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RESUMEN

El objetivo general de esta tesis fue elaborar un analogo de queso fresco con alto
contenido de &cidos grasos omega-3 y 6, a partir de la sustitucion de la grasa de la leche
por una emulsion de aceites de oliva y chia, utilizando caseinato de sodio como
emulgente, y con la incorporacion de aceites esenciales como antimicrobianos y
antioxidantes naturales.

En un primer estudio se determin0 la capacidad antioxidante y antimicrobiana in vitro de
aceites esenciales (AEs) de albahaca, canela, clavo, laurel, limén, mandarina, salvia,
romero, valeriana, tomillo y orégano. Para determinar la capacidad antimicrobiana se
ensayaron diez microorganismos de relevancia en los productos lacteos: Escherichia coli,
Listeria monocytogenes, Salmonella Enteritidis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Lactococcus lactis, Lactobacillus plantarum, Kluyveromyces marxianus,
Aspergillus niger y Penicillium sp. Los AEs de canela, clavo, orégano y tomillo fueron
los que mostraron mayor eficacia antioxidante y antimicrobiana, por ello fueron
seleccionados para incluirlos en el segundo estudio. Los cuatro AES mostraron un
comportamiento similar para evitar la oxidacion de lipidos; sin embargo, la canela y el
clavo presentaron una mayor actividad antioxidante frente a los radicales libres, mientras
que el orégano y el tomillo fueron los que mostraron una mayor actividad antimicrobiana.
En un segundo estudio, se formularon y elaboraron emulsiones O/W con un 15% de aceite
de olivay un 5% de chia, ricos en omega-3y 6, con caseinato de sodio como el emulgente,
estabilizadas por homogeneizacidon convencional (15 MPa), con la adicion o no de los
AEs seleccionados en el estudio anterior. En una primera etapa se determind la
concentracion minima inhibitoria (CMI) de los AEs de orégano, tomillo, clavo y canela
incluidos en las emulsiones frente a los 10 microorganismos ensayados en el primer
estudio. La CMI de estos cuatro AEs fue similar frente a todos los microorganismos
estudiados excepto para P. aeruginosa que fue el microorganismo mas resistente, las
CMlIs obtenidas en este estudio fueron entre 4 y 32 veces superiores al obtenido en el
ensayo in vitro, realizado previamente. Por su potencial actividad antimicrobiana y
antioxidante, y menor impacto a nivel sensorial, se seleccionaron los AEs de tomillo y
clavo para el estudio de caracterizacion de las emulsiones a nivel fisicoquimico, y
microbioldgico durante su almacenamiento a 4 °C. El efecto antimicrobiano fue leve,
debido probablemente a la mayor resistencia a estos aceites de la microbiota presente en

la emulsion elaborada, aunque se determind cierto efecto antimicrobiano, especialmente



en la emulsion con clavo presentando una vida util de 9 dias y 4-5 dias en la emulsion
control y la de tomillo.

En un tercer estudio se desarrollé y caracterizd un analogo de queso fresco (AQF) con
sustitucion de la grasa de la leche por la emulsion del segundo estudio. Con el objetivo
de evaluar el efecto antimicrobiano y antioxidante de los AEs de tomillo y clavo en el
AQF, se incluyeron en el AQF a través de la emulsion o de manera directa en el andlogo
de leche a una concentracion final de un 0,05%, y se estudiaron las caracteristicas de los
diferentes AQF a nivel fisicoquimico, microbiolégico y sensorial durante su
almacenamiento a 4 °C. Para poder coagular el analogo de leche en la elaboracién del
AQF se optimizé el proceso de coagulacion con un 0,03% de quimosina (actividad ~600
IMCU/mL), un 0,03% de solucion de CaClz al 50% y con temperatura y tiempo de
coagulacion de 35 °C durante 40 min. De acuerdo a la composicién en &cidos grasos de
los AQF, se pueden realizar una serie de declaraciones nutricionales y de salud en la
etiqueta del producto en base a su bajo contenido de grasas saturadas y alto contenido de
grasas insaturadas, monoinsaturadas y de &cidos grasos omega 3. Por otro lado, la
incorporacion de los AEs de clavo o tomillo no tuvo efecto en la composicion y textura,
pero si en el desarrollo microbiano, especialmente del AQF con tomillo afiadido en la
emulsion, que present6 una vida Util de 12 dias, mientras que en los otros AQF la vida
atil fue de 7-8 dias en condiciones de refrigeracion. También los AQF con AEs
presentaron niveles de oxidacion (primaria y secundaria) menores que sus homologos sin
AEs. A nivel sensorial, el AQF control se describié como un producto de sabor herbal
conferido por el aceite de chia, con textura y color aceptables, caracteristicas sensoriales
que fueron similares en los AQF que contenian AEs, aunque con diferencias
considerables de sabor y olor, debido a la presencia de los AEs, sabor que fue percibido

como intenso, persistente y caracteristico del AE adicionado, pero de olor moderado.



ABSTRACT

The general objective of this thesis was to elaborate a fresh cheese analogue with a high
content of omega-3 and 6 fatty acids, by replacing the milk fat by an emulsion of olive
and chia oils, using sodium caseinate as emulsifier, and with the incorporation of essential
oils as natural antimicrobials and antioxidants.

In a first study, the in vitro antioxidant and antimicrobial capacity of the essential oils
(EOs) from basil, cinnamon, clove, laurel, lemon, tangerine, sage, rosemary, valerian,
thyme, and oregano were determined. To analyze the EOs antimicrobial capacity ten
relevant microorganisms in the dairy products were tested: Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, Salmonella Enteritidis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Lactococcus lactis, Lactobacillus plantarum, Kluyveromyces marxianus,
Aspergillus niger, and Penicillium sp. The EOs of cinnamon, clove, oregano, and thyme
were those that showed the highest antioxidant and antimicrobial efficacy, and for this
reason, they were selected to include them in the second study. The four EOs showed
similar behavior to avoid oxidation of lipids; however, cinnamon and clove showed the
highest antioxidant activity against the free radicals, while oregano and thyme were the
EOs that showed the highest antimicrobial activity.

In a second study, O/W emulsions were formulated and elaborated with 15% olive oil and
5% chia, rich in omega-3 and 6, with sodium caseinate as emulsifier, and stabilized by
conventional homogenization (15 MPa), with the addition or not of the EOs selected in
the previous study. In a first stage, the minimum inhibitory concentration (MIC) of the
oregano, thyme, clove, and cinnamon EOs included in the emulsions were determined
against the ten microorganisms tested in the first study. The MIC of these four EOs
incorporated to the emulsions were similar to all the microorganisms studied except for
P. aeruginosa, which was the most resistant microorganism. The MICs in this study were
4-32 times higher than those obtained in the previously performed in vitro test. Due to its
potential antimicrobial and antioxidant activities, and lower sensory impact, the
emulsions including thyme and clove EOs were selected to be characterized at the
physicochemical and microbiological level during storage at 4 °C. The antimicrobial
effect was mild, probably due to the higher resistance to the microbiota present in the
emulsions to these EOs, although some antimicrobial effect was determined, especially
in the emulsion with clove presenting a shelf life of 9 days, compared with the 4-5 days

at control and thyme emulsions.



In a third study, a fresh cheese analogue (FCA) was developed and characterized by
replacing the milk fat by the emulsion of the second study. In order to evaluate the
antimicrobial and antioxidant effects of the thyme and clove EOs in the FCA, they were
included through the emulsion or directly in the milk analogue at a final concentration of
0.05%, and the characteristics of the different FCAs were studied at the physicochemical,
microbiological and sensory level during storage at 4 °C. To coagulate the milk analogue
in the FCA preparation, the coagulation process was optimized by using 0.03% chymaosin
(activity ~600 IMCU/mL), 0.03% CaCl2 solution at 50%, and a temperature and
coagulation time of 35 °C and 40 min. According to the fatty acid composition of the
FCA, a series of nutritional and health claims can be made on the product label based on
their low content of saturated fats and high content of unsaturated fats and omega-3 fatty
acids. On the other hand, the incorporation of clove or thyme EOs had no effect on the
composition and texture, but these had effect on the microbial development, especially in
the FCA added of emulsion containing thyme, with a shelf life of 12 days, whereas in the
other FCAs the shelf life was 7-8 days under refrigeration conditions. Further, the FCAs
containing EOs presented lower oxidation levels (primary and secondary) than their
counterparts without EOs. At the sensory level, control FCA was described as an herbal
flavor product conferred by chia oil, with acceptable texture and color, sensory
characteristics that were similar in FCAs containing EOs, although with considerable
flavor and odor differences, due to the presence of EOs, a flavor that was perceived as

intense, persistent and characteristic of the EO added, but with moderate odor.
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Capitulo |
Objetivos y plan de trabajo

1.1. Introduccioén

El queso fresco es un producto de consumo generalizado, siendo en Espafia el segundo
derivado lacteo de mayor consumo después de las leches fermentadas y/o yogur tal como
lo reportan los informes de consumo de alimentacion en Espafia (MAGRAMA, 2015y
2016; MAPAMA, 2017 y 2018). Este queso se caracteriza por ser de pasta blanda, blanco,
de pH casi neutro, y con un 60 a 80% de humedad (Evert-Arriagada et al., 2013), el cual
esta listo para el consumo al finalizar el proceso de fabricacion (Espafa, 2015).

El queso es un alimento lacteo nutritivo y versatil, del que existen una amplia variedad
para cumplir con los requisitos especificos del consumidor y permitir la conveniencia de
su uso. El queso contiene una alta concentracion de nutrientes en relacion con su nivel de
energia. Su contenido de nutrientes esta influenciado por el tipo de leche utilizada
(especie, etapa de lactacion, contenido en grasa), la forma de fabricacion y, en menor
medida, su grado de maduracion. En general, la composicion de &cidos grasos de los
lipidos del queso esta en torno a un 66% de acidos grasos saturados, 30% de

monoinsaturados y un 4% de &cidos grasos poliinsaturados (O’Brien y O’Connor, 2004).

Con la finalidad de satisfacer la demanda de un estilo de vida saludable de los
consumidores, la industria alimentaria viene realizando cambios en la fabricacién y el

procesamiento de alimentos, y entre todas, una de las areas mas interesantes de
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investigacion e innovacion se relaciona con los alimentos funcionales (Bigliardi y Galati,
2013). Asi, por ejemplo, una linea de investigacion es la optimizacion del contenido de
lipidos y de los perfiles de &cidos grasos de diversos alimentos, para lograr una
composicion méas acorde con los objetivos saludables de ingesta de nutrientes (Jiménez-
Colmenero, 2013). En el caso de leche y productos lacteos, con el fin de proporcionar una
forma atil de reducir la ingesta de &cidos grasos saturados (AGS) conservando los
beneficios nutricionales y cardiometabdlicos de la leche, se ha modificado la composicion
de los &cidos grasos, concretamente mediante la sustitucién de algunos AGS con acidos

grasos monoinsaturados (AGMI) y/o poliinsaturados (AGPI) (Givens, 2017).

En Espafia, en el afio 2011 se publicé la Ley 17/2011 para regular tanto la Seguridad
Alimentaria como la Nutricion. Esta ley complementa los trabajos emprendidos por la
Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricion para iniciar la lucha contra la
obesidad a través de la Estrategia para la Nutricion, Actividad Fisica y Prevencién de la
Obesidad (Estrategia NAOS), lanzada por el Ministerio de Sanidad y Consumo en el afio
2005. La ley atiende de manera primordial al principio de prevencion y precaucion,
fijando que los operadores econdmicos no podran poner en el mercado productos que no
sean seguros. También incorpora habitos de alimentacion saludables con un mayor
control de la presencia de acidos grasos saturados, acidos grasos trans, sal y azlcares en
los productos alimenticios, prohibiendo su presencia en el ambito escolar, y se prevé
también la creacion de un Observatorio de la nutricion y el estudio de la obesidad, entre
otros (AESA, 2005; Esparia, 2011).

En relacion con el consumo de grasas, las Pautas Dietéticas dictadas en Estados Unidos
para 2015-2020, eliminan el limite superior de la ingesta total de grasas, pero conservan
las recomendaciones de < 10% de calorias de &cidos grasos saturados y el reemplazo de
estos con &cidos grasos insaturados; por otra parte, sugieren hacer hincapié en la
optimizacion de los tipos de grasa en la dieta y no en la reduccién de la grasa total, y
desaconsejan el consumo de productos "bajos en grasa” o "'sin grasa" con altas cantidades
de harinas refinadas y azUcares afiadidos. Seguir estas recomendaciones tiene el gran
potencial de mejorar la calidad de la dieta en general y reducir el riesgo de enfermedades
cardiovasculares (ECV) y otras enfermedades cronicas (Wang y Hu, 2017). De manera
especifica, aumentar la presencia de acidos grasos poliinsaturados omega-3 en diversos
alimentos de consumo frecuente, puede mejorar los valores nutricionales en la dieta

occidental y permitir a la poblacion que, sin cambiar drasticamente la dieta habitual, su
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ingesta se ajuste a la recomendada (Wang et al., 2018). También es relevante el aporte de
otros &cidos grasos, asi al aceite de oliva como fuente abundante de acidos grasos

monoinsaturados, se le ha relacionado con un menor riesgo de ECV (Wang y Hu, 2017).

La fortificacion de los alimentos con omega-3 es el método mas conveniente para
incorporar estos acidos grasos tan necesarios en la dieta (Hall y Tulbek, 2008), y que
efectivamente se estan agregando directamente a los alimentos convencionales
(Hernandez, 2016). Si bien el aceite de pescado es una fuente natural de acidos grasos
omega-3, que generalmente se incorporan a diversos productos alimenticios (Rubio-
Rodriguez et al., 2010), el aceite de chia (Salvia hispanica L.) puede ser una alternativa,
ya que no tiene el inconveniente del sabor y el olor del aceite procedente de fuentes
marinas, siendo ademas rico en AGPI debido a su alta proporcion de acido a-linolénico
(~60%), especialmente si se compara con otras fuentes vegetales conocidas (Guimaraes-

Inécio et al., 2018; Segura-Campos et al., 2014).

La fortificacion de alimentos con ingredientes ricos en acidos grasos omega-3 o la
sustitucion de la grasa de la leche, con aceites vegetales, también puede contribuir a un
equilibrio mas saludable de grasas saturadas/insaturadas, de aplicacion por ejemplo en la
elaboracion del queso (Calligaris et al., 2015; Stratulat et al., 2015). Como consecuencia,
en el mercado han surgido diversos productos con caracteristicas similares al queso, que
afectan a su denominacion y por lo tanto a su etiquetado. A este respecto, la Comision del
Codex Alimentarius (Codex Alimentarius, 2016) describe a los andlogos de queso como
productos que se parecen al queso, pero en los cuales la grasa de la leche ha sido
reemplazada parcial o completamente por otras grasas, y que se pueden clasificar como
lacteos, lacteos parciales o no lacteos, segun el origen de los ingredientes utilizados en su
formulacién. Por otro lado, la Food and Drug Administration (FDA) clasifica los
analogos de queso, como queso de imitacion cuando sustituyen y se asemejan a un queso
y son nutricionalmente inferiores al queso natural, y sustitutos del queso cuando no son
nutricionalmente inferiores (Masotti et al., 2018). Por lo tanto, un analogo de queso puede
clasificarse como un sustituto de queso, si sustituye y se parece al queso y no es
nutricionalmente inferior (Guinee, 2011). Sin embargo, en el mundo, la definicion de
productos similares al queso no es uniforme y se requiere una legislacion mas clara para

garantizar un etiquetado adecuado (Masotti et al., 2018).

Un inconveniente de la inclusion de &cidos grasos omega-3 en los alimentos es que, al ser

acidos grasos poliinsaturados con dobles enlaces multiples, son altamente propensos a la
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degradacion oxidativa, lo cual afecta la calidad organoléptica y disminuye sus beneficios
nutricionales. Ademas, podrian tener efectos adversos en humanos debido a la formacion
de los productos de degradacion (Sivapratha y Sarkar, 2018). Una de las formas mas
comunes de retardar la oxidacion de los lipidos es el uso de antioxidantes sintéticos,
ampliamente utilizados en la industria alimentaria, pero que son potencialmente toxicos
(Gorji et al., 2016). Una de las alternativas de reemplazo a estos antioxidantes son los
aceites esenciales, los cuales son compuestos naturales reconocidos generalmente como
seguros (GRAS) (Ramos et al., 2014); que tienen gran capacidad para prevenir el dafio
oxidativo (Leyva-Lépez et al., 2017) y también presentan actividad antimicrobiana (Burt,
2004). La adicidn de aceites esenciales en los alimentos se realiza convencionalmente de
forma directa, aunque su inclusion en forma de emulsiones puede ser una herramienta
prometedora para su aplicacion. Sin embargo, el uso de los aceites esenciales en los
productos alimentarios esta limitado debido a su fuerte sabor y olor, que afectan a las
caracteristicas organolépticas de los alimentos a los que se agregan (Prakash et al., 2018),
inconveniente, que en ocasiones no es considerado por parte de los investigadores que
realizan estudios de evaluacion de las concentraciones a las que los aceites esenciales
son efectivos como antimicrobianos o antioxidantes (Fernandes et al., 2017; Moosavy et
al., 2013; Smith-Palmer et al., 2001).

1.2. Objetivos

El objetivo general de esta tesis fue desarrollar y caracterizar un analogo de queso fresco
con alto contenido de acidos grasos omega-3 'y 6, a partir de la sustitucion de la grasa de
la leche por una emulsion O/W de aceites de oliva y chia utilizando caseinato de sodio
como emulgente, y con la eventual incorporacion de aceites esenciales como
antimicrobianos y antioxidantes de origen natural, con el propdsito de alargar la vida til
microbiologica del producto y proteger de la oxidacion a los aceites altamente insaturados

utilizados en su elaboracion.

Para cumplir con el objetivo propuesto se plantearon los siguientes objetivos especificos:
- Evaluar in vitro las propiedades antioxidantes y antimicrobianas de 11 aceites
esenciales comerciales, y seleccionar aquéllos que poseen mejores caracteristicas

para su aplicacién en emulsiones alimentarias.
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- Formular, desarrollar y fijar las condiciones de elaboracion de emulsiones O/W
elaboradas con aceites vegetales de oliva y chia ricos en omega-3y 6, y caseinato de
sodio como emulgente, estabilizadas por homogeneizacion convencional.

- Determinar la concentracion minima inhibitoria de los aceites esenciales
seleccionados previamente segln sus actividades antioxidantes y antimicrobianas,
como componentes incorporados en las emulsiones elaboradas con aceites vegetales
ricos en omega-3y 6.

- Caracterizar fisicoquimica y microbiol6gicamente las emulsiones O/W adicionadas
de los aceites esenciales a las concentraciones con mejores propiedades
antioxidantes, antimicrobianas y de menor impacto sensorial, durante su
almacenamiento a temperatura de refrigeracion.

- Desarrollar y fijar las condiciones de elaboracion de un producto anédlogo de queso
fresco con sustitucién de grasa de leche por emulsiones O/W elaboradas con aceites
vegetales ricos en omega-3y 6.

- Elaborar productos analogos de queso fresco con sustitucion de grasa de leche por
emulsiones O/W con aceites vegetales ricos en omega-3y 6, y adicionadas de aceites
esenciales, estudiando el efecto de la forma de adicion de los aceites esenciales en
forma de emulsidon o directamente en la mezcla leche desnatada/emulsion.

- Caracterizar fisicoquimica, microbioldgica y sensorialmente los analogos de queso
fresco adicionados o no de aceites esenciales, durante su almacenamiento a

temperatura de refrigeracion.

1.3. Plan de trabajo

De acuerdo con los objetivos trazados, en las Figuras 1.1 a 1.4 se presenta el disefio

experimental de los estudios llevados a cabo.

En el primer estudio (Figura 1. 1) se evaluaron las propiedades antimicrobianas in vitro
de 11 aceites esenciales, para lo cual se determind la concentracion minima inhibitoria,
mediante el método de microdilucién, de cada aceite esencial frente a 10
microorganismos relevantes en los productos lacteos como patogenos, indicadores y
alterantes. También se evaluaron las propiedades antioxidantes in vitro de los aceites
esenciales, determinandose su capacidad antioxidante frente a radicales libres mediante
el método del radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) y su capacidad como inhibidor

de oxidacion lipidica con el método del B-caroteno. En esta etapa, tomando como criterio
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qué aceites esenciales presentaron las mejores propiedades antioxidantes y
antimicrobianas, se seleccionaron 4 aceites esenciales que fueron los de orégano, tomillo,

canelay clavo.

Aceites esenciales:
albahaca, canela, clavo, laurel, limon,
mandarina, orégano, romero, salvia,
tomillo y valeriana

! !

Concentracion minima

Actividad antioxidante

inhibitoria
Microdilucién en caldo * Radical DI?!DH
e Decoloracion de
B -caroteno

Escherichia coli

Listeria monocytogenes
Salmonella Enteritidis
Staphylococcus aureus
Lactococcus lactis
Lactobacillus plantarum
Pseudomonas aeruginosa
Kluyveromyces marxianus
Aspergillus niger
Penicillium sp

Figura 1. 1. Estudio 1: Determinacion de capacidad antimicrobiana y antioxidante in
vitro de 11 aceites esenciales comerciales.

En el estudio 2, se formularon y desarrollaron emulsiones O/W a base de aceite de chiay
oliva, con y sin aceites esenciales, utilizando caseinato de sodio como emulgente, y que
fueron estabilizadas por homogeneizacion convencional. En una primera etapa se
determind la concentracion minima inhibitoria (CMI) de los 4 aceites esenciales
seleccionados y adicionados en las emulsiones frente a los 10 microorganismos
anteriormente mencionados. Previamente a la segunda etapa de este estudio, se
elaboraron productos analogos de queso fresco (AQF) con diferentes concentraciones de
aceite esencial de orégano, tomillo, canela y clavo, para elegir los aceites esenciales y la
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concentracion organolépticamente aceptable a utilizar en la elaboracion de los AQF. Una
vez seleccionados los aceites esenciales a utilizar (tomillo y clavo), se caracterizaron las
emulsiones, determinandose sus propiedades fisicas, microbiolégicas y de estabilidad

oxidativa durante su almacenamiento en refrigeracién a 4 °C (Figura 1.2).

En el estudio 3 (Figura 1.3) se elabord un producto analogo de queso fresco a partir de
una mezcla de leche desnatada y la emulsién elaborada a partir de aceite de chia y oliva
con caseinato de sodio. La cantidad de emulsion se calculd en funcion de la cantidad de
acido graso omega-3 que deberia quedar en el producto final para poder usar la
declaracién nutricional de alto contenido de &cido graso omega-3. La incorporacion de
los aceites esenciales se realizé de dos maneras diferentes, una por adicion directa del
aceite esencial a la mezcla leche desnatada/emulsion y la otra vehiculando el aceite
esencial en la emulsion elaborada por homogeneizacion convencional. EI procedimiento
seguido para elaborar el analogo de queso fresco es el que se usa de manera convencional
para elaborar queso fresco, aunque se debieron realizar variaciones en la cantidad y
concentracion de CaClz y quimosina utilizadas. Finalmente, los analogos de queso fresco
adicionados o no de aceites esenciales, se caracterizaron en cuanto a su composiciony a

nivel fisicoquimico, microbioldgico y sensorial durante su almacenamiento a 4 °C.



A)

Aceites esenciales:
orégano, tomillo, canela y
clavo.

B)

e Aceites vegetales
e Caseinato de sodio

\4

Emulsiones HC
(15 MPa, 20 °C)

A 4

Determinacion CMI

Dilucion en agar

Aceites esenciales:
Tomillo
Clavo

Emulsiones HC
(15 MPa, 20 °C)

'

Almacenamiento a 4 °C

!

Y

\4

Anélisis
microbioldgicos

Determinacion de oxidacion
primaria y secundaria

Propiedades
fisicoguimicas

e Mesdbfilos totales
e Psicrotrofos totales

o Hidroperdxidos
o TBARS

pH

Tamafio de particula
Comportamiento reolégico
Estabilidad fisica

Figura 1. 2. Estudio 2: A) determinacién de la concentracion minima inhibitoria (CMI) de aceites esenciales de orégano, tomillo, canela y clavo
incorporados en emulsiones O/W elaboradas a partir de aceite de chia y oliva con caseinato de sodio como emulgente y estabilizadas por
homogeneizacion convencional (HC). B) caracterizacion de las emulsiones O/W elaboradas a partir de aceite de chia y oliva con caseinato de sodio
como emulgente con adicion de aceites esenciales, y estabilizadas por homogeneizacion convencional.

oleqe.a; ap ued A sonnalgo
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Aceites
esenciales: clavo
tomillo

\
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Emulsion Leche desnatada
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Y
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:
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v

|
v

v

Anadlisis dia 1 Analisis dia 3 Analisisdias 1,37y 11
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A e pH Andlisis Analisis I L
Composicién . > . IS 4 A q
p e Rendimiento sensorial microbiologico Oxidacion Analisis fisicos
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e Proteinas Psicrétrofos * TBARS o Textura
e MDA

e Grasa

Enterobacterias

Pseudomonas s

Staphylococcus
aureus

p
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Figura 1. 3. Estudio 3: Elaboracion y caracterizacion de analogos de queso fresco.
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Revision de Literatura

2.1. Alimentos funcionales

El término “alimento funcional” tiene origen a principios de los afios ochenta en Japoén,
definiéndose en 1991 el concepto de alimentos para uso especifico de salud (FOSHU).
Una particularidad de estos alimentos destinados a mejorar la salud de las personas, en
los que se informa de los efectos de salud especificos mediante lo que denominan
declaraciones o “claims”, es que deben estar en forma de alimentos ordinarios, no como
pastillas o capsulas (Roberfroid, 2000). Internacionalmente, en 1997 se publicaron las
Directrices del Codex Alimentarius para el uso de declaraciones nutricionales y en 2004
se adoptd la inclusion de las declaraciones de propiedades saludables (Codex
Alimentarius, 2010). En Estados Unidos, las declaraciones de salud o de prevencion de
enfermedades, siempre basados en la evidencia cientifica, se permiten desde el afio 1990,
cuando se adoptd la Ley de Etiquetado y Educacién Nutricional (NLEA) que fue
modificada en 2016, segun la cual es la Administracion de Alimentos y Medicamentos
(FDA) la autoridad que aprueba las afirmaciones o declaraciones sobre un producto
(FDA, 2018). En la Unién Europea, la armonizacion se logré en 2006 con el Reglamento
(CE) N°1924/2006 relativo a las declaraciones nutricionales y de propiedades saludables

en los alimentos, reglamento que entrd en vigor en 2007 (Comision Europea, 2006).

13
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2.1.1. Definicion

No existe una definicion simple y universalmente aceptada de alimentos funcionales.
Ademas, si se basa en la funcion y no en el producto, es probable que el concepto sea mas
universal y no esté demasiado influenciado por las caracteristicas locales o la tradicion
cultural (Roberfroid, 2011). Un alimento funcional se define como aquel que contiene un
ingrediente funcional (nutriente 0 no nutriente) para mejorar el estado de salud y el
bienestar y/o reducir el riesgo de enfermedad mas alla de la deficiencia nutricional (de
Deckere y Verschuren, 2000). Por otro lado, en 1999, se alcanz6 un consenso sobre el
concepto de alimentos funcionales en la Union Europea, por el que un alimento puede
considerarse funcional si se demuestra satisfactoriamente que afecta beneficiosamente
una o mas funciones del cuerpo, mas alla de los efectos nutricionales, de manera que sea
relevante para un mejor estado de salud y bienestar o una reduccion del riesgo de
enfermedad. Los alimentos funcionales deben seguir siendo alimentos y demostrar sus
efectos cuando se consumen en cantidades diarias que normalmente se pueden esperar
(Pravst, 2012).

2.1.2. Legislacion

El Reglamento Europeo (CE) N° 1924/2006 sobre declaraciones nutricionales y de
propiedades saludables en alimentos, clasifica las declaraciones en tres categorias: (1)
declaraciones nutricionales, que afirman, sugieren o dan a entender que un alimento tiene
propiedades particulares debido a los nutrientes que contiene o0 no contiene; (2) las
declaraciones de salud, que se definen como cualquier declaracion que indique, sugiera o
implique que existe una relacion entre una categoria de alimentos, un alimento o uno de
sus componentes y la salud; y (3) las declaraciones de reduccion de riesgo de enfermedad,
que son declaraciones de propiedades saludables que indican, sugieren o implican que un
alimento o uno de sus componentes reduce significativamente un factor de riesgo en el

desarrollo de una enfermedad humana.

Las Unicas declaraciones de propiedades saludables permitidas son las que figuran en las
listas de la Comision Europea, conocidas como el Registro Comunitario (EFSA, 2018).
Estas listas indican la redaccion que se puede usar y las condiciones, principalmente de
composicion, que se deben cumplir antes de que se permita la declaracion. Para aparecer
en el Registro Comunitario, todas las declaraciones de propiedades saludables, junto con

su documentacion cientifica justificativa, deben presentarse a los Estados miembros
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pertinentes, que remiten las declaraciones a la Comision Europea. Las declaraciones se
envian a la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA), que tiene la tarea de
evaluar los datos cientificos que ha presentado el remitente para cada declaracion y emitir
una opinién (Ottaway y Jennings, 2011). Para complementar lo establecido en el articulo
13 del Reglamento Europeo (CE) N° 1924/2006, respecto a la funcién de un nutriente o
de otra sustancia en el crecimiento, el desarrollo y las funciones corporales, en 2012 se
publico el Reglamento (UE) N° 432/2012, por el que se establece una lista de
declaraciones autorizadas de propiedades saludables de los alimentos distintas de las
relativas a la reduccion del riesgo de enfermedad y al desarrollo y la salud de los nifios
(Comision Europea, 2012).

En Estados Unidos, los términos como "alimentos funcionales” o "nutraceuticos” son
ampliamente utilizados en el mercado. Dichos alimentos estan regulados por la FDA, a
pesar de que no estan especificamente definidos por la ley. Las declaraciones que se
pueden usar en las etiquetas de alimentos se dividen en tres categorias: declaraciones de
propiedades saludables, declaraciones de contenido de nutrientes y declaraciones de
estructura/funcion (FDA, 2018).

Las declaraciones de propiedades saludables describen una relacién entre una sustancia
alimenticia (un alimento, un componente alimenticio o un ingrediente de un suplemento
dietético) y un riesgo reducido de una enfermedad o afeccion relacionada con la salud,
siendo supervisadas por la FDA. En el caso de la declaracion de contenido de nutrientes,
la NLEA permite el uso de declaraciones que caracterizan el nivel de un nutriente en un
alimento si han sido autorizadas por la FDA y se realicen de acuerdo con las regulaciones
de la FDA. Finalmente, en cuanto a las declaraciones de estructura/funcion y
declaraciones suplementarias dietéticas relacionadas, el Acta de Salud y Educacion de
Suplementos Dietéticos (DSHEA) establecio que las declaraciones de estructura/funcion
pueden describir el papel de un nutriente o ingrediente dietético destinado a afectar la
estructura o funcion normal del cuerpo humano. Estas tres clases de declaraciones no
estan aprobados previamente por la FDA, el fabricante debe demostrar que la declaracién

es veraz y no engafiosa (FDA, 2018).

En Australia y Nueva Zelanda las declaraciones de propiedades saludables estan
reguladas a través de la agencia estatutaria, Normas Alimentarias Australia Nueva zZelanda
(FSANZ), mientras que el término "alimentos funcionales" no esta definido en la
legislacion alimentaria y no esta dentro de las categorias de proposito general o especial
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bajo la jurisdiccion de FSANZ (Ghosh, 2011). En 2013, se publicé el Estandar 1.2.7
Nutricién, salud y declaraciones relacionadas, que estad en conformidad con la Ley de
Normas Alimentarias de Australia Nueva Zelanda de 1991, donde se establecen las
normas para las empresas alimentarias que eligen presentar declaraciones nutricionales y
declaraciones de propiedades saludables (FSANZ, 2017a). En 2016, FSANZ emitid la
resolucion sobre la relacion entre alimentos y salud de nueve declaraciones de
propiedades saludables ya autorizadas por la Unidn Europea. Ademas, se esta
considerando incluir otras declaraciones de relacion entre alimentos y salud autorizadas

por la Union Europea y otros paises (FSANZ, 2017b).

2.1.3.Desarrollo de alimentos funcionales

Tanto consumidores como expertos médicos y asesores nutricionales han comenzado a
aceptar que existe una estrecha relacion entre la nutricion y el estado de salud, lo cual
conlleva a que los consumidores estén dispuestos a adoptar cambios en sus habitos
alimentarios (Siro et al., 2008); siendo Estados Unidos y Japon los principales mercados
de alimentos funcionales a nivel mundial, seguidos de Asia Pacifico y Europa. El mercado
europeo es heterogéneo, caracterizado por grandes diferencias regionales en el uso y
aceptacion de alimentos funcionales; el interés de los consumidores en estos alimentos en
los paises de Europa Central y del Norte es mayor que en los paises mediterraneos
(Bigliardi y Galati, 2013; Bogue et al., 2017; Vicentini et al., 2016).

El desarrollo de productos alimenticios funcionales es un proceso complejo, con factores
de éxito que son algo diferentes de los del desarrollo tradicional de nuevos productos
alimentarios (Khan et al., 2013). El disefio y desarrollo de estos alimentos requiere
implementar diferentes estrategias, tecnoldgicas o biotecnoldgicas, para los sistemas de
produccion tanto de materias primas de origen animal como vegetal, asi como para los
procesos de preparacion, almacenamiento y distribucion o consumo, con el objetivo de
inducir cambios cualitativos y cuantitativos en la composicion de los alimentos y
optimizar los beneficios. Pues los fabricantes buscan procedimientos innovadores y
rentables para un mejor rendimiento en la produccién (Jiménez-Colmenero, 2013;
Manjula y Bhagath, 2017).

El desarrollo de alimentos funcionales puede implicar la integracion de sustancias

bioactivas promotoras de la salud en un ingrediente multifuncional (Tokusoglu, 2013).
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Este desarrollo se basara, en la mayoria de los casos, en mediciones de "marcadores".
Estos marcadores deben ser identificados y validados por su valor predictivo de los
beneficios potenciales para una funcion objetivo o disminuir el riesgo de una enfermedad
en particular. Los marcadores deben ser factibles, validos, reproducibles, sensibles y
especificos y pueden ser de naturaleza bioguimica, fisiol6gica, conductual o psicoldgica,
por lo que sera necesaria una validacién tanto para la metodologia como para la relevancia
bioldgica (Roberfroid, 2011). El efecto funcional de un alimento o componente
alimenticio depende de que el componente activo tenga acceso al sitio objetivo funcional.
Por lo tanto, la matriz de alimentos, tanto en estado bruto como después del
almacenamiento o preparacion culinaria, puede tener una influencia significativa en la
actividad de los componentes clave. La seleccion y el desarrollo de un vehiculo
alimenticio apropiado que mantenga la forma molecular activa hasta el momento del
consumo y que cumpla su objetivo fisioldgico dentro del organismo, es un paso
importante para el éxito de un alimento funcional (Betoret et al., 2011) y para obtener la
aprobacion del uso de declaraciones como alimentos funcionales (Sir6 et al., 2008).

Los alimentos funcionales se han lanzado principalmente en los mercados de productos
lacteos, confiteria, refrescos, panaderia y alimentos para bebés (Bigliardi y Galati, 2013).
Aunque las compariias de alimentos invierten recursos sustanciales en el desarrollo de
nuevos alimentos funcionales, la gran mayoria de los productos fallan en el mercado
(Oliveira et al., 2016), debido a que el desarrollo y el comercio de estos productos es
bastante complejo, costoso y arriesgado, ya que se deben responder requisitos especiales.
El desarrollo y comercializacion requieren importantes esfuerzos de investigacion. Es un
proceso de multiples etapas que requiere la participacion de intereses comerciales,
académicos y regulatorios, con una necesidad critica de lograr la aceptacion de los
consumidores (Siré etal., 2008). En términos de estrategias de mercadotecnia, los
alimentos funcionales deben promocionarse con el objetivo de hacerlas mucho mas
visibles y reconocibles para los consumidores finales y deberia reforzarse el papel del
etiquetado. Ademas, se deben desarrollar politicas de regulacion claramente definidas
para los alimentos funcionales, y asi evitar declaraciones de propiedades saludables falsas

durante el proceso de comercializacion (Annunziata y Vecchio, 2011).



18  Revision de literatura

2.1.4.Los lipidos y su rol en la nutriciéon y salud humana

Las grasas son un contribuyente importante al consumo total de energia en la mayoria de
las dietas occidentales. Todas las fuentes de grasa contienen mezclas de acidos grasos
saturados, monoinsaturados y poliinsaturados, pero las proporciones varian
significativamente segun la fuente. Ademéas de aportar energia, las grasas también

desempefian otras funciones diversas en el cuerpo humano (Pravst, 2012).

El principal &cido graso monoinsaturado (AGMI) en las dietas occidentales es el acido
oleico (~90% de todos los AGMI) (Liu et al., 2017; Wang y Hu, 2017) y es abundante en
fuentes tanto animales (incluidas la carne y las aves de corral) como vegetales (aceites de
olivay colza, nueces y semillas) (Nettleton et al., 2016). En general, se reconoce que una
mayor ingesta de acido oleico y una ingesta limitada de grasas saturadas son beneficiosas
y pueden ayudar a proteger contra las enfermedades cardiovasculares o ECV (Hernandez,
2016).

El aceite de oliva, como fuente abundante de AGMI, también se ha relacionado con un
menor riesgo de ECV en varios estudios. En un estudio reciente se ha demostrado que el
reemplazo de grasas saturadas con AGMI, principalmente de origen vegetal, disminuye
el riesgo de enfermedades coronarias (Liu etal., 2017). En el ensayo PREDIMED
(Prevencion con dieta mediterranea), se han evidenciado los beneficios de una dieta
mediterranea rica en aceite de oliva en la prevencién primaria de ECV (Nettleton et al.,
2016; PREDIMED, 2018; Vannice y Rasmussen, 2014; Wang y Hu, 2017). Un meta-
analisis reciente basado en estudios de cohortes prospectivos informé que un aumento en
la ingesta de 25 g/dia de aceite de oliva se asocio con una reduccion del 18% en el riesgo
total de ECV (Wang y Hu, 2017). Por otro lado, la mayoria de las pautas dietéticas para
el consumo de AGMI se basan en la sustraccion de la ingesta recomendada de grasa
saturada y grasa poliinsaturada del total de grasa, en lugar de la evidencia de una ingesta

optima especifica de AGMI per se (Liu et al., 2017).

Los acidos grasos poliinsaturados (AGPI) méas importantes, en términos de ocurrencia,
salud humana y nutricion pertenecen a las familias del omega-3 y omega-6, basados en
los acidos grasos esenciales a-linolénico y linoleico respectivamente (Ratnayake y Galli,
2009). Estos acidos grasos tienen funciones metabdlicas especificas (suministro de
energia, regulacion de la actividad enzimatica y regulacién de la expresién génica), pero
una de sus funciones mas importantes es que son precursores metabélicos de AGPI de
cadena larga (Rincén-Cervera etal., 2016). Ademas de estas mdltiples funciones
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fisioldgicas, los AGPI regulan el catabolismo lipidico y la lipogénesis, y los metabolitos
de AGPI sirven como mediadores lipidicos en la sefalizacion endocrina, paracrina y
autocrina dentro del tejido adiposo (Liu et al., 2015). Los AGPI también pueden tener
beneficios frente a las comorbilidades relacionadas con la obesidad, como una reduccion
en la resistencia a la insulina, dislipidemias, inflamacion y marcadores de enfermedad de

higado graso no alcoholico (Figueiredo et al., 2017).

2.1.4.1. Recomendaciones de ingesta de grasas y declaraciones de propiedades
saludables

Las pautas dietéticas de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y de las Ingestas
Dietéticas de Referencia (DRI) recomiendan una ingesta total de grasa de entre el 20 y el
35% del total de calorias, no estableciéndose un nivel superior de ingesta tolerable para
la grasa total por no existir un nivel de ingesta demostrado para el que haya un evento
adverso (Liu et al., 2017).

La OMS y el Departamento de Agricultura y el Departamento de Servicios de Salud
Humana de los Estados Unidos, recomiendan una limitacion en la ingesta de grasas
saturadas < 10% de la energia total de la dieta. Mientras que la Asociacion Americana del
Corazon y el Colegio Americano de Cardiologia, recomiendan una ingesta de grasas
saturadas entre 5-6% de la energia total. Por el contrario, la Fundacién del Corazén y
Accidente Cerebrovascular de Canada elimind recientemente cualquier limitacion
especifica sobre la grasa saturada, indicando en cambio que sus directrices dietéticas no
incluyen un limite para la grasa saturada y se centran en un patrén dietético saludable y
equilibrado (Liu et al., 2017). Ademas, el Comité Asesor de Pautas Alimentarias de 2015,
recomienda el uso de aceites vegetales no hidrogenados ricos en grasas insaturadas y
relativamente bajos en AGS, en lugar de grasas animales o aceites tropicales como
principal fuente de grasa en la dieta (Wang y Hu, 2017). La EFSA sugiere que la ingesta

de &cidos grasos saturados y trans sea la mas baja posible (EFSA, 2010).

Adicionalmente, se han aprobado declaraciones saludables relacionadas con el consumo
de diferentes acidos grasos que estan asociados con la reduccion del colesterol en sangre

y reduccidn del riesgo de enfermedades del corazén (Tabla 2. 1).
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Tabla 2. 1. Declaraciones de propiedades saludables relacionadas con acidos grasos y
con dietas bajas en acidos grasos saturados y trans.

Nutriente/alimento Declaracion
L}nién Europea
Acido a-linolénico El acido a-linolénico contribuye a mantener niveles
normales de colesterol sanguineo.
Acido linoleico El &cido linoleico contribuye a mantener niveles normales
de colesterol sanguineo.
Alimentos con un Un menor consumo de grasas saturadas contribuye a

contenido bajo o reducido mantener niveles normales de colesterol sanguineo.
de AGS

Estados Unidos

Dietas bajas en grasas Las dietas bajas en grasas saturadas y colesterol, y tan bajas
saturadas, colesterol y como sea posible en grasas trans, pueden reducir el riesgo
grasas trans de enfermedades del corazén

Australia/Nueva Zelanda

Dietas bajas en acidos Las dietas bajas en acidos grasos saturados reducen el
grasos saturados colesterol sanguineo total o el colesterol LDL en sangre
Canadéa

Grasa dietética, grasas Una dieta saludable baja en grasas saturadas y trans puede
saturadas, colesterol, reducir el riesgo de enfermedad cardiaca. (Nombrando la
acidos grasos trans comida) no contiene grasas saturadas y trans.

