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Resumen:

La mahonesa, con contenido en aceite superior al 65%, es una de las salsas mas
consumidas. Actualmente existe una creciente tendencia hacia la reduccion de la grasa en
los alimentos, por estar relacionado su consumo con problemas de obesidad,
enfermedades cardiovasculares y ciertos canceres. Las harinas extrusionadas, con alta
capacidad de absorcion de agua en frio, representan una alternativa econémica, y
medioambiental, al uso de almidones modificados como sustitutos de la grasa. En este
estudio se ha evaluado el efecto del remplazo del aceite, para niveles del 30%, 50% y
70%, por una mezcla de harina extrusionada de maiz con tres ratios diferentes de agua.
Se ha analizado la microscopia, reologia, estabilidad y color de las mahonesas. La
sustitucion de aceite por harina extrusionada afecta a la microestructura de la emulsién,
reduciendo paulatinamente la densidad y el tamafio de las gotas de aceite. En general, es
posible conseguir mahonesas light con propiedades reoldgicas similares a la control,
siendo la concentracion de agua el factor determinante. La reduccion de aceite en la
formulacion produce un aumento de la estabilidad a la congelacién, pero reduce la
estabilidad de la emulsién con el tiempo. El color de las mahonesas se modifica
ligeramente a medida que se incrementa el nivel de sustitucion. Acorde a estos resultados,
es posible elaborar mahonesas con harina extrusionada como sustituta de la grasa con
similares caracteristicas a la mahonesa tradicional.

Palabras clave: Mahonesa, reducido en grasa, harina extrusionada, microscopia,
reologia, estabilidad.

Abstract:

Mayonnaise, with oil content more than 65%, is one of the most widely consumed sauces.
Nowadays, there is an increasing tendency toward reducing fat content in food products,
since fat consumption is associated with obesity, cardiovascular diseases and several
types of cancer. Extruded flours, with great cold water absorption capacity, represent an
economical and environmental alternative to modified starches as fat replacers. In this
research, the effect of oil replacement, at levels of 30%, 50% and 70%, by a mixture of
maize extruded flour with three different water proportions was evaluated. Microscopy,
rheological properties, stability, and color of mayonnaises were analyzed. Fat replacement
by extruded flour affects to emulsion microscopy, gradually decreasing the density and size
of oil droplets. In general, it is possible to get light mayonnaises with similar rheological
properties to the control ones, being water content the leading factor. Reducing oil in the
formulation results in an increased stability to freezing, but it decreases emulsion stability
over time. Mayonnaise color is slightly modified as level of substitution increases.
According to results, the use of extruded flour allows the preparation of a reduced-fat
mayonnaise with similar characteristics to those of a typical mayonnaise.

Key words: Mayonnaise, reduced-fat, extruded flour, microscopy, rheology, stabilty.
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1. INTRODUCCION

La mahonesa o mayonesa es probablemente una de las salsas mas antiguas y
mayormente consumidas en el mundo actualmente (Depree & Savage, 2001). La
mahonesa es ampliamente utilizada como salsa y condimento en ensaladas y otros
platos, y en la mayoria de restaurantes de comida rapida (Teklehaimanot et al., 2013)
ya que aumenta el atractivo y el sabor de los productos (Sikora et al., 2008). En
Espafia, la mahonesa tradicional estd constituida basicamente por aceite vegetal,
huevo entero o yema de huevo, vinagre y zumo de limén, pudiendo adicionarse otras
materias primas tales como sal, especias o0 sustancias aromatizantes (Real Decreto
858/1984). Se trata de una emulsién de aceite en agua, en forma semisélida, con
gotas de aceite estrecha y fuertemente empaquetadas (Depree & Savage, 2001).
Estas emulsiones son sistemas termodinamicamente inestables debido a que el
contacto entre las moléculas de aceite y agua es energéticamente desfavorable, y a
las diferentes densidades de sus componentes principales (McClements &
Demetriades, 1998). El contenido de aceite de las mahonesas tradicionales es
superior al 65% por lo que es generalmente considerado como un alimento alto en
grasay calorias (Ma & Boye, 2013).

