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RESUMEN

El linalool es un monoterpenoide presente en especies de las familias Lamiceae,
Lauraceae y Rutaceae que ha demostrado propiedades favorables para el
tratamiento de enfermedades. La investigacion de su incorporacién a matrices
alimenticias es importante para ofrecer alternativas funcionales debido a sus usos
limitados por su baja solubilidad en agua y sensibilidad.

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de diferentes
concentraciones de linalool como ingrediente funcional en una bebida lactea
formulada como posible alternativa nutracéutica.

Se realiz6 un disefio completamente al azar de tres concentraciones de linalool
(0.012%, 0.024% y 0.036%) incorporados en bebidas lacteas y un testigo
refrigerado a 4°C. Se realizaron analisis bromatoldgicos, microbioldgicos,
sensoriales, determinacion de capacidad antioxidante y de vida de anaquel a los
tratamientos.

Los resultados indican que la concentraciéon de linalool afecté los parametros de
indice de cremado y sedimentacion, ceniza, grasa, proteina, contenido de fenoles,
capacidad antioxidante y apreciacion general y sabor sensorial.

Se concluye que el método de emulsificacion espontanea fue efectivo para lograr
incorporar el linalool en la matriz lactea y que la concentracion de linalool afecta

caracteristicas de las bebidas.



ABSTRACT

Linalool is a monoterpenoid present in species of the families Lamiceae,
Lauraceae and Rutaceae that has shown favorable properties for the treatment of
diseases. The investigation of linalool in food matrices is important to offer
functional alternatives due to its limited uses due to its low solubility in water and
sensitivity.

The objective of this research was to evaluate the effect of different concentrations
of linalool as a functional ingredient in a formulated dairy beverage as a possible
nutraceutical ingredient.

A completely randomized design was carried with three concentrations of linalool
(0.012%, 0.024% and 0.036%) incorporated in dairy beverages and a control
refrigerated at 4°C. Treatments were subjected to bromatological, microbiological,
sensory, phenolic content, antioxidant capacity and shelf life analysis.

The results indicated that the concentration of linalool affected the parameters of
creaming and sedimentation index, ash, fat, protein, phenol content, antioxidant
capacity and general appreciation and sensory taste.

It is concluded that the spontaneous emulsification method was effective in
incorporating linalool into the milk matrix and that the concentration of linalool

affects the characteristics of the beverages.



1. INTRODUCCION

La preocupacion por la salud humana ha incrementado la demanda por productos
funcionales ocasionando un incremento en alternativas de productos comestibles y
bebibles con propiedades funcionales en el mercado (Sir6 et al., 2008). Un compuesto
bioactivo que pudiera ser de interés para la poblacion es el linalool. El linalool (3,7-dimetil-
1,6-octadien-3-ol) es un monoterpenoide aciclico presente en dos formas enantioméricas,
S-(+)- y R-(-)-linalool. Su perfil aromatico se describe como “ligero y refrescante, floral-
lefiosa con notas suaves citricas”. En la naturaleza es producido por las especies
vegetales de los grupos Lamiaceae (mentas), Lauraceae (laureles, canela, palo de rosa)
y Rutaceae (citricos) y es uno de los principales componentes en aceites esenciales con
efectos antimicrobianos y antiplasmodiales (Komatou and Viljoen, 2008). En la industria
de alimentos se utiliza principalmente como saborizante natural en dulces (Wells et al.,
2018) y como conservador natural debido a su efecto antibacterial sobre
microorganismos como Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Campylobacter s: (Martucci et al., 2015). El linalool presenta propiedades antioxidantes,
ansioliticas y analgésicas (Aprotosoaie et al., 2014) las cuales pudiesen aprovecharse

para desarrollar productos de valor agregado.

El desarrollo de alimentos funcionales presenta retos especialmente en la industria de

bebidas, donde muchos compuestos bioactivos, el linalool siendo uno de estos, son de



baja solubilidad en agua y facil degradacion por temperatura, luz y aire (Jugreet et al.,
2020). La encapsulacién de estos compuestos bioactivos previo a la utilizacién en
procesos de elaboracion de bebidas es de importancia para la entrega de productos de
calidad para el consumidor. Distintas tecnologias se usan para la encapsulacién de
bioactivos como la elaboracion de nanoemulsiones, la cual parece ser el método mas
prometedor, no solo por su capacidad de incorporar bioactivos liposolubles en bebidas,
sino también para protegerlos del proceso oxidativo (McClements and Li, 2010). Las
nanoemulsiones son emulsiones con diametros de gota promedio menores a 200
nandmetros (Solans et al., 2005), su uso es de interés en la industria alimenticia debido
a que el tamafio de particula puede generar sistemas de entrega de compuestos
bioactivos con baja solubilidad en agua de alta claridad 6ptica y una alta biodisponibilidad
oral (Bouchemal et al., 2004; McClements, 2011). Las nanoemulsiones pueden ser
elaboradas usando métodos de alta o baja energia. Los métodos de alta energia
dependen de equipos especializados, como homogenizadores y microfluidizadores que
disrumpen y entremezclan las fases acuosas y oleosas, desafortunadamente estos
equipos pueden ser inadecuados para compuestos bioactivos de facil degradacion y son
de alta inversion, lo cual presenta un reto para empresas pequefias y emprendedores
(Abbas at al., 2013). Los métodos de baja energia no necesitan equipos especiales y
utilizan las propiedades de un surfactante, aceite y sistema acuoso para formar
nanoemulsiones de manera espontanea a través de operaciones simples de agitacion y
controlando las condiciones del sistema como temperatura, los cuales han incrementado
en su investigacion para el desarrollo y aplicacion con diferentes enfoques (Schalbart and
Kawaji, 2013; Gulotta et al., 2014; Komaiko and McClements, 2014). Un método de baja

energia es la emulsificacion espontanea, la cual consiste en agregar a baja velocidad una



mezcla de aceite y surfactante en una fase acuosa con agitacion constante. A partir de
esta técnica, gotas pequefas se forman espontdneamente en el limite aceite-agua en
cuanto las moléculas del surfactante se mueven de la fase oleosa a la fase acuosa
(McClements, 2010). Aunque el proceso parece prometedor, las condiciones de
elaboracion varian dependiendo del compuesto a encapsular, existen diversas
investigaciones a nivel laboratorio en donde se evallan los factores del proceso y su
efecto sobre el tamafio de particula (velocidad de agitacion, tipo de surfactante,
temperatura de agitacion, proporcion aceite-surfactante) con resultados satisfactorios, sin
embargo, no existe la aplicacion del método con linalool y posteriormente en la

incorporacion de una bebida lactea.

Por lo anterior, se propone evaluar el efecto diferentes concentraciones de linalool

encapsulados como ingrediente en una bebida lactea formulada.



1.1. Hipotesis

La concentracion de linalool mejora la estabilidad y propiedades nutracéuticas de la
bebida formulada.

1.2. Objetivo General

Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de linalool como ingrediente funcional en

una bebida lactea formulada como posible alternativa nutracéutica.

1.3. Objetivos Especificos

e Evaluar estabilidad de la bebida a través de la medicion de indice de cremado,
viscosidad, vida de anaquel microbiologica y por observacion.

e Determinar la composicion bromatolégica y microbioldgica de la bebida
formulada.

e Cuantificar fenoles totales y determinar capacidad antioxidante por ABTS, FRAP
y DPPH.

e Evaluar aroma, sabor y textura a través de prueba de aceptacion sensorial.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Alimentos Funcionales

El término alimento funcional surgié en Japén en los afios 80 en donde se desarrollaron
programas a gran escala de andlisis y desarrollo sobre la funcionalidad de alimentos,
incluido el disefio molecular. En 1991 se establece el concepto de alimentos “FOSHU”,
como aquellos que tienen un efecto especifico de salud debido a los esfuerzos realizados
por el gobierno japonés para reducir los altos costos del sector salud. La categoria tiene
como objetivo mejorar la salud de la poblacion brindando beneficios de salud especificos
(Kubomara, 1998). Segun el Ministerio de Salud de Japon, los alimentos “FOSHU” son
alimentos que tienen un efecto especifico de salud debido a la presencia de compuestos
funcionales y alimentos en donde los alérgenos fueron eliminados (Saito, 2007; Mudgil
2017; Litwin 2018). Sin embargo, existen diferentes definiciones de alimentos
funcionales.

Grupos internacionales en nutricion han definido que “los alimentos funcionales son los
que proveen beneficios de salud mas alla de la nutricion”. Sin embargo, no hay consenso
para definir si alimentos nombrados como alimentos medicinales, alimentos para una
dieta especial y suplementos alimenticios pueden ser denominados como alimentos

funcionales. En el Cuadro 1 se presenta la evolucion del término alimento funcional.



Cuadro 1. Evolucioén del término alimento funcional

Organizacion

Definicion de Alimento
Funcional

Referencia

National Academy of
Sciences Foods and
Nutrition Board

International Life Institute

Encyclopedia of Food
Sciences and Nutrition

10th International
Functional Food
Conference

17th International
Conference organized by
the US Department of
Agriculture (USDA) and
Agricultural Research
Service (ARS)

Cualquier alimento modificado o
ingrediente alimenticio que puede
proveer un beneficio de salud
adicional a la nutricion.

Alimentos que, por la presencia
de compuestos fisiologicamente
activos, proveen un beneficio a la
salud mas alla de la nutricion
béasica.

Alimentos hechos de ingredientes
naturales consumidos como parte
de la dieta diaria que tienen una
funcién especifica que sirve para
regular un proceso en el cuerpo,
como la mejora de los
mecanismos biolégicos de

defensa, prevencion de
enfermedades especificas,
recuperacion de alguna

enfermedad especifica, control de
enfermedades fisicas y mentales
y desaceleracién del proceso de
envejecimiento.

Alimentos naturales o procesados
que  contienen  compuestos
biol6gicamente activos conocidos
0 desconocidos que proveen un
beneficio probado clinicamente
para la prevencion, manejo 0
tratamiento de enfermedades
cronicas.

Alimentos naturales o procesados
gque contienen  compuestos
biol6gicamente activos conocidos
0 desconocidos que proveen un
beneficio probado clinicamente
para la prevencion, manejo 0
tratamiento de enfermedades

Thomas and Earl,
1994

Hasler, 2002

Leon, 2003

Martirosyab and
Sinhga, 2015

Martirosyab and
Sinhga, 2015



cronicas en cantidades efectivas
no toxicas.

Alimentos enteros, alimentos
fortificados, enriquecidos 0

mejorados con efectos
Academy _of Nutrition and potenmalmer_]te beneflcos a la Wolfram, 2017
Dietetics salud al ser ingeridos como parte

de una dieta variada en un tiempo
regular y en cantidades efectivas
basadas en evidencia cientifica.

Una amplia gama de productos

. . , de alimentos desarrollados para British Nutrition
British Nutrition Foundation ) . ; :
un ingrediente funcional Foundation, 2018
particular.

2.1.1. Clasificacion de alimentos funcionales

Existen diferentes clasificaciones de los alimentos funcionales ya sea por tipo de
producto, el beneficio que otorga o por su naturaleza.

La clasificacion por tipo de producto se divide en 2 principales categorias que incluyen
alimentos y bebidas funcionales. Los alimentos y bebidas funcionales son similares en
apariencia a los alimentos y bebidas convencionales que se consumen en una dieta diaria
y han comprobado que tienen un beneficio fisiolégico y/o reducen el riesgo de
enfermedades cronicas mas alla de la nutricibn debido a la presencia de compuestos
bioactivos. Debido al incremento de la demanda por estos productos, existe un rango
amplio de alimentos funcionales (Magsood, 2020). ElI Cuadro 2 menciona los tipos de

alimentos funcionales e ingredientes activos de este grupo.



Cuadro 2. Clasificaciones de alimentos funcionales.

Tipo de . .
. Ingrediente activo / .
alimento S Referencias
. Descripcidn
funcional
Fibra dietaria Beinner and Lamounier, 2003
Probidticos Dahl et al., 2005
Bebid Prebibticos Prieto et al., 2006
¢ enl als Vitaminas Renuka et al., 2009
uncionales Minerales Granato et al., 2010

Productos de
panificaciéon
funcionales

Productos lacteos
funcionales

Productos
carnicos
funcionales

Productos
vegetales
funcionales

Confiteria
funcional

Extractos herbales

Fibra dietaria
Vitaminas
Minerales

Antioxidantes

Minerales
Vitaminas
Probidticos
Fibra dietaria
Acido linoléico conjugado

Bajo en sodio
Fibra dietaria
Péptidos bioactivos
Probidticos
Acido linoléico conjugado
Antioxidantes

Minerales
Probio6ticos

Fibra dietaria
Fitoesteroles
Antioxidantes
Reemplazadores de grasa
Probioticos y simbidticos

Harbourne et al., 2013

Martinez-Navarrete et al., 2002
Hertrampf et al., 2003
Dalgetty and Baij, 2006
Nanditha and Prabhasankar, 2008

Gaucheron, 2000
Staffolo et al., 2004
Kazmi et al., 2007
Rodriguez-Alcala y Fontecha, 2007
Granato at al., 2010

Gimeno et al., 2001
Steenblock, 2001
Tang et al., 2001

Arihara, 2004

Dhiman at al., 2005

Arihara, 2006

Gras et al., 2003
Granato et al., 2010

Cardelli et al., 2008
Patel et al., 2008
Ares et al., 2010

El-Kalyoubu et al., 2011

Botelho et al., 2014
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La clasificacion basada en la naturaleza del alimento se divide en alimentos
convencionales, alimentos fortificados e ingredientes alimenticios sintéticos. Los
alimentos convencionales son los alimentos enteros y sin modificacion como vegetales,
frutas, pescado, lacteos y granos que naturalmente contienen ingredientes bioactivos que
confieren beneficios a la salud. Los alimentos modificados son alimentos que han sido
mejorados, enriquecidos o fortificados con ingredientes funcionales como jugos de frutas
con calcio, productos de panificacion enriquecidos, bebidas con extractos vegetales y sal
iodada. Los compuestos funcionales alimenticios varian desde macronutrientes,
micronutrientes esenciales requeridos en niveles mayores 0 compuestos no
nutrimentales como fitoquimicos, los cuales se derivan de plantas, microorganismos,
organismos marinos y otros materiales inorganicos. Los ingredientes sintéticos son
compuestos funcionales que son sintetizados en laboratorios como los fructuanos de tipo
inulina que funcionan como prebidticos. Se estima que el mercado de alimentos sintéticos
tendra el mayor crecimiento en los siguientes 15 afios debido a sus diversas aplicaciones
en casi todos los grupos alimenticios (Hasler and Brown, 2009; Crowe y Francis, 2013;
Functional Foods Ingredients Market, 2018).

La clasificacion por tipo de beneficio se basa en alimentos fortificados con ingredientes
para tratar enfermedades por deficiencia, como productos con fibra dietaria soluble e
insoluble para mejorar la salud del tracto digestivo y salud cardiaca; alimentos con
microorganismos benéficos para la flora intestinal, como productos fermentados; y
alimentos que ayudan a procesos metabolicos a través del uso de enzimas fisiologicas

(Williams, 2008).