Una dieta saludable baja en grasas saturadas y trans puede
reducir el riesgo de enfermedad cardiaca. (Nombrar la
comida) es baja en grasas saturadas y trans.

Fuente: Adaptado de Jones y Jew (2016) y Comisién Europea (2012).

En la Union Europea, segun el Reglamento (UE) N° 116/2010, que modifica el
Reglamento (CE) N° 1924/2006 (Comision Europea, 2010), se permiten las siguientes

declaraciones nutricionales relacionadas con el contenido de grasa de los alimentos.

El término bajo contenido de grasa o cualquier otra declaracién que pueda tener el
mismo significado para el consumidor, solamente se podra usar si el producto no contiene
mas de 3 g de grasa por 100 g en el caso de los sélidos 0 1,5 g de grasa por 100 mL en el

caso de los liquidos (1,8 g de grasa por 100 mL para la leche semidesnatada).

El término bajo contenido de grasas saturadas o cualquier otra declaracion que pueda
tener el mismo significado para el consumidor, solamente se podra usar si la suma de
acidos grasos saturados y de acidos grasos trans en el producto no es superior a 1,5 g/100

g para los productos sélidos y a 0,75 g/100 mL para los productos liquidos, y en cualquier
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caso la suma de acidos grasos saturados y de acidos grasos trans no debera aportar mas
del 10 % del valor energético.

El término alto contenido de grasas monoinsaturadas o cualquier otra declaracion que
pueda tener el mismo significado para el consumidor, solamente se podra usar si al menos
un 45 % de los 4&cidos grasos presentes en el producto proceden de grasas
monoinsaturadas y las grasas monoinsaturadas aportan méas del 20 % del valor energético

del producto.

El término alto contenido de grasas poliinsaturadas o cualquier otra declaracion que
pueda tener el mismo significado para el consumidor, solamente se podra usar si al menos
un 45 % de los &cidos grasos presentes en el producto proceden de grasas poliinsaturadas

y las grasas poliinsaturadas aportan mas del 20 % del valor energético del producto.

El término alto contenido de grasas insaturadas o cualquier otra declaracion que pueda
tener el mismo significado para el consumidor, solamente se podra usar si al menos un
70 % de los acidos grasos presentes en el producto proceden de grasas insaturadas y las
grasas insaturadas aportan méas del 20 % del valor energético del producto.

2.1.4.2. Reemplazo de grasas saturadas por insaturadas

Los desequilibrios cualitativos y cuantitativos en la ingesta y el metabolismo de las grasas
alimentarias se han visto implicados en varias enfermedades crénicas, incluidas las ECV,

la obesidad, la diabetes mellitus y la artritis reumatoide (Bhagat y Das, 2015).

Se han realizado diversos estudios sobre los efectos del consumo de grasas en la salud de
las personas. En las décadas de 1950 y 1960 se demostrdé que las grasas saturadas
aumentaban las concentraciones de colesterol sérico (Sanders, 2016). Un meta-analisis
de 21 estudios prospectivos de cohortes concluy6 que la evidencia no respaldaba una
asociacion entre el consumo de AGS per se y un mayor riesgo de ECV. En otra revision
sistematica de 12 estudios prospectivos de cohortes, no se encontrd asociacion
significativa entre el consumo de AGS vy todas las causas de ECV y mortalidad por
cardiopatia coronaria ni el riesgo de accidente cerebrovascular isquémico o diabetes tipo
2 (Nettleton et al., 2016). Los efectos de los AGS sobre los factores de riesgo de ECV y
los criterios de valoracion clinicos de ECV estan intrinsecamente modulados por los
nutrientes que los reemplazan (Siri-Tarino et al., 2015), de manera que existe evidencia

consistente de que el reemplazo parcial de AGS dietético con AGPI reduce
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significativamente el riesgo de ECV, tanto en ensayos aleatorizados como en estudios de
cohortes. Por el contrario, existen muy pocos datos para determinar el efecto de la
sustitucion de AGMI sobre la mortalidad por ECV (Hooper et al., 2015), pero se ha
evidenciado que la ingesta de AGMI, en comparacién con los carbohidratos totales, se
asocia con un riesgo significativamente menor de ECV (Wang y Hu, 2017). También se
ha observado una mayor reduccién en el colesterol de lipoproteina de baja densidad,
cuando existe reemplazo de AGS por AGPI o una mezcla de AGPI/AGMI (Nettleton
et al., 2016; Te Morenga y Montez, 2017), concluyéndose que las grasas insaturadas son
mas saludables en términos metabolicos que las grasas saturadas (Alcock y Lin, 2015).
En consecuencia, las jurisdicciones de la Unién europea, los Estados Unidos y Canada,
han aprobado declaraciones de propiedades saludables relacionadas con el reemplazo de

AGS con &cidos grasos insaturados (Jones y Jew, 2016) (Tabla 2. 2).

Tabla 2. 2. Declaraciones de propiedades saludables relacionadas con la sustitucion de
acidos grasos saturados por acidos grasos insaturados.

Nutriente/alimento Declaracién

Union Europea
Acido oleico La sustitucidn de grasas saturadas por insaturadas en la dieta
contribuye a mantener niveles normales de colesterol

sanguineo. El &cido oleico es una grasa insaturada.

Acidos grasos
monoinsaturados y/o
poliinsaturados

Estados Unidos

Las grasas no saturadas
reemplazan las grasas
saturadas

Canada

Reemplazo de grasas
saturadas con grasas
monoinsaturadas y
poliinsaturadas y
reduccion del colesterol
en la sangre

Reemplazar las grasas saturadas con las no saturadas en la
dieta contribuye al mantenimiento de los niveles normales
de colesterol en la sangre (los AGMI y los AGPI son grasas
no saturadas).

Reemplazar la grasa saturada con cantidades similares de
grasas no saturadas puede reducir el riesgo de enfermedad
cardiaca. Para lograr este beneficio, las calorias diarias
totales no deberian aumentar.

Declaracion principal: Reemplazar las grasas saturadas con
grasas poliinsaturadas y monoinsaturadas (de aceites
vegetales) ayuda a reducir el colesterol.

Declaraciéon secundaria: El colesterol alto es un factor de
riesgo para la enfermedad cardiaca.

Fuente : Adaptado de Jones y Jew (2016).
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2.1.5. Acidos grasos omega-3

Los acidos grasos omega-3, son acidos grasos esenciales para el ser humano debido a que
carecemos de las enzimas necesarias para biosintetizarlos y por lo tanto son aportados por
la dieta (Jiménez et al., 2013). EI mas comun de los acidos grasos omega-3 de cadena
corta, con 18 carbonos, es el acido a-linolénico (ALA); y los é&cidos grasos
poliinsaturados (AGPI) omega-3 de cadena larga, con 20-22 carbonos y 5-6 enlaces
dobles, son el acido eicosapentaenoico (EPA), el &cido docosahexaenoico (DHA) vy el
acido docosapentaenoico (DPA) (Hall y Tulbek, 2008). Las estructuras de estos &cidos

grasos se muestran en la Figura 2. 1.
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Figura 2. 1. Estructuras de los principales &cidos grasos omega-3. La numeracion por
encima del primer acido graso representa el formato de etiquetado omega (®), mientras
que la numeracion bajo el primer &cido graso representa el método de niamero IUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry). Fuente: Hall y Tulbek (2008).
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El ALA, el &cido graso omega-3 mas simple, se sintetiza a partir del acido linoleico (AL)
por desaturacion. Al igual que otros animales, los humanos no pueden sintetizar el ALA,
pero pueden metabolizarlo (Jacobsen et al., 2013); los otros &cidos grasos omega-3
derivan de este &cido graso a través de una serie de reacciones de desaturacion, elongacién
y finalmente B-oxidacion (Dyall, 2015). Sin embargo, la via de conversion del ALA a
EPA estd en competencia directa con la conversion de AL en acido araquidoénico, pues se
usan las mismas enzimas (Jacobsen et al., 2013). Estudios en humanos con ingestion
aguda de ALA han demostrado que se produce conversion a EPA 'y DPA, pero es mucho
mas limitada a DHA (Calder, 2013).

Los AGPI son particularmente abundantes en pescados y mariscos (Ghasemifard et al.,
2014). Los aceites vegetales, como la soja y la canola, y otras semillas, como la linaza y
la chia, son fuentes comunes de acidos grasos omega-3 de cadena corta (Hernandez y de
Jong, 2011). En general el contenido de acidos omega-3 en aceites de pescado es superior

a los aceites vegetales, excepto por el aceite de linaza y de chia (Tabla 2. 3).

Tabla 2. 3. Lipidos (g/100 g de aceite) en diferentes tipos de semillas y aceites de pescado.

Aceite AGPls ®-3 06 ©-6:0-3 Referencia
Girasol 67,5 0,1 63,2 632

Maiz 55,6 0,9 50,4 56

Soja 63,2 7,3 51,5 7,05

Palma 15,1 0,3 10,1 33,66

Aceituna 127 07 78 11,14 R“bio'Rozdori%“eZ etal,
Higado de bacalao 56,8 19,8 0,9 0,04

Arenque 22,1 11,9 12 1,01

Salmoén 63,1 353 1,06 0,03

Sardina 55,1 28,1 2,2 0,07

Linaza 69,0 53,0 16,0 0,3 Tvrzicka et al., 2011
Chia 85,9 64,4 215 0,33 Timilsena et al., 2017
Chia 80,6 60,1 20,5 0,34 Ayerza, 2009

2.1.5.1. Importancia nutricional de los &cidos grasos omega-3

El ALA debe ser considerado como un componente dietético importante, basado en los

mecanismos potenciales por los cuales los lipidos omega-3 pueden prevenir las ECV.
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Algunos de estos mecanismos incluyen la supresion de citocinas inflamatorias, la
reduccion de la formacion de apolipoproteina B, el bloqueo del factor de activacion
plaquetaria, la mejora de la flexibilidad de los vasos sanguineos y la prevencion de la
aterosclerosis (Hall y Tulbek, 2008). También se ha establecido una relacion de causa-
efecto entre la ingesta dietética de ALA y la reduccién de la concentracion de colesterol
en la sangre (Jiménez-Colmenero, 2013).

El EPA y DHA, son &cidos grasos a los que se les han atribuido efectos benéficos en la
salud humana debido a que disminuyen el riesgo de ECV, tienen un efecto positivo en la
funcién cardiaca, la hemodinamica, participan activamente en los procesos de formacién
y funcionamiento neuronal y éptico e inhiben el crecimiento de células cancerigenas y
tumorales (Jiménez et al., 2013). También hay evidencias de que la sintesis de DHA a
partir de ALA puede ser suficiente para mantener la funcion cerebral. Por ejemplo, en los
vegetarianos y veganos, en los que la unica fuente de DHA es derivado del ALA 'y cuyos
niveles de DHA en plasma son 0-40% mas bajos que los omnivoros, tienen tasas de
enfermedades neuroldgicas comparables con los omnivoros (Domenichiello et al., 2015).

Se han propuesto ingestas de omega-3 de entre 1100 y 3800 mg/dia, incluyendo en este
intervalo entre 1100 y 1600 mg/dia de ALA para mujeres y varones respectivamente,
1300 y 1400 mg/dia para mujeres lactantes y gestantes respectivamente; y al menos 400
mg/dia de &cidos grasos omega-3 de cadena larga (Hall y Tulbek, 2008). Por otro lado, la
OMS recomienda mantener una proporcion de acidos grasos omega-6: omega-3 entre 5:1
a 10:1. Paises como Suecia recomienda una proporcion de 5:1, Canada recomienda de 4:1
a10:1, y Japon cambio su recomendacion de 4:1 a 2:1; debido a que las rutas metabdlicas
del omega-3 y omega-6 involucran las mismas enzimas elongasas y desaturasas
(Hernandez y de Jong, 2011), ademas, estos AGPI son precursores de mediadores
lipidicos potentes, denominados eicosanoides. Mientras los eicosanoides derivados de
omega-6 promueven respuestas inflamatorias, vasoconstriccion y reacciones trombdticas,
los eicosanoides derivados de omega-3 inhiben estas reacciones (Pawetczyk et al., 2015);
por lo que una produccion excesiva y desequilibrada o deficiente de eicosanoides puede
dar como resultado la aparicién de varias situaciones patoldgicas como trombosis, artritis
inflamatoria o supresion inmune (Hernandez y de Jong, 2011). Adicionalmente, en las
dietas occidentales se observa una ingesta elevada de acidos grasos omega-6 y una muy

baja de omega-3, generando un desequilibrio importante en la ingesta de estos AGPI. Esta
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situacion dietética se ha asociado con un aumento en el riesgo de desarrollar ECV y mas
recientemente, hepatopatia grasa no alcohdlica (Rincon-Cervera et al., 2016).

2.1.5.2. Enriquecimiento de alimentos con acidos grasos omega-3

La mayoria de alimentos funcionales desarrollados inicialmente fueron los de
fortificacion con vitaminas y/o minerales como vitamina C, vitamina E, acido félico, zinc,
hierro y calcio. Posteriormente, el enfoque se centrd en alimentos fortificados con
diversos micronutrientes, como acidos grasos omega-3, fitoesteroles y fibra soluble para

promover la buena salud o prevenir enfermedades como el cancer (Siré et al., 2008).

La ingesta de las cantidades de acidos grasos omega-3 propuestas son dificiles de
conseguir sin modificar drasticamente la dieta, sobre todo en poblaciones con bajo
consumo de pescado azul (Hall y Tulbek, 2008). Muchos estudios han proporcionado
evidencia de que el consumo regular y la suplementacion dietética con AGPI omega-3 de
cadena larga ofrecen numerosos beneficios para la salud, incluidas la prevencion de ECV,
hipertension y enfermedades inflamatorias (Dyall, 2015; Manuelli et al., 2017; Ruxton
et al., 2004). En la mayoria de los casos, el aceite de pescado es la fuente natural de los
acidos grasos omega-3 que se incorporan a diversos productos (Rubio-Rodriguez et al.,
2010), sin embargo la disminucion de estos acidos grasos durante el almacenamiento por
la oxidacion de lipidos sigue siendo un obstaculo en la aplicacion de esta estrategia
(Cherian, 2013). Otro inconveniente del uso del aceite de pescado es su olor y sabor, que
alteran las propiedades sensoriales de los alimentos. Es por ello que se ha propuesto la
microencapsulacion como una solucién para proteger el aceite de pescado de la oxidacion
y enmascarar el sabor (Lee y Ying, 2008), aunque también se han propuesto fuentes
alternativas, como microorganismos marinos o plantas transgénicas (Rubio-Rodriguez
et al., 2010). Una alternativa para aumentar el aporte de &cidos grasos omega-3 a la dieta
es la utilizacion de la chia, que es la fuente botanica mas rica de ALA conocida (Jiménez-
Colmenero, 2013), con un 60-65% de este acido graso en el aceite (Morales et al., 2012),
ademas no tiene el inconveniente de las caracteristicas organolépticas como el sabor y el

olor de las fuentes marinas (Segura-Campos et al., 2014).
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2.1.5.3. Declaraciones de propiedades saludables relacionadas con los acidos grasos
omega-3

Diferentes normativas consideran las declaraciones de propiedades saludables de manera

especifica para cada tipo de acido graso omega-3, un resumen de estas declaraciones en

diferentes paises se presenta en la Tabla 2. 4.

Tabla 2. 4. Declaraciones de propiedades saludables aprobadas relacionadas con los
acidos grasos omega-3.

Nutriente/alimento Declaracion

Unién Europea

ALA ALA contribuye al mantenimiento de los niveles de colesterol
en la sangre.

EPAy DHA El EPA y el DHA contribuyen a la funcion normal del corazon.

DHA'y EPA El DHA y el EPA contribuyen al mantenimiento de la presion
arterial normal.

DHA 'y EPA El DHA y el EPA contribuyen al mantenimiento de los niveles
normales de triglicéridos en la sangre.

DHA La ingesta materna de DHA contribuye al desarrollo normal del
cerebro del feto y de los lactantes amamantados.

DHA La ingesta materna de DHA contribuye al desarrollo normal del

ojo del feto y de los lactantes amamantados.
ALA Y LA, acidos Los acidos grasos esenciales son necesarios para el crecimiento

grasos esenciales normal y el desarrollo de los nifios.

Australia/Nueva Zelanda

EPA y DHA Las dietas que contienen 500 mg de EPA y DHA por dia
contribuyen a la salud del corazén.

Canadéa

DHA ElI DHA, un &acido graso omega-3, es compatible con el

desarrollo fisico normal del cerebro, los ojos y los nervios,
principalmente en nifios menores de 2 afios.

Fuente: Adaptado de Jones y Jew (2016).

En la Union Europea, segun el Reglamento (UE) N° 116/2010, que modifica el
Reglamento (CE) N° 1924/2006, se permiten para los &cidos grasos omega-3, las

siguientes declaraciones nutricionales y condiciones.

El término fuente de &cidos grasos omega-3 o cualquier otra declaracion que pueda tener

el mismo significado para el consumidor, solamente se podra usar si el producto contiene
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al menos 0,3 g de acido a-linolénico por 100 g y por 100 kcal, o al menos 40 mg de la
suma de &cido eicosapentanoico y &cido decosahexanoico por 100 g y por 100 kcal.

El término alto contenido de acidos grasos omega-3 o cualquier otra declaracion que
pueda tener el mismo significado para el consumidor, solamente se podra usar si el
producto contiene al menos 0,6 g de acido a-linolénico por 100 g y por 100 kcal, o al
menos 80 mg de la suma de acido eicosapentanoico y acido decosahexanoico por 100 g
y por 100 kcal.

En los Estados Unidos y otros paises, las declaraciones de propiedades saludables de
acidos grasos especificos no estan permitidas en alimentos envasados (de Deckere y
Verschuren, 2000). La etiqueta nutricional debe indicar las cantidades de grasa total y
grasas saturadas por porcion, mientras que la lista de grasas monoinsaturadas y
poliinsaturadas es voluntaria (FDA, 2014a); sin embargo, se permiten las declaraciones

del contenido de nutrientes para ALA para productos de la pesca (Tabla 2. 5).

Tabla 2. 5. Declaraciones respecto al acido graso a-linolénico permitidos por la FDA en
productos de la pesca.

Declaracién de contenido

; Condiciones para realizar la declaracion !
de nutrientes para ALA b

Alto > 320 mg de ALA por cantidad de referencia
habitualmente consumida (RACC) (> 20% de 1,6 g/dia)

Buena fuente > 160 mg de ALA por RACC (= 10% de 1,6 g/dia)

Mas > 160 mg 160 mg de ALA mas por RACC que un

alimento de referencia apropiado (> 10% de 1,6 g/dia)

! Las declaraciones de contenido de nutrientes deben cumplir con todas las reglamentaciones aplicables de
la FDA con respecto a la realizacion de dichas declaraciones.
Fuente: FDA (2014b).

2.2. Aceites vegetales

Los aceites vegetales representan alrededor del 79% del consumo de aceite comestible en
todo el mundo (Li et al., 2013). Los aceites vegetales desempefian funciones importantes
en los alimentos porque ademas de proporcionar caracteristicas como sabor y textura a
los alimentos (Norton y Norton, 2010), actian como portadores de vitaminas liposolubles
(A, D, E y K), proporcionan energia y acidos grasos esenciales insaturados (Li et al.,
2013).
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Los aceites basicos se extraen generalmente por prensado, mediante extraccion con
disolventes, o mediante ambos procesos. Los aceites crudos son principalmente
triacilgliceroles (generalmente > 95%), acompafiados de niveles mas bajos de acidos
libres, monoacilgliceroles, diacilgliceroles, fosfolipidos (1-3%), esteroles libres y/o
acilados (1000-5000 mg/kg en total), tocoles (300- 2000 mg/kg) e hidrocarburos tales

como alcanos, escualeno y carotenos (Gunstone, 2006).

2.2.1. Aceite de oliva

La oliva (Olea europea) se produce principalmente alrededor del Mediterraneo, donde se
ha establecido durante siglos (Bockisch, 1998). El cultivo del olivo probablemente se
originé ancestralmente en Iran y Mesopotamia o en el norte de Africa, contribuyendo en
la economia, la cocina y la salud de los habitantes de las regiones costeras de Grecia y las
islas griegas, Chipre, Siria, Libano, el sur de Italia, Francia, Espafa y las costas del norte
de Africa (Boskou, 2015). La composicion quimica promedio de la fruta de la aceituna
es: 50% de agua, 1,6% de proteina, 22% de aceite, 19% de carbohidratos, 5,8% de
celulosa, 1,5% de minerales (ceniza). Otros componentes importantes son pectinas,
acidos organicos, pigmentos y glucosidos de fenoles (Boskou, 2006). La composicion del
aceite de oliva varia segun la region, la altitud, el momento de la cosecha, la variedad, asi
como el proceso de extraccion. La composicion general de acidos grasos del aceite de
oliva varia entre 55-83% de &cido oleico; 3,5-21% de &cido linoleico; 7,5-20% de &cido

palmitico y 0,5-5% de acido esteérico (Fan y Eskin, 2015).

2.2.2. Aceite de chia

La chia (Salvia hispanica L) es una planta de la familia lamiacea, que puede crecer hasta
1 m de altura. Sus hojas estan dispuestas en oposicion, sus flores son pequefias (3-4 mm)
y pueden ser blancas 0 moradas, con pequefias corolas y partes de flores fusionadas que
contribuyen a una alta tasa de autopolinizacion. El color de la semilla varia de negro, gris
y negro manchado a blanco, y la forma es oval con un tamafio que varia de 1 a 2 mm
aproximadamente (Mohd Ali et al., 2012) (Figura 2. 2).
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Esta planta es nativa del sur de México y norte de Guatemala (Marineli et al., 2014), y es
cultivada con diferentes propositos en Argentina, Bolivia, Colombia, Pert, Guatemala,
Meéxico, Estados Unidos, Australia, Sudeste de Asia, Canada, Chile, Nueva Zelanda,
Ecuador, Paraguay y Nicaragua (Coates, 2011; Imran et al., 2016; Jamboonsri et al.,
2011). La chia se cultiva en climas tropicales y subtropicales, desde zonas libres de
heladas hasta regiones donde ocurren heladas cada afio, y desde el nivel del mar hasta los
2500 m (Coates, 2011). Sin embargo Jamboonsri et al. (2011) demostraron que nuevas
lineas de chia de floracion temprana pueden producir semillas en climas templados. La
produccion comercial de campo para semillas de chia se ha estimado en 550-600 kg/ha
(Imran et al., 2016).

Figura 2. 2. Semillas de chia oscura y blanca. Fuente: Valdivia-L6pez y Tecante (2015).

La composicién de la semilla de chia es variable y depende de la regién donde crece
(Tabla 2. 6). Ayerza (2009) determind que las diferencias en la composicion de las
semillas de diferentes ecosistemas se deben a los efectos de uno o mas factores
ambientales. Los efectos de la luz, la temperatura, el tipo de suelo y la nutricion, que
pueden afectar a la proteina de la semilla y la cantidad y calidad del aceite. Ayerza y
Coates (2009) también determinaron que el efecto del genotipo influye mas en el
rendimiento de la semilla que en el contenido de proteinas, aceite, &cidos grasos y

compuestos fendlicos.

La semilla de chia contiene porcentajes proteicos mayores que otras semillas como avena
(15,3%), trigo (14%), maiz (14%), cebada (9,2%) o arroz (8,5%); y a diferencia de la
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mayoria de los otros cereales, la chia no tiene ningn amino&cido limitante en la dieta
adulta (Capitani et al., 2012; Peiretti y Meineri, 2008).

La chia tendria 2,3; 2,6; 8,3y 9,8 veces mas fibra por cada 100 g de porcion comestible
que trigo, avena, maiz y arroz, respectivamente; también tiene un alto contenido en calcio,
fosforo, potasio y magnesio (335 a 860 mg/100 g), un menor contenido de sodio, hierro
y zinc (4,58 a 16 mg /100 g) (Valdivia-Lopez y Tecante 2015) y es fuente de niacina y
vitaminas Ay C. Ademas puede ser una fuente importante de antioxidantes naturales, por
la presencia de quercetina, kaempferol, acidos cafeico, acido clorogénico, cido cinamico

y miricetina, especialmente en extractos de semillas de chia (Reyes-Caudillo et al., 2008).

Tabla 2. 6. Composicion quimica de las semillas de chia de diferente procedencia.

Fibra

Origen Humedad Proteinas Aceite Carbohidratos . .-.. Cenizas Referencia
dietética
Argentina - 16,5 33,5 - - - Ayerza, 2009
Argentina 7,2 21,8 31,7 33,4 - 4.4 Martinez
etal., 2012
Bolivia - 24,2 26,4 - - - Ayerza, 2009
Chile 58 25,3 30,2 34,6 37,5 4,1 da Silva
Marineli
etal., 2014
Chile 6,2 19,9 27,9 8,6 33,0 45 Jiménez
etal., 2013
Ecuador - 23,6 26,7 - - - Ayerza, 2009
Ecuador 57 19,0 34,2 - 23,2 - Ayerza, 2013
México 53 18,5 32,7 18,7 20,1 49 Porras-Loaiza
etal., 2014

Aunque las semillas de chia tienen menor contenido de grasa en comparacién con otras
semillas como sésamo (49,67%) y girasol (51,46%) (Porras-Loaiza et al, 2014), las altas
concentraciones de AGPI que contiene (Reyes-Caudillo et al., 2008) han hecho que

adquiera importancia para la salud y la nutricion humana (Ayerza, 2011).

El aceite de chia se puede obtener utilizando diferentes métodos como la extraccion por
prensado de las semillas, la extraccion enzimatica, con solventes y/o con fluidos
supercriticos. A nivel industrial se utiliza la compresion, fria o caliente y la extraccion

con solventes (Uribe et al., 2011). El rendimiento de aceite y la composicion de acidos
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grasos (Tabla 2. 7) se ven afectados por factores como la variedad de la semilla, el método
de pretratamiento, las condiciones de almacenamiento de la semilla y el método de

reduccioén de tamario de la semilla (Imran et al., 2016).

La relacion omega-3: omega-6 de 3:1 en el aceite de chia es ideal para mantener una
buena salud, pues esta relacion entre los &cidos grasos insaturados es de gran importancia
en el equilibrio de las grasas en el cuerpo (Porras-Loaiza et al., 2014; Timilsena et al.,
2017). Del mismo modo, su menor contenido en &cidos grasos saturados (acido palmitico
y estearico), hacen que el aceite de chia sea una opcion de alimento saludable (Imran
et al., 2016). El aceite extraido de semillas de chia también contiene varios compuestos
fendlicos con actividad antioxidante, como tocoferoles, fitoesteroles y carotenoides (de
Falco et al., 2017).

Tabla 2. 7. Composicién porcentual en acidos grasos de aceite de chia de diferente
procedencia.

Palmitico  Estearico Oleico  Linoleico Linolénico

Origen Referencia
g (16:0) (18:0)  (18:1) (182  (18:3)
Argentina 6,89 236 673 2250 60,35  Ayerza, 2009
Argentina 7,10 2,10 6,30 19.4 65,20 %’1'2“0 etal,
Argentina 7,30 2,80 740 22,00 60,50 %alré'”ez etal,
Australia 6.21 1.89 5.68 21,46 64,39 ;(')T;'%”a etal.,
Bolivia 7.11 3.44 8.32 20,45 60,10  Ayerza, 2009
. Jiménez et al.,
Chile 7.29 3.84 8,01 19,36 5182 o
. da Silva Marineli
Chile 7.07 3.36 7.04 18,23 6280 o' 014
Vicente Murillo
Cuba 8,50 3,70 7.80 20,90 5810 o'l 2013
Ecuador 9.66 434 9.29 20.30 60,05 Ayerza, 2009
Ecuador 6,2-6,5 3,65-4,1 6,7-6,8 17,5-18,4 63,3-64,5 Ayerza, 2013
Guatemala 5,90 4.40 5,50 17,50 670 ‘Xwinaetal,
2011a
] Porras-Loaiza
México 60706 279521 77-87 189-20,1 59,9632 ¢fq. 2014

En relacion a las caracteristicas fisico-quimicas del aceite de chia (Tabla 2. 8), el indice

de refraccion es similar al de aceite de oliva (1,47) y la soja (1,47) (Firestone, 2013;
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Segura-campos et al., 2014), y comparable al de linaza (1,48) y aceite de pescado (1,48)
(Timilsena et al., 2017). La gravedad especifica de aceite de chia es superior a los de oliva
(0,91), girasol y soja (0,92) (Firestone, 2013; Volli y Purkait, 2014). El indice de
saponificacidn es similar al de otros aceites vegetales, entre estos el aceite de girasol (186-
196), aceite de soja (188-195) y aceite de oliva virgen (184-196) (Firestone, 2013). El
indice de yodo es mayor que el de la mayoria de los aceites vegetales, como el aceite de
linaza (187), el aceite de colza (94-120), el aceite de girasol (118-141), el aceite de oliva
(75-94) y el aceite de soja (118-139) (Firestone, 2013; Timilsena et al., 2017). Los valores
relativamente altos de gravedad especifica, indice de refraccién e indice de yodo
observados se relacionan con una concentracion relativamente alta de AGPI,

particularmente omega-3 y omega-6 (Timilsena et al., 2017).

Tabla 2. 8. Caracteristicas fisicoquimicas de aceite de chia.

Parametros Valores
indice de refraccion (40 °C) 1,48
Gravedad especifica (25 °C) 0,93
Viscosidad a 40 ° C (mPa.s) 41,5
indice de acidez (mg de KOH / g de aceite) 2,54
pH 5,41
Acidez titulable (g acido oleico / g de aceite) 0,96
indice de saponificacion (mg de KOH / g de aceite) 197
indice de yodo (g 12/ 100 g de aceite) 204
indice de peroxido (meq Oz / kg de aceite) 4,33
Materia insaponificable (%) 1,12
Color L* 67,48
a* -6,56
b* 28,27

Fuente:Adaptado de Timilsena et al. (2017).

La viscosidad del aceite de chia es mayor al aceite de soja (31,61) y de girasol (33,01). El
pH es mas alto que el del aceite de girasol (4,27) y aceite de soja (4,07) (Volli y Purkait,
2014). El indice de acidez oscila entre 0,7 y 1,6 (Dgbrowski et al., 2017; Ixtaina et al.,
2011a), siendo generalmente superior al del aceite de soya (0,56) y girasol (0,99), y algo
inferior al de sésamo (2,12) (Volli y Purkait, 2014). El valor de indice de peroxido del
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aceite de chia oscila entre 0,7 a 1 (Guiotto et al., 2014; Ixtaina et al., 2011b); Martinez
et al., 2012), inferior al de aceite de girasol 1,5 (Guiotto et al., 2014).

Dentro del espacio de color CIE L*a*b*, el color del aceite de chia es diferente a otros
aceites vegetales; tiene un valor de b* mas alto que el de los aceites vegetales
posiblemente debido a la presencia de un mayor contenido de sustancias carotenoides
(Timilsena et al., 2017).

2.3. Aceites esenciales

Los aceites esenciales (AEs) son compuestos volatiles, naturales y complejos,
caracterizados por un fuerte olor y estdn formados por metabolitos secundarios de las
plantas (Albayrak y Aksoy, 2012). Los AEs se pueden obtener a partir de flores, brotes,
semillas, hojas, ramas, cortezas, madera, frutos y raices (Burt, 2004) mediante diferentes
métodos como destilacion de agua, destilacion de agua y vapor o destilacion de vapor,
maceracion y “enfleurage”, prensado en frio y extraccion con solventes o fluidos
supercriticos. La denominacién de los AEs se relaciona habitualmente con el nombre de
la planta de la que proceden y el olor es similar al de la parte de la planta de la que se
obtiene, aunque el aroma es generalmente més intenso (Rios, 2016).

Por otro lado la Organizacion Internacional de Normalizacion (ISO) ha definido a los
aceites esenciales como el producto obtenido de una materia prima natural de origen
vegetal, por destilacion con vapor de agua, mediante procesos mecanicos del epicarpio
de citricos o por destilacion seca, después de la separacion de la fase acuosa -si es que la
hubo- por procesos fisicos, especificando que el aceite esencial puede someterse a
tratamientos fisicos que no producen cambios significativos en su composicion (1SO,
2013).

Ademas los AEs son compuestos reconocidos generalmente como seguros (GRAS, por
sus siglas en ingles) (Jayasena y Jo, 2013), y sus componentes como sustancias
aromatizantes, de acuerdo con la Decision de la Comision Europea 2002/113/CE

(Comisidén Europea, 2002; Ramos et al., 2014).



Capitulo Il 35

2.3.1.Composicion de los aceites esenciales

Los AEs son mezclas de mas de 200 constituyentes y se agrupan basicamente en dos
fracciones: volétiles y no volatiles. Alrededor del 90-95% del AE total est4 constituido
por una fraccion volatil que como grupo principal contiene terpenos y terpenoides, los
cuales se pueden subdividir en alcoholes, esteres, aldehidos, cetonas, éteres y fenoles,
mientras que el otro grupo consiste en compuestos aromaticos, los fenilpropanoides. Por
otro lado, el residuo no volatil constituye aproximadamente el 5-10% del aceite total, que
contiene principalmente hidrocarburos, acidos grasos, esteroles, carotenoides, ceras,
cumarinas y flavonoides (Adelakun et al., 2016; Jayasena y Jo, 2013).

2.3.1.1. Terpenos

Los terpenos son las moléculas més representativas de los AEs y constituyen el 90% de
estos. Los terpenos son hidrocarburos formados por varias unidades de isopreno, de
férmula molecular (CsHs)n, 0 CH2=C(CH3)—~CH=CH2 (para n=1), y los terpenos que
contienen oxigeno se denominan terpenoides (Gayan et al., 2012; Jayasena y Jo, 2013).

Los terpenos se clasifican segun el nimero de unidades de isopreno, como monoterpenos,
sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos y tetraterpenos con 2, 3, 4, 6 y 8 unidades de
isopreno, respectivamente (Rios, 2016). Segun los grupos funcionales que tengan pueden
ser alcoholes (mentol, linalool), fenoles (timol, carvacrol), aldehidos (geranial, citral),
cetonas (alcanfor, carvona), ésteres (acetato de linalilo, acetato de citronelilo), éteres (1,8-
cineol), peroxidos (ascaridol) y carburos (limoneno, p-cimeno, y-terpineno) (Asbahani
et al., 2015; Dimay Dima, 2015; Gayan et al., 2012; Pavela, 2015).

Los principales componentes de los AEs estan formados por mono y sesquiterpenos
(Rios, 2016).

Los monoterpenos, se pueden dividir en tres subgrupos, aciclicos, monociclicos y
biciclicos con modificaciones quimicas por adicién (oxidacion) o eliminacion (reduccion)
de dobles enlaces y/o por la adicion de oxigeno para formar alcoholes (-OH), cetonas (-
CO), aldehidos (-CHOQ) y ésteres (-OCO-) (Zachariah y Leela, 2006). En la Figura 2.3, se

presentan ejemplos de este tipo de compuestos.

Los sesquiterpenos, al poseer cinco carbonos mas que los monoterpenos, tienen un
potencial mucho mayor para la diversidad estructural y estereoquimica. Los

sesquiterpenos forman la mayor clase de terpenoides, son menos volatiles y tienen menos
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propiedades organolépticas directas que los monoterpenos, aunque son una parte
importante de la mayoria de los aceites esenciales que influyen sutilmente en el olor

(Zachariah y Leela, 2006). Ejemplos de sesquiterpenos se presentan en la Figura 2. 4.
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Figura 2. 3. Férmula estructural de monoterpenos alifaticos, hidrocarbonados y
oxigenados. Fuente: Rios (2016).
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Figura 2. 4. Férmula estructural de sesquiterpenos alifaticos, mono y biciclicos,
hidrocarbonados y oxigenados. Fuente: Rios (2016).

2.3.1.2. Fenilpropanoides

Los fenilpropanoides se consideran la segunda clase mas grande de volatiles de las plantas
después de los terpenoides. Esta clase de compuestos se deriva principalmente de la
fenilalanina (Sun et al., 2016).

Los compuestos fendlicos y polifendlicos son metabolitos secundarios que se producen
en las plantas a través de aminoacidos aromaticos como la fenilalanina y, en menor
medida, la tirosina y se da por la via del acido shikimico (Shahidi, 2015). Se dividen en
varios grupos y se basan en el nimero de &tomos de carbono constitutivos, en conjuncién
con la estructura del esqueleto fendlico basico (Adelakun et al., 2016). El esqueleto de
los fenilpropanos consta de un anillo aromatico de 6 carbonos con cadena lateral de 3
carbonos. La cadena lateral siempre contiene un doble enlace, pero sélo ocasionalmente
un grupo funcional (por ejemplo, cinamaldehido en aceite esencial de canela). Los anillos
aromaticos pueden estar sustituidos con hasta cuatro atomos de oxigeno, que luego se
modifican mediante la adicion de un anillo metilendioxi (Zachariah y Leela, 2006), en la

Figura 2. 5 se presentan ejemplos de fenilrpopanoides.
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Figura 2. 5. Férmula estructural de fenilpropanos, con cadena lateral unida o no a un
grupo funcional. Fuente: Rios (2016).

2.3.2.Componentes activos

En general, las propiedades de los extractos de plantas como antioxidantes y eliminadoras
de radicales se asocian con la presencia de compuestos fendlicos que poseen la capacidad
de donar hidrogeno al radical (Albayrak y Aksoy, 2012). Por otro lado, la bioactividad o
actividad antimicrobiana de los AEs se atribuye generalmente a los compuestos fendlicos
gue son capaces de entrar en la capa lipidica de la membrana de los microorganismos y
alterar su fluidez, ademéas de causar una fuga de los constituyentes intracelulares y la

disipacion del gradiente de H* transmembrana (Bevilacqua et al., 2012).

Las caracteristicas y propiedades de los compuestos activos de los AE utilizados en esta
tesis son el carvacrol, el timol y el eugenol. El carvacrol y el timol son de naturaleza
monoterpénica que contiene funciones de metilo e isopropilo en posicion para en un
anillo de fenol, teniendo como Unica diferencia en su formula la posicion del grupo
hidroxilo (Baser, 2008). Estos compuestos son isomeros y exhiben actividades
antibacterianas, antifingicas, antivirales, antitumorales y antiinflamatorias. También
actian como antioxidantes, captadores de radicales libres y agentes antilipidos

peroxidantes (Beena et al., 2013).

El carvacrol (5-isopropil-2-metilfenol) con formula (C10H140), sinénimos: isopropil- o-
cresol, p-cimen-2-ol, 2-hidroxi-p-cimeno, 2-metil-5-[1-metiletil]-fenol e iso-timol (De
Vincenzi et al., 2004). Es un isoprenil fenol con una elevada actividad antimicrobiana,

especialmente por su caracter hidrofobo, que le permite acumularse en la membrana
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celular y por su capacidad de formar enlaces hidrogeno y liberar protones que causan un
cambio conformacional de la membrana, que produce la muerte celular (Ben Arfa et al.,
2006). En su actividad antimicrobiana es esencial su estructura quimica con la presencia

del grupo hidroxilo y un sistema de electrones deslocalizados (Cacciatore et al., 2015).

El timol (2-isopropil-5-metilfenol) es un fenol monoterpeno, conocido también como
hidroxi cimeno. El timol se biosintetiza por la aromatizacion del y-terpineno a p-cimeno,
seguido de la hidroxilacion de p-cimeno (Marchese etal., 2016). Su efectividad
antioxidante se basa en la viabilidad de donar rapidamente el atomo de hidrdgeno
fendlico, formando asi radicales mas estables. Estos antioxidantes primarios eliminan los
radicales libres reactivos de alquilo, alcoxi o peroxilo, lo que conduce a una estabilidad

elevada del producto que los contiene (Turek y Stintzing, 2013).

El eugenol (4-alil-2-metoxifenol) con formula (Ci0H1202) (Alma et al., 2007), es un
metoxifenol, que posee un grupo hidroxilo libre, pero el sistema deslocalizado es
diferente al del carvacrol debido a la presencia de los grupos metoxilo. Se comercializa
como un liquido incoloro a ligeramente amarillento, y se encuentra en los AEs como
canelay clavo (Ben Arfa et al., 2006; Chatterjee y Bhattacharjee, 2013).

El modo de accion antibacteriana del eugenol es a través de la disrupcidn de la membrana
citoplasmica, con incremento de su permeabilidad; la naturaleza hidréfoba del eugenol,
al igual que el carvacrol, le permite penetrar la membrana celular bacteriana y alterar la
estructura celular, lo que posteriormente provoca la fuga de componentes intracelulares
(Devi et al., 2010). El eugenol también tiene elevada actividad antioxidante, pues tiene la
capacidad de reaccionar con los radicales libres e hidroxilos, transformandolos en formas
mas estables (Ahmad Mir et al., 2017; Kaufman, 2015).

2.3.3. Propiedades antimicrobianas

La actividad antimicrobiana de los AEs no puede explicarse por un solo mecanismo
especifico sino por el efecto combinado de los diferentes componentes. Por sus
mecanismos de accion, los AEs son generalmente mas activos frente a microorganismos

Gram-positivos que frente a los Gram-negativos (Corrales, Fernandez y Han, 2014).

La accioén inhibitoria de los compuestos aromaticos esta, en la mayoria de los casos,
relacionada con la hidrofobicidad, que esta directamente correlacionada con el logP (Ben

Arfa et al., 2006), que se define como el logaritmo del coeficiente de particion, es una
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medida de la solubilidad diferencial de un compuesto en dos disolventes inmiscibles. El
sistema solvente mas utilizado es el octanol/agua (Karcher y Devillers, 1990). Cuando
uno de los disolventes es agua y el otro es un disolvente no polar, el valor de log P es una
medida de lipofilicidad o hidrofobicidad (Comer y Tam, 2001).

Generalmente, los compuestos mas hidréfobos son los mas tdxicos y la membrana
citoplasmica suele ser el sitio primario de accion toxica. Las interacciones entre los
compuestos antimicrobianos y la membrana celular afectan tanto al ordenamiento de
lipidos como a la estabilidad de la bicapa, lo que resulta en una disminucion de la
integridad de la membrana y un aumento del flujo pasivo de protones a través de esta
(Ben Arfa et al., 2006).