Actualmente, existe una creciente tendencia hacia la reduccion del contenido en grasa
de los productos alimenticios con el fin de satisfacer las demandas del consumidor,
cada vez méas preocupado por los problemas de salud (Sandrou & Arvanitoyannis,
2000; Warrand, 2006). El sobreconsumo de grasas provoca obesidad (Bray et al.,
2004) y se asocia con otros problemas de salud, como las enfermedades
cardiovasculares (Astrup et al, 2011; Schwingshackl & Hoffmann, 2013) e incluso
varios tipos de cancer (Rothstein, 2006). Una dieta baja en grasas por si sola es
efectiva a la hora de inducir la pérdida de peso en sujetos con sobrepeso,
observandose una pérdida de peso media alrededor de 1,8 kg/mes (Astrup et al.,
2000). El consumo de productos con contenido reducido en grasa da lugar a una
menor incorporacion de energia, lo que puede facilitar el mantenimiento de un déficit
de energia a largo plazo y, por tanto, frenar el ritmo de aumento o recuperacion de
peso (De Graaf et al., 1997; Jonnalagadda, & Jones, 2005). Ademas, la reduccién o
modificacion de la ingesta de grasa promueve una pequefia pero potencialmente
importante reduccion en el riesgo de sufrir enfermedades cardiovasculares (Hooper et
al., 2001).

Se debe tener en cuenta que en la Comunidad Europea (Regulacion EC 1924/2006)
un producto solamente puede obtener la declaracion nutricional de reducido en grasa,

light o lite cuando la reduccion de su contenido en grasa es de al menos un 30% en
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comparacion con un producto similar, mientras que, la declaracion de bajo en grasa
solo es posible cuando el producto no contiene mas de 3 g de grasa por 100 g para
productos sélidos o 1,5 g de grasa por 100 ml para liquidos. Sin embargo, la calidad
del producto tradicional es dificil de imitar cuando se preparan alimentos reducidos en
grasa (Liu et al., 2007) ya que la grasa juega un papel importante en el mantenimiento
de propiedades como la textura, la estabilidad, la vida util, la lubricidad, el color y el
sabor de los alimentos (Ma & Boye, 2013; McClements & Demetriades, 1998). Asi, la
eliminacion de la grasa puede causar cambios significativos en las propiedades fisico-
quimicas y sensoriales de las mahonesas pudiendo resultar indeseables para los
consumidores (Ma & Boye, 2013), ya que la cantidad de aceite y el volumen relativo
entre las fases de aceite y agua son factores importantes que afectan a la estabilidad
de las emulsiones de mahonesa (Harrison & Cunningham, 1985). Por tanto, para
mantener las propiedades de las mahonesas con contenido reducido en grasa, es
necesario utilizar diferentes tipos de ingredientes o aditivos como sustitutos de la
grasa. Generalmente, ingredientes no grasos, basados en carbohidratos, entre los que
se incluyen gomas, almidones modificados y fibras, con diferentes propiedades
funcionales, son incorporados en las mahonesas reducidas en grasa. Estos
ingredientes se afiaden principalmente para estabilizar la emulsién e incrementar la
viscosidad de la mahonesa light (Nikzade et al., 2012). Una gran variedad de gomas
se han empleado, tales como xantana, konjac, guar o pectinas (Li et al., 2014; Liu et
al.,, 2007; Ma & Barbosa-Cénovas 1995a, b; Su et al., 2010). Las gomas también
contribuyen al control de la capacidad de vertido, mejora de la adhesion y suspension
de particulas sodlidas (Ma & Barbosa-Canovas 1995a). Ademas, fibras de diferentes
origenes, incluyendo B-glucanos (Worrasinchai et al., 2006), inulina (Alimi et al., 2013)
o fibra de citricos (Su et al., 2010) se han utilizado como sustitutas de la grasa. Estos
productos suelen presentar un efecto espesante, puesto que son sustancias que
incrementan la viscosidad de la fase continua, y por tanto, disminuyen el movimiento
de las gotas de grasa, contribuyendo a la estabilidad del producto a largo plazo
(McClements & Demetriades, 1998).

