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RESUMEN

En la industria alimentaria en el campo de investigacion y produccion en materia de
emulsiones, los aderezos son un producto importante debido a sus cualidades para
condimentar el sabor de los alimentos. Dentro de los ingredientes empleados se
encuentra la yema de huevo la cual actia como emulsionante en éste tipo de
productos, el problema es que posee una elevada cantidad de colesterol, el cual
puede contribuir al desarrollo de enfermedades cardiovasculares. Por lo que en ésta
investigacion, se emplearon diferentes métodos para reducir el colesterol presente en
la yema de huevo: separacion fisica de los granulos contenidos en la yema (Nag), los
otras dos consistieron en la separacion de colesterol usando complejos con
biopolimeros: goma aradbiga (AG) y goma de mezquite (MG), y la cuarta usando
acetona como solvente (Sa). Se disefiaron emulsiones sin utilizar yema de huevo
empleando harinas vegetales, y también se utilizo el complejo de GM3y, para la
formulacion de aderezos reducidos en grasa utilizando almidén de camote. Para el
disefio de las membranas interfaciales se determin6 el potencial zeta de las harinas
vegetales, asi como del complejo GM3y,; ademas se analizaron las curvas de flujo de
las emulsiones desarrolladas, asi como el tamafo de particula y el indice de cremado,
y finalmente se realizo el andlisis sensorial de las mejores formulaciones. En orden
de porcentaje de reduccion de colesterol de los diferentes métodos usados para
remover el colesterol de menor a mayor fueron: Nag < Sy, < AG < MG. El AD
Comercial y el AD Chicharo presentaron el menor indice de cremado (p<0.05),
seguido de AD Ctrl, AD Quinoa y AD Amaranto, lo cual se puede relacionar con la
tasa de coalescencia la cual muestra que son emulsiones estables. En la prueba de
ordenamiento los jueces prefirieron el AD Amaranto. El uso de harinas de origen
vegetal y biopolimeros permitio el disefio de la membrana interfacial para sustituir

total o parcialmente la yema de huevo en la elaboraciéon de formulaciones con alta

estabilidad.



ABSTRACT

In the food industry in the field of research and production of emulsions, dressings are
an important product due to their qualities to flavor the taste of food. Among the
ingredients used is the egg yolk which act as an emulsifier in this type of products, the
problem is that it has a high amount of cholesterol, which can contribute to the
development of cardiovascular diseases. In this investigation, different methods were
used to reduce cholesterol in egg yolk: physical separation of the granules contained in
the yolk (Nag), the other two consisted of separation of cholesterol using complex
biopolymers: gum arabic (AG) and mesquite gum (MG) and the fourth using acetone as
a solvent (SA). The emulsions were designed with vegetable flours instead of egg yolk,
and the GM3¢, complex was mixed with sweet potato starch and used for the formulation
of reduced fat dressings using. For the design of the interfacial membranes, the zeta
potential of the vegetables flours was determined, as well as the GM3¢, complex; also the
flow curves of developed emulsions and the particle size, and the rate of creaming were
analized and finally a sensory analysis was performed with the best formulations. In
order of percentage of cholesterol reduction of the different methods used to remove
cholesterol from lowest to highest were: Nag < Sp < AG < MG. AD Comercial and AD
Chicharo had the lowest cremation index (p < 0.05), followed by AD Ctrl, AD Quinoa
and AD Amaranth, which can be related to the coalescence rate which shows that they
are stable emulsions. In the ordination test the judges preferred AD Amarath. The use of
flours of vegetable origin and biopolymers allowed the design of the interfacial
membrane to totally or partially replace the egg yolk in the preparation of formulations

with high stability.



1. INTRODUCCION

La mayonesa es una emulsion aceite en agua (O/W), el mayor componente (aceite) es
forzado a formar pequefias gotas que se dispersan en la poca cantidad de fase continua
haciéndola una emulsion dificil de preparar. Comercialmente la mayonesa contiene
cerca de 80% de aceite. Los aderezos poseen una menor cantidad de aceite, 50% de

aceite maximo y pueden contener almidones para dar la consistencia deseada.

La gran cantidad de aceite usado para elaborar la mayonesa, no favorece la formacion de
una emulsion O/W, por lo que es necesario el empleo de un emulsionante. El
emulsionante funciona en la superficie de dos liquidos inmiscibles y reduce la tension
interfacial entre dos fases reforzando la superficie de contacto entre ellos. En la
elaboracion de mayonesas el uso de emulsionante sintéticos no estd permitido, la inica
fuente de emulsionante para estabilizarla se obtiene de la yema de huevo. Los mas
adecuados para sistemas aceite en agua son los emulsionantes hidrofilicos. La lecitina es
un surfactante de bajo peso molecular que se encuentra en la yema de huevo y es
utilizado para estabilizar la emulsion, también se utilizan surfactantes de alto peso
molecular, como las proteinas encontradas en la yema de huevo (Smith y Hui 2004). Sin

embargo, debido a la tendencia actual del consumidor

a eliminar de su dieta productos que contengan colesterol como es el caso del huevo que
contiene de 200 a 300 mg de colesterol / 100g que casi es el limite de ingesta establecido
por la American Hearth Association de <300 mg por dia (Sun et al. 2011; Miranda et al.
2015). El colesterol elevado es uno de los principales factores de riesgo cardiovascular,
Meéxico encabeza las estadisticas de obesidad, en adultos y nifios. De Enero a Noviembre
del 2014 se diagnosticaron, 323 mil 110 casos nuevos de obesidad. El aumento de las
lipoproteinas de baja densidad (LDL), tiene un impacto directo en el riesgo de padecer
enfermedades cardiovasculares, debido a que se ha asociado un valor alto de éste en
plasma formando la placa ateroesclerdtica, la cual origina ese tipo de enfermedades
(Gould et al. 2007). Las lipoproteinas de alta densidad (HDL), son transportadas al
higado para su posterior eliminacion, a través del intestino y representan la unica forma

de eliminar el exceso de colesterol del tejido periférico (Morgan et al. 2016). En 2005 se
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recomendo6 una ingesta diaria menor de 300 mg/dL de colesterol para adultos sanos y
menos de 200 mg/dL de colesterol para personas con colesterol elevado (Virani et al.
2011). En Meéxico las enfermedades cardiovasculares constituyen un problema
importante de salud publica, ademas de dislipidemias (altos niveles de colesterol,
triglicéridos o ambos) y obesidad (Secretaria de Salud 2001), por lo que es importante el

desarrollo de alimentos que ayuden a evitar éste tipo de enfermedades.

Se han realizado investigaciones para disminuir la cantidad de colesterol presente en la
yema de huevo empleando solventes como hexano, acetona, etanol. En otros trabajos se
han realizado la extraccion de granulos de la yema de huevo, y otro método empleado ha

sido el uso de betaciclodextrinas.

También se han estudiado emulsionantes alternativos para ofrecer nuevas opciones a los
intolerantes al huevo. Entre ellos destacan proteinas de origen animal y vegetal. Asi, se
han usado proteina de suero de leche (Franco et al. 1998), proteinas de soja, proteinas de
guisante (Franco et al. 2000), proteina de trigo (y una serie de tensoactivos de bajo peso
molecular: mono y diglicéridos, y ésteres de mono y diglicéridos), hidratos de carbono
derivados de emulsionantes (éster de almidon, éster de sacarosa y polisorbatos), e

hidrocoloides (Zhen y Boye 2012).

También el consumidor busca productos bajos en grasa, por lo que el empleo de
almidones es una buena opcidn para lograrlo. Son empleados para proveer una sensacion

similar a la grasa al paladar a los productos alimenticios (Zhen y Boye 2012).

Por lo anterior en esta investigacion se buscd desarrollar la tecnologia para producir
emulsiones con alto contenido de aceite y bajas en colesterol empleando biopolimeros
para disefiar la membrana interfacial que aseguren la estabilidad fisica y quimica

durante la elaboraciéon y almacenamiento.



2. ANTECEDENTES

2.1. Mayonesas y aderezos

Muchos productos alimenticios son emulsiones aceite en agua (O/W), donde las gotas de
aceite son usualmente estabilizadas por moléculas de proteina que, junto a otros agentes
de superficie activa, forman una capa protectora fuerte y cohesiva que resiste a la tension
y al estrés de cizallamiento protegiendo a las gotas de aceite de la coalescencia

(Dickinson y Stainsby 1982).

La mayonesa es un producto alimenticio utilizado frecuentemente en la preparacion de
ensaladas, sandwiches y muchos otros productos alimenticios. La formulacion y
procesamiento exitoso requieren entender el uso y aplicacion de cada ingrediente y los
pasos criticos del proceso para formar la estructura delicada de las mayonesas y
aderezos. La mayonesa es una emulsion aceite en agua (O/W) con un alto contenido de
aceite mayor de 65% y hasta el 80%. Cuando ésta emulsion contiene menos del 50% de
aceite se le denomina aderezo. Segliin el Codex Alimentarius (1995) se describe a la
mayonesa como un alimento semisélido emulsionado preparado con aceite o aceites
(contenido total de aceite > 65%) en una fase acuosa acidificada con vinagre (no menos
del 2.5% en peso) o algunos otros compuestos que brinden acidez como el jugo de
limén, entre otros, yema de huevo (liquida, congelada o deshidratada), agua y algunos
ingredientes como clara de huevo, azlcar, sal, condimentos, jugo de limén, leche en
polvo. La yema de huevo se utiliza como emulsionante, el pH cercano al neutral (6.6-
6.9) facilita la liberacion de los componentes de la yema en el proceso de emulsificacion

(Anton y Gandemer 1999).

La mayonesa generalmente se prepara utilizando la yema cercana al pH neutral antes de
la acidificacion con el vinagre. La mayonesa tradicional se produce en un proceso por
lotes en el cual se adiciona lentamente el aceite a la fase acuosa bajo agitacion vigorosa

con lo que se forma la emulsion O/W (Depree y Savage 2001).

Los ingredientes principales en la elaboracion de mayonesas se describen en la Tabla 1.

De acuerdo con la 21CFR 169.140, la mayonesa contiene aceite vegetal (minimo 65%
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por peso), acidificantes (vinagre, jugo de limon o de lima), yema de huevo (liquida,
congelada o el huevo entero) y otros ingredientes (sal, azicar, especies, glutamato
monosoédico, secuestrantes de iones metalicos, acido citrico o malico e inhibidores de
cristalizacion). La mayonesa comercial contiene entre un 77-82% de aceite (cartamo,
maiz, o de soya). La yema de huevo liquida (45% de solidos) es el emulsionante usado
en un intervalo de 7-9% del peso total de la formula. Los otros ingredientes son: vinagre
(2.8-4.5%), sal (1.2-1.8%), azucar (1-2.5%), pimienta negra (0.1-0.2) y harina de
mostaza (0.2-0.8%). El agua se agrega para completar el porcentaje de 100% (Stauffer
1996).

Tabla 1. Ingredientes principales para mayonesas

Ingrediente % peso Fase de la emulsion
Aceite vegetal 65-80% Aceite
Yema de huevo 7.0-9.0 Emulsionante, interfase
Vinagre (4.5% écido acético) 9.4-10.8 Acuosa
Azucar 1.0-2.5 Acuosa
Sal 1.2-1.8 Acuosa
Especies
Harina de mostaza 0.2-2.8
Pimienta blanca 0.1-0.2
Oleoresina paprika, ajo, etc. 0.1
Agua Para completar el Acuosa.
100%

La yema de huevo es muy utilizada en la elaboracion de alimentos como emulsificante,
porque imparte un sabor deseable, color y sensacion agradable al paladar (Baldwin

1990; Bringe y Cheng 1995).

La capacidad emulsificante de las lipoproteinas de la yema de huevo se atribuye a la alta

flexibilidad de sus estructuras, permitiendo una gran afinidad y absorcion en las



interfaces aceite en agua, y también por su habilidad de formar films viscoelasticos

(Kiosseoglou 1989).

Las lipoproteinas de baja densidad LDL, como algunas levitinas (granulos insolubles de
lipoproteinas de alta densidad y fosfoproteinas llamadas fosvitinas unidas por puentes
fosfocalcico), desempefian un papel importante en la estabilizacion de la interfaz O/W
(Mel’nikov 2002). El incremento de la actividad emulsificante del huevo después del
secado térmico se atribuye al despliegue de las lipoproteinas LDL, lo que incrementa la
hidrofobicidad y flexibilidad molecular, permitiendo una facil y efectiva adsorcion de

las moléculas en la interface o/w (Guilmineau y Kulozik 2006).

De todos los ingredientes presentes en la mayonesa, la yema de huevo es el mas critico
para la estabilidad del producto (Hasenhuettl 2008). Sin embargo, el problema con esta
es su alto contenido de colesterol, por lo que se han llevado a cabo diferentes intentos
para desarrollar mayonesas bajas en colesterol con caracteristicas similares a la real

(Laca et al. 2010).

Usando otro emulsificante junto con la yema de huevo, o reemplazandola
completamente proporciona varias ventajas, como disminuir el contenido de colesterol,
y en general, en el contenido de grasa, e incrementar la estabilidad microbiolégica y, en

algunos casos, disminuir el costo de manufactura (Riscardo et al. 2003).

Para lograr mayonesas con propiedades adecuadas de la emulsion y altamente estables,
se han realizado muchas investigaciones utilizando proteinas con varios emulsificantes y
gomas como la goma xantana y goma guar (Bortnowska y Tokarczyk 2009; Lorenzo et
al. 2008). Las interacciones goma-proteina pueden desempefiar un rol importante

comparado con la contribucién individual del polimero (Abu Ghoush et al. 2008).

En estudios previos se ha utilizado la goma xantana para la elaboracion de aderezos, en
combinacion con goma arabiga y alginato de propilenglicol, inhibiendo la oxidacién
lipidica y ademds por su capacidad estabilizante/ emulsificante, esto es debido a su
caracter anfifilico y parcialmente debido a la presencia de goma xantana

(Paraskevopoulou et al. 2007), la goma xantana al emplearse en concentraciones



mayores al 0.10% en emulsiones aporta viscosidad, teniendo como resultado un sistema

estable (Drakos y Kiosseoglou 2006).

Se han desarrollado mayonesas bajas en colesterol, empleando leche de soya como
sustituto de la yema de huevo, en conjunto con goma xantana, goma guar y mono y
diacilglicéridos, un incremento en el contenido de goma xantana seguido de goma guar
proporcion6 una mayor estabilidad al calor, un mayor coeficiente de consistencia,
viscosidad, y aceptacion por el consumidor (Nikzade et al. 2012). La adicion de goma
incrementa la elasticidad de la emulsion por si misma como resultado de la formacion de
un gel fuerte en la fase continua, impartiendo una més firme y adhesiva estructura en la
fase continua y también produciendo un menor tamano de particula (Raymundo et al.

2001).
2.2. Ingredientes

Los ingredientes empleados en emulsiones alimenticias como aderezos y mayonesas
interactuan unos con otros de forma fisica y/o quimica y dichas interacciones determinan
la calidad de los productos finales. La naturaleza y el papel que desempena cada

ingrediente utilizado en aderezos y mayonesas son descritos a continuacion:
2.3. Aceites

Los aceites contienen diferentes tipos de moléculas, incluyendo triacilgliceridos, acidos
grasos, y fosfolipidos. Es la mayor fuente de energia y nutrientes. El aceite tiene rol
importante en las emulsiones alimenticias, contribuye a la viscosidad, textura, efecto
lubricante, apariencia, sabor y vida de anaquel del producto final. El aceite también es
responsable de disolver ingredientes como vitaminas, colorantes, antioxidantes y

surfactantes.

Los tipos de aceites comunmente utilizados en la formulacion de aderezos y mayonesas
son el aceite de soya, canola, girasol, algunas veces de algodon y oliva. Los acidos
grasos que componen los aceites en general son acidos grasos saturados (AGS) e
insaturados (AGI). Los insaturados a su vez pueden ser monoinsaturados (AGMI) o
acidos grasos poliinsaturados (AGPI). Desde el punto de vista de uso nutricional, los

AGPI se clasifican a su vez en las familias: omega-3, omega-6 y omega- 9. Los acidos



grasos omega-9 pueden ser formados por los organismos animales, considerandose no
esenciales; mientras que los omega-3 y omega-6 son considerados esenciales, lo cual
significa que debemos consumir una determinada cantidad y proporcién entre ellos

(Valenzuela y Sanhueza 2009).

Los aceites de origen vegetal fuente de omega-3 son: aceite de canola, chia y linaza. Los
aceites de origen marino se caracterizan por su alto contenido de acidos grasos omega-3,
la diferencia entre los de origen vegetal y los de origen marino es que los aceite de
origen vegetal contienen como principal componente de omega-3 el 4cido alfa linolénico
(C18:3,ALN), en cambio los de origen marino se caracterizan por su alto contenido de
acidos grasos poliinsaturados de cadena larga siendo los mdas importantes el acido
eicosapentaenoico (C20:5,EPA) y el acido docosahexaenoico (C22:6 DHA) (Valenzuela
y Sanhueza 2009). La FAO/OMS recomiendan un consumo diario de al menos
500mg/dia de EPA y DHA en adultos (Valenzuela y Sanhueza 2009). La International
Society for the Study of Fatty Acids and Lipids recomienda una ingesta minima de

DHA+ EPA combinados de 500 mg/dia, para la salud cardiovascular (Kris et al. 2009).
2.3.1. Aceite de soya

La soya (Glycine max) pertenece a las leguminosas, aunque por su elevado contenido de
aceite se incluye también, junto con la canola, el algodén y el cacahuate en las
oleaginosas. Estados Unidos y Brasil cosechan conjuntamente mas del 80% de la
produccion mundial (Badui 2006). El aceite de soya es rico en acidos grasos
insaturados, entre ellos se encuentra el 4cido linolénico el cual es susceptible a la
rancidez oxidativa, pero al ser hidrogenado para disminuir su sensibilidad al oxigeno y a
la luz (Smith y Hui 2004). EIl aceite de soya presenta altos niveles de acidos grasos
poliinsaturados, siendo el 4cido linoléico el principal (53%), 4acido oleico (22%), el 4cido

alfa linolénico (0.05%) y acido palmitico (16.6%) (Durén et al. 2015).

El aceite de soya domina el mercado debido a su alto valor de proteina, que es mayor
que el de otros aceites. Del 1.45% de materia insaponificable tipica del aceite de soya,
16% son esteroles, 8.5% tocoferoles y 26% hidrocarbonos. El 50% restante de materia
insaponificable consiste de componentes menores y sin identificar. Los esteroles son

5.2% pB-sitosterol, 25% campesterol, y 23% estigmasterol (Hamond et al. 2005). El
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aceite de soya es el mas empleado en elaboracion de mayonesas y aderezos (Smith y Hui

2004).
2.4. Biopolimeros

Dentro de los materiales utilizados en emulsiones se encuentran las gomas, el término
goma se utiliza para referirse a polisacaridos o sus derivados, obtenidos de plantas o por
procesamiento microbiologico, que poseen la capacidad en solucion, de incrementar la
viscosidad y/o de formar geles (Whistler y Daniel 1985; Whistler 1973; Pasquel 2001).
Las gomas realizan al menos tres funciones en el procesamiento de los alimentos:
emulsionantes, estabilizantes y espesantes. Ademads, algunas también son agentes
gelificantes, formadoras de cuerpo, agentes de suspension y aumentan la capacidad para

la dispersion de gases en solidos o liquidos (Considine y Considine 1983).

Los estabilizantes retardan o evitan cualquiera de los siguientes procesos (Walker 1984):
a) Cristalizacion, usualmente del agua o del azlcar.

b) Sedimentacion gravitacional de particulas en suspension.

c¢) Encuentro entre particulas, gotitas o burbujas en un medio fluido.

d) Floculacion, coagulacion o coalescencia de fracciones dispersas.

e) Desagregacion de agregados.

f) Descremado

g) Pérdida de pequenas moléculas o iones debido a cambios en el potencial quimico del

16n o molécula disuelta, o debido a la formacion de una pelicula impermeable.

h) Sinéresis en geles. Aunque la sinéresis usualmente sucede como resultado de la
presencia de gomas, en algunos casos donde una goma es adicionada para formar un gel
(esto es una funcién no estabilizante), una u otra goma pueden ser adicionadas para

prevenir la sinéresis, convirtiéndose, por tanto, en un estabilizante.
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2.4.1. Goma xantana

La goma xantana es un polisacérido extracelular producido por la bacteria Xanthomonas
campestris, un organismo unicelular encontrado en las hojas de vegetales como la
calabaza (Brassica spp.) (Williams y Philips 2000). La goma xantana posee un puente
lineal (1—4) unido a la B-D-glucosa como columna vertebral (como la celulosa), pero
cada dos unidades de glucosa estd unida a un trisacarido al C-3, consiste en un residuo
de 4acido glucordnico unido mediante un puente (1—4) a una manosa y (1— 2) a una
segunda manosa que conecta al puente (Philips y Williams 2000). La goma xantana es
un excelente estabilizante, no solo por su habilidad de incrementar la viscosidad de la
emulsion, sino también por su propiedad antioxidante, que hemos reportado previamente
La goma xantana es un antioxidante efectivo si se localiza en la interface aceite en agua,

que es el sitio donde se lleva a cabo la reaccion de oxidacion (Sun y Gunasekaran 2009).
2.4.2. Goma guar

La goma guar es parte del endospermo de semillas obtenidas de la planta de guar
conocida como Cluster Bean. La goma guar es usada como estabilizante y agente
espesante en industrias como: alimentos, farmacéuticos, cosméticos, textiles, y
recuperacion de petrdleo. En la industria alimenticia, la goma guar es utilizada por su
viscosidad en varios productos como: salsa, sopas, productos lacteos y horneados. La
alta viscosidad de la goma guar se atribuye a su alto peso molecular 0.1 a 2.8 millones.
La molécula de la goma guar estd compuesta de cadenas lineales de B-1,4- manosa

unidas al azar con a-1,6-galactosa (Mudgil et al. 2014).
2.4.3. Almidones

El almidon es utilizado como reserva energética en el reino vegetal y se encuentra en
pequefios granulos, la cual por su estructura compacta le permite almacenar mucha
glucosa en una reducida particula. El almidon estd compuesto estructuralmente por dos
polisacaridos: la amilosa y la amilopectina. La amilosa es un polimero lineal de unidades
glucosa unidas por enlaces glucosidicos a (1,4) (Figura 1), estd conformado por largas

cadenas lineales con 200 — 300 unidades y pesos moleculares de hasta un millén de
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daltones, en la Figura 2 se muestra la estructura helicoidal de la amilosa, en la que cada

vuelta de la hélice equivale a seis moléculas de glucosa.

HO— HO M H
» OH
HO HO “o HO H HO

Segment of an amylose molecule

Segment of an amylopectin molecule, showing one «~1,6 branch linkage
Figura 1. Las estructuras de los segmentos de amilosa y amilopectina (Fraser-Reid, 2008).

p\””@ko
ey

Figura 2. Enrollamiento helicoidal de la amilosa. (Badui, 2013).
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La amilopectina suele diferenciarse de la amilosa por su estructura, que es similar a la de
un arbol, estructuralmente estd compuesta de glucosa unida con enlaces a (1-4) con 4.2 a
5.9 % de enlaces a (1-6) en las ramificaciones (Figura 1) localizadas cada 15-25
unidades lineales de glucosa, su peso molecular es muy alto y depende de las fracciones,

algunas llegan hasta los 200 millones de daltones, el doble en comparacion a la amilosa.