Los componentes fendlicos de los AEs son los principales responsables de sus
propiedades antibacterianas (Burt, 2004). La funcion hidroxilo libre en los compuestos
fenolicos y la presencia de un sistema de electrones deslocalizados, permitiria que los
compuestos actlen como intercambiadores de protones, reduciendo los gradientes de
iones H" y K" a través de la membrana citoplasmatica; permitiendo la fuga de
constituyentes celulares vitales de los sistemas microbianos, produciendo un
desequilibrio del agua, el agotamiento de la concentracién de ATP intracelular, lo que
finalmente conduce a la muerte celular (Ben Arfa et al., 2006; Prakash et al., 2015). La
importancia del grupo hidroxilo en la estructura fendlica fue confirmada por la mayor
actividad antimicrobiana cuando se compard carvacrol o eugenol con su respectivo éter
metilico; de esta forma, la actividad antimicrobiana de los miembros de los géneros
Thymus y Origanum, Ocimum basilicum L. y Cinnamomum zeylanicum Breyne se
asocian principalmente a la presencia de timol, carvacrol, eugenol y cinamaldehido,

respectivamente (Sharifi-Rad et al., 2017).
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Figura 2. 6. Lugares y mecanismos de accion de los componentes de los AEs en la célula
bacteriana: degradacion de la pared celular, dafio a la membrana citoplasmatica, dafio a
las proteinas de membrana, pérdida de constituyentes celulares, coagulacién del
citoplasma y alteracion de la fuerza motriz del proton. Fuente: Burt (2004).

Como se observa en la (Figura 2. 6), los mecanismos de accion de los AEs inciden sobre
diferentes estructuras de la célula microbiana: 1) degradacion de la pared celular; 2)
afectacion de la bicapa fosfolipidica de la membrana citoplasmatica, tanto en la
organizacion de los lipidos como la estabilidad de la bicapa; 3) dafio a las proteinas de la
membrana, dando lugar a una mayor permeabilidad de la membrana celular y un aumento
del flujo pasivo protdnico, generando la pérdida de constituyentes celulares; 4) alteracién
de la fuerza motriz de los protones, del flujo de electrones y del transporte activo; y 5)
coagulacion del contenido de las células. Ademas, estos aceites pueden afectar a una
variedad de sistemas enzimaticos incluyendo las enzimas involucradas en la regulacién
energética y de sintesis de componentes estructurales e inactivar o destruir material
genético (Ben Arfa et al., 2006; Jayasena y Jo, 2013). La inhibicién del crecimiento
bacteriano puede ser causada por interacciones aditivas, sinérgicas o antagonistas entre
los componentes fitoquimicos de los AEs, incluso a bajas concentraciones (Adelakun
et al., 2016).
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2.3.4.Propiedades antioxidantes

La actividad antioxidante de los AEs es otra propiedad bioldgica de gran interés, ya que
pueden preservar los alimentos de los efectos toxicos de los oxidantes (Miguel, 2010a).
En general, las propiedades antioxidantes y eliminadoras de radicales de los extractos de
plantas se asocian con la presencia de compuestos fenolicos que poseen la capacidad de
donar hidroégeno al radical. Un gran numero de compuestos fendlicos simples, pueden
actuar como antioxidantes; sin embargo, su propiedad antioxidante depende de algunos
prerrequisitos estructurales importantes, en particular del nimero y la disposicion de los
grupos hidroxilo, del grado de conjugacion estructural y la presencia de donantes y

receptores de electrones subsistentes en la estructura del anillo (Albayrak y Aksoy, 2012).

Javan y Javan (2014) sugieren dos vias posibles de reaccion a través de las cuales los
compuestos fenolicos pueden eliminar los radicales libres, en primer lugar, mediante la
rapida donacion del &tomo de hidrégeno a una forma radical, formando un nuevo radical,
mas estable que el inicial (mecanismo que conduce a la ruptura directa del enlace O-H).

ROH + OH®*» RO* + *HOH (1)

En segundo lugar, por el mecanismo de rotura de cadena, mediante el cual el antioxidante
primario dona un electrdén al radical libre presente en el sistema (por ejemplo, lipido u
otro radical), dando lugar a una abstraccion indirecta de H.

ROH + OH®*» RO*"+ OH »RO*® + HOH (2)

Cualquiera que sea el mecanismo implicado, los radicales formados necesitan ser
relativamente estables, de modo que las reacciones 1y 2 podrian ser termodindmicamente
favorables, en el sentido de que es mas facil eliminar un atomo de hidrogeno de R-OH
que de H-OH, y reacciona lentamente con otras moléculas, sin tener efectos toxicos como

es el estrés oxidativo.

Por lo tanto, y en funcién de su modo de accidn, los antioxidantes pueden clasificarse
como primarios y secundarios o co-antioxidantes. Los antioxidantes primarios son
capaces de donar un atomo de hidrégeno rapidamente a un radical lipidico, formando un
nuevo radical, que es més estable. Los antioxidantes secundarios reaccionan con los
radicales iniciadores (o inhiben las enzimas iniciadoras), o reducen el nivel de oxigeno

(sin generar especies radicales reactivas) (Miguel, 2010a).

Por otro lado, componentes terpenoides no fenolicos comunes en los AEs como el

limoneno, linalool y citral, reaccionan con los radicales peroxilo del cumeno con
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constantes de velocidad bastante bajas en comparacion a los antioxidantes fendlicos
(Baschieri et al., 2017).

2.3.5. Aplicacion de los aceites esenciales

Los AEs se han utilizado desde la antigiedad en los alimentos, la agricultura y la
medicina; con diferentes fines, como antimicrobianos, como agentes aromatizantes, como
insecticidas y en aplicaciones cosméticas (Sultanbawa, 2016). En la industria alimentaria
pueden tener posibles aplicaciones: como saborizantes en bebidas carbonatadas y
refrescos citricos; como constituyentes de envases con actividad antimicrobiana
(Adelakun et al., 2016). A este respecto, se han realizado estudios en los que se propone
el uso de AEs para mejorar la vida util de la carne en uso combinado con nisina, biofilm
0 envasado al vacio; en pescado, frutas y vegetales en uso combinado con envasado en
atmosfera modificada o biofilm; y en productos alimenticios a base de cereales en uso
combinado con un envasado en atmosfera modificada (Dini, 2016); como constituyentes
de envases y peliculas comestibles a base de caseinato de sodio como protectores de la
oxidacion del aceite de girasol (Atarés et al., 2010); como agentes antimicrobianos para
la conservacion de alimentos y bebidas en forma de nanoemulsiones (Sugumar et al.,
2016); como repelente frente a varias especies de insectos y otros tipos de artropodos, en
productos alimenticios como granos almacenados, frutas y otros materiales celulésicos
vulnerables a la infestacion por diversas plagas. Para ello se mezclan con materiales
fijadores con el fin de incrementar el tiempo de efectividad, ya que disminuye su tasa de
volatilidad (Adelakun et al., 2016).

2.4. Emulsiones

Una emulsién es una dispersion de un liquido (la fase dispersa, discontinua o interna)
como pequefas gotitas esféricas en otro liquido inmiscible circundante (la fase continua
0 externa), generalmente aceite y agua (Dickinson, 2009). Las emulsiones se clasifican
tipicamente segun la distribucion espacial de las fases de aceite y agua entre si. Los dos
tipos principales de emulsiones son aceite en agua (O/W) y agua en aceite (W/O)
(McClements, 2010). Las emulsiones alimentarias del tipo O/W serian la leche, la crema,
los aderezos, la mayonesa, las sopas, las salsas y las bebidas lacteas. Ejemplos del tipo
W/O son la mantequilla y la margarina (Berton-Carabin y Schroén, 2015). Hay
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emulsiones mas complejas que constan de tres 0 mas fases, son las emulsiones multiples.
Los dos tipos principales son, emulsiones dobles de agua en aceite en agua (W1/O/W2)
y aceite en agua en aceite (O1/W/0O2), que son mas adecuadas que las simples para

encapsular compuestos (Tatar et al., 2017).

2.4.1.Formacion de la emulsion

Para crear una emulsion normalmente se requiere energia para aplicar fuerzas de cizalla
que dividan la fase dispersa en pequefias gotas en la fase continua, dando como resultado
un aumento en el area interfacial del sistema. La barrera de energia para esta expansion
de superficie es la energia interfacial libre o tension interfacial, cuya reduccion se
consigue mediante el uso de emulsionantes que se adsorben en la interfase y alteran los
enlaces de hidrogeno entre las moléculas de agua (Wilde, 2009). La ruptura de gotas se
produce en distintas etapas, la deformacion y ruptura de las gotas, seguida por la
estabilizacion desde la adsorcion de emulsionantes a la interfase recién producida. Si la
interfase no se estabiliza antes de que otra gota colisione con ella, las gotas pueden unirse

y formar una de mayor tamafio (Lee et al., 2013).

La presion de Laplace (APL), es responsable de mantener la forma esférica de la gota, y
esta determinada por la ecuacion: APL= 2y/r; donde APLaumenta si el tamafio de la gota
(r: radio) disminuye, por lo que para deformar las gotitas mas pequefias se debe usar una
mayor energia en el proceso de formacion de la emulsién. Por otro lado, AP tiende a
decrecer con la disminucion de la tension interfacial (y), por lo que la adicion de
tensioactivos y emulsionantes disminuye la cantidad de energia necesaria para la

formacion de emulsiones (Santana et al., 2013).

La homogeneizacion o emulsificacion es el proceso de convertir dos liquidos inmiscibles
en una emulsion, por extensién, los dispositivos mecanicos utilizados en esta operacion
se denominan homogeneizadores (Pichot, 2010). La formacion de un tipo particular de
emulsion alimentaria puede implicar el uso de una homogeneizacion primaria,
directamente a partir de dos liquidos inmiscibles, utilizando un tipo de homogeneizador
primario como un mezclador de alto cizallamiento y una homogeneizacion secundaria de
la emulsion preexistente, utilizando otro tipo de homogeneizador como el de valvulas de
alta presion (McClements, 2016) (Figura 2. 7).
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Figura 2. 7. Etapas de formacién de una emulsion. Fuente: McClements (2016).

2.4.2. Dispositivos de homogeneizacion

Se dispone de una gran una variedad de homogeneizadores diferentes, basados en
procesos mecanicos como los sistemas de rotor-estator, los homogeneizadores de valvula
de alta presion, de ultrasonidos y de membrana (Schubert et al., 2009). En muchas
aplicaciones, se combinan dos técnicas, por ejemplo, el rotor-estator o dispersor de alta
cizalla y el homogeneizador de alta presién o de ultrasonido (Turchiuli et al., 2013). La
eleccion de un tipo particular de homogeneizador y de las condiciones de operacién
utilizadas, depende de las caracteristicas de los materiales que se homogeneizan
(viscosidad, tensién interfacial o sensibilidad al cizallamiento) y de las propiedades
finales requeridas de la emulsion (concentracion y tamafo de las gotas, viscosidad)
(McClements, 2010).

2.4.2.1. Sistemas de rotor-estator

Los dispositivos rotor-estator consisten en un disco estatico (estator) y un disco giratorio
(rotor), donde todos los ingredientes se mezclan a altas velocidades de rotacion, entre
1000 y 25000 rpm (Santana et al., 2013). El fluido, al entrar en el centro del sistema, se
acelera por la accion del rotor, sometiéndolo a altas fuerzas tangenciales. Luego sale a
través de las aberturas radiales del rotor hasta el espacio entre el rotor y el estator donde
surgen altas fuerzas de corte y flujo turbulento, permitiendo la disrupcion de las gotitas
(Turchiuli et al., 2013) (Figura 2. 8). La eficacia del mezclador depende de su capacidad

para recircular la mezcla a través del recipiente y, por lo tanto, de su disefio. El tamafio
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de las gotas de la emulsion esta en funcion de la velocidad de rotacién y/o el tiempo de
emulsificacion (Pichot, 2010), siendo del orden de 1 a 2 um de diametro (Friberg et al.,
2004; Santana et al., 2013).
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Figura 2. 8. Principio de formacion de la emulsidn en dispersores rotor-estator. Fuente:
Adaptado de Balcdo et al. (2015) y Turchiuli et al. (2013).

2.4.2.2. Homogeneizadores de valvula de alta presion

En los homogeneizadores de alta presion el fluido denominado emulsion gruesa, es
forzado, con una bomba de desplazamiento positivo, a través de un pequefio orificio entre
la valvula y el asiento (Figura 2. 9), finalmente el fluido sale del homogeneizador a baja
velocidad y a presion atmosférica. La presion de funcionamiento se controla ajustando la

distancia entre la valvula y el asiento (Friberg et al., 2004).

El gradiente de presion resultante entre la entrada y la salida de la valvula genera intensas
fuerzas de corte y tension extensional a través del espacio de la valvula. La energia
cinética, generada por la energia de presion aplicada, es responsable de la disrupcion de
las particulas en el rango submicrométrico (Santana et al., 2013). En este proceso de alta
presion, la emulsificacion es causada por turbulencia, efectos de cavitacion y fuerzas de

alto cizallamiento (Balcéo et al., 2015).

Ademas de la presion, otros pardmetros operativos como la temperatura, el nimero de
pases, el disefio de la valvula y el impacto y el caudal, también podrian afectar la
eficiencia de los homogeneizadores de alta presion (Su, 2008). El efluente del
homogeneizador normalmente se enfria para minimizar el dafio térmico al producto
causado por el calor de friccion generado debido a la alta velocidad del fluido que eleva
la temperatura del producto entre 2,0 y 2,5 °C por 10 MPa (Diels y Michiels, 2006).
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Figura 2. 9. Esquema de homogeneizador de valvulas de alta presion. Fuente:
McClements (2016).

En la industria lactea, el producto puede pasar a través de una segunda valvula, ya que,
aunque la mayor parte de la reduccion del globulo graso se lleva a cabo en la primera
etapa, existe una tendencia al agrupamiento de los glébulos de grasa debido a la cobertura
superficial incompleta de la proteina y la valvula de la segunda etapa permite la
separacion de esos grupos en glébulos grasos individuales (Goff, 2013).

Desde que en el afio 1900 Auguste Gaulin present6 la homogeneizacidn para su aplicacion
en la industria lactea (Diels y Michiels, 2006; Donsi et al., 2009; Hayes y Kelly, 2003;
Patrignani y Lanciotti, 2016), utilizando presiones de hasta 30 MPa, la homogeneizacion
convencional extendid el rango de presion hasta 50 MPa (Dong et al., 2015; Martinez-
Monteagudo et al., 2016; Patrignani y Lanciotti, 2016), o entre ~20-60 MPa (Dumay
et al., 2013). Actuamente se cuentan con homogenizadores que trabajan a 150-200 MPa
y se denominan de alta presion u homogeneizacion a ultra alta presion (UHPH) cuando
la presion es de 200-400 MPa (Dong etal., 2015; Dumay etal., 2013; Martinez-
Monteagudo et al., 2016; Patrignani y Lanciotti, 2016). La principal diferencia entre estas
tecnologias es la presion del proceso, que esta en funcion de la geometria de la valvula,
el tamafio de la abertura y la velocidad de flujo (Martinez-Monteagudo et al., 2016). La

tecnologia de homogeneizacidn a alta presion, tiene una geometria de camara de reaccion
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diferente que puede soportar presiones 10 a 15 veces mas altas que los homogeneizadores
clasicos (Diels y Michiels, 2006). La diferencia en el tamafio de gota se relaciona
directamente con la densidad de energia, asi cuanto mayor es la densidad de energia, mas

pequerias son las gotas (Su, 2008).

2.4.3. Emulsificantes o emulsionantes

Los emulsionantes son moléculas de superficie activa que se absorben en la superficie de
gotitas recién formadas durante la homogeneizacion, formando una membrana protectora,
que evita que las gotas se acerquen lo suficiente como para agruparse (O’ Dwyer et al.,
2013; Piorkowski y McClements, 2013). Los emulsionantes son sustancias que poseen
dos grupos distintos en la misma molécula, un grupo hidrofébico y un grupo hidrofilico;
por lo que se denominan moléculas anfifilicas, las cuales disminuyen la tension interfacial

y, por lo tanto, facilitan la disrupcion de las gotitas (Balcdo et al., 2015).

Generalmente, se distinguen dos categorias principales de emulsionantes, los
emulsionantes de bajo peso molecular (LMWE) y los biopolimeros anfifilicos. Los
LMWE, como los monoacilgliceroles y polisorbatos, constan de una cabeza hidrofilica y
una cola hidrofébica, que generalmente contiene al menos una cadena de acilo. Los
biopolimeros anfifilicos utilizados como emulsionantes alimenticios estan constituidos

principalmente por proteinas (Berton-Carabin y Schroén, 2015).

Un sistema emulsionante eficaz debe cumplir una serie de criterios para evitar la
coalescencia de las gotas y garantizar una buena estabilidad de la emulsion: (1) debe estar
presente en una concentracion suficiente para cubrir toda la superficie de aceite-agua
formada; (2) debe recubrir rapidamente la superficie de las gotas formadas, antes que
éstas colisionen entre si; y (3) las moléculas emulsionantes adsorbidas deben formar un
revestimiento que evite que las gotas se acerquen y se fusionen (Pittia y Gharsallaoui,
2015); asi el tamafio de las gotitas producidas durante la homogeneizacion también

depende de las caracteristicas del emulsionante (McClements, 2016).

Para conferir estabilidad a largo plazo, este polimero debe estar presente a una
concentracion suficiente para cubrir completamente la interfase aceite-agua y debe
permanecer permanentemente unido a la superficie, con al menos una parte de la molécula
que sobresale de la superficie en el medio acuoso. La estabilizacion estérica se

complementa, cada vez mas, con la estabilizacion electrostatica en emulsiones que
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contienen proteinas adsorbidas a valores de pH muy alejados del punto isoeléctrico (pl)
de la proteina (Dickinson, 2009).

2.4.3.1. Caseinato de sodio

Ciertas proteinas activas en la superficie se usan como emulsionantes debido a su
capacidad para absorberse en una interfase, ayudar a la formacion de la emulsion, reducir
la tension superficial, proporcionar una capa viscoelastica, mejorar la estabilidad, repeler
los metales de transicién de las gotas de lipidos y producir propiedades fisicoquimicas
deseables durante el procesamiento, almacenamiento y utilizacion de la emulsion (O’
Dwyer et al., 2013).

Los caseinatos son considerados buenos emulsificantes porque son hidrosolubles, tienen
cadenas parcialmente extendidas y un alto grado de separacion entre cadenas hidrdfilas e
hidréfobas (Cretu et al., 2009). El caseinato de sodio (NaCas) es ampliamente utilizado
como emulsionante (Farfan et al., 2015). Se produce por precipitacion de la leche a una
acidez proxima al punto isoeléctrico de la caseina (pl a pH 4,6), seguida de la
neutralizacion del precipitado con hidréxido sodico (Ritzoulis et al., 2015). Deriva de la
caseina micelar que estd compuesta por cuatro proteinas principales (asi, oas2, f y k
caseina), la as1 y P caseina constituyen la mayor fraccion de la proteina y son las
principales responsables de la propiedad emulsionante de NaCas (Sharma et al., 2017),
gue a su vez esta relacionada con su alto contenido de aminoacidos hidréfobos, tales como
la prolina, tirosina y triptfano, lo que la convierte en un blogue copolimero anfifilico
natural (Pan et al., 2014). EIl caseinato de sodio se dispersa en medios acuosos de pH

neutro formando particulas de 20-50 nm (Ritzoulis et al., 2015).

2.4.4.Estabilidad de la emulsién

La estabilidad de una emulsion es la capacidad que tiene para resistir cambios en sus
propiedades a lo largo del tiempo. Una emulsion estable es aquella en la que las gotitas
de la fase dispersa permanecen suficientemente pequefias y bien separadas, de modo que
el movimiento browniano las mantiene uniformemente dispersas a lo largo de la fase
continua (Dickinson, 2009).

Una emulsién puede volverse inestable debido a diferentes tipos de procesos fisicos y
quimicos. La inestabilidad fisica da lugar a una alteracion en la distribucion espacial o en

la organizacion estructural de las moléculas, mientras que la inestabilidad quimica
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produce una alteracion en el tipo de moléculas presentes. EI cremado, floculacién,
coalescencia, coalescencia parcial, inversion de fase y maduracion de Ostwald son
ejemplos de inestabilidad fisica, mientras que la oxidacién y la hidrolisis son ejemplos

comunes de inestabilidad quimica de las emulsiones (McClements, 2016).

2.4.4.1. Estabilidad fisica de las emulsiones

Para la mayoria de las emulsiones alimenticias, la estabilidad fisica a largo plazo es critica
(Liang etal., 2014). La separacion de las emulsiones puede ocurrir por diversos
mecanismos, como se ilustra en la (Figura 2. 10). EI cremado, la agregacion (floculacion
y coagulacion), la maduracion de Ostwald y la coalescencia son los mecanismos

responsables de la desestabilizacion de la emulsién (Petrut et al., 2016).
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Figura 2. 10. Representacion esquematica de una emulsion O/W (a) y de los procesos de
inestabilidad que ocurren como el cremado (b), sedimentacion (c), floculacion (d),
coalescencia (e), y maduracion de Ostwald (f), que conducen a la separacion completa
(9). Fuente: Adaptado de Balcéo et al. (2015).

El cremado/sedimentacion ocurre por la diferencia de densidad entre la fase dispersa y
continua (Silset, 2008), forzando el paso de la fase menos densa a la parte superior de la
emulsion. La velocidad Vs de cremado de una gotita con radio r en un fluido de viscosidad

1c es estimado por la ley de Stokes:
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donde g es la aceleracion debida a la gravedad y Ap es la diferencia de densidad entre la
gotita y la fase continua (Wilde, 2009; Fredrick et al., 2010). El cremado se puede reducir
disminuyendo el tamafio de las gotitas, minimizando la diferencia de densidad entre las
fases dispersa y continua o aumentando la viscosidad de la fase continua, prolongando

asi la vida util de la emulsion (Wilde, 2009).

La floculacion es el proceso mediante el cual dos 0 mas gotitas se unen entre si, para
formar un agregado, en el que las gotitas conservan su integridad individual. Es el
resultado del desequilibrio entre las fuerzas atractivas y repulsivas entre las gotitas, dando
como resultado una fuerza de atraccion neta. Puede ser causado por varios mecanismos,
siendo el méas comun a través de fuerzas electrostaticas (Wilde, 2009; McClements,
2016). La floculacion de las gotitas puede ser ventajosa o perjudicial para la calidad de la
emulsion, dependiendo de la naturaleza del producto alimenticio. Por lo general, se
considera como un fendmeno de inestabilidad, ya que acelera la velocidad de separacién
gravitatoria de las emulsiones diluidas, reduciendo su vida util, provoca un aumento
pronunciado en la viscosidad de la emulsion, e incluso puede conducir a la formacion de
un gel. En otros productos, la posibilidad de crear una red de fléculos de manera
controlada puede ser ventajosa para modificar o controlar la textura y hacerla mas
deseable (Pichot, 2010).

La coalescencia puede ocurrir si dos gotas estan muy cerca durante cierto tiempo, ya sea
por agregacién o en una capa de crema. Generalmente, una pelicula muy delgada de la
fase continua impide el contacto aceite-aceite, sin embargo, esta pelicula puede romperse
espontaneamente, si el didmetro de la pelicula es mayor la pelicula es mas delgada y por
tanto menor sera la tension interfacial de aceite-agua. Tan pronto como la pelicula se
rompe, las dos gotas se unen para formar una gota mas grande. Ello se debe a que
localmente la presion de Laplace es bastante alta, de forma que el aceite fluira a lugares
donde la presion es menor, por lo que adopta una forma esférica, que produce una presién

de Laplace lo més baja posible (Fredrick et al., 2010).

El cremado, la sedimentacion y la floculacion son todos fendmenos reversibles mediante
la aplicacion de alto cizallamiento. Un fendmeno mucho més severo e irreversible es la

coalescencia, un proceso en el que las gotas se fusionan entre si (Silset, 2008). El
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cremado, la floculacién y la coalescencia pueden tener lugar en paralelo o en secuencia
en cada emulsion. Todos ellos conducen finalmente a la descomposicion de la emulsion
y la separacion de fases, por lo que es esencial distinguir estos procesos y aprender a
controlarlos (Su, 2008).

La maduracion de Ostwald ocurre cuando la fase oleosa tiene una solubilidad apreciable
dentro de la fase acuosa, es el crecimiento de grandes gotas de aceite a expensas de
pequerias gotas. Este proceso hace que las gotitas mas pequefias se contraigan y las méas
grandes crezcan, dando lugar, con el tiempo, a un aumento total neto en el tamafio medio
de las gotitas. La maduracion de Ostwald es normalmente despreciable en emulsiones
alimentarias que contienen triacilgliceroles de cadena larga en la fase oleosa, como aceite
de maiz y de girasol, debido a que la solubilidad mutua de estos triacilgliceroles y agua
es tan baja que la tasa de transporte de masa es insignificante. Sin embargo, es importante
en las emulsiones O/W que contienen mas fases de aceite solubles en agua, por ejemplo,
triacilgliceroles de cadena corta y de aceites esenciales (Chang et al., 2012; Li et al.,
2009).

2.4.4.2. Estabilidad quimica de las emulsiones

Existen muchos tipos de reacciones quimicas o bioquimicas que pueden tener efectos
adversos sobre la calidad de las emulsiones alimentarias, produciendo por ejemplo
atenuacion del color, pérdida del sabor, oxidacién de lipidos e hidrélisis de los
biopolimeros (McClements, 2016).

Las enzimas pueden utilizarse para modificar los biopolimeros utilizados como
estabilizantes o emulsionantes, de manera que aumenten su estabilidad al pH, la sal y la
temperatura; incrementando la funcionalidad de las emulsiones utilizadas cominmente
como vehiculos de ingredientes funcionales (Zeeb et al., 2014). Ademas, uno de los
cambios quimicos mas importantes que ocurren en las grasas y aceites es la lipdlisis,
proceso en el que los enlaces éster de estos compuestos son hidrolizados por ciertas
enzimas, 0 por una combinacion de temperatura y humedad. El resultado de la lipdlisis
es la liberacion de &cidos grasos libres, que pueden ser perjudiciales para la calidad de los
alimentos, porque conduce a la generacidn de sabores y olores desagradables, lo que se

conoce como "rancidez hidrolitica" (McClements, 2016).
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Las emulsiones alimentarias pueden contener aditivos para mejorar sus atributos
sensoriales, incluyendo sabor y color. Muchos de estos aditivos son susceptibles a la
degradacion quimica que puede conducir a la pérdida de la calidad general del producto.
Un ejemplo serian los carotenoides ([3-caroteno, zeaxantina, luteina o licopeno), que son
pigmentos naturales, solubles en aceites y ampliamente utilizados en la industria
alimentaria (de Paz et al., 2014), pero debido a su estructura altamente insaturada son

propensos a la isomerizacion y/o la oxidacion (Courraud et al., 2013).

Una de las formas méas comunes de inestabilidad en los alimentos que contienen grasas
es la oxidacion de los lipidos. La adicién de omega-3 a los sistemas alimentarios hara al
producto mas susceptible a la oxidacion debido a su naturaleza poliinsaturada (Jacobsen,
2011). La oxidacion de los lipidos conduce al desarrollo de "sabores no deseados”
(rancidez) y productos de reaccion potencialmente toxicos. Ademas, también puede
promover la inestabilidad fisica de algunas emulsiones, afectando asi al sabor, el aroma,
la textura, la vida Util y el color (Ye et al., 2009). La oxidacion lipidica de los aceites no
solo puede producir olores rancios, sabores desagradables y decoloracién; sino que
también disminuyen la calidad nutricional y la seguridad, debido a los productos de

degradacion que producen efectos dafiinos para la salud humana (Li et al., 2013).

La oxidacion de lipidos en emulsiones es compleja ya que pueden producirse reacciones
de oxidacion o transferencia de electrones en las diferentes fases del sistema; aunque las
reacciones basicas de oxidacion de los lipidos son exactamente las mismas que cualquier
aceite (Jacobsen, 2016) y se generan a través de tres vias diferentes: 1) reacciones en
cadena no enzimatica mediadas por radicales libres; 2) no enzimaticas, fotoxidaciones no
radicales y 3) reacciones enzimaticas (Miguel, 2010b). La primera via conduce a la
iniciacion de reacciones en cadenas destructivas, de rapido crecimiento, que generan
hidroperdxidos y compuestos volatiles, generalmente a través de un proceso de tres fases:
iniciacion, propagacion y terminacion. Un ejemplo de la segunda via es la oxidacion
estequiométrica del &cido oleico por oxigeno singlete para producir hidroperdxidos
alilicos a través de la adicion de oxigeno en cada extremo del doble enlace. La tercera via
implica la accion de las lipoxigenasas en diversos sustratos (Miguel, 2010a).

La oxidacion primaria es un proceso de creaciéon de radicales libres, que resulta en la
formacion de hidroperdxidos. Estos productos intermedios transitorios sin olor y sabor
son inestables y se descomponen durante la oxidacion de lipidos para formar productos

de oxidacion secundaria, tales como aldehidos, cetonas, hidrocarburos y alcoholes, que
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son pequefias moléculas voldtiles, asociadas a la rancidez oxidativa (O’Dwyer et al.,
2013).

Segun las versiones tradicionales, la abstraccion de hidrdgeno en las reacciones en cadena
de radicales libres controla la propagacion, y que los hidroperoxidos son siempre el
intermedio clave, no formandose los productos hasta después de que los hidroperdxidos
se descompongan. Sin embargo, la quimica fundamental de los radicales libres demuestra
que los radicales organicos peroxilo (LOO®) y alcoxilo (LOe), también experimentan
reacciones independientes de reordenacion, adicion y escision o eliminacion en
competencia con las abstracciones de hidrégeno en las reacciones en cadena de radicales.
Esto significa que los productos finales distintos de los hidroperoxidos pueden
acumularse en las primeras etapas de la oxidacion de los lipidos y que los productos

secundarios pueden generarse sin pasar por hidroperdxidos (Schaich, 2013).

2.4.4.3. Factores que influyen en la oxidacion de lipidos en emulsiones

En las emulsiones O/W, los lipidos estan dispersos en la fase acuosa rodeados por una
pelicula interfacial, en consecuencia, son varios los factores adicionales que intervienen

en el proceso de oxidacion lipidica (Figura 2. 11).

Es posible que los aceites liquidos insaturados experimenten oxidacion, y esto, a su vez,
puede conducir a reacciones quimicas entre el aceite oxidado y un emulsionante
proteinico. El efecto global de la reaccion puede alterar las propiedades funcionales de la
emulsion y su valor nutritivo, asi como también crear sabores indeseables (Friberg et al.,
2004). La estabilidad oxidativa es variable entre los diferentes tipos de lipidos, por
ejemplo, los &cidos grasos se oxidan mas rapidamente en la forma libre que sus ésteres
de glicerilo, posiblemente debido a una mayor capacidad de captar metales traza del
ambiente y los fosfolipidos muestran una mayor susceptibilidad a la oxidacién que los
triacilgliceroles. La distribucion posicional estereoespecifica de los &cidos grasos en las
moléculas de triacilgliceroles tiene un rol en la susceptibilidad de los lipidos a la
oxidacion, se cree que la ubicacién de AGPI en la posicion sn-2 de la columna vertebral
de glicerol ayuda a su estabilidad contra la oxidacion (Shahidi y Zhong, 2010), de igual
manera, la posicion del doble enlace en un acido graso insaturado influye en su estabilidad

oxidativa, cuanto mas cerca esté el doble enlace al extremo metilo, mayor sera su
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estabilidad. En una emulsion O/W, el lipido también es muy susceptible a la oxidacién
cuando se encuentra en la superficie (Adachi et al., 2009).

1. Ingredientes (Cantidad, tipo y calidad)

3. La carga
S superficial

Agua 5
Fe

4. Viscosidad

O

5. Tamafio de gota

de aceite 6.Condiciones

del proceso

7. Antioxidantes

Figura 2. 11. Factores que influyen en la oxidacion de los lipidos en emulsiones
alimentarias. Fuente: Jacobsen (2016).

En las emulsiones, la fase acuosa activa o desactiva los iniciadores hidrofilos de la
oxidacion, permite la difusion del oxigeno atmosférico y eventualmente participa en la
proteccion contra la oxidacion (Kamal-Eldin, 2003). Ademas puede contener
prooxidantes y antioxidantes, que normalmente no se encuentran en los aceites (Chen
etal., 2013).

Los emulsionantes pueden afectar la oxidacion de lipidos de diferentes maneras. Ademas
de influir en la estructura y el espesor de la interfase, los emulsionantes afectaran la carga
de ésta (Jacobsen, 2016). Se ha demostrado que una membrana interfacial gruesa puede
actuar como una barrera que disminuye la capacidad del hierro, presente en la fase acuosa,
para descomponer los hidroperdxidos lipidicos, que a su vez podrian oxidar los acidos
grasos en el interior de la gota de aceite. Ademas, la interfase de las gotas de la emulsién
O/W con una carga catiénica puede inhibir la oxidacion de los lipidos al repeler
electrostaticamente los metales prooxidativos de los lipidos en el nicleo de la gota de la
emulsion (Shaw et al., 2007). El grosor de la interfase depende del tamafio y de la
conformacién del grupo de la cabeza y cola del emulsionante o de las condiciones en las
que los biopolimeros pueden formar capas alrededor de las gotas de emulsion (Waraho
etal., 2011).
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El pH afecta la estabilidad quimica de las emulsiones de diferentes formas, incluida la
reactividad, la solubilidad, la particion y las interacciones de varias especies reactivas. La
oxidacion de lipidos generalmente produce una disminucion del pH en sistemas no
tamponados, debido a la formacidon de &cidos volatiles y no volatiles. Un aspecto principal
de la intervencion del pH sobre la estabilidad oxidativa de la emulsion es su influencia
sobre la solubilidad, estabilidad quimica y el estado redox de los iones metélicos y
antioxidantes (Kamal-Eldin, 2003). Practicamente todos los alimentos contienen cierta
cantidad de metales traza y la solubilidad de éstos generalmente aumentan al disminuir el
pH, lo que potencialmente puede promover la oxidacion (Jacobsen, 2011). La proteina en
la interfase de la gota de aceite aumenta la estabilidad de la emulsion, impartiendo una
carga eléctrica en la superficie de la gota cuando el pH no es equivalente al punto
isoeléctrico de la proteina (Hu et al., 2004). Las gotas de emulsion recubiertas de proteina
son anionicas a valores de pH superiores a su punto isoeléctrico y cationicas a valores de
pH inferiores (Chen et al., 2013).

Cuando las gotas de la emulsion tienen una carga superficial negativa, atraeran los
metales traza altamente pro-oxidativos cargados positivamente, promoviendo la
oxidacion de lipidos. Por el contrario, las gotas cargadas positivamente pueden repeler a
los metales traza y es probable que la oxidacion se reduzca (Jacobsen, 2016). Los metales
de la fase acuosa interactian con los hidroperéxidos (LOOH), que se concentran en la
superficie de la gota, y producen radicales peroxilo (LOO®) y alcoxilo (LOe). El hierro,
metal de transicion, es un fuerte prooxidante y su capacidad para descomponer los
hidroperdxidos depende de su ubicacion en relacion con la superficie de la fase lipidica
emulsionada, ya que la oxidacion generalmente ocurre en la interfase aceite-agua
(Charoen et al., 2012).

La estructura de la emulsion se determina principalmente por la distribucion del tamafio
de las gotas de aceite, usualmente, se prefiere un tamafo pequefio de gota de aceite para
aumentar la estabilidad fisica de las emulsiones, que por otra parte favorece la formacion
de un area interfacial grande, sugiriéndose que la oxidacion de lipidos se inicia en esta
interfase (Jacobsen, 2011); también aumenta la relacion entre los &cidos grasos oxidables
localizados cerca de la interfase y los integrados en el nucleo hidrofébico, lo que
incrementa la velocidad de oxidacion. Sin embargo, cuando el tamafio de gota disminuye,
el nimero de moléculas de lipidos por gota también disminuye y eso podria limitar las

cadenas de propagacion; la adsorcion de compuestos tensioactivos en la interfase también
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se ve favorecida, dando como resultado membranas que podrian proteger a los lipidos, al
actuar como barreras a la penetracién y difusion de las moléculas que inician la oxidacion
de los lipidos (Kamal-Eldin, 2003). En general, la investigacion sugiere que el tamario de
gota de la emulsion, y por lo tanto el area superficial interfacial, tiene un impacto minimo

en las tasas de oxidacion en emulsiones (Chen et al., 2013; Waraho et al., 2011).

El proceso de emulsificacion, que implica la agitacion mecanica intensa durante la
homogeneizacion del aceite y la fase acuosa, con homogeneizadores de valvula de alta
presion o molinos coloidales, puede promover la oxidacion de lipidos debido al alto
esfuerzo cortante, la elevacion de la temperatura local, la incorporacion de oxigeno y la
creacion de un gran area superficial interfacial. Cuando los lipidos se dispersan en la fase
acuosa de una emulsion O/W, las tasas de oxidacion son generalmente mas altas que las
encontradas en los aceites sin emulsionar. Por lo tanto, los parametros de la
emulsificacion deben optimizarse para limitar el aumento de la temperatura y la

incorporacion de aire (Kamal-Eldin, 2003).

La adicion de antioxidantes es un posible medio para inhibir la oxidacion de los lipidos,
pero debido a la complejidad de las emulsiones alimentarias, un gran nimero de factores
puede afectar su eficacia. En las emulsiones, el antioxidante se dividira en la fase oleosa,
en la fase acuosa o en la interfase (Jacobsen, 2016). La presencia de una interfase puede
permitir que el aceite y los componentes solubles en agua interactien (Waraho et al.,
2010). En 1980, Porter citado por Decker et al. (2017) propuso la paradoja polar, que
establecia que los antioxidantes polares funcionan mejor en aceites, mientras que los
antioxidantes no polares son mas efectivos en emulsiones de aceite en agua, debido a que
los antioxidantes polares con solubilidad significativa en agua se ubicarian en la fase
acuosa de las emulsiones, no pudiendo interactuar con los radicales de acidos grasos no
polares. En el caso de los antioxidantes no polares se retendrian en la gota de la emulsion,
donde pueden eliminar radicales libres solubles en lipidos. Por lo tanto, sugirié que la
quimica de la oxidacion esté en la interfase de las gotas de lipidos y que los antioxidantes

que residen alli serian los més efectivos.

2.4.5. Potenciales aplicaciones de las emulsiones en alimentos

Las aplicaciones potenciales de las emulsiones O/W en la industria alimentaria son

diversas, como la produccion de productos bajos en calorias y grasas, para enmascarar
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sabores extrafios, para la prevencion de oxidacion, la proteccion por encapsulacion y
liberacion de ingredientes volatiles o sensibles (sabores, minerales, vitaminas, etc.), la
mejora de las caracteristicas sensoriales y la proteccion de compuestos bioactivos (Giroux
et al., 2013). Adicionalmente se aplican en peliculas o films de recubrimiento comestibles
(Wijaya et al., 2017).

De manera especifica, las emulsiones se aplican en bebidas o alimentos fortificados en
los que se encapsula vitamina E (Raikos, 2017) o sustancias carotenoides (Chaari et al.,
2018). A las bebidas, también se les agrega AEs como saborizantes, en las que primero
se prepara un concentrado de emulsién y luego se diluye en una solucion de azlcar
(Friberg et al., 2004). En otros alimentos, como la lechuga, se ha estudiado la adicion de
AEs incorporados en nanoemulsiones, como una alternativa natural a los productos
quimicos en el control de seguridad de los productos (Bhargava et al., 2015). Igualmente
se han aplicado emulsiones con acidos grasos esenciales omega-3 de diferentes origenes
en queso (Calligaris et al., 2015; Ye etal., 2009), o como vehiculo de componentes
antioxidantes en el queso Chihuahua durante su proceso y su maduracion (Pimentel-
Gonzales et al., 2015).

2.5. Queso

Segun el Real Decreto 1113/2006, se entiende por queso el producto fresco o madurado,
solido o semisolido, obtenido de la leche, de la leche total o parcialmente desnatada, de
la nata, del suero de mantequilla o de una mezcla de algunos o de todos estos productos,
coagulados total o parcialmente por la accion del cuajo u otros coagulantes apropiados,
antes del desuerado o después de la eliminacion parcial de la parte acuosa, con o sin
hidrolisis previa de la lactosa, siempre que la relacion entre la caseina y las proteinas
séricas sea igual o superior a la de la leche. También segln este Real Decreto se entiende
por queso fresco el que estd dispuesto para el consumo al finalizar el proceso de

fabricacion (Esparia, 2015).

Los quesos frescos se pueden obtener mediante distintos procesos. En el método
tradicional, a la leche pasteurizada se afiade cuajos y/o fermentos y una vez coagulada la
cuajada se corta para favorecer la eliminacion del suero (desuerado), se vierte en moldes
para dar forma al queso y ayudar a que los granulos de la cuajada se aglomeren, y

posteriormente se envasa (Ramirez-Lopez y Vélez-Ruiz, 2012). Los quesos frescos se
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caracterizan por ser blandos, blancos, de pH casi neutro y con 60 a 80% de contenido de
humedad (Evert-Arriagada et al., 2013).

2.5.1. Produccion y consumo queso

La produccién de queso en Espafia segun datos del Ministerio de Agricultura y Pesca,
Alimentacién y Medio Ambiente (Tabla 2. 9), presenta en los Gltimos afios, tanto en la
produccion total de queso como en la de queso fresco, una tendencia al alza, apreciandose
cierta estabilizacion entre el afio 2015y 2016, siendo el queso fresco el principal producto
en esta categoria (MAPAMA, 2017a).

Tabla 2. 9. Produccion total de queso y queso fresco en Espafia (miles t).

Afo Queso total Queso fresco
2012 322,6 127,8
2013 361,9 143,4
2014 387,7 153,6
2015 467,1 185,1
2016 461,0 182,7

Fuente: Adaptado de MAPAMA (2017a).

En la Tabla 2. 10, se presenta el consumo de diferentes quesos en Espafia desde el afio
2008 al 2016, donde el queso fresco es el de mayor consumo. En el afio 2014 el queso
fresco, fue el mas vendido con un volumen de ventas de 100.394,18 t, que corresponde al
28,9% del total. No obstante, hubo un retroceso en el consumo per capita a lo largo de
este periodo en 6,9%, situdndose en 2,24 kg/persona/aiio (MAGRAMA, 2015). El
consumo per capita de queso durante el afio 2015 fue de 7,78 kg, se incrementé de forma
muy leve un 0,3% en comparacion con el afio 2014, aunque la compra de queso fresco en
los hogares se redujo un 2,7% (MAGRAMA, 2016). En el afio 2016 el consumo per cépita
de queso fue de 8,02 kg, siendo el consumo de queso fresco de 2,22 kg/persona/ario,
produciéndose el mayor consumo en hogares con mas de tres personas y con hijos
medianos y pequefios. Las Islas Canarias, la Region de Murciay el Principado de Asturias
fueron las comunidades autbnomas con un mayor consumo. Por el contrario, Navarra,
Pais Vasco y La Rioja se sittan como las CCAA con menor consumo relativo
(MAPAMA, 2017b).
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Tabla 2. 10. Evolucion del consumo de queso en Espafa (miles t).

