0.6% de HBS 22.4+0.4¢
35/65 con 0.9% de HBS 23.8+0.24

20/80 (tradicional) 22.0+0.5P

*Mediatdesviacion estandar, n=6
aPara la misma columna, letras diferentes indican diferencia significativa
(P<0.05)

En la Tabla 7.3, también puede observarse que la adicion de 0.3% p/p de HBS
a la emulsion W/O reducida en grasa (35/65) originé un incremento tal en el SFC,
gue igualo el valor de la emulsion tradicional con 80 % de grasa. Similar a lo que
fue observado en la microestructura, el uso de tan so6lo 0.3% p/p de HBS en la

emulsion W/O 35/65 esta compensando la pérdida de sélidos grasos atribuida a la
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reduccion del 15% de grasa total del sistema. Si bien esto implica un gran beneficio
en la estructura cristalina de la emulsion, también existe un beneficio en cuestiones
de salud. Haciendo una comparativa en el contenido de acidos grasos saturados
(AGS) y de acuerdo con la composicion de &cidos grasos de aceite de palma,
estearina de palma y aceite de palmiste reportada por Nor Aini y Miskandar (2007)
y la proporcién utilizada de dichos componentes en los sistemas trabajados en la
presente investigacion, la emulsion W/O tradicional con 80% de grasa contaria con
46.0% p/p de AGS, mientras que la emulsién W/O 35/65 con 0.9% p/p de HBS

(concentracion maxima utilizada) tendria un contenido de 37.5% p/p de AGS.

7.2. Adicion de pectina de alto metoxilo y goma xantana a la fase acuosa de
la emulsién W/O

La adicién de 0.3% p/p de HBS en la fase oleosa de la emulsion W/O reducida
en grasa origind tal incremento en el nimero de cristales y en el contenido de solidos
grasos que equipard o incluso superé a los valores obtenidos en la emulsion
tradicional con 80% de grasa. Asi, dicha emulsion W/O fue tomada como sistema
control para el estudio del efecto de la adicion de pectina de alto metoxilo y goma
xantana en la fase acuosa sobre las propiedades fisicoquimicas de la emulsion W/O
reducida en grasa.

7.2.1. Comportamiento térmico

El perfil de cristalizacion de las emulsiones W/O adicionadas con 0.2% p/p de
pectina de alto metoxilo 0 goma xantana en su fase acuosa, se muestra en la Figura
7.5. Para todos los casos, fueron observadas tres regiones exotérmicas, indicadas
como 1, 2 y 3 (Figura 7.5A). Las regiones exotérmicas 1y 2, con temperaturas de
cristalizacion Tci1, Te2 ¥ Tes, corresponden a la cristalizacion de los TAGs de la fase
oleosa adicionada con 0.3% p/p de HBS de la emulsion W/O (Seccion 7.1.2). Como
era esperado al no tener cambios en la composicidn de la fase oleosa de la
emulsién, no hubo cambios significativos en las temperaturas Tc1, Te2y Tez (P>0.05),
cuyos valores promedio para todas las emulsiones fueron 18.0+0.5 °C, -3.8+0.7 °C
y -16.1+0.6 °C, respectivamente.
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emulsién W/O 35/65 adicionada con 0.2% de pectina de alto metoxilo
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39



RESULTADOS

La entalpia de cristalizacion de la region exotérmica 1 no tuvo un cambio
significativo con la adicién de pectina de alto metoxilo 0 goma xantana en la fase
acuosa de la emulsion, con un valor promedio de AH,,: 10.0+0.9 J/g (P>0.05). Sin
embargo, si se observo una disminucion significativa en la entalpia de cristalizacion
de la region exotérmica 2, AHc2, en la emulsion W/O afiadida con goma xantana
(22.1+2.6 J/g versus 15.8+1.9 J/g para la emulsion W/O control y la emulsion W/O
con goma xantana, respectivamente; P<0.05) (Figura 7.5B). Este comportamiento
resulta interesante, ya que es bien sabido que la goma xantana se solubiliza
facilmente en agua debido a su estructura helicoidal y su alto peso molecular
(Viebke y Williams, 2000; Katzbauer, 1998). Sin embargo, una disminucién en la
entalpia AHc2 correspondiente a la cristalizacion de los TAGs de bajo punto de
fusidén, podria dar un indicio de que parte de la goma xantana pudo haberse
dispersado en la fase oleosa (Silverson, 2020).