Los almidones contienen cominmente un 25% de amilosa y un 75% de amilopectina. La
concentracion de estos dos polimeros estéd regida genéticamente, asi como el tamafio y la
forma de granulo que son caracteristicos de cada especie. Ambos polisacéaridos influyen
en las propiedades reoldgicas y sensoriales de los alimentos, principalmente por su

capacidad de hidratacion y gelatinizacion (Badui 2013, Gil 2010, Fraser-Reid 2008).
Almidén de maiz

Es obtenido del cereal (Zea mays), en México el almidon més ampliamente utilizado en
emulsiones tipo mayonesa es el almidon de maiz. Esto debido a que en México es el
mayor productor de maiz, se destinan cerca de 1.4 millones de hectireas (Panorama
agroalimentario 2016) para su cultivo ya que el maiz es considerado un alimento bésico
por su consumo en diferentes comidas y platillos principalmente para el consumo de su
harina en la tortilla. El almidon de maiz contiene 26-31 % de amilosa y 69-74 de
amilopectina (Badui 2013). La forma del granulo varia, los pequefos tienen forma mas
suave y redonda, en cambio los grandes tienden a ser mas irregulares, Figura 3 (Medina

2007).

a) b) )

Figura 3. Micrografias del almidon de maiz a) 400X; b) 400X; ¢) 1000X (Medina, 2007).

Almidon de camote
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Es obtenido de la raiz (Ilpomoea batatas) actualmente es uno de los cultivos mas
importantes en Asia y Africa por su fuente calérica. En Japon es el segundo cultivo mas
importante y su produccion es destinada principalmente para la obtencion y el uso del
almidon industrialmente. En México se producen 41, 722.05 toneladas de camote en el
2015 (Agro Moderna 2016). El almidon de camote posee de un 15-25% de amilosa y el
resto de amilopectina (Vargas 2012). En la Figura 4 se muestra el granulo de almidon

de camote.

Figura 4. Granulos de almidon en los tubérculos de batata (lpomoea batatas) (Yasunori, 2015).

Almidon de papa

Es obtenido del tubérculo (Solanum tuberosum), la produccion de papa en el 2013 fue de
1, 629,938.04 toneladas (SIAP). Los granulos de almidon de papa varian, los mas
grandes tienen estructura eliptica, mientras que los pequefios tienden a ser circulares

como se muestra en la Figura 5 (Medina 2007).

a) b) <)

Figura 5. Micrografias del almidon de papa a) 400X; b) 400X; ¢) 1000X (Medina 2007).

Almidon modificado
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El almidén es utilizado como materia prima para modificar la textura y consistencia de
los alimentos por sus propiedades estabilizante, espesante y gelificante, estos factores se
ven influenciados por el contenido de amilosa y amilopectina los cuales son
dependientes del tipo de especie y de la organizacion molecular de los granulos (Bello
2002). Los granulos de almidon son insolubles en agua debido a su estructura altamente
organizada, por lo que para poder emplearse en la industria alimenticia deben ser
sometidos a alglin tratamiento previo. Los procesos de modificacion van encaminados a
cambiar las caracteristicas e integridad del granulo de almidoén alterando sus propiedades
de cocimiento, gelatinizacion o retrogradacién, para ser usados como agentes
estabilizadores, emulsionantes, humectantes, espesantes, fibra (almidon resistente). Los

diferentes métodos usados para modificar el almidén incluyen:

a) Modificaciones quimicas: Generalmente se logra a través de la derivatizacion como la
esterificacion, eterificacion, entrecruzamiento, hidrolisis 4cida, blanqueamiento y
oxidacion, y sustitucion (estabilizacidon), usados para optimizar las caracteristicas
estructurales y las propiedades funcionales y nutricionales para aplicaciones especificas.
La adicion de almidon modificado quimicamente con caracteristicas glucémicas bajas o
lentas podria ayudar a disminuir la carga glucémica general de los alimentos, como los
panes y los pasteles, donde estan presentes cantidades significativas, en forma de
carbohidratos de fécil absorcion. Algunas aplicaciones nuevas de almidones modificados
quimicamente son como quelantes, crioprotectores, coadyuvantes de secado, sustitutos

de grasa, portadores de sabor y precursores de sabor y color (BeMiller 2016).

b) Modificaciones fisicas: Las modificaciones fisicas de los almidones son
modificaciones de las propiedades del almidon impartidas por tratamientos fisicos que
no producen ninguna modificacién quimica del almidon que no sea escisiones limitadas
de enlaces glicosidicos. Dentro de éstas modificaciones se encuentran los tratamientos
térmicos que incluyen aquellas que producen almidones pregelatinizados, tratamientos
de calor-humedad, microondas, calentamiento de almidén seco y tratamiento de presion
osmotica. Los tratamientos no térmicos como: sonicacion, molienda, altas presiones,
campos eléctrico pulsados, congelacion y descongelacion y liofilizaciéon (BeMiller

2018).
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c) Modificaciones enzimaticas: El almidon puede ser despolimerizado o extendido
usando varias enzimas, como la amiloglucosidada, pululanasa, a-amilasa, -amilasa e
isomerasa, se utliza en la produccion de maltodoxtrina, almidones modificados o jarabes

de glucosa y fructosa (Chen 2018).

Los granulos poseen una estructura micelar cristalina y la amilopectina se asocia
mediante enlaces de hidrogeno con las cadenas lineales de amilosa, por lo que hace al
granulo de almidén insoluble en agua fria. Un calentamiento continuo del almidén con
cantidad suficiente de agua hace que pierda su capacidad de birrefrigerencia debido a
que el granulo retiene mas agua, comienza hincharse y aumentar de volumen hasta 40 %
su peso, el calor proporciona la energia necesaria para romper los enlaces de hidrégeno
que unen las micelas cristalinas, permitiendo solubilizar la amilosa e incrementando su
viscosidad, el rango de temperatura en el que tiene lugar el hinchamiento del granulo y
por consiguiente la formacion del gel se le conoce como "temperatura de gelatinizacion"
la cual varia dependiendo de la especie botdnica, esta temperatura en realidad es un
intervalo esto porque aunque se trate de la misma fuente botanica los granulos tienen
diferente composicion y grado de cristalinidad, lo que provoca que unos sean mas
resistentes que otros, por esta razon el intervalo llega a presentar una diferencia de 8 a
12°C (Tabla 2) entre la temperatura de gelatinizacion de los primeros granulos y la de

los tltimos. (Bello 2002; Badui 2013).
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Tabla 2. Caracteristicas de algunos almidones usados en la industria alimentaria.

Tipo Amilopectina Amilosa Temperatura Tamafio del
(%) (%) de granulo (um)
gelatinizacion
O
Maiz 69-74 26-31 62-72 5-25
Maiz rico en 20-45 55-80 67-80 5-25
amilosa
Papa 73-77 18-27 58-67 5-100
Arroz 83 17 62-78 2-5
Tapioca 82 18 51-65 5-35
Maiz céreo 99-100 0-1 63-72 5-25
Sorgo céreo 99-100 0-1 67-74 5-25
Trigo 76 24 58-64 11-41
(Badui 2013).

2.4.4. Proteinas

Las membranas interfaciales formadas por proteinas son por lo general relativamente
delgadas y eléctricamente cargadas, por lo tanto, el principal mecanismo que previene la
floculaciéon de las gotas en emulsiones estabilizadas con proteinas es la repulsion
electroestatica (Claesson et al. 2004). Por consiguiente, emulsiones estabilizadas con
proteinas son particularmente sensibles al pH y los efectos de la fuerza i6nica, y tienden
a flocular a pH préximos al punto isoeléctrico de las proteinas adsorbidas y cuando la
fuerza i6nica supere un determinado nivel. Las emulsiones estabilizadas por proteinas
globulares también son especialmente sensibles a los tratamientos térmicos, debido a
que estas proteinas se despliegan cuando la temperatura excede un valor critico,
exponiendo los grupos reactivos no polares y sulfihidrilo. Estos grupos reactivos
aumentan las interacciones atractivas entre las gotas, lo que puede conducir a la
floculacion. Cabe sefialar que un nimero de métodos han sido desarrollados para
intentar mejorar las propiedades emulsionantes de las proteinas, incluyendo hidrdlisis
limitada para formar péptidos, modificacion de la estructura de la proteina por agentes
quimicos, fisicos, enzimaticos o de medios genéticos, y la mezcla de las proteinas con

otros ingredientes.

La composicion de un huevo es 75% agua, 12% proteinas y lipidos, y cerca de 1% de
carbohidratos y minerales, aproximadamente (Burley y Vadehra 1989; Li-Chan et al.

2008).
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2.5. Macroestructura y componentes principales de la yema de huevo

La yema de huevo corresponde al 36% del peso total del huevo de gallina (Kiosseoglou
1989; Thapon y Bourgeois 1994; Li-Chan et al. 2008). Sus principales componentes son
lipidos, aproximadamente 65% de la materia seca y la relacion de lipido a proteina es de
aproximadamente 2:1. Sus principales componentes son agua 51%, proteinas 16%,
lipidos 32.6%, minerales 1.7% y carbohidratos 0.6% (Clark 2014). Es un sistema
complejo, con diferentes niveles de estructuracién que consiste en agregados (granulos)
en suspension en un liquido amarillo claro (plasma) que contiene lipoproteinas y

proteinas.
2.5.1. Granulos

Los granulos consisten en complejos circulares (Figura 6), con un didmetro que va de
0.3 a2 um (Chang et al. 1977). Por consiguiente, la yema puede ser separada facilmente
en dos fracciones después de una dilucion dos veces con NaCl 0.3M y una
centrifugacion a 10,000 g (30 min) de acuerdo con el método de (McBee y Coterril
1979) un sobrenadante oscuro llamado plasma y un pellet palido llamado granulos. Los
granulos representan 22% de la materia seca de yema, que representa aproximadamente
el 50% de las proteinas de la yema de huevo y un 7% de lipidos de la yema (Dyer-
Hurdon y Nnanna 1993; Anton y Gandemer 1997). Estan constituidos principalmente
por lipoproteinas de alta densidad (HDL) (70%) y fosvitina (16%) unidos por puentes
fosfocalcico entre los grupos fosfato de sus residuos fosfoseril (Burley y Cook 1961;
Saari et al. 1964). Las lipoproteinas de baja densidad (LDL) (12%) se incluyen en la
estructura granular. A baja fuerza i6nica, los granulos se encuentran en forma insoluble
formando complejos (HDL-fosvitina) y contienen una alta proporciéon de aminoacidos
acidos de fosfoserina, capaces de unirse a calcio (Causeret et al. 1991). Los puentes
fosfocalcicos numerosos, hacen la estructura del granulo muy compacta, mal hidratados,
débilmente accesibles a las enzimas, y conducen a una eficiente proteccion frente a la
desnaturalizacion térmica y la gelificacion. A una fuerza i6nica de mas de 0.3 M de
NaCl, los puentes fosfocalcico se rompen porque el sodio monovalente reemplaza al
calcio divalente. En tales condiciones, la solubilidad de los granulos alcanza 80% porque

la fosvitina es una proteina soluble y el HDL se comporta como una proteina soluble
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(Cook y Martin 1969; Daimer y Kulozik 2009). La disrupcion total de los granulos
ocurre cuando la fuerza idnica alcanza 1.71M de NaCl. La acidificacion o alcalinizacion
de manera similar causa la disrupcion de los granulos y la solubilizacion de estos
constituyentes incrementando el nimero de (NH3') o (COO"), induciendo repulsion

electrostatica entre los componentes granulares (Huopalahti 2007).

§ LDL

Phosvitin

@ HDL-Submicelle

0.8—10 um

Figura 6. Modelo esquematico de los granulos de la yema de huevo a pH 6.5 que consiste en submicelas
de HDL unidas por fosvitina a través de puentes de fosfato de calcio y vesiculas de LDL incrustadas

(Strixner y Kulozik 2013).

2.5.2. Plasma

El plasma comprende 78% de la materia seca de yema y se compone de 85% de LDL y
15% de glycoproteinas, principalmente a-, -, y- livetinas (Burley y Cook 1961; Strixner
y Kulozik 2013). Se forma la fase acuosa donde las particulas de yema estan en
suspension. En ¢él se encuentran aproximadamente el 90% de los lipidos de la yema
(incluyendo casi todos los carotenoides) y 50% de las proteinas de las yemas. El plasma
contiene aproximadamente 73% de lipidos, proteinas 25% y 2% de cenizas. Los lipidos
del plasma se distribuyen en: 70% de triglicéridos, 25% de fosfolipidos y 5% de

colesterol.
2.5.3. Lipoproteinas de baja densidad (LDL)

Los LDL son particulas esféricas con un didmetro de 20 a 60 nm con un ntcleo lipidico
estabilizado por una capa externa de fosfolipidos y apoproteinas, llamadas
lipovitelleninas (Strixner y Kulozik 2013). Las LDL son derivados de proteinas de suero

sanguineo materno que se sintetizan en el higado de gallina, internalizado por el
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crecimiento de ovocitos a través de receptores de endocitosis mediada, y parcialmente

madurado a través de la proteolisis (Jolivet et al. 2006).

Los LDL son solubles en solucion acuosa, cualquiera que sea el pH y condiciones
ionicas. Los fosfolipidos son parte esencial en la estabilidad de la estructura LDL
(Figura 7) porque las fuerzas de asociacion son esencialmente hidrofobicas (Burley
1975). Algo de colesterol estd incluido en la pelicula de fosfolipido aumentando su
rigidez. LDL se compone de 11- 17% de proteina y 83 - 89% de lipidos, de los cuales
84% es lipido neutral y el 26% de fosfolipidos (Martin et al. 1964). Se compone de dos
subgrupos: LDL, (10x10° Da) y LDL, (3 x 10° Da) (Martin et al. 1964). Las LDL son
las principales proteinas de la yema que aportan la capacidad emulsificante, esto se debe
a la interaccion de las apoproteinas anfifilicas y los fosfolipidos lo que permite el
transporte de estos compuestos anfifilicos insolubles a través de la fase acuosa hasta que
se forma la interface. Las apoproteinas y los fosfolipidos disminuyen la tension

interfacial y evitan la ruptura de la interface.

phospholipids —_— \)\) \ — p—

triglycerides
cholesteryl esters

cholesterol

Figura 7. Representacion esquemdtica de las LDL (Huopalahti et al 2007).

El punto isoeléctrico de todas las apoproteinas se encuentra entre 6.3 a 7.5 (Kojima y

Nakamura 1985).
2.5.4. Lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL)

Las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) de la sangre de gallina con los
precursores de las LDL de la yema de huevo, y poseen un rango de tamano de 80 a 350
nm, y se encuentran también presentes en el plasma (Huopalahti et al. 2007; Sirvente et

al. 2007).
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VLDL contienen principalmente dos apoproteinas: Apo-VLDL II y apo-B. Apo -VLDL
IT es la unica apoproteina de las lipoproteinas de la sangre que son transferidas a la yema
en grandes cantidades sin ninguna modificacion y se llama entonces apovitellenina I
(Jolivet et al. 2008). El peso molecular de Apo-B es de 500 kDa, es muy similar a la
apoliproteina humana B-100, un componente proteico principal de las LDL
aterogénicas. La apoliproteina B-100 humana tiene una estructura de pentapartita
compuesta de tres dominios anfipaticos a-helicoidales alternando con dos anfipaticos
B- plegada, NH,-a1-B-02-B2-a3- COOH. Durante su transferencia a la yema, la sangre de
gallina la apo-B se elimina enzimaticamente por la catepsina D enddgena, dando como
resultado la produccion de fragmentos de Apo-B. Estos fragmentos forman parte en la
red de proteinas en la superficie de las LDL y ayudan a estabilizarlos (Jolivet et al.

2008).

Apo-VLDL II, llamada apovitellenina I en la yema es un homodimero pequeiio con
subunidades unidas por disulfuro, y su peso molecular es de 9 kDa (Huopalathi et al.

2007; Jolivet et al. 2008).
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2.5.5. Lipoproteinas de alta densidad (HDL)

Es el segundo grupo de lipoproteinas en la yema y esta localizada en los granulos y esta
designada como lipovitelina, representa 36% proteinas de la yema. Su peso molecular
es de 400 kDa y tienen un diametro de 7 a 20 nm (Burley y Cook 1961). La HDL esta
conformada por dos monomeros de 200 kDa cada uno. Cada uno formado de una
proteina globular estructurada conformada por una cavidad conformada por dos hojas -
plegadas, constituida por aminoacidos hidrofoébicos (Anderson et al. 1998). Las HDL
estan conformadas por dos grupos ay f HDL, a pH debajo de 7 ocurre una dimerizacién
reversible, alcanzando un 50% a pH 10.5 y 7.8 respectivamente, los grupos sulthidrilo y

fosforo de las proteinas no estan involucrados directamente en éstas reacciones.

Las HDL son acomplejadas con fosvitinas para formar estructuras granulares a través de
puentes fosfocdlcicos, ambas provienen del mismo precursor llamado vitellogenina

(Wang et al. 1983).
2.5.6. Fosvitina

Es una fosfoglicoproteina con una elevada cantidad de fosforo por lo cual posee una
fuerte afinidad por los metales, particularmente por el hierro. La fosvitina representa
cerca del 11% de las proteinas de la yema. Esta formada por los polipéptidos: a-fosvitina
contiene tres o cuatro subunidades de 35 a 40 kDa, mientras que la B-fosvitina contiene
cuatro o cinco subunidades de 45 kDa. El punto isoeléctrico de la fosvitina es a pH 4. Es
la proteina mas fosforilada con 50% de fosfoserinas induciendo una importante carga
negativa de cerca de -179 mV. Forman numerosos bloques en el centro de la secuencia,
pueden llevar hasta 15 residuos consecutivos, mientras que los extremos C-terminal y N-
terminal son ricos en aminoacidos hidrofobicos. Estas caracteristicas limitan el
plegamiento de la proteina que presenta una configuracion alargada en soluciéon acuosa
debido a sus numerosas repulsiones electrostaticas internas. Su alta densidad de carga
conduce a la agregacion con HDL a través de puentes fosfocalcicos para formar granulos
en la yema de huevo (Anton 2013). Debido a su alta capacidad de carga y su capacidad
de agregacion, limita la adsorcion de la proteina en la interfase aire-agua. En algunos

estudios recientes (Belhomme et al. 2007; Belhomme 2008) se ha demostrado que la
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fosvitina es capaz de anclarse en las interfases aire-agua a pesar de sus numerosas cargas

negativas.

Debido a su caracter polianionico la fosvitina posee una fuerte capacidad quelante
(Huopalahti 2007). Las condiciones adecuadas para la fijacion de hierro son pH 6.5 y
una fuerza i6nica de 0.15 M (Castellani et al. 2004).

2.5.7. Livetinas

Se encuentran en la fase soluble de la yema, se compone de inmunoglobulinas (y-
livetina), albimina sérica (a-livetina) y glicoproteinas (B- livetina) y se sugiere que son

constituyentes sanguineos traslocados (Jolivet et al. 2008).
Livetin fraction (IgY)

Incluye a-livetina que es una albumina, - livetina cuyo principal componente es o-2-

glicoproteina y la y-livetina donde predomina la inmuniglobulina Y (IgY).

La a-livetina tiene un peso molecular de 70 kDa y su punto isoeléctrico entre 4.3 y y 5.7

(Williams 1962). Esta implicada en la alergia al huevo.
Beta livetina

Tiene un peso molecular de 45 kDa, estd compuesta de 14.3% de nitrogeno y 7% de

hexosa (Martin et al. 1957).
2.6. Sustancias biolégicamente activas en el huevo

Se han encontrado compuestos con actividad bioldgica tanto en la yema como en la clara
de huevo, con actividad antimicrobiana, antioxidante, inmunomodulatoria y péptidos

derivados de la proteina del huevo con actividad antihipertensiva (Laca et al. 2010).

La industria productora de huevo busca aprovechar sus diferentes fracciones para el

desarrollo de nuevos productos con valor agregado.

Existen diferentes métodos para el fraccionamiento de la yema de huevo como: métodos
por extraccion con solventes orgdnicos (Kwan et al. 1991; Sheumack y Burley 1988),

métodos por calentamientos (Liot 2002) y extraccion con fluidos supercriticos (Aro
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2007). La separacion a nivel industrial de los componentes de la yema de huevo sélo ha

sido posible con los granulos y el plasma (Anton et al. 2001).

2.7. El colesterol y sus efectos en la salud

El colesterol es el precursor de las hormonas esteroideas y los 4cidos biliares, ademas de
formar parte de la estructura de las membranas celulares (Morgan et al. 2016). El
aumento del "colesterol malo" (LDL) tiene un impacto directo en el riesgo de padecer
enfermedades cardiovasculares, debido a que se ha asociado un valor alto de éste en
plasma formando la placa ateroesclerdtica, la cual origina ese tipo de enfermedades
(Gould et al. 2007). El "colesterol bueno" (HDL), es transportado al higado para su
posterior eliminacion, a través del intestino, representa la inica forma de eliminar el
exceso de colesterol del tejido periférico (Morgan et al. 2016). En el 2004 el National
Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel III (ATPIII) recomend6 un
objetivo de "colesterol malo" (LDL-C) de <70 mg/dL en pacientes con cardiopatia
coronaria. En 2005 recomendd una ingesta diaria menor de 300 mg/dL de colesterol para
adultos sanos y menos de 200 mg/dL de colesterol para personas con colesterol elevado

(Virani et al. 2011).

En México las enfermedades cardiovasculares constituyen un problema importante de
salud publica, ademés de dislipidemias (altos niveles de colesterol, triglicéridos o
ambos) y obesidad (Secretaria de Salud 2001). En la Encuesta Nacional de Salud y
Nutricion (ENSANUT) 2012 se evaluaron a 38,208 personas adultas, la prevalencia de
sobrepeso y obesidad en México fue de 71.28%. La obesidad fue mas alta en el sexo
femenino (37.5%) que en el masculino (26.8%), en cuanto al sobrepeso el sexo
masculino tuvo una prevalencia de 42.5% y el femenino de 35.9% (Encuesta Nacional
de Salud y Nutricion 2012). Por lo anterior se buscan alimentos saludables libres de

colesterol.
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2.8. Métodos para reducir el colesterol presente en la yema de huevo

Muchos investigadores han trabajado en disminuir la cantidad de colesterol presente en
la yema de huevo. Warren et al. (1998) usando solventes como hexano, para la
extraccion. El hexano forma una mezcla con los so6lidos de la yema, requiere un proceso
de filtrado, remover el solvente y secar por un tiempo prolongado. El proceso remueve
cerca del 66% de colesterol. Borges et al. (1996) usaron una relacion de 1:12 p/p (yema:
acetona) a 100 rpm por 2 minutos a éstas condiciones se mantuvieron las propiedades
emulsionantes; Paraskevopoulou et al. (1997) extrajeron colesterol de la yema con
etanol-agua 20:80(v/v), y 1.5% (p/v) polisorbato 80 y homogenizar, después de eso la

dispersion fue centrifugada y la yema precipitado tuvo 7.1 + 0.3 mg de colesterol.