Semi

ARo Fresco
curado

Fundido Tierno Curado Oveja  Otros Total

2008 107,3 67,8 42,3 24,1 16,1 15,6 65,8 339
2009 106,5 67,7 43 24,2 16,2 15,7 65,7 339
2010 112,6 74,8 42,8 22,2 15,9 17,2 74,5 360
2011 116,7 77,8 42,2 22,7 16,3 17,3 75,0 368
2012 113,3 77 43,5 21,4 17,5 17,2 76,1 366
2013 109,1 77,9 43,8 22,2 17,9 18,6 75,5 365
2014 100,4 78,5 41,8 19,6 17,2 17,7 72,8 348
2015 97,7 78,2 43,1 20,1 17,3 17,4 73,2 347
2016 97,8 82,3 41,6 21,9 17,3 17,6 73,5 352
Fuente: Statista (2018).

2.5.2.Variantes de queso

El creciente interés, por parte de los consumidores, en productos alimenticios que
contienen menos grasas saturadas, ha incentivado a la investigacion y la produccion de
variantes de queso bajos en grasa, en los que los ingredientes lacteos son parcial o

totalmente sustituidos, como se describe a continuacién.

2.5.2.1. Queso de imitacion/analogos

El queso de imitacion es un término que generalmente se aplica a los productos fabricados
mezclando agua, aceite vegetal y proteinas, generalmente cuajo de caseina, en presencia
de sales emulsionantes para obtener un producto homogéneo que tenga propiedades
similares al queso (El-Bakry et al., 2010).

Los analogos de queso son productos similares al queso, en los que la grasa de la leche,
la proteina de la leche o ambas se sustituyen total o parcialmente por componentes no
basados en la leche. Se fabrican mezclando varias grasas/aceites comestibles, proteinas,
otros ingredientes y agua en una mezcla uniforme y homogenea con ayuda de calor,
cizalla mecanica y sales emulsionantes (Cunha et al., 2010), con técnicas similares a las

de la fabricacion del queso fundido (Bachmann, 2001).
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2.5.2.2. Queso con bajo contenido en grasa

Desde hace varias décadas hay presencia en el mercado de productos reducidos en grasa,
y continuamente surgen nuevos productos que permiten a los consumidores limitar su
consumo de grasas dentro de los niveles recomendados. La cantidad de ingesta de grasas
se considera igualmente importante para el equilibrio de acidos grasos saturados a
insaturados, por lo que las dietas abundantes en grasas monoinsaturadas y poliinsaturadas
se consideran saludables (Farbod et al., 2014). El término “queso bajo en grasa” abarca
una amplia gama de quesos, incluidos quesos blandos, semiduros y duros, muchos de
estos productos son aceptados por los consumidores como productos deseables. Estos
productos a menudo difieren sustancialmente de los quesos con grasa total, ya que la
proporcién de humedad/caseina, el pH y la sal/humedad, son factores que influyen en los
cambios bioquimicos y microbiol6gicos que controlan el desarrollo del sabor y la textura
(Banks y Weimer, 2007).

2.5.2.3. Quesos fortificados

La fortificacion de los alimentos con &cidos grasos omega-3 es una de las tendencias de
crecimiento mas rapido en la industria alimentaria (Hughes et al., 2012). Los derivados
lacteos, como el queso, podrian ser buenos candidatos para dicha fortificacion, ya que la
mejora de sus propiedades saludables tendria un gran impacto en una gran parte de la
poblacion, debido a su alta frecuencia de consumo. La adicion en la leche de diferentes
aceites que contienen naturalmente acidos grasos omega-3, antes de la elaboracién del
queso, es una de las estrategias mas empleadas (Calligaris et al., 2015). Esta adicién
puede ser directa o formando parte de una emulsién. Por otro lado, la sustitucion de la
grasa de la leche con aceites vegetales también puede contribuir a un equilibrio mas

saludable de grasas saturadas/insaturadas en el queso (Stratulat et al., 2015).

A continuacion, en la Tabla 2. 11 se presentan quesos enriquecidos con omega-3 de
diferentes origenes, en los que para su elaboracion la grasa butirica fue sustituida por

grasa de otro origen y quesos de imitacion, en cuya elaboracion no se utiliza leche.
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Tabla 2. 11. Quesos fortificados o con sustitucién de grasa lactea y quesos de imitacion.

Tipo de queso Grasa/aceite Leche Referencia
Queso fresco Aceite de canola Si, desnatada  Lobato-Calleros et al., 2007
Queso fresco Aceite de higado de Si, desnatada Calligaris et al., 2015

bacalao, 4&cidos grasos
palmitico y estearico

Queso Feta Mantequilla, aceite de No Farbod et al., 2014
irani olivay de pescado
Requeijdo Grasa vegetal Si, entera Cunhaet al., 2010
cremoso hidrogenada
Cheddar Aceite linaza Si, desnatada Stratulat et al., 2015
Queso fundido  Aceite de soyay aceite de No Ye et al., 2009
pescado
Queso fundido  Aceite de palma No El-Bakry et al., 2010
hidrogenado y aceite de
colza
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Materiales y métodos

3.1. Determinacién de la capacidad antimicrobiana de los aceites esenciales

3.1.1. Aceites esenciales y preparacion de soluciones

En este estudio se emplearon aceites esenciales (AEs) de orégano, tomillo, albahaca,
salvia, limon, mandarina, laurel, canela, clavo, romero y valeriana; que fueron adquiridos
en la empresa Esencias Martinez Lozano S.A. (Murcia, Espafia). La seleccion de estos

AEs se hizo en funcidn de su aplicacién potencial en productos lacteos.

Las soluciones madre (40 mg/mL) de cada AE fueron preparados con una solucion al 6%
de dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma-Aldrich Quimica S.A., Madrid, Espafa) y al 0,5%
de Tween 80 (Scharlab S.L., Madrid, Espafia), para luego hacer diluciones de 20; 10; 4;
2; 1; 0,5; 0,125; 0,0625; 0,031 y 0,015 mg/mL en caldo Mueller-Hinton (Oxoid,
Hampshire, Inglaterra) para bacterias, y en caldo Sabouraud (Oxoid) para hongos y

levaduras.

3.1.2.Cepas microbianas, conservacion y preparacion de inéculo

Se seleccionaron cepas microbianas, patogenas, indicadores o alterantes que pudieran
tener relevancia en el producto con base lactea a estudiar, como: Salmonella enterica
subsp enterica serovar Enteritidis (CECT 4155), Listeria monocytogenes (CECT 4031),

79



80  Materiales y métodos

Staphylococcus aureus (CECT 4630), Escherichia coli (CECT 405), Pseudomonas
aeruginosa (CECT 116), Lactococcus lactis (CECT 185), Lactobacillus plantarum
(CECT 220), la levadura Kluyveromyces marxianus (CECT 1017), y los mohos
Aspergillus niger (CECT 2088) y Penicillium sp (CECT 20566). Las cepas se adquirieron
en la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) de la Universidad de Valencia
(Valencia, Espafa). Las cepas liofilizadas se recuperaron en caldo tripticasa soja (TSB,
Oxoid). El cultivo de trabajo se conservo en tubo inclinado con medio de cultivo segun

la cepa microbiana, en refrigeracién a 4 °C, por un tiempo maximo de 2 meses.

En el caso de las bacterias y levaduras, para asegurar que estaban en fase estacionaria, el
indculo estandar se preparé a partir del segundo subcultivo realizado en medio tripticasa
soja agar (TSA, Oxoid) a 37 °C por 24 h para bacterias y en medio agar extracto de malta
(MEA, Oxoid) en el caso de la levadura incubando a 30 °C por 48 h. La suspensién se
preparé en 10 mL de una solucién con un 0,9% de NaCl, hasta conseguir una turbidez
equivalente a 108 UFC/mL, turbidez expresada en escala de McFarland y medida en
fotometro Densimat (bioMérieux, Madrid, Espafia), para posteriormente diluirlo en caldo
Mueller Hinton o Sabouraud, para obtener un inéculo de aproximadamente 10® UFC/mL
en las bacterias y 10* UFC/ml en la levadura. En el caso de los mohos, se cultivaron en
medio MEA durante 7-10 dias, hasta su total esporulacidn, en frascos Roux. Las esporas,
se recuperaron con una solucion de un 0,05% de Tween 80. Posteriormente se filtré en
un embudo Biichner, con placa filtrante con un didametro de poro entre 40-60 pum, con la
finalidad de separar los fragmentos de hifas presentes (AENOR, 2008). Posteriormente
se diluyd en caldo Sabouraud, para obtener un indculo de aproximadamente 10*

esporas/mL.

3.1.3.Determinacion in vitro de la concentracion minima inhibitoria (CMI) de los
aceites esenciales

La técnica consiste en determinar la menor concentracion de un compuesto que inhibe el
crecimiento microbiano, y con esta finalidad se prepararon diferentes concentraciones de
AEs, diluidos en un caldo de cultivo al que se inoculd el microorganismo a ensayar.

La CMI de los AEs fue determinada por el método de microdilucion en caldo (Albayrak
y Aksoy, 2012; Gamazo et al., 2005), evaluando las curvas de crecimiento obtenidas
mediante el equipo Bioscreen C (Oy Growth Curves Ab Ltd, Helsingfors, Finlandia). En

las microplacas, se agregd 100 uL de las soluciones de AEs a las concentraciones de 40;
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20; 10; 4; 2; 1; 0,5; 0,125; 0,0625; 0,031 y 0,015 mg/mL en caldo Mueller-Hinton y
Sabouraud para bacterias y mohos y levaduras respectivamente, y 100 pL de suspension
bacteriana de 10® UFC/mL o fngica de 10* UFC/mL. Como control positivo se utilizd
0,85 mg/mL de amoxicilina (Sigma-Aldrich, St. Louis, EEUU) para bacterias y 0,8
mg/mL de ketoconazol (Sigma-Aldrich) para mohos y levaduras, y como control negativo
la solucion de solvente de AEs y el caldo utilizado en cada caso. Las microplacas fueron
incubadas en el equipo Bioscreen C a 37 °C por 24 h para las bacterias y 30 °C por 48 h
para los mohos y levaduras. Las lecturas se realizaron a 600 nm de longitud de onda con

una frecuencia de 15 min. El ensayo se realiz6 por duplicado.

La cinética de crecimiento microbiano (umax) y el tiempo de latencia se determind
aplicando el programa DMFit para Excel del software libre ComBase (USDA
Agricultural Research Service y el Food Safety Centre de la Universidad de Tasmania,
Australia), también se utilizo el software GraphPad Prism (\V7.00 para Windows) para

determinar el area de respuesta bajo la curva.

3.2. Determinacion de capacidad antioxidante de aceites esenciales in vitro

Se utilizaron los 11 AEs sefialados en el apartado 3.1.1, y se determin0 la capacidad
antioxidante empleando el método del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil y el método de

decoloracion del B-caroteno.

3.2.1.Ensayo del 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)

Este método se basa en la teoria que los antioxidantes son donadores de hidrégeno y la
capacidad del DPPHe (radical libre estable) de aceptar ese hidrogeno. En la Figura 3. 1 se
explica el mecanismo por el cual el DPPHe acepta un electron de un antioxidante y un
atomo de hidrégeno (equivalente en hidruro) formando el DPPH reducido. Como
consecuencia el color cambia de purpura a amarillo por la formacién de DPPH tras la
absorcion de hidrogeno. Esta reaccion es estequiométrica con respecto al nimero de
atomos de hidrogeno absorbidos. Por lo tanto, el efecto antioxidante se puede evaluar
mediante espectrofotometria, siguiendo la disminucién de la absorbanciaa 517 nm (Moon
y Shibamoto, 2009; Plank et al., 2012).
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NO,

Figura 3. 1. Reaccion entre DPPH*® y un antioxidante para formar DPPH. Fuente: Moon
y Shibamoto (2009).

El estudio de la capacidad antioxidante de los AEs se llevo a cabo en 2 fases. En una
primera etapa se estudio la capacidad antioxidante de todos los AEs y se seleccionaron
aquéllos con mayor actividad, y en una segunda etapa se determino, en los AEs
seleccionados, la concentracion efectiva media (CEso), que se define como la cantidad de
antioxidante necesario para disminuir la concentracién inicial de DPPH al 50% (Zhong y
Shahidi, 2015).

Para la determinacion de la capacidad antioxidante por DPPH se empled el método
propuesto por Albayrak y Aksoy (2012) con algunas modificaciones. Se prepararon
soluciones de los diferentes AEs a una concentracion de 1250 pg/mL en metanol (Sigma-
Aldrich). En viales &mbar se adicion6 0,1 mL de la solucion de AE y se le agreg6 2 mL
de una solucién 0,1 mM de DPPH (Sigma-Aldrich). La mezcla se incub6 a 37 °C con
agitacion constante por 30 min, y al cabo de ese tiempo se midié la absorbanciaa 517 nm
en el espectrofotometro (mod. UV2310, Dinko Instruments, Espafia). Como blanco se
utiliz6 DPPH y metanol sin aceite esencial, y como control positivo se utiliz6 0,4 mg/mL
de Butil-hidroxi-tolueno (BHT) y deButil-hidroxi-anisol (BHA) (Sigma-Aldrich). El
ensayo se realizo por triplicado.

La actividad de captacion de radicales libres se calculé como porcentaje de inhibicion de

acuerdo con la siguiente ecuacion:

A - A
%Inhibicién = 100 X ( bl“"CZ muestra,
blanco

donde, Avbianco €S la absorbancia del blanco y Amuestra €S la absorbancia de la muestra.
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Para determinar la CEso, se seleccionaron los AEs que presentaron una mayor inhibicion,
Con esta finalidad se prepararon soluciones de aceite esencial a concentraciones de 60,
80, 200, 400, 800 y 2000 pg/mL en metanol, para después proceder con la determinacion
de capacidad antioxidante por DPPH segun la técnica descrita anteriormente. Cada
muestra fue analizada por triplicado. El valor de la CEso se calcula a partir de la gréfica

de porcentaje de inhibicion obtenida para cada AE.

3.2.2.Método de decoloracion del g-caroteno

Mediante este método se determino la actividad antioxidante total de los AEs. Para ello
se utilizé un sistema B-caroteno/acido linoleico, donde el &cido linoleico forma un radical
peroxilo (LOOe) en presencia de especies de oxigeno reactivo, este radical peroxilo
reacciona con el B-caroteno, para formar un radical B-caroteno estable o epoxidos de -
caroteno (Moon y Shibamoto, 2009). Esta reaccion ocasiona la oxidacion y
descomposicion, en parte, del B-caroteno y como consecuencia el sistema pierde su color
naranja caracteristico (Amiri, 2010). Si hay un antioxidante en la solucion de ensayo, éste
reacciona competitivamente con el radical peroxilo, evitando la decoloracién del B-
caroteno. Los efectos antioxidantes se determinan por espectrofotometria a 470 nm, que

es la absorbancia caracteristica del 3-caroteno (Moon y Shibamoto, 2009).

Para este ensayo se empled el método propuesto por Kdse et al. (2010). Se prepard una
emulsion con 0,5 mg de B-caroteno (Sigma-Aldrich), que se disolvié en 1 mL de
cloroformo (Sigma-Aldrich), al que se le agregé 25 pL de &cido linoleico (Sigma-
Aldrich) y 400 mg de Tween 20 (Sigma-Aldrich); el cloroformo se evapord usando
inyeccion de nitrégeno a 40 °C, vy al residuo se le agregd 100 mL de agua destilada. En
viales de color &mbar se dispensaron alicuotas de 2,5 mL de la emulsién, a las que se
afiadié 0,5 mL de las soluciones de AEs de 2 mg/mL. Los tubos se incubaron a 50 °C por
1 h, y la absorbancia se midi6 a 470 nm al inicio y cada 30 min. El blanco utilizado fue
la emulsion sin B-caroteno, el control sin AE y como control positivo se utiliz6 BHA 'y
BHT (0,4 mg/mL).

La tasa de blanqueo (R) de B-caroteno se calcul6 segun la siguiente ecuacion:
a
R = Ln(;)/t

donde, a es la absorbancia a tiempo 0 y b la absorbancia en el tiempo t (30 y 60 min).
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La actividad antioxidante (AA) se calculé en términos de porcentaje de inhibicion en

relacion con el control, utilizando la siguiente ecuacion:

AA = [(Rcontrol — Rmuestra) /Rcontrol] x 100

3.3. Elaboracién de emulsiones

3.3.1.Ingredientes

El caseinato de sodio con pureza del 91% se adquirié en la empresa EPI ingredients

(Ancenis, Francia). En la ficha técnica del producto, suministrada por la empresa, se

incluyeron los andlisis fisico-quimicos y microbiolégicos (Tabla 3. 1).

Tabla 3. 1. Especificaciones de los analisis fisico-quimicos y microbiologicos del

caseinato de sodio utilizado en este estudio.

Caracteristicas fisico-quimicas

Unidad Valor objetivo Resultado

Humedad % 6 5,82
Granulometria < 300 pum 98 99,96
pH 6,7 +/- 0,3 6,9
Proteina (N x 6,38) % >88 91
Grasa % <1,5 1
Antibidticos ausencia ausencia

Caracteristicas microbioldgicas
Microorganismos mesofilos UFCl/g <5000 <100
totales
Microorganismos termofilos UFC/g <1000 <100
Enterobacterias UFCl/g <10 <10
Hongos y levaduras UFCl/g <20 <10
Salmonella spp UFC/25¢ ausencia ausencia
Staphylococcus coagulasa + UFC/g ausencia ausencia
Listeria monocytogenes UFC/25¢ ausencia ausencia

Fuente: EPI Ingredients (2016).

Para la produccion de la emulsion se utilizé aceite de oliva y aceite de chia. El aceite de

oliva (Carbonell, Cérdoba, Espafia) utilizado fue una mezcla de aceite de oliva refinado
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y aceite de oliva virgen (79% de &cido oleico), con 1% de grasas saturadas, 79% de &cidos

grasos monoinsaturados y un 8% de acidos grasos poliinsaturados.

El aceite de chia, adquirido del Grupo Nutracéutico Chiasa SL. (Valencia, Espafia), se
obtuvo por prensado en frio de las semillas de chia (Salvia hispanica L) y sin adicién de
aditivos. La Tabla 3. 2 muestra su contenido en &cidos grasos.

Tabla 3. 2. Contenido en &cidos grasos de aceite de chia.

Acido graso Valor (%)
Acido alfa linolénico (omega 3) >60
Acido linoleico (omega 6) 15-20
Acido oleico (omega 9) <10
Palmitico >5
Palmitoleico <0,5
Estearico <10

Fuente: Grupo Nutracéutico Chiasa SL. (2016).

La formulacion de la emulsion se preparé segun el método de Hebishy (2013), que
contiene un 20% de aceites vegetales y un 3% de caseinato de sodio como emulsificante.
En este estudio se utilizé un 5% de aceite de chia y un 15% de aceite de oliva, ademas se

incluyd un 0,5% de AE de clavo o de tomillo.

3.3.2.Preparacion de las emulsiones

Las emulsiones se prepararon en dos etapas. En una primera etapa se obtuvieron las
preemulsiones, que se prepararon disolviendo el NaCas en agua destilada, y para permitir
una hidratacion adecuada del emulsionante, la mezcla se almacend a 4 °C por una noche.
Previo a la incorporacién de los aceites vegetales y del AE correspondiente, la mezcla se
atempero a 20 °C y se prehomogeneizo, utilizando un sistema rotor-estator Heildolph
(modelo Diax900, Schwabach, Alemania). En una segunda etapa, las preemulsiones se
trataron mediante homogeneizacién convencional (HC), en un homogeneizador de dos
etapas Tetra Alex (modelo SO5, Tetra Pak, Lund, Suecia) a 15 MPa. También se preparo

una emulsion control sin la adicion de AEs.
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Las emulsiones preparadas se caracterizaron tras su elaboracion y durante su
almacenamiento a 4 °C (20 dias) a nivel fisico-quimico y microbiologico. Los

experimentos se repitieron 2 veces de manera independiente.

3.4. Determinacién de la concentracion minima inhibitoria en las emulsiones

Para determinar la CMI de los AEs incorporados en las emulsiones se opt6 por la técnica
de dilucion en agar, utilizada en este tipo de matriz por otros investigadores (Hammer et
al., 1999; Liang et al., 2012). Se prepararon emulsiones como se describi6 anteriormente,
incorporando los AEs de clavo, canela, tomillo y orégano, ya que fueron los que
presentaron la mayor actividad antimicrobiana y antioxidante en el estudio in vitro. Se
prepararon placas de Petri con agar Mueller Hinton (Oxoid) para bacterias y agar
Sabouraud (Oxoid) para hongos y levaduras, con las emulsiones a una concentracion final
de 1,2,4,8,16y 32 mg/mL,y sin AE en las placas control. Una vez solidificado el agar
se inocularon 2 pL de la suspension microbiana con 10” UFC/mL de bacterias y levaduras
y 10° esporas/mL de mohos. Los microorganismos ensayados fueron los mismos de la
determinacion de CMI in vitro. Las placas se incubaron a 37 °C por 24 h en el caso de las
bacterias y a 30 °C por 48 h los mohos y levaduras. Al cabo de ese tiempo las placas se
observaron para determinar si hubo o no crecimiento microbiano. El experimento se llevo

a cabo en tres ocasiones de manera independiente.

3.5. Caracterizacion de las emulsiones

3.5.1. Determinacion del tamafio de particula

La distribucion del tamafio de particula en las emulsiones se determino con el analizador
de tamafio de particulas por difraccion laser Beckman Coulter (LS 13 320 series,
Beckman Coulter, Fullerton, CA, Estados Unidos). Se aplic6 un modelo 6ptico basado en
la teoria de Mie de dispersion de luz para particulas esféricas bajo las siguientes
condiciones: indice de refraccion de la mezcla de aceite (75% de aceite de oliva y 25%
de aceite de chia) que fue de 1,471 y que se obtuvo mediante medida refractométrica
(Spectronic Instruments, Inc. de Rochester, Nueva York, Estados Unidos), indice de
refraccion del liquido (agua) 1,332; indice de refraccion imaginario 0 y velocidad de la
bomba 20%.
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Las medidas se realizaron el dia de produccién de la emulsion. Las muestras se diluyeron
en agua destilada hasta obtener en el equipo una obscuracion adecuada en la célula del
difractdbmetro ~2%. Cada muestra se analizd por duplicado, para obtener las curvas de
distribucion de tamafio de particulas, el didmetro medio ponderado en funcion de la
superficie (D32, um), el diametro medio ponderado en funcién del volumen (Das;3, pm),
el area superficial especifica (SSA, m?/mL), el valor de span o indice de dispersion

relativo y los valores Dio, Dso, y Dgo.

3.5.2. Determinacion de la viscosidad

El analisis reoldgico se desarrollo utilizando un redmetro rotacional (Haake Rheo Stress
1, Thermo Electron Corporation, Karlsruhe, Alemania) acoplado a un bafio termostatico
(Thermo Haake Phoenix C25P, Thermo Electron Corporation), usando un sensor de
cilindros concéntricos (Z34 DIN, Thermo Electron Corporation). Las curvas de flujo,
esfuerzo cortante frente a gradiente de velocidad, se determinaron en funcion del
incremento y, posterior disminucion de la velocidad de cizallamiento entre 0,1 y 100 s*
durante 1 min. Los datos se procesaron con el programa Rheowin 3 Data Manager
(Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe, Alemania), y las curvas de flujo se ajustaron al
modelo de Ostwald de Waele: 1=K (y)", donde 1 es el esfuerzo cortante (Pa), K el indice
de consistencia (Pa x s"), y la velocidad de cizallamiento (s), obteniéndose el indice de
comportamiento de flujo (n). Las medidas se realizaron por duplicado a una temperatura

de 21 °C, en las emulsiones almacenadas a 4 °C en los dias 1, 10 y 20.

3.5.3. Estabilidad fisica

Para determinar la estabilidad fisica de las emulsiones se utilizd el analizador de
exploracion vertical Turbiscan™ Classic MA 2000 (Formulaction, Toulouse, Francia).
La tecnologia del Turbiscan, MLS-Multiple Light Scattering o Dispersion de Luz
Multiple, consiste en el envio de fotones en toda la altura de la muestra, contenida en una
célula de cristal, desde una fuente de luz infraroja (NIR) de 880 nm. Estos fotones,
después de haber sido dispersados muchas veces por las particulas que conforman la
suspension, son recogidos por dos detectores situados en el cabezal optico del equipo a
0° (detector de transmision) y a 135° (detector de backscattering). El backscattering se

relaciona directamente con el tamafio y la concentracion de las particulas. La propagacion
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de la luz a través de la dispersion concentrada se puede utilizar para caracterizar la
estabilidad fisicoquimica de la emulsion (Juliano et al., 2011). Por lo tanto, cualquier
cambio debido a una variacion del tamafio de particula, por floculacion, o coalescencia,
0 una variacién local de la fraccién de volumen, por fenbmenos de migracién como
cremado o sedimentacion, es detectado por el Turbiscan MA 2000 (Fernandez-Avila
etal., 2015).

La estabilidad fisica de las emulsiones almacenadas a 4 °C se midi6 por triplicado durante
su tiempo de vida util, en los dias 0, 1, 2, 6, 8, 10 y 20. La evolucidn de la retrodispersion
(ABS), expresado en porcentaje, se determiné con el software Turbisoft 2.1.0.52.1, de
forma que un cambio importante en el perfil de backscattering de las emulsiones

convencionales puede ser indicativo de un proceso de desestabilizacion.

3.5.4. Analisis microbioldgico

El recuento total de mesofilos se realizé en medio plate count agar (PCA), la incubacion
fue a 30 °C por 48 h, y en el caso de recuento total de psicrotrofos en el mismo medio,
pero la incubacion fue a 7 °C por 10 dias. Los analisis se efectuaron por duplicado cada 5

dias.

3.5.5. Estabilidad oxidativa

3.5.5.1. Determinacion de hidroperoxidos

Los productos de la oxidacion primaria, hidroperoxidos, se determinaron mediante el
método propuesto por Hu et al. (2004). La reaccion se basa en la capacidad de los
hidroperoxidos para oxidar los iones ferrosos (Fe?*) a férricos (Fe**). Los iones férricos
formados reaccionan con el tiocianato de amonio, dando como resultado un complejo
coloreado que se puede medir espectrofotométricamente entre 500-510 nm (Li etal.,
2013). Se mezcl6 0,3 mL de laemulsion con 1,5 mL de una solucidn isooctano/2-propanol
en una relacion 3:1 (v/v). Se agit6 en vortex durante 10 s, 3 veces, y posteriormente se
centrifug6 a 1000 g por 2 min. Se tomaron 200 pL de la fase organica y se afiadi6 2,8 mL
de solucién metanol/1-butanol en una relacion 2:1 (v/v), seguido de 15 pL de tiocianato
de amonio 3,97 M y 15 pL de una solucion mezcla a base de BaCl2 0,132 M y de FeSO4
0,144 M. Después de 20 min en reposo a temperatura ambiente, se midio6 la absorbancia
a 500 nm.
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La concentracion de hidroperéxido se determind utilizando una curva de calibracion
preparada con una solucion al 80% de hidroperdxido de cumeno (Sigma-Aldrich), con

concentraciones que van de 0,25 a 0,0078 mMY/L de solucién.

3.5.5.2. Determinacion de malondialdehido (MDA) mediante TBARS

El MDA, producto de la oxidacion secundaria, es un dialdehido, el cual es mutagénico
para los seres humanos porque puede formar aductos con proteinas y ADN. ElI método
mediante TBARS (Sustancias que reaccionan con el acido tiobarbiturico), usualmente
utilizado, se realiza por la medida espectrofotométrica a 532-535 nm del color rosa que
adquiere el aducto de MDA con el acido 2-tiobarbitarico (TBA) (Papastergiadis et al.,
2012).

El procedimiento que se siguié fue el propuesto por Sorensen y Jorgensen (1996). Se
pipeted 3 mL de la emulsién en un tubo de 25 mL, al que le agregdé 6 mL de una solucion
de &cido tricloroacético (TCA) (Sigma-Aldrich) al 7,5% y se agité en vortex por 10 s,
dejandose reposar la mezcla por 20 min para después filtrarse en papel Whatman n° 1. Se
tomd 2 mL del filtrado y se mezcl6 con 2 mL de una solucion de TBA (Sigma-Aldrich)
al 0,8% en tubos de vidrio, que se pusieron en un bafio de agua a 70 °C durante 40 min,
al cabo del cual se enfrié en un bafio de hielo durante 5 min. La lectura de absorbancia se
realiz6 a una longitud de onda de 532 nm. El blanco se hizo con 2 mL de TBAy 2 mL de

agua destilada.

El indice de TBARS (g de MDA/mL de emulsién) se determind utilizando una curva de
calibracién con solucion de 1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP) (Sigma-Aldrich) al 97%, en
un rango de 0,0081 a 0,081 pg de MDA/mL.

3.6. Elaboracion de analogo de queso fresco (AQF)

La elaboracion del AQF se llevé a cabo en la planta piloto del Servei Planta de Tecnologia
dels Aliments (SPTA-UAB), en el area destinada para elaboracion de queso a 21 °C de
temperatura ambiente. Previamente, las instalaciones, equipos y utensilios se limpiaron y
se desinfectaron. Se hicieron 2 producciones independientes por cada AE utilizado (clavo
y tomillo). En cada produccién se hicieron 2 tratamientos: un AQF se elaboré con AE
emulsionado y otro AQF con AE sin emulsionar. Adicionalmente se elaboré AQF control

sin AE. El procedimiento seguido para su elaboracion se presenta en la Figura 3. 2.
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Figura 3. 2. Diagrama de flujo de elaboracion de queso fresco a partir de leche desnatada

y emulsiones de aceites vegetales.
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Para elaborar los AQFs con AEs emulsionados, se utilizaron las emulsiones elaboradas
con aceites vegetales (20%), NaCas (3%) y 0,5% de AE de clavo o tomillo y
homogeneizadas a 15 MPa. Para elaborar los AQFs con AEs de clavo o tomillo sin
emulsionar, estos AEs fueron agregados directamente en un 0,05% a la mezcla leche
desnatada/emulsion. La leche desnatada utilizada fue previamente pasteurizada a 72 °C
por 2 s. La mezcla leche desnatada/emulsion se pasteurizo (63 °C x 30 min) y se enfrio a
35 °C, luego se agrego un 0,03% de solucion de cloruro de calcio al 50% (Sigma-Aldrich)
y después de 5 min 0,03% de quimosina con actividad ~600 IMCU/mL (quimosina Chy-
Max® Extra, CHR Hansen, Dinamarca). Después de la coagulacion y el corte se
obtuvieron cubos de cuajada de 1 cm de lado. Para agilizar el desuerado se agit6 por 10
min. A consecuencia del agitado la cuajada se enfria, por lo que fue calentada hasta 35 °C
y luego se realizo el segundo agitado por 10 min. Inmediatamente después se procedio al
moldeado, utilizando moldes y envases para queso fresco de 400 g de capacidad (Ets A.
Coquard, Villefranche sur Sabne, Francia). Transcurridos 20 min del moldeado, se
procedié al volteado, la eliminacion del suero drenado y el cerrado de los envases.

Finalmente, los quesos se almacenaron a temperatura de refrigeracion a 4 °C.

3.7. Caracterizacion del anéalogo de queso fresco

3.7.1.Composicion

La composiciéon del AQF se determiné el dia 1 por triplicado, aplicando los métodos
estandar para la grasa (ISO, 2008), para proteina (IDF, 2002), para sélidos totales (IDF,
2004). El contenido en &cidos grasos se determind por cromatografia de gases con
deteccion de llama por ignicion (CG-FID), aplicando el método AOCS Ce 2-66 (AOCS,
2017) para preparar ésteres metilicos de acidos grasos y el método AOCS Ce 1-62
(AOCS, 2005) para determinar la composicién de acidos grasos mediante cromatografia
de gases. El rendimiento se calculé como la relacion porcentual entre la masa del queso
sobre la masa de la mezcla leche desnatada/emulsion. EI pH se determiné sobre una
muestra de queso previamente triturado que se obtuvo por mezcla con agua destilada (1:1,

p/v), utilizdndose pH metro MicropH 2001 (Crison, Alella, Espafia).
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3.7.2. Anélisis microbioldgico

Se tomaron 10 g de muestra de AQF al que se agreg6 90 mL de agua de peptona (Oxoid)
y cuando fue necesario se prepararon diluciones decimales, realizandose siembras en
placa mediante el método de inclusion y en superficie. Se realizé recuento de diferentes
grupos microbianos durante la vida util del producto, recuento total de mesofilos aerobios
realizado en PCA (Oxoid) e incubando a 30 °C por 48 h, el recuento total de psicrétrofos
en el mismo medio, pero incubando a 7 °C por 10 dias. Recuento de mohos y levaduras
en agar Rosa de Bengala y Cloranfenicol (Oxoid) con una incubacion a 25 °C por 5 dias.
Recuento de enterobacterias en agar Cristal Violeta, Rojo neutro, Bilis y Glucosa (VRBG,
Oxoid) con incubacion a 37 °C por 24 h. Recuento de coliformes y E. coli en medio agar
Brilliance E. coli (Oxoid) con incubacién a 37 °C por 24 h. Recuento de Pseudomonas en
medio agar Pseudomonas cetrimida (Oxoid) con incubacién a 30 °C por 48 h. Y recuento

de St. aureus en medio agar Baird-Parker (Oxoid) incubado a 37 °C por 48 h.

3.7.3.Color

Se determind utilizando un colorimetro Hunter Lab (MiniScan XETM, Hunter Associates
Laboratory Inc., Reston, Virginia, EE.UU.), usando el iluminador D65, con observador
de 10° para determinar los valores L*, a* y b*, definidos por la Commission
Internationale de I’Eclairage (CIE). EL AQF se cortd de manera transversal por la mitad
y las mediciones se llevaron a cabo colocando el colorimetro directamente sobre el AQF,
las lecturas se hicieron en 7 puntos diferentes de la superficie interna del producto. El
valor L* representa la luminosidad (cuyos valores oscilan de 0 (negro) a 100 (blanco), y
los parametros a* (rojo-verde) y b* (amarillo-azul) representan los componentes
cromaticos, los cuales no tienen limites numéricos especificos. Con los datos obtenidos
se calcul6 la diferencia de color total (AE) de los AQF en relacion al AQF control (sin

AE), mediante la siguiente ecuacion:

AE = \/AL*?2 + Aa*? + Ab*?
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3.7.4. Textura

La caracterizacion de la textura del AQF se realizd6 mediante un ensayo de compresion
uniaxial, y para ello se utilizé un analizador de textura TA-XT2 (Stable Microsystems,
Surrey, Reino Unido). El analisis se llevo a cabo a 21°C y consistio en comprimir un cubo
de AQF de 1,5 cm de lado con un cilindro de compresion de 36 mm de diametro que
desciende a velocidad constante de 10 mm/s y fuerza de contacto de 5 g hasta un nivel de
deformacion superior al punto de fractura (80% de la altura original del AQF) y con 30
mm de distancia de retorno. Los pardmetros reolégicos obtenidos son el mddulo de Young
o de elasticidad (E), la tension o esfuerzo (of) y la deformacion (ef). El estrés y la

deformacion real se calcularon segun Calzada y Peleg (1978).

3.7.5.0xidacién

3.7.5.1. Determinacion de hidroperoxidos y MDA por el método TBARS

La determinacién de hidroperdxidos (oxidacion primaria) y de MDA por el método de
TBARS (oxidacion secundaria), se realizaron como se indica para las emulsiones en los
apartados 3.5.5.1 y 3.5.5.2. Cada muestra fue analizada por triplicado. Las

determinaciones se realizaron a los dias 1, 7y 11.

3.7.5.2. Determinacion de MDA por HPLC

La cromatografia liquida (HPLC) ofrece una mayor especificidad y sensibilidad para
determinar MDA en alimentos. En este estudio se utilizd la técnica de determinacion de

MDA por HPLC descrita por Papastergiadis et al. (2012) con algunas modificaciones.

Para la extraccién de MDA de las muestras, se pesaron 5 g de AQF a los que se agregd
15 mL de TCA al 7,5%, se mezcl6 con vortex por 1 min, luego se filtré con papel de filtro
Whatman n° 1. Se tom6 1 mL del filtrado y se le agreg6 3 mL de una solucién 40 mM de
TBA (disuelto en solucion tampon acetato 2 M, pH 2,0). La mezcla se llevé a un bafio de
agua en ebullicion por 40 min, posteriormente se enfrid en un bafio con agua helada y se

agrego 1 mL de metanol de grado HPLC (Sigma-Aldrich).

Para la cuantificacion de MDA en las muestras se preparé una curva de calibracion a
partir de una solucion madre de 10 mM de TEP disuelto en TCA al 7,5%. Esta solucion

fue agregada a la mezcla de 5 g de AQF con 15 mL de TCA al 7,5%, de tal manera que
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las concentraciones finales de TEP en los tubos fueron 2,5, 1,25, 0,625, 0,3, 0,15, 0,03 y

0,015 mM, el procedimiento contindo como en la extraccion de MDA de las muestras.

Se tomaron 20 uL de las muestras y se inyect6 en una columna ODS - 2,5 um (4,6 x 200
mm) (Scharlab, Barcelona, Espafia) del equipo de HPLC con Bomba Serie 200
(PerkinElmer, Inc. Shelton CT, EE.UU.) conectada a un inyector automatico Waters 717
(Milford, MA, EE.UU.) y a un detector de fluorescencia SAF0111 Serie 200
(PerkinElmer) y equipado con un software de recogida de datos Turbochrom 6.2
(PerkinElmer). La fase movil utilizada se prepard a partir de una solucién 50 mM de
KH2PO4, metanol y acetonitrilo a pH 5,3 con una relacién 72:17:11 (v/viv), y el flujo de
bombeo fue de 1 mL/min. La longitud de onda de excitacion y de emision se fijo en 525

y 545 nm respectivamente. La temperatura de andlisis cromatografico fue de 45 °C.

3.7.6. Analisis sensorial

Los AQFs se evaluaron mediante un andlisis sensorial descriptivo en el dia 3 de
almacenamiento en refrigeracion. Se determinaron los atributos de color, sabor y textura.
Los catadores forman parte del personal del Departamento de Ciencia Animal i dels

Aliments de la Universitat Autonoma de Barcelona.

3.8. Analisis estadistico

Los datos se trataron mediante el andlisis de varianza (ANOVA) con el programa IBM
SPSS para Windows, version 23.0. La estadistica descriptiva, el anlisis de varianza
(ANOVA), para la determinacion de las comparaciones de las diferencias de medias, se
utilizo el test de Duncan, con un nivel de significancia de P < 0,05. Los andlisis de
regresion y la bondad de ajuste de los modelos se verificd mediante el coeficiente de

determinacion R2.
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Capitulo IV

Actividad antioxidante y antimicrobiana in vitro de aceites
esenciales

4.1. Introduccioén

Los conservantes y antioxidantes sintéticos de los alimentos se asocian con efectos
adversos para la salud de las personas, tales como ser cancerigenos probables, o por dar
lugar a diversas reacciones alérgicas en el caso de los consumidores con hipersensibilidad
a ciertos productos. Debido a esta situacion, y porque se quiere mantener los estandares
de calidad alimentaria nutricional y sensorial de los alimentos, se esta abogando por la
aplicacion de conservantes naturales en alimentos (Pisoschi et al., 2018). Uno de los
productos naturales que surgen como alternativa son los aceites esenciales (AES), cuya
demanda ha tenido un incremento debido a la amplia gama de usos en los productos
alimenticios, farmacéuticos, cosméticos, perfumes, aromaterapia y agricultura (Dima y
Dima, 2015).

Los AEs son compuestos complejos y volatiles, caracterizados por el olor de las plantas
aromaticas del que se extraen (Wang etal., 2017). Se sintetizan a través de vias
metabdlicas secundarias de las plantas como moléculas de comunicacion y defensa. Las
sustancias contenidas en los AEs se clasifican principalmente en dos grupos quimicos,

basados en la ruta metabdlica de su sintesis: (i) terpenoides, que estan representados
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principalmente por monoterpenos y menos comunmente por sesquiterpenos y (ii)

fenilpropanoides de bajo peso molecular (Pavela y Benelli, 2016).

Un gran nimero de AEs poseen propiedades antimicrobianas y antioxidantes (Wang
et al., 2017). Las caracteristicas antimicrobianas, generalmente van acompafadas de una
capacidad antioxidante confirmada. Entre los principales compuestos que imparten estas
caracteristicas a los AEs estan los compuestos fenolicos (flavonoides y no flavonoides),
terpenos, alcoholes alifaticos, aldehidos, cetonas, acidos organicos, saponinas,
tiosulfatos, y los glucosinolatos (Pisoschi et al., 2018). La composicion de los AEs,
depende de la especie, la subespecie y la ubicacion geografica de la planta, el tiempo de
cosecha y las técnicas de extraccion (Dimay Dima, 2015).

En este estudio se determiné la capacidad antioxidante y la capacidad antimicrobiana in
vitro de los AEs de albahaca, canela, clavo, laurel, limén, mandarina, orégano, romero,
salvia, tomillo y valeriana; cuyo origen, nombre cientifico y principales componentes se
presentan en la Tabla 4. 1. Para determinar la capacidad antimicrobiana se seleccionaron
microrganismos patogenos, indicadores y alterantes de importancia en productos lacteos
como son Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella Enteritidis,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Lactococcus lactis, Lactobacillus
plantarum, la levadura Kluyveromyces marxianus y los mohos Aspergillus niger y

Penicillium sp.
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Tabla 4. 1. Principales componentes de los aceites esenciales utilizados.

Aceite Esencial Nombre Cientifico Origen Componentes %
Albahaca Ocimum basilicum India Estragol 76,6
Linalool 18,98
Canela Hojas Cinnamomum zeilanicum/  Indonesia Eugenol 77,89
Cinnamomum verum Benzoato de bencilo 3,18
B-Cariofileno 2,15
Acetato de eugenilo 1,46
e-Cinamaldehido 1,25
Linalool 1,23
o-Felandreno 1,02
Clavo Syzygium aromaticum / India Eugenol 87,1
Eugenia caryophyllata B-Cariofileno 4,04
a-Humuleno 1,76
Isoeugenol 1,53
Laurel Laurus nobilis Paises 1,8-Cineol 44,25
del Este Acetato de terpenilo 9,18
Sabineno 7,11
B-Pineno 5,46
a-Pineno 5,44
Linalool 4,24
Limoneno 412
a-Terpineol 3,95
Terpineno-4-ol 3,31
Eugenol 0,99
Limén Citrus limon Espafia Limoneno 67,93
B-Pineno 11,03
y-Terpineno 8,53
Sabineno 1,89
a-Pineno 1,82
B-Mirceno 1,59
Geraniol 1,14
Mandarina Citrus reticulata Italia Limoneno 73,3
y-Terpineno 18,1
a-Pineno 2,8
B-Mirceno 1,59
B-Pineno 1,55
Orégano Origanum vulgare Espafia Car\_/acrol 67,55
p-Cimeno 7,31
y-Terpineno 6,94
B-Cariofileno 417
B-Mirceno 1,52
a-Tujeno 1,4
Borneol 1,07
Timol 0,41

Eugenol 0,14
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Tabla 4.1. (Continuacion).