11



2.1.1.1. Bebidas funcionales lacteas.

Las bebidas lacteas han sido consumidas desde tiempos ancestrales. Inicialmente la
leche bronca era consumida por toda la poblacién, pero con la introduccién de tecnologias
como pasteurizacion, esterilizacion, homogenizacion y centrifugacion, se desarrollaron
diferentes tipos de leches y bebidas lacteas enfocadas en grupos poblacionales objetivos,
como la leche descremada para personas con obesidad y con enfermedades
relacionadas al consumo de grasa. En la Gltima década se ha observado una tendencia
por el desarrollo de bebidas fortificadas saludables en donde se incorporan ingredientes

bioactivos o funcionales y han sido asociados con beneficios fisiologicos.

Las bebidas lacteas son generalmente bebidas en donde la leche liquida o leche en polvo
es el principal ingrediente y otros ingredientes utilizados son leche descremada liquida o
en polvo, azucar, conservadores, colorantes, sabores, acidos, ingredientes funcionales,
mezcla de frutas o jugos y agua. El mercado de bebidas lacteas es uno de los segmentos
mas importantes en el mercado de los lacteos. Este segmento es considerado el
segmento de mayor crecimiento con una variedad de productos nuevos apareciendo en
el mercado. Las mayores innovaciones dentro de las bebidas lacteas se encuentran
dentro de la categoria del uso de compuestos funcionales o bioactivos y en empaque
(Mudgil y Barak, 2019). Algunos fortificantes son prebioticos, probidticos, fibra dietaria,
fitoesteroles, &cidos grasos esenciales monosaturados, acidos grasos esenciales

poliinsaturados, proteinas, minerales y vitaminas (Roy, 2008; Rodriguez-Perez, 2019).

12



Dentro de las bebidas lacteas, la leche fresca, leche fermentada y yogurt son los

productos mas comunes ya que son considerados vehiculos excelentes para probiéticos

y se dividen en los siguientes grupos:

Valor agregado: Bebidas en donde uno o mas componentes han sido eliminados
gue generalmente estan dirigidos a grupos especificos de la poblacion, por
ejemplo, leche deslactosada, leche baja en grasa o yogurt bajo en grasa (Garcia-
Llatas et al., 2015).

Fortificadas: Bebidas que pasaron por un proceso de fortificacion que incrementa
la cantidad de nutrientes presentes antes del procesamiento. Los ingredientes mas
utilizados para fortificar son el calcio, magnesio, acido linoleico conjugado,
proteinas séricas y vitaminas liposolubles como A y D (Gerhart and
Schottenheimer, 2013).

Enriguecidas: Bebidas que se les ha agregado un compuesto bioactivo para
promover beneficios a la salud mas alla de la nutricién, por ejemplo, el uso de

probiéticos, prebidticos, fibras y esteroles. (Rodriguez-Perez et al., 2019)

A continuacion, se describen los diferentes tipos de bebidas lacteas funcionales con

ejemplos en el mercado.

2.1.1.1.1. Bebidas bajas en azlcar. Las bebidas funcionales bajas en azlcar pueden

ser preparadas sustituyendo azucar con fructuosa o mejorando los azucares lacteos en

la bebida. La reduccién de azucares también puede lograrse a través del uso de

edulcorantes (Kroger et al., 2006) y el incremento del dulzor en la bebida se utilizan
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enzimas, como lactasa que puede hidrolizar la lactosa en glucosa y galactosa (McCain

et al., 2018).

2.1.1.1.2. Bebidas bajas en grasa. La mayoria de las bebidas lacteas son altas en grasa
(3—-5%). Esta cantidad es considerablemente alta para personas con ciertas condiciones
cardiacas de salud. La reduccién de contenido de grasa en estas bebidas se vuelve
esencial para propositos de salud, se utilizan leches descremadas en la elaboracién de
estas bebidas. Sin embargo, el sabor y textura de la leche descremada no es tan atractiva
como la leche entera debido a su consistencia acuosa y color transparente. Para
solucionar estos problemas, se utilizan hidrocoloides y espesantes como almidones
modificados y/o geles para mejorar consistencia (Villegas et al., 2010; Shekarabi et al.,

2021; Sipple et al., 2021).

2.1.1.1.3. Bebidas con modificacién de composicion de grasas. Otra manera de
reducir el contenido de grasa en bebidas es a través de la sustitucion por grasas
benéficas a la salud. Grasas con alto contenido de acidos grasos insaturados como
grasas vegetales y aceites marinos, se consideran candidatos para la sustitucion debido
a sus beneficios para la salud (Ward y Singh, 2005). Los acidos grasos de interés son los
CLA (acido linoleico conjugado), EPA (acido eicosapentaenoico), y DHA (&cido
docosahexaenoico) debido a su efecto en funciones fisiolégicas y prevencion de

enfermedades (Kolanowski and Laufenberg, 2006).

2.1.1.1.4. Bebidas con modificacion de composicion proteica. Las proteinas lacteas

se pueden modificar para mejorar la funcionalidad o nutricién, por ejemplo, la caseina se
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utiliza para mejorar la emulsificacion. La hidrdlisis de proteinas por enzimas incrementa

el contenido de aminoécidos libres para su absorcidén post consumo (Sinha et al., 2007).

2.1.1.1.5. Bebidas fortificadas. En las ultimas décadas, productos fortificados han sido
introducidos en el mercado donde algunos fortificantes que se usan en bebidas lacteas
funcionales son el acido linoléico conjugado, &cido eicopentaenoico, &cido
docohexanoico, probidticos, prebidticos, fibra dietética, vitaminas, minerales, polifenoles,
fitoesteroles, etc. (Ghasempour et al., 2012; Mudgil et al., 2016; Shree et al., 2017). Las
vitaminas hidrosolubles pueden ser utilizadas sin alterar las propiedades fisicoquimicas,
sin embargo, su sensibilidad a oxidacion es un reto para la industria debido a que la
oxidacién de vitaminas durante el almacenamiento de la bebida puede disminuir su
concentracion, ocasionar sabor indeseable y cambios de color en la bebida. Las bebidas
lacteas se consideran un excelente vehiculo de minerales por lo cual es una préactica
comun la fortificacién mineral en donde es comun la adicién de calcio o el hierro. Existen
sales minerales solubles e insolubles para la fortificacién de bebidas lacteas. Las sales
minerales solubles tienen buena biodisponibilidad, pero un sabor indeseable y las
insolubles tienen buen sabor, pero causan ocasionalmente sedimentacion (Bhat and

Bhat, 2011).

Otros compuestos utilizados para fortificacion son polifenoles de fuentes vegetales. Estos
han atraido el interés durante la ultima década debido a los beneficios cardiacos que
confieren. Sin embargo, los polifenoles generalmente reaccionan con las proteinas para
formar un complejo i6nico que produce inestabilidad en el producto. La fortificacion de

bebidas con fibra es de interés reciente pero solo se pueden utilizar fibras solubles en
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bebidas, su uso en formulaciones puede provocar cambios de textura debido a sus
propiedades reoldgicas lo cual limita la concentracion a utilizar para que no afecten la
textura de la bebida. Los fitoesteroles también se pueden usar como fortificantes en las
bebidas lacteas ya que se asocian con una reduccion de niveles de colesterol en sangre

(Ozer and Kirmaci, 2010).

2.2. Linalool

2.2.1. Descripcion y Propiedades Fisicoquimicas

El linalool (3,7-dimetil-1,6-octadinen-3-ol) es un monoterpenoide aciclico de la familia de
los alcoholes terciarios con un grupo hidroxilo (Aprotosoaie et al., 2014). El linalool tiene
dos formas enantiomérias, S-(+)- y R-(-)-linalool, las cuales difieren en propiedades
aromaticas sensoriales y fisiologicas (Peana, 2006). En la naturaleza es producido por
las especies vegetales de los grupos Lamiaceae (mentas), Lauraceae (laureles, canela,
palo de rosa) y Rutaceae (citricos). El S-linalool se puede encontrar en aceites esenciales
de semillas de cilantro (Coriandrum sativum L.), palma rosa (Cymbopogon martinii var
martinii (Roxb.) Wats) y flores de naranja dulce (Citrus sinensis Osbeck) y su aroma es
dulce y floral. ElI R-linalool est4 presente en aceites de la canela (Cinnamomun
camphora), palo de rosa, lavanda (Lavandula officinalis Chaix), laurel (Laurusnobilis) y
albahaca (Ocimum basilicum, family Lamiaceae) y su aroma es lefioso y lilaceo
(Xiangyun, 2010).

El linalool es un compuesto no-polar soluble en solventes organicos (alcohol, éter, etc.,),
aceites y propilenglicol y es sensible a oxidacion, glucosilacion, esterificacion y metilacion

debido a los enlaces dobles y el grupo hidroxilo en su estructura. La modificacion mas
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comun es la oxidacion que produce furanos y piranos tipicamente encontrados en vinos,
aromas florales y papaya. De estos oxidos del linalool, se pueden obtener aldehidos
esteroisoméricos y alcoholes (Api et al., 2015; lic et al., 2016; Raguso, 2016). En el

Cuadro 3 se mencionan las propiedades fisicoquimicas del linalool.

Cuadro 3. Propiedades fisicoquimicas del linalool.

Formula quimica
Apariencia
Aroma
Sabor
Peso molecular
Densidad
Solubilidad en agua
Punto de inflamacion
Punto de congelacion
Punto de fusion
Viscosidad

Indice de refraccion

C10H180

Liquido incoloro a amarillo pélido

Floral o lefioso; similar al aceite de bergamota
Floral, lefioso, dulce con notas tropicales
154.25 g/mol

0.87 g/mL (at 25°C)

0.00159 g/mL (at 25°C)

78 °C

<-74 °C

<20°C

0.004465 Pa/s (25 °C)

1.462 (20 °C)

Referencia: (Lapczynski et al., 2008; Haynes, 2014; Api et al., 2015)

2.2.2. Produccion.

El linalool puede ser extraido de aceites esenciales vegetales y también producido
industrialmente por la hemisintesis de pineno natural por sintesis quimica. La extraccion
del linalool puede ser lograda a través de técnicas cromatograficas, pervaporacion,

microextraccion asistida por ultrasonido y métodos de fluidos supercriticos. En la
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actualidad la mayor cantidad de linalool en el mercado es sintetizado de pineno natural o
completamente sintético a través de reacciones complejas (Semikolenov, 2001; Galiano

et al., 2019; Chang et al., 2020; Radu et al., 2020).

2.2.3. Aplicaciones

En México no existen normas que regulen el uso o describan que el linalool es apto para
consumo, sin embargo, el U.S. Code of Federal Regulations y la Food and Drug
Administracion (E.U.A.) clasifican el linalool como seguro y permiten el uso de
saborizantes naturales y artificiales en bebidas, dulces, helados y productos horneados
que contienen diferentes cantidades de linalool y sus ésteres (Shimizu et al., 2007;
Colliver et al., 2007; Vilas et al., 2009). Utilizando modelos in vitro e in vivo, se demostro
que el linalool contiene un amplio espectro de propiedades bioactivas como
antibacteriales y antioxidantes (Kamatou and Viljoen, 2008; Miyashita et al., 2013;
Fernandes, 2015; Asbahani et al., 2015; Filip et al., 2016). A continuacién, se mencionan

los beneficios estudiados.

2.2.3.1. Antiinflamatorio

La inflamacion es una respuesta a un estimulo dafiino. El aceite de incienso extraido de
Boswellia carterii ha sido ampliamente utilizado en la medicina china para tratar la
inflamacion y dolor, incluyendo dismenorrea y dolor muscular, epigastrico y reumatico.
Linalool es uno de los principales componentes del aceite de incienso siendo el
responsable de sus propiedades antiinflamatorias y efectos analgésicos al inhibir la
sobreexpresion de la ciclooxigenasa-2 (COX-2). Pasteurella multocida es una bacteria

gramnegativa que puede causar infecciones graves, especialmente en los pulmones de
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los mamiferos. Wu et al., (2014) inform6 que el linalool modula el estrés oxidativo
confiriendo proteccion a los pulmones contra la inflamacion producida por P. multocida.
También se encontrado que el linalool activa el factor 2 relacionado con el factor nuclear
eritroide 2 (Nrf-2), un regulador critico de varios procesos inflamatorios y respuestas
inmunitarias. Cuando se activa el Nrf-2 genera enzimas antioxidantes que podrian
proporcionar resistencia contra inflamacion pulmonar, infiltracion de neutrdfilos, liberacion

de citocinas proinflamatorias y carga bacteriana (Li et al., 2015).

2.2.3.2 Antimicrobial

Park et al., (2012) sugirié que el linalool exhibe su actividad antimicrobiana al alterar las
paredes celulares bacterianas, inhibiendo la actividad enzimatica bacteriana vy
suprimiendo la traduccion de ciertos genes reguladores.

Otro ejemplo de las propiedades antibacterianas del linalool es su uso como anti-biofilm
de patégenos que contaminan los alimentos, siendo una de las razones por las que es
muy utilizado por la industria alimentaria. Las enfermedades transmitidas por los
alimentos son causadas por la ingestion y/o el contacto con alimentos contaminados
principalmente por uno de tres patégenos: Salmonella, Escherichia coli y Campylobacter.
Duarte et al. (2016) informé que el aceite esencial de cilantro y su principal componente,
el linalool, muestran actividad anti-biofilm contra cepas de Campylobacter jejuni y
Campylobacter coli. Ademas, se demostré que el linalool tiene efecto inhibitorio a la
peroxidacion de lipidos, dichas propiedades podrian convertir el uso de los aceites
esenciales altos en contenido de linalool en alternativas potenciales a los antioxidantes
sintéticos ya que pueden mejorar la vida util y aumentar la seguridad alimentaria, siendo

extremadamente beneficioso para la industria alimentaria dado el origen natural de estos
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compuestos (Souza, 2016). En el Cuadro 4 se mencionan aplicaciones del linalool como

agente antimicrobiano y su modelo de accion.

Cuadro 4. Aplicaciones de linalool como agente antimicrobiano.

Fuente Microorganismo Mecanismo de Accion Referencia
Biofilm de L. Cambios metabodlicosenla Gao et al.,
monocytogenes célula 2019

Destruccion de estructura
celular y vertimiento de
contenido citoplasmético

Shewanella
putrefaciens

Guo et al.,
2021

Inhibicion de respiracion

. celular, dafio a paredes de

Linalool P. fluorescens la membrana celular e Guo, 2021
inhibicidon de sintesis de
energia

Dispersion y destruccion Yang et al.,

L. monocytogenes de células en biofilm 2015

Staphylococcus aureus Cambios metabdlicos enla D’souza et

en pollo crudo célula al., 2019
Linalool y
nanoemulsiones de g typhimurium en pifia  Disrupcién de Integridad de  Prakash et
linalool cortada la pared celular al., 2019

Interaccion con fosfolipidos
Escherichia coli y  proteinas de la
membrana celular

Aelenei et
al., 2019

Aceite de cilantro y
linalool

2.2.3.3. Analgésico

Varios estudios in vivo confirman las propiedades antinociceptivas y analgésicas del

linalool. La nocicepcion es la reaccion del sistema nervioso sensorial a un estimulo
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potencialmente dafino. El aceite esencial de Citrus bergamia, conocido como aceite de
bergamota, ha demostrado propiedades antinociceptivas a través de los receptores
opioides periféricos (Sakurada et al., 2011). Los monoterpenos oxigenados, linalool y
linalilo de acetato, son los principales constituyentes del aceite esencial de bergamota,
siendo su actividad antinociceptiva relacionada a la cantidad de linalool presente en la
composicién del aceite (Kuwahara et al., 2011). Kuwahata et al., (2011) informaron,
mediante el uso de pruebas de comportamiento, que la inyeccién local de linalool en
modelos de ratones sometidos a hipersensibilidad neuropatica inducida por ligadura
parcial del nervio ciatico (PSNL), reducia sintomas de dolor. Los efectos son el resultado
de la reduccion de la proteina quinasa regulada por sefial extracelular espinal (ERK)

activacion.