Por su parte, la region exotérmica 3, con temperatura de cristalizacion Tes (Figura
7.5A), correspondio a la cristalizacion de la fase acuosa de la emulsion W/O (Nor
Hayati y col., 2009), mostrando la misma temperatura del pico de cristalizacidon para
todas las emulsiones, T,,: -19.1+2.1 °C (P>0.05). Esto indica que los hidrocoloides
utilizados con una concentracion de 0.2% p/p, no tuvieron efecto en el nivel de

estructura que implica la calorimetria diferencial de barrido.

7.2.2. Tension interfacial

La Tabla 7.4 muestra la tension interfacial a 75 °C de la fase oleosa control con
las fases acuosas control y afiadidas con 0.2% p/p de pectina de alto metoxilo o
goma xantana. Al respecto, la adicion de pectina de alto metoxilo no modifico la
tension interfacial entre ambas fases (P>0.05), indicando que estaria actuando
meramente en la fase acuosa de la emulsion, sin modificar su interfase ni su fase
oleosa, en concordancia con los resultados obtenidos en el comportamiento de
cristalizacion (Seccion 7.2.1). Investigaciones previas en emulsiones aceite en agua
(O/W) adicionadas de pectina en la fase acuosa, reportaron tensiones interfaciales
entre 12 y 60 mN/m (12 y 60 dinas/cm) a temperatura ambiente (Schmidt y col.,
2015; Zykwinska y col., 2009).
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Tabla 7.4. Tension interfacial de la fase oleosa con la fase acuosa adicionada con
0.2% de pectina de alto metoxilo o goma xantana a 75 °C.

ya75°C
Muestra _
(dinas/cm)*
Fase oleosa / fase acuosa control 2.1+0.12

Fase oleosa / fase acuosa con 0.2% de pectina de alto metoxilo 2.31£0.22

Fase oleosa / fase acuosa con 0.2% de goma xantana 6.2+0.4°

*Mediatdesviacion estandar, n=6
aPara la misma columna, letras diferentes indican diferencia significativa(P<0.05)

Por otro lado, la adicion de goma xantana si modificé significativamente la
tension interfacial entre las fases oleosa y acuosa de la emulsibn W/O,
incrementandola desde 2.1 hasta 6.2 dinas/cm a 75 °C (P<0.05). Ha sido reportado
previamente que la goma xantana disminuye la tension interfacial, pero en
emulsiones O/W, actuando como emulsificante en sinergia con yema de huevo
(Hennock y col., 1984; Prud’homme y Long, 1983). A pesar de que no han sido
encontradas investigaciones que evallen tension interfacial en emulsiones W/O con
hidrocoloides en su fase acuosa, un estudio realizado por Ahmadi-Dastgerdi y col.
(2015) en emulsiones O/W adicionadas con goma xantana, goma guar y
carboximetilcelulosa relacion6 un aumento en la viscosidad de la fase acuosa con
un incremento en la tensioén interfacial; sin embargo, las emulsiones con valores de
entre 40 y 70 mN/m (40-70 dinas/cm) fueron reportadas como estables a
temperatura ambiente. Los valores mencionados estan muy por encima del
encontrado en la emulsién W/O reducida en grasa adicionada con 0.2% p/p de goma
xantana en la fase acuosa (6.2 dinas/cm a 75 °C; Tabla 7.4). De acuerdo con lo
reportado por Huang y col. (2001), algunas gomas, como la goma xantana, migran
lentamente a la interfase aceite-agua y exhiben actividad interfacial cuando son
utilizadas como estabilizantes en emulsiones alimentarias. Pareciera entonces,
acorde a lo reportado por investigadores como Ahmadi-Dastgerdi y col. (2015) y
Huang y col. (2001) que, a mayores concentraciones de goma, el efecto de la