Aceite Esencial Nombre Cientifico Origen Componentes %
Romero Rosmarinus officinalis Espafia 1,8-Cineol 46,11
a-Pineno + a-Tujeno 13,32
Alcanfor 115
B-Pineno 5,01
Canfeno 4,77
B-Cariofileno 3,09
Borneol 2
B-Mirceno 1,61
p-Cimeno 1,37
a-Terpineol 1,29
Salvia Salvia lavandulifolia Espafia Alcanfor 29,6
1,8-Cineol 22,5
Canfeno 6,8
a-Pineno 5,13
Limoneno 447
B-Pineno 4,05
Borneol 2,87
Acetato de trans sabinilo 2,86
B-Mirceno 2,76
Acetato de linalilo 2,54
Acet. de terp. + Sabinol 2,37
Linalool 1,49
Sabineno 1,34
Acetato de bornilo 1,25
[-Cariofileno 1,22
Tomillo Thymus vulgaris Espafia Timol 46,14
p-Cimeno 16,3
y-Terpineno 8,84
Linalool 4,04
Carvacrol 3,69
Terpineno-4-ol 2,41
[-Cariofileno 2,1
Borneol 1,75
B-Mirceno 1,56
a-Terpineno 1,35
Canfeno 1,15
a-Tujeno 1,09
a-Pineno 1,02
Valeriana Valeriana officinalis India Acetato de bornilo 36,34
Canfeno 26,67
a-Pineno 6,81
B-Pineno 4,64
Acetato de mirtenilo 3,81
Valerenal 2,26
o-Fencheno 2,09
Limoneno 1,96
Borneol 1,54

Fuente: Esencias Martinez Lozano, S.A. (Murcia, Espafia, 2014).
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4.2. Resultados y discusion
4.2.1. Actividad antioxidante in vitro de los aceites esenciales

4.2.1.1. Método del radical DPPH

Este método se basa en que el DPPH es un radical libre estable a temperatura ambiente,
que en presencia de una molécula antioxidante se reduce con el consecuente cambio de

color violeta a un amarillo claro (Kedare y Singh, 2011).

La determinacion de la actividad antioxidante de los AEs seleccionados se llevo a cabo
en dos etapas. En una primera etapa se realiz6 un primer ensayo de discriminacién entre
los 11 AEs a una Unica concentracion, 1,25 mg/mL, con la finalidad de determinar qué
AEs tenian mayor actividad antioxidante. En una segunda etapa, entre los que presentaron
mayor capacidad antioxidante se determiné la CEso, en este caso los AES se ensayaron a
concentraciones de 60, 80, 200, 400, 800 y 2000 pg/mL.

En la primera etapa de este estudio, segln su capacidad para inhibir el radical DPPH, se
obtuvieron cuatro grupos de aceites esenciales. Los AES que presentaron menor
capacidad de inhibicién fueron la albahaca, el limén, la mandarina, la salvia, el romero y
la valeriana con menos de un 7% de inhibicion, seguidos del laurel con un 13,7%, después
un tercer grupo conformado por tomillo y orégano con una inhibicién menor al 50%, y
finalmente los que presentaron una mayor capacidad inhibitoria (~95%) fueron los de
canela y clavo, comparables con los antioxidantes sintéticos BHA y BHT (Tabla 4. 2).
Los cuatro Gltimos AEs se seleccionaron para la segunda etapa de determinacion de la
CE-so.

Entre el grupo de AEs que presentaron menor actividad antioxidante de alrededor de un
7% (albahaca, limén, mandarina, salvia, romero y valeriana), y relacionado con su
composicidn, se puede comentar que, en el caso de la albahaca, se asocia principalmente
al linaool presente aproximadamente en un 19%, el cual es un terpenoide no fenolico que
tendria propiedades de barrido de radicales relevante y una capacidad excepcional para
inhibir la peroxidacion lipidica (Domingues y Duarte, 2016). Sin embargo, se ha
determinado que su otro componente mayoritario, el estragol (77%), no presenta
actividad antioxidante estimada por el método DPPH, debido a que este compuesto no es
donante de protones y electrones, necesarios para la neutralizacion de este radical

(Dawidowicz y Olszowy, 2014).
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Tabla 4. 2. Porcentaje de inhibicion in vitro de aceites esenciales por el método de
inhibicion del radical DPPH.

Aceite esencial Actividad antioxidante (%)
Albahaca 6,92 + 4,272
Canela 95,46 + 2,85¢
Clavo 95,60 + 1,83¢
Laurel 13,72 + 4,57°
Limon 5,84 +2,30%
Mandarina 6,80 + 2,272
Orégano 49,74 + 3,17°
Romero 485+1,78
Salvia 6,56 + 3,902
Tomillo 46,52 + 4,89°
Valeriana 6,13 + 3,242
BHA 95,42 + 1,02¢
BHT 93,82 +0,12¢

ad \/alores en la misma columna con diferente superindice indican diferencias significativas (P<0,05).

Cuando Dawidowicz y Olszowy (2014) analizaron el AE de limén con un 70% de
limoneno y el AE de salvia, con un 29% de alcanfor, obtuvieron 13% de actividad
antioxidante, mientras que para sus componentes principales limoneno y alcanfor, un 8 'y
10% de inhibicion respectivamente; por lo que asumen que las propiedades antioxidantes
del AE no siempre dependen de la actividad antioxidante de su componente principal y
que sus otros componentes pueden tener un efecto sinérgico en la actividad antioxidante.
En nuestro estudio, pese a tener una composicion similar (Tabla 4. 1) a los citados

previamente, la actividad antioxidante fue inferior (Tabla 4. 2).

En el caso del AE de romero (46 % de 1,8-cineol, 13% de a-pineno + a-tujeno, 11% de
alcanfor y 2% de borneol), mostr6 menor actividad antioxidante (4,8%), los resultados
obtenidos fueron inferiores a los obtenidos por Bajalan et al (2017), quienes para 1,6
mg/mL de AE de romero compuesto por un 23% de 1,8-cineol, 20 % de a-pineno, 6%
borneol y 4% de alcanfor, obtuvieron 11,03% de actividad antioxidante. La diferencia en
los resultados podria deberse a la mayor concentracion de AE utilizado por los
investigadores, los autores también sefialan que niveles mas altos de alcanfor y borneol
pueden aumentar la capacidad antioxidante; ademas el 1,8-cineol y el borneol que

mostraron capacidad para neutralizar radicales libres (Anthony et al., 2012).
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Dosoky y Setzer (2018) indican que el AE de mandarina mostré una actividad moderada
de eliminacién de radicales, principalmente debido al alto contenido de d-limoneno;
afirmacion que coincide con Gao et al. (2011), quienes obtuvieron AE de mandarina con
d-limoneno como el compuesto predominante, representando el 65,6-83,1%. Ademas, las
concentraciones de compuestos volatiles como -mirceno y y-terpineno, se detectaron
como relativamente altas. En nuestro estudio la composicién de este AE es similar a la

reportada por los investigadores y obtuvimos una actividad antioxidante de 6,8%.

Miguel (2010b) sefiala que la actividad antioxidante del AE laurel es limitada por la
cantidad relativamente baja de compuestos fendlicos en estos aceites, sin embargo, la
presencia de eugenol podria incrementar su actividad antioxidante. También indican que
la actividad antioxidante de este AE se debe a la presencia de estragol y 1,8- cineol, que
no son contrarios a los compuestos fenolicos. En nuestro estudio la actividad antioxidante
del AE de laurel fue ~14% y tiene como su compuesto mayoritario al 1,8-cineol y una
pequefia cantidad de eugenol (~1%) que estaria influenciando positivamente a su
actividad antioxidante.

El AE de Valeriana present0 una baja actividad antioxidante, lo cual estaria relacionado
con la falta de compuestos fendlicos; este AE contiene monoterpenos hidrocarbonados
como canfeno, a-pineno, B-pineno y limoneno; al respecto Martins et al. (2014) hallaron
que los AE que tienen estos monoterpenos como compuestos dominantes, mostraron una

baja actividad antioxidante por el método del radical DPPH.

Para determinar la CEso de los AEs seleccionados, se determind su actividad antioxidante
a concentraciones entre 60 y 2000 pg/mL (Figura 4. 1). Se observd que entre las
concentraciones de 800 a 2000 pg/mL, los AEs de canela y clavo alcanzaron
practicamente su maxima capacidad inhibitoria de radicales DPPH, incrementado
aproximadamente de un 90 a un 94% en canela, y de un 91% a un 94% en clavo. Viuda-
Martos et al. (2010) obtuvieron capacidades inhibitorias de radicales DPPH de AE de
clavo de 97,85 y 98,75% para concentraciones de 5000 y 50000 pg/mL respectivamente.
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Figura 4. 1. Inhibicion del radical DPPH (%) por los aceites esenciales de canela, clavo,
orégano, y tomillo a concentraciones de 60, 80, 200, 400, 800 y 2000 pg/mL.

La CEso es inversamente proporcional a la actividad antioxidante, y como se observa en
la Tabla 4. 3, los AE de canela y clavo presentaron valores significativamente menores
de CEso que los de orégano y tomillo. Los resultados difieren cuantitativamente con los
de Viuda-Martos et al. (2010), quienes obtuvieron una CEso de 380, 1100 y 3900 pg/mL
para AE de clavo, tomillo y orégano, respectivamente, aunque como en nuestro estudio,

el clavo fue el AE que tuvo mayor capacidad inhibitoria y el orégano la menor.

El timol (2-iso-propil-5-metilfenol) y su isémero carvacrol (5-iso-propil-2-metilfenol)
actian como antioxidantes y captadores de radicales libres (Beena etal., 2013),
reduciendo el radical DPPHe estable de color pdrpura en DPPH-H de color amarillo
(Gavaric et al., 2015); y son los principales compuestos presentes en los AEs de orégano
y tomillo (Tabla 4. 1), siendo la actividad antioxidante del timol superior a la del
carvacrol, atribuida a un mayor obstaculo estérico del grupo fendlico del timol (Ramos
et al., 2014). En el AE de tomillo, los valores de inhibicién a 2000 pg/mL fueron similares
a los obtenidos por Albayrak y Aksoy (2012), con un valor de alrededor de un 48% de
actividad antioxidante, aunque la especie de tomillo de extraccion de los AE es diferente.
Sin embargo, segun estos autores el tomillo que estudiaron, Thymus cappadocicus,
presenta un perfil de componentes equivalente a T. vulgaris, especie utilizada en nuestro

estudio.
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Tabla 4. 3. Concentracion efectiva media (ug/mL) de aceites esenciales mediante el
método de inhibicion del radical DPPH.

Aceite esencial CEso (ug/mL)
Canela 208,25 + 34,162
Clavo 158,83 + 15,452

Orégano 2554,11 + 124,67°
Tomillo 2447,92 + 199,34°

b \/alores en la misma columna con diferente superindice indican diferencias significativas (P<0,05).

En los AEs de canela y clavo su mayor capacidad para inhibir al radical DPPH, se asocia
al eugenol, principal componente de ambos (Tabla 4. 1). Dawidowicz y Olszowy (2014)
determinaron una actividad antioxidante ~82% para eugenol y para un AE de clavo,
demostrando que las propiedades antioxidantes de este AE dependen del eugenol y que
los otros componentes no presentan actividad antioxidante o bien estas son minimas.

Se han propuesto dos hipétesis sobre la actividad antioxidante del eugenol, la primera que
este compuesto reduce dos 0 mas DPPHe, a pesar de disponer de un solo hidrégeno en su
grupo hidroxilo, y la segunda que plantea la formacion de dimeros de eugenol
(deshidrodieugenol) con dos grupos hidroxilo fendlicos originados a partir de radicales
intermedios eugenilo (Cortés-Rojas et al., 2014). Adicionalmente, Bortolomeazzi et al.
(2010) indican que el margen de tiempo de la reaccion entre el DPPHe y eugenol puede
solaparse con la reaccion entre el DPPHe y deshidrodieugenol, lo que puede contribuir a
la actividad de eliminacion de radicales por el eugenol.

4.2.1.2. Método de decoloracion del f-caroteno

El método de decoloracion de B-caroteno se basa en mediciones espectrofotométricas de
decoloracion del B-caroteno inducida por los productos de degradacion oxidativa del
acido linoleico (Duarte-Almeida et al., 2006). La actividad antioxidante determinada por
el método de decoloracién del B-caroteno, se debe principalmente a compuestos
fenolicos. Segun Amiri (2010), existe una relacion entre la inhibicién de la formacion de

hidroperdxido y la presencia de algin nucleo fendlico presente en los aceites esenciales.
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Tabla 4. 4. Actividad antioxidante de los aceites esenciales por el método de decoloracién
del pB-caroteno.

Aceite esencial Actividad Antioxidante (%0)
Albahaca 80,39 + 3,57°
Canela 95,19 + 3,30°
Clavo 97,52 + 1,65°
Laurel 94,18 + 2,18°
Limon 94,46 + 0,85°
Mandarina 92,01 £5,91°
Orégano 92,50 + 5,88°¢
Romero 64,26 + 8,032
Salvia 71,11 £5,702
Tomillo 95,33 £1,23°
Valeriana 67,66 = 5,782
BHT 97,94 £+ 1,80°
BHA 97,72 £ 1,98°

&¢Valores en la misma columna con diferente superindice indican diferencias significativas (P<0,05).

Todos los AEs, fueron testados a 2 mg/mL de concentracion, y como se muestra en la
Tabla 4. 4. se obtuvieron 3 grupos de AEs con actividades antioxidantes diferenciadas:
los AEs que presentaron menor actividad antioxidante fueron los de romero, salvia y
valeriana, seguidos de albahaca y finalmente los de mandarina, orégano, laurel, limén,
canela, tomillo y clavo, que fueron los AEs que tuvieron mayor actividad antioxidante.
Los antioxidantes BHA y BHT, se utilizaron con fines comparativos por ser de amplio
uso en la industria alimentaria, a una concentracion de 0,4 mg/mL de concentracion,
mostrando una elevada capacidad antioxidante, estadisticamente similar a la obtenida por
el ultimo grupo de AEs, resultado similar al obtenido por Kdse et al. (2010).

De forma general, los resultados obtenidos en nuestro estudio fueron similares a los
obtenidos por Anthony et al. (2012) que realizaron un estudio con diferentes AEs de
diversos origenes. Para el laurel de origen hdngaro el valor fue de alrededor de un 96%,
para clavo y canela de Sri Lanka 98,5% y 96% respectivamente, para tomillo de Espafia
de un 96% y para el orégano de Marruecos de un 96%. Sin embargo, en la albahaca de
origen estadounidense obtuvieron una actividad antioxidante de un 96%, valor superior

al encontrado en nuestro estudio que fue de aproximadamente de un 80%.
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Los resultados obtenidos mediante el método del radical DPPH de los AEs de albahaca,
laurel, limon, mandarina, romero, salvia y valeriana fueron diferentes a los obtenidos por
el método de decoloracion del B-caroteno. Al respecto, Dawidowicz y Olszowy (2014)
también encontraron diferencias al aplicar estos métodos y afirman que esto no es extrafio,
pues mediante el método de decoloracion del B-caroteno se evalla la capacidad de
neutralizacion radical por degradacion homolitica del enlace O-H en el grupo hidroxilo
que se produce en un antioxidante, mientras que en el método DPPH la eliminacion de
radicales esta precedido por la disociacion de este grupo. Asimismo, el método de DPPH
se relaciona con el barrido de electrones y radicales, y el método de decoloracion del B-
caroteno se asocia con la peroxidacion de lipidos (Moon y Shibamoto, 2009).

Miguel (2010b) reportaron que a- y y-terpineno, que poseen restos 1,3- y 1,4-dieno, eran
donantes de H a DPPH mucho mas débiles que su capacidad para inhibir la peroxidacién
de lipidos, siendo su eficacia en la prevencion del proceso de peroxidacion lipidica igual
a la de los compuestos fenodlicos carvacrol y timol. Y segin Martins et al. (2014) la
capacidad blanqueadora de p-caroteno de los monoterpenos hidrocarbonados como a-
pineno, sabineno, limoneno, B-mirceno, a y B-felandreno, se puede correlacionar con la
presencia de grupos metileno activados. La mayoria de los compuestos sefialados por

estos investigadores forman parte de los AEs de nuestro estudio (Tabla 4. 1).

4.2.2. Actividad antimicrobiana in vitro de los aceites esenciales

Para determinar la CMI de los once AE sobre los 10 microorganismos elegidos (patdgenos,
indicadores y alterantes) se utiliz6 el método de microdilucion en placa utilizando el equipo
Bioscreen C, considerandose la CMI, aquella concentracion de AE que no permite el
crecimiento microbiano, lo cual se evidencia cuando la absorbancia de la solucion, que es
un indicador de turbidez y éste a su vez de crecimiento microbiano, no varia durante el

tiempo de incubacion.

En la Figura 4. 2 se muestran, como ejemplo de los resultados obtenidos mediante el equipo
Bioscreen C, las curvas de crecimiento de Staphylococcus aureus frente a cada AE a una
concentracion de 0,5 mg/mL. Como se puede observar, con los AEs de orégano y tomillo
la absorbancia permanecio6 constante, es decir se inhibié el crecimiento microbiano. A esta
concentracion, los AEs de canela y clavo tuvieron un limitado efecto inhibidor, que se
traduce en una prolongada fase de latencia de 10,03 £ 0,33 y 16,91 + 3,78 h para canela 'y
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clavo, respectivamente (Tabla 4. 8), mientras que el efecto inhibidor del resto de AEs fue

muy reducido.
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Figura 4. 2. Curvas de crecimiento de Staphylococcus aureus en presencia de diferentes
aceites esenciales a una concentracion de 0,5 mg/mL durante un periodo de incubacién
de 24 ha 37 °C.

El andlisis descrito en el parrafo anterior y en la Figura 4. 2 se realizo para todos los AEs,
aplicados a las diferentes concentraciones frente a cada microorganismo. El resultado
obtenido de forma cualitativa se presenta en la Tabla 4. 5, y en la Tabla 4. 6 se presenta el
andlisis cuantitativo que se realiz6 mediante el software GraphPad Prism, determinando el
area bajo la curva que permitio ajustar los valores de la CMI para cada microorganismo. En
algunos casos, no fue posible determinarlo de forma precisa porque las curvas presentaron
formas andmalas. Los resultados para los diferentes microorganismos y AEs fueron muy
variados. Se tiene que tener en cuenta que la actividad antibacteriana de un extracto vegetal
depende del quimiotipo de la planta, de la preparacién del extracto, del disolvente utilizado
en su extraccion y, por ultimo, de la sensibilidad de los microorganismos (Albayrak y
Aksoy, 2012).
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Tabla 4. 5. Concentracién minima inhibitoria (mg/mL) de los aceites esenciales frente a los microorganismos.

Microorganismos

Aceite
esencial E._ St. S_. N L. P_. _ K _ Penicillium
coli aureus Enteritidis monocytogenes aeruginosa L. lactis Lb. plantarum marxianus A. niger sp.
Albahaca 5 10 10 20 >20 5 20 2 10 5
Canela 1 1 1 1 >2 0,5 1 0,5 1 0,5
Clavo 1 1 1 1 >2 0,5 1 0,5 1 0,5
Laurel 5 10 10 10 > 20 5 > 20 5 5 5
Limén 5 > 20 > 20 10 > 20 20 >10 5 >20 10
Mandarina > 20 20 > 20 20 > 20 5 >10 2 >20 >20
Orégano 0,5 0,5 0,5 0,5 1 0,25 0,25 0,125 0,5 0,5
Romero 5 > 20 20 20 > 20 10 10 2 10 20
Salvia 5 5 10 10 > 20 5 >10 2 10 20
Tomillo 0,5 0,5 0,5 0,5 1 0,25 0,25 0,125 1 0,5

Valeriana 20 10 > 20 10 20 1 >10 >5 20 5
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Tabla 4. 6. Concentracién minima inhibitoria (mg/mL) de los aceites esenciales estimadas mediante el software GraphPad Prism.

Microorganismos

Aceite

esencial E'. St. S: - L. P.‘ . Lb. K .
coli aureus Enteritidis monocytogenes aeruginosa L. lactis plantarum marxianus  A. niger

Albahaca 4,30 6,98 8,91 3,29

Canela 061 091 0,84 0,74 1,66 0,34 0,58 0,28 0,34

Clavo 0,55 0,57 0,84 0,78 1,66 0,61 0,41 0,52

Laurel 5,36 3,55 2,36 6,17

Limén 3,97 21,08 5,75 17,22 3,04

Mandarina 53,22 61,61 3,05 1,18 38,47

Orégano 0,33 0,37 0,29 0,59 0,19 0,23 0,10 0,27

Romero 1,80 9,51

Salvia 4,93 4,16 9,33 22,23 14,91 1,68 9,74

Tomillo 0,33 0,39 0,25 0,53 0,14 0,10 0,26

Valeriana 14,34 0,71 8,30
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La actividad antimicrobiana del AE de albaca fue baja, con CMIs generalmente superiores
a 2 mg/mL, valores que estan por encima de lo obtenidos por Liy Chang (2016). La baja
actividad microbiana, se debe a que los componentes principales del AE de albahaca, el
estragol (77%) y el linalool (17%) tienen una actividad antibacteriana muy limitada
(Bagamboula et al., 2004; Sharopov et al., 2016).

Existen diferentes quimiotipos de AE de romero, con diversos compuestos principales y
con diferentes actividades antimicrobianas, por lo que es dificil comparar los resultados
entre los diferentes autores. Concretamente, en nuestro estudio con el AE de romero que
tiene un 46% de 1,8-cineol, 13% de a-pineno + a-tujeno, y 11% de alcanfor, se obtuvo una
CMI de 2 mg/mL para la levadura K. marxianus, 5 mg/mL para E. coli y > 10 mg/mL para
el resto de microrganismos (Tabla 4. 5). En este AE no fue posible determinar
adecuadamente el CMI con el método del area bajo la curva. Viuda-Martos et al. (2010)
estudiaron un AE de romero con un quimiotipo definido por eucaliptol-alcanfor-a-pineno,
observando que no mostrd actividad antibacteriana contra Listeria sp. Otros autores,
observaron que cuando el eucaliptol fue el compuesto méas abundante, la eficacia del aceite
de romero disminuyd considerablemente, cuando el alcanfor fue el componente principal,
mostré una actividad moderada frente a St. aureus. Otros investigadores, atribuyeron la
actividad antimicrobiana del AE de romero al acido carnésico (Klan¢nik et al., 2009). Por
otro lado, Ojeda-Sana et al. (2013) determinaron la CMI de los compuestos del AE de
romero en forma pura. En este estudio, el a-pineno fue el tnico compuesto capaz de inhibir
a St. aureus y E. coli con una CMI de 0,8 pL/mL. El 1,8-cineol fue activo frente a E. coli
con una CMI de 8 puL/mL, pero no fue activo contra St. aureus. El alcanfor y el borneol
inhibieron a St. aureus con CMls de 0,4 y 2 pL/mL, respectivamente. El mirceno,
componente principal del AE de romero de otro fenotipo, no mostré ninguna actividad

antimicrobiana.

El AE de mandarina fue uno de los menos efectivos con una CMI igual o superior a 20
mg/mL en la mayoria de microorganismos, a excepcién de L. lactis, y la levadura, que
fueron los més sensibles con CMIs entre 1 y 5 mg/mL (Tabla 4. 5y Tabla 4. 6). Nuestros
resultados fueron muy diferentes a los obtenidos por Mandal y Mandal (2015) que
obtuvieron valores de CMI para AE de mandarina de dos origenes diferentes de entre 0,9-
2,6 mg/mL para P. aeruginosa, de 0,6- 2,5 mg/mL para St. aureus y de 1,3y 2 mg/mL para

E. coli. Frente a L. monocytogenes y St. aureus la CMI fue de 10 mg/mL en el AE de
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mandarina de la variedad Dancy. Los valores altos de CMI obtenidos en nuestro estudio
estarian relacionados con la composicion del AE, cuyo componente principal fue el
limoneno, y que segun Chutia et al. (2009) este componente contribuye principalmente al
olor del aceite, mientras los que tienen actividad antimicrobiana son el linalool, 6xido de

cariofileno, a-pineno y a-terpineol.

Los AEs de orégano y tomillo presentaron las mayores actividades antimicrobianas, con
CMI de entre 0,5y 1,0 mg/mL para P. aeruginosa, y entre 0,1 y 0,5 mg/mL para el resto
de bacterias y mohos (Tabla 4. 5. y 4.6). De forma general, los AE de clavo y canela se
comportaron de manera equivalente, ya que se obtuvieron CMls similares para todos los
microorganismos estudiados (Tabla 4. 5. y 4.6), lo cual se corrobord al estimar los valores
de tiempo de latencia (A), especialmente, y velocidad méxima de crecimiento microbiano

(umax) para 2 concentraciones por debajo de la CMI (Tabla 4.7).
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Tabla 4.7. Fase de latencia (A, h) y velocidad maxima (umax, A absorbancia/h) de desarrollo de bacterias y levaduras a dos concentraciones por
debajo de la concentracién minima inhibitoria de aceites esenciales de tomillo y orégano.

. . Concentracién Aceite Fase de Velocidad . . Concentracion Fase de Velocidad
Microorganismo . . Lo Microorganismo . Lo
(mg/mL) esencial latencia maxima (mg/mL) latencia méaxima
tomillo  8,93+0,88 0,18 £ 0,15 853+020 0,02 0,00
0.25 orégano 1109120 0294001 | actobacillus 0.125 894+010 002000
E. coli
, tomillo  3,04+0,05 0,30 + 0,00 plantarum , 7124015 0,01+ 0,00
0,125 orégano  311+006  0310,00 0,0625 6,85+0,07 0,02 +0,00
tomillo  8,98+0,27 0,04 +0,01 10,90 +1,19 0,01+ 0,01
Listeria 0.25 orégano  801+064 017018 L act0C0GeUS 0.125 11,72+0,17 0,01+ 0,00
monocytogenes tomillo  525+0,02 0,33 +0,01 lactis 6,23+045 0,06+ 0,02
0,125 orégano  542+043  033+0,00 0,0625 6,56+0,04 0,05 0,00
tomillo  3,71+0,06 0,32 + 0,00 658+1,89 0,13%0,05
0.25 orégano 381001 036%001  pseudomonas 03 998035 001%0,00
Salmonella Enteritidis ; .
tomillo 3,09 +0,04 0,35+ 0,00 aeruginosa 6,05 + 0,08 0,41 +£0,01
0,125 orégano  3,15+0,09 0,38 +0,01 0.25 6,42+001 0,10 % 0,06
tomillo  16,74+0,19 0,14 + 0,06 2246 +£2,62 0,0420,01
0,25 orégano 20,842 0,44 0,06 + 0,04 Kluyveromyces 0,0625 19,74 £0,22 0,06 £ 0,00
Staphylococcus aureus tomillo  16,04£0,00 0,19 +0,00 marxianus 1915032  0,11+0,01
0125 orégano  18,73+0,08 0,16+ 0,00 0,03125 18,12+0,02 0,14+ 0,00
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Los componentes principales que se asocian con los AEs de orégano y tomillo son el
carvacrol y timol; en el AE de orégano prima el carvacrol con un 70,2% y el timol esta
presente en un 2,4%, mientras que el AE de tomillo tiene un 46% de timol y un 3,69% de
carvacrol (Tabla 4. 1). Aunque el p-cimeno, fue el segundo componente mayoritario en
los AEs de orégano y tomillo, se ha descrito que no muestra actividad antibacteriana
incluso a concentracion del 10% (v/v) (Bagamboula et al., 2004). La falta de actividad
antimicrobiana del p-cimeno generalmente se atribuye a la falta de un grupo hidroxilo,
factor importante en el mecanismo de accion antimicrobiano. Sin embargo, esta
explicacion es muy simple, ya que la baja solubilidad de este compuesto en soluciones

acuosas impide una determinacién cuantitativa de su actividad (Veldhuizen et al., 2006).

El efecto inhibidor de los AEs de tomillo y orégano ya fue observado por otros autores,
con resultados bastante similares a los de nuestro estudio. Asi, Guarda et al. (2011), que
evaluaron la CMI en compuestos puros de carvacrol y timol, determinaron que en el caso
del carvacrol para St. aureus y A. niger la CMI fue de 0,225 mg/mL y en E. coli algo
superior (0,375 mg/mL), y para el timol la CMI determinada fue de 0,250 mg/mL. Por
otro lado, Nikoli¢ et al. (2014), que determinaron la CMI en AE de tomillo, obtuvieron
valores de 0,16 mg/mL para P. aeruginosa, y 0,08 mg/mL para St. aureus, observando de
forma similar a nuestro estudio, que en general los hongos parecen ser mas sensibles a
los aceites esenciales, lo cual se explicaria por su diferente organizacion celular. De
hecho, Holley y Patel, (2005) sugieren que los esteroles presentes en membranas de

levaduras y mohos, no confieren resistencia contra los AE.

La actividad antimicrobiana del carvacrol y timol, se relaciona con su estructura quimica.
Ambos son isémeros estructurales que tienen un grupo hidroxilo en lugares diferentes del
anillo fendlico, y justamente parece ser que la presencia de grupos hidroxilo, aunque no su
localizacion, y la presencia de un sistema de electrones deslocalizados en los compuestos
fenolicos, son importantes para su actividad antimicrobiana (Ben Arfa et al., 2006;
Cacciatore et al., 2015; Jayasenay Jo, 2013; Xu et al., 2008). Para evidenciar la importancia
de los grupos hidroxilo, Veldhuizen etal. (2006) sustituyeron el grupo hidroxilo del
carvacrol por un grupo amino y observaron que la actividad antimicrobiana fue 3 veces
menor, a pesar de que no afectd a la hidrofobicidad, estructura espacial y solubilidad del
compuesto. Estos autores concluyeron que, si bien el grupo hidroxilo de carvacrol no es

esencial para la actividad antimicrobiana, si que contribuye en el mecanismo de accidn.
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Otro aspecto a considerar, en la accién inhibitoria de los compuestos aromaticos es que se
relaciona, en la mayoria de los casos, con la hidrofobicidad, que esta directamente
relacionada con el logP (Ben Arfa etal., 2006). El carvacrol y timol son compuestos
hidrofobos, y es probable que se disuelvan en el dominio hidrofobo de la membrana
citoplasmatica de las células bacterianas, entre las cadenas acilo lipidicas (Guarda et al.,
2011), que se confirm6 en un estudio realizado por Lambert et al. (2001) en St. aureus y
P. aeruginosa. Estos compuestos también son capaces de desintegrar la membrana externa
de las bacterias Gram negativas liberando los lipopolisacaridos, cambiando asi la
permeabilidad del ATP en la membrana citoplasmatica (Guarda et al., 2011), afectando
tanto el ordenamiento como la estabilidad de la bicapa lipidica, y como consecuencia se
incrementa el flujo pasivo de protones a través de la membrana (Xu etal., 2008).
Adicionalmente el mecanismo de accion del carvacrol frente a las bacterias se relaciona
con la alteracién de las proteinas integradas en la membrana (Bajpai et al., 2012), la
disrupcion de lipidos, la sintesis de ARN, la actividad de ATPasa y la bomba de eflujo.
Precisamente, la mayor resistencia de P. aeruginosa, podria estar asociada al mecanismo
de bombeo de salida y actividad de la B-lactamasa (Tapia-Rodriguez et al., 2017). En
definitiva, el carvacrol provoca la desestabilizacion de la membrana bacteriana, la
disminucion en el potencial de la membrana, la disipacién del gradiente de pH y una
perturbacion de las fracciones lipidicas de las membranas citoplasmaticas de las bacterias
(Cacciatore et al., 2015), produciéndose cambios en la composicién de los &cidos grasos

con un aumento del contenido de &cidos grasos insaturados (Baser, 2008).

Finalmente, otro aspecto a tener en cuenta es la acidez del compuesto fendlico, aunque solo
es un &cido débil (pKa ligeramente superior a 10 para los fenoles alquilados), la capacidad
de donar un proton podria estar involucrada en el mecanismo de trabajo del carvacrol, que
esta relacionado con la pérdida del gradiente de protones, y por lo tanto la fuerza motriz del
proton sobre la membrana bacteriana. Este mecanismo consiste en que el carvacrol se puede
difundir hacia adelante y hacia atras a través de la membrana bacteriana, mientras se
intercambia el proton acido por otro cation en el lado citosolico de la membrana y el

intercambio cationico opuesto en el lado exterior (Veldhuizen et al., 2006).

Los AEs de clavo y canela, también mostraron buen efecto frente a P. aeruginosa que fue
la maés resistente, presentando una CMI mas alta (1,5 mg/mL) (Tabla 4.5y Tabla 4. 6). El
componente principal de los AEs de clavo y canela fue el eugenol conun 87,1y un 77,89%,

respectivamente (Tabla 4. 1). Aparentemente los AE de clavo y canela se comportaron de
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manera similar, ya que se obtuvieron CMIs similares para todos los microorganismos
estudiados (Tabla 4. 5 y Tabla 4. 6), sin embargo, al estimar los valores de tiempo de
latencia (L), especialmente, y la velocidad méxima de crecimiento (umax) microbiano para
2 concentraciones por debajo de la CMI, se observo que para algunos microorganismos el
AE de canela fue mas efectivo que el de clavo (E. coli y L. monocytogenes), mientras que
en otros ocurre lo contrario (St. aureus, L. lactis, Lb. plantarum y P. aeruginosa). Estos
resultados evidenciarian que estos AE no tienen la misma eficacia, y que para determinar
la CMI exacta, se podria combinar los resultados obtenidos mediante el area bajo la curva

y los valores relacionados con el crecimiento microbiano.

En el caso del AE de canela, los resultados fueron similares a los de Herman et al. (2013),
en relacién a la mayor resistencia de P. aeruginosa, sin embargo, al contrario de lo
observado en nuestro estudio, E. coli fue mas resistente que St. aureus. Por el contrario,
Cardoso-Ugarte et al. (2016) obtuvieron una CMI muy superior a la determinada en nuestro
estudio. La CMI del AE de canela fue 2,5 mg/mL para L. monocytogenes y 5 mg/mL para
St. aureus, E. coli, y Salmonella typhimurium, los investigadores asociaron la actividad
antibacteriana del AE de canela a la presencia de compuestos oxigenados como linalool y

1,8-cineol.

El eugenol, tiene un gran efecto en la pérdida de proteinas de la membrana celular de
microorganismos Gram positivos y Gram negativos, debido en parte a su hidrofobicidad,
que de forma simular al timol y carvacrol, le permite separar los lipidos de la membrana,
desestabilizando la estructura celular y haciéndola méas permeable (Oyedemi et al., 2009).
El eugenol mostr6 una menor eficacia antimicrobiana que el carvacrol, lo cual estaria
relacionado con la hidrofobicidad del compuesto; Ben Arfa et al. (2006) determinaron en
el eugenol un valor logP de 2,73 para E. coli y St. aureus, mientras que para el carvacrol
el logP fue de 3,52. Estos valores se relacionan con la hidrofobicidad y segun estos
investigadores un compuesto con mayor hidrofobicidad es mas toxico, siendo la
membrana citoplasmatica el lugar primario de accién, el efecto lo producen
particularmente los compuestos con logP mayor a 3. En nuestro estudio la CMI
determinada para los AEs de canela y clavo fueron superiores a los AEs de tomillo y
orégano, a excepcion de los mohos que fueron similares. Se ha evidenciado que los AEs
que poseen mayor actividad inhibidora frente a microorganismos patégenos, son aquellos
que contienen altos porcentajes de compuestos fenolicos como carvacrol, timol y eugenol
(Burt, 2004).
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Las bacterias Gram negativas son menos sensibles a la accidn del antimicrobiano, lo cual
puede deberse a que la membrana externa que rodea la pared de lipopolisacaridos en estos
microorganismos restringe la difusion de compuestos hidrofobos, necesitandose asi una
mayor concentracion de antimicrobiano para obtener el mismo efecto que en las bacterias
Gram positivas (Guarda et al., 2011). Ello se observé en las bacterias lacticas, que fueron
las mas sensibles y en P. aeruginosa que fue el microorganismo mas resistente. Sin
embargo, en los resultados obtenidos en las CMlIs de los AEs de canela, clavo, tomillo y
orégano en microorganismos patdgenos, fue muy similar en las bacterias Gram positivas y
negativas. Al respecto, Holley y Patel (2005) refieren que si bien las bacterias Gram-
negativas tienen superficies mas hidréfobas, lo cual las haria méas resistentes a los AE,
también tienen proteinas porinas en su membrana externa, que pueden crear canales lo
suficientemente grandes como para permitir el paso restringido de compuestos de pequefia
masa molecular como los compuestos fendlicos de AEs, permitiendo su acceso al espacio

periplasmico, la capa de glicoproteina y la membrana citoplasmica.
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Tabla 4.7. Fase de latencia (A, h) y velocidad maxima (pmax, A absorbancia/h) de desarrollo de bacterias y levaduras a dos concentraciones por
debajo de la concentracion minima inhibitoria de aceites esenciales de tomillo y orégano.

. . Concentracién Aceite Fase de Velocidad . . Concentracién Fase de Velocidad
Mlcroorganlsmo . . L. Mlcroorganlsmo . L.
(mg/mL) esencial latencia maxima (mg/mL) latencia maxima
tomillo  8,93+0,88 0,18 +0,15 853+020 0,02+ 0,00
0.25 orégano  11,09£120 029001 | actobacillus 0.125 894+0,10  0,02+0,00
E. coli
, tomillo  3,04+0,05 0,30 + 0,00 plantarum , 712+015 0,01+ 0,00
0,125 orégano  311+006  0310,00 0,0625 6,85+0,07 0,02 +0,00
tomillo  8,98+0,27 0,04 +0,01 10,90+1,19 0,01+0,01
Listeria 0.25 orégano  801+064 017+018 L actococeus 0.125 11,72+0,17 0,01 +0,00
monocytogenes tomillo 525+0,02  0,33+0,01 lactis 6,23£045 0,06 +0,02
0,125 orégano  542+043  033+0,00 0,0625 6,56+0,04 0,05+ 0,00
tomillo  3,71+0,06 0,32 + 0,00 658+189 0,13+0,05
0.25 orégano  381:001 036001  pseudomonas 05 998035 001%0,00
Salmonella Enteritidis ) .
tomillo 3,09 + 0,04 0,35+ 0,00 aeruginosa 6,05 + 0,08 0,41 +£0,01
0,125 orégano  3,15+0,09 0,38 + 0,01 0,25 6,42+001  0,10+0,06
tomillo  16,74+0,19 0,14 + 0,06 22,46+262 0,04+001
0,25 orégano 20,84+ 044 0,06 + 0,04 Kluyveromyces 0,0625 19,74+022 0,06+ 0,00
Staphylococcus aureus tomillo  16,04+0,00 0,19 0,00 manxianus 19154032  0,11+0,01
0125 orégano  18,73+0,08 0,16+ 0,00 0,03125 18,12+0,02 0,14 % 0,00
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Tabla 4. 8. Fase de latencia (A, h) y velocidad maxima (umax, A absorbancia/h) de desarrollo de bacterias y levaduras a dos concentraciones por
debajo de la concentracion minima inhibitoria de aceites esenciales de canela y clavo.

. . Concentracion Aceite Fase de Velocidad . . Concentracién Fase de Velocidad
Microorganismo (mg/mL) esencial latencia (h)  méxima  Microorganismo o) ) latencia maxima
canela 12,07+0,00 0,07 +0,07 11,25+ 0,50 0,01 +0,00
05 clavo  519+022 016%0,00 | actobacillus 05 16,00+0,16 0,01+ 0,00
E. coli

canela 3,49+0,01 0,22+0,01 plantarum 769+0,24 0,02+0,00
0,25 clavo 3,15+ 0,58 0,27 £0,04 0,25 8,42 +0,10 0,02 +0,00
canela 8,54 +0,34 0,24 £0,01 9,33+054 0,03+0,01
05 clavo  7.63+134 024000 | actococeus 0.25 13,89+0,05 0,01 0,00

Listeria monocytogenes
yiog canela 5,77 £0,24 0,31 +£0,00 lactis 6,88 +0,03 0,06+0,01
0,25 clavo 5,60 + 0,47 0,33+0,00 0,125 8,97+0,35 0,06 0,00
canela 3,61 +0,01 0,27 £0,01 14,10+0,79 0,23+0,10
ol Bt 05 clavo  3,62+002 024000  pseydomonas 2 16,31 0,41 0,29+0,07
canela 3,18+£0,04 0,32+0,00 aeruginosa 781+0,03 0,24 +0,06
0,25 clavo 3,26 £ 0,00 0,33+0,01 1 8,08+0,02 0,24 +0,05
05 canela 10,03+0,33 0,14 +0,00 0.95 21,12+ 0,00 0,06 0,00
Stah ! clavo 16,91+ 3,78 0,07 £ 0,06 Kluyveromyces ! 23,09+1,13 0,11+0,01
aphylococcus aureus canela  6,67+0,02 0,18+ 0,00 marxianus 19,74+0,80 0,12£0,02
025 clavo  8,69+213 014 +0,03 0125 18,83+ 0,31 0,14 +0,00
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Capitulo V

Emulsiones a base de caseinato de sodio y aceites de chia y oliva,
con aceites esenciales incorporados

5.1. Introduccion

Hoy en dia, los consumidores son cada vez més conscientes de la nutricion y las
propiedades sensoriales de los productos alimenticios, y los fabricantes de alimentos estan
interesados en buscar formas de agregar nutrientes a los productos, sin generar ningun
impacto negativo en las propiedades sensoriales (Teng et al., 2017). La incorporacion de
compuestos bioactivos en los alimentos es un paso clave hacia el desarrollo de nuevos
alimentos funcionales que al ser ingeridos presentan claros beneficios fisioldgicos para el
consumidor (Salminen et al., 2013); una forma de incorporarlos es a través de emulsiones,
que son sistemas alimentarios ampliamente utilizados en la industria alimentaria para
encapsular, proteger y liberar ciertos tipos de componentes funcionales (McClements,
2010).