2.2.3.4. Ansiolitico

Hoy en dia, el ritmo acelerado de la vida diaria contribuye al aumento de la incidencia de
enfermedades mentales en la mayoria de la poblacion de los paises desarrollados. En
la medicina tradicional amazoénica brasilefia, se reconocen los aceites esenciales de
Aniba rosaeodora, Aniba parviflora y Aeollanthus suaveolens por sus propiedades
sedantes y antidepresivas. Una caracteristica comun de estos aceites esenciales es el
alto contenido en linalool (del 45 al 88,6 %). Dos Santos et al. (2018) evaluaron las
propiedades antidepresivas de la administracion intraperitoneal de los aceites esenciales
brasilefios y linalool en modelos de ratones que fueron sometidos a diferentes pruebas
de comportamiento, donde los resultados sugirieron que el linalool es el principal

responsable de las propiedades antidepresivas y ansioliticas de los aceites esenciales.
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2.3. Emulsiones

2.3.1. Definicion de Emulsiones

Una emulsion consta de dos liquidos inmiscibles (generalmente aceite y agua) en donde
uno se dispersa como pequefias gotas esféricas en el otro. En la mayoria de los
alimentos, los diametros de las gotas suelen oscilar entre 100 nm y 100 pm, pero
recientemente ha habido interés en la utilizacion de emulsiones con diametros mas
pequefios (d <100 nm) debido a sus propiedades fisicoquimicas. Las emulsiones pueden
ser clasificadas segun la distribucion espacial relativa de las fases oleosa y acuosa. Un
sistema que consta de gotas oleosas dispersas en una fase acuosa se denomina
emulsién de aceite en agua (O/W), por ejemplo, leche, crema, aderezos, mayonesa,
bebidas, sopas y salsas. Un sistema que consta de gotas acuosas dispersas en una fase
oleosa se denomina emulsion de agua en aceite (W/O), por ejemplo, margarina y
mantequilla. La sustancia que forma las gotas en una emulsibn se denomina fase
dispersa, discontinua o interna, mientras que la sustancia que forma el liquido circundante

se denomina fase continua o externa (McClements, 2017).

2.3.2. Mecanismos de Inestabilidad

El término “estabilidad” se usa ampliamente para describir la capacidad de una emulsion
para resistir cambios en sus propiedades con el tiempo. Una emulsion puede romperse

debido a cambios fisicos (cambios en la ubicacion relativa de sus componentes) o
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cambios quimicos (cambios en la quimica de sus componentes). Existe una variedad de
mecanismos fisicoquimicos que pueden ser responsables de las alteraciones en las
propiedades de la emulsion y, por lo general, es necesario establecer cuéles de estos
mecanismos son importantes en el sistema que se esta considerando realizar antes de
poder desarrollar estrategias efectivas para mejorar la estabilidad (Kim et al., 2002).

La formacion de crema y la sedimentacion son formas de separacion gravitacional. La
formacién de crema describe el desplazamiento ascendente de las gotas debido a que
tienen una densidad menor que el liquido circundante, mientras que la sedimentacion
describe el movimiento descendente de las gotas debido a que tienen una densidad
mayor que el liquido circundante (Clausse y Dalmazzone, 2014; Orr, 1988) .

La floculacién y la coalescencia son ambos tipos de acumulacién de gotas. La floculacién
ocurre cuando dos 0 mas gotas se unen para formar un agregado en el que las gotas
conservan su integridad individual, mientras que la coalescencia es el proceso por el cual
dos 0 mas gotas se unen para formar una sola gota mas grande. La coalescencia extensa
de gotas puede conducir eventualmente a la formacion de una capa separada de aceite
sobre una muestra, lo que se conoce como "desprendimiento de aceite” (Mei et al., 1999;
Mezzenga, 2005).

La inversion de fase es el proceso mediante el cual una emulsién O/W se convierte en
una emulsibn W/O, o viceversa. Ademas de los procesos fisicos mencionados
anteriormente, debe tenerse en cuenta que también existen varios procesos quimicos,
bioguimicos y microbioldgicos que ocurren en las emulsiones alimentarias que también
pueden afectar negativamente su vida util y calidad, por ejemplo, oxidacion de lipidos,

hidrolisis enzimatica y el crecimiento bacteriano (Landy, 1996).
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2.3.3. Complejidad de las Emulsiones Alimenticias

La mayoria de las emulsiones alimentarias son mucho mas complejas que los sistemas
simples de tres componentes (aceite, agua y emulsificante). La fase acuosa puede
contener una variedad de ingredientes solubles en agua, incluidos azucares, sales,
acidos, bases, alcoholes, surfactantes, proteinas, polisacaridos y conservadores. La fase
oleosa también puede contener una mezcla compleja de componentes solubles en
lipidos, como triacilgliceroles, diacilgliceroles, monoacilgliceroles, acidos grasos libres,
esteroles, vitaminas, sustitutos de grasas, agentes de carga, colorantes, sabores y
conservadores. La region interfacial puede contener una mezcla de diferentes
componentes surfactantes, incluidas proteinas, polisacaridos, fosfolipidos, surfactantes,
alcoholes y complejos moleculares. Ademas, estos componentes pueden formar varios
tipos estructuras en el aceite, el agua o las regiones interfaciales (como cristales de grasa,
cristales de hielo, agregados de biopolimeros, burbujas de aire, cristales liquidos y
micelas de surfactantes), que a su vez pueden asociarse a formar estructuras mas
grandes (como biopolimeros o redes de particulas). Otro factor de complicacién es que
los alimentos estan sujetos a variaciones en su temperatura, presion y agitacion
mecanica durante su produccion, almacenamiento y manipulacion, lo que puede causar
alteraciones significativas en sus propiedades generales (Pashley, 2003; Walstra, 2003;

Ubbink, 2008).
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2.3.4. Ingredientes en Emulsiones

2.3.4.1. Grasas y aceites

Las grasas y los aceites forman parte de un grupo de compuestos conocidos como
lipidos. Un lipido es un compuesto que es soluble en disolventes organicos, pero insoluble
0 sOlo escasamente soluble en agua. Este grupo de compuestos contiene una gran
cantidad de diferentes tipos de moléculas, incluidos triacilgliceroles, diacilgliceroles,
monoacilgliceroles, acidos grasos libres, esteroles y fosfolipidos. Los triacilgliceroles son,
con mucho, los lipidos mas comunes en los alimentos, y es este tipo de molécula la que
generalmente se denomina grasa o aceite. Las grasas y aceites comestibles provienen
de una variedad de fuentes diferentes, que incluyen plantas, semillas, nueces, animales
y pescado (Damodaran et al., 2007; Gunstone et al., 2007; Akoh and Min, 2008; Belitz et

al., 2009; Brady, 2013).

2.3.4.2. Agua

El agua juega un papel importante en la determinacion de las propiedades fisicoquimicas
y organolépticas en los sistemas de las emulsiones alimentarias. Sus propiedades
moleculares y estructurales Unicas determinan en gran medida la solubilidad, la
conformacion y las interacciones de los demas componentes presentes en las soluciones
acuosas (Bergethon, 2010). Por lo tanto, es crucial que los cientificos de alimentos
comprendan la contribucibn que hace el agua a las propiedades generales de las
emulsiones alimentarias.

El agua generalmente se considera una sustancia quimicamente distinta con la férmula

quimica H20. En la préactica, el “agua” utilizada en la preparacion comercial de emulsiones
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alimentarias normalmente contiene cantidades significativas de contaminantes organicos
e inorgénicos que influyen en sus propiedades fisicoquimicas y sensoriales, por ejemplo,
acidos, bases, minerales, microorganismos y sabores desagradables. Muchos de estos
contaminantes pueden tener un efecto adverso en la calidad de los productos alimenticios
a base de emulsion y, por lo tanto, a menudo se eliminan mediante el tratamiento del
agua antes de su uso, por ejemplo, mediante métodos de precipitacion, centrifugacion,
filtracion o evaporacion (Li et al., 2014).

A menudo se incorpora una variedad de diferentes solutos en la fase acuosa de las
emulsiones alimentarias para controlar sus propiedades fisicoquimicas y sensoriales,
incluidos acidos, bases, sales, tampones, azlUcares, emulsificantes y biopolimeros. Cada
ingrediente desempefia una o mas funciones especificas en la determinacion de las
propiedades generales de una emulsion alimentaria, y estas funciones a menudo estan
influenciadas por la presencia de los demas ingredientes. Por lo tanto, es importante la
identificacion del rol o los multiples roles que desempefia cada ingrediente dentro de una
emulsion alimentaria en particular, y comprender como estos roles se ven influenciados
por la presencia de otros ingredientes. Este conocimiento facilitara la seleccién racional
de la combinacion oOptima de ingredientes requerida para producir las propiedades

fisicoquimicas y sensoriales deseadas del producto final.

2.3.4.3. Emulsificadores

El término “emulsificante” se usa para describir cualquier sustancia que sea capaz de
adsorberse en una interfase aceite-agua y proteger las gotas de emulsion de la
agregacion (floculacion y/o coalescencia). Los emulsificantes mas utilizados en la

industria alimentaria son los surfactantes de molécula pequeia, fosfolipidos,
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biopolimeros anfifilicos y ciertos tipos de materiales particulado. Estos emulsificantes
varian ampliamente en su capacidad para formar y estabilizar emulsiones dependiendo
de sus caracteristicas moleculares y fisicoquimicas. Idealmente, un emulsificante deberia
adsorberse rapidamente en la interfase aceite-agua durante la homogeneizacién, reducir
la tensién interfacial en una cantidad apreciable y evitar que ocurra la coalescencia de
las gotas durante la homogeneizacion. Ademas, suele ser importante que el emulsificante
forme una capa interfacial que evite la agregacion de gotas en las condiciones
ambientales que experimenta el producto durante la fabricacion, el transporte, el

almacenamiento y la utilizacion (Nelen, 2004; Norn, 2004; Qian, 2011).

2.3.4.4. Surfactante

El término “surfactante” se utiliza para referirse a aquellas moléculas tensioactivas
relativamente pequefas que consisten en un grupo hidrofilico de “cabeza” que tiene una
alta afinidad por el agua, unido a un grupo lipofilico de “cola” que tiene una alta afinidad
por el aceite (Stauffer, 1999; Walstra, 2003; Friberg et al., 2004; Hasenhuettl, 2008;
Kralova and Sjoblom, 2009). El papel principal de los surfactantes en las emulsiones
alimentarias es mejorar la formacién y la estabilidad de la emulsién. Sin embargo, también
pueden alterar las propiedades de la emulsién de otras formas, incluida la formacion de
micelas, la interaccion con biopolimeros o la modificacion de la formacion, el crecimiento
y la estructura de los cristales de grasa. Hay disponible una amplia variedad de
surfactantes para su uso en productos alimenticios. Estos surfactantes se pueden
representar por la formula RX, donde X representa la cabeza hidrdfila y R la cola lipofila.
Las caracteristicas de un surfactante particular dependen de la naturaleza de sus grupos

de cabeza y cola. El grupo principal puede ser anionico, cationico, zwitteribnico o no
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iGnico, aunque la mayoria de los surfactantes utilizados en la industria alimentaria son no
ionicos (monoglicéridos, Tweens, Spans, ACETEM y LACTEM), anibénicos (sales de
acidos grasos, sales de estearoil lactilato , DATEM y CITREM) o zwitterionico (lecitina).
El arginato laurico es uno de los pocos ejemplos de surfactantes cationicos permitidos en
determinadas aplicaciones alimentarias. El grupo de cola de los surfactantes suele estar
formado por una o mas cadenas hidrocarbonadas, que tienen entre 10 y 20 atomos de
carbono por cadena. Las colas de los surfactantes pueden ser saturadas o insaturadas,
lineales o ramificadas, y alifaticas y/o arométicas, pero la mayoria de los surfactantes
alimentarios tienen una o dos cadenas alifaticas lineales, que pueden estar saturadas.

o0 insaturado (Holmberg et al., 2002; Myers, 2006).

Cada tipo de surfactante tiene propiedades funcionales que estan determinadas por sus
caracteristicas moleculares y el entorno en el que opera. Es importante tener en cuenta
que los surfactantes comerciales varian considerablemente en su costo, niveles de uso,
estado legal, compatibilidad de ingredientes y facilidad de uso. Por lo tanto, no existe un
anico surfactante que sea adecuado para todas las aplicaciones alimentarias, y es
necesario seleccionar el surfactante mas apropiado para cada producto (Pugnaloni et al.,
2004).

Los surfactantes de calidad alimentaria se producen industrialmente mediante procesos
quimicos que utilizan una variedad de materias primas diferentes, como grasas, aceites,
glicerol, acidos organicos, azucares y polioles (Hasenhuettl, 2008). A pesar de que
normalmente se los denomina con un nombre quimico especifico, la mayoria de los
surfactantes comerciales son en realidad mezclas muy complejas de varias especies
quimicas diferentes. Esta heterogeneidad composicional puede tener un gran impacto en

sus propiedades funcionales tanto en estudios de laboratorio de propiedades de emulsion
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como en su utilizacion como ingredientes en productos alimenticios. En consecuencia, a
menudo es importante contar con métodos analiticos para determinar el tipo y la
concentracion de diferentes especies quimicas presentes en un surfactante comercial.
Los surfactantes se usan a menudo en combinacion con otros tipos de surfactantes, en
lugar de como componentes individuales, ya que a menudo se pueden obtener
propiedades funcionales mejoradas. Los ingredientes surfactantes para su uso en la
industria alimentaria vienen en una variedad de formas diferentes, que incluyen liquidos,
pastas, sélidos, polvos y perlas (Salager, 2005).

El surfactante normalmente se suspende en la fase en la que es mas soluble antes de la
homogeneizacion, de modo que los surfactantes solubles en agua se dispersan en la fase
acuosa y los surfactantes solubles en aceite se dispersan en la fase lipidica. Aun asi,
también hay ejemplos en la industria alimentaria donde el surfactante simplemente se
mezcla directamente con las fases oleosa y acuosa. Es posible que se requiera una
variedad de tratamientos de procesamiento para garantizar que el surfactante se disperse
adecuadamente (p. ej., cizallamiento y calentamiento), y generalmente los estipula el

proveedor del ingrediente (Hombers, 2002; Yang and McClements, 2013).