Los almidones modificados se incluyen a menudo en la formulacion de productos
reducidos en grasa debido a su bajo coste y a la textura cremosa Unica que imparten a
dichos productos (Cho et al.,, 1999). Los almidones modificados se utilizan para
espesar y estabilizar la salsa y para proporcionar la capacidad de corte deseada vy el
caracter de flujo (Mason, 2009). Por un lado, almidones quimicamente modificados
han sido empleados, como almidones de teff y maiz modificados con acido esteérico
debido a su capacidad de gelificacion reducida y mayor viscosidad (Teklehaimanot et

al., 2013). En ese estudio, las mahonesas con reduccion de aceite en un 50% y 80%
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fueron mas estables a la congelacién-descongelacién y al almacenamiento a alta
temperatura que la mahonesa con el total de grasa. Por otro lado, la adicion de
almidones modificados fisicamente también ha sido estudiada. Lee et al. (2013)
usaron almidon de arroz modificado quimicamente y pregelatinizado en combinacion
con goma xantana como sustituto del aceite en mahonesas a niveles del 10%, 30% y
50%, manteniendo una excelente estabilidad de la emulsion hasta un 30% de
sustitucion. En otro tipo de emulsion aceite en agua, Bortnowska et al. (2014)
estudiaron el efecto de la concentracion de almidon de maiz waxy pregelatinizado en
las propiedades fisicoquimicas y estabilidad de una emulsién baja en grasa (20% de
aceite). En este caso, el almidén pregelatinizado también tuvo un efecto positivo en la
estabilidad de la emulsion. Asimismo, almidones modificados enzimaticamente han
sido propuestos como sustitutos de la grasa en mahonesas. Mun et al. (2009)
emplearon una pasta de almidén de arroz tratado con la enzima 4-alfa-
glucanotransferasa en combinacién con goma xantana a niveles de sustituciéon de
hasta un 50%. A pesar de que este sustituto de la grasa afectd a la reologia,
estabilidad y microestructura de la mahonesa, se encontraron una apariencia y
propiedades reoldgicas similares a la mahonesa control para alguna de las
combinaciones del sustituto de la grasa estudiadas.

La mayoria de los estudios realizados en mahonesas reducidas en grasa se han
centrado en el comportamiento reoldgico de las formulaciones, ya que cualitativamente
contribuye a sus caracteristicas de textura (Dolz et al., 2007), las cuales son
importantes para la aceptacion por parte del consumidor (Liu et al., 2007). No
obstante, estudios sobre las propiedades sensoriales también han sido publicados. De
hecho, Wendin et al. (1997) determinaron que la textura, el olor y el sabor de las
mahonesas cambian de manera distinta debido al contenido de grasa y el tipo de
espesante empleado.

En general, los almidones pregelatinizados son Utiles en una amplia variedad de
productos debido a su relativamente alta viscosidad a bajas concentraciones en
productos que tradicionalmente no implican un calentamiento (Mason & Hoseney,
1986). Los almidones pregelatinizados se pueden obtener mediante tratamientos
hidrotérmicos, en los cuales el almidéon se cuece, y después se seca mediante
diversas técnicas como la atomizacion, el secado por tambor o la extrusion (Chiu &
Solarek, 2009). Sin embargo, la extrusién provoca cambios en el almidén mas bruscos
que los métodos de coccidn tradicionales, dafiando una mayor cantidad de granulos
de almidon y modificando el poder espesante en frio de los almidones (Wolf, 2010).