Laca et al. (2010) trabajaron con la extraccion de los granulos de yema de huevo. Para
ello mezclaron la yema con agua (1:15 v/v), el pH se ajustéo a 7 con IN de NaOH y se
mantuvo toda la noche a 4°C, antes de centrifugar a 10, 000g por 45 minutos, y los
granulos tuvieron una concentracion de 291mg de colesterol/100g de yema, equivalente
a una reduccion del 77% de colesterol. Jeong et al. (2014) el colesterol removido fue
25% unido a betaciclodextrinas a 40°C, 30 minutos de mezclado y separados por
centrifugacion. Chiu et al. (2004) empled la inmovilizacién con B-ciclodextrina con
quitosano (Ch-BCD) por enlace cruzado con 1,6 disocianato de hexametileno (HMDI)
reactivo para absorber el colesterol de la yema. Este método logr la remocion del 92%
del colesterol presente en la yema. El colesterol fue removido usando 1%w/v Ch-BCD
en una proporcion 1:30 yema-agua en una mezcla de betaciclodextrinas con quitosano.
Rojas, dos Reis Coimbra, Minim y Freitas (2007) usaron pectinas de alto metoxilo en
una concentracion de 3% p/p, fuerza ionica 0.39M y el pH igual a 9.2 y se obtuvo una
reduccion de 83.4% de colesterol. Hsieh et al. (1994) desarrollaron un complejo con la
yema de huevo y la goma acacia usando concentraciones: 1%, 3%, 5% y 10% (p/p) con

una extraccion de colesterol de: 70,86,79 y 59% respectivamente.

Debido al alto contenido de colesterol en la yema es una desventaja, también se han
estudiado proteinas vegetales como: la proteina de soya (Puppo et al. 2000; Diftis et al.
2005), proteina de chicharo (Franco et al. 2000) y proteina de trigo (Ghoush et al. 2008)

para su aplicacion como emulsionantes en alimentos.
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2.9. Harinas vegetales

2.9.1. Harina de quinua

El consumo de la quinua data de 5,000 afios. Posee un alto contenido de proteina y de
una excelente calidad nutricia, debido a que presenta un elevado contenido de lisina y
metionina entre los aminodcidos que la componen. Entre sus propiedades también es
considerada libre de gluten, por lo que puede ser consumida por pacientes celiacos
(Nowak 2016). Debido a su alto potencial nutritivo ha sido clasificada por la FAO como
uno de los cultivos que puede contribuir a la seguridad alimentaria en el siglo 21 (FAO
Regional Office for Latin America y PROINPA 2011). Estudios realizados en animales
han reportado una actividad gastro protector de las semillas de quinua (Schoenlechner et
al. 2010; Stikic et al. 2012). Estos efectos se atribuyen al contenido de arabinosa

presente en la fibra dietética de la quinua (Nascimento et al. 2014).

Entre los lipidos que la componen estan los 4cidos grasos insaturados (4cidos linoleico y
linolénico), asi como vitaminas (folato y tocoferoles), minerales (hierro, cobre,
manganeso y potasio) y otros fitoquimicos como (4cidos fenolicos y flavonoides como
el kaempferol y la quercetina). El contenido de proteina varia de 14 a 18%, dentro de los
aminoacidos escenciales se encuentra la metionina (4-10g/kg de materia seca) y de lisina
(51-64 g/kg de materia seca) (Gorinstein et al. 2002; Bhargava et al. 2007). Los lipidos
presentes en la semilla de quinoa representan de 4.4 a 8.8%, siendo el de mayor
contenido dentro del grupo de los cereales (Wang y Zhu 2016). Entre el 55-63% de los
acidos grasos son insaturados, y dentro de estos el 4cido palmitico (C16:0), &cido oleico
(C18:1 n-9) y 4cido linoleico (C18:2 n-6) son los de mayor presencia (Calderelli et al.
2010).

2.9.2. Harina de amaranto

Es un pseudocereal, producido en Peri y Argentina principalmente, pero también en
Meéxico (Cornejo 2007). Sus semillas poseen 14-19% de proteinas de almacenamiento, y
¢stas presentan lisina y metionina de forma dominante, los cuales son aminoacidos
limitantes en cereales y leguminosas, respectivamente (Salcedo et al. 2002). Las
mayores fracciones de proteina presentes en la semilla de amaranto son: albumina, 7S

globulina, 11S- globulina, globulina-P y glutelina (Condés et al. 2009).
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2.9.3. Harina de chicharo

El chicharo (Pisum sativum) se encuentra ampliamente distribuido en muchas partes del
mundo y es considerado como una de las leguminosas mas importantes. Es una fuente
importante de proteina (Nalle et al. 2010). Los granos de leguminosas son una fuente
importante de proteina (18-25%. base seca) y carbohidratos (50-60%, base seca),
almidoén (22.45%, base seca), fibra dietética y una pequefia cantidad de oligosacaridos

(Hemeda y Mohamed 2012), asi como vitaminas y minerales (Han et al. 2010).

La proteina de chicharo ha sido usada como emulsionante en emulsiones liquidas
(Amine et al. 2014; Barac et al. 2012) y como emulsionante en emulsiones secadas por
aspersion para la microencapsulacion de aceite (Aberkane et al. 2014; Gharsallaoui et al.

2012).
2.10. Inestabilidad en emulsiones

Las interacciones proteina-polisacarido juegan un papel importante en el control de la
estructura, textura y estabilidad de sistemas alimenticios. Para controlar estas
interacciones y obtener propiedades funcionales deseables se requiere el entender los
factores que afectan las interacciones proteina-polisacarido. La naturaleza de estas
interacciones puede conducir a un comportamiento de fases segregativo o agregativo,
dependiendo de las caracteristicas del biopolimero (densidad de carga, tipo y
distribucion de los grupos reactivos, tamafio), concentraciéon de biopolimero, y

condiciones del solvente (pH, temperatura y fuerza idnica). En general una separacion

de fases ocurre cuando ambos proteina y polisacarido poseen carga similar. Un
comportamiento asociativo de fases (también conocido como coacervaciéon compleja)
tipicamente ocurre como atraccion electrostdtica entre proteinas y/o polisacaridos con
carga opuesta, llevando a una separacion de biopolimero y solvente. Durante la
formacion del coacervado complejo, ambas la entropia conformacional de los
biopolimeros y la entropia asociada con la mezcla del solvente se reduce, lo que permite
la liberacion de agua y contraiones durante la complejacion, lo que conduce a la
estabilidad del coacervado (Liu et al. 2009). Las proteinas constituyen un importante
grupo de agentes emulsionantes usados en alimentos por sus propiedades de superficie

activa, las cuales son una consecuencia de su conformaciéon. Su solubilidad e
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hidrofobicidad son los factores que determinan en mayor parte su actividad
emulsionante, mientras que la flexibilidad molecular de las proteinas es importante para
la estabilidad de la emulsion. Los polisacaridos son cominmente usados para mejorar la
estabilidad de las emulsiones alimenticias. Los polisacaridos solubles en agua, a menudo
llamados gomas o hidrocoloides, poseen poca actividad superficial. Los hidrocoloides
estabilizan la emulsion mediante el aumento de la viscosidad de la fase continua. En
consecuencia, las colisiones entre las gotas de la fase dispersa son menos frecuentes, lo
que retrasa la separacion de las fases (Soares et al. 2009). Las interacciones proteina-
polisacarido se han estudiado ampliamente porque aparecen en la mayoria de los
sistemas alimenticios. Muchos estudios han reportado que la interaccion sinérgica ocurre
en alimentos emulsionados y la estabilidad de la emulsion se favorece cuando se
mezclan proteinas con polisacaridos. Las proteinas son los tensoactivos naturales
poliméricos y tipicamente forman una capa primaria adsorbida en la interfase aceite-
agua, mientras que, los polisacaridos hidrofilos pueden formar una capa secundaria
gruesa, que mejora las propiedades de estabilizacion estérica en el exterior de las gotas
recubiertas con proteina (Soares et al. 2009). Fuertes complejos electrostaticos atractivos
son formados con mezclas de proteinas cargadas positivamente (pH<pl) y polisacaridos
cargados negativamente. Complejos débiles se tienden a formar entre polisacaridos
anidnicos y proteinas con carga neta zero (pH=pl) o carga neta negativa (pH>pl). Asi el
ajuste del pH y/o fuerza i6nica de la fase acuosa, la fuerza de las interacciones proteina-
polisacarido puede variar substancialmente (Rodriguez y Pilosof 2011). Se han
empleado proteinas vegetales como: lenteja (Karaca et al. 2011), proteina de chicharo en
emulsiones o/w (Karaca et al. 2011), y por otro lado se ha demostrado que la proteina de
chia posee una excelente capacidad de retencion de aceite (OHC= 4.04g/g) por lo que
puede ser usada como ingrediente funcional en las emulsiones alimenticias (Olivos et al.
2010). Por otro lado se han elaborado emulsiones empleando granulos de yema de huevo
en la elaboracion de mayonesas bajas en colesterol, las cuales mostraron caracteristicas
similares a la mayonesa comercial (Laca et al. 2010). También se han elaborado
emulsiones con granulos de yema de huevo y goma guar (0.05% w/v) (Alben y Ibanoglu

2010).
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Se ha estudiado el efecto de la interaccion entre la goma arabiga y la proteina de soya
para estabilizar emulsiones o/w (Wang et al. 2011), asi como la interaccion entre la
proteina de chicharo con la goma ardbiga mediante los efectos del pH, sal y de la
relacion de biopolimero empleada en la mezcla en la formacién de complejos solubles e
insolubles (Liu 2009). Se han obtenido coacervados empleando la mezcla de goma
ardbiga y proteina de chicharo a pH 3.5 disminuyendo la tension interfacial en la

interfase o/w al ser comparada con la proteina sola (Rodriguez y Pilosof 2011).
2.11. Propiedades interfaciales y su caracterizacion

La region interfacial es la que rodea a cada gota de la emulsion y contiene una mezcla de
aceite, agua y agentes de superficie activa (Hunter 1986). Esta region desempefia un
papel determinante en muchas de las propiedades fisicoquimicas y organolépticas de las

emulsiones de alimentos.

La composicion y estructura de la region interfacial se determina por el tipo y la
concentracion de tensoactivos presentes en el sistema antes de la formacion de la
emulsion, asi como por los eventos que se producen durante y después de la formacion

de la emulsion, por ejemplo: la adsorcion competitiva y de desplazamiento.

La region interfacial es donde los agentes de superficie activa se acumulan, lo que puede
conducir a la aceleracion de reacciones de oxidacion, ya sea por el aumento de la
concentracion local de moléculas o por unir diferentes especies reactivas (McClements y

Decker 2000).

Las caracteristicas interfaciales que son las mas importantes en la determinacioén de las

propiedades globales las emulsiones alimenticias son:

Composicion interfacial: El tipo y concentracion de sustancias tensoactivas presentes en
una interfaz tiene una fuerte influencia en la energia libre del sistema, estructura,
dimensiones, caracteristicas eléctricas y reologia, y por lo tanto desempefia un papel

importante en las propiedades de la emulsion.

Propiedades eléctricas interfaciales: Las caracteristicas eléctricas de la interfase (por
ejemplo: densidad de carga de la superficie, y el potencial de la superficie) juegan un
papel importante en la determinacion de la magnitud y el alcance de las interacciones
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electrostaticas entre las gotas de la emulsion, ademds de influir en la adsorcion de los

iones en la superficie de la gota).

Carga eléctrica de la gota: Otra propiedad que define las propiedades fisicoquimicas y
organolépticas de las emulsiones alimenticias es la magnitud y signo de las cargas
eléctricas de las gotas. El origen de esta carga es normalmente la adsorcion de moléculas
de emulsionantes que son ionizados o ionizables. Las proteinas pueden ser neutras,
cargadas positivamente o negativamente, dependiendo del pH de la solucion en
comparacion con su punto isoeléctrico. Los polisacaridos de superficie activa también
pueden tener carga eléctrica dependiendo de los grupos funcionales presentes en su
estructura. Como resultado de todo lo anterior, las gotas de la emulsion pueden tener
carga eléctrica dependiendo del tipo de moléculas de superficie activa presentes y el pH
de la fase acuosa. La carga eléctrica de las gotas se puede determinar mediante el

potencial zeta (7) (Hunter 1986).
Potencial zeta

La potencial zeta (7) es el potencial de superficie efectivo de la gota suspendida en un
medio, que toma en cuenta que las especies cargadas en el medio circundante se pueden
unir a la superficie de la gota y alterar su carga neta. La carga de las gotas es importante
porque determina la naturaleza de las interacciones con otras especies cargadas. El
origen de la carga eléctrica de las gotas es normalmente la adsorcidon de las moléculas
del emulsionante que son anidnicas o idnicas. La potencial zeta es una medida de la
estabilidad de una particula e indica el potencial que se requiere para penetrar la capa de
iones circundante en la particula para desestabilizarla. Por lo tanto, el potencial zeta es la
potencia electrostitica que existe entre la separacion de las capas que rodean a la

particula (McClements 2005).
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3. JUSTIFICACION

La industria alimentaria ha desarrollado en México un importante campo de
investigacion y producciéon en materia de emulsiones, los aderezos ocupan un lugar
especial en el renglon de consumo, en virtud de sus cualidades para condimentar y

resaltar el sabor de los alimentos.

Es de interés para esta industria reducir la cantidad de yema de huevo empleada para la
elaboracion de este tipo de productos ya que al disminuirla bajard el contenido de
colesterol que en exceso puede contribuir al desarrollo de enfermedades

cardiovasculares.

Por lo que en este proyecto se disefiaron membranas interfaciales con la innovacion del
empleo de harinas vegetales en susticucion a la yema de huevo, con lo que se busca

contribuir con la industria para el desarrollo de este tipo de productos.
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4. HIPOTESIS

“El uso de harinas de origen vegetal y biopolimeros permite disefiar la membrana
interfacial para sustituir total o parcialmente la yema de huevo obteniendo formulaciones

con alta estabilidad sin detrimento en la aceptacion sensorial”

32



5. OBJETIVO DEL TRABAJO

Objetivo General

Disefiar la membrana interfacial que permita producir aderezos de alta estabilidad, con
bajo contenido en colesterol, empleando biopolimeros que brinden estabilidad

fisicoquimica.

Objetivos especificos

Implementar métodos para cuantificar y reducir el colesterol (solventes,

separacion de granulos de yema de huevo, y uso de biopolimeros).

e Desarrollar emulsiones con alto contenido de aceite, sin colesterol sustituyendo

la yema de huevo por harina de origen vegetal.

e Desarrollar emulsiones reducidas en grasa utilizando almidon modificado.

e Analizar sensoralmente las mejores formulaciones desarrolladas.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Materia prima

Para la realizacion de este estudio se empled huevo comprado en un mercado local
(Monterrey, México), marca "El dorado". La membrana vitelina fue cortada con un
escarpelo y el contenido de la yema fue recolectado en vaso de vidrio. La yema se
mezclo suavemente agitando con una varilla de vidrio. La solucion fue mantenida a 4°C
en refrigeracion a pH 7. La goma ardbiga y goma de mezquite fueron obtenidas como
lagrima y purificadas de acuerdo al método de (Beristain et al 1996) de Natural Products
of México. Cloruro de sodio, acetona, alcohol etilico al 96% y hexano grado reactivo
fueron comprados con Desarrollo de Especialidades Quimica (DEQ), el estandar de
colesterol fue adquirido con Sigma-Aldrich Chemical (Toluca, México). Las harinas
vegetales (chicharo, quinoa, amaranto) fueron muestras donadas por la empresa FXM
(Monterrey, México). El camote (I[pomoea batata) fue adquirido en un mercado local

(Monterrey, México).
6.2 Reduccion de colesterol en la yema

La yema de huevo fue tratada con cuatro métodos para reducir el contenido de
colesterol. El primero fue una separacion fisica de los granulos contenidos en la yema
(Nag) usando soluciones salinas acuosas y la fuerza centrifuga, los otras dos consistieron
en la separacion de colesterol usando complejos con biopolimeros: goma arabiga (AG) y

goma de mezquite (MG), y el cuarto usando acetona como solvente (Sx).
6.2.1 Extraccion de granulos de yema

El colesterol fue removido usando el método de Strixner and Kulozik (2013). Se pesaron
8.5 g de yema de huevo, y fueron mezclados con 11.4 g de NaCl al 0.15M a 25°C,
después la mezcla fue agitada vigorosamente en vortex. El contenido fue centrifugado
(Harmle Labnet Z326, Wehingen, Germany) a 10,000 g por 45 minutos a 25°C.

Finalmente la proteina fue separada cuidadosamente de la fraccidn acuosa por
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decantacion. El producto obtenido fue liofilizado y almacenado a -20°C hasta su analisis

por cromatografia de gases.

6.2.2 Complejo de polisacaridos anidnicos con yema

La formacion de complejos fue obtenida en base a la metodologia U.S. Patent 5302405
(1994). Las soluciones stock fueron preparadas a 1% (AGiy), 3% (AGsy), y 10%
(AGio%) de goma arabiga, y 1% (MGiy), 3% (MG3y) y 10% (MGjgy) de goma de
mezquite, respectivamente, fueron mantenidos en agitacion toda la noche. Todas las
soluciones fueron peso/peso (p/p) y todos los experimentos fueron realizados por

separado.

Posteriormente se mezclaron 3 g de yema con 1 g de solucion de goma (las
concentraciones mencionadas arriba), y se anadieron 4 g de agua. La solucion fue
mezclada por 1 minuto en vortex (Mixer Labnet International, NJ, EUA) y centrifugada
(Hermle Labnet 2326, Wehingen, Germany) a 6,000g por 15 minutos a 25°C. Después
se decant6 y se agregaron 0.5 g de solucion a 0.9M de NaCl y se mezcldo 1 minuto en
vortex. A continuacion, se agregaron 6 g de etanol y se centrifugaron a 6,000 g por 15
minutos, en ésta parte del proceso, lipidos y colesterol son separados del precipitado
para obtener complejos de proteina, después de eso la solucion se decantd y 6 g de
etanol fueron agregados nuevamente en la misma relacion, finalmente la solucion se
decanto y se peso el precipitado (U.S. Patent 5302405). Las muestras fueron liofilizadas

y almacenadas a -20°C hasta su analisis por Cromatografia de gases.
6.2.3 Extraccion con solventes

La extraccion de colesterol con solventes (Sa) fue realizada usando el método descrito
por Borges et al. (1996) usando una relacion (w/w) 1:12 (yema: acetona), y mezclando a
100 rpm por 2 minutos en la propela (IKA Eurostar 60 digital, Wilmington, Estados
Unidos de América), se dejo reposar 10 minutos. El solvente fue decantado y el
precipitado fue recuperado y lavado con agua. Las muestras fueron liofilizadas y

almacenadas a -20°C hasta su anélisis por Cromatografia de gases.
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6.3 Caracterizacion
de fisicoquimicia y microestructural
6.3.1 Cuantificacion de colesterol por Cromatografia Gases

El método 26.052 of AOAC fue usado. Primero para la hidrolisis 4acida, 0.2 g de muestra
fueron pesados y mezclados con 2 ml de metanol con H,SO4 al 7% v/v. Después, las
muestras fueron calentadas por 90 minutos a 80°C, posteriormente las muestras fueron
atemperadas a 25 °C. Se agregaron 3ml de hexano y fueron mezclados 1 minuto en el
vortex (Mixer Labnet International, Inc.). La solucion se dejo reposar hasta la formacion
de dos fases. La fase de arriba fue recuperada, esto fue hecho dos veces y las muestras se
aforaron en un matraz de 10 ml con hexano. Finalmente la muestra fue analizada en
Cromatografo de gases (7890B Agilent Technologies, Alemania) acoplado a un
espectrometro de masas (5977A Agilent Technologies, Alemania) y equipada con a HP
SMS columna capilar (longitud: 30m; ID: 0.25 mm; espesor de la pelicula 0.25um). La
muestra inyectada fue 1 microlitro en modo split. Las condiciones de la columna
fueron: temperatura de la columna 70 °C, mantenida por 1 minuto, después la
temperatura de 200 °C fue alcanzada con una rampa de temperatura de 10 °C/ min, ésta
temperatura fue mantenida por 2 minutos, una segunda rampa de temperatura 10 °C/min
a 300 °C fue mantenida por 7 minutos, el inyector de temperatura fue 250 °C y la
temperatura de la superficie del ion fuente y cuadropolo fue 230 y 150 °C
respectivamente, el flujo del gas acarreador helio fue 1ml/min. El tipo de ionizacién con
un impacto de electrones fue de 70 eV y el modo de adquisicion de escaneo con un
rango de 30 a 400 uma. La curva de calibracion fue elaborada con un estandar de

colesterol de 20 a 120 ppm. Los anélisis fueron realizados por triplicado.

6.3.2 Determinacion de miliequivalentes

Se determind el punto de equivalencia de las soluciones de polisacaridos. Se pesaron
muestras individuales de 10 g (yema de huevo, goma ardbiga y goma de mezquite) luego

se agregaron 90 g de agua (p/p), y se mezclaron por 20 minutos. Se usaron 50 ml de
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¢stas soluciones para determinar el numero de equivalentes quimicos de las
macromoléculas conjugadas utilizadas. El punto de equivalencia de la yema, goma
arabiga y goma de mezquite fue determinado por la curva de titulacion potenciométrica.
Las titulaciones fueron realizadas agregando 0.5 ml de NaOH al 0.08 N para que la
muestra esté en un rango de pH 3 a 11, y con agitacién constante. Las soluciones se
mantuvieron durante 60 s se permitid un tiempo de equilibrio entre dos dosis, y se
asegur6 de que la reaccion alcanzara el equilibrio (Espinosa-Andrews et al. 2010). Los
valores resultantes se registraron utilizando un medidor de pH (Hana instrumentos pH

211 Microprocesador pH Meter, USA).

6.3.3 Capacidad emulsionante

El emulsionante fue mezclado en una concentracion de 10% (productos de los métodos
Nag, Sa, AGsy, y MGy, muestras con alto rendimiento) con sal (1.59%), azticar (1.06%)
y agua (11%). Después el vinagre (3.17%) fue agregado y mantenido en agitacion
constante a 300 rpm en el agitador (IKA Eurostar 60 digital, Wilmington, Estados
Unidos de América). La prueba termina cuando no es posible integrar mas aceite y se
observa una capa del mismo en la superficie (McClements 2005). Los valores se

estimaron en porcentaje de aceite emulsionado.

6.3.4 Capacidad gelificante

Se prepararon soluciones al 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 y 16% w/v de cada muestra (Nag, Sa.
AG3y y MGsy,). Posteriormente se calentaron por 1 hora en bafio de agua a 100 °C, y
después de ese tiempo se enfriaron con agua. Posteriormente se colocaron en
refrigeracion a 6 °C por 2 horas. Finalmente se invirtieron los tubos de prueba, se

observaron y se registraron los resultados de acuerdo a la Tabla 3 (Siddiq et al. 2010).
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Tabla 3. Interpretacion de resultados de capacidad gelificante.