viscosidad se ve representado en un aumento de la actividad interfacial. Por lo
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anterior, analisis adicionales de viscosidad y tamafio de gota con diferentes
concentraciones de pectina de alto metoxilo y de goma xantana (ej., 0.2 'y 0.3% p/p)
en la fase acuosa de la emulsion, seran de gran ayuda para aunar mas sobre el

comportamiento observado.

7.2.3. Contenido de sélidos grasos

Los resultados de contenido de sélidos (SFC) a 18 °C de las emulsiones W/O
35/65 control y adicionadas con 0.2% p/p de pectina de alto metoxilo o goma
xantana, asi como de la emulsién W/O tradicional con 80% de grasa, se muestran
en la Tabla 7.5. A pesar de que es bien sabido que los TAGs en estado soélido de la
fase oleosa, la cual se mantuvo constante en este caso, son los que proporcionan
el contenido de solidos grasos (SFC) en una emulsién, este parametro fue
significativamente mayor a la emulsion control tanto para la emulsidon con pectina
de alto metoxilo como para la emulsion con goma xantana (P<0.05), pero sin existir
diferencia entre los dos hidrocoloides (P>0.05). De esta manera, los resultados
obtenidos podrian explicarse con el fundamento del método directo (TD-NMR)
utilizado en el equipo de resonancia magnética nuclear. Este método se basa en el
hecho de que la sefial analitica del componente sélido decae rapidamente, mientras
que la sefial analitica del componente liquido se conserva mucho mas tiempo; por
lo tanto, el valor de SFC se define como la relacién de la sefial del componente
sélido, dividida entre la sefial de NMR total (Bruker BioSpin, 2014). Asi y
considerando el hecho de que tanto la pectina como la goma xantana incrementan
la viscosidad de la fase acuosa de una emulsion (Schmidt y col., 2015; Viebke y
Williams, 2000; Katzbauer, 1998), el equipo pudo haber tomado como componente
sélido dicho aumento en la viscosidad de la fase acuosa de la emulsién, originando
un incremento en el contenido de sélidos “grasos” y, consecuentemente, una posible
disminucion en la movilidad de la fase acuosa de la emulsion W/O. Considerando lo
anterior, los resultados de este analisis fueron reportados solamente como

contenido de solidos.
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Tabla 7.5. Contenido de sélidos (SC) a 18 °C de la emulsion W/O 35/65 adicionada
con 0.2% de pectina de alto metoxilo o goma xantana en la fase acuosa
y de la emulsion W/O tradicional.

Emulsién W/O SC a 18 °C (%)*
35/65 control 21.3+0.42
35/65 con 0.2% de pectina de alto metoxilo 23.3+0.8P
35/65 con 0.2% de goma xantana 24.1+0.2°
20/80 (tradicional) 22.0+0.52

*Mediatdesviacion estandar, n=6
aPara la misma columna, letras diferentes indican diferencia significativa (P<0.05)

De acuerdo con McClements (2015), Dickinson (2009), Chanamai y McClements
(2000) y Dickinson y Goldin (1998), la movilidad de la fase acuosa como fase
dispersa de la emulsion W/O puede verse minimizada mediante (1) el decremento
en la diferencia de densidades entre las fases acuosa y oleosa, (2) la reduccion del
tamafo de gota, (3) el incremento de la viscosidad de la fase oleosa y/o (4) el
incremento de la concentracion de las gotas. De esta manera, un aumento en la
viscosidad de la fase acuosa es un resultado benéfico, ya que existird menor libertad
de movimiento de las gotas de agua, reduciendo la posibilidad de coalescencia; lo
cual, aunado a la cristalizacion de la fase oleosa, podria brindarle a la emulsion W/O
una mayor estabilidad en funcién del tiempo.