La extrusién es un tratamiento fisico en el cual un producto a base de almidén es

sometido a una alta temperatura y esfuerzo mecanico con contenidos de humedad
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relativamente bajos durante un corto tiempo (Camire et al., 1990). Asi, este tratamiento
permite modificar las propiedades funcionales de los productos a base de almidén. El
alcance de estos cambios depende de la severidad del tratamiento de extrusion (Wen
et al., 1990). La intensidad del tratamiento, atendiendo a la temperatura, contenido de
humedad inicial y velocidad del tornillo (tiempo de residencia), modifica el
comportamiento de la harina afectando a su hidratacién, propiedades térmicas y
propiedades de la pasta al ser sometida a un ciclo de calentamiento y enfriamiento
(Martinez et al., 2014). Una mayor temperatura y contenido en humedad y una baja
velocidad del tornillo producen un aumento de la temperatura de gelatinizaciéon y de la
capacidad de hidratacidon, mientras que el pico de viscosidad y la retrogradacion
disminuyen.

En los tratamientos hidrotérmicos, como la extrusion, si el almidon es sometido a altas
temperaturas y humedades, puede ser pregelatinizado (precocido), con un aumento
del hinchamiento de los granulos, una ruptura de la estructura de los mismos, y una
pérdida de cristalinidad (Atwell et al., 1988). El almidén se hincha y espesa en contacto
con agua (Chiu & Solarek, 2009) dando lugar a un incremento de la capacidad de
absorcion de agua en frio asi como de la solubilidad (Doublier et al., 1986)
adquiriendo, a su vez, una textura suave (Mason, 2009). La extrusion produce otras
modificaciones estructurales en los componentes de la harina, incluyendo la
desnaturalizacion de proteinas (Camire et al., 1990; Cheftel et al.,, 1995), la
despolimerizacion de la amilosa y amilopectina mediante ruptura aleatoria de sus
cadenas (Doublier et al.,, 1986) y asociaciones moleculares entre los componentes,
tales como la formacion de complejos amilosa-lipido (Hagenimana et al., 2006). Estos
cambios en los constituyentes de la harina afectan a las propiedades reolégicas de las
pastas de harina (Chanvrier et al., 2007; Hagenimana et al., 2006). Otros efectos
conseguidos con la extrusion son la reduccion de la oxidacion lipidica, al inactivar las
enzimas responsables de la misma, y la reduccién de la carga microbiana y del
contenido en factores antinutricionales de los productos tratados (Camire et al., 1990).
Por consiguiente, estas propiedades funcionales de la harina extrusionada pueden ser
el origen de muchas aplicaciones en la industria alimentaria.

La modificacién fisica mediante la extrusion es una manera alternativa de mejorar las
propiedades de los almidones nativos sin recurrir a su modificaciébn quimica
(Hagenimana et al., 2006) obteniendo una etiqueta limpia o “label-friendly” (Jacobs &
Delcour, 1998), mas aceptable por los consumidores. A pesar de que los estudios se
han centrado en la modificacion de almidones, las harinas modificadas por extrusién
pueden ser utilizadas en alimentos como agentes espesantes y gelificantes (Mason,

2009), permitiendo su utilizacibn como agente sustituto de la grasa en salsas y
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aderezos. Ademas, las harinas extrusionadas son productos mas econdmicos y su
produccion tiene un menor impacto medioambiental que los almidones
pregelatinizados. En la preparacion de mahonesas con contenido reducido en aceite
han sido empleados almidones modificados, no obstante, no existe informacion acerca
del efecto de las harinas pregelatinizadas extrusionadas en las propiedades de estas
mahonesas.