Resultados Interpretacion

+ La muestra se desliza por las paredes del tubo. Gelificacién completa

- La muestra no se desliza por las paredes del tubo. No hay gelificacion

[+

Gelificacion irregular

6.3.5 Analisis microestructural

La topologia se analiz6 empleando microscopia electronica de barrido (SEM) con la
metodologia reportada por Valverde et al. (2016). Las muestras fueron analizadas
empleando microscopia electronica de barrido (SEM) y fueron fijadas en 3% de
glutaraldehido en 25 mM de buffer de fosfatos. Después de eso, la muestra fue
deshidratada en soluciones de etanol al 20, 40, 60, 80 y 100%, y soluciones de acetona
20, 40, 60, 80 y 100%. Finalmente fueron deshidratadas en un desecador al vacio. Los
fragmentos de las fracciones secas fueron colocados en tiras de aluminio SEM y se
recubieron con oro-paladio. El microscopio utilizado fue JEOL JSM-6490LV(JEOL,
Tokyo, Japan), empleando un voltaje de 5 kV.
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6.4 Elaboracion de emulsiones sin utilizar yema de huevo empleando harinas

vegetales.
6.4.1 Analisis bromatologico de las harinas

Se analiz6 el contenido de humedad, proteina, grasa, cenizas y fibra cruda de acuerdo
con los métodos AOAC 934.06, 920.152, 945.16, 940.26 y 962.09, respectivamente a las
harinas de quinoa, amaranto y chicharo (AOAC 1998).

6.4.2 Capacidad emulsionante de harinas

El emulsionante fue mezclado en una concentracion de 10% (harinas de quinoa,
amaranto y chicharo) con sal (1.59%), aztcar (1.06%) y agua (11%). Después el vinagre
(3.17%) fue agregado y mantenido en agitacion constante a 300 rpm en el agitador (IKA
Eurostar 60 digital). La prueba termina cuando no es posible integrar mas aceite y se
observa una capa del mismo en la superficie (McClements 2005). Los valores se

estimaron en porcentaje de aceite emulsionado.
6.4.3 Elaboracion de emulsiones empleando harinas

Primero se mezclaron los emulsionantes (yema ¢ harina vegetal) en la propela IKA
Eurostar 60 digital (Wilmington, Estados Unidos de América) a 500 rpm con agua,
posteriormente se agregaron: goma xantana, azlcar, vinagre y sal, y finalmente se
agregd el aceite a flujo constante. La mezcla se homogeniz6 en el equipo IKA T50
digital Ultra Turrax (Wilmington, Estados Unidos de América) por 2 minutos a 3,000

rpm y 3 minutos a 5,000 rpm. Las formulaciones se muestran en la Tabla 4.
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Tabla 4. Formulaciones de aderezos sin yema de huevo.

Ingredientes ADCtrl ADQuinoa ADAmaranto ADChicharo
Agua 27.31 27.31 27.31 27.31
Yema de huevo 3 -

Harina de quinoa  ----—---- 3 e e
Harina de 3 s
amaranto

Harina de 3
chicharo

Aceite 50 50 50 50
Goma xantana 0.292 0.292 0.292 0.292
Vinagre 11.5 11.5 11.5 11.5
Sal 1.15 1.15 1.15 1.15
Azucar 5.75 5.75 5.75 5.75
TOTAL 100 100 100 100

AD Ctrl=Aderezo control, AD Quinoa= Aderezo de quinoa, AD Amaranto= AD Amaranto,
AD Chicharo= Aderezo de chicharo.

6.4.4 Estabilidad fisica

Tasa de coalescecncia

La distribucion del tamafio de particula de las emulsiones, fue monitoreada con el
equipo Malvern Mastersizer 3000 (Malvern Instruments, Ltd, Worcestershire, UK)
usando la unidad Hydro LV con agua como dispersante. Los datos de intensidad de
dispersion angular del analizador para calcular el tamafio de las particulas que crean el

patron de dispersion utilizando la teroria de Mie de la dispersion de la luz. El software
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calcula la distribucion de particulas de tamafo [D (3,2)]. Las propiedades Opticas de la

muestra fueron definidas como sigue: indice de refraccion 1.460 y de absorcion 0.100.

La tasa de coalescencia presenta una cinética de primer orden (Sherman 1969; Ye et al.

2004) y se expresa con la formula:

Donde: N, es la concentracion en nimero de gotas al tiempo ¢, Ny es la concentracion en
nimero de las gotas recién formadas (tiempo=0), y K. es la constante de velocidad, que
estéd relacionada con la probabilidad de que la pelicula interfacial se rompa en el tiempo ¢
(Sherman 1969). El volumen de las gotas de la emulsion permanece constante cuando no
hay liberacion de aceite en la emulsion. La relacion entre el nimero de gotas de la
emulsion, &, y el didmetro de gota promedio medido en volumen, dso, esta dado por:

4 <d30

2
§7T T) N = constante

El numero relativo de gotas de emulsion puede obtenerse con la siguiente expresion

(Sherman 1969; Ye et al. 2004).

ﬂt_ _ (d30t:0)
NO (d30t:t)

Si la gréafica In(NV/Ny) vs t para la emulsion da una linea recta, entonces la pendiente es

K..
Indice de cremado

Las emulsiones se almacenaron en tubos de ensayo, llenando hasta 8 cm cada uno y se
monitored ésta altura durante un mes. Este ensayo permite ver de manera visual el
comportamiento de la emulsion con el tiempo de almacenamiento. Para calcularlo se

empleo la siguiente formula:

Indice de cremado = (Hi/H3) *100
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Donde:

H;: Altura de capa opaca

Hs: Altura total

La emulsion mas estable es la mas cercano a cero.
6.4.5 Potencial zeta

El potencial zeta se determind usando un equipo de dispersion de luz electroforética
Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments, Ltd, Worcestershire, Reino Unido). Las
mediciones se llevaron a cabo utilizando una dip cell (ZEN1002, Malvern Instrument) a
25°C usando las soluciones diluidas. El potencial zeta es relacionado con la velocidad
que las gotas de la emulsion migran a través del campo electroforético. El software
convierte las mediciones de movilidad electroforética en valores de potencial zeta
usando el modelo de Smoluchowsky. El potencial zeta de las soluciones de yema de
huevo/soluciones de polisacaridos a diferentes pH fue medido con el método de
Navidghasemizad et al. (2015). Se diluyeron 0.1g de muestra a un volumen final de 20
ml usando agua destilada y el pH fue ajustado a valores de 2 ,3 4,5 ,6,7 .8 .9y 10
usando 0.1M de HCI o 0.1M de NaOH para ajustar el pH. El potencial zeta se calcul6 a
partir del promedio de tres mediciones en la emulsion diluida, y los resultados se

reportaron como la media y la desviacion estandar (Onsaard et al. 2000).

6.4.6 Curvas de flujo de emulsiones

Se obtuvieron las curvas de flujo y la viscosidad de las emulsiones desarrolladas
compardndolas con un aderezo comercial (marca McCormick) en funcion de la tasa de
corte (1 a 100 s™) utilizando una prueba rotacional con un reémetro ReolabQC y una

geometria CC27 a una temperatura de 25°C.
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6.4.7 Analisis sensorial

Prueba de ordenamiento

Se realiz6 una prueba de ordenamiento tipo afectiva para conocer la preferencia de las
muestras de aderezo de amaranto, chicharo y quinoa, a un panel no entrenado de 59
jueces en el Laboratorio de Alimentos de la FCB donde se cuenta con una buena
iluminacion y se minimiz6 la influencia de estimulos externos en los juicios emitidos. El
panel estuvo conformado por 32% hombres y 68% mujeres entre 19 — 24 anos de edad
alumnos de esta misma Facultad. Se pidi6 a los jueces que calificaran las muestras
codificadas de acuerdo a su sabor, siendo 1 el aderezo preferido, 2 intermedio y el 3
como el menos preferido, teniendo asi el aderezo de mayor preferencia menor

puntuacién y el de menor preferencia una mayor puntuacion.

Prueba de nivel de agrado

Se realiz6 una prueba afectiva de nivel de agrado, para medir el grado de satisfaccion de
las tres muestras evaluadas en la prueba de ordenamiento, a un panel no entrenado de 81
jueces en el Laboratorio de Alimentos de la FCB, la edad promedio de los jueces fue de
19 a 21 afios dentro de los cuales fueron el 35% hombres y 65% mujeres. Cada juez
evalu6 el aspecto, olor, sabor y textura para cada muestra en una recta de 10 cm para
cada atributo, cuyos extremos se etiquetaron con “No me gusta nada” y “me gusta
mucho”. Las muestras fueron codificadas de la siguiente manera: 198 (aderezo de
quinoa), 427 (aderezo de chicharo) y 350 (aderezo de amaranto), el orden de
presentacion de las mismas fue balanceado y presentado en vasos desechables de 25 ml

transparentes y como acarreador galletas saladas.
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6. 5 Elaboracion de aderezos reducidos en grasa utilizando almidon de camote
6.5.1 Extracciéon y caracterizacion del almidon de camote

Para la extraccion del almidon se utilizé camote (I[pomoea batatas) (Figura 8) el cual se
lavd, peld y posteriormente se cortd en cubos, para después mezclar con tres volimenes
de agua destilada y se virtié en una licuadora (Osterizer, Mexico®) por 5 min a maxima
velocidad, a continuacién la suspension se centrifugd a 1,500 rpm/ 5 min y después se
decantd, el residuo sobrante se volvid a licuar con dos volimenes de agua y
posteriormente se dejo reposar 60min y se decantd, el sedimento se volvio a licuar
durante un minuto a maxima velocidad para después dejar reposar 60min.
Posteriormente el sedimento se filtr6 a través de un tamiz (Manitox, Mexico®) de
105um de apertura de malla. Los solidos remantes fueron eliminados y el filtrado se
lavd hasta que el agua del lavado estuvo translucida, lo cual indicd que el almidén fue
extraido. Posteriormente la fraccion con almidon se seco en una estufa (Riossa Digital,
M¢éxico®) a 40°C por 24 h y después fue almacenado en contenedores de color dmbar

(Ganga y Corke 1999).

[

S

Figura 8. Camote ([pomoea batatas)

6.5.2 Analisis bromatologico

Se analiz6 el contenido de humedad, proteina, grasa, cenizas y fibra cruda de acuerdo
con los métodos AOAC 934.06, 920.152, 945.16, 940.26 y 962.09, respectivamente al
almidon de camote (AOAC 1998).
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6.5.3 Caracterizacion térmica

La determinacion de las temperaturas y entalpia de gelatinizacion se realizaron mediante
calorimetria diferencial de barrido (DSC), de acuerdo con el método de Hernandez et al,
(2008). Esto se realiz6 en un equipo TA Instruments (DSC Q-2000, Crawley, UK) 2mg
de muestra se colocaron en las celdas de aluminio para DSC, y se les adicion6 10 pL de
agua destilada, las celdas se sellaron y se mantuvieron en equilibrio por 1 h.
Posteriormente se sometieron a un barrido con una velocidad de calentamiento de
10°C/min, desde 30 a 120°C. Una celda vacia se us6 como referencia para todas las
mediciones. Como resultado se obtuvieron los termogramas en los cuales se observa una
grafica del flujo de calor (eje Y) contra la temperatura (eje X), estos se analizaron con el
software Universal Analysis, para obtener la temperatura pico de gelatinizacion (Tp) y la

entalpia de gelatinizacion (AH).

6.5.4 Gelatinizacion del almidon de camote

Al aumentar la temperatura del almidon en presencia de agua sufre un proceso que se
llama gelatinizacion, es la disrupcion del orden molecular dentro del granulo, el
incremento del granulo normalmente es un 9.1%. Este método es basado en la
temperatura de gelatinizacion del almidon de camote tedricamente, la cual abarca un
intervalo entre 70-78°C (Hernandez et al. 2008). El almidon en presencia de agua sera
calentado hasta lograr tener una apariencia de gel, la cual debe estar dentro del intervalo

antes mencionado, posteriormente sera enfriado y utilizado para formar la emulsion.
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6.5.5 Formulaciones de emulsiones reducidas en grasa

Primero se calent6 el almidon con el agua a 78°C para formar el gel, posteriormente en
la propela IKA Eurostar 60 digital se agregaron el complejo reducido en colesterol de
yema:goma de mezquite, GM3y, azucar, vinagre y sal, se mezclarona a 500 rpm y
finalmente se agrego el aceite a flujo constante. La mezcla se homogenizo6 en el equipo
IKA T50 digital UltraTurrax por 2 min a 3,000 rpm y 3 min a 5,000 rpm. Las

formulaciones se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Formulaciones de aderezos con almidon de camote

Ingredientes F1 F2 F3 F4
Agua 38.4 36.4 36.7 38.7
Complejo GM3., 4 4 4 4
Aceite 45 45 45 45
Almidon 2 4 4 2
Vinagre 4.7 4.7 4.7 4.7
Sal 1.4 1.4 1.4 1.4
Azucar 4.2 4.2 4.2 4.2
Goma xantana 0.3 0.3 0 0
TOTAL 100 100 100 100

6.5.6 Estabilidad fisica

Se realizaron los andlisis de indice de cremado y la medicion de la tasa de coalescencia
como se describe en las secciones: 6.4.4 para las emulsiones elaboradoras con harinas

vegetales.
6.5.7 Curvas de flujo

Se realizaron las curvas de flujo como se describe en la seccion 6.4.5 para las
emulsiones desarrolladas comparandolas con un aderezo comercial (Hellmann's light)

elaboradoras con harinas vegetales.
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6.5.8 Analisis sensorial

Prueba definitiva

Se realizo6 la prueba de nivel de agrado como se menciona en la seccion 6.4.7, afiadiendo
la muestra 609 (aderezo con almidon de camote). Los resultados de la prueba hedoénica
se analizaron mediante ANOVA y como post-anova se empled la prueba de Tukey, con

un o= 0.05. Los atributos evaluados fueron: aspecto, olor, sabor y textura.

6.6 Analisis estadistico

Todas las mediciones fueron realizadas por triplicado usando anélisis ANOVA con un
valor de confianza del 95% (p<0.05) usando un software SPSS 20. Para determinar la
significancia estadistica, para analizar las diferencias entre los valores se utiliz6 un

analisis de varianza de una sola via y la prueba de Tukey.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1.1 Reduccion de colesterol en la yema

Se cuantifico la reduccion de colesterol obtenida por los diferentes tratamientos,
encontrando que existieron diferencias significativas (p<0.05) entre tratamientos. En
orden de porcentaje de reduccion de colesterol de los diferentes métodos usados para
remover el colesterol de menor a mayor fueron: Nag < Sy < AG < MG, los cuales se
presentan en la Tabla 6. El colesterol eliminado con el método Nag fue de 51.43%, la
ventaja reportada por los autores es que el método Nag con disolvente i6nico contiene
una menor cantidad de fosfolipidos que la yema. La remocién de colesterol con el

método Nag fue de 25.5% menos que lo reportado por Laca et al. (2010).

Tabla 6. Remocion de colesterol

Método | % de remocion de colesterol
Nag 51.43+1.86°
AGs; 93.26 +0.55 ®
AGsy, 83.85+3.80 €
AGgy 89.93+2.31°
MGy, 97.24+1.81°
MGy, 96.68+1.01 *
MGi gy 96.60 +2.04 *
Sa 64.15+1.29¢

Nota: Diferentes letras dentro de la columna son significativamente diferentes (p < 0.05).

El método S en el cual el colesterol fue removido con acetona, lo disminuy6 a un
64.15%, Warren et al. (1988) us6 hexano y removi6 un 65.77% de colesterol y Froning
et al. (1990) us6 didxido de carbono supercritico a 306 atm/45°C y redujo 34.45%. Su et
al. (2015) uso un método para el fraccionamiento de los fosfolipidos de la yema,
triacilglicerol y colesterol combindndolos con la extraccion de etanol, baja temperatura

de cristalizacion y atrapamiento con -CD, juntos removieron un 94.22% de colesterol,
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es un método que tiene un largo proceso y toma tiempo. En el método Nag el pH fue de
6.7 y redujo 51.43%, Laca et al. (2010) redujeron 76.91% y Borges et al. (1996) lo
removieron en valores de 62.2% y 65.7%. Los cuales son valores similares a los

obtenidos en esta investigacion.

En el método usando goma ardbiga AGje, AGsy, AGiow, la remocion de colesterol fue
93.26%, 83.85% y 89.93%, respectivamente. La estructura de la goma arabiga es un
heteropolosacarido ramificado compuesto de D-galactosa (~40%), L-arabinosa (~24%),
L-ramnosa (~13%) y dos acidos urdnicos responsables de la naturaleza polianionica de
la goma, acido D-glucurénico (~21%) y 4cido 4-O-metil-D-glucurénico (~2%) (Islam et
al. 1997). Es posible que éstos acidos y la goma de mezquite interactiien con los acidos
grasos de la yema y los encapsulen, dejando libre el colesterol. La goma arabiga se ha
usado como agente quelante para extraer colesterol debido a su capacidad de formar

compuestos insolubles en agua (Garcia et al. 2007).

En el método MG, con goma de mezquite se obtuvo una alta reduccién de colesterol
(p<0.05); obteniendo para la goma de mezquite MG, MG3y, y MGy, una extraccion
de colesterol de 97.24%. 96.68% y 96.60% respectivamente. Se considera a la goma de
mezquite un AGP (polisacarido unido covalentemente a proteina), el componente
polisacarido es una columna vertebral de unidades de D-galactosa, L-arabinosa, acido-
D-glucurdnico y 4-O-acido metil glucurdnico. Debido a que se forma una estructura
ramificada, proporciona una alta solubilidad en agua (White, 1946, 1947a, b, 1948;
Cunnen y Smith, 1948a), es posible que éstos acidos interactiien con los &cidos grasos de

la yema y los encapsulen, dejando libre el colesterol.

7.1.2 Potencial zeta

La interaccion entre biopolimeros puede ser segregante como la repulsion estérica o
asociativa como las atracciones hidrofobicas y puentes hidrogeno (De Kruif y Tuinier
2001). La interaccion electrostatica es la fuerza mas comln para la formacion de

complejos (Samant et al. 1993). La carga de los biopolimeros y proteinas es afectada por
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el pH. En el presente trabajo, la influencia del pH en el potencial zeta ({) de la yema de

huevo, goma de mezquite, AGsy, y GM3y, fue estudiado en un rango de pH de 2-10.

El potencial zeta de la yema de huevo fue positivo a valores de pH 2 a 3(+15.46mV y
+13.89mV, respectivamente), mientras que fue negativo a pH de 5 y arriba (Figura 9),
esto es similar reportado por Navidghasemizad et al. (2015) quienes obtuvieron valores
de 10.4 mV a pH3, y a pH 6 y mayores el potencial zeta fue negativo. El pl de la yema
de huevo fue a pH 4.6, a éste pH el potencial zeta de la goma de mezquite fue de
-14.8 mV y para la goma ardbiga de -16 mV, ésta carga opuesta entre la yema de huevo

y los biopolimeros permite la formacion del complejo.

La goma de mezquite tiene valores de -2.25mV a -24.61mV, debido a la disociacion de

las unidades de 4cido glucurénico presentes en el polimero, similar a la de la goma

arabiga (Sarika et al. 2015).

El AGsy, mostrd potencial zeta positivo (+ 6.74mV y + 11.77mV, respectivamente) a pH
2-3, el pl fue de pH 3.7, y en un rango de pH 4-10 el potencial zeta fue negativo (Figura
10). También se investigo el potencial zeta de MGsy, y tuvo un valor mas alto que AGsy,
a pH 2-3 el potencial zeta fue de (+16.26mV y +18.86mV, respectivamente), el pl fue de
3.9 y apH 4-10 el potencial zeta fue de (-1.97mV a -18.98mV, respectivamente).
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Figura 9. Potencial zeta de yema de huevo, goma de mezquite (MG) y goma arabiga (AG) .
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Figura 10. Potencial zeta de yema de huevo, AGse, y MGje,

7.1.3 Determinacion de miliequivalentes

Los grupos neutralizados permitieron la evaluacion de miliequivalentes de formas libres

de 4cido y sal. Se cuantificaron los grupos anionicos totales y el peso equivalente de
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policationes y complejos de yema, respectivamente. En funcién a la titulacion acido-
base, se determind el punto de equivalencia de las soluciones de yema, goma ardbiga y
goma de mezquite en el punto de inflexion de las curvas de titulacion (Figura 11). Los
miliequivalentes de NaOH y la inflexion del punto determinaron la concentracion de
grupos disociados en goma ardbiga y mezquite. Del mismo modo, la inflexién del punto
se obtuvo por yema de huevo. El NaOH se disocia produciendo contraiones, estos son
capaces de interactuar separadamente con el ion residual reactivo de la goma ardbiga,
goma de mezquite y la yema de huevo. Ambas soluciones conteniendo particulas
coloidales altamente cargadas (Avadi et al. 2010). En base a nuestros datos se
neutralizaron goma ardbiga, goma de mezquite y yema con miliequivalentes por gramo
(mEq / g) en base seca; 0.354 para goma arabiga, 0.424 goma mezquite, los valores para
goma arabiga fueron similares a los reportados por Espinosa-Andrews (2010) y 0.072
yema de huevo, respectivamente. La cantidad requerida de equivalente de yema y goma
arabiga en base a miliequivalentes de NaOH fue de 5 g de yema por gramo de goma
ardbiga y de 5.9 g de yema por gramo de mezquite. Los valores de goma de mezquite
fueron 19.8% mas efectivos que la goma ardbiga. La macromolécula de goma de
mezquite contiene mas grupos reactivos que la goma ardbiga. En base a las relaciones de
masa calculadas, se formaron complejos con 1%, 3% y 10% de ambos. Estos valores, se
usaron para obtener las microestructuras de los complejos de proteina-quelantes

anionicos.
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Figura 11. Titulacién potenciométrica de yema de huevo (a), goma arabiga (b) y goma de mezquite (c).

7.1.4 Tamaiio de particula

Para Nag la medicién del tamafo de particula estd dentro del rango reportado por
(Strixner y Kulozik 2013), ellos obtuvieron un rango de tamafio de particula de 0.8 a 9
um (Tabla 7). En los tratamientos AG y MG se observa un tamafio grande de particula,
esto es debido a la formacidon de un complejo entre el agente quelante (goma arabiga o

goma de mezquite) y la fraccion de lipoproteina de la yema de huevo (Hsieh et al. 1994).

54



Tabla 7. Tamafio de particula de complejos.

Método D@3y (um)
Nag 1.28+0.005"
AGy, 1.61+0.012°¢
AGsy, 2.40+ 0.006°
AGiv, 4.64+0.032°
MG, 2.1540.015°¢
MGay, 1.8+0.010¢
MG g% 1.24 +0.006 ¢
Sa 2.13 40.006 ¢
Yema 00—

7.1.5 Capacidad emulsionante

Con frecuencia se han investigado las proteinas, polisacaridos y surfactantes con
mejores propiedades emulsionantes. Se sabe que sus propiedades emulsionantes
funcionan en casos especificos. Por lo que se determin6 la propiedad emulsionante de

los productos de los diferentes tratamientos.

Como se muestra en la Tabla 8, al comparar la capacidad emulsionante de los métodos
discutidos, la yema de huevo soporta el mayor porcentaje de aceite, seguida por el Nag,
lo cual es similar a lo obtenido por Laca et al. (2010). En el AGsy, se obtuvo una menor
capacidad emulsionante que el Nag, esto debido a que al usar goma arabiga hay una
pérdida del 66% de las proteinas, las cuales son responsables de la capacidad
emulsionante de la yema junto con los lipidos (Garcia et al. 2007). Para el complejo de
yema de huevo con goma de mezquite (MGsy) la capacidad emulsionante fue de
62.95%, el etanol empleado en los complejos de biopolimeros disuelve los fosfolipidos y
el colesterol pero no la grasa, lo que lo hace un solvente ideal para éstas extracciones. Se

forma una monocapa de agua que previene la desnaturalizacion de la proteina (Beyer
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1991) y con el S fue de 72.33%. Los productos de Nag pueden ser usados en productos
como muffins (Marcet et al. 2015) y aderezos (Laca 2010).