Como consecuencia a lo discutido previamente, los valores obtenidos de
contenido de sélidos en las emulsiones W/O reducidas en grasa adicionadas con
0.2% p/p de pectina de alto metoxilo o goma xantana fueron significativamente

superiores al SFC de la emulsion tradicional con 80% de grasa (Tabla 7.5).

7.2.4. Dureza

La Tabla 7.6 muestra la dureza a 18 °C de las emulsiones W/O 35/65 control y
adicionadas con 0.2% de pectina de alto metoxilo 0 goma xantana en su fase
acuosa, asi como de la emulsiéon W/O tradicional con 80% de grasa. Como se puede

observar, existié6 un aumento significativo en la dureza al afiadir los hidrocoloides a
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la fase acuosa de la emulsién (P<0.05), sin existir diferencia alguna en relacion con
el tipo de hidrocoloide (19.4+0.7 N versus 20.5+1.0 N para pectina de alto metoxilo
y goma xantana, respectivamente; P>0.05). Al ser la pectina y la goma xantana
consideradas espesantes, aumentan la viscosidad de la fase acuosa de las
emulsiones, dando lugar a un aumento en su dureza, de acuerdo con lo reportado
por Kowalska y col. (2020) y Zhuang y col. (2019). Los andlisis de viscosidad y
tamafo de gota con diferentes concentraciones de pectina de alto metoxilo y de
goma xantana sugeridos en la Seccion 7.2.2, contribuiran a confirmar si el aumento

en la dureza de las emulsiones fue debido a estos factores.

Tabla 7.6. Dureza a 18 °C de la emulsion W/O 35/65 adicionada con 0.2% de
pectina de alto metoxilo 0 goma xantana en la fase acuosa y de la
emulsion W/O tradicional.

Emulsién W/O Dureza a 18 °C (N)*
35/65 control 16.7+0.72
35/65 con 0.2% de pectina de alto metoxilo 19.4+0.7°
35/65 con 0.2% de goma xantana 20.5+1.0P¢
20/80 (tradicional) 23.0+1.6°

*Mediatdesviacidon estandar, n=6
aPara la misma columna, letras diferentes indican diferencia significativa (P<0.05)

La emulsién W/O 35/65 adicionada de 0.2% p/p de goma xantana en su fase
acuosa, tuvo un incremento tal en su dureza que equipar6 el valor de dureza
obtenido en la emulsion W/O tradicional con 80% de grasa: 20.5+1.0 N versus
23.0£1.6 N, respectivamente (P>0.05). Este comportamiento, aunado a lo reportado
en contenido de sélidos, resulta benéfico para la emulsion W/O reducida en grasa,
ya que la adicion de tan sd6lo 0.3% p/p de HBS en su fase oleosa y 0.2% p/p de
goma xantana en su fase acuosa iguala o incluso supera las propiedades
fisicoquimicas macroscopicas de la emulsion W/O tradicional con 80% de grasa,

brindandole una mejor estructura ain con un contenido de grasa 15% menor.
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7.3. Margarinas de panificacion

Las margarinas de panificacion fueron elaboradas a nivel piloto utilizando la
misma composicién empleada en las emulsiones W/O reducidas en grasa con 0.3%
p/p de HBS en la fase oleosa y 0.2% p/p de pectina de alto metoxilo o de goma

xantana en la fase acuosa, bajo las condiciones descritas en la Seccion 6.3.