2.3.4.5. Modificadores de textura

En las emulsiones alimentarias se afiaden ingredientes para modificar la textura de la
fase continua (normalmente la fase acuosa de las emulsiones de aceite en agua). Estos
modificadores de textura se pueden dividir en “agentes espesantes” y “agentes
gelificantes” segun el origen molecular de sus caracteristicas funcionales. Los agentes
espesantes son ingredientes cuyas caracteristicas funcionales se deben a su

conformacion molecular muy extendida en solucion, mientras que los gelificantes son
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aguellos ingredientes cuyas caracteristicas funcionales se deben a su capacidad de
asociarse entre si a través de enlaces cruzados intermoleculares. No obstante, en la
practica, a menudo no existe una distincion clara entre estas dos categorias ya que los
agentes espesantes pueden formar geles cuando se usan en concentraciones
suficientemente altas y los agentes gelificantes pueden aumentar la viscosidad de las
soluciones acuosas (sin formar geles) cuando se usan en concentraciones
suficientemente altas (Helgason, 2008; Gomez-Guillen et al., 2011).

Las funciones principales de los modificadores de textura en las emulsiones alimentarias
son proporcionar al producto caracteristicas de textura y sensacion en la boca deseables,
y mejorar la estabilidad de la emulsion al reducir la velocidad a la que se mueven las

particulas, como gotas de aceite, hierbas, especias y burbujas de aire (Foegeding, 2006).

2.3.4.6. Espesantes

La funcién principal de los espesantes en las emulsiones alimentarias es aumentar la
viscosidad de la fase acuosa de las emulsiones de aceite en agua. Esta mejora de
viscosidad modifica la textura y la sensacion bucal de los productos, también reduce la
velocidad de sedimentacion o cremado. Los agentes espesantes generalmente son
polvos o granulos que consisten en uno o0 mas tipos de biopolimeros y otros componentes
(como azucares o minerales). Los biopolimeros presentes generalmente existen como
moléculas altamente hidratadas y extendidas en soluciones acuosas. Su capacidad para
aumentar la viscosidad de una solucion depende principalmente de su peso molecular,

grado de ramificacion, conformacion y flexibilidad (Damodaran, 2007; Dickinson, 2011).
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2.3.4.7. Antioxidantes

La oxidacion de lipidos es una de las reacciones quimicas mas importantes que ocurren
en las emulsiones alimentarias que provoca deterioro de la calidad del producto. La
oxidacion de lipidos puede producir mal sabor, pérdida de lipidos poliinsaturados
benéficos y formacién de productos potencialmente téxicos. La “oxidacion de lipidos” es
un término que se utiliza para describir una secuencia compleja de cambios quimicos que
resultan de la interaccion de lipidos con moléculas activas de oxigeno. EI mecanismo de
oxidacion depende de la naturaleza de las especies reactivas presentes y de su entorno
fisicoquimico y se puede dividir en tres etapas distintas: iniciacién, propagacion y
terminacion (McClements y Decker, 2000; Waraho et al., 2011; Dominuez et al., 2019).

Uno de los medios mas efectivos para retrasar la oxidacion de lipidos en alimentos grasos
es incorporar antioxidantes. Los antioxidantes funcionan mediante una variedad de
métodos diferentes, incluido el control de los medios de oxidacion (oxigeno y lipidos), el
control de prooxidantes (especies reactivas de oxigeno y metales prooxidantes) y la
inactivacion de radicales libres. Se pueden dividir en dos categorias segun el mecanismo
de accion: antioxidantes primarios y antioxidantes secundarios (Jacobsenm et al., 2008).
Los antioxidantes primarios retardan la oxidacion de lipidos porque tienen la capacidad
de aceptar radicales libres, retardando la iniciaciébn o interrumpiendo el paso de
propagacion. La eficacia de estos antioxidantes depende de su estructura quimica, las
condiciones de la solucion (pH, fuerza idnica y temperatura) y el ambiente fisicoquimico
(aceite, agua o region interfacial). Los antioxidantes que son efectivos para retardar la
oxidacion de lipidos en aceites pueden ser inefectivos en emulsiones debido a las
diferencias de su ubicacion en relacion con los sustratos lipidicos o prooxidantes. Muchos

aditivos alimentarios sintéticos, como BHA, BHT y TBHQ, son antioxidantes comunes que
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rompen cadenas y se usan en los sistemas alimentarios. Estos antioxidantes sintéticos
suelen ser muy eficaces para controlar la oxidacion de lipidos; sin embargo, la demanda
de los consumidores por alimentos naturales ha llevado a la industria alimentaria a buscar
alternativas mas “limpias”. Por esta razén, se han llevado a cabo varios estudios para
evaluar la eficacia de los antioxidantes naturales que rompen cadenas en aceites y
emulsiones, incluidos los tocoferoles, extractos de frutas y extractos de plantas (Liebler
and McClure, 1996; Marin, 1964; Xu et al., 2021; Farooq, 2021; Thbayh and Fiser, 2022).
Los antioxidantes secundarios pueden retardar la oxidacion de lipidos a través de
diferentes mecanismos que incluyen la quelacion de metales, reposicién de hidrégeno a
los antioxidantes primarios, eliminacién de oxigeno y inactivacion de especies reactivas.
Cabe sefalar que ninguno de estos mecanismos implica la conversion de especies de
radicales libres en productos mas estables. Desde el punto de vista de las emulsiones de
aceite en agua, el tipo mas importante de antioxidantes secundarios son los queladores
de iones de metales. Se ha demostrado que la presencia de metales de transicion, como
hierro o cobre, en la fase acuosa de emulsiones de aceite en agua es un factor importante
en la oxidacién de lipidos. La efectividad de los metales para promover oxidacién de
lipidos aumenta draméticamente cuando estan ubicados cerca de las superficies de las
gotas porque estan mas cerca del sustrato lipidico. En consecuencia, se esperaria que
cualquier componente de la fase acuosa que quelate los metales de transicion y los
elimine de alrededor de la superficie de la gota retrase la oxidacion de los lipidos. Una
variedad de agentes quelantes sintéticos y naturales estan disponibles como aditivos
para prevenir la oxidacion de lipidos en los alimentos, por ejemplo, EDTA, acido fosférico,
polifosfatos, acido citrico, otros acidos organicos, proteinas y polisacaridos. La eleccion

de un agente quelante particular depende del tipo de alimento especifico. Hay una serie
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de medios para retardar la oxidacion de los aceites emulsionados, que no estan
disponibles para retardar la oxidacion de los aceites a granel. Por ejemplo, la oxidacién
de lipidos se puede retardar en emulsiones de aceite en agua al recubrir las gotas de
aceite con una membrana interfacial relativamente gruesa que esta cargada
positivamente para evitar que los iones de metales de transicion entren en contacto
cercano con los lipidos dentro de las gotas. En la préactica, el medio mas eficaz para
controlar la oxidacion de lipidos en emulsiones suele ser el uso de una combinacion de
diferentes estrategias antioxidantes (Krinsky, 1998; Celus et al., 2020; Xu, et al., 2021;

Feng, 2022).

2.3.5. Formacién de Emulsiones

La formacién de una emulsién puede implicar un solo paso o varios pasos consecutivos,
segun la naturaleza del material de partida y el método utilizado para crearlo. Antes de
convertir las fases oleosa y acuosa en una emulsién, es necesario dispersar los diversos
ingredientes funcionales en la fase en la que son mas solubles (Gopal, 1968; Godarsi,

2021).

Los ingredientes solubles en aceite, como vitaminas lipdfilas, colorantes, antioxidantes y
surfactantes, se mezclan con la fase oleosa, mientras que los ingredientes solubles en
agua, como proteinas hidrdfilas, polisacaridos, azucares, sales, tampones, vitaminas
hidrofilas, colorantes, antioxidantes y surfactantes, se mezclan con la fase acuosa. Dicho
esto, en la industria, a veces, los ingredientes predominantemente solubles en agua se
dispersan inicialmente en la fase oleosa (como ciertos surfactantes, fosfolipidos o
biopolimeros), ya que la experiencia practica ha demostrado que se pueden formar

sistemas mas estables o que el procesamiento es mas eficiente. En algunas situaciones,
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es mas conveniente incorporar ingredientes funcionales en polvo directamente a una
mezcla de aceite y agua, independientemente de la fase en la que los ingredientes sean
mas solubles, ya que esto ayuda a evitar la formacién de grumos y facilita la dispersion
durante los procesos posteriores de mezclado y homogeneizacion. Ciertos tipos de
ingredientes en polvo a menudo se mezclan antes de agregarlos a la para facilitar la
dispersion y disolucion (Kentish et al., 2008).

A menudo se requiere una mezcla de alta velocidad para evitar que los ingredientes se
aglomeren y que se peguen a los lados del recipiente. Ciertos ingredientes funcionales
utilizados para formular emulsiones requieren un tratamiento térmico después de su
incorporacion al sistema ya que esto promueve algun tipo de cambio conformacional que
facilita su dispersion y disolucion, por ejemplo, el calentamiento por encima de la
temperatura de transicién de hélice a bobina de un polisacéarido o proteina. Por otro lado,
es importante no sobrecalentar otros ingredientes, porque esto afecta negativamente a
su funcionalidad: por ejemplo, calentar una proteina globular por encima de su
temperatura de desnaturalizacién térmica. Por lo tanto, puede ser importante estar al
tanto de cualquier temperatura critica asociada con ingredientes especificos utilizados
para formular una emulsion (Menon y Wasan, 1985; Zembyla et al., 2020).

La intensidad y duracién del proceso de mezcla depende del tiempo requerido para
solvatar y distribuir uniformemente los ingredientes. La solvatacion adecuada es
importante para la funcionalidad de una serie de componentes alimentarios: por ejemplo,
las propiedades emulsificantes de las proteinas a menudo se mejoran al permitirles que
se hidraten por completo antes de la homogeneizacion. Si la fase lipidica contiene algun
material cristalino, es necesario calentarlo a una temperatura en la que toda la grasa se

derrita antes de la homogeneizacion; de lo contrario, es dificil crear una emulsion estable
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(y los homogeneizadores pueden obstruirse). Por otro lado, el calentamiento excesivo de
lipidos térmicamente labiles puede afectar negativamente la calidad del producto: por
ejemplo, la oxidacién de lipidos poliinsaturados como los acidos grasos w-3 0 los
carotenoides. La mayoria de los proveedores de ingredientes brindan instrucciones
detalladas sobre las condiciones Optimas requeridas para dispersar los ingredientes
durante la formacion de la emulsion, por ejemplo, requisitos de mezcla, solvente y
temperatura (Karbstein, 1995; Delmas et al., 2011).

El proceso de convertir dos liquidos inmiscibles en una emulsion se conoce como
homogeneizacion, y un dispositivo mecanico disefiado para llevar a cabo este proceso
se denomina homogeneizador. La homogeneizacion de alta energia se puede dividir en
dos categorias dependiendo de la naturaleza del material de partida utilizado. La creacién
de una emulsion directamente a partir de dos liquidos separados se conoce como
homogeneizacion primaria, mientras que la reduccion del tamafio de las gotas en una
emulsion ya existente se conoce como homogeneizacion secundaria. La creacion de un
tipo particular de emulsién alimentaria puede implicar cualquiera de estos tipos de
homogeneizacion, o una combinacion de ambas. Por ejemplo, la preparacion de un
aderezo para ensaladas en casa en la cocina se suele realizar por homogeneizacion
directa de las fases acuosa y oleosa utilizando un tenedor, batidor o batidora, y es por
tanto un ejemplo de homogeneizacion primaria. Por el contrario, la leche homogeneizada
se fabrica reduciendo el tamafio de los glébulos de grasa preexistentes en la leche cruda,
por lo que es un ejemplo de homogeneizacion secundaria. En muchas operaciones de
procesamiento de alimentos y laboratorios de investigacion, es mas eficiente preparar
una emulsién usando dos pasos secuenciales. Las fases separadas de aceite y agua se

convierten primero en una emulsidn gruesa que contiene gotas bastante grandes
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utilizando un tipo de homogeneizador (ej., un mezclador de alto cizallamiento), y luego se
reduce el tamafo de las gotas utilizando otro tipo de homogeneizador (ej., un
homogeneizador de valvula de alta presién). Muchos de los mismos procesos fisicos
ocurren durante la homogeneizacion primaria y secundaria (p. €j., mezcla, ruptura de
gotas y coalescencia de gotas), por lo que no hay una distincion clara entre ellos (Taisne

et al., 1996; Choi et al., 2011; Hakanson, 2019).

2.3.5.1. Métodos de homogenizacién de baja energia

El interés en el desarrollo de métodos de homogeneizacibn de baja energia ha
aumentado para producir emulsiones debido a sus ventajas potenciales para ciertas
aplicaciones, por ejemplo, bajo costo de equipo, simplicidad de operacion y capacidad
para producir gotas de tamafio muy pequefio (Santana et al., 2013). Estos métodos se
basan en la formacion espontanea de gotitas de aceite en ciertos tipos de mezclas de
surfactante, aceite y agua (SOW) cuando su composicion o el entorno se alteran de una
manera especifica. Varios de estos métodos de baja energia se pueden utilizar para
fabricar emulsiones de calidad alimentaria. (Anton and Vandamme, 2009; McClements
and Rao, 2011; Solans and Sole, 2012; Safala and Rotlilawa, 2020).

Las principales ventajas de los métodos de homogeneizacién de baja energia son que
son muy simples de implementar, no requieren ningln equipo costoso y pueden producir
gotas de emulsion muy finas (a menudo tan pequefias que producen sistemas
transparentes). Las principales desventajas son que, por lo general, requieren
proporciones de surfactante a aceite relativamente altas, y actualmente solo se pueden
utilizar con surfactantes sintéticos y ciertos tipos de fases oleosas (Komaiko y

McClements, 2015). Ambos métodos son capaces de producir gotas pequefas a altas
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concentraciones de surfactante, pero sélo el método de alta energia puede producir gotas
pequefias a bajos niveles de surfactante. Existen diferentes métodos de baja energia, en

esta tesis se profundizara en el método emulsificacion espontanea.

2.3.5.2. Emulsificacion espontanea

Los métodos de emulsificacion espontanea involucran la titulacion de una mezcla de
aceite y surfactante soluble en agua en una fase acuosa con agitacion continua (Saberi
et al., 2013). Pequefias gotas de aceite se forman espontaneamente en el limite agua-
aceite a medida que las moléculas de surfactante se mueven de la fase de aceite a la

fase de agua.

2.3.5.2.1. Condiciones de preparacion. Existen un niumero de factores importantes
relacionados con las condiciones de preparacion que se deben de considerar al momento
de preparar emulsiones 0 nanoemulsiones utilizando ingredientes grado alimenticio por
el método de emulsibn espontanea (Bouchemal et al., 2004; Dias et al.,, 2014).
Posteriormente a la adicion de la fase organica a la fase acuosa es necesario asegurar
gue la fase organica sea homogénea. Normalmente, aceite y un surfactante hidrofilico
son mezclados para asegurar que estén completamente mezclados. La fase organica
resultante es posteriormente titulada hacia la fase acuosa a un flujo controlado
provocando la formacion de gotas pequefas. Finalmente, agitacion adicional puede ser
requerida para asegurar que el sistema sea homogéneo y cualquier fase bicontinua esté
totalmente integrada. El proceso completo puede describirse a grandes rasgos en 3
pasos:

1. Mezclado de la fase organica (aceite + surfactante)
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2. Titulacion de la fase organica a la acuosa

3. Agitacion adicional
Las condiciones de preparacion que han sido investigadas incluyen temperatura de
preparacion, velocidad de agitacion, tasa de adicion y ubicacion del surfactante

(McClements, 2012; Li et al., 2020).