Tabla 8. Resultados de capacidad emulsionante.

Tratamiento % de aceite

Yema 85.06+0.018"
Nag 79.52+ 0.023°
AG3y, 63.57+ 0.052¢
MG, 62.95+ 0.032¢
Sa 72.33+ 0.022°

*La capacidad emulsionante fue realizada solamente
en las muestras con alto rendimiento.

7.1.6 Capacidad gelificante

La formacion de geles resulta del equilibrio entre interacciones de repulsion
electrostatica y las de atraccion de Van der Waals. La gelificacion permite la formacion
de estructuras continuas mas o menos ordenadas. En general, los geles presentan un
comportamiento de solidos con cierto grado de elasticidad. Cuando estan implicadas
fuerzas de Van der Waals 6 de London, el gel es inestable y variard con la agitacion
mecénica. Cuando estan presentes los puentes de hidrogeno, el gel puede transformarse
reversiblemente en solucion, por calentamiento. Los enlaces covalentes dan una alta

estabilidad al gel (Bourgeois y Le Roux 1986).

La gelificacion se presenta al aumentar la temperatura, al reaccionar las proteinas con el
agua, existiendo una separacion de las proteinas, siendo insolubles por la formacion de
enlaces entre hidrégenos y grupos sulfuro hidrofobicos. La yema comienza a espesarse a

65°C y deja de ser fluida a partir de los 70°C. Se presenta pérdida en la solubilidad, es
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decir cambios en el fluido, al estado "solido" (gel) o semisolido (espesamiento)

(Pomeranz 1978).

Se evaluaron las soluciones del 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 y 16% w/v de cada tratamiento
(Nag, AGsy, MGse, Sa) de acuerdo a la metodologia de Siddiq et al. (2010). El mejor
gel que se formo6 fue con el tratamiento de Nag, debido a su composicion en base seca de

64% de proteinas lo cual favorece la formacion del gel (Tabla 9).

La goma de mezquite contiene una pequena fraccion de proteina (2.7 + 0.06%) ligada a
la parte central de la estructura primaria de carbohidratos (Pérez et al. 2011), lo cual se

puede relacionar con que presente capacidad gelificante al 14 y 16%.

Tabla 9. Resultados de capacidad gelificante.

MG;3o,

‘ Tratamiento ‘ Nag ‘ AGs3o,
Concentracion
2%

4%

6%

8%

10%

12%

14%

16% +

No hay gelificacion (-), gelificacion com}leta (+), o gelificacion parcial (+)

S E T T P

4+ I+
+it I+ I+ I+
I+ 4+

+

7.1.7 Analisis microestructural

La Figura 12 presenta las micrografias de los diferentes tratamientos, primero de los
granulos (Nag) que presentan estructuras irregulares con pequenos agregados
probablemente son complejos HDL- fosvitina unidos a puentes fosfocalcicos entre los
grupos fosfato (Huopalathi et al. 2007). La microestructura de los tratamientos con goma
arabiga (AG) muestra pequenios agregados, debido a la interaccion del biopolimero,
probablemente de los grupos carboxilo con las lipoproteinas de la yema. En las

micrografias de los diferentes tratamientos, los tratamientos con goma de mezquite
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(GM) muestran estructuras esféricas con tamafios de 2 a 3 pum que probablemente
corresponden a la interaccion de proteinas de arabinogalactano (AGP) en goma de

mezquite y la interaccion con lipoproteinas de yema de huevo (Lopez et al. 2006).

Las micrografias de yema de huevo muestran una estructura irregular porque es un
sistema complejo con muchas particulas en suspension en un fluido que contiene
proteinas. Las micrografias de yema de huevo con acetona (Sp) muestran estructuras

irregulares con pequefios agregados.

20kV  X5,000 5pm UANL lic 20kV_ X5,000  5ym UANL lIC

20KV X5,000  Spm UANL IIC 20KV X5,000 5ym UANL IIC

20kV  X5,000° 5pm~‘ UANL IIC ‘ 20kV  X5,000 | 5um UANL ll6

Figura 12. Micrografias: a) AGiy, b) AG3e,c) AGigy, d) GMey, €) GMay,f) GMiy, g) Nagy h)Sa.

20kV" " X5,000  5pm UANLIIC 20V X5,500 2|J_m UANLIIC

7.2 Elaboracion de emulsiones sin utilizar yema de huevo, sustituida empleando
harinas vegetales

7.2.1 Analisis bromatologico de harinas vegetales

Se realizo el analisis bromatologico de las harinas de quinoa, amaranto y chicharo y en

la Tabla 10 se presentan los resultados:
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Tabla 10. Analisis bromatolégico de harinas vegetales.

Analisis Harina de Harina de quinoa  Harina de

chicharo (g/ 100g) (g/ 100g) amaranto

(2/100g)

Humedad 7.37+ 0.31° 6.38+0.36" 7.18+0.10°
Grasa 0.014+0.001° 0.06+ 0.00° 0.37+ 0.00°
Ceniza 2.72+0.013° 2.96+ 0.04" 1.54+0.02°
Fibra 0.18+ 0.02° 0.02 +0.00° 0.01+0.00°
Proteina 20.07 +0.037* 10.9+0.35° 11.28+0.37°
Extracto Libre de 77.02+0.037° 86.06+ 0.39° 87.13 +0.36"
Nitrégeno

La harina que posee significativamente mayor porcentaje de proteina es la de chicharo,
éste resultado coincide con lo reportado por Aluko, Mofolasayo y Watts (2009), quienes
reportan 20-30% de proteina. Ademas la proteina de chicharo posee un perfil balanceado
de aminoacidos y es una excelente fuente de lisina (Schneider y Lacampagne 2000). La
cantidad de proteina presente en la harina de quinoa es similar a lo reportado por

Nascimento et al. (2014) de 12.10g/100g y para el amaranto de 13.4g/100g.

7.2.2 Capacidad emulsionante de harinas vegetales

Como se muestra en la Tabla 11, se observan diferencias significativas entre la harina de
amaranto comparadas con la de chicharo y quinoa. El porcentaje de aceite que pueden
integrar se encuentra cercano al 60%. El Codex Alimentarius (1995) establece que
cuando una emulsion contiene menos del 50% de aceite se le denomina aderezo, y que
cuando presenta un porcentaje mayor de 65% y hasta el 80% se le denomina mayonesa.

Por lo anterior se decidi6é formular aderezos empleando éstas harinas vegetales.
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Tabla 11. Capacidad emulsionante de harinas vegetales.

Harina % de aceite
Quinoa 63.28+0.57"
Amaranto 65.73+0.78"
Chicharo 63.77+0.45"

7.2.3 Curvas de flujo de emulsiones

La viscosidad es la medida de la resistencia de un fluido a deformarse. Los fluidos se
clasifican en newtonianos y no newtonianos. Los no newtonianos son aquellos en los
que la relacion entre el esfuerzo cortante y la deformacion no es lineal, dentro de los
fluidos no newtonianos se encuentran los fluidos pseudoplésticos, cuyo comportamiento

estd explicado por la ley de potencia:
oc=Ky"
K = indice de consistencia (Pa s")
y= Velocidad de corte (s™)

n =indice de flujo, si n<l es pseudopléstico
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Figura 13. Curvas de flujo de los aderezos.

Tabla 12. Valores de coeficiente de consistencia "K" e indice de flujo "n" de las formulaciones
desarrolladas.

Formulacién K (Pa-s") n

AD comercial 14.29 +0.89° 0.2395 +0.02°
AD Ctrl 12.46 + 0.932™ 0.4833 + 0.02¢
AD Quinoa 10.75 + 0.48? 0.5193 £0.01°
AD Amaranto 13.94+0.51° 0.3309 £ 0.01°
AD Chicharo 1331 £0.71% 0.3030 +0.01°

En la Figura 13 se observa que todos los aderezos se comportan de acuerdo a la ley de
potencia, ademads el aderezo con harina de amaranto tiene un comportamiento similar al
aderezo comercial. Al analizar el valor del coeficiente de consistencia (Tabla 12), no se
observaron diferencias significativas entre los aderezos de chicharo, amaranto, quinoa y
comercial, esto indica caracteristicas viscosas mas pronunciadas lo cual corresponde a
una estructura de red mas fuerte (Zhen y Boye 2012). Para el indice de flujo no se
observaron diferencias significativas entre el aderezo comercial (marca McCormick) y el

de amaranto. Entre mayor sea el valor en un aderezo para ensaladas representa una
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disminucién en la pseudoplasticidad, lo que significa que hay menos entrecruzamientos

presentes en la muestra (Zhen y Boye 2012).

7.2.4 Cinética de coalescencia

Las emulsiones son sistemas altamente dindmicos en los que las gotas se mueven
continuamente y con frecuencia colisionan entre si, por ejemplo, debido al movimiento

browniano, la gravedad o las fuerzas mecanicas aplicadas (McClements 2016).

Se analiz6 la cinética de coalescencia para las diferentes formulaciones (Tabla 13).

Tabla 13. Tasa de coalescencia para las formulaciones desarrolladas.

Formulacion K. (s'l)

AD Comercial -2x107°¢
AD Ctrl 133x107°
AD Quinoa 33x10™®

AD Amaranto 522x107%
AD Chicharo  6x 10®°

Las formulaciones AD Comercial, AD Ctrl y AD Amaranto son estables debido a que
poseen una tasa de coalescencia dentro del rango de (1x10°- 1x 10”) como se presenta
en la Tabla 13, y las formulaciones AD Chicharo y AD Quinoa son muy estables ya que

se encuentran en el rango de (1x 10®- 1x 10”%) (Sherman 1969).

7.2.5 Potencial zeta

El potencial-C es el potencial entre la capa liquida seguida de la superficie (fuertemente
unida a la particula) y la fase continua. El valor numérico de potencial puede
relacionarse con la estabilidad de las emulsiones. Emulsiones con alto potencial
(superior a 30 mV o inferior a -30 mV) se estabilizan electrostaticamente, mientras que

emulsiones con bajo potencial tienden a coagular o flocular (Wang et al. 2011).
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En la Tabla 14 se muestra el potencial-{ de las soluciones al 3% de las harinas de
amaranto, quinoa y chicharo, todas las harinas presentaron un potencial zeta negativo, la
harina de amaranto present6 diferencias significativas contra la harina de chicharo y la
harina de quinoa. El potencial zeta de la harina de amaranto coincide con lo reportado

por Polanco (2017).

Todos los aderezos presentaron un potencial negativo, el AD Ctrl obtuvo el potencial
mas negativo (-24.94 mV) y el AD Amaranto presentd el potencial menos negativo (-

15.62 mV) como se muestra en la Tabla 15.

Tabla 14. Potencial-{ de harinas.

Muestra Potencial-{

(mV)
Quinoa -17.32+0.18°
Amaranto -1529+0.17°
Chicharo -17.35+0.10°

Tabla 15. Potencial-{ de los aderezos.

Formulacion Potencial-C
(mV)

AD Ctrl -24.94 + 3.60°

AD Quinoa -17.37+3.41°

AD Amaranto  -15.62 +0.98°
AD Chicharo -17.34 £ 0.59°

De acuerdo Cano et al. (2018) la estabilidad de las emulsiones desarrolladas fue AD Ctrl
moderadamente estable, AD Quinoa, AD Amaranto y AD Chicharo fueron
relativamente estables; de acuerdo con la teoria de Derjaguin, Landau, Verwey y
Overbeek (DLVO) la estabilidad de las particulas depende de la suma de las fuerzas
atractivas de Van Der Waals y las fuerzas de repulsion electrostatica causadas por la

doble capa eléctrica. El potencial zeta brinda informacion de las fuerzas electrostaticas
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repulsivas, no considera las fuerzas atractivas de Van Der Waals, y por lo tanto es
comin encontrar sistemas estables con bajos valores absolutos de potencial zeta y

viceversa.

7.2.6 Indice de cremado

Otro factor importante para conocer la estabilidad de las emulsiones es el indice de

cremado, en la Figura 14 se presentan los resultados.

)

0.7 b

0.66 0.63b
0.6 0.56
0.5

0.4 0.36°
03 4 0.262

0.2
0.1
0

(1]

~

Indice de cremado (9

AD AD Ctrl  AD Quinoa AD AD
Comercial Amaranto Chicharo

Figura 14. Grafica de indice de cremado de las emulsiones.

El AD Comercial y el AD Chicharo presentaron el menor indice de cremado (p<0.05),
seguido de AD Ctrl, AD Quinoa y AD Amaranto, lo cual se puede relacionar con la tasa

de coalescencia la cual muestra que son emulsiones estables.

7.3 Pruebas sensoriales
7.3.1 Prueba de ordenamiento

La prueba de ordenamiento tipo afectiva consiste en acomodar las muestras de acuerdo
acuerdo a la preferencia de los consumidores sin preocuparse por la magnitud de la
diferencia. En éste caso, en base a las hojas de respuestas presentadas a los jueces no
entrenados, el aderezo mas preferido es el de menor puntuacion y el menos preferido el

de mayor puntuacion. Se realizé una comparacion multiple mediante la suma de rangos

64



y el andlisis de datos ordinales mediante la prueba de Kramer, obteniendo los resultados

que se presentan en la Tabla 16.

Tabla 16. Resultados prueba de ordenamiento

Muestras AD AD AD
Amaranto Chicharo Quinoa
Suma de rangos 88" 141° 125°

a, b = suma de rango con distintos supraindices indican diferencia
significativa (p< 0.05)

Como se aprecia en la Tabla 16, el AD Amaranto fue el mas preferido estadisticamente

y no hubo diferencias significativas entre el AD Chicharo y el AD Quinoa.

La preferencia dirigida al AD Amaranto puede estar relacionado con las curvas de flujo,
en las que su comportamiento es similar al aderezo comercial, lo que muestra que su

consistencia es semejante.

7.3.2 Prueba de nivel de agrado

Se realiz6 la prueba de nivel de agrado de los aderezos desarrollados para conocer su
aceptacion por los consumidores.Los atributos evaluados fueron: aspecto, olor, sabor y

textura (Tabla 17).

Tabla 17. “Calificaciones (media +DS) de los atributos aspecto, olor, sabor y textura de las evaluaciones
sensoriales realizadas.

Atributo 198 (quinoa) 427 (chicharo) 350 (amaranto)
Aspecto 729 +2.79° 6.85 +2.76" 7.34 +2.36"
Olor 6.46 +2.61° 5.65+291° 6.80 +2.33°
Sabor 6.77 +2.89% 4.53 +3.36° 7.83 +2.50°
Textura 7.33 +2.89% 6.54 +3.06" 7.45 +2.29*
Apreciacion 6.94+2.81° 5.90+3.15° 7.36+2.39°
Global

a'y b = supraindices distintos indican diferencia significativa (p< 0.05)

Los jueces describen un agrado significativamente mayor en el olor y sabor de los
aderezos de amaranto y quinoa sobre el de chicharo. Para la textura y aspecto no hubo
diferencias significativas entre las formulaciones desarrolladas. En la apreciacion global

no se observaron diferencias significativas entre los aderezos de quinoa y amaranto.
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7.4 Elaboracion de aderezos reducidos en grasa utilizando almidon de camote

7.4.1 Analisis bromatologico del almidon de camote

En la Tabla 18 se muestran los resultados del andlisis bromatologico. Es posible apreciar
que el contenido de carbohidratos es similar a lo reportado por Herndndez et al. (2008)
de 98.93% para el camote. El porcentaje de proteina es menor a lo reportado por Guizar
et al. (2008) el cual presenta un valor de 0.67% para Dioscorea remotiflora, y menor
que el reportado por Hernandez et al. (2008) de 0.22% para el camote. El valor de ceniza
es mayor a lo obtenido por Guizar et al. 2008 de 0.73% presente en Dioscorea

sparsiflora.
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Tabla 18. Resultados de analisis bromatoldgico de almidéon de camote.

Analisis Almidon de camote (g/ 100g)
Humedad 0.07 +£0.00

Grasa 0.10+0.04

Ceniza 1.18 £ 0.42

Fibra 0+0.00

Proteina 0+0.00

Extracto Libre de 98.64 +£0.26

Nitrégeno

7.4.2 Rendimiento

El rendimiento de extraccion de almidon se presenta en la Tabla 19. El rendimiento fue
menor a lo reportado por Guizar et al. (2018), los cuales reportaron un redimiento de 12

a 18% para Dioscorea esculenta 'y Dioscorea alata respectivamente.

Tabla 19. Rendimiento de extraccion del almidon de camote.

Muestras Peso del camote  Almidon extraido (g) % de almidon
(®

1 37.61 1.53 4.07

2 37.8 1.26 3.33

3 37.68 1.32 3.5

Promedio 37.69 +0.08 1.37+0.12 3.63+0.31

67



7.4.3 Capacidad gelificante

Los resultados de la prueba de capacidad gelificante se muestran en la Tabla 20, se
observa que de un 2 a 8% hay una gelificacion parcial y del 10 al 16% hay una
gelificacion completa. Cuando se someten a calentamiento los granulos de almidon en
presencia de agua, sufren una transicion de orden-desorden, llamado gelatinizacion
(Jacobs y Delcour 1998; O'Brien y Wang 2008). A medida que aumenta la temperatura,
hay una mayor difusion de agua dentro del granulo, se produce una hidratacion
progresiva y la amilosa que se comporta como un disolvente de la amilopectina
comienza a lixiviar. Al llevarse a cabo el proceso de gelatinizacion hay una pérdida de la
birrefringencia y la cristalinidad, por la disociacion de las dobles hélices formadas por la

amilopectina y la amilosa (Martin y Lopez 2009).

Tabla 20. Capacidad gelificante del almidon de camote.

Concentracion Capacidad gelificante
2% +
4% +
6% +
8% +
10% +
12% +
14% +
16% +

No hay gelificacion (-), gelificacion completa (+), o gelificacion parcial (+)

7.4.4 Capacidad emulsionante

Se evalu6 la capacidad emulsionante del almidon de camote como se observa en la
Tabla 21, obteniéndose un 35.56%, por lo que puede ser usado para la elaboracion de
aderezos, la US Food and Drug Administration establece que los aderezos deben

contener al menos un 30% de aceite vegetal (USFDA 2012).
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Tabla 21. Capacidad emulsionante de almidon de camote.

Repeticion % de aceite
1 34.62
2 36.16
3 35.90
Promedio 35.56+ 0.82

7.4.5 Temperatura de gelatinizacion y entalpia

En la Tabla 22 se presentan los resultados de gelatinizacion y entalpia. La temperatura
de gelatinizacion es similar a la reportada por Osundahunsi et al. (2003) de 70.7°C . La
entalpia de gelatinizacion (AH) concuerda con lo reportado por Moorthy (2002) de
10.18 J/g y Osundahunsi et al. (2003) de 10.5 J/g. Los valores de entalpia menores estan

relacionados con mayores niveles de amilosa (Czuchajowska et al. 1998).

Tabla 22. Temperatura de gelatinizacion y entalpia de almidon de camote.

Parametro Experimental
Temperatura de 69.08°C
gelatinizacion

Entalpia de gelatinizacion 10.72 J/g
(AH)

7.4.6 Indice de cremado

Después de realizar las formulaciones de la Tabla 5 se determin6 el indice de cremado,
que nos permite analizar el comportamiento de la emulsion, entre mayor sean los valores
del indice de cremado mas inestable es la emulsion, en la Figura 16 se presentan los
resultados. Aunque solamente se observaron diferencias significativas entre el AD
Control y las formulaciones F1, F2, F3 y F4, la que presenté menor indice de cremado
fue la F3, es importante destacar que ésta formulacién solo posee almidon de camote
(4%) y no contiene goma xantana siendo la de menor indice de cremado (0.66 %),

seguida por la F2 que posee la misma cantidad de almidon y 0.3% de goma xantana
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que present6 un indice de cremado de (1.66%). Lo anterior se relaciona con lo reportado
por (Rahmati et al. 2014) quien menciona que si es agregado suficiente biopolimero a
una emulsioén con gotas cargadas de manera opuesta, puede saturar la superficie de las
gotas y formar un sistema estable, ya que las gotas estaran recubiertas con biopolimero.
A pH menor que el punto isoeléctrico, las proteinas estdn positivamente cargadas, el
punto isoeléctrico para la yema de huevo es de 5.3. Debido a la presencia de las
proteinas y las lipoproteinas de la yema, la molécula de xantana como una goma
anidnica, puede ser adsorbida en la interface a través de fuerzas electrostaticas

atractivas, que en consecuencia da una capa de recubrimiento mas gruesa.

147 12330
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2 10
£
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S
o 6
3 3.66°
2 4 == 1.66 2 2.333
E 2 _ 0_66a,l =
0 -
AD Control F1 F2 F3 F4

Figura 15. Grafica del indice de cremado de las emulsiones con almidon de camote.

7.4.7 Cinética de coalescencia

Se analizaron las formulaciones desarrolladas, todas se encuentran en el rango de muy
estable de (1x 10™® - 1x 10™) Tabla 23 (Sherman 1969). Para las muestras F1 y F2 se
puede observar un tamafio de particula menor. Rahmatti (et al 2014) menciona que en
muestras con alta concentracion de hidrocoloides se presenta un tamafio de particula
menor, en éste caso el almidon de camote, el complejo GM3e, y la goma xantana, esto se
debe a que el almidon al absorber agua forma una fase continua mas viscosa, lo que
limita los movimientos de las gotas de aceite. Por lo tanto las colisiones entre las gotas

disminuiran resultando en un tamafio més pequefio para gotas dispersas.

70



Tabla 23. Tasa de coalescencia de las formulaciones desarrolladas.

Formulacion K. (s'l)

AD Ctrl 2.87x 10
F1 233 x 10™
F2 -3.67 x 10™
F3 5x 10

F4 7 x107%

7.4.8 Curvas de flujo

En la Figura 17 y Tabla 24, podemos observar que las formulacions F1 y F2 tienen un
comportamiento similar al AD comercial (Hellmann’s light). Las formulaciones F1, F2 y
F3 no presentaron diferencias significativas en el coeficiente de consistencia (K) y el
indice de flujo (n). La alta viscosidad de las muestras que contienen el complejo GM3e,
goma xantana y almidén previene la floculacion de las gotas (F1 y F2) (Rahmati et. al.

2014).

Tabla 24. Valores de coeficiente de consistencia "K" e indice de flujo "n" de las formulaciones

desarrolladas.
Formulacién K (Pa-s") n
AD comercial 3.55+0.11° 0.2996+ 0.02°
F1 3.65+0.16° 0.2665+ 0.03"
F2 3.50+ 0.02° 0.2980+ 0.02*
F3 2.93+ 0.11° 0.3196+0.01°
F4 0.85+0.31° 0.5141+ 0.03°

En las formulaciones F3 y F4 no contienen goma xantana por lo tanto la viscosidad es
menor al aderezo comercial, presentando valores mayores del indice de flujo, que los
respectivos valores de F1 y F2, esto significa que su comportamiento se acerca un poco
mas al de un fluido newtoniano (n tiende a 1). La goma xantana incrementa la
viscosidad de la fase continua aumentando el comportamiento pseudopléstico (n tiende a
cero).