7.3.1. Contenido de sélidos

El contenido de sélidos (SC) a 18 °C de las margarinas de panificacion control y
elaboradas con 0.2% p/p de pectina de alto metoxilo 0 goma xantana se muestra en
la Figura 7.6. La adicion de pectina de alto metoxilo no generé ningun cambio
significativo en el SC de la margarina (P>0.05). Sin embargo, la goma xantana si
provocé un incremento de SC de 21.5+0.7% a 23.240.9% con relacién a la
margarina control (P<0.05). Haciendo una comparativa con los resultados de SC
obtenidos de las emulsiones W/O, mostrados en la Seccion 7.2.3, puede observarse
gue el cambio en las condiciones de proceso, como el aumento en la velocidad de
agitacion de los cristalizadores, no originé ningn cambio significativo en el SC de
las margarinas de panificaciéon adicionadas de hidrocoloides en su fase acuosa
(Figura 7.6 versus Tabla 7.5).

Ahora bien, el valor de 23.2% de SC a 18°C para la emulsion W/O 35/65
adicionada con 0.3% p/p de HBS en la fase oleosa y 0.2% p/p de goma xantana en
la fase acuosa es muy cercano al reportado por Miskandar y Nor Aini en 2007 (25%)
para una margarina industrial de panificaciéon con 80% de grasa a 20°C; valor que
aseguraria un trabajo eficiente en la masay evitaria una separacion de aceite a esta

temperatura (Stauffer, 1996).

7.3.2. Dureza

La Figura 7.7 muestra la dureza a 18 °C de las margarinas de panificacion
elaboradas con pectina de alto metoxilo y goma xantana en su fase acuosa. Para
ambos casos, fue observado un aumento significativo en la dureza con relacion al
control, pasando de 2492+269 N a 3707+357 N y 4554+285 N para la pectinay la
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fase acuosa presentd una dureza superior, indicando que el sistema se estructuro
de una mejor manera con la adicion de tan sélo 0.2% p/p de este hidrocoloide. Si
bien, diversas investigaciones como las de Narine y Marangoni (1999) y Haighton
(1965) han establecido una relacion directa de las redes tridimensionales de
cristales de grasa con las propiedades macroscopicas de sistemas grasos,
contribuyendo hasta en 60-80% de la dureza total de un sistema, la presente
investigacion establece que estabilizar la fase acuosa de una emulsion W/O con un
agente espesante como la goma xantana, también contribuye significativamente a

la macroestructura del sistema.
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Figura 7.7. Dureza a 18 °C de las margarinas adicionadas con 0.2% de pectina de
alto metoxilo (AM) o goma xantana en la fase acuosa (letras diferentes
indican diferencia significativa; P<0.05).
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7.3.3. Estabilidad térmica

Los resultados de estabilidad térmica a 40 °C, expresada como sinéresis, de las
margarinas de panificacion control y afiadidas con 0.2% p/p de pectina de alto
metoxilo y goma xantana se muestran en la Figura 7.8. Una mayor sinéresis indica
una mayor pérdida de aceite y/o agua en la margarina de panificacion a 40 °C. Al
respecto, puede observarse que, si bien la pectina de alto metoxilo mostré una
sinéresis 1.8% mayor al control (P<0.05), la goma xantana redujo significativamente
tal pérdida en 1.1 % (P<0.05), mostrando entonces una mayor estabilidad térmica.
Con los resultados obtenidos, la margarina de panificacion adicionada 0.2% p/p de
goma xantana en su fase acuosa fue la mejor evaluada al obtener un incremento en

el SFC y en la dureza, asi como una mejor estabilidad térmica.
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Figura 7.8. Estabilidad térmica, expresada como sinéresis, a 40 °C de las
margarinas adicionadas con 0.2% de pectina de alto metoxilo (AM) o
goma xantana en la fase acuosa (letras diferentes indican diferencia
significativa; P<0.05).
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8. CONCLUSIONES