2.3.5.2.2. Temperatura de preparacion. La temperatura inicial de las fases organicas y
acuosas pueden ser las mismas o diferentes. Por ejemplo, Saberi et al. (2013) ha
agregado la fase organica a temperaturas elevadas en fases acuosas a temperatura
ambiente y Komaiko y McClements (2015) agregaron la fase organica a la acuosa a las
mismas temperaturas. Para emulsiones realizadas con MCT (Triglicéridos de cadena
media) y vitamina E, se encontré que existe un decrecimiento del tamafio de particula al
aumentar la temperatura de preparacion. Al comparar emulsiones cuyas fases organicas
fueron mantenidas a 25 °C con las fases organicas que se mantuvieron a 90°C, se
encontrdé que el diametro de particula disminuy6é de 55 a 48 nm a una concentracién
surfactante-a-emulsion (CSE) de 10% y de 107 a 89 nm a una CSE de 5%. Esta diferencia
en tamafios de particula se puede deber a una disminucién de viscosidad (la cual facilita
la rapidez de movimiento del surfactante, aceite y moléculas de agua), un cambio de
geometria molecular en los surfactantes no-ionicos utilizados, un incremento en la
solubilidad lipofilica del surfactante y/o disminucion de la tension interfacial en cuanto la
temperatura de fase de inversion es alcanzada (Saberi et al., 2013). Observaciones
similares se reportaron al controlar la temperatura durante el proceso de emulsion
espontanea (Komaiko and McClements, 2015). El tamafio de particula disminuyé al

aumentar de 25 °C a 50 °C en un sistema con MCT y campanthina y utilizando una
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combinacion de Tween 80 y Span 20 como surfactantes. En general pareciese que la
emulsion espontdnea es facilitada cuando la temperatura de preparacion es

incrementada.

2.3.5.2.3. Velocidad de agitacion. Las condiciones de agitacion durante la formacion de
la emulsion por emulsificacion espontanea también influyen en el tamafio de las
particulas producidas, tipicamente disminuyendo el diametro de particula con el
incremento de la velocidad de agitacion. Saberi et al., (2016) encontré que incrementando
la velocidad de agitacion de 200 a 800 rpm disminuyo el diametro de particula en un
sistema conteniendo citamina E, MCT y Tween 80. Guttoff (2015) obtuvo resultados
similares en un sistema con vitamina D, MCT y Tween 80. La agitacion es probablemente
necesaria para facilitar el transporte del surfactante, aceite y moléculas de agua y para
facilitar la disrupcion de la microemulsion formado en el limite entre la fase acuosa y
organica (Saberi et al., 2013). Otros estudios han demostrado que el efecto de la
velocidad de agitacion puede depender de la concentracion del surfactante. En un
sistema conformado por MCT/capsantina, Tween 80 y Span 20 se presentaron diferentes
resultados con diferentes niveles de concentracion de surfactante. A menores
concentraciones de surfactante, el incremento de velocidad de agitacion disminuia el

tamafio de particula.

2.3.5.2.4. Tiempo de adicion. Algunos estudios han demostrado la importancia del
control de adicion de la fase organica en la fase acuosa. Si la adicion de la fase organica
se lleva a cabo muy rapido se forman grumos grandes de surfactante-aceite-agua que

son muy dificiles de disolver en la fase acuosa (Yang et al., 2012). Otros estudios también

39



han reportado que el tamafio de gotas producidos por emulsificacion espontanea
incrementa cuando la fase organica es agregada rapidamente (Komaiko and
McClements, 2014). Cada sistema tiene que ser investigado para determinar cual es el
flujo maximo de adicién para lograr gotas pequefias en un tiempo razonable. En general
la mayoria de los investigadores usan tiempos de entre 5 y 15 minutos, que es

probablemente mas tiempo del necesario para generar gotas pequefas.

2.3.6. Emulsiones Alimenticias

2.3.6.1. Leche

La leche es uno de los pocos productos alimenticios que existen naturalmente en forma
de emulsion (Walstra, 1999; Walstra et al., 2005). En su estado original, la leche es una
emulsion de aceite en agua que consiste en glébulos de grasa de leche suspendidos en
una fase acuosa que contiene proteinas, carbohidratos y minerales. La funcién principal
de la leche en la naturaleza es servir como un sistema de suministro de nutrientes para
los bebés de los mamiferos, por lo que contiene una mezcla compleja de nutrientes
esenciales para el crecimiento del bebé, por ejemplo, proteinas, carbohidratos, lipidos,
minerales y vitaminas. En las sociedades modernas, la leche rara vez se consume en su
estado natural y, por lo general, se somete a algun tipo de procesamiento antes del
consumo, por ejemplo, separacién, homogeneizacion, pasteurizacion y/o esterilizacion.
La leche también se puede procesar para crear muchos otros productos alimenticios
populares, como crema, helado, yogur, queso y mantequilla (Hillian et al., 2000; Argan,

2015).
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2.3.6.1.1. Composicién. La composiciéon de la leche varia segun la especie de mamifero,
las variaciones genéticas, la edad, la etapa de lactancia, la dieta, el habitat, el clima, las
condiciones de almacenamiento, etc. Sin embargo, las concentraciones de los
componentes principales en la leche bovina tienden a caer dentro de ciertos rangos bien

definidos.

2.3.6.1.Bebidas

En general, el término "emulsién bebible" se refiere a cualquier emulsién aceite en agua
que se pueda beber, por ejemplo, té, café, leche, formula infantil, bebidas deportivas,
bebidas de frutas y refrescos. En esta seccion, el término se usa de manera restringida
para referirse a bebidas no lacteas y no carbonatadas que se beben frias (bebidas de
frutas y cola) porque esta categoria de productos tiene composiciones y caracteristicas
fisicoquimicas comunes (Piorkowski y McClements, 2014). Este tipo de producto se
puede dividir en dos categorias: emulsiones saborizadas, que se utilizan para brindar una
combinacion de sabor, turbidez y color a los productos terminados; emulsiones de
enturbiamiento de bebidas, que se utilizan principalmente para enturbiar los productos
terminados.

Las emulsiones bebibles generalmente se preparan en una forma relativamente
concentrada (10-30% en peso de aceite) ya que esto facilita su transporte y
almacenamiento. Posteriormente, se prepara el producto final (<0,1% en peso de aceite)
diluyendo la emulsion concentrada con una solucion acuosa. El concentrado a menudo
se elabora en una fabrica y se envia a otra instalacion de produccién para su dilucion. La
formulacion y produccion de emulsiones de bebidas que tienen una vida Gtil prolongada

requiere una comprension profunda de los factores que determinan sus propiedades
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fisicoquimicas. La industria de las bebidas se enfrenta a nuevos desafios en la
formulacion de productos a medida que introduce bebidas con nuevos sabores y
apariencias, e introduce bebidas que promueven la salud fortificadas con vitaminas,

minerales u otros nutracéuticos (Buffo, 2001; Tan, 2007).

2.3.6.1.1. Concentrado de emulsion de bebida. Los concentrados de emulsion estables
se pueden formar utilizando métodos de homogeneizacion de alta o baja energia segun
el tipo de aceite y emulsificante utilizado (Piorkowski y McClements, 2014). Los métodos
de alta energia se pueden usar para fabricar emulsiones de bebidas a partir de goma
arabiga, almidén modificado, proteinas y surfactantes de molécula pequefa, mientras
que los métodos de baja energia solo se pueden usar para ciertos tipos de aceite y
surfactante de molécula pequefia. Para la homogeneizacion de baja energia, el
surfactante soluble en agua y la fase oleosa se mezclan inicialmente y luego se agregan
a la fase acuosa con agitacién continua. Si se utilizan el aceite y el surfactante adecuados,
este proceso conduce a la formacion espontanea de pequefias gotas de aceite sin

necesidad de un homogeneizador.

2.3.6.1.2. Producto terminado. El producto terminado se crea diluyendo el concentrado
de emulsién de bebida con una fase acuosa que contiene acidulantes, colorantes,
sabores, conservantes, etc. Por lo general, el concentrado se diluye de 500 a 1000 veces
para producir un producto final con una concentracion de aceite inferior a alrededor de
20 mg L =1 para un producto listo para beber (Dado, 2009). El producto final puede volver
a homogeneizarse para garantizar que los colorantes, sabores y conservantes no polares

se incorporen por completo a las gotas de aceite. Luego, el producto se envasa en una
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botella, caja de carton, bolsa u otro recipiente adecuado antes (aséptico) o después (no
aséptico) del procesamiento térmico para garantizar la estabilidad microbiana. La
seleccion adecuada de los ingredientes y las condiciones de procesamiento conducen a
productos de bebidas comerciales con una vida util mas larga que 2 meses (Piorkowski
y McClements 2014). Sin embargo, los atributos sensoriales de un producto pueden
deteriorarse durante un almacenamiento prolongado como resultado de cambios

indeseables en sus propiedades fisicas o quimicas.

2.3.7. Sistemas de Entrega Basados en Emulsiones

Una de las razones mas importantes para utilizar sistemas de administracion basados en

emulsién es la encapsulacion, proteccion y liberacion controlada de ingredientes activos.

Los ingredientes activos utilizados por la industria alimentaria pueden aislarse de fuentes
naturales o pueden sintetizarse quimicamente. Los ingredientes sintetizados
guimicamente pueden ser "idénticos a los naturales" (es decir, tienen la misma estructura
y reactividad que las moléculas que se encuentran en la naturaleza) o pueden ser
moléculas completamente nuevas que normalmente no se encuentran en la naturaleza.
Esta es una consideracion importante para los fabricantes de alimentos cuando
seleccionan ingredientes activos para productos particulares, ya que los consumidores a
menudo prefieren ingredientes naturales en lugar de sintéticos. Ademas, cualquier
ingrediente alimentario recién sintetizado debe someterse a pruebas exhaustivas y
obstaculos reglamentarios para garantizar que sea seguro de usar, lo que lleva mucho
tiempo y es costoso. En consecuencia, existe una tendencia hacia la utilizacion de
ingredientes mas naturales en muchos productos alimenticios y bebidas (Damodaran et

al., 2008; Igoe, 2011; Msagati, 2013).
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2.3.7.1. Caracteristicas deseables de los sistemas de entrega

Existe una serie de caracteristicas que cualquier sistema de suministro basado en
emulsion debe tener si va a ser adecuado para su uso en la industria alimentaria. A
continuacion, se resumen algunas de las mas importantes de estas caracteristicas:

e Grado alimentario: el sistema de entrega debe fabricarse completamente con
ingredientes alimentarios y operaciones de procesamiento que cuenten con la
aprobacion reglamentaria en el pais donde se vendera el alimento.

e Produccion econdémica: el sistema de administracion debe poder fabricarse
econémicamente a partir de ingredientes rentables. Los beneficios obtenidos al
encapsular un ingrediente activo dentro un sistema de entrega (por ejemplo,
manejo mejorado, vida util, comerciabilidad, funcionalidad o biodisponibilidad)
deberia compensar los costos adicionales asociados con la encapsulacion.

e Compatibilidad con la matriz alimentaria: el sistema de suministro debe ser
compatible con el alimento o bebida al que se incorporard, es decir, no debe
afectar negativamente la apariencia, la textura, el sabor o la vida util del producto.
Por ejemplo, si se va a incorporar un ingrediente activo en una bebida clara, debe
incorporarse a un sistema de suministro que no aumente la turbidez.

e Proteccion contra la degradacion quimica: Es posible que se deba disefiar un
sistema de administracion para proteger un ingrediente activo contra alguna forma
de degradacion quimica o bioquimica durante el almacenamiento o después de la
ingestion, por ejemplo, oxidacién, hidrdlisis, metabolismo, etc. Conocimiento del

mecanismo de degradacién y los principales factores que lo afectan (p. €j.,
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oxigeno, luz, pH, calor, actividad enzimética, etc.) facilitaran el disefio de un
sistema de administracion mas eficaz.

Capacidad de carga, eficiencia de encapsulacién y retencion: ldealmente, un
sistema de entrega deberia ser capaz de encapsular una cantidad relativamente
grande de ingrediente activo por unidad de masa de material portador, y deberia
retener eficientemente el ingrediente encapsulado hasta que sea necesario
entregarlo en el sitio de accién. Ademas, a menudo es importante que un alto
porcentaje del ingrediente activo agregado esté realmente encapsulado dentro del
material de soporte.

Mecanismo de administracion: Es posible que el sistema de administracion deba
disefiarse de manera que libere el ingrediente activo en un sitio de accién
particular, a un ritmo controlado o en respuesta a un desencadenante ambiental
especifico (p. ej., pH, fuerza idnica, temperatura o actividad enzimética) (Desai and

Park, 2005; Drusch and Schwarz, 2006, Madene et al., 2006).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Disefio Experimental

El efecto de la utilizacién de tres concentraciones de linalool (0.012%, 0.024% y 0.036%)

se evalu6 como suplemento para la elaboracion de una bebida lactea con un tratamiento

control (sin linalool).

Las variables experimentales que se evaluaron fueron las siguientes:

1.

2.

Caracterizacion Reoldgica: indice de cremado (%) y viscosidad (cP).

Evaluacion sensorial: Preferencia general y Satisfaccion de Apreciacion General,
Sabor Lavanda, Aroma, Color, Dulzor y Textura (Escala heddnica 7 puntos).
Caracterizacion Bromatologica: Materia seca (%), humedad (%), cenizas (%),
proteinas (%) y grasa (%).

Caracterizaciéon Microbiolégica: Mesofilos aerobios (UFC/mL), hongos y levaduras
(UFC/mL), coliformes totales (UFC/mL), Escherichia coli (UFC/mL) y Salmonella spp
(UFC/mL).

Vida de anaguel Microbiolégica: Mesdfilos aerobios (UFC/mL), hongos y levaduras

(UFC/mL) a los dias 2, 8, 15y 22 de almacenamiento a 4 + 2°C.

. Vida de anaquel por observacion: Cambio de color (CC), separacién (SP),

sedimentacion (SD), reintegracién de sedimento (RSD) y reintegracion de separacion
(RSP) a los dias 2, 8, 15y 22 de almacenamiento a 4 + 2°C.
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7. Fenoles Totales (mg AG/L).

8. Capacidad Antioxidante por los métodos DPPH, ABTS y FRAP (umol Trolox / L).

Cuatro tratamientos con diferentes concentraciones de linalool (0.0%, 0.012%, 0.024% y
0.036%) se elaboraron donde previamente se realizaron ajustes modificaciones
pertinentes para desarrollar el método de elaboracién de la bebida. Inicialmente, se
mezcld por 1 min. a 400 rpm el benzoato de sodio (0.08%), agua (30%), goma guar al
10% hidratada en agua (15.2%) y la emulsién de linalool (0.0%, 0.15%, 0.3% y 0.45%).
Posteriormente, se agrego la leche descremada (54%) y se mantuvo en agitacion por 2
minutos adicionales. Finalmente, las muestras se pasteurizaron a 63°C por 30 min y se

almacenaron en refrigeraciébn a 4 + 2 °C.