71



ETA
30,000

mPa-s -

26,000

AD Comercial

24,000 CC27/S-SN19690; d=0 mm

e % Viscosity

22,000+ 7
F1B

20,000 CC27/S-SN19690; d=0 mm

-

18,000+

- Viscosity

F2B
16,000+
CC27/S-SN19690; d=0 mm

7 14,000+ = % Viscosity
12,000
10,000
8,000+
6,000+
4,000

2,000+

f 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 1/s 100 ~n

/\—) Anton Paar

Shear Rate *

Anton Pasr GroH

Figura 16. Curvas de flujo de formulaciones con almidéon de camote comparandolos con féormula

comercial.

7.4.9 Prueba definitiva

Los resultados de la prueba heddnica se analizaron mediante ANOVA y como post-
anova se empled la prueba de Tukey, con un o= 0.05. Los atributos evaluados fueron:

aspecto, olor, sabor y textura (Tabla 25).
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Tabla 25. “Calificaciones (media +DS) de los atributos aspecto, olor, sabor y textura de las evaluaciones

sensoriales realizadas.

198 (quinoa) 427 (chicharo) 350 (amaranto)

Atributo 609 (camote)
Aspecto 4.82+3.33°
Olor 5.85+3.01°
Sabor 6.98 + 3.90°
Textura 3.82 +3.20
Apreciacion 5.37+3.57
Global

7.29 +2.79° 6.85 +2.76" 7.34 +2.36"
6.46 +2.61° 5.65+2.91° 6.80 +2.33°
6.77 +2.89° 4.53 +3.36" 7.83 +2.50°
7.33 +2.89° 6.54 + 3.06" 7.45 +2.29°
6.94+2.81° 5.90+3.15° 7.36+2.39*

a,b y c= supraindices distintos indican diferencia significativa (p< 0.05)

Los aderezos de quinoa, chicharo y amaranto presentan un aspecto y textura alrededor

de 7 muy superior al del aderezo de almidoén de camote, debido a que éste ultimo de

acuerdo a las evaluaciones, los jueces mencionaron presentd una menor viscosidad a la

deseada en un aderezo. Lo que se evidencia en los andlisis de curvas de flujo siendo para

la F2 de los aderezos con camote, la K 3.5 Pa‘s" y la n 0.2980 menor que para los

aderezos de harinas vegetales, siendo para el AD Quinoa la K 10.75 Pa‘s" y lan 0.5193,
para el AD Amaranto la K 13.94 Pa‘s" y lan 0.3309 y para el AD Chicharo la K 13.31

Pa-s" y lan 0.3030.El aderezo de amaranto tuvo un comportamiento similar al comercial

asi como en la tasa de coalescencia, para determinar la estabilidad del aderezo.

10

Calificacion
() N 5N [e) [e6]

Sabor

609 (camote) 198 (quinoa) 427 (chicharo) 350

(amaranto)

Aderezos

Figura 17. Evaluacion de sabor de los aderezos.
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Figura 18. Evaluacion de olor de los aderezos

En los resultados de los atributos de sabor (Figura 17) y olor (Figura 18) se puede

apreciar que el aderezo preferido fue el de amaranto y el de menor preferencia fue el de

chicharo. Los jueces argumentaron que tanto el sabor y aroma del aderezo de amaranto

era muy agradable y para el de chicharo un sabor acido.

9.00 -
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Calificacion

Evaluacion sensorial global
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609 (camote) 198 (quinoa) 427 (chicharo) 350 (amaranto)

Figura 19. Resultados de evaluacion sensorial (aspecto, olor, sabor y textura).
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En una evaluacion global de las caracteristicas de aspecto, olor, sabor y textura, los
preferidos fueron los aderezos de amaranto con una calificacion de 7.36 y el de quinoa
con una calificacion de 6.94, seguido de los aderezos de chicharo y camote (sin
diferencia significativa) de 5.90 y 5.37 respectivamente (Figura 19). En general los
cuatro aderezos obtuvieron la calificacion de "me gusta", y estos concuerdan con los

resultados obtenidos en las pruebas preliminares.
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8. CONCLUSIONES

® EI método que permitié una mayor reduccion de colesterol fue el que empled
goma de mezquite para la elaboracion de complejos con la yema de huevo,
logrando una extraccion del 97% de colesterol, mientras que para la goma
arabiga fue de 93%. Esto es consecuencia de la composicion quimica en el
quelato (goma de mezquite o goma ardbiga) y la yema. El uso de la goma de
mezquite muestra cambios estructurales en forma de esferas definidas con un

tamafio bajo en comparacion con la goma arabiga observada mediante SEM.

® La alta remocion de colesterol en el complejo de yema de huevo con goma de

mezquite o goma arabiga redujo la capacidad emulsionante de la yema de huevo.

® EI complejo obtenido se puede utilizar en el desarrollo de alimentos funcionales

reducidos en colesterol.

® El uso de la goma de mezquite para eliminar el colesterol es un método

alternativo que no requiere solventes organicos.
@ La harina de amaranto obtuvo la mayor capacidad emulsionante con un 65.73%.

@ El aderezo con harina equiparable en cuanto a comportamiento reologico,
estabilidad fisica y aceptacion sensorial con respecto a la marca McCormick fue
el obtenido con harina de amaranto. En las curvas de flujo el aderezo con harina
de amaranto obtuvo un coeficiente de consistencia de 13.94 Pa's" y un indice de
flujo de 0.3309, mientras que el aderezo comercial obtuvo un coeficiente de
consistencia de 14.29 Pa‘s" y un indice de flujo de 0.2395. En la tasa de
coalescencia el aderezo de amaranto obtuvo un valor de 5.22 x 10”7 s™' y la marca

comercial -2 x 107 s,
® La capacidad emulsionante del almidon de camote fue de un 35.56%.

@ El almidon de camote (Ilpomoea batata), permitio el desarrollo de aderezos

fisicamente estables. Las formulacions F1 con un coeficiente de consistencia de
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3.65 Pa's” y un indice de flujo de 0.2665, y la F2 con un coeficiente de
consistencia de 3.50 Pa‘s” y un indice de flujo de 0.2980 presentaron un
comportamiento similar al AD comercial (Hellmann’s light) con un coeficiente

de consistencia de 3.55 Pa-s" y un indice de flujo de 0.2996.

El uso de harinas de origen vegetal y biopolimeros permitio el disefio de la
membrana interfacial para sustituir total o parcialmente la yema de huevo en la

elaboracion de formulaciones con alta estabilidad.
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9. PERSPECTIVAS

@ El uso de harinas vegetales para la elaboracion de aderezos resulta una practica
innovadora en éste campo por lo que existe aun areas de oportunidad para el

desarrollo cientifico y tecnoldgico para su empleo.

@® Se propone el empleo el almidon de camote (I[pomoea batata), para la
elaboracion de emulsiones estables fisicamente, entre otras cosas para promover
el aprovechamiento un recurso nacional y tener una nueva alternativa como

fuente de ingredientes naturales.

® Es importante medir la oxidacion de los aderezos para poder determinar su vida

de anaquel.
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Abstract: Egg yolk is used as an emulsifying agent. Nevertheless, its high concentration of cholesterol
is linked to chronic degenerative diseases that cause cardiovascular disease. In this study, three
methods for reducing the level of cholesterol in egg yolks were studied. The first method consisted of
physical separation of the granules contained in the yolk (Nag). The second method applied was the
use of anionic chelating biopolymers, such as arabic gum solution (AG) and mesquite gum solution
(MG), and the third method was extraction with a solvent (Sp). For this purpose, the cholesterol
present in egg yolks, the microstructure, particle size, zeta potential, and its emulsifying capacity
were determined. The amount of cholesterol removed was 97.24% using 1% mesquite gum (MGjs,),
and 93.26% using 1% Arabic gum (AGje,). The zeta potential was determined, and the isoelectric
point (¢ = 0) of egg yolk was identified as pH 4.6. While, at this pH, the zeta potential of mesquite
gum was —14.8 mV, the zeta potential for the arabic gum was —16 mV. The emulsifying capacity of
MG, was 62.95%, while the emulsifying capacity of AGye, was 63.57%. The complex obtained can
be used in the development of functional foods reduced in cholesterol.

Keywords: egg yolk; cholesterol extraction; granules extraction; anionic chelating biopolymers

1. Introduction

Egg yolk is a good source of lutein, zeaxanthin, proteins, lipids, and vitamins in human nutrition
and is made up of practically 50% solids. The major constituents of the solid matter are lipids (65-70%
on dry basis) and proteins (30% on dry basis). The proteins present are livetins, lipoproteins [1],
and some particles including high-density lipoproteins (HDLs), low-density lipoproteins (LDLs),
and phosvitin [2,3].

Egg yolk is an efficient ingredient in many food products, and its functional properties include
emulsifying, coagulating, foaming, and gelling properties [4]. Moreover, it contains proteins, vitamins,
minerals, essential fatty acids, phospholipids, and other compounds. However, it has high cholesterol
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content; one simple egg contains between 200 mg and 300 mg of cholesterol/100 g; therefore, it almost
meets the dietary intake limit set by the American Heart Association of <300 mg/day [3,5]. Consuming
products with a high amount of cholesterol can result in cardiovascular disease. Clinical studies
demonstrate that dietary cholesterol may increase serum LDL in certain individuals (hyper-responders).
This is generally accompanied by an increase in HDLs [6]. Sichittiano et al. [7] undertook a review of
nutraceuticals and functional food ingredients that are beneficial to vascular health. Grape seeds can
reduce blood lipid levels, since it includes proanthocyanidins (polyphenols), which seem to play the
main role in this process. Proanthocyanidins reduce the levels of triacylglycerol in chylomicrons and
in very-low-density lipoproteins (VLDLs) [8]. Other functional ingredients are anthocyanins, which
act on LDLs and HDLs. The influence on the lipid profile of anthocyanin supplements obtained from
berries was evaluated in dyslipidemic patients. A decrease in LDLs was observed in patients after
12 weeks of treatment [9]. Mesquite gum has some phenolic compounds that are trapped in the gum
matrix, and these substances are involved in the defense of the plant; in addition, the polymerization
of these compounds produces polyphenols, resulting in brown or yellow gum [10].

Several researchers worked on different ways of decreasing the amount of cholesterol present in
egg yolks. Warren et al. [11] used solvents such as hexane. Hexane forms a blend with egg yolk solids,
but it requires a process of filtering to remove the solvent and a prolonged drying period. The yield
reported was 62.2% cholesterol. Borges et al. [12] used a ratio of 1:12 w/w (yolk/acetone), and the
emulsifying properties were maintained.

Paraskevopoulou et al. [13] extracted cholesterol from egg yolk with ethanol/water 20:80 (v/v),
and 1.5% (w/v) polysorbate 80; after that, the dispersion was then centrifuged, and the yolk precipitate
had 7.1 £ 0.3 mg of cholesterol. Laca et al. [14] worked on the extraction of egg yolk granules.
In this process, egg yolk was mixed with water (1:15 v/v), the pH was adjusted to 7, and it was
kept overnight at 4 °C; the granules had a concentration of 291 mg of cholesterol /100 g of egg yolk,
equivalent to a reduction of 77% cholesterol. Another method involved the reduction of cholesterol
using B-cyclodextrin (3-CD) due to its affinity for non-polar molecules such as cholesterol [15].
Jeong et al. [16] reported that cholesterol removal was 92.76% when using 25% crosslinked 3-CD
at 40 °C. Chiu et al. [17] used the immobilization of 3-cyclodextrin in chitosan beads (Ch-BCD) by
cross-linking with 1,6 hexamethylene diisocyanate (HMDI) reagent for cholesterol absorption from
egg yolk, removing 92% of the cholesterol. That cholesterol was removed using 1% w/v Ch-BCD for 2
h at a proportion 1:30 yolk to water, and a mixture of 3-cyclodextrins with chitosan. Garcia et al. [18]
used high-methoxyl pectin at a concentration of 3% w/w, ionic strength 0.39 M, and pH equal to 9.2,
and subsequently obtained a reduction of 88.6% cholesterol. Hsieh et al. [19] developed a complex
of egg yolk and acacia gum applying the following concentrations: 1%, 3%, 5%, and 10% (w/w) with
cholesterol extraction rates of 70%, 86%, 79%, and 59%, respectively.

Meanwhile, anionic biopolymers, such as gum ghatti, gum tragacanth, gum karaya, xanthan gum,
and especially, Arabic gum (AG), are chelating agents, forming complexes with lipoproteins in the
yolk. Lipoprotein molecules are positively charged, and anionic polysaccharides are used as chelating
agents, controlling pH and temperature [20].

The methods mentioned above for removing cholesterol are complicated because solvents are used,
thus prolonging the extraction time. It was shown that the use of biopolymers, including commercial
arabic gum, decreases the concentration of cholesterol present in the egg yolk. However, the shortage
of arabic gum, due to drought in the regions where it is produced, stimulated the search for other
botanical sources that offer greater security of supply and costs [21]. Therefore, the use of mesquite
gum as an alternative to arabic gum is proposed in this study. Mesquite gum (MG) has an ability to
stabilize colloidal particles (1-100 um), which it disperses or emulsifies. This property is manifested
due to protein arabinogalactans, which allow adsorption in liquid-liquid interfaces [22,23]. The aim
of this work was to reduce the amount of cholesterol present in egg yolk by preparing a complex of
biopolymer mesquite gum-yolk and arabic gum-yolk, before comparing the results with cholesterol
extraction using a solvent, and with physical separation of the granule using sodium chloride.
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2. Materials and Methods

2.1. Materials

Eggs were purchased from the local market (commercial brand name “El Dorado”; a box
containing 30 white eggs, expiration date 9 April 2018, batch 043501). Salt, sugar, and vinegar were
purchased at the supermarket. The separation of the yolk from albumen was undertaken manually.
The vitelline membrane was then cut with a scalpel blade, and the content of the yolk was collected in
a glass vessel. The yolk was then mixed gently with a glass rod. The solution was maintained at 4 °C
in refrigeration (pH 7). The arabic gum and mesquite gum were purchased from Natural Products of
Mexico (Yautepec, Morelos, México), and the gum was purified according to the method of Vernon et
al. [23]. Sodium chloride, acetone, ethanol, and hexane reagent-grade chemicals were purchased from
Desarrollo de Especialidades Quimicas (Monterrey, Nuevo Leén, México); the cholesterol standard
was obtained from Sigma-Aldrich Chemical (Toluca, México). Deionized water was used in all
the experiments.

2.2. Cholesterol Reduction in Egg Yolk

The egg yolk was treated with physical separation, polysaccharides (arabic gum and mesquite
gum), and a solvent for reducing the cholesterol content. The first process was the physical
separation of the granules contained in the yolk (Nag) using aqueous salt solution and separation
through centrifugation. Another process was the separation of cholesterol using complexation with
biopolymers, arabic gum (AG) and mesquite gum (MG). In the third method, acetone extraction (Sa)
was used.

2.2.1. Egg Yolk Granule Extraction (Nag)

The cholesterol was removed using the method of Laca et al. [14], with a few modifications; 8.5 g
of egg yolk and 11.4 g of 0.15 M NaCl solution (1:1.34) was mixed with a vortex for 1 min at 25 °C.
The content was centrifuged (Hermle Labnet Z326, Labnet International, Inc., Wehingen, Germany)
at 10,000 x g for 45 min at 25 °C. Finally, the compounds were separated carefully from the aqueous
fraction through decantation. The product obtained was lyophilized, and was stored at —20 °C until
analysis with GC.

2.2.2. Anionic Polysaccharide/Egg Yolk Complexes

Complex formation was obtained based on the methodology reported by Hsieh et al. [19]. Stock
solutions of arabic gum were prepared at 1% (AGi9,), 3% (AGse,), and 10% (AGjge,), in addition to
1% (MG19,), 3% (MGgs,), and 10% (MGqge,) mesquite gum. All solutions were maintained in constant
agitation all night long. All concentrations are given in ratios of weight/weight (w/w).

Firstly, 3 g of egg yolk was mixed with 1 g of gum solution (at the concentrations mentioned above)
and 4 g of water. The solution was mixed for 1 min in a vortex (Mixer Labnet International, Edison, NJ,
USA); it was then centrifuged (Hermle Labnet Z326, Labnet International, Inc., Wehingen, Germany) at
6000x g for 15 min at 25 °C. After that, the supernatant was decanted, and then aggregated with 0.5 g
of solution (0.9 M NaCl); this was mixed for 1 min in the vortex. Then, 6 g of ethanol was poured and
mixed in the vortex for 1 min at 25 °C, and centrifuged at 6000x g for 15 min. After that, the solution
was decanted; 6 g of ethanol was added to the lipoprotein/anionic biopolymer complexes, and the
solution was mixed, before being carefully decanted. The precipitate complex was quantified [19].
Samples were lyophilized and stored at —20 °C until analysis with GC.

2.2.3. Solvent Extraction

Extraction of cholesterol with a solvent (Sp) was performed using the method described by
Borges et al. [12] using a ratio (w/w) of 1:12 (yolk/acetone), and mixing at 100 rpm for 2 min in the
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stirrer (EURO-ST 60 D S001, IKA, Wilmington, NC, USA). This permitted the separation of the sample
after 10 min, and the solvent of the precipitate was carefully decanted. Finally, the precipitate was
washed with water. The samples were lyophilized and stored at —20 °C until analysis with GC.

2.3. Quantification of Cholesterol Using Gas Chromatography

Method 26.052 of the Association of Official Agricultural Chemists (AOAC) [24] was used. For
the acid hydrolysis, 0.2 g of the sample was mixed with 2 mL of methanol, and 7% H;SO4 (v/v). Next,
the sample was heated for 90 min at 80 °C; after that, the sample was cooled at 25 °C. Then, 3 mL
of hexane was added and mixed for 1 min in the vortex (Mixer Labnet International, Inc., Edison,
NJ, USA). The solution was kept for 15 min until the formation of two phases was completed; the
process was performed twice. The supernatant recovered was mixed and diluted into a 10-mL flask
with hexane. Subsequently, the solution was analyzed with GC (7890B, Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA), coupled to a mass spectrometer (5977A, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA),
and equipped with an HP-5MS capillary column (length: 30 m; inner diameter (ID): 0.25 mm; film
thickness: 0.25 um). The injected sample was 1 puL on split mode. The chromatographic conditions were
as follows: column temperature 70 °C, kept for 1 min; increased to 200 °C at 10 °C/min, maintained
for 2 min; increased to 300 °C at 10 °C/min, maintained for 7 min. The temperature of the injector was
250 °C, and the temperatures of the ion source and quadruple were 230 °C and 150 °C, respectively.
The carrier gas helium flow rate was 1 mL/min. The ionization with electron impact was 70 eV and the
scan acquisition mode had a range of 30 to 400 UMA. The calibration curve was done with a cholesterol
standard of 20 to 120 ppm.

2.4. Particle Size Measurement

The particle size distribution of the samples (AGy,, AGze,, AGig9, MGie,, MGse,, MGige,, Sa,
and Nag), and the yolk were monitored using a Malvern Mastersizer 3000 (Malvern Instruments,
Ltd, Worcestershire, UK) particle size analyzer with a unit of Hydro LV with water as a dispersant.
The angular scattering intensity data were analyzed to calculate the size of the particles, creating a
scattering pattern using the Mie theory of light scattering. The software calculated the particle size
distribution (D3 5)). Optical properties of the sample were defined as a refractive index 1.460 and an
absorption of 0.1.

2.5. Zeta Potential ({)

The zeta potential was determined using dynamic light scattering equipment Zetasizer Nano
7590 (Malvern Instruments, Worcestershire, England, UK). The measurements were carried out
using a universal dip cell (ZEN 1002, Malvern Instrument, Worcestershire, UK) at 25 °C, using the
diluted solutions. The zeta potential is related to the velocity of the solutions in an electric field. The
equipment software converts the electrophoretic mobility measurements into zeta potential values
using the Smoluchowski model [25]. The zeta potential of egg yolk/polysaccharide solutions at
different pH levels was measured with the method of Navidghasemizad et al. [26]. About 0.1 g of
sample was diluted to a final volume of 20 mL using distilled water, and the pH was adjusted to values
of 2.0,3.0,4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0, and 10.0 using 0.1 M HCl or 0.1 M NaOH solution while stirring the
samples. Both complexes, yolk/AG and yolk/MG, were monitored for the zeta potential. The zeta
potential was calculated from the average of three measurements of the diluted solutions.

2.6. Emulsifying Capacity

Samples were prepared individually, and 10 g of sample was mixed (Nag, Sa, AG19, and MGy,
samples with high yield) with salt (1.59%), sugar (1.06%), and water (11%), separately. Then, the vinegar
(3.17%) was added and kept under constant stirring at 300 rpm in the stirrer (IKA Eurostar 60 digital)
for 10 min. The test ended when it was not possible to integrate more oil contained in the burette (V,;),
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and a layer was observed on the surface of the emulsion (Vguyision) [27]. The values were estimated as
percentage of emulsified oil (%EC) in total emulsion using Equation (1).

Voil

VEmulsion

%EC = x 100 )

2.7. Microstructure Analysis

The topology was analyzed employing scanning electron microscopy (SEM) obtained with
the methodology reported by Valverde et al. [28]. Briefly, the samples were fixed overnight in 3%
glutaraldehyde in 25 mM phosphate buffer (pH 3.25). After that, the samples were consecutively
dehydrated with 20%, 40%, 60%, 80%, and 100% ethanol. Then, the ethanol was consecutively removed
with 20%, 40%, 60%, 80%, and 100% acetone, and the samples were analyzed. Finally, they were dried
at a pressure of 1 x 102 Torr (soft vacuum) in a vacuum desiccator. The dried sample was placed
on aluminum SEM stubs and coated with gold/palladium. The microscope used was a JSM-6490LV
(JEOL, Tokyo, Japan).

2.8. Color Analysis

The granules were measured for color in the lightness L*, redness (a*), and yellowness (b*)
system. Measurements were carried out using a ColorFlex EZ (Hunter Lab, Reston, VA, USA). A fixed
amount of sample was poured into the measurement cell, and analyses were conducted in specular
exclusion mode.

The color changes are expressed as AE with the color of the egg yolk as a reference sample [29];
hence, AE is the total color change due to the different contributions calculated using Equation (2).

AE = \/(AL*)2 + (Aa*)? + (Ab*)? @)

2.9. Statistical Analysis

All tmeasurements were performed in triplicate, and ANOVA was performed with a confidence
level of 95% (p < 0.05) using SPSS 20 software (IBM, SPSS Inc, Chicago, IL, USA). To determine
the statistically significant difference between values, a one-way variance analysis and a Tukey test
were performed.