El objetivo del presente trabajo es estudiar el efecto de la incorporacién de harina
extrusionada como sustituta de la grasa en la elaboracion de mahonesas con
contenido reducido en aceite. Para ello se remplazé el aceite en un 30%, 50% y 70%
de la férmula original utilizando una pasta de harina extrusionada y agua con ratios
1:3, 1:3.5 y 1:4. En estas mahonesas, la microscopia, propiedades reoldgicas,
estabilidad al tiempo y a la congelacion y color fueron estudiadas. La mahonesa

original, con el total de aceite, se empled como control.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Materiales

La harina extrusionada de maiz amarillo (10,09% de humedad, tamafio medio de
particula 144um, 6,69% de proteina, 80,67% de almidon dafiado, y parametros de
color L*= 88,70, a*=1,94 y b*=25,16) empleada en este estudio fue suministrada por
Molendun Ingredients (Zamora, Espafia). La harina de maiz se extruyé usando un
extrusor de tornillo simple, con una relacion longitud/didmetro de 20:1, modelo Buhler
Basf (Buhler S.A., Uzwil, Suiza). La extrusion se realiz6 con una incorporacion
adicional de agua del 12%, a una velocidad de alimentacion de la harina de 500 kg/h y
velocidad de giro del tornillo del extrusor de 453rpm, alcanzandose una temperatura
méaxima de 160°C. El producto extruido se secd por conveccion de aire y se molturd
con rodillos de compresidn hasta un tamafo de particula inferior a 200 micras.

Otros ingredientes utilizados en la elaboracion de las mahonesas fueron aceite
refinado de girasol Langosta (Faiges S.L., Daimiel, Espafia), huevo entero liquido
pasteurizado Ovopak (Alvarez Camacho, Sevilla, Espafia), agua procedente de la red
local, vinagre de vino blanco Hacendado (Sabater S.A., Cabezo de Torres, Espafia) y

sal refinada Vaccum Disal (Unién Salinera de Espafa, Madrid, Espafa).

2.2 Métodos

2.2.1 Elaboracién de la mahonesa

Todas las mahonesas se prepararon para 200 gramos de muestra. La formulacién de
la mahonesa empleada como control contiene aceite de girasol (65%), huevo entero
pasteurizado (31%), vinagre (3,5%) y sal (0,5%). Todos los ingredientes de la

mahonesa control se afiadieron a la vez, adicionando en ultimo lugar el aceite, al vaso
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de plastico de la batidora modelo InfinyForce Active flow (700W) (Moulinex, Ecully,
France). Para conseguir una Optima homogeneizacion de la salsa se utilizo el
accesorio mezclador (Moulinex, Ecully, France) de mahonesas. La mezcla de
ingredientes se agitdé a velocidad turbo durante 20 segundos. Las mahonesas
reducidas en grasa se prepararon remplazando el aceite por un 30%, 50% y 70% de
una pasta de harina (mezcla de harina extrusionada y agua) con tres diferentes ratios
de harina-agua (1:3; 1:3,5 y 1:4). En estas muestras, la harina extrusionada y el agua
se mezclaron previamente hasta la completa dispersion de la harina, y después la
pasta de harina se afadi6 al vaso de plastico con el resto de ingredientes. Las
muestras de mahonesa se transfirieron a un recipiente de plastico sellado y se
almacenaron a 20°C hasta su posterior analisis. Todas las mahonesas se prepararon
dos veces. La formulacién de la mahonesa control y las mahonesas reducidas en
aceite se exponen en la Tabla 1. Las mahonesas reducidas en aceite se nombran con
el porcentaje de sustitucion de aceite correspondiente y un nimero segun el ratio de la

pasta harina-agua.

Tabla 1: Composicion de la mahonesa control y las mahonesas reducidas en grasa (%) con diferente
sustitucion de aceite y ratios harina-agua.