Fue posible elaborar una emulsion W/O reducida en grasa (35/65) que puede
ser utilizada como margarina de panificacion utilizando una base grasa a base de
aceite de palma. La fase oleosa compuesta por dicha base grasa, emulsificantes y
concentraciones de 0.3, 0.6 y 0.9% p/p del estabilizante alto en acido behénico
(HBS), permitié una reduccion del 15% en la cantidad total de grasa afiadida. Fue
demostrado que la adicion de cantidades de entre 0.3 y 0.9% p/p de HBS a la fase
oleosa de la emulsion W/O reducida en grasa origina una mayor cantidad de
cristales de menor tamafio y promueve la cristalizacion a temperaturas mas altas
gue la emulsion control sin HBS adicionado. Los resultados de tension interfacial
permitieron corroborar que el HBS actla solamente en la fase oleosa de la emulsién.
Un mayor contenido de solidos grasos (SFC) y el hecho de que el HBS co-cristalizé
con los TAGs de alto punto de fusién de la base grasa, como POP y PPP, es
indicativo de que el sistema se encuentra mejor estructurado en comparacion con
el control. Lo anterior fue demostrado al comparar los resultados de microestructura
y SFC de la emulsion W/O reducida en grasa versus una emulsion W/O tradicional
con 80% de grasa, en donde la cantidad y el diametro equivalente de los cristales
de grasa, asi como el SFC, fueron equiparados o incluso superados con la adicién
de tan so6lo 0.3% p/p de HBS. De esta manera, la adicion de HBS en
concentraciones desde 0.3 hasta 0.9% p/p a la fase oleosa de la emulsibn W/O
estaria compensando la pérdida de estructura atribuida a la reduccién del 15% de
grasa total del sistema.

El aumento en el contenido de soélidos y en la dureza tanto de las emulsiones
W/O como de las margarinas de panificacion adicionadas con 0.2% p/p de pectina
de alto metoxilo y de goma xantana, fue atribuido al aumento de viscosidad de la
fase acuosa proporcionado por la adicion de dichos hidrocoloides. Derivado de
estos resultados, se recomienda, en futuras investigaciones, estudiar el efecto de la
viscosidad y del tamafio de gota con diferentes concentraciones de pectina de alto
metoxilo y goma xantana en la fase acuosa de la emulsion W/O, para aunar mas

sobre el comportamiento observado.
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La emulsién W/O 35/65 adicionada de 0.3% p/p de HBS en su fase oleosa y de
0.2% p/p de goma xantana en su fase acuosa, incremento de tal manera el SFCy
la dureza que iguald o incluso super6 los valores reportados para la emulsion W/O
tradicional con 80% de grasa; resultado benéfico que brinda una mejor
macroestructura a la emulsion, ain con un contenido de grasa total 15% menor.
Adicionalmente, la margarina elaborada con goma xantana mostré una mayor
resistencia térmica a 40 °C, al presentar una menor sinéresis en relaciéon con la
margarina control, siendo el uso de este hidrocoloide el recomendado en esta
investigacion para la elaboraciéon de margarinas de panificacion. Finalmente, y a
pesar de existir una fuerte relacion entre las redes tridimensionales de cristales de
grasa con las propiedades macroscopicas de sistemas grasos, como el SFC y la
dureza, pudimos constatar que el uso de agentes espesantes, como la goma
xantana, en la fase acuosa de emulsiones W/O, puede contribuir significativamente
a la macroestructura del sistema.

La presente investigacion fortalecié la informacion referente al empleo de
estabilizantes o promotores de cristalizacion en grasas y provey6 informacion novel
sobre el efecto de éstos en emulsiones W/O. Adicionalmente, generé informaciéon
sobre el uso de agentes estabilizantes tanto en la fase oleosa (HBS) como en la
fase acuosa (hidrocoloides) de emulsiones como margarinas de panificacion, con el
fin de mejorar sus propiedades fisicoquimicas; informacion anteriormente no

reportada.
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