Entre los compuestos funcionales de importancia que se incorporan en las emulsiones, se
encuentran los acidos grasos omega-3, que se asocian con numerosos beneficios
potenciales para la salud cuando se consumen a niveles recomendados (Shahidi, 2011).
Dichas recomendaciones, realizadas por diferentes organizaciones, tienen la intencién de
reducir el riesgo de enfermedades cronicas y promover la salud general de la poblacion

(Richter et al., 2016). Entre las fuentes vegetales de acidos grasos omega-3, destaca el
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aceite de chia (Salvia hispanica L.), con ~60% de acido a-linolénico (ALA), siendo el
acido graso predominante de este aceite (Guimaraes-Inacio et al., 2018). Por lo tanto, esta
semilla oleaginosa se ha convertido en una nueva fuente de &cidos grasos omega-3, y su
presencia en el mercado mundial esta aumentando rapidamente en los Gltimos afios (Julio

et al., 2018), siendo su cultivo de gran interés econdmico (Wang et al., 2018).

Sin embargo, uno de los desafios asociados con el desarrollo de alimentos funcionales
que contienen &cidos grasos omega-3, se relaciona con la preservacion adecuada de estos
compuestos, ya que son muy susceptibles a la oxidacion lipidica (Guimardes-Inacio et al.,
2018), generando sabores desagradables que afectan a las propiedades sensoriales de los
alimentos enriquecidos (Wang etal., 2018). Para superar estos inconvenientes, el
desarrollo de sistemas de liberacion como las emulsiones puede proporcionar una
proteccion eficiente de estos compuestos sensibles y posibilitar su incorporacion a

matrices alimentarias (Julio et al., 2015).

El método més utilizado para aumentar la estabilidad oxidativa de las emulsiones es el
uso de antioxidantes (Poyato etal., 2013), pero la creciente preocupacion de los
consumidores sobre los aditivos sintéticos han llevado a los investigadores a buscar
alternativas naturales, como los AEs, para prevenir la oxidacion de los lipidos (Johnson
etal., 2017; Shah et al., 2013). Aparte de las actividades antioxidantes los AEs también
pueden exhibir propiedades antimicrobianas, siendo una de las acciones mas importantes
de un AE minimizar o incluso eliminar microorganismos (Ribeiro-Santos et al., 2017). A
pesar de sus aplicaciones en alimentos y bebidas, la utilizacion de AEs a menudo es
limitada debido a su baja solubilidad en agua, siendo su encapsulacién en emulsiones
aceite en agua (O/W) una manera de vencer esta limitacion (Chang et al., 2012). Por otro
lado, entre los agentes emulsionantes naturales que se usan para producir emulsiones
alimenticias, se incluyen las proteinas (Julio et al., 2018) y entre las proteinas de origen
animal, las proteinas lacteas también pueden funcionar como barrera frente a especies
pro-oxidantes (Di Mattia et al., 2010). Ademas, la propiedad emulsionante del NaCas, en
concreto, esta relacionada con su alto contenido de aminoéacidos hidrofobos como la
prolina, la tirosina y el triptéfano, que lo convierten en un copolimero de bloques
anfifilicos. Esta propiedad puede utilizarse para encapsular compuestos bioactivos
hidréfobos (Pan et al., 2014).

En este sentido, el objetivo de este estudio fue elaborar una emulsion con aceites vegetales

utilizando aceites de chia y de oliva como fase oleosa, utilizando el NaCas como
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emulgente y con la incorporacion de AEs como potenciales antioxidantes y
antimicrobianos naturales. Para ello, se disefié un experimento con emulsiones a las que
se incorpord diferentes AEs (clavo, canela, tomillo y orégano) en las que se determiné su
CMI. Para continuar con el estudio se seleccionaron dos AEs en funcion de su actividad
antioxidante y antimicrobiana, y de la intensidad de sabor y olor desarrollada en el
producto final escogido, un andlogo de queso fresco (AQF). Para esto, se elaboraron AQF
conteniendo emulsiones con los AEs de clavo, canela, tomillo y orégano. La
concentracion de AEs utilizada se seleccion6 considerando la CMI obtenida de estos AEs
en las emulsiones. Con estos AQF se realizd un analisis sensorial por 4 catadores
experimentados en queso fresco, manifestando que los AQF adicionados de AEs de clavo
y tomillo presentaron un sabor y olor menos intenso en comparacion a los que contenian
AEs de canela y orégano, por lo que estos AEs fueron seleccionados para elaborar las
emulsiones y evaluar sus caracteristicas fisicas y quimicas (tamafio de particula, pH,
comportamiento reoldgico, estabilidad fisica, estabilidad oxidativa y evaluacion
microbioldgica).

5.2. Resultados y discusion

5.2.1.Concentracion minima inhibitoria de aceites esenciales contenidos en
emulsiones elaboradas con aceites de chia y oliva y caseinato de sodio como
emulsionante

Los métodos de dilucion son los méas adecuados para la determinacion de la CMI, el
método de dilucion en agar considerado como el de referencia para el estudio de la
sensibilidad antimicrobiana, con resultados comparables a los métodos de difusion en
disco y microdilucion en caldo (Balouiri et al., 2016; Gomez-Garces et al., 2009; Prakash
etal.,, 2015). En el presente estudio se empled el método de dilucién en agar para
determinar la CMI de los AEs de las emulsiones debido a la opacidad de la emulsion que
no permitio utilizar el método de microdilucion en caldo, que se basa en la medicion de
la densidad dptica. En el método de dilucion en agar, la CMI se corresponde con la
concentracion mas baja de AE que inhibe el crecimiento visible de cada microorganismo

en la placa de agar.

En la Figura 5.1 se muestran ejemplos de los resultados obtenidos. Las placas incubadas
que contienen medio agar Mueller-Hinton mezclado con emulsiones con AE de canela a

diferentes concentraciones (placas B-D: 2 a 32 mg/mL) y la muestra control sin AE (placa
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A). En cada placa se inoculd por duplicado 2 pL de la suspension de las 7 bacterias
ensayadas. En la placa A sin AE, se puede apreciar el crecimiento de todos los
microorganismos inoculados, ademas de otros contaminantes procedentes de la propia
emulsion. En la placa B que contiene AE de canela a concentracion de 2 mg/mL se
observd crecimiento de todos los microorganismos inoculados, mientras que en la placa
C con 16 mg/mL s6lo creci6 P. aeruginosa. Finalmente, en la placa D con 32 mg/mL no
se observo crecimiento microbiano, indicando en este caso que este valor era la CMI del
AE de canela para P. aeruginosa. Estos estudios se realizaron para todos los
microorganismos a diferentes concentraciones de AEs, cuyos resultados se resumen en la
Tabla 5. 1.

Figura 5.1. Inhibicion de crecimiento de: (1) L. monocytogenes, (2) P. aeruginosa, (3)
S. Enteritidis, (4) E. coli, (5) St. aureus, (6) L. lactis y (7) Lb. plantarum. Método de
dilucion en agar Mueller-Hinton con una emulsion que contiene AE de canela a diferentes
concentraciones: (A) control sin AE, (B) 2 mg/mL, (C) 16 mg/mL y (D) 32 mg/mL.

Los estudios publicados que utilizan el método de dilucion en agar, emplean diferentes
solventes para incorporar los AE en el medio y diferentes volimenes de in6culo (1-100
ML), que se inoculan en forma de gotas o de rayas sobre la superficie del agar (Hammer
etal.,, 1999; Liang etal., 2012). A pesar de estas variaciones, las CMI de los AEs
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determinadas por este método, generalmente estan en el mismo orden de magnitud (Burt,
2004), si bien cabe sefialar que se ha demostrado que las CMI para un determinado AE
en un aislado bacteriano particular son, por lo general, un poco mas bajas en caldo que en
agar (Guzej et al., 2009; Hammer et al., 1999).

En la Tabla 5. 1 se muestra la CMI de los cuatro aceites esenciales seleccionados de la
etapa anterior (tomillo, canela, clavo y orégano) por presentar una mayor actividad
antimicrobiana y antioxidante y que fueron agregados a las emulsiones elaboradas con
20% de aceites vegetales y 3% de NaCas como emulsionante. Las emulsiones con los
cuatro AEs presentaron una CMI de 4 mg/mL para las levaduras, bacterias patdgenas y
alterantes, y de 8 mg/mL para mohos. P. aeruginosa fue el microorganismo mas resistente
con una CMI en la emulsion con orégano de 16 mg/mL, y de 32 mg/mL con los otros
AEs.

Tabla 5. 1. Concentraciéon minima inhibitoria (CMI, mg/mL) de aceites esenciales de
tomillo, canela, clavo y orégano incorporados en emulsiones O/W a base de caseinato de
sodio y aceite de chia y oliva.

Concentracién Minima inhibitoria (mg/mL)

Microorganismos

Tomillo Canela Clavo Orégano
E. coli 4 4 4 4
L. monocytogenes 4 4 4 4
S. Enteritidis 4 4 4 4
St. aureus 4 4 4 4
P. aeruginosa 32 32 32 16
L. lactis 4 4 4 4
Lb. plantarum 4 4 4 4
K. marxianus 4 4 4 4
A. niger 8 8 8 8
Penicillium sp. 8 8 8 8

En general, los AEs con mayores propiedades antibacterianas frente a patdgenos
contienen alto contenido de timol, carvacrol y eugenol (Ben Arfa et al., 2006), los dos
primeros presentes en orégano y tomillo en diferentes proporciones y el tercero en canela
y clavo (Devi et al., 2010; Gavaric et al., 2015; Marchese et al., 2016). Respecto a las
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propiedades de los componentes activos de los aceites esenciales se discutieron en el

capitulo anterior.

Como se puede observar, los valores de las CMI fueron superiores a las obtenidas en el
ensayo realizado in vitro en el orden de 4 a 32 veces, segun el microorganismo y AE
utilizado. Estos resultados concuerdan con lo referido por Burt (2004), en estudios
llevados a cabo con AEs en diferentes alimentos, en los que se comprob6 que para lograr
el mismo efecto antimicrobiano que en los ensayos in vitro, se debia incrementar
significantemente la concentracion de los AEs. Concretamente, la proporcion efectiva de
AEs necesaria fue de aproximadamente el doble en leche semidesnatada, 10 veces mayor
en salchicha de higado de cerdo, 50 veces en sopa y de 25 a 100 veces en queso de pasta
blanda.

Ese incremento en la concentracién de AE para inhibir a los microorganismos esta
condicionada también por la propia emulsién. La capacidad de las emulsiones para
incorporar y/o liberar antimicrobianos, y por tanto su actividad antimicrobiana, depende
fuertemente de su composicion, el tamafio de particula y su microestructura; es decir de
la ubicacion de los compuestos activos en el sistema y la concentracion de éstos en la fase
acuosa, dado que estos factores determinan los coeficientes de particion de equilibrio y la
cinética del transporte molecular (McClements, 2010; Liang et al., 2012). Ademas, las
propiedades superficiales de las gotas de aceite, como la hidrofobicidad y la carga
superficial, no solo tiene efecto en la estabilidad fisica de las emulsiones, sino también en

la eficacia antimicrobiana (Shah et al., 2013).

En el presente estudio, la composicién de la emulsion con una alto contenido en grasa,
concretamente de un 15% de aceite de oliva y un 5% de aceite de chia, podria ser una de
las causas determinantes del incremento de la CMI en los ensayos realizados, como
comprobaron Perricone et al. (2015) en su estudio con terpineol, un monoterpeno, que
utilizaron en leche con diferentes contenidos de grasa, obteniendo reducciones
microbianas de 7 log UFC/mL en leche desnatada, 4 log UFC/mL en leche baja en grasa
y 3 log UFC/mL en leche entera. En otro estudio, Shah et al. (2013) estudiaron el efecto
de eugenol frente a E. coli O157:H7 y L. monocytogenes Scott A en leche con tres niveles
de grasa (completa ~4%, reducida 2% y descremada 0,5%), observando que a medida que
aumentaban los niveles de grasa, se necesité una mayor concentracion de eugenol para
inhibir el crecimiento microbiano. De forma similar, Holley y Patel (2005) en un estudio

en quesos bajos (16%) y altos (30%) en grasa con AEs de clavo, canela, tomillo y laurel
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frente a L. monocytogenes y S. Enteritidis, observaron que todos los AEs probados fueron
mas efectivos en quesos bajos en grasa, concluyendo que podria deberse a que la grasa
del producto proporciona una capa protectora alrededor de las bacterias, o bien que la
fraccion lipidica pudo haber absorbido el agente antimicrobiano y, por lo tanto, disminuy6
su concentracion y eficacia en la fase acuosa. De manera general Si etal. (2006)
concluyen que altos niveles de grasa y/o proteina en los alimentos protegen a la bacteria

de la accidn del AE, influyendo de manera significativa en su efectividad antimicrobiana.

Si se concreta al efecto de las caracteristicas de la emulsion, Burt (2004) refiere un estudio
en el que se evalud el crecimiento de L. monocytogenes y Yersinia enterocolitica en
emulsiones O/W, observando que dependiendo del tamafio medio de gota de la emulsion,
las bacterias podian crecer en peliculas, en colonias 0 como células planctonicas, y
ademas apuntd que el crecimiento colonial restringe la difusion del oxigeno y que las
células situadas dentro de una colonia pueden estar protegidas en cierta medida por las
células externas de los sustratos en la emulsion. Por lo tanto, las bacterias que se
desarrollan dentro de las colonias quedarian protegidas de la accién de los AEs. El tamafio
de las gotas de la emulsion, también afecta a la disponibilidad de los AEs; asi, Salvia-
Trujillo etal. (2014) mostraron que la administracion de diferentes compuestos
aromaticos es mas rapida en nano emulsiones que en macro emulsiones debido a su
tamafio de gota reducido, de forma que el area interfacial queda méas expuesta a las células
microbianas. Ello se confirma, en el estudio de Donsi et al. (2011) que obtuvieron una
reduccidn entre 2 y 4 ciclos logaritmicos de la poblacién de E. coli después de estar en
contacto durante 24 h con una nano emulsién conteniendo limoneno y estabilizada con
lecitina de soja o ésteres de azUcar procesados por homogenizacion a alta presion (300
MPa, 5 ciclos).

Sin embargo, hay otros factores a tener en consideracion; Chang et al. (2012) observaron
que, en una nano emulsion con tomillo, la efectividad de Zygosaccharomyces bailii se
reducia, debido a la particion del AE en la fase oleosa de las nano emulsiones. Segun
estos investigadores, dependiendo de la concentracion relativa y del coeficiente de
particidn aceite-agua, los componentes antimicrobianos de un AE se repartiran entre la
fase oleosa, la fase acuosa y las paredes celulares de los microorganismos, de forma que
a medida que aumenta la cantidad total de la fase oleosa en una emulsion, mas AE
aparecera en ella, por lo tanto, habra una menor disponibilidad de los AE en la fase

acuosa, que es donde se encuentran los microorganismos. Ademas de la grasa y las
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proteinas, el pH de los alimentos es un factor importante que afecta la actividad de los
AEs (Hyldgaard et al., 2012). Al respecto, Gutierrez et al. (2009) estudiaron el efecto del
pH (de 7,06 a 4,43) sobre la eficacia antimicrobiana de diferentes AEs en un medio
modelo que consistia en un extracto de carne mezclado con suero de tomate. A medida
que se redujo el pH, la fase de latencia aumento y la tasa de crecimiento disminuyd para
Listeria spp y Lactobacillus sakei, situdndose la mayor eficacia de los AE a pH 5,32 0
5,92. Asi, pues parece que un pH bajo puede aumentar la estabilidad de los AEs (Calo
et al., 2015), ya que la hidrofobicidad de algunos AE, como el tomillo, aumenta, y aunque
tienden a dividirse en la fase lipidica del alimento, también se pueden disolver facilmente
en los lipidos de la membrana bacteriana y entrar en las células (Holley y Patel, 2005;
Perricone et al., 2015).

5.2.2.Evaluacion microbioldgica de las emulsiones

Una de las maneras de determinar la calidad de un alimento o para predecir su vida util,
es utilizar microorganismos indicadores. El recuento en placa, es un método que se puede
utilizar para seleccionar selectivamente grupos de microorganismos, como mesofilos,
psicrétrofos, entre otros, con mayor probabilidad de causar deterioro en un alimento
(Montville y Matthews, 2008). En este estudio para determinar la vida util de las
emulsiones se ha seguido la evolucion de microorganismos mesoéfilos y psicrétrofos

durante el almacenamiento a 4 °C (Figura 5. 2).

El recuento inicial de microrganismos mesofilos y psicrotrofos fue muy elevado tanto en
las emulsiones control como en las que se adiciond AEs, no apreciandose diferencias
estadisticas. Estos recuentos fueron normales si se tiene en consideracion que las
emulsiones tras su elaboracion no fueron sometidas a ningln tratamiento que permitiera
la reduccién de la microbiota presente en las materias primas, especialmente del NaCas

utilizado como emulgente.
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Figura 5. 2. Evolucion de microorganismos aerobios mesoéfilos (A) y psicotrofos (B) en
emulsiones O/W a base de caseinato de sodio, aceite de chiay oliva, y con incorporacion
0 no de aceites esenciales de tomillo y clavo durante el almacenamiento a 4 °C.

Durante su conservacion, la evolucion de meséfilos y psicrétrofos de las emulsiones con
AEs fue similar a la obtenida en la emulsion control, si bien los recuentos fueron menores
especialmente en el dia 5. Evaluando los parametros de crecimiento bacteriano, utilizando
la herramienta DMFIT, las curvas de crecimiento no mostraron fase de latencia en el AQF
control y con tomillo. Sin embargo, la emulsién con clavo presentd por una parte un
mayor tiempo de latencia, y una menor velocidad méaxima de crecimiento 0 pmax
especialmente en los psicrotrofos. También el tomillo tuvo un cierto efecto inhibidor
especialmente en relacién al recuento de mesdéfilos. Al evaluar el desarrollo de

psicrotrofos, en la emulsion con clavo la pmax fue de 0,30 (log UFC/mL/dia); 0,61 en el
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tomillo y 0,59 en el control (Tabla 5. 2). Considerando los parametros cinéticos y el
recuento inicial obtenido, la vida Gtil de la emulsion control y de la emulsion con AE de

tomillo es de 4-5 dias y de la emulsién con clavo es de 9 dias.

A las emulsiones se les adicion6 un 0,5% de AE, porque gran parte de la microbiota fue
susceptible (CMI) a concentraciones de 0,4% (4 mg/mL) y para minimizar el efecto
negativo en las caracteristicas organolépticas al adicionar la emulsion en el producto final,
por sus sabores y aromas muy intensos. Sin embargo, el efecto inhibitorio fue muy leve,
debido probablemente a la mayor resistencia a estos AEs de los microrganismos presentes

en la emulsion elaborada.

Tabla 5. 2. Recuento inicial, final (log (UFC/mL), fase de latencia (A, dias) y velocidad
maxima (umax, (log UFC/mL/dia)) de microorganismos mesofilos y psicrotrofos en
emulsiones O/W a base de caseinato de sodio, aceite de chiay oliva, y con incorporacién
0 no de aceites esenciales de tomillo y clavo durante el almacenamiento a 4 °C.

Parametros cinéticos de crecimiento bacteriano

Grupo

microbiano  EMUISION valor Inicial Valor final A Hmax (log
(log UFC/mL) (log UFC/mL) (dias) UFC/mL/dia)

Control 4,77 £0,65 7,22 £ 0,70 0,22 +0,12

Mesdfilos Tomillo 454+0,71 6,79 £ 0,83 0,18 £0,11
Clavo 4,37 £0,43 7,08+042 1,89+4.28 0,22+0,11

Control 3,80 £ 0,62 7,35+ 0,36 0,59 £ 0,20

Psicrotrofos ~ Tomillo 3,16 + 0,80 6,65 + 0,46 0,61 +0,27
Clavo 3,72+ 0,29 6,82+0,22 2,03+£2,10 0,30 £ 0,09

Existen muy pocos datos bibliograficos sobre la calidad microbioldgica de las emulsiones
crudas o no higienizadas, ya que normalmente estas emulsiones se aplican a diferentes
productos que reciben un tratamiento de conservacion. Fernandez-Avilay Trujillo (2017)
en emulsiones O/W por homogeneizacion convencional (15 MPa) a partir de aceite de
soja y un concentrado de proteina de soja como emulgente, obtuvieron recuentos
microbiologicos (mesofilos aerobios totales) de ~2,7 + 0,5 log UFC/g, valores de
recuentos que son mas bajos que los encontrados en el presente estudio. En principio, si
el agua utilizada en la elaboracion de la emulsion tiene buenas caracteristicas
microbiologicas, y si durante la elaboracion de la emulsion se trabaja con buenas

condiciones higiénicas, la calidad microbiologica final de la emulsion la marcaria
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principalmente la calidad microbioldgica del emulgente utilizado, en este caso el NaCas,
ya que el emulgente proteico se deja hidratar toda la noche en agua a temperatura de

refrigeracion.

5.2.3.Caracterizacion fisicoquimica de las emulsiones

5.2.3.1. pH

En la Tabla 5. 3 se presentan los valores de pH de las emulsiones con AEs de clavo y
tomillo y de la emulsion control sin AE, en la que se observa que la incorporacion del AE
no tuvo efecto sobre el pH de las emulsiones tras su elaboracion, no apreciandose
diferencias significativas entre la emulsion control y las adicionadas de AEs en los
diferentes dias. Por otro lado, si se analiza la evolucién del pH de las emulsiones durante
el almacenamiento a 4 °C, puede observarse una disminucién de pH en todas las
emulsiones, disminucion que fue significativa en el dia 20 del muestreo en las emulsiones

control y con tomillo, pero no en el caso de las que contienen clavo.

Tabla 5. 3. pH de emulsiones O/W a base de caseinato de sodio, aceite de chiay oliva, y
aceites esenciales de tomillo y clavo durante el almacenamiento a 4 °C.

Dia Control Tomillo Clavo

1 6,95+ 0,18° 6,87 + 0,20° 6,80 £ 0,15
10 6,82 + 0,032 6,81 + 0,132 6,74 + 0,02
20 6,71+ 0,162 6,56 + 0,132 6,70 £ 0,13

ab\/alores en la misma columna con diferente superindice indican diferencias significativas (P < 0,05).

La importancia de la determinacion del pH de las emulsiones estabilizadas con proteinas
radica en que éstas son especialmente sensibles al pH del medio, debido a que los
emulsionantes proteicos generalmente tienen una alta floculacion en su punto isoeléctrico
(p!) (Carneiro et al., 2013; Owens et al. 2018). En el caso concreto de las emulsiones con
caseinato, la carga neta de las gotas a pH inferior y superior al pl (~4,6), es positiva y
negativa, respectivamente (Julio et al., 2016; Sabouri y Corredig, 2016). La alta repulsion
electrostatica entre las gotitas de aceite tiende a conducir a una mayor estabilidad de la
emulsion, mientras que en condiciones de pH cercanas al pl de la proteina (o alta fuerza

ionica) domina la floculacién/agregacion de las gotas que conduce a la coalescencia e
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inestabilidad (Lam y Nickerson, 2013; Sabouri y Corredig, 2016). En el presente estudio
el pH de las emulsiones fue muy cercano a pH 7, valor alejado del pl del caseinato.
Farshchi et al. (2013) elaboraron emulsiones estabilizadas con NaCas como emulgente
preparadas a pH 5; 5,5; 6 y 6,5 y observaron que la mayoria de las emulsiones a pH 5, es
decir, cerca del pl de la caseina, eran mas susceptibles a la coalescencia que las de pH

mas elevados.

El pH también influye en la oxidacién lipidica de la emulsion, ya que la carga del
emulsionante afectara la carga de la interfase (Jacobsen y Sgrensen, 2015). En un estudio
realizado por Kargar et al. (2011) observaron que la velocidad de oxidacion fue més lenta
apH 7 que a pH 3, debido a que a pH 7 el NaCas tiene carga negativa (pH> pl), lo que le
permitio unirse en la fase continua a las sustancias prooxidantes cargadas positivamente,
retardando su accion. Otro factor a considerar es que a pH bajos hay mayor solubilidad

del hierro en la fase acuosa (Qiu et al., 2015).

5.2.3.2. Distribucion del tamafio de particula

La importancia de la determinacion del tamafio de particula de las emulsiones se basa en
que esta influye en la estabilidad frente al cremado y la coalescencia (Hebishy et al.,
2015), en la actividad antimicrobiana (Moghimi etal., 2017), y en las propiedades
fisicoquimicas y sensoriales de las emulsiones (Julio et al., 2015).

En el presente estudio se determind la distribucion del tamafio de particula (Figura 5. 3)
y diversos indices de dicha distribucion que se muestran en la Tabla 5. 4. Para ello se
empled una técnica de difraccion laser, debido a que es un método de medicion directa
del tamafio de particula, y que ademas se correlaciona con diferentes procesos de

desestabilizacion en emulsiones (Petrut et al., 2016).

Una de las maneras de clasificar las emulsiones es por su tamafio de particula. Al respecto
McClements (2016), afirma que, en la préactica, el limite de tamafio preciso utilizado para
distinguir los tipos de emulsiones es bastante arbitrario, ya que no hay un cambio drastico
en las propiedades fisicoquimicas para un tamafio particular. Sin embargo, distintos
autores han sugerido diversos tamafios para identificar a las emulsiones convencionales,
y asi por ejemplo Araiza-Calahorra et al. (2018) afirman que estas emulsiones pueden
situarse en el intervalo de 0,2-100 um. De forma similar, para McClements (2010) los

didmetros medios de las gotas, estan tipicamente en el intervalo de 0,1 a 100 pm.
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Figura 5. 3. Distribucion del tamafio de particula de las emulsiones elaboradas por
homogeneizacion convencional (15 MPa): control @), con aceite esencial de clavo @) y
tomillo (@).

Como se puede observar en la Figura 5. 3, la distribucion de tamafio de particula de las
emulsiones de nuestro estudio esta comprendida entre 0,06 y 8 um aproximadamente,
presentando una distribucién bimodal con picos en 1,92 y 0,520 um. La distribucion de
tamafio de particula obtenida para la emulsion de estudio fue bastante similar a la obtenida
por Hebishy et al. (2017), quienes estudiaron una emulsidn de caracteristicas similares a
las nuestras, elaborada con NaCas al 3% y 20% de fase oleosa (3 aceite de girasol:1 aceite
de oliva), y tratada a 15 MPa, obteniendo una curva de distribucién de particula
multimodal, con la mayor parte distribuidas entre 0 y 8 um de diametro, y dos picos

secundarios de 15 y 25 pum aproximadamente.

En la distribucion bimodal obtenida, el pico de las particulas de menor tamafio se
corresponde a las particulas iniciales presentes en la solucion justo después de la
formulacién y la homogeneizacion, mientras que el pico de mayor tamafio se corresponde
a los agregados de grasa formados por coalescencia parcial (Morley, 2011; Petrut et al.,
2016), por lo que en esta emulsion predominarian los agregados de grasa sobre las
particulas formadas inicialmente. Una distribucién monomodal estrecha se relaciona con
una mejor estabilidad a largo plazo (Piorkowski y McClements, 2013), por lo que la
distribucion de tamafio de particula que presentan las emulsiones del presente estudio

indicarian que la emulsion tenderia a ser inestable en el tiempo.

Otro parametro asociado con la distribucion del tamafio de particula es el valor de span,
o0 indice de dispersion relativo, es un parametro adimensional que indica la uniformidad

de la distribucion del tamafio de particula, definido como (Do - D10)/Dso (de Campo et al.,
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2017; Eisinaite et al., 2017). Por lo tanto, cuanto menor es el valor de span, la distribucion
de tamafio de particula es mas estrecha, considerdndose que una emulsion es
monodispersa si tiene un valor de span inferior a 1 (Madadlou et al., 2009; Ramakrishnan
et al., 2012). En este estudio todas las emulsiones fueron polidispersas, como indican sus
curvas de distribucién y los valores de span mayores a 1, con diferencias significativas
entre emulsiones, siendo la emulsion control la menos dispersa, seguida de la emulsion
con AE de tomillo y la de AE de clavo (Tabla 5.4).

Tabla 5. 4. indices de distribucion del tamafio de particula y area superficial especifica
de las emulsiones elaboradas con caseinato de sodio, aceite de chia y oliva, y aceite
esencial de tomillo y clavo.

Parametro Control Clavo Tomillo
D32 (Um) 0,74 +0,07% 0,71 £ 0,022 0,77 +0,05°
Da3z (Um) 1,45+0,14 1,49 £ 0,02 1,51 + 0,07
D1o (um) 0,32 + 0,03 0,31 +£0,01? 0,33 + 0,02
Dso (Um) 1,22 £0,12 1,22 £ 0,03 1,25+ 0,05
Doo (um) 2,94 +£0,29 3,14 + 0,03 3,14+ 0,16
Span 2,16+0,10? 2,33+0,05¢ 2,24+0,05°
SSA (m?/mL) 8,17 + 0,46 8,43 +0,29 7,82 0,31

¢ Valores en la misma fila con diferente superindice indican diferencias significativas (P < 0,05).

El didmetro medio ponderado en superficie (Ds2) es muy sensible a la presencia de
pequerias gotas, ya que tienen una mayor superficie especifica y se usa principalmente en
el analisis del tamafio de particula; mientras que el tamafio medio ponderado por volumen
(Da4;3) permite detectar los procesos de coalescencia y floculacion, es decir los cambios
en la distribucion del tamafio de las gotas, debido a que es més sensible que (Ds?2) para

analizar los procesos de desestabilizacion (Hebishy, 2013; Julio et al., 2018).

En nuestro estudio no se apreciaron diferencias entre las emulsiones en los dos parametros
evaluados, obteniéndose valores entre 1,45y 1,51 um para Das3 y entre 0,71y 0,77 pm
para D32 (Tabla 5. 4). Los valores obtenidos, especialmente en el D32 son superiores a los
obtenidos por Hebishy et al. (2017) en emulsiones tratadas por homogeneizacién
convencional a 15 MPa, con un 20% de aceite y con diferentes concentraciones de NaCas
(1, 3y 5%) como emulsionante, cuyos valores fueron de 0,58, 0,60 y 0,57 para el indice
D32, con los diferentes contenidos de proteina, respectivamente. Sin embargo, los valores
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D43 fueron inferiores a los obtenidos por Farshchi et al. (2013), que elaboraron una
emulsion con un 20% de aceite de girasol, un 1% de NaCas y un 0,2% de goma de
algarrobo, tratada a 20 MPa, y que fueron de 10 um. Esta diferencia, podria estar
relacionada con una a cantidad insuficiente del emulgente utilizado en relacion a la
cantidad de aceite en la emulsion y/o con la presencia de otros hidrocoloides utilizados
en el estudio (Chen et al., 2016; Mora-Gutierrez et al., 2010). Salvia-Trujillo et al. (2013)
también prepararon emulsiones por sistemas convencionales de emulsificacion a 10.000
rpm durante 2 min, mezclando 4% de aceite de maiz y 1,5% de surfactante Tween 20,
obteniendo valores de D43 de 23 um y D32 de 14 um, muy superiores a los de nuestro
estudio. Por lo tanto, en las emulsiones elaboradas por métodos convencionales hay una
gran variabilidad en el tamafio de particula, que depende de la composicion de laemulsién

y de los sistemas de emulsificacion utilizados.

Los pardmetros Dio, Dso y Do son los puntos de distribucion del tamafio de gota debajo
del cual se encuentran el 10, 50 y 90% de las particulas, respectivamente (Trentin et al.,
2011). En este estudio no se observaron diferencias significativas para los valores de Dso
y Doo de las diferentes emulsiones, mientras que el 10% de las particulas de emulsiones

con AE de clavo fueron ligeramente méas pequerfias (Tabla 5. 4).

El aumento en el diametro de particula esté relacionado con una disminucidon en el area
de superficie especifica de las particulas (SSA). Cuanto mayor es el tamafio de las
particulas menor sera su area de superficie especifica (Madadlou et al., 2009). Aunque en
el presente estudio no hay diferencias significativas en el SSA de las emulsiones (Tabla
5. 4), se aprecid cierta relacion entre los valores de SSA y los de Ds2; Hebishy et al.
(2015) con una emulsion similar a la del presente estudio, también obtuvo un valor similar
de SSA (7,67).

5.2.3.3. Comportamiento reoldgico

La reologia en las emulsiones esta estrechamente relacionada con la textura, el sabor y la
sensacion en la boca de los alimentos obtenidos a partir de éstas, caracteristicas que son
muy importantes para la aceptacion de los alimentos por parte del consumidor (Tatar
et al., 2017). Se ha demostrado que el comportamiento reoldgico de las emulsiones difiere

ampliamente seguin su composicion, estructura, interacciones con las gotas, tamafio de la
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gota, etc. (Herrero et al., 2018). Cualquier variacién en las propiedades reoldgicas de la
fase continua influye en la reologia de la emulsion completa (Tatar et al., 2017).

Para describir el comportamiento de flujo de las emulsiones de este estudio se utilizé el
modelo Ostwald-de Waele, modelo con el que los datos se ajustaron bien, con un
coeficiente de determinacion de R? = 0,999. A partir de este modelo, se determino el
indice de consistencia (K) y el indice de comportamiento al flujo (n).

Tabla5. 5. indice de consistencia e indice de comportamiento al flujo de emulsiones O/W
obtenidas por homogeneizacion convencional (15 MPa) a base de caseinato de sodio,
aceite de chia y oliva, y aceites esenciales de tomillo y clavo durante el almacenamiento
en refrigeracion.

Dias de almacenamiento a 4 °C

Parametro Emulsion
1 10 20

indice de Control 0,672 +0,041* 0,746 +0,006"Y 0,804 + 0,067Y
comportamiento  Clavo 0,656+ 0,061 0,709 + 0,014®°% 0,718 + 0,006"
al flujo (n) Tomillo 0,611 +0,062* 0,672 +0,055** 0,761 % 0,010

indice de Control 0,042 +0,008° 0,026 + 0,005** 0,018 + 0,009%*
consistencia Clavo 0,042 +0,000° 0,037 + 0,001°Y 0,033 + 0,003%Y
(K, Paxs") Tomillo 0,034 +£0,004> 0,031 + 0,005 0,021 + 0,001

¢ Valores en la misma fila con diferente superindice indican diferencias significativas (P < 0,05).
*¥Valores en la misma columna con diferente superindice indican diferencias significativas (P < 0,05).

En la Tabla 5. 5, se aprecia que el indice de comportamiento al flujo (n) para todos los
casos fue < 1, valores que indican que estamos frente a fluidos pseudoplasticos, resultado
que coincide con lo observado por Hebishy et al. (2017) en una emulsion O/W con 20%
de fase oleosa elaborada por homogeneizacion convencional (15 MPa), en la que
obtuvieron un cambio en el comportamiento de flujo de newtoniano a pseudoplastico
cuando la concentracion de NaCas aumento6 de 1 a 3%. También coincide parcialmente
con lo observado por Julio et al. (2015) quienes elaboraron emulsiones O/W con 10% de
aceite de chia y con NaCas (2, 5y 10%), tratadas a 40 y 60 MPa por 4 pases. Las
emulsiones con 2 y 5% de emulgente presentaron un comportamiento newtoniano,
probablemente debido a la baja concentracion de proteina libre presente en la fase acuosa;
mientras que la emulsion con 10% fue de tipo pseudoplastico. La pseudoplasticidad de

los sistemas estabilizados con NaCas se justifica con el hecho de que cuando se aplican
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grandes tensiones, se produce una disrupcion mecanica de la red estructural, de forma que

la fase acuosa queda dentro de la estructura entre las gotitas (Julio et al., 2016).

Durante el almacenamiento en refrigeracion de las emulsiones se produjo un incremento
significativo de n, que en el caso de la emulsion control sin AE fue significativo a los 10
dias, mientras que las que contenian AEs fue entre los 10 y 20 dias (Tabla 5. 5). Dicha
tendencia también se observo en un estudio realizado con nanoemulsiones por Liang et al.
(2012), en las que las propiedades reoldgicas presentan tendencias similares a las
emulsiones convencionales (McClements, 2010). Liang etal. (2012) indican que el
incremento en el valor de n se debid la pérdida de la estructura de la emulsion por un
aumento del didmetro de particula durante el almacenamiento, teniendo en consideracion
que las emulsiones con tamafios de particula mas pequefios presentan viscosidades

mayores que las emulsiones con tamafio de particula mas grande.

El indice de consistencia (K) inicial de todas las emulsiones fueron similares, sin
encontrarse diferencias significativas. Durante el almacenamiento, contrariamente a lo
ocurrido con el valor de n, el valor de K disminuy0 en todas las emulsiones, especialmente
en la emulsion control, en la que se produjo cierta disminucién de la viscosidad, que
también pudiera estar relacionada con la disminucién del pH de la emulsion (ver Tabla 5.
5y Tabla 5. 3). Ello coincidiria, pero en sentido inverso, con lo observado por Madadlou
et al. (2009) que obtuvieron un mayor indice de consistencia (K) y que relacionaron con
un aumento en la viscosidad aparente de la emulsion junto con un aumento del pH, debido

probablemente al hinchamiento de las micelas de caseina.

5.2.3.4. Estabilidad fisica de las emulsiones

Una de las caracteristicas que se evallan en las emulsiones es su estabilidad fisica, es
decir, la capacidad que tienen 0 no para mantenerse en una sola fase. Las emulsiones
convencionales son sistemas termodinamicamente inestables y tienden a ser opticamente
turbias u opacas, ya que dispersan la luz debido a que la dimensién de la gota es similar
a la longitud de onda de la luz (Araiza-Calahorra et al., 2018). En este estudio, la
estabilidad de las emulsiones se midié con el sistema Optico Turbiscan Lab®, que puede
detectar los fendmenos de sedimentacion, agregacion y coalescencia en las emulsiones.

Segun Julio et al. (2018) los perfiles de retrodispersion (% BS, Backscattering) son la

huella macroscépica de una emulsion en un momento determinado. La evolucién del
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perfil de BS de las emulsiones convencionales puede mostrar procesos de
desestabilizacion por cremado, evidenciado por la variacion de la concentracién de las
gotitas entre la zonas superior e inferior del tubo de la muestra, registrado a través de
cambios en los perfiles de BS en diferentes zonas de la longitud del tubo durante el
almacenamiento. En concreto, la desestabilizacién por cremado se resume en una
disminucion en BS, debido a la menor concentracion de gotitas en la parte inferior del
tubo y la migracion de gotitas a la parte superior, que produce un aumento en los valores

de BS (Capitani et al., 2016).
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Figura 5.4. Incremento de retrodispersion (ABS) en emulsiones O/W a base de caseinato
de sodio, aceite de chia y oliva, y aceites esenciales de tomillo y clavo, durante el
almacenamiento a 4 °C. (A) Emulsién control, (B) emulsion con AE de tomillo y (C)
emulsion con AE de clavo.
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Los resultados de la estabilidad de las emulsiones de este estudio se muestran en la Figura
5.4, observandose una disminucion en la variacion del Backscattering (ABS) en la parte
inferior del tubo, que indica que el haz de luz practicamente no tiene interferencia para
atravesar el tubo que contiene a la emulsién, debido a la migracion de particulas hacia la
parte superior del tubo, que tiene como consecuencia un proceso de clarificacion de la

emulsion en la parte inferior y de cremado en la parte superior.

Durante las primeras 24 h de almacenamiento, las emulsiones sufrieron rapidamente el
fendmeno de cremado, que se intensifico durante los siguientes dias de muestreo. Por otra
parte, la inclusion de AEs en las emulsiones no ocasiond variaciones considerables en su
estabilidad, ya que el comportamiento en las emulsiones con AE de tomillo, clavo y el
control fueron similares. Si bien, algunas moléculas fendlicas encontradas en los AEs,
debido a su estructura quimica, han demostrado tener actividad superficial que pudiera
afectar el grado de dispersion y la estabilidad fisica de la fase dispersa (Di Mattia et al.,
2009), en nuestro estudio, los AEs a la concentracion utilizada (0,5%), no interfirieron en
la estabilidad de la emulsion.

La tendencia de estas emulsiones a desestabilizarse con el tiempo, es debido a una
variedad de mecanismos, como la separacion gravitacional, la floculacion, la coalescencia
y la maduracién de Ostwald, y aunque solo uno de estos mecanismos es suficiente para
desestabilizar completamente la emulsidn, en realidad ocurren en combinacion, ya que la
aparicion de uno puede promover otro (Petrut et al., 2016). Las emulsiones producidas
con tecnologias convencionales, como sistemas de emulsificacion rotor-estator y
homogeneizacién a baja presién, son particularmente propensas a la separacion
gravitacional y a la agregacion debido al tamafio relativamente grande de las gotas
formadas durante el proceso de emulsificacion (McClements, 2010), siendo ademas,
termodindmicamente inestables debido a la tension interfacial relativamente alta asociada
con el contacto entre las fases de aceite y agua (Wang et al. (2015). Otra de las causas
que producen la disminucion de la estabilidad de una emulsion, son los cambios en la
conformacién de la proteina, debido a que las proteinas forman enlaces no covalentes, del
tipo hidrégeno y enlaces hidrofébicos con proteinas vecinas en la interfase (Lam y
Nickerson, 2013). Sin embargo, si se comparan las emulsiones convencionales con las
nanoemulsiones se aprecian diferencias notables en el comportamiento de estabilidad,
que se debe fundamentalmente a diferencias en el tamafio de particula. En el caso de

emulsiones convencionales, con concentraciones de proteina de alrededor del 4% se
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desestabilizan por fendmenos de floculacién en una semana, mientras que en las
nanoemulsiones, no se llegan a detectar cambios significativos durante 2 meses (Montes
de Oca-Avalos et al. (2017).

El NaCas, emulsionante utilizado en este estudio, fue seleccionado por su excelente
estabilidad térmica y propiedades emulsionantes, ya que contiene proteinas fosforiladas
(os1, as2-, B- y k-caseinas), que estabilizan las gotas de aceite contra la coalescencia a
través de la repulsion electrostatica y estérica (Liang et al., 2014). Sin embargo, la
agregacion de las gotas depende de la interaccion entre diferentes fracciones de proteinas
adsorbidas en la superficie de las diferentes gotas. Dicha agregacion de gotas esta
influenciada por la cobertura de la superficie de la proteina, el espesor de la pelicula, la
carga superficial, el pH, la fuerza idnica y la viscosidad, entre otros (Felix et al., 2017;
O’ Dwyer et al., 2013).