3. Results and Discussion

3.1. Cholesterol Removal in EQg Yolk

The process of extracting egg yolk granules, and chelating with arabic gum and mesquite gum
was used as an alternative to preparing yolk with a high concentration of protein and low cholesterol
as a functional ingredient in the food industry, especially due to its functional attributes, such as
foaming capacity, high level of phosvitin and high-density lipoprotein, and emulsifying and binding
properties [28,30]. Notwithstanding the process, other properties, such as the emulsifying of oil,
are reduced. In order of importance, the removal of cholesterol from lower to highest was Nag < Sp <
AG <MG. The cholesterol removed from the egg yolk with Nag (Table 1) was the least effective method
(561.43%). It was previously reported that the Nag method with ionic solvent removed cholesterol and
increased the protein content. The method is relatively fast and inexpensive. The results obtained in
the laboratory were compared with those obtained by Strixner and Kulozik [31]. Based on our data,
the removal of cholesterol with solvent was the second best method for cholesterol removal (64.15%).
However, Martucci and Borges [32] reported a six-stage extraction system of 92% cholesterol removal
in a computer simulation study.
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Table 1. Cholesterol removal, efficiency, and emulsifying capacity of the different methods.
Method % Cholesterol % Cholesterol % Efficiency % Efficiency Emulsifying
Reduction (pH 7) Reduction (pH 3) (pH7) (pH 3) Capacity (% w/w)
Nag 51.43 +1.86 ¢ - 15.48 +1.314 - 79.52 +£2.01P
AGq, 93.26 + 0.55 aP 74.74 +1.10 2P 29.72 £0.29 ¢ 3.72 +£0.674 63.57 +1.43 4
AGs9, 83.85 +3.80 ¢ 56.34 + 0.57 b 4417 £3353 438 + 0444 —
AGip9, 89.934+2.31P 86.33 + 1.452 37.37 +1.88b 1642 +£0.84c  —
MGy, 97.24 +1.812 87.75+ 1252 13.50 + 0.5 de 12.14 4 0.41 € 62.95 +0.84 4
MGgo, 96.68+1.01 2 92.55 +1.202 14.85+1.069¢ 19 +2.14b -
MGige, 96.60 & 2.04 2 80.31 +2.302 1117+ 0.72¢  46.54 + 3.382 -
Sa 64.15 +1.294 - 44514072 - 7233 +1.02¢
Eggyolk - - - - 85.06 +£0.0512

Note: Differing letters within a column are significantly different (p < 0.05) £+ standard deviation (n = 3).
Nag—physical separation of granules; AG—arabic gum; MG—mesquite gum; Sy—solvent extraction.

The removal of cholesterol using acetone in the laboratory was lower than the 81%, as reported
by Borges et al. [12]. The removal of cholesterol was lower due to the concentration of water in the
fresh yolk, the extraction time, and the acetone ratio. It was reported that the use of non-polar organic
solvents prevents protein denaturation, especially in emulsifying activity, which is related to the
solubility of the protein. Meanwhile, polar organic solvents reduce the emulsifying activity because
they break the hydrophobic interactions between lipids and proteins. Even so, the use of solvents is
not completely accepted due to the residues that may remain in the product [33].

The use of arabic gum allowed cholesterol removal between 83.85% and 93.26% (Table 1). The
concentrations AGgae, and AGyge, show significant differences (p < 0.05). The removal of cholesterol
was greater when 1% arabic gum was used. Meanwhile, when 3% and 10% arabic gum was used,
the cholesterol removal was almost 83.85% and 89.93%, respectively, despite the fact that pH values
were similar to neutral. The structure of arabic gum is a branched heteropolysaccharide with anionic
properties. The quantity of arabic gum-yolk depends on the polyanionic properties of the gum,
especially of residues of D-glucuronic acid (~2%) and D-glucuronic acid (~21%) [2,34]. The arabic gum
has properties of anionic polysaccharides, which may be used as chelating agents, forming insoluble
electrostatic complexes (chelating agent/lipoprotein) [18]. Navidghsemizad et al. [35] used a ratio of
50 g of fresh yolk per gram of arabic gum to observe the separation of phases at different pH levels.
They concluded that the nature of the polysaccharide and pH had important effects, resulting in the
phase separation behavior.

Other anionic polysaccharides were used as chelating agents [19]; however, their low solubility
and high viscosity reduce their practical applications. Mesquite gum is a polysaccharide which
contains acidic residues of 3-D-glucuronic and 4-O-methyl-p-D-glucuronic, bound to mono-sugars
or oligosaccharide chains [36,37]. The removal of high cholesterol levels when the mesquite gum
solution was used was 1% w/w (p < 0.05). From mesquite gum MGj9,, MG3e,, and MGjq,, extractions
of cholesterol of 97.24%, 96.68%, and 96.60%, respectively, were obtained. No significant differences
were observed in the different concentrations where mesquite gum was used.

In light of our results, it can be stated that sodium chloride or acetone have a lower capacity to
remove cholesterol compared to both anionic polysaccharides. The greater efficiency in cholesterol
removal was obtained with mesquite gum at 25 °C. Nonetheless, obtaining complexes from mesquite
gum-yolk allowed a high removal of bound cholesterol. We think that the complex obtained can be
used as functional supplement, necessary for reducing the unwanted effects of cholesterol. Scicchitano
et al. [7] mentioned the importance of reducing lipid levels, especially for coronary artery disease.

3.2. Particle Size Measurement

In natural conditions, the yolk is a supramolecular assembly of lipids and proteins, and a highly
organized system with approximate size between 0.8 pm and 10 um [38]. The insoluble structure
of yolk has a size range between 0.3 pm and 2 pm [14]. Molecular assembly can be disorganized
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into individual structures depending on the affinity of the solvent or polysaccharide used to remove
cholesterol. The morphology and topology of the particle size determined using the light scattering
method can be seen in Figure 1. Figure 1a,b show the granules and the complexes formed with arabic
gum and mesquite gum (1%, 3%, and 10%), respectively.

Volume Density (%)
Volume Density (%)

Particle size (um)
(a) (b)

|
|
Volume (%)

Volume Density (%)

Figure 1. The average particle size: (a) —0— MGjo,, —@— MGge,,, and —A— MGjo,; (b) —0— AGjq,
—0— AGjzy, and —A— AGygy,; () —Bl— MGjy,, —@— AGj, —— Nag, and —V— Su; (d) —H—
MGg39,, —@— AGse,, —[0— Nag, and —¥— S, and (e) —0— MGyg9,, —@— AGigo,—A— Nag, —¥— Sa.
MG—mesquite gum; AG—arabic gum; Nag—physical separation of granules; Sp—solvent extraction.

Regarding the distribution of proteins, the structure of the supramolecular system contains many
particles of different sizes, three of which are of special interest: the HDLs, which range from 7 to
20 nm; the micelles formed by LDLs in the egg yolk plasma, which range from 17 to 60 nm; and the
LDL sources present in the yolk, which range from 80 to 350 nm [31,38]. Anton [39] and Hsieh et al. [19]
mentioned that granules of yolk are composed of 70% HDLs, 16% phosvitin, and 12% LDLs. We
believe that the granules obtained from solvents and polysaccharides follow the same distribution
pattern. The granules and lipoprotein/anionic polysaccharide complexes had different particle size
population profiles; these size profiles may be associated with the process of cholesterol removal,
the anionic polysaccharides (arabic gum and mesquite gum), and concentration (Figure 1a,b; 1%, 3%,
and 10%), and the ratio. The change in distribution of particle size may be due to the viscosity and the
charge density of proteins diverse in egg yolk, between MG-yolk and AG-yolk complexes, including
the concentration of reactive groups contained in both biopolymers, which form an electrostatic
complex [40]. In macroscopic terms, the distribution of granules was separated into three different
sizes, based on the chelate concentration. The concentration of chelating polysaccharides at 10% (arabic
gum and mesquite gum) had a range of particle size distribution between 0.3 pm and 600 pm. Similarly,
the same profile was obtained with low-molecular-weight chelates. The yolk—chelate ratio of 3% for
both polysaccharides produced a range of granule size distribution from 0.3 pum to 300 um (Figure 1d).
Finally, when a high molecular weight at 1% concentration was used, the yolk—chelate reduced the size
of granules to between 0.3 um and 250 pm (Figure 1c). More specifically, the granules and lipoprotein
complexes obtained had multimodal distributions, as described below. Figure 1e shows three different
population distributions when Nag, Sa, and AG and MG at 10% were used. The first range was from
0.3 um to 1 pm, the second was from 1 um to 4 pm, and the third range of distribution was from
10 um to 300 pum, when using the Nag method. The removal of cholesterol using acetone had three
different populations of granule size; the range of least distribution was between 0.3 pm and 0.9 pm,
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and the greatest range showed a variation 0.9 um to 10 um. Finally, particle size distribution could be
observed in the range of 10 pm to 200 um. A similar range of distribution was observed when using
concentrations of 3% and 1% (both polysaccharides and solvents).

3.3. Zeta Potential ({)

The interaction between biopolymers may be segregative, due to steric repulsion or associative
interactions such as hydrophobic interactions and hydrogen bonding [41]. Electrostatic interactions
are the most common force for the complex formation [42]. The pH affected the charge of biopolymers
and proteins of the egg yolk, which influenced the zeta potential () as a function of pH; AG3e, and
MGge, were studied in the pH range of 2-10.

The zeta potential of egg yolk was positive at pH values of 2 and 4 (+15.5 mV and +8.5 mV,
respectively), while it was negative at pH values of 5 and 10 (Figure 2a); this was similar to the
report by Navidghasemizad et al. [26], who obtained positive values in the range of pH 3-5, and,
at pH 6, it was negative above the zeta potential. The isoelectric point ({ = 0) of egg yolk was found
to be pH 4.6, determined from the zeta potential. While, at this pH, the zeta potential of mesquite
gum was —14.8 mV, the zeta potential for the arabic gum was —16 mV. The formation of insoluble
complexes appears to occur at pH 3. At this point, the density of the opposite charge between egg yolk
and polysaccharides (arabic gum and mesquite gum) has practically the same magnitude. However,
the percentage of cholesterol removal was lower than at pH 7. The values are shown in Table 1.
The mesquite gum had values of —2.25 mV to —24.61 mV, in the acidic to basic (2 to 10) pH range.
We believe that the free and exposed glucuronic acid and protein residues present in mesquite gum
reacted in the different media [43] with acidic residues present in the polymer, similar to arabic gum [1].
In Figure 2b, the zeta potential profile of the yolk—3% polysaccharide complex essentially modified
the isoelectric point to pH 4 for both biopolymers. For values lower than pH 4, the load profile was
positive; however, for values higher than pH 4, the profile was negative.

—o0— Egg yolk
20+ —e— Mezquite gum
%‘\L —*— Gum arabic
104 AN
S 2 j\ 6 8 10
E 0 : : : :
3 i\ \j\lk
5 -10 N [
9 s
8 N i
£ 204 ~—<1 T8\
N l
-30 L
pH
(a)
304 —o—Egg yolk
20 —e— AG3%
1 éi/‘\ —a— MG3%
-\
< 104 \
E s N
= Z N 6 8 10
s ; L : -
5 Ly
g 19 “\éf\*}“%: .
8
§ 20] ﬁ
-304
pH
(b)

Figure 2. Average zeta potential ({) of (a) —[J— egg yolk, —@— mesquite gum, and — A — arabic gum,
and (b) —J— egg yolk, —®— AGg,, and —A— MGgg,
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3.4. Emulsifying Capacity

The emulsifying properties only work in specific cases; these properties cannot be generalized.
Therefore, we determined the emulsifying properties of the granules obtained, depending on the
different treatments. As shown in Table 1, when comparing the emulsifying capacities of the methods
discussed, the egg yolk method supports the highest percentage of oil, followed by Nag, which is
similar to the findings obtained by Laca et al [14]. In AGgss,, a lower emulsifying capacity than Nag
was obtained. It was reported that this is because using arabic gum to remove cholesterol allows the
loss of 66% of proteins, including the yolk’s emulsifying proteins, along with lipids [18].

For the egg yolk-mesquite gum complex, the emulsifying capacity of MGgzo, was 62.95%. It is
possible that the ethanol used in the washing of biopolymer—yolk complexes dissolves phospholipid
cholesterol and diminishes the emulsifying capacity. A monolayer of water prevents the denaturation
of the protein [44]; when using Sp, the result obtained was 72.33%. Both products of Nag were
proposed as additives with low cholesterol in products like muffins [4] and salad dressings [14].
The complex of egg yolk-mesquite gum with polyphenols can be used for the development of foods
reduced in cholesterol, thereby helping avoid health problems like cardiovascular disease.

3.5. Microstructure Analysis

The microphotograph of Nag (Figure 3g) shows irregular structures with small aggregates; it is
probable these are HDL—phosvitin complexes linked by phosphocalcic bridges between the phosphate
groups [45]. The microstructures of treatments with arabic gum (AG19, AG3e,, and AGjq,; Figure 3a,b,c)
show small aggregates, which are probably due to the interaction of the biopolymer carboxyl groups
and the lipoproteins of egg yolk. In the microphotographs of different treatments with mesquite gum
(MGj9,, MGg3e,,, and MGqo,; Figure 3d,e,f), spherical structures within 2 to 5 pm of size were observed;
it is probable that they correspond to the interaction between arabinogalactan proteins in mesquite
gum and the lipoproteins of egg yolk [20].

The microphotograph of egg yolk shows an irregular structure because it is a complex system
with several particles in suspension in a fluid that contains proteins. The microphotograph of egg yolk
with acetone (S4) shows irregular structures with small aggregates.

"u

200V X5000 S UANL lic ZOKV-E X5,000  Gym UANLIC 2000 X5000  Sum UANLIIC 200V X000 Sym UANL lic

20kV°X5000  Spm UANL IIC 206V X5,500 2u_m UANLIIC 200 X5,000< UANLIIC enkv X5,000 | 5pm UANL lIG

Figure 3. SEM photographs using different cholesterol extraction methods: (a) AGyq,, (b) AGse,, (c)
AG10%, (d) MGy, (€) MGsy,, (f) MG1gv, (8) Nag, and (h) Sa.

3.6. Color Analysis

The values regarding the lightness (L*), redness (a*), and yellowness (b*) values are shown in
Table 2. There are no significant differences for lightness L*, while a* and b* values show significant
differences (p < 0.05). The Nag shows low (AE) total color change, which we can state to be
similar to egg yolk; this method removes less pigment than S5. The redness (a*) and yellowness
(b%) values for Nag were 1.7 and 22.73, respectively, greater than those reported for Sy (8.91 and
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49.65, respectively). The color of egg yolk is attributed to carotenoids (xanthophylls, including lutein,
zeaxanthin, B-cryptoxanthin, and 3-carotene) [46]. We suggest that, if a large amount of cholesterol is
removed, more carotenoids are also removed.

Table 2. Color measurements of different methods for cholesterol reduction.

Method L* a* b* AE

Egg yolk 56.48 + 0.01 2 19.98 + 0.01 ¢ 53.57 + 0.05 4 -

AG9, 79.76 4+ 0.09 4 47 4+0.03" 35.29 +0.23P 33.32 +0.18"P
AGgy, 75.13 + 3.94 bc 673 +1.74¢ 4129 +5.04¢ 26.03 +6.132
AG109 73.41 +0.01P 1.95 4+ 0.00 2 21.58 £ 0.052 4044 £ 0.08 ¢
MGgo, 75.12 + 0.01 be 1.99 +0.012 18.63 £ 0.012 4350 £ 0.05 ¢
MG, 81.92 +0.024 14340012 19.28 + 0.03 2 46.56 £ 0.00 €
MGige, 78.73 4 0.04 <d 464 +0.02P 33.21 + 0.08° 33.84 + 0.03P
Sa 82.47 +0.01 1.70 + 0.012 22.73 +0.022 4299 +2.20¢
Nag 79.55 + 0.01 4 891+ 0.014 49.65+0.014 25.89 4+ 0.012

Note: Letters varying within a column are significantly different (p < 0.05) + standard deviation (1 = 3). L*—lightness;
a*—redness; b*—yellowness; AE—total color change.

4. Conclusions

Separation efficiency of complex lipoproteins (HDLs)-mesquite gum shows a strong dependence
on pH. The greatest cholesterol reduction was seen at pH 7.0. The amount of cholesterol removed
was 97.24% using 1% mesquite gum (MGjq,), and 93.26% using 1% arabic gum (AGje,). This is a
consequence of the chemical composition in the chelate (mesquite gum or arabic gum) and yolk. The
use of mesquite gum shows structural changes in the form of definite spheres with a low size in
comparison with arabic gum, observed using SEM. The high removal of cholesterol contained in the
egg yolk using mesquite gum or arabic gum reduced the primary emulsifying capacity of the egg yolk.
The use of mesquite gum to remove cholesterol is an alternative method that does not require organic
solvents. The use of 3% mesquite gum removed 12.83% more cholesterol than the same concentration
of arabic gum. The complex obtained can be used in the development of functional foods reduced
in cholesterol.
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RESUMEN

El colesterol es un componente de las membranas celulares y es parte de la sintesis de los
esteroides como la vitamina D. Se encuentra presente en el organismo como “colesterol
bueno” (HDL) y “colesterol malo” (LDL). Se recomienda un valor menor de 200 mg/dL
de colesterol en sangre, para evitar el desarrollo de enfermedades cardiovasculares.
Los niveles recomendados de colesterol HDL y LDL son: 72 mg/dL y 130 mg/dL,
respectivamente. En el 2016 en la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT)
se evaluo la prevalencia de sobrepeso y obesidad en nifios, adolescentes y adultos, y se
pudo observar un aumento en zonas rurales. Dentro de los alimentos altos en colesterol
gue consumimos se encuentran: la carne como las costillas con 109 mg , la leche entera
con 124 mgy el huevo con 274 mg de colesterol. Los huevos son un componente clave de
la dieta en México, y de sus componentes la yema posee un valor de 272 mg de colesterol.
Una dieta alta en colesterol y grasa como es la occidental puede aumentar el riesgo de
padecer cancer de mama. Es importante consumir: aceites vegetales, semillas, frutos
secos Y las legumbres, que son fuente de fitoesteroles para disminuir el colesterol LDL
en sangre.

ABSTRACT

Cholesterol is a component of cell membranes and is part of the synthesis of steroids such
as vitamin D. It is present in the body as “good cholesterol” (HDL) and “bad cholesterol”
(LDL). A lower value of 200 mg/ dL of blood cholesterol is recommended, to avoid the
development of cardiovascular diseases. The recommended levels of HDL and LDL
cholesterol are: 72 mg/dL and 130 mg/ dL, respectively. In 2016 in the National Health
and Nutrition Survey (ENSANUT) the prevalence of overweight and obesity in children,
adolescents and adults was evaluated, and an increase was observed in rural areas. Among
the foods high in cholesterol that we consume are: meat as ribs with 109 mg, whole milk
with 124 mg and egg with 274 mg of cholesterol. Eggs are a key component of the diet
in Mexico, and of its components the yolk has a value of 272 mg of cholesterol. A diet
high in cholesterol and fat such as Western diet may increase the risk of breast cancer. It
is important to consume: vegetables oils, seeds, nuts and legumes which are a source of
phytosterols to lower LDL cholesterol in the blood.
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INTRODUCCION
s Qué es el colesterol ?

El colesterol es el precursor de las hormonas esteroideas
y los acidos biliares, ademas de formar parte de la
estructura de las membranas celulares (Morgan et
al. 2016). El “colesterol bueno” (HDL) proviene de la
abreviatura en inglés de las palabras lipoproteinas de
alta densidad (high density lipoproteins). Las HDL estan
compuestas por grasas (colesterol y fosfolipidos) y una
porcion alta de proteinas. Se le llama colesterol bueno
porgue evita que el colesterol se deposite en exceso en
las arterias, ya que las proteinas que contiene son afines
al colesterol y grasas que pueden encontrarse circulando
en la sangre, de tal manera que puede “recolectarlas”y
transportarlas al higado para su posterior eliminacion,
a través del intestino y representa la Unica forma de
eliminar el exceso de colesterol (Morgan et al. 2016;
Ledford, 2016). El “colesterol malo” (LDL) transporta
desde el higado hasta los tejidos la mayor parte del
colesterol, tanto el fabricado por el higado como el
obtenido por la propia alimentacion. El “colesterol malo”
contiene mas grasa que proteinas. La grasa que contiene
se adhiere a las arterias formando una capa, y su
aumento tiene un impacto directo en el riesgo de padecer
enfermedades cardiovasculares (Ledford, 2016). En el
2005 el National Cholesterol Education Program Adult
Treatment Panel Il (ATPIIl) recomendd una ingesta diaria
menor de 300 mg/dia de colesterol para adultos sanosy
menos de 200 mg/dia de colesterol para personas con
colesterol elevado (Djoussé y Gaziano, 2009).

En México las enfermedades cardiovasculares constituyen
un problema importante de salud publica, ademas de altos
niveles de colesterol, triglicéridos o ambos (dislipidemias
y obesidad) (Secretaria de Salud, 2001). En la Encuesta
Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) enel 2016
se evalud la prevalencia de sobrepeso y obesidad en
nifios, adolescentes y adultos, y se pudo observar que el
sobrepeso y la obesidad en mujeres presentd un aumento
respecto a cifras de 2012, en los tres grupos de edad, el
cual es mayor en zonas rurales que urbanas. En la poblacion
masculina adulta el sobrepeso y obesidad aumentd en
zonas rurales (de 61.1% en 2012 a 67.5% en 20106)
mientras que se estabilizd en zonas urbanas, en las que se
mantiene en un nivel elevado (69.9%) (ENSANUT, 2016).

En la Figura 1 podemos observar donde se aloja el
colesterol en el corazon.
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7.Arteria coronaria (colesterol)
8.Ventriculo izquierdo
9.Ventriculo derecho
10.Arteria coronaria (colesterol)
11.Auricula derecha

12. Vena cava superior

1.Tronco arterial braquiocefélicoz
2.Cardtida izquierda

3.Subclavia izquierda

4.Callado de |a aorta

5.Arteria pulmonar (colesterol)
6.Auricular izquierda

Figura 1. El corazén y los sitios donde puede alojarse el
colesterol.

Una dieta alta en colesterol y grasa como la
occidental puede aumentar el riesgo de cancer de
mama (Changkun et al. 2016). Los alimentos que
contienen colesterol generalmente son de origen
animal, como se muestra una Tabla 1.

Tabla 1. Colesterol presente en alimentos de consumo diario.

Alimento Peso(g) Colesterol (mg)
Cheddar (1 taza) 113 119
Leche entera (1 taza) 246 34
Crema para café (1 taza) 240 159
Crema batida espesa 238 326
Leche condensada (1taza) 306 104
Helado (1/2 galdn) 1,064 476
Yema de huevo(una yema) 17 272
Mantequilla (media taza) 113 247
Manteca (1 taza) 205 195
Cangrejo 135 135
Camarones 85 128
Higado 85 410
Costilla 85 109
Sardinas 85 85
Pollo 245 221
Muffin 138 213
Natilla 265 278
Ensalada de papa con mayonesa 250 170
Huevo entero sin cascara 50 274
Yema de huevo 17 272
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EL COLESTEROL EN LA DIETA Y LAS
ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES

El colesterol elevado es uno de los principales
factores de riesgo cardiovascular. México encabeza
las estadisticas de obesidad, en adultos y nifios.
De enero a noviembre del 2014 se diagnosticaron
323,110 casos nuevos de obesidad. La Secretaria
de Salud informd que México, lider mundial también
en obesidad infantil, de enero a noviembre del 2014
registréd 35,157 nuevos casos de obesidad entre
nifios de 1 a 14 afios y 15,626 nuevos casos entre
jovenes de 15 a 19 afios (OMENT, 2015). También
es importante destacar que los bebés también
padecen obesidad, de enero a noviembre de 2014
se registraron 3,311 casos nuevos de obesidad en
bebés de O a 12 meses de edad, cifras reportadas por
la Secretaria de Salud. Dentro de las consecuencias
a largo plazo esté que los nifios tengan triglicéridos
y colesterol alto (OMENT, 2015).