La elaboracion de las bebidas se llevo a cabo en el laboratorio del Centro de Agricultura
Protegida de la Facultad de Agronomia de la Universidad Autbnoma de Nuevo Leo6n. Para
el experimento se utilizé leche descremada ultrapasteurizada almacenada a 4° C. La
composicién de la leche bovina fue de 3.1% de proteina, 0.5% grasay 4.79% de azlcares
segun la etiqueta del productor. El linalool fue obtenido a través de Bulk Natural LLC,
DBA True Terpenes (Portland, Estados Unidos). El aceite de triglicéridos de cadena
media (MCT) fue obtenido de Noverek & Associates (Tlaquepaque, México). Un
surfactante no ionico de grado alimenticio (Tween 80) fue obtenido de Fabricas Azumex
(Puebla, México). El benzoato de sodio y la goma guar fueron obtenidos de Mi Granero

(Cholula, México). En el Cuadro 5 se presentan las formulaciones de cada tratamiento.
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Cuadro 5. Formulaciones de los tratamientos.

Ingredientes (%) t

Tratamientost

TO T1 T2 T3
Linalool ; 0.012 0.024  0.036
MCT - 0.003 0.006  0.009
Emulsién
Tween 80 - 0.015 0.030  0.045
Goma arabiga

hidratada (10%) - 0.12 026  0.38

Leche descremada 54.72 54.57 54.40 54.24

Agua 30.00 30.00 30.00  30.00

Matriz lactea g 2t0 de sodio 0.08 0.08 008  0.08

Goma arabiga 15.20 15.20 1520  15.20

hidratada (10%)

T MCT: Triglicéridos de cadena media. TO = 0.00%; T1 = 0.012%; T2 0.024%; T3 =

0.036%

3.1.1. Preparacion de la Emulsion

Para preparar la emulsién se siguié el método propuesto por Komaiko & McClements

(2016). En términos generales, la emulsificacion espontanea se elaboré agregando una

fase organica (linalool, MCT y Tween 80) a una fase acuosa (agua purificada y goma

guar) mientras el sistema estaba en agitacion magnética. Finalmente, la fase organica

fue agregada gota a gota a la fase acuosa en agitacion constante a 750 rpm en un periodo

de 15 minutos y a una temperatura ambiental de 25°C.
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3.1.1.2. Preparacion de la fase orgénica. Para la fase organica se mezclé6 MCT (29g),
linalool (8g) y Tween 80 (10g) a 750 rpm durante 10 minutos y se calent6 a bafio maria a

90°C por 20 minutos.

3.1.1.3. Preparacién de la Fase acuosa. La fase acuosa se conformo de 72 g de agua
purificada y 8 g de goma guar. La mezcla se agitd a 400 RPM por 20 minutos a 60°C y
se prepar6 con un dia de antelacion al experimento para asegurar la hidratacion completa

de la goma.

3.2. Estabilidad

Para la evaluacion de la estabilidad de los tratamientos se realizaron cuatro repeticiones
analizadas por duplicado en los laboratorios del Centro de Agricultura Protegida y

Quimica de la Facultad de Agronomia.

3.2.1. indice de Cremado

El indice de cremado de los tratamientos se analizé segun la metodologia planeada por
Anandan (2016) almacenando las muestras en tubos graduados de 10 mLa 4 +2 °Cy
se monitoreo durante 8 dias midiendo el volumen de la capa superior rica en lipidos (VL)
y el volumen total de la bebida (VT). Para mejorar la visibilidad de la separacion de fases,
se agrego a cada muestra 0.4 g de colorante Sudan IIl (0.5% en alcohol etilico 70°). El

indice de cremado (IC %) se determind con la siguiente ecuacion:
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indice de Cremado % = (V1 - VL/V1) x 100

3.2.2. Viscosidad

La viscosidad de los tratamientos se analizé a 8 + 2 °C en el dia 2 con un viscosimetro
Brookfield de cono y plato (LVDV-I PRIME C/P) equipado con un cono de 2.4 cm 0.8°. El
husillo que se uso fue el CPE-64, el cual es adecuado para viscosidades de 0.3 — 1028

cP.

3.3. Caracterizacion Bromatologica y Microbiolégica

Las caracterizaciones bromatoldgicas y microbioldgicas de los tratamientos se realizaron
con dos repeticiones analizados por triplicado en el Laboratorio de Nutricion y Calidad de
los Alimentos de la Facultad de Agronomia y en el Laboratorio de Microbiologia de la

compafiia Sigma Alimentos (Apodaca, Nuevo Leon).

3.3.1. Caracterizacién Bromatolégica

La determinacién de materia seca y humedad se realizaron con el método por secado en
estufa (Kirk et al., 1996; AOAC Official Method 925.23), la determinacion de cenizas se
determind por calcinacion en mufla (Kirk et al., 1996; AOAC Official Method 942.05) el
porcentaje de proteinas se determiné por el método Sorensen (McKenzie, 1971,
Southgate, 2006; Artica, 2014; AOAC Official Method 991.20) y el porcentaje de grasa se

realizo por el método Gerber (Ceirwyn, 1994; AOAC Official Method 989.05).
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3.3.2. Caracterizacién Microbioldgica

Las determinaciones se realizaron en el dia 1 con los tratamientos refrigerados a 4 + 2°C
para mesofilos aerobios (NOM-092-SSA1-1994), coliformes totales y Escherichia coli
(AOAC Official Method 991.14), Salmonella spp (SureTect AOAC-PTM # 051203
Salmonella spp) y para hongos y levaduras (AOAC Official Method 997.02) y bajo los
requerimientos generales para la realizacion de analisis microbiolégicos de acuerdo con

la NORMA Oficial Mexicana NOM-210-SSA1-2014.

3.4. Vidade Anaquel

Los analisis de vida de anaquel microbiolégico y por observacion de los tratamientos se
realizaron en el Laboratorio de Microbiologia de la compafiia Sigma Alimentos (Apodaca,
Nuevo Leo6n) Cada andlisis constd de 2 repeticiones analizados por triplicado. Las
evaluaciones se realizaron en los dias 2, 8, 15 y 22 posteriores a la elaboracion de los

tratamientos en almacenamiento en refrigeracion a 4 + 2°C.

3.4.1. Analisis Microbiolégicos

Para el analisis de vida de anaquel microbiologico se evaluaron mesofilos aerobios

(NOM-092-SSA1-1994), hongos y levaduras (AOAC Official Method 997.02).
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3.4.2. Observacion

El andlisis de vida de anaquel por observacion se realiz6 colocando 10 mL de cada
tratamiento en tubos de vidrio por triplicado. Para la determinacion de cambio de color,
se tomo una fotografia con un celular Redmi Note 8 Pro en el dia 1 dentro del refrigerador
de almacenamiento iluminada por la luz del mismo y se comparé de manera visual en los
dias posteriores manteniendo las mismas condiciones de observacion. Para evaluar la
separacion se observo si habia separacion de fases en la superficie de la bebida, para
sedimentacion se observé si habia presencia de sedimento en el fondo de los tubos. Para
las variables de reintegracion de sedimento y reintegracion de separacién se agitaron los
tubos de manera vertical por 5 segundos y se observl si permanecia separacion y

sedimentos respectivamente.

3.5. Cuantificacion de Compuestos Fendlicos y Capacidad Antioxidante

La capacidad antioxidante y contenido de fendlicos se evaluarion en los dias 3, 10, 17 y
24. Cada analisis constd de tres repeticiones por tratamiento dando un total de 12

unidades experimentales y cada repeticion fue analizada por triplicado.

3.5.1. Cuantificacion de Compuestos Fendlicos

Para la determinacién de fenoles totales se realizé la reaccidon colorimétrica de Folin-

Ciocalteu para la cuantificacién de compuestos fendlicos totales (Slinkard y Singleton,
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1977), con adaptaciones; se tomaron 5 mL de la muestra y se colocaron en un tubo
Falcon previamente cubierto con papel aluminio. Los tubos se centrifugaron a 5000 rpm
por 10 minutos y se recupero el sobrenadante. 1 mL del sobrenadante se tomo con jeringa
de 5 mL y se filtré con un acrodisco de PTFA colocandolo en tubos Ependorf de 1.5 mL
protegido de la luz. Del filtrado se tomaron 100 uL con pipeta volumétrica y se colocaron
en un vial &mbar de 5 mL. Posteriormente se agregaron 1300 pL de agua destilada, 1000
puL de carbonato de sodio al 7% y 100 uL de reactivo Folin-Ciocalteu y se agité
manualmente. Se incubd a temperatura ambiente protegido de la luz por 90 min y se leyé
a 750 nm. Para cuantificar la inhibiciéon se elabor6é una curva de calibracién usando el
reactivo de acido gélico aforado con metanos logrando concentraciones de 10, 20, 40, 80

y 100 pgl/mL (Ahmad, 2016).

3.5.2. Extraccion para Capacidad Antioxidante

Para la separacion de las fases hidrofilica y lipofilica, se tomaron 500 L de muestra 'y se
colocaron en un tubo Falcén previamente cubierto con papel aluminio. Se agregé 5mL de
una solucién acuosa de metanol (1:1, v/v) y se agité suavemente. La muestra se incubd
a temperatura ambiente y protegida por la luz por 10 min. Posteriormente, la muestra se
centrifug6 a 5000 rpm por 10 min y se recupero el sobrenadante. 1 mL se tomo con jeringa

de 5 mL y se filtré con acrodiscos de membrana PTFE.

3.5.3. Determinacion de Capacidad Antioxidante por DPPH

Para la determinacion de capacidad antioxidante por DPPH, 200 pL de muestra filtrada

se tomaron y se agreg6 3300 pL de solucion DPPH 0.24 g/mL previamente ajustada a
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una absorbancia de 0.960. La muestra Se agitd manualmente y se incub6 a temperatura
ambiente y protegida de la luz por 30 min, posteriormente se leyo la muestra a 517 nm.
Para cuantificar la inhibicion se elaboré una curva de calibracion usando el reactivo de
TROLOX aforado con metanos logrando concentraciones de 0.03, 0.06, 0.09, 0.12y 0.15

mg/mL (Singleton, 1965; Rojano, 2008).

3.5.4. Determinacién de Capacidad Antioxidante por ABTS

Para la determinacién de capacidad antioxidante por ABTS se preparé una solucion
ABTS+ (2'2-Azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico-2NH4) a una concentracion
de 7 Mm y una de persulfato de Potasio (K2S20s) A una concentracion de 2.45 mM. Las
soluciones se mezclaron a una proporcion de 2:1 y se dejaron oxidar por 12 horas antes
de ser utilizadas. Se pipetearon 50 uL de la muestra y se agregaron 950 uL del reactivo.
La longitud de onda se ley6 734 nm. Para cuantificar la inhibicion se elabor6 una curva
de calibraciébn usando el reactivo de TROLOX aforado con metanos logrando

concentraciones de 79.9, 160, 240, 320 y 400 umol/L (Pellegrini, 1999).

3.5.5. Determinacién de Capacidad Antioxidante por FRAP

Para la determinacion de capacidad antioxidante por FRAP se utilizo el reactivo TPTZ
(2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina) a 0.83 mmolL? y una solucién de cloruro férrico (FeCls) a
1.67 mmol L en una solucién de 0.1 mol L de buffer acetato (pH 3.6). Se agregé 0.1
mL de muestra a 0.9 mL del reactivo y se incubo a 25°C por 10 minutos. Se monitoreo la
reduccion de Fe*3-TPTZ a Fe*?-TPTZ por el incremento de absorbancia a 595nm. Para

cuantificar la inhibicion se elabor6 una curva de calibracion usando el reactivo de
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TROLOX aforado con metanos logrando concentraciones de 0, 100, 200, 400, 800, 1000

pmol/L (Benzie y Strain, 1996).

3.6. Evaluacién Sensorial

En el andlisis sensorial, se evaluaron los tratamientos que contenian linalool (0.012%,
0.024% y 0.036%) mediante dos pruebas sensoriales hedonicas, una de preferencia y
otra de grado de satisfaccién (Anzaldua-Morales, 1994; Kemp, 2008; Lawless, 2010). Los
participantes fueron 9 adultos; 4 mujeres y 5 hombres, de Monterrey, México. Previo a la
prueba, se les explicé a los jueces en qué consistia la investigacion y el impacto de su
participacion. Las aplicaciones de las pruebas fueron realizadas en los hogares de los

jueces en un espacio abierto procurando que no hubiera aromas en el ambiente.

Para la prueba de preferencia, a cada participante se le presentaron las tres muestras
que contenian una dosis de linalool a una temperatura de 8°C y etiquetadas con un
namero aleatorio de 3 digitos. Se les solicito a los jueces que probaran las muestras en
el orden de su eleccién enjuagando su boca entre muestras. Una vez probados todos los
productos, se indicé que sefialaran en la hoja de respuesta el producto preferido y que
contestaran a las preguntas “¢ Por qué eligié esa muestra?” y “4 Como la mejoraria?”. La
prueba de preferencia fue realizada mediante una escala de comparacion de eleccion

forzada, donde se indica el numero correspondiente al producto preferido.

Para la prueba de satisfaccion se emple6 una escala verbal de 7 puntos para evaluar los

atributos de apreciacion general, sabor lavanda, aroma, color y textura. Esta escala

55



incluye las frases: Me disgusta mucho (1), Me disgusta (2), Me disgusta ligeramente (3),

Ni me gusta ni me disgusta (4), Me gusta ligeramente (5), Me gusta (6) y Me gusta mucho

7).

3.7 Anédlisis de Datos

Para realizar el analisis de los datos se utilizé el paquete estadistico para Windows
Minitab 17 ®. Los resultados de estabilidad, caracterizacion bromatolégica,
caracterizacion microbioldgica, cuantificacion de compuestos fendlicos y capacidad
antioxidante fueron sometidos a un analisis de varianza (ANOVA) y se realizé una prueba
de comparacion de medias utilizando la prueba de Tukey en las variables detectadas con
diferencias significativas. Las variables con diferencia significativa en los resultaods de
cuantificacion de fenoles y cpaacidad antioxidante se analizaron bajo el modelo de
regresion lineal con el objetivo de investigar la relacion existente entre las variables de
tiempo y concentracion de linalool. Los resultados de vida de anaquel por observacion se
analizaron con la prueba no paramétrica ji-cuadrada para determinar diferencias entre los
tratamientos por periodo y variable. Los resultados de la evaluacion sensorial se

analizaron con la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. indice de Cremado

El analisis de varianza de la concentracion de linalool, tiempo de almacenamiento y la
concentracion al paso del tiempo sobre el indice de cremado en las bebidas adicionadas
con linalool mostraron que la concentracion de linalool tiene un efecto significativo sobre
el indice de cremado (P<0.05). El analisis del indice de cremado en las diferentes
concentraciones de linalool muestran que los tratamientos 2 y 3 mostraron una mejor
estabilidad (p<0.5) en comparacion al tratamiento 1 y el control. Ni el tiempo ni la

interaccidn de la concentracion y tiempo tuvieron efecto.

Los resultados obtenidos respecto a las medias del indice de cremado de los tratamientos
se encuentran dentro del rango de estudios reportados. Jadhar y Pawan (2016)
obtuvieron resultados similares en la preparacion de una bebida lactea saborizada con
chocolate utilizando mezclas de goma guar y acacia en diferentes concentraciones (0.1
— 0.6 %). Tipvarakarnkoon (2010) evalu¢ la efectividad de la goma xantana y guar (0.5%)
en emulsiones aceite en agua de coco y obtuvo indices de cremado del 100%.
Baranauskaite et al. (2019) evalu6 el efecto de la cantidad de polisorbato 80 y aceite
esencial de orégano en la estabilidad de emulsion en microcapsulas de alginato de sodio

y encontré que el incremento de polisorbato 80 incrementaba la estabilidad de las
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emulsiones realizadas con aceite esencial de orégano, obteniendo indices de cremado
mayores a 90%.