Los resultados del presente estudio concuerdan con los de un estudio anterior realizado
también en nuestros laboratorios por Hebishy et al. (2017) quienes estudiaron emulsiones
elaboradas por homogeneizacion convencional (15 MPa), utilizando 20% de aceites
vegetales (15% girasol y 5% oliva) y 1, 3 y 5% de NaCas. En aquel estudio se observo
que las emulsiones elaboradas con 1% de NaCas fueron mas estables frente al cremado
que aquellas producidas con un 5% de proteina, debido al fendmeno denominado
depletion flocculation, haciendo que el exceso del material emulgente no adsorbido en la
fase acuosa produzca un incremento en las fuerzas de atraccion entre particulas, causando
la floculacién, que da como resultado un mayor cremado. Sin embargo, las emulsiones
con 5% de NaCas presentaron una mayor estabilidad frente a la oxidacion lipidica en
comparacion a aquellas elaboradas con 1% de NaCas, justificAndose su uso aun cuando
éstas presenten una menor estabilidad fisica. En otro estudio realizado por Julio et al.
(2015) en emulsiones O/W elaboradas con aceite de chia (10%), con NaCas (2, 5 y10%)
y tratadas a 40 y 60 MPa por 4 pases, las emulsiones elaboradas con 2% de NaCas fueron
fisicamente més estables que las que tenian 5%, debido a un aumento del emulsionante
no adsorbido, formandose posteriormente (depletion flocculation), sin embargo, las
emulsiones con 10% de NaCas, presentaron una elevada estabilidad fisica que fue
atribuida a una reestabilizacién de la emulsién por la formacién de un gel fuerte formado
por una red de particulas, que aument6 su viscosidad evitando el cremado de la emulsion.
Ye (2008), también observo una disminucion en la estabilidad al cremado de emulsiones

con 30% aceite, cuando la concentracion de proteina total del sistema se incrementé por
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encima del 2%. Un incremento sucesivo en la concentracion de emulsionantes puede
llevar a la ocurrencia de una concentracion critica de floculacion, dando como resultado

una estabilidad reducida de la emulsion (Domian et al., 2014).

5.2.3.5. Estabilidad oxidativa de las emulsiones

Actualmente, la tendencia de la industria alimentaria es eliminar los aceites hidrogenados
y usar cada vez mas acidos grasos insaturados bioactivos, que son mas susceptibles a los
procesos oxidativos (Johnson et al., 2017). En este estudio se utilizo aceite de chia y
aceite de oliva como fase oleosa de la emulsion, que, por su alta insaturacion,

especialmente el de chia, podrian ser sensibles a la oxidacion.

Son diversos los factores que pueden influir potencialmente en la estabilidad fisica y
oxidativa de las emulsiones, entre ellos: la composicion de &cidos grasos, el pH, la
composicion ionica, el tipo y concentracion de antioxidantes y prooxidantes, las
propiedades interfaciales de las gotas de emulsion, las caracteristicas de las gotas de
lipidos, su concentracién y sus propiedades fisicas (Poyato et al., 2013). Al intervenir
tantos factores, la estrategia basada en la formacion de productos de oxidacién (primaria
0 secundaria) parece adecuada para estudiar todos los tipos de sistemas, ya que los
productos de oxidacion pueden detectarse mediante métodos fisicoquimicos (Laguerre
et al., 2007). En el presente estudio se han determinado la formacion de hidroperdxidos
y de malondialdehido (MDA) como indicadores de oxidacién primaria y secundaria,

respectivamente.

Los hidroperoxidos, al ser los primeros compuestos formados durante el proceso de
oxidacion se utilizan para evaluar el estado de oxidacion de los lipidos de los alimentos,
siempre y cuando no se encuentre en un estado oxidativo avanzado (Eymard et al., 2009),
pues se considera productos de oxidacion primarios que generan la informacion mas

relevante sobre la intensidad de la lipoperoxidacion. (Laguerre et al., 2007)

El MDA es uno de los aldehidos mas abundantes generados durante la oxidacion
secundaria de los lipidos, que se forma principalmente a partir de la oxidacién del acido
linolénico, y también probablemente es uno de los compuestos méas utilizados como
marcador de la oxidacion secundaria (Barriuso et al., 2012). En este estudio se utilizo el
método de TBARS por espectrofotometria para evaluar los procesos de oxidacion

secundaria de las emulsiones tras su elaboracion y durante su almacenamiento a 4 °C.
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Este método espectrofotométrico ha sido criticado por diferentes autores por no ser
selectivo para el MDA, ya que también se ha descrito que reacciona con otros aldehidos,
carbohidratos, aminoacidos y acidos nucleicos, sobrestimando los valores de oxidacion.
Sin embargo, es un método ampliamente utilizado por su sencillez y buenos resultados
obtenidos en queso, aceites vegetales y en productos de carne y pescado (Papastergiadis
etal., 2012).

El alto contenido en acidos grasos omega-3 y 6 de la emulsion de este estudio, la hace
especialmente susceptible a la oxidacién lipidica, siendo el acido linolénico, seguido de
los acidos linoleico y oleico los que tienen una mayor capacidad para promover la
oxidacidn de lipidos en emulsiones O/W (Di Mattia et al., 2009; Yi et al., 2013). En este
tipo de emulsiones, la oxidacion se inicia en la interfase y esta influenciada tanto por la
presencia de compuestos prooxidantes y antioxidantes, como por las interacciones entre
los diferentes componentes del sistema. Ademas, segun Sivapratha y Sarkar (2018), se
podrian inducir efectos genotoxicos y citotdxicos adversos en humanos debido a la
formacion de productos de degradacion como MDA, acroleina, hexanal y propanal.
Durante el almacenamiento y en los dias en que se realizé el seguimiento, el contenido
de hidroperéxidos en la emulsidn control fue ligeramente mayor al de las emulsiones con
AEs de clavo y tomillo, sin embargo, estas diferencias no fueron significativas (Tabla 5.
6).

Tabla 5. 6. Hidroperoxidos (mmol/kg aceite) y TBARS (ug de malonaldehio/kg aceite)
en emulsiones O/W a base de caseinato de sodio, aceite de chiay olivay aceites esenciales
de tomillo y clavo, durante el almacenamiento en refrigeracion.

Dias de almacenamiento a 4 °C

Parametro Emulsion

1 10 20
i » Control 022 + 0,05 021+002  017+005
(n']mrgsig";‘éeﬁz) Tomillo 0,12 + 0,08 016+009  010+0,06
Clavo 0.14 + 0,09 020+009  0,15+006
Control 027+0,06% 023+008% 0,20+003"
I\;'E’)Q‘/Rks gtgei?g) Tomillo 0290+004% 024+001% 014+001"
g Clavo 026+0,012 023+002% 0,18+004"

ab\/alores en la misma fila con diferente superindice indican diferencias significativas (P < 0,05).
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En las emulsiones elaboradas los valores de TBARS obtenidos fueron muy reducidos y
la incorporacion de AEs no tuvo un efecto significativo en la evolucion de la oxidacion
secundaria (Tabla 5. 6). Estos valores de TBARS se mantuvieron estables en todas las
emulsiones estudiadas durante 10 dias de almacenamiento con una disminucion, en todos
los casos, a los 20 dias de almacenamiento. También Cofrades et al. (2014) observaron,
en una emulsion que contenia aceite de chia, cierto efecto antioxidante al inicio del
almacenamiento, que lo relacionaron con los componentes bioactivos (tocoferoles,
polifenoles, carotenoides, fosfolipidos) presentes en el aceite de chia y de antioxidantes

naturales, como los compuestos fenoélicos.

Los resultados obtenidos en la oxidacion secundaria son similares a los obtenidos por
Hebishy (2013) en emulsiones elaboradas con aceites de girasol y oliva, en los que
ademas no se apreciaron diferencias significativas entre las emulsiones elaboradas con 1,
3 0 un 5% de NaCas. Fernandez-Avila y Trujillo (2016) también hallaron valores de
TBARS similares y bajos en emulsiones convencionales producidas utilizando 20% de
aceite de soja y 4% de aislado proteico de soja como emulgente.

Varios estudios han comparado el efecto del tipo de emulsionante sobre la oxidacion de
lipidos, mostrando una mayor estabilidad aquellas en las que se utiliza caseina (Jacobsen,
2016). Cofrades et al. (2014) demostraron que el NaCas, utilizado como emulsionante
hidréfilo en emulsiones de aceite de chia, es altamente eficaz contra la oxidacion de
lipidos. O’Dwyer et al. (2013) en emulsiones O/W con 20% aceite y tratadas a 34 MPa,
hallaron que las estabilizadas con 2 y 3% de NaCas presentaron valores de hidroperoxidos
mas bajos que las elaboradas con 1%. En otro estudio, Kargar et al. (2011) elaboraron
emulsiones O/W con una fase oleosa de 5y 30%, con NaCas como emulsionante,
observando que un incremento del 0,1 al 2% disminuyo la velocidad de oxidacion de

lipidos de la emulsién.

Segun Kargar et al. (2011) la capacidad antioxidante del NaCas se relacionaria con la
formacion de una capa interfacial gruesa alrededor de las gotitas de aceite, pues el
caseinato se adsorbe en la interfase aceite-agua con una cobertura superficial maxima de
~3 mg/m? (Liang et al., 2014). Esta cobertura podria proteger a los lipidos al actuar como
barrera de la penetracion y difusion de los iniciadores de la oxidacién de los lipidos
(Kamal-Eldin, 2003; McClements, 2010). Las emulsiones estabilizadas por proteinas se

caracterizan por una mayor viscosidad, por lo que es probable que una membrana mas
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rigida pueda obstaculizar la migracion de hidroperdéxidos desde el interior de la gota de
lipido a la fase acuosa (Di Mattia et al., 2011).

También se ha descrito la importancia de un exceso de emulsionante proteico y la
actividad antioxidante. Sun y Gunasekaran (2009) determinaron que el uso de proteina de
suero al 0,2% es suficiente para cubrir la superficie de gotitas de aceite en emulsiones
O/W con un contenido de aceite del 5%, y que el incremento en la adicion de la proteina
de suero (1 y 2%) produce agregados proteicos en la fase acuosa que contribuyen a la
disminucion en la formacion de hidroperdxidos. Se ha sugerido que la proteina no
adsorbida, es decir el exceso de proteina, puede interactuar con los prooxidantes en la
fase acuosa (O’ Dwyer et al., 2013), debido a que los aminoacidos, tirosina e histidina
del NaCas, pueden eliminar radicales libres. Los residuos de metionina en la f-caseina
también eliminan radicales, y ademas el NaCas tiene muchos grupos fosfato, como los
residuos de fosfoserina que pueden actuar como agentes quelantes de los metales de
transicion (Kargar et al., 2011; Miquel y Farré, 2007; Mora-Gutierrez et al., 2010; Qiu
etal., 2015; Tong et al., 2000). Estos agregados proteicos son habituales debido a la
escasa solubilidad de algunos aislados proteicos comerciales, por lo que usualmente la
cantidad necesaria para estabilizar emulsiones es mayor a la cantidad de emulsionante

que se requiere solo para cubrir el area interfacial (Fernandez-Avila y Trujillo, 2016).

Por otra parte, diversos autores han demostrado una disminucion de la oxidacién de los
lipidos al incrementar el contenido de aceite en las emulsiones. Asi, Fernandez-Avila y
Trujillo (2016) observaron gue al incrementar en una emulsion el contenido de aceite de
10 a 20%, se producia una disminucidn significativa en la oxidacion. De manera similar,
Sun y Gunasekaran (2009) y Kargar etal. (2011) hallaron una disminucion en la
oxidacion de lipidos, tanto de hidroperdxidos como de productos de oxidacion
secundaria, cuando la fraccién de volumen de aceite aumento6 de un 5 a un 40% y de un
5 a un 30%, respectivamente. Esto podria explicarse por la mayor viscosidad que
presentan las emulsiones al incrementar su contenido de aceite, que produce menos
cremado y por tanto hay una menor cantidad de grasa en contacto con el oxigeno. Por
otro lado la disminucion de la fase acuosa, disminuye la concentracion de los
prooxidantes potenciales, como los iones de hierro, por &rea interfacial, y en consecuencia
disminuyen la cantidad de radicales libres (Fernandez-Avila y Trujillo, 2016; Kargar
et al., 2011; Sun y Gunasekaran, 2009).
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Aungue los AEs y sus componentes activos carvacrol y timol (tomillo), y eugenol (clavo),
mostraron una elevada actividad antioxidante in vitro, en las emulsiones elaboradas, su
actividad fue reducida, o bien quedé totalmente enmascarada por el efecto antioxidante,

anteriormente descrito del NaCas.
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Analogo de queso fresco enriquecido con omega 3 y 6, por
sustitucion de grasa de la leche con emulsiones de aceite de chia
y oliva, y con aceites esenciales incorporados

6.1. Introduccion

La incorporacion de AGPI omega-3 en alimentos de consumo frecuente puede ser una
manera de mejorar el perfil nutricional de la dieta occidental, sin que el consumidor
cambie drésticamente su dieta habitual (Wang et al., 2018). Es asi que entre los alimentos
funcionales se pueden encontrar los fortificados con &cidos grasos omega-3 para
promover la buena salud o prevenir enfermedades (Siré et al., 2008). Un alimento de gran
consumo en Esparia es el queso, en especial el queso fresco (MAGRAMA, 2015 y 2016;
MAPAMA, 2017 y 2018). Por lo que una estrategia a aplicar en este tipo de productos,
seria cambiar la composicion de acidos grasos saturados por acidos grasos cis-AGPI y/o
cis-AGMI, conservando los beneficios nutricionales y cardiometabdlicos de la leche
(Givens (2017). Los acidos grasos poliinsaturados méas importantes desde el punto de
vista de salud humana y nutricién pertenecen a las familias del omega-6 y omega-3
(Ratnayake y Galli, 2009). La ingesta de las cantidades de acidos grasos omega-3
recomendados son dificiles de conseguir sin modificar drasticamente la dieta, sobre todo
en poblaciones con bajo consumo de pescado azul (Hall y Tulbek, 2008). Por lo que una
alternativa para aumentar el aporte de acidos grasos omega-3 a la dieta, es la chia que es

la fuente botanica mas rica de ALA conocida (Jiménez-Colmenero, 2013), con 65% de
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este acido graso en el aceite (Morales et al., 2012), que ademas no tiene el inconveniente
de conferir caracteristicas organolépticas desagradables de sabor y el olor del aceite

procedente de fuentes marinas (Segura-Campos et al., 2014).

Con esta finalidad, en este estudio se propone la produccién de un producto analogo de
queso fresco (AQF), en el que la grasa lactea se reemplazé por una emulsion que contiene
aceites vegetales de chia y oliva ricos en acidos grasos omega-3 y omega-6,
respectivamente. Para ello se tuvo en consideracion que en otros estudios muchos
compuestos lipofilos bioactivos se han incorporado a los quesos mediante emulsiones
simples, ya que permite aumentar su retencion en la cuajada, manteniendo su bioactividad
y la estabilidad quimica del queso durante el almacenamiento (Jalilzadeh et al., 2015;
Stratulat et al., 2014; Stratulat et al., 2015). Sin embargo, reemplazar la grasa lactea por
aceites con alto contenido de acidos grasos insaturados, presenta el inconveniente de tener
un producto con una elevada propension a la oxidacion, que generarian por un lado la
pérdida de los AGPI, y por tanto un deterioro de su calidad nutricional, y por otro lado la
generacion de compuestos toxicos productos de la oxidacion (Bodoira et al., 2017, Yang
et al., 2013). Para prevenir estas reacciones indeseables surge la necesidad de utilizar
antioxidantes entre los que existen compuestos de origen natural. EI queso es un producto
que permite incluir ingredientes funcionales, porque tiene un pH y un contenido de grasa
relativamente altos, una consistencia soélida y una gran capacidad de amortiguacion
(Giroux et al., 2013). En este estudio, en concreto, se utilizaron aceites esenciales (AES)
de clavo y tomillo, como una alternativa a los antioxidantes sintéticos, cuyo uso esta en
discusion debido a su cuestionable seguridad (Delgado et al., 2014). Los compuestos
activos de estos AEs, que principalmente son eugenol, carvacrol y timol, son compuestos
fenolicos que ademas presentan actividad antimicrobiana (Gofii et al., 2015), propiedad
que también se evaluard en este estudio a través de la evaluacion de la calidad
microbioldgica en los AQF que incorporan los AEs, teniendo en cuenta que el queso
fresco es un producto lacteo, especialmente si no tiene microorganismos iniciadores, que
proporciona un medio idoneo de crecimiento para los microorganismos debido a su pH'y
su contenido alto en humedad proteina y grasa, caracteristicas que reducen su tiempo de
vida atil (Evert-Arriagada et al., 2012). La pasteurizacién de la leche generalmente
elimina a los posibles patdgenos que podrian estar presentes en el sustrato lacteo de

partida, y disminuye considerablemente la poblacion de microorganismos alterantes. Sin
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embargo, pueden producirse contaminaciones posteriores debido a manipulaciones no
higiénicas.

El objetivo del presente estudio fue elaborar un AQF a partir de leche desnatada,
sustituyendo la grasa de la leche con emulsiones elaboradoras con caseinato de sodio,
aceite de chia y oliva, que se caracterizaron en el capitulo V. Los AEs seleccionados,
fueron el tomillo y el clavo, que se incorporaron de dos maneras diferentes: a) integrados
en la emulsion y b) afadiéndolos de forma independiente en la mezcla de la leche

desnatada y la emulsion.

En total se elaboraron cinco AQF: los denominados Toml y Clal, producidos con
emulsiones donde los AEs se incluyeron en la elaboracion de las emulsiones obtenidas
mediante homogeneizacion convencional (15 MPa), y los denominados Tom2 y Cla2,
donde los AEs respectivos se agregaron como un ingrediente mas a la mezcla de leche
desnatada/emulsion, y finalmente el AQF control que se elabor6 a partir de leche
desnatada y la emulsién de aceites, pero sin laadiciéon de AEs. La cantidad de AE utilizada
en este estudio se establecio en concordancia a los resultados obtenidos de actividad
antimicrobiana de los AEs en las emulsiones (seccion 5.2.1.), considerando también el
efecto de la concentracion de los AEs en las caracteristicas sensoriales del producto final;
para determinar este efecto se realizaron producciones de AQF segun el procedimiento
descrito en el Capitulo 111 de materiales y métodos, incluyendo en la mezcla de la leche
desnatada/emulsion una concentracion de 0,05 y 0,5% de los AEs de canela, clavo,
orégano o tomillo. Los AQF se analizaron sensorialmente por 4 catadores, con
experiencia en la evaluacion de queso fresco, con el objetivo de evaluar el impacto de la
concentracion de los AEs en el olor y sabor, resultados que se detallaran en la seccién

6.2.6 de Analisis sensorial.

6.2. Resultados y discusién

6.2.1. Parametros de coagulacion del anélogo de queso fresco

En los primeros ensayos de elaboracion del AQF se utilizaron concentraciones de
quimosina y de CaCl. habituales para elaborar un queso fresco (0,03% de quimosina y
0,01% de CaCl2 al 35%), pero en estas condiciones, y en la mezcla de leche
desnatada:emulsion (9:1) no coaguld, incluso después de transcurrir 1 h a 32 °C. En

gueseria, es una practica comun agregar a la leche CaClz (por ejemplo, 0,01%), es decir
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40 mg de Ca/L leche, ya que incrementa las concentraciones de calcio soluble, coloidal e
ionizado y reduce el pH de la leche, produciendo efectos positivos en las diversas fases
de la coagulacion (Fox y Cogan, 2004).

Para identificar el motivo de la falta de coagulacion, en primer lugar, se descarto que fuera
la calidad de la leche desnatada usada, que cuaj6 adecuadamente tras realizar diferentes
ensayos con la concentracion estandar de quimosina y de CaClz. En segundo lugar, para
descartar el posible efecto de la inclusion de la emulsion O/W en la leche desnatada o
bien de los AEs sobre la coagulacidn, se realizaron una serie de pruebas, en las que se
utilizaron emulsiones con y sin AEs, con la concentracion estandar de quimosina al 0,03%
y 0,01% de CaClz al 35%, apreciando tras 1 hora de incubacion a 32 °C que no

coagulaban.

Con base en los resultados obtenidos en los ensayos de coagulacion y apoyados en la
bibliografia, se dedujo que el NaCas presente en la emulsion O/W adicionada a la leche
desnatada fue lo que obstaculiz6 la coagulacion. Si bien el caseinato de sodio es un buen
emulsionante, puede dificultar e incluso inhibir la coagulacién de la leche durante la
elaboracion de queso (Stratulat et al., 2013). Gaygadzhiev etal. (2011a) estudiaron
ampliamente el efecto del NaCas en la coagulacion de la leche, sugiriendo que la
inhibicién del desarrollo de la estructura gelificada se debe a que el NaCas, ya sea
adsorbido en la interfase aceite-agua o libre en el suero de leche, podria asociarse con los
iones de calcio disponibles e interrumpir el equilibrio de fosfato de calcio de la leche.
También, se sugiere que las caseinas libres en la leche se adsorben sobre las micelas de
caseina alteradas por el cuajo, causando fuerzas de repulsion estéricas de largo alcance,
inhibiendo su autoasociacion (Gaygadzhiev et al., 2011b).

Ante esta situacion, una alternativa factible era la adicion de mayores cantidades de
CacClz, pues como se sefialo anteriormente promueve la agregacion inducida por cuajo.
Se realizaron una serie de pruebas en las que se utilizd 0,03% de quimosina y cantidades
variables de CaClz con la finalidad de determinar la concentracion y la cantidad a
adicionar optima. También se modificaron otros parametros como la temperatura de
coagulacion (32 y 35°C) y el pH de la mezcla leche desnatada/emulsion (pH original de

la mezclay ajustado a 6,65) (Tabla 6. 1).

En los ensayos de coagulacion se considerd un coagulo firme cuando se obtuvo un corte
limpio, sin residuos en el cuchillo, y una separacién limpia del gel de la pared de la cuba

de queseria, transcurridos 40 min de incubacion tras la adicion de quimosina. El codgulo
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fue firme, sin ajustar el pH, cuando se utilizé un 0,03% de CaCl: al 50%, lo que equivale
a 0,15 g/L de CaCl2 a una temperatura de 35 °C. También fue firme cuando con el objetivo
de mejorar la actividad de la quimosina se disminuyo el pH a 6,5, incluso a menores
concentraciones de CaCl2 (Tabla 6. 1). Finalmente, se opt6 por aplicar los parametros de
coagulacion especificados en el ensayo T10, en el que se utilizé un 0,03% de una solucién
de CaClz al 50%, una temperatura de coagulacion de 35 °C y un tiempo final de

coagulacion de 40 min.

Tabla 6. 1. Ensayos de coagulacion de la mezcla leche desnatada:emulsion O/W,
empleando diferentes concentraciones de CaClz, aplicadas en diferentes proporciones en
la mezcla final y como coagulante un 0,03% de quimosina con actividad ~600 IMCU/mL.

CaCl; (%) )
Ensayo i4 i Temperatura/tiempo H Coagulacion
YO Solucion  Cantidad de coagulacién P g
preparada adicionada
T1 50 0,01 No coaguld
T2 0,03 . No Débil
32°C /40 min . ,
T3 - 0,01 ajustado  No coaguld
T4 0,03 No coaguld
T5 50 0,01 Firme
T6 0,03 i i Firme
320C/40min  Austado m
T7 0,01 a6,5 Débil
35 .
T8 0,03 Firme
T9 0,02 Débil
50 : No :
T10 0,03 35°C /40 min siustado Firme
T11 35 0,03 : Débil

6.2.2. Composicién quimica y pH del analogo de queso fresco

La composicion de los AQF se presenta en la Tabla 6. 2, donde se puede observar que el
contenido en solidos totales en los AQF fue de aproximadamente un 27,3%, siendo el
Tom2 el que mostro valores inferiores, aunque no de forma significativa. Estos valores
son los normales en un queso fresco, y oscila entre un 25 y 30% (Almena-Aliste y
Mietton, 2014). El porcentaje medio de proteinas fue de ~12,3%, siendo el AQF Tom2y
relacionado parcialmente con el menor contenido en sélidos totales, el que presenté un

menor contenido proteico.
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Generalmente los quesos frescos debido al método de elaboracion tienen un alto
contenido de humedad, en nuestro estudio entre 72 y 73%. Este contenido puede estar
condicionado por el proceso tecnoldgico seguido. Asi, Zamora etal. (2015) que
elaboraron queso a partir de leche pasteurizada y leche tratada por homogeneizacién
convencional y posteriormente pasteurizada, observaron que este Gltimo tratamiento
aumento el contenido de humedad del queso, que lo relacionaron con cambios en la
estructura de las proteinas, grasas y en el agua ligada debido al proceso de
homogeneizacién. En nuestro estudio, la alta humedad obtenida se relaciona con la

elevada cantidad de caseina de la formulacion utilizada (Kindstedt, 2014).

Tabla 6. 2. Composicion (%), pH y rendimiento (%) de los andlogos de queso fresco
elaborados con emulsiones O/W a base de caseinato de sodio, aceite de chia y oliva, y
aceites esenciales de tomillo y clavo.

Sélidos

Analogo de

queso fresco! totales Proteina Grasa pH Rendimiento
Control 2787+081 1280+0,10 8,470,002 6,88+0,05 2153+0,33
Toml 27,83+099 1293+0,19 9,13+0,10 6,92+0,08 20,99 £0,91
Tom2 26,68+0,43 12,13+0,33 950%+0,71 6,91+0,08 22,43+0,65
Clal 2704+108 1282+044 865+021 6,84+0,01 21,22+0,63
Cla2 27,32+0,41 12,34+0,04 915+0,49 6,83+0,00 22,42+0,49

1Control: control; Tom1: con aceite esencial de tomillo emulsionado; Tom2: con aceite esencial de tomillo
sin emulsionar; Clal: con aceite esencial de clavo emulsionado; Cla2: con aceite esencial de clavo sin
emulsionar.

El contenido en grasa de los AQF, obtenidos a partir de una mezcla emulsion/leche
desnatada de un 2% de grasa, oscilé entre un 8,5y 9,5% (Tabla 6. 2). El proceso de
homogeneizacion es importante en la retencion de grasa/aceite, tanto en queso fresco
como en los analogos. Zamora et al. (2015) en la elaboracion de queso fresco, partieron
de leche con un 3,5% de grasa y obtuvieron un queso con 15,5% de grasa, observando un
mayor contenido de grasa en aquéllos elaborados con leche homogeneizada a 15 MPa.
Estos investigadores consideran que, al reducirse el tamafio de glébulo graso durante el
proceso de homogeneizacion, se reducen las pérdidas de grasa durante la elaboracion del
queso, ya que las nuevas particulas lipoproteicas creadas por homogeneizacidn poseen un
buen recubrimiento proteico superficial, y actian como nuevas particulas que forman
parte del entramado tridimensional del gel. Calligaris et al. (2013) también consiguieron

un incremento en el contenido de grasa en quesos obtenidos a partir de leche
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homogeneizada a 50 MPa, ya que segun estos autores las presiones de homogeneizacion
utilizadas mejoraron la capacidad emulsionante de la proteina permitiendo que la grasa
quedase mas atrapada en la cuajada. De forma similar, Calligaris et al. (2015) obtuvieron
un contenido de grasa significativamente mas alto en analogos de queso obtenidos con
leche enriquecida con aceite emulsionado mediante homogeneizacidn, respecto a aquéllos

en los que el aceite se incorpord de manera directa.

El pH de los AQF fue de ~6,8-6,9 no presentandose diferencias significativas entre los
productos estudiados. La incorporacion de AEs tampoco tuvo efecto sobre el pH de los
AQF. EL pH elevado de los AQF se debe a que la coagulacion se produce por via
enziméatica. Como en el queso, el pH depende fundamentalmente de la intensidad del
drenaje de la cuajada en la cuba y de los ingredientes utilizados durante la elaboracion.
Si se hubieran utilizado fermentos lacticos una cuajada bien drenada puede alcanzar un
pH alrededor de 5,15 a 5,35 (Almena-Aliste y Mietton, 2014). Ademas, las micelas de
caseina tienen una gran capacidad tamponante debido a su alto contenido de fosfato de
calcio (Kindstedt, 2014). Esta capacidad estaria incrementada en el AQF de este estudio

por la adicion de caseinato de sodio en la emulsion.

El rendimiento de los AQF oscil6 entre un 21 y 23%, aparentemente Tom1 y Clal, asi
como el control tienen menor rendimiento, sin embargo, estas diferencias no son
significativas (Tabla 6. 2). El rendimiento obtenido en nuestro estudio fue muy superior
al obtenido por Cipolat-Gotet et al. (2013) en un queso fresco de coagulacion enzimatica
con un fermento lactico, o por Lobato-Calleros et al. (2007) en un analogo de queso
elaborado con aceite de canola o con leche entera, que en ambos casos fue de un 15%.
También fue inferior en un producto obtenido en un estudio similar al nuestro,
concretamente el de Stratulat et al. (2015) que elaboraron un analogo de queso mezclando
leche desnatada enriquecida con concentrado proteico de leche y una emulsion a base de
aceite de linaza (30%) y caseinato de calcio (3%), obteniendo un rendimiento del 13,5%,
resultado que fue similar al obtenido en queso elaborado con leche entera. Sin embargo,
fueron bastante similares a los obtenidos por Calligaris et al. (2013) que agregaron aceite
de pescado y de linaza directamente a la leche desnatada, que posteriormente trataron a
20 MPa, obteniendo rendimientos similares entre los quesos de leche entera (23,8%) y
los analogos de queso con aceite de pescado (24,6%) y con aceite de linaza (24,1%).
También obtuvieron un elevado rendimiento en quesos ricos en omega-3 por la

incoporacion de aceite de higado de bacalao de manera directa con un rendimiento de
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~21%, y como parte de una emulsion con un rendimiento de ~26% (Calligaris et al.,
2015).

Diferentes factores pueden explicar el elevado rendimiento de los AQF del presente
estudio. Por una parte, puede ser debido a que las moléculas primarias del agua tienden a
unirse fuertemente a las proteinas por multiples enlaces de hidrégeno y, en consecuencia,
su cantidad se relaciona con el contenido de proteina. Ademas, el tipo de proteinas
absorbidas en la membrana de los glébulos grasos influye en la capacidad de retencién
de agua de la matriz del queso, asi la absorcion de fosfocaseinato nativo y de caseinato
de sodio reduce la micro-sinéresis (Zamora et al., 2011). También es importante tener en
consideracion el tipo de corte realizado a la cuajada y el desuerado aplicado por volteo.

La Tabla 6. 3 muestra el contenido en acidos grasos en los diferentes tipos de AQF,
apreciandose que los AQF adicionados de AEs presentaron un mayor contenido de acidos
grasos en comparacion al AQF control, hecho que se puede relacionar con la menor
cantidad de grasa de este AQF. Por otra parte, los AQF elaborados presentaron un perfil
de &cidos grasos con claro predominio de &cidos grasos insaturados (~86%) frente a
saturados (~14%). Entre los acidos grasos mayoritarios, cabe destacar al &cido oleico, con
un valor entre 4600 y 6000 mg/100 g. Este acido graso monoinsaturado es uno de los
principales en las dietas occidentales (Liu et al., 2017; Wang y Hu, 2017), una mayor
ingesta de acido oleico junto con una ingesta limitada de grasas saturadas son beneficiosas

y pueden ayudar a proteger frente las ECV (Hernandez, 2016).

El otro grupo de acidos grasos de relevancia en los AQF, son los poliinsaturados, que
provienen principalmente del acido a-linolénico (omega-3) del aceite de chia. En la
emulsion se utilizé un 5% de aceite de chia, que en la mezcla emulsion/leche desnatada
representa 0,5%. Esta cantidad de aceite de chia equivaldria a ~2,2-2,4 g de aceite de
chia/100 g de queso, y entre ~1,3-1,4 g de omega-3/100 g de queso (considerando 60%
de omega-3 en el aceite de chia; ver Tabla 3. 2). Tras el analisis, la cantidad de omega-3
presente en los AQF oscil6 entre 1000 y 1400 mg/100 g, lo que supone una elevada

retencion del acido graso omega-3.
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Tabla 6. 3. Composicién en acidos grasos (mg/100 g de AQF) de los analogos de queso
fresco elaborados con emulsiones O/W a base de caseinato de sodio, aceite de chia y
oliva, y aceites esenciales de tomillo y clavo.

Anélogo de queso fresco?

Acido graso Control Toml Tom?2 Clal Cla2
C(4:0) Butirico 15 1,8 2 1,7 1,8
C(6:0) Caproico 1,1 0,9 1 0,9 0,9
C(8:0) Caprilico 11 0,9 1 1,7 1,8
C(10:0) Céprico 1,2 0,9 2 1,7 1,8
C(12:0) Laurico 1,8 1,8 2 2,6 2,7
C(14:0) Miristico 8,5 9,1 11 11,3 10,8
C(14:1) Miristoleico 1,2 0,9 1 0,9 0,9
C(15:0) Pentadecanoico 1,8 1,8 2 1,7 1,8
C(16:0) Palmitico 722,1 835,4 926,4 814,9 835,2
C(16:1) Palmitoleico 51 60,1 67,7 59,8 60,3
C(17:0) Margarico 6,2 91 11 7.8 9
C(17:1) Margaroleico 10,2 10,9 12,9 12,1 11,7
C(18:0) Estearico 261,7 309,4 343,3 297,9 306,9
C(18:1) Trans-Oleico 6,2 4,6 4 6,1 6,3
C(18:1) Cis-Oleico 4603 54145 6019,8 5213,3 5355
C(18:2) Trans-Linoleico 8,5 10,9 11,9 10,4 10,8
C(18:2) Cis-Linoleico 735,6 937,3 995 866 918
C(18:3) Trans-Linolénico 2,3 1,8 3 2,6 2,7
C(20:0) Araquico 30,1 37,3 41,8 36,4 36,9
C(18:3) Alfa-Linolénico 1021,2 1401,4 1432,8 1264,4 1377
C(20:1) Gadoleico 19,8 23,7 26,9 22,5 24,3
C(20:2) Eicosadienoico 1,3 0,9 1 0,9 0,9
C(20:4) Araquiddnico <1 <1 <1 <1 <1
C(20:5) Eicosapentaenoico (EPA) <1 <1 <1 <1 <1
C(21:0) Heneicosanoico 1,1 0,9 2 1,7 0,9
C(22:0) Behénico 9,7 10,9 11,9 11,3 11,7
C(22:1) Erucico 4 3,6 6 <1 0,9
C(22:5) Docosapentanoico (DPA) 15 1,8 2 2,6 1,8
C(22:6) Docosahexanoico (DHA) <1 <1 <1 <1 <1
C(24:0) Lignocérico 3,1 0,9 2 0,9 0,9
C(24:1) Nervénico 4,8 6,4 7 6,1 6,3
Acidos grasos totales 7521,0 9100,0 9950,1 8660,0 9000,0
Resumen de los grupos de &cidos grasos

Y saturados 1052,3 1226,7 1364,2 1197,7 12285
2 monoinsaturados 4692,3 5516,4 6134,2 5317,2 5460,3
¥ poliinsaturados 1775,4 2356,9 2451,7 21451 23112
¥ ®-3 (linolénico + EPA + DPA + DHA) 1024,3 1402,3 1434,8 1265,2 13779
¥ »-6 (linoleico + araquiddnico) 735,6 937,3 995 866 918
% monoinsaturados sobre el total 62,6 60,6 61,6 61,4 60,7
% poliinsaturados sobre el total 23,4 25,9 24,6 24,8 25,7
% insaturados sobre el total 85,9 86,5 86,3 86,2 86,4

1Toma1: con aceite esencial de tomillo emulsionado; Tom2: con aceite esencial de tomillo sin emulsionar;
Clal: con aceite esencial de clavo emulsionado; Cla2: con aceite esencial de clavo sin emulsionar.
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Bermudez-Aguirre y Barbosa-Canovas (2011) fortificaron un queso fresco afiadiendo,
bajo la forma de microencapsulado de aceite de pescado y de aceite de linaza 1 g de
omega-3/100 g de queso, obteniendo cantidades de omega-3 en el queso control de 116
mg/100 g, en queso con aceite de linaza de sélo 162 mg/100 g y en queso con aceite de
pescado de 849 mg/100 g; con una retencion de omega-3 de 16 y 85% para aceite de
linaza y aceite de pescado respectivamente. En otra investigacion, Calligaris et al. (2015)
elaboraron quesos frescos fortificados con omega-3 agregados bajo la forma de aceite de
higado de bacalao, emulsionado con monoglicéridos saturados como agente estructurante
y cotensioactivos a diferentes concentraciones, a una concentracion final de aceite en la
leche de 1%, obtuvieron una retencion de hasta un 75% del aceite rico en omega-3. En
nuestro estudio, por los resultados obtenidos pareciera que la retencién de omega-3 es

mayor al 85%.

Son diferentes las causas por las que se recomienda un balance en la proporcién omega-
3 aomega-6. Una de ellas es la competencia enzimatica, concretamente de las elongasas
y desaturasas en la metabolizacion de los acidos grasos omega-3 y omega-6. Otro motivo,
es que pueden producir tipos de eicosanoides antagonistas, de forma que una produccién
o deficiencia excesiva y desequilibrada puede provocar la aparicion de diversas
patologias como trombosis, artritis 0 supresion inmunitaria. Diversas organizaciones han
emitido recomendaciones de ingesta sobre la proporcion de &cidos grasos omega-
6:omega-3 que van desde 2:1 hasta 10:1 (Hernandez y de Jong, 2011). La proporcion méas
baja entre estos acidos grasos parece reducir el riesgo de muchas enfermedades cronicas
de alta prevalencia en las sociedades occidentales, asi como en los paises en desarrollo
(Stratulat et al., 2015). En el presente estudio, el producto presenté un mayor contenido
de &cidos grasos omega-3 que omega-6, siendo la proporcion de omega-6:0mega-3 de
0,7:1; de forma que para cumplir con las recomendaciones, los &cidos grasos omega-6

pueden ser complementados con otros alimentos de la dieta habitual.

Segun los Reglamentos (CE) N° 116/2010 y N° 432/2012, y en base a la composicion de
acidos grasos de los AQF (Tabla 6. 3), se podrian realizar en la etiqueta las siguientes

declaraciones nutricionales y de salud:

- Bajo contenido de grasas saturadas, pues la suma de acidos grasos saturados y de
acidos grasos trans en el producto no es superior a 1,5 g/100 g (Reglamento (CE) N°
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116/2010). En nuestro estudio la media obtenida de &cidos grasos saturados en los
AQF fue de ~1,21 g/100 g.

Alto contenido de grasas insaturadas, ya que al menos un 70% de los acidos grasos
presentes en el producto proceden de grasas insaturadas y las grasas insaturadas
aportan mas del 20% del valor energético del producto (Reglamento (CE) N°
116/2010). En nuestro estudio, en promedio el 86,3% de los &cidos grasos son

insaturados y el 45,2% de las calorias procederian de las grasas insaturadas del AQF.

Alto contenido de grasas monoinsaturadas, porque al menos un 45% de los acidos
grasos proceden de grasas monoinsaturadas y las grasas monoinsaturadas aportan mas
del 20% del valor energético del producto (Reglamento (CE) N° 116/2010). En nuestro
estudio, en promedio el 61,6% de los acidos grasos son monoinsaturados y 32,1% de

las calorias provienen de las grasas monoinsaturadas del AQF.

Alto contenido de acidos grasos omega-3, ya que el producto contiene al menos 0,6 ¢
de 4acido o-linolénico por 100 g (Reglamento (CE) N° 116/2010). En nuestro estudio
la media obtenida de &cidos grasos omega-3 en los AQF fue de 1,25 g/100 g.

El &cido alfa-linolénico contribuye a mantener niveles normales de colesterol en la
sangre, porque el AQF de nuestro estudio tiene alto contenido de &cido alfa-linolénico
(Reglamento (UE) N° 432/2012).

Un menor consumo de grasas saturadas contribuye a mantener niveles normales de
colesterol sanguineo, para alimentos con un contenido bajo o reducido de acidos
grasos saturados (Reglamento (UE) N° 432/2012).

La sustitucion de grasas saturadas por grasas insaturadas en la dieta contribuye a
mantener niveles normales de colesterol sanguineo (los &cidos grasos
monoinsaturados o poliinsaturados son grasas insaturadas), para acidos grasos

monoinsaturados o polinsaturados (Reglamento (UE) N° 432/2012).

La sustitucion de grasas saturadas por grasas insaturadas en la dieta contribuye a
mantener niveles normales de colesterol sanguineo. El acido oleico es una grasa
insaturada, para el acido oleico (Reglamento (UE) N° 432/2012).
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6.2.3. Evaluacion de la textura y color de los analogos de queso fresco

6.2.3.1. Textura

La medicion reoldgica en este estudio se realizd mediante un ensayo de compresion
uniaxial, donde se aplica sobre el AQF una fuerza normal hasta originar su ruptura
estructural. Los parametros obtenidos fueron: el esfuerzo por fractura (of) que describe la
fuerza requerida para fracturar la matriz, la deformacién por fractura () que describe la
deformacion requerida para inducir la fractura del producto, y el médulo de elasticidad
que describe la elasticidad del producto por debajo del punto de fractura (Evert-Arriagada
et al., 2014; O’Callaghany Guinee, 2004). Un valor numérico bajo de or indica una mayor

fracturabilidad, y valores elevados de &f indican una gran deformabilidad.

Tabla 6. 4. Esfuerzo por fractura (kPa), deformacion por fractura (=) y modulo de
elasticidad (kPa) de los andlogos de queso fresco elaborados con emulsiones O/W a base
de caseinato de sodio, aceite de chia y oliva, y aceites esenciales de tomillo y clavo
durante el almacenamiento a 4 °C.

Dias de almacenamiento a 4 °C

Parametro  AQF!
1 3 7 11
Control  7,70+0,92*°  7,93+0,33*¥ 10,06 + 0,07*Y 10,21 + 0,03
Esfuerzo Tom1 837+066  870+1,02% 962+045 9,67 +0,41Y
por fractura  Tom?2 6,63+0,63°  7,05+0,31%% 8,02+0,44%% 8,99 +0,47°
(o1) Clal 841+1,16° 9,53+0,18%% 10,28 £0,25"Y 10,63 + 0,10°
Cla2 8,24+0,88°  821+0,37*% 8,99+ 0,93 10,35+ 0,22°%
Control 0,56 + 0,05 0,52 + 0,04 0,54 + 0,05 0,52 + 0,01
Deformacion  Tom1 0,59 + 0,03 0,50 + 0,04 0,51 + 0,06 0,51 +0,01
por fractura  Tom2 0,60 + 0,06 0,52 + 0,05 0,54 + 0,04 0,53 +0,03
(&) Clal 059+0,05° 050+0,03° 049+0,02°  0,52=+0,05®
Cla2 0,60 + 0,01 0,50 + 0,01 0,52 + 0,07 0,52 + 0,01
Control 13,77 +0,66*Y 1573+ 1,60 18,07 +0,02°Y 20,54 + 0,20°
Médulode ~ TOMl 1539+0.88" 1720+ 1,78%Y2 18,96 +0,66°Y 19,39 + 0,13
elasticidad ~ Tom2 11,04 +146% 1270+0,79°* 14,61 +0,37°% 17,51 +0,43%*
(kPa) Clal  14,55+0,82*Y 19,39 +0,70°* 21,35+0,38°* 20,93 + 0,167
Cla2 13,90 +1,42*Y 16,62 +0,61°¥ 18,10 +0,47°Y 20,53 + 0,91

1 Control: control; Tom1: con aceite esencial de tomillo emulsionado; Tom2: con aceite esencial de tomillo
sin emulsionar; Clal: con aceite esencial de clavo emulsionado; Cla2: con aceite esencial de clavo sin

emulsionar.