En 2013 la OMS acordd una serie de mecanismos
mundiales para reducir la carga evitable de
enfermedades no transmisibles (ENT), entre ellos el
“Plan de accion mundial para la prevenciény el control
de las enfermedades no transmisibles 2013-2020"
El citado plan tiene por objeto reducir para 2025 el
ndmero de muertes prematuras asociadas a las ENT
enun 25%, y ello a través de nueve metas mundiales
de aplicaciéon voluntaria. Dos de esas metas
mundiales se centran directamente en la prevencion
y el control de las enfermedades cardiovasculares.
La meta 6 del plan de accidn mundial prevé reducir
la prevalencia de hipertensidon en un 25%, la cual
es uno de los principales factores de riesgo de
enfermedad cardiovascular. La prevalencia mundial
de hipertension (definida como tension arterial
sistdlica mayor a 140 mmHg y/o tensién arterial
diastdlica menor a 90 mmHg) en adultos de 18 afios
o0 mas se situd en 2014 en alrededor de un 22%.

Para alcanzar la citada meta, es fundamental
reducir la incidencia de hipertension, a través

de acciones dirigidas a toda la poblacién que
hagan disminuir los habitos alimenticios

gue pueden favorecer el desarrollo de
enfermedades cardiovasculares, en
particular el consumo nocivo de alcohol,
la inactividad fisica, el sobrepeso, la
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Costilla 109 mg

obesidady el consumo elevado de sal. Es necesario
adoptar la deteccidn temprana y el manejo costo
eficaz de la hipertension, un enfoque que tenga
en cuenta todos los factores de riesgo, para asi
prevenir los ataques cardiacos, los accidentes
cerebrovasculares y otras complicaciones (OMENT,
2015).

EL COLESTEROL ¢ EN QUE ALIMENTOS
SE ENCUENTRA?

Es un compuesto esencial de la estructura de las
membranas celulares de los mamiferos, componente
principal del cerebro y de las células nerviosas. Es
un intermediario en la sintesis de acidos biliares y
hormonas (Kathleen y Escott-Stump, 2001). Dentro
de los alimentos altos en colesterol que consumimos
se encuentran: carne como las costillas con 109
mg (porcidn: 2 piezas), la leche entera con 124 mg
(porcidn: 1 taza) y el huevo con 274 mg de colesterol
(porcion: 1 huevo), (Figura 2), a continuacién se
describe cada uno.

Figura 2. Contenido de
colesterol en algunos
alimentos.

Leche
1 taza 124 mg

Carne
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Carne

En la década de 1960 surgieron teorias que relacionan
la grasay el colesterol de los alimentos de origen animal
con enfermedades cronicas. Para disminuir el riesgo
cardiovascular es importante reducir el consumo de
grasas, especialmente las saturadas. La carne magra
contiene aproximadamente 0.5-1% de fosfolipidos
y sus acidos grasos son mas insaturados. Hay mayor
cantidad de acidos grasos saturados en carne de vaca
(40-71%), cerdo (39-49%)y cordero (46-64%), que en
la de ave (28-33%) y bacalao (30%) (Fennema, 2000).

El pescado contiene proteina fuente de aminoacidos
esenciales (alto valor bioldgico). Los pescados azules
como el atun, el salmony la sardina presentan un
porcentaje de grasa de hasta el 30%, y lo pescados
blancos como el lenguado y bacalao contienen de 1
a 2%. La grasa marina es fuente de acidos grasos
omega 3 (4cidos grasos poliinsaturados), los cuales
tienen las siguientes propiedades: disminuir el
colesterol en sangre, impedir la formacidn de trombos
y aumentar la fluidez de la sangre. Los pescados
azules por tener mayor contenido de omega 3 se
recomiendan para la prevencion y tratamiento de
enfermedades cardiovasculares (Pérez y Zamora,
2002).

Leche

De acuerdo con la NOM-155-SCFI-2012 es el
producto obtenido de la secrecidn de las glandulas
mamarias de las vacas, el cual debe ser sometido
a tratamientos térmicos u otros procesos que
garanticen la inocuidad del producto. Ademas,
puede someterse a otras operaciones tales como
clarificacion, homogeneizacion, estandarizacién u
otras, siempre y cuando no contaminen al productoy
cumpla con las especificaciones de su denominacion.
La composicion nutrimental de la leche es 79% agua,
10% proteinas, 7% grasa, 3% lactosay 1% cenizas
(Badui, 2013; CANILEC, 2011). El contenido de
grasa varia segun la especie, raza del animal y estado
de lactancia. Dentro de su composicién los lipidos
son los que le confieren las caracteristicas Unicas
de sabor y contenido nutrimental. La grasa de la
leche contiene vitaminas liposolubles A,D,E y K. La
composicidn de colesterol es 13.77 mg de colesterol/
100g de leche (Chiu et al. 2004).
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1. Membrana vitelina
2.Yema
3.Clara

Figura 3. Estructura del huevo.

Huevo

Los huevos son un componente clave de la dieta en
México, es un pais caracterizado por un alto riesgo
de enfermedades cardiovasculares (Aguilar et al.,
2004). Se hanrealizado investigaciones al respecto.
Nassif et al. (2011) realizaron un estudio en el cual
no observaron cambios en el perfil lipidico con el
consumo de tres huevos diarios durante tres meses.

La composicion de un huevo es 75% agua, 12%
proteinasy lipidos, y cerca de 1% de carbohidratos
y minerales, aproximadamente (Li-Chan et al. 1995).
Los lipidos estan presentes exclusivamente en la
yema de huevo. En la Figura 3, podemos observar la
estructura del huevo.
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Figura 4. Estructura de los a) granulos y b) colesterol
(Iméagenes a escala).

COMPONENTES PRINCIPALES DE LA
YEMA DE HUEVO.

La yema de huevo corresponde al 36% del peso
total del huevo de gallina (Li-Chan et al. 1995). Sus
principales componentes son agua 51 %, proteinas
16%, lipidos 32.6%, minerales 1.7% y carbohidratos
0.6% (Clark et al. 2014).

La yema de huevo esta compuesta agregados
(granulos) en suspension en un liquido amarillo claro
(plasma) que contiene lipoproteinas y proteinas. Los
granulos Figura 4 representan aproximadamente el
50% de las proteinas de la yema de huevo y un 7%
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de lipidos de la yema (Dyer-Hurdon y Nnanna, 1993).
Estan constituidos principalmente por lipoproteinas
de alta densidad (HDL) (70%) y fosvitina (16%) (Burley
y Cook, 1961; Saari et al. 1964). Las lipoproteinas
de baja densidad (LDL) (12%) se incluyen en la
estructura granular (Causeret et al. 1991).

La grasa del huevo entero es de aproximadamente
el 12%, presente principalmente en la yema que
contiene un 32-36% de lipidos. Se componen
de 66% de triglicéridos, 28% de fosfolipidos,
y un 5% de colesterol (Fennnema, 2000). Los
carotenoides y xantdéfilas (luteina, criptoxantinas
y zeaxantinas) representan menos del 1% de los
lipidos de la yema, y le dan su color (Anton, 2013).
El plasma comprende 78% de la materia seca
de yema y se compone de 85% de LDLy 15%
livetinas (Burley y Cook, 1961). En él se encuentran
aproximadamente el 90% de los lipidos de la yema
(incluyendo casi todos los carotenoides) y 50% de
las proteinas de las yema. Los lipidos del plasma
se distribuyen en: 70% de triglicéridos, 25% de
fosfolipidos y 5% de colesterol.

El colesterol presente en la yema de huevo puede
contribuir al riesgo de enfermedades cardiovasculares
(Clark et al. 2014).

REDUCCION DE COLESTEROL EN
ALIMENTOS

Se han estudiado diferentes métodos para disminuir
el colesterol presente en la yema de huevo, Warren et
al. (1988) empled solventes como hexano, obteniendo
un 66% de extraccién de colesterol; Borges et al.
(1996) usaron una relacion 1:12 (p/p) (yema: acetona)
obteniendo una extraccion del 87% de colesterol.
Laca et al. (201.0) extrajeron los granulos de la yema
y los mezclaron en una relacién 1:15 v/v con agua,
obteniendo una reducciéon del 77% de colesterol;
Chiu et al. (2004) emplearon betaciclodextrinas
y quitosano para adsorber un 92% de colesterol
presente en la yema de huevo; Garcia et al. (2007)
usaron pectinas de alto metoxilo para obtener una
reduccion del 83.4% de colesterol. Se han utilizado
biopolimeros como la goma arabiga para reducir el
colesterol presente en la yema.
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ALIMENTOS QUE SE PUEDEN ELABORAR
CON YEMA BAJO EN COLESTEROL

Con la yema de huevo baja en colesterol se han
elaborado productos como muffins (Marcet et al.
2015) ellos formularon un muffin bajo en colesterol
y libre de gluten, para ello reemplazaron la yema de
huevo por los granulos que estan presentes en ella
y son bajos en colesterol y obtuvieron un producto
con mayor dureza y algunas diferencias de color en
comparacion con la receta de yema de huevo entera.
Laca et al. (2010) probaron los granulos como agente
emulsificante en mayonesas, y concluyeron que la
mayonesa baja en colesterol tiene un comportamiento
similar a la comercial. Valverde et al. (2016)
desarrollaron gelatinas empleando granulos y plasma
en combinacidn con carragenina siendo productos
con un alto aporte nutricional.

ALIMENTOS RECOMENDADOS PARA
DISMINUIR EL COLESTEROL EN SANGRE

Entre los alimentos que disminuyen el colesterol
se encuentran: aceites vegetales, semillas. frutos
secosy las legumbres. Estos alimentos son fuente de
fitoesteroles, estos son componentes estructurales
y funcionales de las membranas de las células
vegetales, presentan una estructura quimica similar
a la del colesterol, lo que hace que en el intestino
delgado haya una cierta competencia entre ambos
tipos de moléculas, lo que provoca una absorcion
intestinal de colesterol ineficiente y en consecuencia
disminuye el nivel de LDL en sangre (Sanclemente et
al. 2012).

En los aceites de oliva o de semillas (maiz, girasol,
soya y colza), asi como en los frutos secos y en el
pescado, se encuentran las grasas insaturadas. Las
principales fuentes alimentarias de estas grasas
saludables son:

a. Monoinsaturadas: aceites de oliva y colza,
frutos secos (almendras y avellanas), aceitunas
y aguacate.

b. Poliinsaturadas: aceites de semillas (maiz, girasol,
soyay cartamo) y frutos secos (nueces).
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c. Omega-3: pescadoy marisco, particularmente el
pescado azul (sardina, anchoa, arenque, salmoén
y trucha, entre otros), y algunos alimentos
vegetales (nueces, semillas o aceites de lino, y
aceites de soya y colza) (Pérez et al. 2006).

DISCUSION

Estudios clinicos han demostrado que los cambios
en el plasma debidos al colesterol ingerido son
el resultado de una gran cantidad de genes, lo
que produce una variacion en la respuesta a cada
individuo. Existe una teoria que sugiere que el
70% de los humanos tienen una hiper-respuesta
a un exceso de consumo de colesterol (Morgan et
al. 2016). Estos individuos, generalmente, tienen
niveles elevados de colesterol bueno y colesterol
malo, lo que provoca el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares (Herron et al. 2003).

Tabla 2. Niveles recomendados de colesterol en sangre.

Rangos

HDL Entre 29 mg/dLy 72 mg/dL

LDL De 60mg/dL a 130 mg/dL VLDL Entre Oy 40 mg/
dL

Colesterol.org

Sumando los valores de: HDL, LDL y VLDL, podemos
obtener el colesterol total, el cual debe estar siempre
por debajo de 200. Mayor acumulacién de placa
de colesterol corresponde a niveles mas altos de
colesterol en la sangre (Colesterol.org, 2018).

La acumulacion de placa en las arterias que alimentan
el corazon puede causar un ataque cardiaco,
mientras que las arterias que alimentan el cerebro
pueden causar un accidente cerebrovascular. La
dieta juega un papel critico en el mantenimiento
de los niveles normales de colesterol. De la dieta
obtenemos 25% de colesterol, y nuestro cuerpo
produce el 75% restante. En la Figura 5 se muestra
el consumo per capita de carne, huevo vy leche en el
2016. Los mayores contribuyentes al colesterol alto
son las grasas saturadas y los &cidos grasos trans.
Es importante consumir en nuestra dieta grasas
poliinsaturadas para reducir el colesterol total, y las
monoisaturadas para aumentar el colesterol HDL.
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Figura 5. Consumo de carne, huevo y leche per cépita en el 2016.

CONCLUSION

Es importante mantener niveles elevados de
“colesterol bueno” (HDL) mediante una alimentacion
rica en verduras, frutas, cereales, legumbres, frutos
secos y pescado. Ademas de cuidar nuestra dieta
es importante realizar actividad fisica para evitar el
desarrollo de éstos padecimientos.

También debemos conocer la cantidad de colesterol
presente en los alimentos que consumimos, asi como
no ingerirlo en una elevada cantidad para evitar asf el
desarrollo de enfermedades cardiovasculares.

70

AGRADECIMIENTOS

Quiero agradecer primeramente al Dr. Juan Gabriel
Béez Gonzalez por su apoyo, confianza y consejos
durante la realizacion de ésta revision. Asi como a
la Dra. Ma. Adriana NUfiez Gonzalez, al Dr. Carlos A.
Amaya Guerra, la Dra. Claudia T. Gallardo Riveray la
Dra. Sandra Loruhama Castillo Hernandez, por sus
observaciones y gran apoyo. Y también al CONACYT
por labeca 277814, otorgada para el desarrollo de
mi doctorado.

Facultad de Ciencias Bioldgicas UANL



LITERATURA CITADA

Anton, M. 201.3. Egg yolk: Structures, functionalities and
processes. Journal of the Science of Food and Agriculture,
93(12): 2871-2880. https://doi.org/10.1002/jsfa.6247

Aguilar, C.A., R. Rojas, F.J. Gomez.2004.High
prevalence of metabolic syndrome in Mexico. Archives
of Medical Research, 35: 76-81. http://doi.10.1016/;.
arcmed.2003.06.006

Anderson, T A, D.G. Levitt, L.J. Banaszak.1998.The
structural basis of lipid interactions in lipovitellin, a
soluble lipoprotein. Structure 6:895-909. https://doi.
org/10.1016/S0969-2126(98)00091-4

Badui, S. 2013. Quimica de los alimentos. Quinta edicidn.
Pearson educacion. México, pp: 63-67.

Borges, S., E. Martucci, C. Miller. 1996. Optimization of
the extraction of cholesterol from dehydrated egg yolk using
acetone. LWT-Food Science and Technology, 29(8): 687-
690. https://doi.org/10.1016/.lwt.2008.05.014

Burley RW., W.H. Cook.1961. Isolation and composition
of avian egg yolk granules and their constituent a-and
B-lipovitellins. Canadian journal of biochemistry and
physiology, 39(8): 1295-1307. https://doi.org/10.1139/
061-136

Causeret D, E. Matringe, D. Lorient.1991. lonic-strength
and pH effects on composition and microstructure of yolk
granules. Journal of Food Science 56, 1532-1536.

Camara Nacional de Industriales de la leche
(CANILEC).2011. Ellibro blanco de la leche y los productos
lacteos. México. pp:26-29. http://www.canilec.org.
mx/descarga archivos publico/Libro Blanco mail.pdf
(consultado 14/05/2018)

Changkun, L., L. Yang, D. Zhang, W. Jiang.2016.
Systematic review and meta-analysis suggest that dietary
cholesterol intake increases risk of breast cancer. Nutrution
Research, 36:627-635. http://dx.doi.org/10.1016/).
nutres.2016.04.009

Chiu, S.H., TW. Chung, R. Giridhar, W.T. Wu. 2004.
Inmobilization of B-ciclodextrin in chitosan beads for
separation of cholesterol from egg yolk. Food Research

International, 37: 217-223. http://doi:10.1016/;.
foodres.2003.12.001

Clark, S. 2014. Food Processing: Principles and
Applications, 249-273. https://doi.org/10.1016/B978-
044481500-2/50007-4

Colesterol.org http://colesterol.org.es/nivel-normal
(consultado 13/06/2018)

Dyer, J.N., l.A. Nnanna.1993. Cholesterol content and
functionality of plasma and granules fractionated from egg
yolk. Journal of Food Science 58,1277-1281.

Djousse, L.,J. Michael Gaziano. 2009. Dietary cholesterol
and coronary artery disease: A systematic review. Current
Atherosclerosis Reports, 11(6), 418-422. https://doi.
0rg/10.1007/s11883-009-0063-1

Escobedo, J., R. De Jesus Perez, H. Schargrodsky. 2014.
Prevalencia de dislipidemias en la ciudad de México y su
asociacion con otros factores de riesgo cardiovascular

. Resultados del estudio CARMELA. Gaceta Médica de
México, 150: 1-9. (consultado 4/06/2018) https://www.
anmm.org.mx/GMM/2014/n2/GMM 150 2014 2 128-
136.pdf

Encuesta Nacional de Saludy Nutricién, 2012. http://
ensanut.insp.mx (consultado 16/07/2018).

Encuesta Nacional de Salud y Nutricion de Medio Camino
2016.(ENSANUTMC 2016) Instituto Nacional de Salud
PUblica. https://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/
file/209093/ENSANUT pdf (consultado 4(06/2018)

Fennema 0.2000.Quimica de los alimentos.Segunda
edicion. Editorial Acribia. Zaragoza, Espaiia, 1004 pp.

Garcia, E.E., J.S. Reis, L A. Minim, J. Freitas.2007.
Cholesterol removal in liquid egg yolk using high methoxy!
pectins. Carbohydrate Polymers, 69:72-78. https://doi.
org/10.1016/j.carbpol.2006.09.004

Herron, K.L., S. Vega-Lopez, K. Conde, T. Ramjiganesh,
N.S. Shachter, M.L. Fernandez. 2003. Menclassified as
hypo- or hyperresponders to dietary cholesterol feeding
exhibit differences in lipoprotein metabolism. Journal of
Nutrition, 133: 1036-1042. https://doi.org/10.1093/
jn/133.4.1036

71



Kathleen, L., S. Escott-Stump, J. L. Gonzélez-Hernandez.
2001. Krause's Food, nutrition, & diet therapy.
Nutrioterapia médica. 1020-1025,pp.

Laca A, B. Paredes, M. Diaz. 201.0. A method of egg

yolk fractionation. Characterization of fractions. Food
Hydrocolloids, 24(4): 434-443. http://doi.org/ 10.1016/;.
foodhyd.2009.11.010

Lamas, A., X. Anton, J. M. Miranda, P. Roca, A.Cardelle, I.
S. Ibarra, A. Cepeda. 2016. Technological Strategies for
the Development of Egg-Derived Products with Reduced
Content of Cholesterol. Food and Bioprocess Technology,
9(1): 81-90. https://doi.org/10.1007/s11947-015-
1599-4

Ledford, H. 2016. Good cholesterol mutation linked
to heart disease.Nature. En: https://www.nature.com/
news/good-cholesterol-mutation-linked-to-heart-
disease-1.19543 (consultado el 10/09/2018).

Li-Chan E, Kim HO. 2008. Structure and chemical
compositionof eggs. In: Mine Y (ed) Egg Bioscience and
Biotechnology. New Jersey: John Wiley, 1-65 pp..

Mahan, K; Escott Stump, S.2005.Nutricién y dietoterapia
de Krause.Décima edicion.. McGraw-Hill Interamericana,
1048-1050 pp.

Marcet, |., B. Paredes, M. Diaz.2015. Egg yolk granules as
low-cholesterol replacer of whole egg yolk in the preparation
of gluten-free muffins. Food Science and Technology. 62:
613-619. http://dx.doi.org/10.1016/j.lwt.2014.08.031

Morgan, A. E., K. M. Mooney, S. J. Wilkinson, N. A. Pickles,
M. TMc Auley. 2016. Cholesterol metabolism: A review of
how ageing disrupts the biological mechanisms responsible
for its regulation. Ageing Research Reviews, 27, 108-124.
https://doi.org/10.1016/j.arr.2016.03.008

Nassif-Hadad, A., A. Herrera-Gonzalez, D.M. Arglelles-
Barreto, J.R. Martinez-Rodriguez, J. Soto-Matos, T.O.
Tamargo-Barbeito, A.E. Pérez-Mederos.2011.Efecto del
consumo de tres huevos de gallina diarios sobre el perfil
lipidico en pacientes dislipidémicos. Clinica e Investigacion
en Arteriosclerosis, 23(1): 1-7. http:// doi.org/10.1016/;.
arteri.2011.01.004

72

National Heart, Lung and Blood Institute: Third Report of the
National Cholesterol Education Program. Available at http://
www.nhlbi.nih.gov/guidelines/cholesterol/atp3xsum. pdf.
Accessed on June 2, 2009.

NORMA Oficial Mexicana NOM-155-SCFI-2012.
Leche-Denominaciones, especificaciones fisicoquimicas,
informacion comercial y métodos de prueba.

OMENT (Observatorio mexicano de enfermedades no
transmisibles). 2015 En:http://oment.uanl.mx/mexico-
encabeza-estadisticas-en-obesidad-en-adultos-y-ninos/
(consultado el 20/08/2018).

Pérez F, RosE, Sola R, Godas G, Pérez A, Serra M, Mostaza
J, Pinté X.2006. Consejos para ayudar a controlar el
colesterol con una alimentacion saludable. Clinica e
investigacion en arteriosclerosis 18(3):104-10 https:// doi.
0rg/10.1016/50214-9168(06)73670-1

Sanclemente T, Marques |, Fajé M, Puzo J. 2012.
Beneficios dietéticos asociados a la ingesta habitual de
dosis moderadas de fitoesteroles presentes en forma
natural en los alimentos. Clinica e investigacion en
arteriosclerosis 24(1): 21-29. http://doi.org/10.1016/;.
arteri.2011.11.005

Secretaria de Salud.2001. Enfermedades cardiovasculares
e hipertension arterial. México. ISBN 970-721-002-8

Valverde, D., A. Laca, L. N. Estrada, B. Paredes, M.
Rendueles, M. Diaz. 2016. Egg yolk and egg yolk fractions
as key ingredient for the development of a new type of gels.

International Journal of Gastronomy and Food Science, 3:
30-37. https://doi.org/10.1016/j.ijgfs.2016.02.001

Virani, S. S., L. D.Woodard, C. R. Landrum, K. Pietz, D.
Wang,C. M. Ballantyne, L. A. Petersen. 2011. Institutional,
provider, and patient correlates of low-density lipoprotein
and non-high-density lipoprotein cholesterol goal
attainment according to the Adult Treatment Panel IlI
guidelines. American Heart Journal, 161(6): 1140-1146.
https://doi.org/10.1016/j.ahj.2011.03.023

Warren, M., H. Brown, D. Davis. 1988. Solvent extraction
of lipid components from egg yolk solids. Journal of the
American Qil Chemists’ Society, 65(7): 1136-1139.
https://doi.org/10.1007/BF02660569



	TESIS MINE Corregida Final-11 marzo 2019-P2
	7-A-R-I-cholesterol-molecules-23-03204- Art Mine
	Introduction 
	Materials and Methods 
	Materials 
	Cholesterol Reduction in Egg Yolk 
	Egg Yolk Granule Extraction (NaG) 
	Anionic Polysaccharide/Egg Yolk Complexes 
	Solvent Extraction 

	Quantification of Cholesterol Using Gas Chromatography 
	Particle Size Measurement 
	Zeta Potential () 
	Emulsifying Capacity 
	Microstructure Analysis 
	Color Analysis 
	Statistical Analysis 

	Results and Discussion 
	Cholesterol Removal in Egg Yolk 
	Particle Size Measurement 
	Zeta Potential () 
	Emulsifying Capacity 
	Microstructure Analysis 
	Color Analysis 

	Conclusions 
	References

	2-D-A1-Mine