Cuadro 6. Efecto de la concentracion de linalool y el tiempo sobre el indice de
cremado en las bebidas.
Tt Dias de almacenamiento
0 1 2 3 4 5 6 7
TO 100 995 995 995 99 99 995 99 99.43 + 0.91
Tl 100 99.75 99.25 99.25 99 99.25 98.75 98.5 99.21°+1.13
T2 100 100 100 100 100 100 100 100 1002 +0.0
T3 100 100 100 100 100 100 100 100 1002 +0.0

W+ Eij

Valor de P
Ti <0.000
Bi 0.436
Ti(Bi) 0.453

TTratamientos en funcién de concentracion de linalool (%); C = 0.0%; T1 = 0.012%;
T2 =0.024%; T3 = 0.036%; Ti = i-ésimo tratamiento (concentracion de linalool; Bi =
tiempo; Ti(Bi) = la interaccion de la concentraciéon y tiempo
El mecanismo de accion de los surfactantes es disminuir la tension superficial en una
emulsién adsorbiendo la interfaz entre el aceite y agua mientras que un emulsificante
como la goma arébiga estabiliza emulsiones rodeando las gotas que se encuentran en la
emulsién y previniendo la coalescencia de gotas. Las diferencias de indices de cremado
de los tratamientos pueden deberse al aumento de la concentracion de la emulsion de
linalool, en donde a mayor adicion incremento la cantidad de surfactante (Tween 80) y
goma arabiga. Estudios de combinacién de emulsificantes surfactantes y emulsificanetes

han demostrado que puede haber un efecto sinérgico en la mezcla de diferentes

emulsificantes (McClements and Jafari, 2018; Mahdi, 2022).
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4.2. Viscosidad

La concentraciébn de linalool sobre la viscosidad de las bebidas mostr6 que la

concentracion de linalool no tiene un efecto (P > 0.05) sobre la viscosidad evaluada.
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Viscosidad (cP)

Fig. 1. Viscosidad de los tratamientos. TEn funcién a concentracion de linalool;
TO =0.00%; T1 =0.012%; T2 0.024%; T3 = 0.036%.
Los resultados obtenidos son menores a los reportados en leche bovina entera (2,800
cP), leche bovina descremada (2,500 cP) y suero de leche (1,250 cP), la composicion de
grasa, proteina y minerales afecta la viscosidad de las bebidas lacteas, asi como las
micelas de los caseinatos y globulos grasos (Jennes et al.,, 1974; Alais, 1985;
McClemens, 2005). En investigaciones con bebidas lacteas funcionales, se han obtenido
resultados mayores a 1500 cP debido al uso de extractos, jugos, harinas que agregan
diferentes polisacaridos. Los polisacéaricos absorben agua debido a sus propiedades

hidrofilicas incrementando la viscosidad de las bebidas (Garcia y Pacheco, 2010;
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Jalilzadeh-Afshari and Fadaei, 2020; Jokar and Hossyn, 2022). Los principales
ingredientes de los tratamientos son leche descremada en un 54.24 — 54.72%, 30% agua
y 15.2% de goma arabiga hidratada al 10%, la diferencia de resultados puede deberse a
las cantidades utilizadas de agua y aunque se utilizé el polisacarido goma arabiga. su
cantidad es menor a las reportadas en otras bebidas funcionales que utilizan jugos y

harinas en su formulacién.

4.3. Caracterizacion Bromatoldgica

Los resultados de la caracterizacion bromatolégica de las bebidas formuladas se
presentan en el Cuadro 7. El control y los tratamientos con concentracion de linalool en
la bebida lactea no presentaron (P>0.05) diferencia significativa en las variables de

humedad y materia seca.

En la variable de proteina se encontrd diferencia significativa (P<0.05) entre los
tratamientos pero no hubo diferencias (P>0.05) contra el control. La formulacién con
0.012% de linalool presentd la mayor cantidad de proteina con 5.87%, seguido de la

formulacion con 0.024% con 4.995% y finalmente la formulacién con 0.036% con 4.410%.

En la variable de grasa no se encontro (P>0.05) diferencia significativa entre los
tratamientos, pero si hubo diferencias (P<0.05) contra el control. La formulacion control
presentd un nivel de grasa de 1.15 % que difiere significativamente (P<0.05), de los

niveles 0.012, 0.024 y 0.036 % de linalool que presentaron 0.80, 0.70 y 0.65% de grasa,
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pudiendo manifestarse que la incorporacién de linalool en la formulacién influye en la
presencia de grasa, debido a la formulacion se puede inferir que la diferencia es atribuida

a la adicion de los aceites de triglicéridos de cadena media.

En la variable de cenizas se encontré diferencia significativa (P<0.05) entre los
tratamientos (P<0.05) pero no hubo diferencias contra el control. La formulacion con
0.012% de linalool presentd la menor cantidad de cenizas con 0.23%, seguido de la

formulacion con 0.024% con 0.46% Y finalmente la formulacién con 0.036% con 0.625%.

Resultados obtenidos en un yogurt con aceite esencial de naranja al 0.025% reportados
por Cando-Quinto (2016) fueron 3.59 g de proteina, 3.79g de grasa, 0.75g de ceniza,
87.3 g de humedad y 4.62 g de carbohidratos. Las diferencias con respecto a los valores
obtenidos en esta investigacion se pueden atribuir a los distintos tipos de leche y
cantidades utilizadas para la elaboracion del yogurt. Asi mismo, estos resultados
presentan una mayor cantidad de proteina que la presentada por Bermejo (2010) en
donde se elabor6 una bebida a base de suero de leche suplementada con quinua (0.00,
1.00 y 1.5%) cuyo valor maximo de proteina obtenida fue de 3.8%, esta diferencia se

debe a la diferencia de calidad proteica entre leche descremada y suero de leche.

4.4. Caracterizacion Microbiolégica

Los resultados de caracterizacion microbiolégica se presentan en el Cuadro 7. Los
resultados microbiologicos evaluados en el dia 1 de las bebidas elaboradas no

presentaron presencia de coliformes totales, E. Coli ni Salmonella s: Los conteos para
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mesofilos aerobios, hongos y levaduras fueron menores a 10 UFC/mL. Estos resultados
cumplen con los limites maximos permisibles establecidos en las Nomas Mexicanas de
alimentos y bebidas (NOM-113-SSA1-1994, NOM-111-SSA1-1994 y NOM-092-SSA1-
1994) lo cual permite manifestar que las bebidas son aptas para consumo. Estos
resultados coinciden con los obtenidos por Cuellas y Wagner (2010) elaboracion de una
bebida energizante a partir de suero de queseria en donde también se utilizd

pasteurizacion como método de conservacion post embotellado.

Cuadro 7. Caracterizacion bromatolégica y microbiolégica de los tratamientos.

Tratamientos?

Variablest .
TO T1 T2 T3 Sig.
Materia seca 6.4 + 0.08 6.49 + 0.52 6.28 + 0.21 6.36 * 0.02 NS
Humedad 93.61 + 0.08 9351 + 052 93.72 + 0.21 93.65 + 0.02 NS
Cenizas 0.55 + 0.02 0.23 + 0.03 0.46 £ 0.04 0.64 0.04
Grasa 1.15 + 0.07 0.8 = 0.00 0.65 + 0.07 0.7 + 0.00
Proteina 47 + 0.25 5.87 = 0.00 499 + 0.25 441 + 0.13
Mesofilos <10 <10 <10 <10 -
aerobios
Hongos y <10 <10 <10 <10 ;
Levaduras
Coliformes Ausente Ausente Ausente Ausente -
totales
Esckg)rllichla Ausente Ausente Ausente Ausente -
Salr:ggella Ausente Ausente Ausente Ausente -

Sig.: Nivel de significancia
NS: No significativo

T En funcion a concentracion de linalool; T1 = 0.012%; T2 0.024%; T3 = 0.036%; 1 Variables
bromatologicas (%) y microbiol6gicas (UFC/mL); § Significativo (P<0.05)
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4.5. Vida de Anaquel

Para todas las bebidas elaboraras no se presentd (P>0.05) UFC de coliformes totales,
hongos y levaduras desde el dia 2 hasta el dia 22, lo cual se manifiesta como valor
favorable en la investigacion. En cuanto a presencia de mesofilos aerobios, los resultados
se presentan en la Figura 2 presentando un incremento al dia 22 en los tratamientos
control, 0.012, 1.024 y 0.036 % de linalool de 1855, 495, 495y 700 UFC/mI con diferencia
significativa en el factor del tiempo (P<0.05) pero no sobre la concentracién ni sobre la
interaccién de concentracion y tiempo. Endara-Figueroa (2002) presentd resultados de
vida de anaquel util de hasta 7 dias a partir de crecimiento mesofilico, moho y levaduras
en una bebida a partir de suero de queso (25%) y leche descremada (75%) con sabor a
mango. A diferencia de los tratamientos, no se utilizaron conservadores en la formulacion

lo cual pudiera explicar la diferencia de vida Uutil.
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Fig. 2. Medias de crecimiento de mesofilos aerobios de los tratamientos a través
del tiempo. TEn funcion a concentracion de linalool; TO = 0.00%; T1 = 0.012%; T2
0.024%; T3 = 0.036%.
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Los resultados por variable definida y periodo se presentan en el Cuadro 8. No se detectd
(P>0.05) cambio de color a lo largo de los dias. Se present6 sedimentacion en cuatro de
los seis tubos del control en el dia 2 y en todos los tubos de los dias restantes del control
y del resto de los tratamientos y encontrando diferencia significativa entre los tratamientos
en el dia 8 (P<0.05), esta presencia de sedimentos se puede deber al tipo a la goma
arabiga utilizada. Al momento de agitar los tubos, no se encontrd diferencia significativa
en reintegracion de sedimentacion entre los tratamientos en ninguno de los periodos.
Kumar (2005) reporté que el utilizar pectina en una bebida de tipo lassi disminuia la

presencia de sedimentacion.

Cuadro 8. Resultados de vida de anaquel por observacion.

Frecuencia por ji-cuadrada

Variablest
2 8 15 22
SD - 13.513% 4.19 -
RSD 3.13 7.217 15 8
SP - 13.513% 4.19 -
RSP - - - -
CcC - - - -

tVariables vida de anaquel por observacion; SD = Sedimentacion; RSD =
Reintegracion de sedimentacion; SP = Separacion; RSP = Reintegracién de
separacion; CC = Cambio de color.

ITratamientos con diferencia significativa

Para la variable de presencia de separacion se encontraron diferencias entre las
muestras (P<0.05) en el dia 8, al momento de agitar las muestras, todos los tratamientos

mostraron reincorporacion. Modha y Pal (2010) investigaron la optimizacion de una
64



bebida lactea fermentada con mijo perla (Pennisetum typhodeum L.). La bebida present6
sedimentacion a partir del dia 5 y tuvo una vida de anaquel de 7 dias debido a que en el
dia 8 se present6 una separacion de capas (cuajo y suero) en una proporcion de 10.25%
del total de la bebida no se reintegraba después de agitacion. La bebida estaba
compuesta de 0.65% de grasa, 8.7% de solidos totales, 2.2% de proteina y 1.3% de
cenizas. El principal reto en bebidas lacteas fermentadas es la aparicion de
sedimentacion durante almacenamiento. Debido a que tienen un pH bajo, productos
lacteos acidificados sufren de sedimentacion proteica la cual termina en la separacion de

suero durante almacenamiento (Gaur et al., 2018).

4.6. Cuantificaciéon de Fenoles Totales

La Figura 3 muestra el contenido de fenoles totales de los diferentes tratamientos a lo
largo del tiempo. EIl contenido de fenoles totales de las bebidas suplementadas con
linalool incrementa en funcion a la concentracion de linalool (de 0.00% a 0.036%)
(P<0.05), el tiempo no influye en el contenido y no se present6 efecto por el tiempo ni en
la interaccién del contenido de linalool y el tiempo. Los valores mas altos para los
tratamientos 0, 1, 2 y 3 se encontraron en el dia 3 con los valores 10.59, 109.5, 210.43 y

243.4 mg AG / 100 mL.
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Fig. 3. Contenido de fenoles totales de los tratamientos a lo largo del tiempo.
tTratamientos en funcidn a concentracion de linalool; Te = 0.00%; T1 = 0.012%; T2
0.024%; T3 = 0.036%

Se obtuvo la siguiente ecuacion de regresion:

FT = 24.77 + 6593.62c EC.1

Donde:
FT = Fenoles Totales (mg AGI/L)

¢ = Concentracion linalool (%)

Los estadisticos para el andlisis de regresion se indican en el Cuadro 9. El coeficiente
de determinacion (R?) es 96.2%, lo cual valida que el modelo de regresién utilizado

es el indicado.
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Cuadro 9: Estadisticos para el andlisis de regresion (Fenoles totales vs
concentracion de linalool).

Valores de Prediccion Error estandar P-value
Intercepcién con Y 9.06 1.44 x 107
Conc. linalool (%) 292.79 1.91 x 101°

Los valores obtenidos se encuentran dentro de rangos reportados en literatura (1.53 —
559 mg/L) (Zulueta, 2009; Saad, 2010; Sanchez, 2013). En las investigaciones de
Sanchez (2013) se presentaron comportamientos diferentes a lo largo del tiempo en
donde se observo disminucion de contenido de fenoles posterior a los 5 dias de
almacenamiento con crecimiento en el dia 15 atribuido a procesos fermentativos. La
diferencia de comportamiento puede estar atribuida a que el linalool esté inhibiendo
fermentacion debido a sus propiedades antimicrobianas (Duarte et al., 2016; Prakash et
al., 2019; Butassi et al., 2021) lo cual coincide con la inhibicidbn de crecimiento de

microorganismos presentado en la evaluacion de vida de anaquel microbioldgica.

El aumento de fenoles totales entre los tratamientos puede deberse a las propiedades
antioxidantes del linalool a través de la accion sobre radicales hidroxilos protegiendo los
compuestos fendlicos naturales de la leche los cuales son sensibles a oxidacion

(Velazquez, 2014; Bascheri, 2017; Ertan, 2017; Perna, 2018; Tosif, 2021).

4.7. Determinacion de Capacidad Antioxidante por DPPH

La Figura 4 muestra la capacidad antioxidante de los diferentes tratamientos a lo largo
del tiempo. La capacidad antioxidante determinada por el ensayo DPPH de las bebidas
suplementadas con linalool incrementa en funcién a la concentracion de linalool (de
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0.00% a 0.036%). Para los tratamientos con linalool, el tiempo influye negativamente en
la capacidad antioxidante y existe interaccion entre el contenido de linalool y el tiempo
(P<0.05). Los valores mas altos para los tratamientos 1, 2 y 3 se encontraron en el dia 3

con los valores 154.93, 187.38 y 281.6 pumol Trolox/L respectivamente.
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Fig. 4. Actividad antioxidante por el método DPPH de los tratamientos a lo largo

del tiempo. tTratamientos en funcién a concentracion de linalool; Te = 0.00%; T1 =
0.012%; T2 0.024%; T3 = 0.036%

Se obtuvo la siguiente ecuacion de regresion:

VDE = 111.69 + 4247.69c — 2.37t EC. 2

Donde:
VDE = Valor DPPH equivalente (umol TROLOX /L)

¢ = Concentracion linalool (%)
68



t = Tiempo de almacenamiento (dias)

Los estadisticos para el analisis de regresion se indican en el Cuadro 10. El
coeficiente de determinacion (R?) es 91.47%, lo cual valida que el modelo de

regresion utilizado es el indicado.