&CValores en la misma fila con diferente superindice indican diferencias significativas (P<0,05).
*z Valores en la misma columna con diferente superindice indican diferencias significativas (P<0,05).
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La Tabla 6.4 muestra que todos los AQF tras su elaboracion presentaron valores de
esfuerzo por fractura y de deformacion por fractura similares. Durante el almacenamiento
los valores de esfuerzo por fractura (of) aumentaron (menos fracturables) en todos los
AQF, siendo significativo para la mayoria de ellos a partir del dia 7 de almacenamiento,
excepto en Tom1 cuyo valor de of no presentdé cambios significativos. En general, entre
los diferentes AQF, no se apreciaron diferencias estadisticas durante el almacenamiento,
aunque el Tom2, desde el principio mostro valores inferiores, que posiblemente se
relaciona con el menor contenido en sélidos solubles, y mas concretamente con el menor
contenido en proteina. El incremento de dureza que se produce en la mayoria de los
quesos frescos, y que se ha observado también en los AQF se debe a la sinéresis que se
produce durante su almacenamiento (Gurdian et al., 2017b). Por el contrario, en los
valores de €f, aunque se apreci6 una tendencia a disminuir durante el almacenamiento en
todos los AQF, es decir a tener menor deformabilidad, no se observaron diferencias
significativas. El modulo de elasticidad de los AQF, esta relacionado con la tendencia
creciente en el esfuerzo de fractura y la relativa disminucion de la deformacion,
observandose un incremento durante su almacenamiento en refrigeracion, en todos los
AQF; siendo los valores significativamente menores en el Tom2, especialmente si se
compara con los AQF control y con clavo. En general, los resultados son similares a los
obtenidos por Calligaris et al. (2013), quienes determinaron que la fortificacién de queso
con aceite de pescado y de linaza no afecté la textura del queso, y que las diferencias en
términos de contenido de grasa entre los quesos fortificados y sin fortificar no fueron

suficientes para inducir modificaciones de textura.

Diferentes factores pueden afectar a la textura del queso fresco y por similitud a los AQF.
Entre los que cabe mencionar el contenido en grasa, proteina y agua, y su disposicion en
la matriz. Los glébulos grasos nativos o las reservas de grasa libre se deforman
facilmente, lo que lleva a quesos mas blandos y mas fracturables. Cuando la grasa se
homogeniza, se producen dos fendmenos principales que contribuyen a un queso mas
firme. Por un lado que el tamafo de los globulos grasos se reduce drasticamente, lo que
resulta en una disminucion de su deformabilidad, y por otro lado la membrana del gl6bulo
graso sufre modificaciones en su composicion proteica, ya que las caseinas adsorbidas
sobre la superficie del glébulo graso después de la homogeneizacién pueden formar
enlaces proteina-proteina con la matriz de caseina, lo que aumenta la rigidez del queso

(Zamoraet al., 2011). Ademas, si se reduce el contenido de grasa se produce un alto grado
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de entrecruzamiento de las moléculas de proteinas en forma de redes tridimensionales

que incrementan la resistencia a la deformacion (Lobato-Calleros et al., 2007).

6.2.3.2. Color

Las medidas de color L*, a* y b* se determinaron segun el espacio de color CIELAB,

donde L* se relaciona con la cromaticidad clara/oscura (cambio de 0% oscuro a 100%

claro), a* con la cromaticidad de verde/rojo (de —60 verde a 60 rojo) y b* con la

cromaticidad azul/amarillo (de —60 azul a 60 amarillo) (Pinho et al., 2004).

Tabla 6. 5. Variacion de los parametros L*, a* y b de los analogos de queso fresco
elaborados con emulsiones O/W a base de caseinato de sodio, aceite de chia y oliva, y
aceites esenciales de tomillo y clavo durante el almacenamiento a 4 °C.

Dias de almacenamiento a 4 °C

Color AQF!
1 3 7 11
Control 95,96 +0,30 95,98+0,18 95,77+0,41 95,50+0,30
Toml 96,27 £0,20 95,90+0,03 9568+0,52 95,60x0,77
L* Tom2 96,17 +0,34 9574+£0,04 9557+£0,23 95,49+0,45
Clal 96,01 £0,00 96,06+0,29 9553+0,31 9547%0,31
Cla2 95,79+0,02 9586+0,01 9562+0,20 9543+0,36
Control -0,44 +0,01° -0,40+0,13° -0,38+0,04° -0,34+0,04°
Toml -0,86 +0,08° -0,74+0,26® -0,82+0,05% -0,77 +0,03%
a* Tom2 -0,86 £0,09° -0,82+0,17* -0,81+0,06° -0,75+0,08%
Clal -0,84 £0,02° -0,77+0,02® -0,74+0,05% -0,70+0,11%
Cla2 -0,85+0,03° -0,68+0,06®° -0,74+0,05* -0,73+0,17°
Control 8,81+0,25° 9,09+0,36° 9,29+0,51° 9,46 +0,58"
Toml 756 +£0,16* 7,70+0,40® 7,75+0,16° 7,88 +0,21°
b* Tom2 758+0,12° 7,48+0,10° 7,58+0,04* 7,68+0,16%
Clal 7,88 +0,035° 8,35+0,36" 8,20+0,06° 8,34 +0,06°
Cla2 8,00+0,25° 8,39+027° 819+0,14° 8,35+0,10°%
Toml 1,18 £ 0,26 1,29 £ 0,27 1,35+£0,78 1,32+£0,11
Tom2 1,17 £0,25 1,59 +£0,23 1,60+0,01 1,60+£0,31
AE Clal 1,24 + 0,05 1,17 £ 0,40 1,54 +£0,32 1,63 +0,04
Cla2 1,21+£0,19 1,07 £0,42 1,61 £0,05 1,63 +£0,02

IToma1: con aceite esencial de tomillo emulsionado; Tom2: con aceite esencial de tomillo sin emulsionar;
Clal: con aceite esencial de clavo emulsionado; Cla2: con aceite esencial de clavo sin emulsionar.
&¢ Valores en la misma columna con diferente superindice indican diferencias significativas (P<0,05).
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Si bien en la luminosidad (L") no se apreciaron diferencias significativas, ni tras su
elaboracion, ni durante el almacenamiento, ni en funcién de la adicion de los aceites
esenciales, en los valores a* y b*, se observaron pequefios cambios en su tendencia
relacionadas con la adicién de AEs y su almacenamiento a 4 °C. El valor a* de los AQF
fueron negativos, lo que indica una tendencia hacia tonalidades verdosas, especialmente
en los AQF con AE. Tras su elaboracion y durante el almacenamiento se produjo una
pequefia disminucion de la tonalidad verdosa en todos los AQF, aunque no fue
significativa. Los valores de b* de los AQF mostraron una tendencia hacia tonalidades
amarillentas, especialmente en los quesos control y que se mantuvo durante el
almacenamiento, sin embargo, este aumento no fue significativo (Tabla 6. 5). Si bien, se
apreciaron diferencias tanto en el valor a* como b* entre el AQF control y los AQF con
AEs, el valor AE fue inferior a 2, por lo tanto, las diferencias no serian del todo
perceptibles para el ojo humano (Francis y Clydesdale, 1975). Por otro lado, se confirmé

gue no habia diferencias estadisticas entre los AQF con AEs.

Los valores de luminosidad son ligeramente superiores a los obtenidos en queso fresco
tratado a 500 MPa de presion por Evert-Arriagada et al. (2014) y similar a los obtenidos
por Zamora et al. (2011) en queso fresco. Gaygadzhiev et al. (2009) observaron que los
glébulos de grasa estabilizados con NaCas, presentaron una intensidad dispersada total
de luz mayor que el de las micelas de caseina, debido a su mayor indice de refraccion.

El color depende de como un material refleja, absorbe o transmite la luz. En el queso la
luz penetra en las capas superficiales y es dispersada por los glébulos de grasa lactea y
las bolsas de suero acumuladas en las oquedades u 0jos mecanicos. Por otra parte, la
homogeneizacion desencadena una disminucion significativa de los componentes rojo y
amarillo en la leche, disminucion que también se ve reflejada en el queso (Zamora et al.,
2011). Por lo tanto, coincidirian nuestros resultados en relacion con la tendencia al verde
que se intensificaria por la adicion de los aceites vegetales y los aceites esenciales. De
hecho, Bermudez-Aguirre y Barbosa-Canovas (2012) observaron un incremento en las
tonalidades verdosas del queso como consecuencia de la adicion de aceite de linaza,
aunque su deteccion, como en nuestro caso, solo de determind en las mediciones
analiticas instrumentales. Por contra, segin Hughes et al. (2012) la fortificacion de queso
de cabra con aceite de pescado no produjo modificaciones en el color.
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6.2.4. Estabilidad oxidativa

No solo la naturaleza y composicion de los lipidos como sustrato de la reaccion tienen un
impacto en el proceso de oxidacién de los lipidos, sino también el tipo y la concentracion
de proteinas, la presencia de antioxidantes y prooxidantes en la matriz alimentaria, asi
como sus caracteristicas fisicoquimicas. EIl proceso de oxidacion en los alimentos es
complejo, por lo que es conveniente combinar diferentes métodos para analizar el estado

oxidativo de una matriz alimentaria (Barriuso et al., 2012).

Tabla 6. 6. Hidroperéxidos (mmol/kg aceite), TBARS (ug MDA/g AQF) y
malondialdehido (nug/g AQF) en anélogos de queso fresco elaborados con emulsiones
O/W a base de caseinato de sodio, aceite de chia y oliva, y aceites esenciales de tomillo
y clavo durante el almacenamiento a 4 °C.

Dias de Almacenamiento a 4 °C

AQF
Parametro 1 3 7 11

Control 4,06 +1,41**  583+0,88*% 505+0,35¢ 872+0,13"*
Hidroperxidos TOML ~ 017+£004%  077+006"  034+001*  0,35+0,17"
(mmollkg  Tom2  0,30+0,02Y 1,09 0,42 0,48 +0,27%* 0,40 + 0,09%Y
aceite) Clal  1,14+0,04®  2,04+0,00™* 1,45+0,90* 1,73 +0,73*
Cla2  1,12+026  2,03+0,57* 151+0,70* 1,81 + 0,53

Control 0,542 +0,06°® 0,383 £0,05* 0,381 +0,03** 0,392 + 0,03*

Toml 0,085+0,02° 0,025 0,01 0,065+ 0,01° 0,080 % 0,01>*

(“ngAADRs/g) Tom2 0,110 +0,01°* 0,030 £0,00*Y 0,060 +0,01%Y 0,095 + 0,04>*
Clal 0,085+ 0,01°* 0,040 +0,00* 0,070 +0,00°Y 0,080 + 0,00°*

Cla2  0,075+0,01®* 0,050 +0,01** 0,080 +0,00°* 0,075 + 0,01°*

Control 0,264 + 0,087 ND 0,203 £0,054%7 0,105 + 0,018%

Toml 0,012 +0,004%Y ND 0,012 + 0,003 0,013 + 0,0042Y

MDA (ug/lg) Tom2 0,013 0,003 ND 0,009 + 0,003*Y 0,014 + 0,004

Clal 0,022 + 0,002%* ND 0,019 + 0,002** 0,023 + 0,002

Cla2 0,024 + 0,001%" ND 0,025 + 0,009°* 0,023 + 0,005

IToma1: con aceite esencial de tomillo emulsionado; Tom2: con aceite esencial de tomillo sin emulsionar;
Clal: con aceite esencial de clavo emulsionado; Cla2: con aceite esencial de clavo sin emulsionar.

&¢ Valores en la misma fila con diferente superindice indican diferencias significativas (P<0,05).
*z Valores en la misma columna con diferente superindice indican diferencias significativas (P<0,05).
ND: No determinado

En nuestro estudio, la oxidacion primaria y secundaria en los AQF con AEs obtuvieron
valores significativamente menores que en el control (Tabla 6. 6). Nuestros resultados

fueron similares a los obtenidos por Da Silva Dannenberg et al. (2016) que estudiaron la
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actividad antioxidante del AE del &rbol de pimienta rosa (Schinus terebinthifolius Raddi)
al 0,7, 1,4 y 2% adicionado en queso fresco tipo Minas, obteniendo en los quesos con

AEs valores inferiores a los del control, tanto en hidroperéxidos como en TBARS.

Entre los AQF con AEs, los que contenian tomillo, presentaron un menor contenido en
los tres parametros evaluados que los de clavo, no apreciandose diferencias entre los 2
metodos de adicion de los AEs. En el caso de los hidroperoxidos, durante el
almacenamiento de los AQF, en las muestras control los valores se mantuvieron estables
hasta el dia 7, en los adicionados con clavo de AE se mantuvieron estables, y en el tomillo,
si bien aumento del dia 1 al 3, posteriormente disminuyeron y se mantuvieron estables
hasta el final de su conservacion. Estos resultados, permiten concluir que la incorporacion

de AEs durante la elaboracidn tiene un efecto protector de la oxidacion de los AQF.

El malondialdehido (MDA\) es un dialdehido de tres carbonos que se produce a partir de
la descomposicion de los hidroperoxidos derivados de la oxidacién de ambos AGPI
omega-3 y omega-6, ademas de tener un potencial de toxicidad para los humanos. Por lo
tanto, la cuantificacion del MDA en los alimentos se utiliza como un indicador de
seguridad y calidad (Papastergiadis et al., 2014), estableciéndose un nivel maximo de
TBARS de 5 mg de MDA/kg para alimentos de buena calidad (Gurdian et al., 2017b). La
Tabla 6. 6 muestra los niveles de TBARS en los AQF, observandose que los valores
registrados fueron muy inferiores al nivel méximo establecido, tanto al inicio como al
final de la conservacion de los AQF. El contenido de TBARS en los AQF con AEs
disminuyd y después aumentd entre los dias 3 y 7 de almacenamiento, a diferencia del
AQF control en el que los valores de TBARS disminuyeron al dia 3 para después
mantenerse. Sin embargo, el principal problema del andlisis de TBARS mediante
espectrofotometria es su falta de especificidad. EI TBA reacciona con diferentes
compuestos y no solo con aquellos formados como resultado de la oxidacién lipidica,
requiriéndose especialmente en alimentos complejos un analisis mas especifico del
complejo TBA-MDA (Papastergiadis et al., 2012). La cromatografia liquida (HPLC)
ofrece una mayor especificidad y sensibilidad en la determinacién de MDA en alimentos
y sistemas bioldgicos que el método espectrofotométrico lo sobreestima, como se ve

reflejado en los resultados obtenidos (Tabla 6. 6).

En la concentracion de MDA, al igual que en la de TBARS espectrofotométrica, se
observo que los AQF con AEs presentaron valores muy inferiores a los obtenidos para

los AQF control. De forma similar a los hidroperoxidos, los AQF que contenian tomillo,
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presentaron un menor contenido que los de clavo, no apreciandose, diferencias entre los
2 métodos de adicién. Si bien en los AQF control el contenido en MDA disminuy6
durante su conservacion en refrigeracion, en los AQF con AEs se mantuvieron constantes

durante este periodo.

Papastergiadis et al. (2014) evaluaron los procesos oxidativos en queso, obteniendo
valores de 0,2 ug MDA/g de queso, relacionando esta baja concentracion con la
concentracion moderada-baja de acidos grasos insaturados presentes habitualmente en los
productos lacteos. El valor de MDA es comparable al obtenido en el AQF control, a pesar
de que en nuestro estudio los AQF contienen un elevado contenido de acidos grasos
insaturados por la incorporacién de aceite de oliva y chia. La relacion entre el tipo de
acidos grasos y la oxidacion fue determinada por Stratulat et al. (2015), que en analogo
de queso elaborado a partir de una emulsion con 3% de caseinato de calcio y 30% de
aceite de linaza, adicionada a leche desnatada pasteurizada y enriquecida con concentrado
de proteina de leche y estandarizada con natas funcionales o nata de leche con una
relacion proteina-grasa de 0,8; obtuvieron valores de TBARS en el dia 0 de
aproximadamente 0,25 ug MDA/g de analogo de queso, mientras que en el queso control

elaborado con leche entera sélo fue de 0,089 ug MDA/g de queso.

Otro factor a considerar en el proceso de oxidacion se relaciona con la proteccion de los
acidos grasos insaturados adicionados a los AQF. Por una parte, Ye etal. (2009)
demostraron que la fortificacion de queso con aceite de pescado encapsulado produjo una
menor oxidacion de los AGPI omega-3, que en los que se adicion0 aceite de pescado
directamente. Por otra parte, Hughes et al. (2012) obtuvieron en queso de cabra al que se
agregd entre un 1,6 y 2,7% de aceite de arenque, valores de TBARS de 0,9 ug MDA/g de
queso, algo superior a los obtenidos en nuestro estudio, pero que los investigadores
consideraron reducidos, y que se debié a que el aceite de pescado quedod atrapado y

protegido en la cuajada a través de interacciones proteina-lipido.

6.2.5. Estabilidad microbiana

El recuento de microorganismos mesofilos es un método estandar que permite evaluar la
calidad higienica de los alimentos, proporcionando asi una estimacion de su vida util
(Fernandes et al., 2017). En los diferentes AQF se evalu6 su estabilidad microbioldgica

por muestreo secuencial durante su almacenamiento a temperaturas de refrigeracion (4
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°C), estableciéndose el final de la vida Gtil cuando los recuentos microbioldgicos de
aerobios mesofilos totales y psicrétrofos alcanzaron recuentos de 6 log UFC/g. También
se realizo el recuento de otros microorganismos, entre ellos Escherichia coli que es un
microorganismo indicador de contaminacion fecal y algunos serotipos patégenos para
humanos se asocian a productos lacteos (D’Amico, 2014). Ademas, se realizé el analisis
de estafilococos, enterobacterias y levaduras, ya que constituyen una parte importante de
la microbiota contaminante de la superficie del queso (Litopoulou-Tzanetaki, 2007), otro
microorganismos estudiados fueron los del género Pseudomonas, pues se encuentran
entre los microorganismos psicrétrofos predominantes en la leche y productos lacteos
(Johnson, 2014). En nuestro estudio no se detectd ni Staphylococcus aureus, ni E. coli

en ninguno de los AQF durante el almacenamiento a 4 °C.

En las Figuras 6.1 a 6.4 se muestran los recuentos y la evolucién de los grupos
microbianos mesofilos, psicrétrofos, Pseudomonas, levaduras y enterobacterias durante
la conservacién de los AQF control y con AEs. Ademas, en la Tabla 6. 7 se muestran los
parametros de la cinética de crecimiento de estos grupos microbianos, obtenidos

utilizando la herramienta DMFIT.

Los AQF control y con AEs presentaron un nivel inicial de meséfilos de ~3 log UFC/g y
de ~2 log UFC/g de psicrotrofos, no evidenciandose diferencias entre los AQF control y
con AEs, ni en funcién de si la adicion de AES fuera emulsionado o libre.

Durante su conservacion, la evolucion de mesofilos y psicrotrofos de los AQF con AEs
fue similar a la obtenida en el AQF control (Figura 6. 1y Tabla 6. 7), aunque las muestras
de AQF Tom 1 (en emulsion) mostraron un recuento inferior a partir del dia 7,
presentando una velocidad maxima de crecimiento (pmax) de aproximadamente 0,27 (log
UFC/g) /dia, mientras que en los AQF control y el resto de AQF con AEs, incluido el
Tom2 (adicién libre), fue igual o superior a 0,50 (log UFC/qg) /dia.

Las bacterias Gram negativas predominantes como Pseudomonas spp. pueden causar el
deterioro de los productos lacteos (Arslan et al., 2011). Las bajas temperaturas pueden
inducir la produccion de proteasas que pueden alterar la textura del queso y generar
sabores desagradables, que incluyen amargor y rancidez. La degradacion proteolitica de
la caseina también puede dar como resultado quesos con una humedad superior a la
normal. Las lipasas catalizan la hidrélisis de los triglicéridos en &cidos grasos libres y

glicerol, que producen defectos de sabor. Al requerir oxigeno para el crecimiento, este
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microorganismo a menudo predomina en la superficie del queso, produciendo numerosos
compuestos volatiles (Arslan et al., 2011; D’Amico, 2014). Por estos motivos, este grupo
microbiano fue uno de los considerados para hacer el seguimiento de su evolucion durante

el almacenamiento de los AQF.
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Figura 6. 1. Evolucion de microorganismos aerobios mesofilos (A) y psicrétrofos (B)
durante el almacenamiento a 4 °C en los andlogos de queso fresco elaborados con
emulsiones O/W a base de caseinato de sodio, aceite de chia y oliva control y con aceite
esencial de clavo y tomillo, adicionados en forma de emulsion (Tom1 y Clal) o libre
(Tom2 y Cla2).
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Inicialmente el recuento de Pseudomonas fue muy bajo (inferior a 0,5 log UFC/qg), sin
embargo, a medida que transcurrio el tiempo su recuento increment6 durante el
almacenamiento en refrigeracion. No se presentaron diferencias en los recuentos de este
microorganismo entre los AQF (afiadidos de AEs y control) durante los primeros 5 dias
de almacenamiento, no obstante, al final de la vida Gtil de los AQF (8 dias) en los que se
afiadié AE de tomillo, especialmente el de TOM1, presentaron recuentos de
Pseudomonas significativamente menores que en los AQF control y en los que se
afiadié AE de clavo. En los AQF de Tom1 la inhibicidn se aprecié en su mayor fase lag

y velocidad de crecimiento que las muestras AQF control (

Figura 6. 2). En los otros AQF con AEs también se evidencid una cierta inhibicion
manifestada por una mayor fase lag, sin embargo, hacia el final de la conservacion de los
AQF proliferaron de forma répida, presentando una velocidad de crecimiento elevada
(Tabla 6. 7).
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Figura 6. 2. Evolucién de Pseudomonas spp. durante el almacenamiento a 4 °C en los
analogos de queso fresco elaborados con emulsiones O/W a base de caseinato de sodio,
aceite de chia y oliva control y con aceite esencial de clavo y tomillo, adicionados en
forma de emulsiéon (Tom1y Clal) o libre (Tom2 y Cla2).

En la
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Figura 6. 3 se presenta la evolucion de las levaduras en los AQF durante el
almacenamiento a 4 °C. En este periodo no se detectd la presencia de mohos. En los
primeros 5 dias los recuentos fueron muy similares para los diferentes AQF. En el dia 7
de almacenamiento, en los AQF con AE de clavo, el recuento de levaduras incrementd,
alcanzando recuentos por encima de 4 log UFC/g, especialmente en el AQF con Cla2.
Sin embargo, posteriormente no se apreciaron diferencias significativas entre los AQF,

aunque los AQF Cla2 fueron los que alcanzaron un mayor recuento (Tabla 6. 7).
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Figura 6. 3. Evolucion de levaduras durante el almacenamiento a 4 °C en los analogos de
queso fresco elaborados con emulsiones O/W a base de caseinato de sodio, aceite de chia
y oliva control y con aceite esencial de clavo y tomillo, adicionados en forma de emulsion
(Tomly Clal) o libre (Tom2y Cla2).

La Figura 6. 4. muestra los recuentos de enterobacterias en los AQF durante su
conservacion a 4 °C, observandose que hubo presencia de este grupo bacteriano en los
AQF desde el dia 1 de produccion. Los recuentos fueron oscilantes al inicio del
almacenamiento en refrigeracion. Sin embargo, a partir del dia 5 se observé una ligera
tendencia a disminuir en los AQF con AE de tomillo y clavo, determinandose velocidades
de crecimiento muy bajas e incluso negativas (Tabla 6. 7). En el AQF control, el recuento
de enterobacterias aumento, lo que demuestra un cierto efecto inhibidor de los AEs

utilizados, como ya se evidencid en los estudios in vitro.
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Figura 6. 4. Evolucion de enterobacteria durante el almacenamiento a 4 °C en los
analogos de queso fresco elaborados con emulsiones O/W a base de caseinato de sodio,
aceite de chia y oliva control y con aceite esencial de clavo y tomillo, adicionados en
forma de emulsion (Tom1y Clal) o libre (Tom2 y Cla2).

Los resultados microbioldgicos de los AQF elaborados, fueron bastante similares a los
obtenidos por Evert-Arriagada et al. (2012) en queso fresco elaborado con leche
pasteurizada, adicionada con 1% de sal, envasados al vacio y almacenados a 4 °C. Los
recuentos iniciales fueron de 3,6 y 0,99 log UFC/g para mesofilos y psicrotrofos
respectivamente, llegando en el dia 7 a 6,3 log UFC/g en mesofilos, 6,7 log UFC/g en
psicrétrofos, 1,5 log UFC/g en enterobacterias, y en el grupo de mohos y levaduras a 5
log UFC/g. Sin embargo, fueron superiores a los obtenidos por Zamora et al. (2012),
también en queso fresco, que en el dia 1 de almacenamiento a 4 °C los recuentos fueron
de 2,56; 2,38 y 0,43 log UFC/g de mesdfilos, psicrotrofos y mohos y levaduras,
respectivamente, que aumentaron durante su almacenamiento hasta alcanzar en el dia 13
recuentos de 6,76; 6,58 y 2,22 log UFC/g, respectivamente, en los grupos microbianos
anteriormente mencionados. Por otro lado, Bermudez-Aguirre y Barbosa-Canovas (2011)
elaboraron un queso enriquecido con aceite de linaza y otro con aceite encapsulado de
pescado, obteniendo recuentos iniciales de mesofilos totales mas bajos en la muestra
control (1,4 log UFC/g) en comparacion a los quesos enriquecidos (~4 log UFC/g). Sin
embargo, durante el almacenamiento a 4 °C, el crecimiento bacteriano aument6 en todas

las muestras, llegando a 6 log UFC/g en el dia 6, presentado el crecimiento de
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microorganismos psicrotrofos y enterobacterias un comportamiento similar, pero con

recuentos superiores a los obtenidos en nuestro estudio.

Tabla 6. 7. Recuento inicial y final, fase de latencia (1) y velocidad méxima (MUmax), de
microorganismos mesofilos, psicrétrofos, Pseudomonas, levaduras y enterobacterias en
AQF control y con AEs de tomillo y clavo durante el almacenamiento a 4 °C.

Parametros cinéticos crecimiento

Parametro AQF!  valor Inicial Valor Final A Hmax
(log UFC/g) (log UFC/g) (dias) ((log UFC/g)/d)
Control 296+0,19 7,77+212 245+0,88 0,50 £ 0,08
Toml 2,89+0,25 553+092 158+1,77 0,27 £ 0,05
Meséfilos Tom2 351+£006 7,33%+0,31 3,20%0,28 0,49 £ 0,02
Clal 242+0,24 7,15+0,30 2,06+0,86 0,56 £ 0,06
Cla2 2,51+0,08 753+020 212+0,31 0,61 £ 0,03
Control 2,05+0,29 6,73+045 1,21+1,09 0,56+ 0,10
Toml 187+029 516+054 0,61+£1,70 0,35+ 0,08
Psicrotrofos Tom2 196+0,17 7,26+0,30 0,70+£0,70 0,52 £ 0,05
Clal 2,21+0,14 6,67+£0,17 248+0,46 0,75+0,08
Cla2 164+011 6,87+£013 1,33+£0,35 0,71 £ 0,05
Control 0,13+0,08 3,25+0,27 1,26+0,55 0,33 +£0,03
Toml 0,02+011 1,23+0,41 391%1,36 0,19 £ 0,04
Pseudomonas spp Tom2 028+0,17 2,81+0,24 8,30+0,68 0,93 +£0,29
Clal 0,01+£028 356+045 6,46+0,91 0,88 £ 0,22
Cla2 0,40+£0,08 4,15+0,12 4,38+0,29 0,92 +0,11
Control 0,68+0,16 4,12+0,98 1,89+0,99 0,35+ 0,06
Toml 0,01+£034 4,47+0,88 0,42%0,90 0,44 £ 0,08
Levaduras Tom?2 169+024 418+045 2,45+1,86 0,27 £ 0,06
Clal 0,00£0,30 4,64+£0,29 0.46+1,01 0,61+0,10
Cla2 0,37+053 6,11+1,41 0,88+1,89 0,59 £ 0,16
Control 1,34+0,18 3,71+£0,70 5,15+1,15 0,41+£0,10
Toml 0,70 £ 0,04 1,1+ 0,25 - 0,04 £ 0,07
Enterobacterias  Tom2 1,17+0,10 0,50+0,20 - -0,10 £ 0,03
Clal 1,75+0,34 0,96 + 0,22 - -0,17+0,18
Cla2 150+£0,24 0,87+0,11 - -0,24 £0,31

1Control: control; Tom1: con aceite esencial de tomillo emulsionado; Tom2: con aceite esencial de tomillo
sin emulsionar; Clal: con aceite esencial de clavo emulsionado; Cla2: con aceite esencial de clavo sin
emulsionar.
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Considerando la velocidad de crecimiento y la fase de la latencia de los grupos
microbianos de mesofilos y psicroétrofos, la vida atil calculada de los AQF elaborados se
puede situar en unos 12 dias en el AQF Tom1, mientras que en los otros AQF la vida util
seria de entre 7 y 8 dias en condiciones de refrigeracion a 4 °C. Por lo tanto, la inclusién
de los AEs de tomillo a 0,05% en forma de emulsion (encapsulada por homogeneizacion)
podria ser una alternativa para incrementar la vida util de los AQF.

En relacion al efecto de los AEs, hay resultados diversos en relacion a su eficacia. Tsiraki
y Savvaidis (2013) determinaron la vida util de queso de suero griego con AE de albahaca
al 0,4% sobre la superficie. El recuento inicial en el queso fue 4,7; 3,5; < 1;<2y 2,2 log
UFC/g para los recuentos de mesoéfilos viables totales, bacterias &cido lacticas,
enterobacterias, Pseudomonas, y mohos y levaduras, respectivamente. La poblacién de
mohos y levaduras llegé a 3,8 log UFC/g a los 7 dias, y en el resto de microorganismos
llegaron a 7 log UFC/g, estableciendo 7 dias como el tiempo de vida util microbioldgica
para el queso con 0,4% de AE de albahaca. Los resultados son muy similares a los de
nuestro estudio, aunque la concentracion utilizada de albahaca fue muy alta, posiblemente
porgue como se determiné en los estudios realizados in vitro su actividad antimicrobiana

no es muy elevada.

Por otro lado, Khorshidian et al. (2018) observaron en queso de cabra a los que afiadieron
AEs de tomillo y orégano (0,05 y 0,1%), que las muestras con AE de orégano al 0,1%
presentaron recuentos de coliformes por debajo del limite de deteccion desde el primer
dia de almacenamiento y desde el dia 1 en el caso de tomillo, resultado muy similar al de
nuestro estudio en el que se apreciaron, en el recuento de enterobacterias velocidades de
crecimiento negativas en los AQF con AEs. Ademas, al analizar el crecimiento de mohos
y levaduras, encontraron que los AEs prolongaron la vida util de los quesos, siendo el AE

de orégano el mas eficiente. Este efecto inhibidor no se observo en nuestro estudio.

En la comparacion de la adicion de AEs encapsulados, Fernandes et al. (2017) en un
queso fresco con un 0,5% de AE de romero en forma libre y microencapsulado, agregado
después del drenado de suero, el tiempo de vida util a 6 °C con una limitacion de 8 log
UFC/g para microorganismos mesofilos, fue solo de 3 dias para el queso control, de 8
dias para el queso adicionado del AE en su forma libre y de 12 dias para el AE
microencapsulado, lo cual coincide con los resultados obtenidos en el AQF con tomillo

encapsulado (Tom1) de nuestro estudio.
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Un factor a considerar en la eficacia de los AES es la composicion de los alimentos, que
pudiera ser una de las causas de la reducida eficacia obtenida en los AQF con AEs de
nuestro estudio. En general, los altos niveles de grasa y/o proteina en los alimentos
protegen a los microorganismos de la accién del AE (Si et al., 2006). Asi por ejemplo
Smith-Palmer et al. (2001) estudiaron el efecto de los AEs de Pimenta racemosa, clavo,
canela y tomillo a concentraciones de 0,1, 0,5y 1% en queso blando bajo en grasa en
comparacion a su homologo con toda la grasa, inoculados con ~6 log UFC/mL de L.
monocytogenes y Salmonella Enteritidis a temperaturas de almacenamiento de 4 y 10 °C,
durante un periodo de 14 dias. En el queso bajo en grasa, los cuatro AEs al 1% redujeron
L. monocytogenes a 1 log UFC/g, mientras que en el queso con toda su grasa el AE de

clavo fue el unico que logré alcanzar esta reduccion.

Otro factor que influye en la eficacia de los AES, es la forma de aplicacién. Asi, Gurdian
et al. (2017a) elaboraron un queso blanco fortificado con aceite de linaza e incorporaron
una pelicula o film de recubrimiento comestible superficial preparada con un aislado de
proteina de suero y 3% de AE de orégano. De inicio los recuentos de levaduras y mohos
fueron inferiores a 1 log UFC/g, después de 60 dias de almacenamiento en refrigeracion,
los recuentos fueron de 1,82 y 4,53 log UFC/g para el queso con pelicula comestible y
control respectivamente, demostrando que la pelicula comestible superficial conteniendo

AE es capaz de incrementar el tiempo de vida del queso.

6.2.6. Analisis sensorial

Un aspecto importante a considerar cuando se utilizan AEs en los alimentos son las
caracteristicas sensoriales que conferiran al producto final. En este estudio, para las
evaluaciones sensoriales de los AQF, se contd con la participacion de personal del
Departamento de Ciéncia Animal i dels Aliments de la Universitat Autonoma de

Barcelona.

Como se indico en la seccion 6.1, para determinar la concentracion de AE a incorporar
en el AQF, previamente se realizaron producciones de AQF, considerando como punto
de partida la CMI de los AEs de clavo, tomillo, orégano y romero en las emulsiones, que
fue de 4 mg/mL (0,4%). También se tuvo en consideracion que, en los sistemas
alimentarios, en general, se requieren mayores concentraciones de AE para lograr el

mismo efecto que en el estudio in vitro, ademas se tomo en cuenta el efecto a nivel
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sensorial de los AEs. Se elaboraron AQF con concentraciones de AEs 0,5y 0,05% en la
mezcla leche desnatada/emulsion. Estos AQF se evaluaron por 4 catadores para
determinar la concentracion mas aceptable organolépticamente. Como resultado de esta
evaluacion se decidid utilizar 0,05% de AE de tomillo y clavo. Debido a que incluso la
concentracion elegida presentd un sabor intenso. Para realizar la evaluacion sensorial se
decidi6é acompafiar al producto con tomate y lechuga con el objetivo de atenuar el sabor
intenso de los AE en el AQF.

Se realizé la evaluacidn sensorial descriptiva de los AQF con adicidn de AEs, al dia 3 de
almacenamiento, con la participacion de 10 catadores. Se evaluaron los atributos de color,
sabor y textura. EI AQF elaborado tuvo un formato cilindrico/troncoconico de ~400 g, de
color blanco, de aspecto firme y textura gelificada similar al queso fresco, de sabor y
aroma lacteos, con notas herbales poco intensas, provenientes del aceite de chia que se
percibia en el caso del AQF control. En los atributos de color y textura en los AQF con
AE de tomillo y clavo las valoraciones fueron similares al control. Sin embargo, los
catadores describieron en los AQF con AEs un olor moderado al aceite esencial afiadido,
pero percibian un fuerte sabor con una elevada persistencia en el paladar. Entre los AQF

con AEs afiadidos de manera directa o a través de la emulsion, no apreciaron diferencias.

En otros estudios realizados en diferentes variedades de queso, también se percibieron los
efectos predominantes en el olor y sabor por la adicion de AEs. Olmedo et al. (2013)
evaluaron el efecto de los AEs de orégano y romero (0,2 g/100 g) en queso crema,
apreciando intensidades similares en la mayoria de los atributos sensoriales de los quesos
crema, excepto en el aroma de los quesos con AE de orégano o romero que se
consideraron de intensidad elevada, sobre todo en el de romero. Govaris et al. (2011)
evaluaron sensorialmente muestras de queso feta al que aplicaron AE de tomillo (0,1
mL/100 g) y orégano (0,1 y 0,2 mL/100 g), y evaluaron los atributos de sabor, olor y
aceptabilidad utilizando una escala heddnica de 1 a 9 puntos. En el queso control
obtuvieron una puntuacion de 8 en promedio en todos los atributos, de ~7, 5 para el queso
con AE de tomillo, y de ~6 para el adicionado de AE de orégano (0,1y 0,2 mL /100 g).
Sadeghi et al. (2012) en su estudio utilizaron AE de comino (0, 7,5, 15y 30 uL/100 mL
de leche), obteniendo una valoracién aceptable en la muestra de queso con 15 pL/100 mL
de AE, y un efecto sensorial adverso cuando la concentracion del AE aument6 de 15 a 30
pL/100 mL. Ehsani y Mahmoudi, (2013) aplicaron AE de Mentha longifolia L. (0, 50,

150 y 300 ppm en la leche) en queso irani y valoraron sus caracteristicas sensoriales de
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aceptacion en una escala hedonica de 9 puntos. EI queso control sin AE afiadido gusto
moderadamente y conforme la concentracion de AE se incrementd la aceptacion del
producto disminuy0, de forma que a la concentracion de 300 ppm la valoracion fue de 4
puntos. Estos autores afirmaron que la aceptacion organoléptica fue el principal factor
limitate en la aplicacion de las dosis mas altas del AE en su estudio. Otros investigadores
como Asensio et al. (2015) aplicaron AEs de orégano y tomillo (0,05 g/100 g) a un
requeson organico comercial, y aunque en su estudio no se realizo el analisis
organoléptico, sefialaron que hubo un cierto impacto sensorial debido a los AE y que seria
esencial determinar su aceptacion por parte del consumidor. Finalmente, Sadeghi et al.
(2012) afirmaron que a pesar de los fuertes efectos inhibitorios de los AEs contra
diferentes patdgenos transmitidos por los alimentos y microorganismos de alteracion, su
aplicacion préactica esta condicionada por los sabores intensos que causan en los productos

alimenticios en los que son afiadidos.
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Conclusiones

1. De los 11 aceites esenciales comerciales testados (albahaca, canela, clavo, laurel,
limon, mandarina, orégano, romero, salvia, tomillo y valeriana), los de canela,
clavo, orégano y tomillo destacaron por su capacidad antimicrobiana y
antioxidante in vitro.

2. Los aceites esenciales de orégano y tomillo fueron los que presentaron mayor
capacidad antimicrobiana seguidos del clavo y canela, estableciéndose el
siguiente orden de acuerdo a la sensibilidad de los microorganismos
seleccionados: levaduras > bacterias lacticas > mohos > bacterias patogenas > P.
aeruginosa.

3. Los AEs de clavo y canela fueron los mas eficaces como antioxidantes para
atrapar radicales libres (método del radical DPPH), sin embargo, cuando se trata
de evitar la oxidacion de lipidos (método de decoloracion del B-caroteno) los
cuatro aceites esenciales se comportaron de manera similar.

4. La capacidad antimicrobiana, de los aceites esenciales de orégano, tomillo, clavo
y canela incluidos en emulsiones O/W con 20% de aceites vegetales (chia y oliva)
con caseinato de sodio (3%) como emulgente y obtenidas por homogeneizacion
convencional (15 MPa), se ve disminuida, siendo la concentracion minima
inhibitoria entre 4 y 32 veces superior a la determinada para estos aceites

esenciales en el estudio in vitro, mostrando una mayor resistencia P. aeruginosa.
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Conclusiones

5. Lainclusion de los aceites esenciales de tomillo y clavo en las emulsiones O/W

no tuvo efecto en su estabilidad fisica. La emulsion presentdé un comportamiento
reoldgico pseudoplastico y fue inestable desde el primer dia de almacenamiento a
4 °C, con presencia de fendmenos de clarificacion y cremado. Se determiné cierto
efecto antimicrobiano en la emulsion con clavo, en la que se determiné una vida
util de 9 dias, mientras que en la emulsion control y de tomillo fue de 4-5 dias.
La adicion de los aceites esenciales de tomillo y clavo a las emulsiones no produjo
un efecto apreciable ni en el pH, ni en la oxidacion lipidica durante su
almacenamiento a temperatura de refrigeracion, observandose una formacion
minima de productos de oxidacion primaria y secundaria en todas las emulsiones,
lo que se podria atribuir al efecto antioxidante combinado del caseinato de sodio,
los aceites esenciales y algunos compuestos del aceite de chia.

Al sustituir la grasa de la leche por una emulsion O/W que contiene 20% de aceites
vegetales (5% chia y 15% oliva) elaborado bajo condiciones de coagulacion
optimizadas permitié obtener un analogo de queso fresco con alto contenido de
acidos grasos insaturados, en especial omega-3, que permite realizar
declaraciones nutricionales y de propiedades saludables relacionadas con los
acidos grasos omega-3 en la etiqueta del producto.

La incorporacion de los aceites esenciales de clavo y tomillo en la elaboracion del
analogo de queso fresco y en comparacion a su homdlogo sin aceites esenciales
afiadidos, en general, no tuvieron efecto en la composicion y textura, pero si en el
desarrollo microbiano especialmente del AQF con tomillo afiadido en la emulsion,
que tuvo una vida util de unos 12 dias, mientras que en los otros AQF la vida util
fue 7 y 8 dias. Ademas, la oxidacion lipidica disminuyé con la incorporacion de
los aceites esenciales en los AQF. Esta actividad de los aceites esenciales
permitiria mantener el contenido de &cidos grasos insaturados, y en especial a los
omega-3, en el producto durante el almacenamiento. Posiblemente para extender
la vida util microbioldgica del andlogo de queso fresco mediante el uso de estos
aceites esenciales se tendria que incrementar su concentracion, hecho que haria
sensorialmente inaceptable el producto.

Los analogos de queso fresco con aceites esenciales se describieron como de sabor
intenso y persistente caracteristicos a los aceites esenciales utilizados, mientras

que el AQF control presentd un sabor herbal conferido por el aceite de chia.
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