Cuadro 10. Estadisticos para el analisis de regresion (Valor DPPH equivalente
Vs concentracion de linalool y tiempo de almacenamiento).

Valores de Prediccion Error estandar P-value
Intercepcion con Y 7.65 5.8 x 10716
Conc. linalool (%) 247.09 4.94 x1018
Tiempo (dias) 0.301 8.03 x10%°

Los resultados de capacidad antioxidante por DPPH puede estar atribuido al contenido

de fenoles totales debido a que hay una relacién fuerte entre ambos resultados (r= 94.3).

Los valores obtenidos del tratamiento 1 y 2 son menores a los reportados en la literatura
(183 — 1376 pumol Trolox/L) (Sanchez, 2013); sin embargo, Saad y El-Salam (2010)
obtuvieron resultados mayores que el tratamiento 3 en bebidas suplementadas con
extracto de romero y orégano (50 pumol Trolox/L). Zengin y Baysal (2014) obtuvieron
niveles de capacidad antioxidante por DPPH (ICso uL/mL) de 325.05 determinando que
tenian efecto débil esto debido a que los hidrocarbones de sesquiterpenos y sus
derivados tienen una baja actividad antioxidante (Ruberto and Baratta, 2000). Duarte
(2016) observé que el aceite de cilantro tenia mayor nivel de captacion de radicales libres
gue el linalool. Wang et al. (2019) encontraron que el linalool presentaba valores I1Cso por

DPPH de 48 ug/mL. La reduccion de la actividad antioxidante durante el almacenamiento
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se pudiera atribuir a la degradacion del linalool (Mill, 2000; Chang, 2021,

Poonphatanapricha, 2021).

4.8. Determinacion de Capacidad Antioxidante por ABTS

La Figura 5 muestra la capacidad antioxidante de los diferentes tratamientos a lo largo

del tiempo.
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Figura 5. Actividad antioxidante por el método ABTS de los tratamientos a lo
largo del tiempo. fTratamientos en funcion a concentracion de linalool; Te = 0.00%;
T1 =0.012%; T2 0.024%; T3 = 0.036%

La capacidad antioxidante determinada por el ensayo ABTS de las bebidas
suplementadas con linalool indican que no existe diferencia significativa entre los
tratamientos en funcién a la concentracion de linalool (de 0.00% a 0.036%) sin embargo,
existe diferencia significativa entre el tiempo y existe interaccion entre las muestras y
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tiempo (P<0.05). Existe diferencia entre los resultados de capacidad antioxidante en el
dia 3y los dias 10, 17 y 24. Los valores mas altos para los tratamientos 0, 1, 2 'y 3 se
encontraron en el dia 3 con los valores 40.95, 51.51, 56.06 y 52.76 pmol Trolox/L

respectivamente.

Los valores obtenidos de los tratamientos con linalool son menores a los reportados en
la literatura (95 — 2241 pmol Trolox/L) (Chen et al., 2003; Martysiak-Zurowska et al., 2012;

Perna, 2019; Chen, 2021).

4.9. Determinacion de Capacidad Antioxidante por FRAP

La determinacion de capacidad antioxidante por el método FRAP no se aplicoé debido a
que las condiciones de reaccién no fueron aplicables a la matriz |actea por la precipitacion

de la caseina a pH acido.

Chen (2003) concluyé que el método FRAP no era el adecuado para muestras lacteas
debido a que a que estos ensayos a 595 nm se realizan a pH bajos (3.6) en donde la

caseina no es soluble. adicional a que se observo baja reactividad en proteinas séricas.

En el método FRAP se utiliza la habilidad de la muestra para reducir el ion férrico como
capacidad antioxidante. Aunque este meéetodo se ha utilizado para medir capacidad
antioxidante en bebidas lacteas, este ensayo no puede detectar compuestos que actuen
por neutralizacion de radicales (Transferencia de H), particularmente tioles y proteinas

séricas (Cao y Prior, 1998; Ou et al., 2002; Prior et al., 2005).
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4.10. Evaluacion Sensorial

De acuerdo con los datos obtenidos en la prueba de preferencia se identifico que la
bebida con la menor concentracion de linalool (0.012%) present6 una mayor preferencia.
La prueba de Kruskal Wallis mostré diferencia estadistica significativa (P<0.05) entre las

muestras (Cuadro 13).

Cuadro 13. Efecto de la concentracion de linalool sobre la preferencia sensorial.

. NSt
Tt N Mediana (a = 0.05)
T1 9 1
T2 9 0
T3 9 0 0.002
Total 27

1T1 =0.012%; T2 0.024%; T3 = 0.036%; £NS: Nivel de significancia.

De acuerdo con los datos obtenidos en la prueba de satisfaccion, se identificé que la
concentracion de linalool tiene un efecto significativo en los atributos de apreciacion
general y sabor lavanda (P<0.05, en ambos atributos, la concentracioén del tratamiento 1
(0.012%) muestran un nivel de satisfaccion mayor en comparacion al resto de

tratamientos (Cuadro 11).
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Cuadro 11. Calificaciones promedio de los atributos sensoriales.

Tratamientos*

ATT NSS
T1 T2 T3

AG 5.782+0.97 4.223 +1.79 3.67°+1.87 0.036
SL 52+1.87 3.44% + 2.35 233+1.94 0.026
A 5.56 + 1.33 478+ 1.72 5.22+1.39 0.588
C 544 +1.51 5.56 +1.42 5.56+1.94 0.918
D 5.78+1.2 422 +1.79 3.78 £2.05 0.055
T 5.56+1.42 5.33+1.58 544 +151 0.909

TAtributo; AG = Apreciacion General; SL = Sabor Lavanda; A = Aroma; C = Color; D =
Dulzor; T = Textura *En funcién a concentracion de linalool; T1 = 0.012%; T2 0.024%;
T3 = 0.036%. $Nivel de Significancia (a<0.05)

Para las respuestas de la pregunta “;Por qué eligié esta muestra?”, se obtuvieron las
siguientes menciones por parte de los jueces (Figura 6), siendo “Sabor” la justificacién

con mayor frecuencia (43%).

Dulzor

Sabor
43%

Intensidad de
Lavanda
33%

Fig. 6. Justificaciones de preferencia.
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Para las respuestas de la pregunta “;Qué mejoraria?”, se obtuvieron las siguientes
menciones por parte de los jueces (Figura 7), siendo “Endulzar” la recomendacion que

se hizo con mayor frecuencia (28%).

Mas sabor lacteo

1% Endulzar
28%
Mas blanco ;
9% :
Mas viscoso
9%
Disminuir
No mejorarian intensidad
lavanda
27% -

Figura 4. Frecuencia de comentarios de mejora.

Los resultados presentados coinciden con la investigacion de Ozturk et al. (2017) en
donde evaluaron el efecto de un polvo de lavanda (0.010, 0.025, 0.050 y 0.075%) aplicado
en yogurt sobre la percepcion sensorial. Los atributos sensoriales de los tratamientos
fueron evaluados a través de una prueba de satisfaccion hedonica de 7 puntos en donde
la calificacion mas alta de apariencia (5.88) fue de la dosis 0.010%, en donde las
calificaciones de apariencia fueron disminuyendo en funcioén al incremento de la dosis.
La evaluacion mas alta de textura (5.44) fue detectada en la dosis mas baja. La
calificacion mas alta para el aroma fue la dosis mas alta (0.075%), en donde la calificacion
aumentaba en funcién a la cantidad de polvo de lavanda. En el caso del sabor y flavor, la

calificacion mas alta fue en la dosis mas baja. En cuanto a la calificacién de aceptabilidad
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general, las calificaciones mas altas se encontraron en las dosis de 0.010% y 0.025%.
En otra investigacion, Komes et al. (2017) evaluaron el efecto de la adicion de extractos
de lavanda, menta, romero y salvia a leche de cabra, no obstante, la muestra con extracto
de lavanda fue la menos preferida por los panelistas debido a su amargor, en contraste
con el extracto de menta. En el caso de flavor, las evaluaciones mas altas fueron los
tratamientos con lavanda y menta en comparacion con el resto de los tratamientos. No
obstante, debido a su astringencia y a que presentaba el amargor mas alto de los
tratamientos, el tratamiento con extracto de lavanda se evalué con una aceptabilidad

general baja. En el caso del color, no hubo diferencia significativa.
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5. CONCLUSIONES

El método de emulsificacion espontanea fue efectivo para lograr incorporar el
linalool en la matriz lactea.

La concentracion de linalool tuvo efectos en algunos parametros de estabilidad; el
indice de cremado mejoré directamente con la concentracién del linalool; la
viscosidad no se afectd, sin embargo, durante el almacenamiento se presento
sedimentacion sin cambio de color.

Todos los tratamientos presentaron estabilidad microbioldgica hasta el dia 22 de
su elaboracion.

Los pardmetros bromatolégicos de ceniza y proteina mostraron diferencias entre
los tratamientos, sin diferencias contra el control; el parAmetro de grasa mostré
valores mayores contra el control, sin diferencia entre los tratamientos.

Todos los tratamientos cumplen con las normas mexicanas de sanidad: NOM-218-
SSA1-2011.

La concentracion de linalool increment6 el contenido de fenoles totales y la
capacidad antioxidante de los tratamientos. Existe una correlacion positivaentre el
contenido de fenoles totales y capacidad antioxidante.

La concentracion de linalool afectd inversamente proporcional a la apreciacion

general y el sabor de los tratamientos.
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ANEXOS

Anexo 1. Cuestionatios de Evalucién Sensorial

A continuacién se presentan 3 muestras de distintas bebidas de lavanda. Empezando en cualquier orden,
tome una muestra, dé un pequefio sorbo y manténgalo en su boca por 10 segundos.

Proceda con la siguiente muestra haciendo lo mismo, enjuagando su boca con agua entre cada muestra.

Margue solo una casilla con una marca para identificar cual muestra prefiere mas.

Muestra Preferencia

093

924

485

éPor qué eligié esa muestra?

¢Podria mejorar la muestra que eligié? éCémo?
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Prueba de Escala Heddnica

A continuacién se presentan 3 muestras de bebidas lacteas de lavanda. Empezando en cualquier orden,
tome una muestra, dé un pequefio sorbo y manténgalo en su boca por 10 segundos. Si es necesario,
pruebe la muestra las veces que requiera necesario.

Califique en orden los atributos mencionados en la siguiente tabla para cada muestra otorgada. Donde 1
corresponde a “me disgusta mucho” y 7 corresponde a “me gusta mucho”

Proceda con la siguiente muestra haciendo lo mismo, enjuagando su boca con agua entre cada muestra.

Muestra: 589

x&
A &\é"@
((\06\0 ObéQo(’o (\\b\c)%:o bé'?ié\o
A
\

S i A

@@@Q’Ov“@@

Atributo 1 2 3 4 5 6 7
1 Color
2 Aroma
3 Dulzor
4 Sabor lavanda
5 Textura
6 Apreciacién general
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Cddigo de Muestra:

INSTRUCCIONES
A continuacidn, se le presenta una muestra de jugo de manzana. Usted debe probarla para luego marcar

con una “X” el nivel de presencia de las caracteristicas de presentadas. Utilice la siguiente escala de

referencia:
5 | Extremadamente presente
4 Muy presente
3 Medio presente
2 Ligeramente presente
1 Casi imperceptible
0 Ausente
EVALUACION
Apariencia 01 2 3 45
Color Blanco
Sedimento
Separacion
Sabor 0 1 2 3 4 5
Lacteo
Lavanda
Planta
Aroma 01 2 3 4 5
Lacteo
Lavanda
Planta
Textura 01 2 3 4 5
Viscosidad
Uniformidad

Figura 2. A) Tratamientos de bebidas lacteas suplementadas con
diferentes concentraciones de linalool. B) Aplicacion de pruebas a
jueces.
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Cuadro 1. Codificacién de los tratamientos entre
las pruebas sensoriales.

Prueba

Codificacion

Tratamiento

Preferencia

924

93

485

Satisfaccion

321

103

589

Descriptiva

159

285

593

W N [ (W N | (W N
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Anexo 2. Graficos de resultados de evaluacion sensorial

Figura 6. Evaluacion de intensidad de atributos del Tratamiento 1

Color blanco

Resabio amargor Lacteo

Resabio lavanda A Lavanda
Astringencia A Planta
Amargor S Lavanda
Dulzor S Lacteo
S Planta

Figura 7. Evaluacion de intensidad de atributos del Tratamiento 2
Color blanco

Uniformidad

Resabio amargor ' Lacteo

Resabio lavanda A Lavanda

Astringencia A Planta

Amargor S Lavanda

Dulzor S Lacteo

S Planta
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Figura 8. Evaluacion de intensidad de atributos del Tratamiento 3

Color blanco

Resabio amargor Lacteo

Resabio lavanda A Lavanda

Astringencia A Planta

Amargor S Lavanda

Dulzor S Lacteo

S Planta
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Anexo 3. Resultados analisis de laboratorio fisicoquimicos

Universidad Autonoma de Nuevo Ledn
Facultad de Agronomia
Laboratorio de Nutricion y Calidad de los Alimentos

Resultados de Analisis

Giral Escobedo N.L a 14 Octubre 2021

Clignte: Ing. Arely Joanna Chévez

Aniilisis realizados: Materia Seca, Cenizas, Grasa Cruda y Protelna Cruda

Namero de muestras: 4 muestras con sus réplicas: TeR1, TeR2, TIR1, TIR2, T2R1,
T2R2, T3R! y T3R2.

Descripcion de las muestras: Se reciben aprox. 1000 ml de cada muestra. Las muestras
completas fucron homogenizadas; las determinaciones se realizaron por duplicado.

Resultados cxpresados en % As is:
Materia Humedad Cenizas | Grasa | Proteina
Seca (%) (%) (%) (%) (%)
TeR1 6.45 9355 0.56 12 487
TeR2 6.34 93.66 0.53 R 452
TIR1 6.86 93.14 025 08 487
TIR2 6.12 93.88 021 0.8 4387
T2R1 6.13 93.86 0.49 0.6 5.57
TR T 643 93.57 0.43 0.7 522
T3R1 6.37 9363 0.66 0.7 470 |
'T3R2 6.34 93.66 0.61 o | 42 |

LABORATORIO DE
YCALIDAD By o5 ALIRICION

Facukad de Agrosomia UANL. Campes de Ciencias Agropecuarias
Calle Francisco Villa $/N. Fracciveamionto Ex-Hacienda ¢l Canadf. Gral, Escobado, N L., Méxio
Telétono 01 (81) 83-29-40-00 Ext. 3518, e-madl: hugo. bemalbr@usnl.cdu.mx
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Anexo 4. Resultados analisis de laboratorio caracterizacién microbioldgica
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Anexo 5. Resultados analisis de laboratorio vida de anaquel microbiolégica.
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