Muestra Aceite de girasol Huevo entero Vinagre Sal Harinaextrusionada Agua
Control 65,0 31,0 3,5 0,5 - -
30% Sust.
Ratio 1:3 45,5 31,0 3,5 0,5 4,9 14,6
Ratio 1:3,5 45,5 31,0 35 0,5 4,4 15,1
Ratio 1:4 45,5 31,0 3,5 0,5 3,9 15,6
50% Sust.
Ratio 1:3 32,5 31,0 3,5 0,5 8,1 24,4
Ratio 1:3,5 32,5 31,0 3,5 0,5 7,3 25,2
Ratio 1:4 32,5 31,0 3,5 0,5 6,5 26,0
70% Sust.
Ratio 1:3 19,5 31,0 3,5 0,5 11,4 34,1
Ratio 1:3,5 19,5 31,0 3,5 0,5 10,2 35,3
Ratio 1:4 19,5 31,0 3,5 0,5 9,1 36,4

2.2.2 Microscopia Optica

Las muestras de mahonesa se examinaron utilizando un microscopio DM750 (Leica
Microsystems, Wetzlar, Alemania) a 1000 aumentos, equipado con una camara EC3, y
las imagenes fueron capturadas utilizando el software LAS EZ (Leica Microsystems,
Wetzlar, Alemania). Primeramente, la muestra de mahonesa se depositd en un
portaobjetos, y la muestra se comprimié durante 30 segundos tras colocar el
cubreobjetos. Después, sobre el cubreobjetos se afiadi® una gota de aceite de
inmersién Panreac (Panreac Quimica SA, Castellar del Vallés, Espafia) para obtener
las microfotografias. Las microfotografias de las mahonesas se realizaron después de

1y 7 dias a su preparacion en dos puntos al azar de cada muestra.
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2.2.3 Analisis reologicos
Las propiedades reoldgicas de las mahonesas se determinaron utilizando un reémetro
de esfuerzo controlado Thermo Scientific Haake RheoStressl (Thermo Fisher
Scientific, Schwerte, Alemania) y un bafio de agua Phoenix Il P1-C25P que controla la
temperatura de analisis, fijada en 20°C para todos los analisis. Todas las pruebas
fueron monitorizadas con el software RheoWin 4 Job Manager y los parametros
reoldgicos fueron calcularon utilizando el software Rheowin 4 Data Manager (Thermo
Fisher Scientific, Schwerte, Alemania). Para todos los ensayos se ha utilizado una
geometria de platos paralelos y una separacion entre los platos de 1mm de distancia.
Ademads, la superficie de la mahonesa expuesta al aire entre los platos, una vez
ajustado el espacio entre ellos, se cubrié con aceite de vaselina Panreac (Panreac
Quimica SA, Castellar del Vallés, Espafia) para prevenir la pérdida de humedad. El
tiempo de reposo minimo para permitir la estabilizacion de la estructura antes de
iniciar los ensayos se establecié en 500 segundos para todos los analisis. Los distintos
ensayos reoldgicos fueron realizados por duplicado en cada muestra, después de 1
dia (24 horas) de almacenamiento.

e Region newtoniana
La regién newtoniana se determiné usando una geometria de platos paralelos no
serrados de titanio de 35 mm de didmetro (PP35 Ti). El ensayo reoldgico se realizé en
modo CS (control stress) incrementando el esfuerzo cortante desde 1 a 100 Pa, hasta
que se alcanz6 el estado estacionario en cada punto. EI modelo de Carreau es
comunmente utilizado para describir el comportamiento de las emulsiones de aceite en
agua (Batista et al., 2006; Franco et al., 1998; Moros et al., 2002;), por lo que la curva
de flujo (R? igual o superior a 0,99) se ajusté a la siguiente ecuacion:

Do

]

En la ecuacién de Carreau n (Pa‘s) es la viscosidad aparente, n, (Pa-s) es la

r]:

viscosidad limite para la primera regién newtoniana, Y (s') es la velocidad de
deformacion, Y. (s%) es la velocidad de deformacion critica para el inicio del
comportamiento pseudoplastico y s (adimensional) es un parametro relacionado con la
pendiente de dicha region (Laca et al., 2010; Liu et al., 2007).
¢ Comportamiento al fujo y tixotropia

La medicion de la tixotropia se llevo a cabo en modo CR (control rate) usando un
sistema de platos paralelos PP35 Ti. Inicialmente, la velocidad de deformacién se
increment6 logaritmicamente desde 1 a 150,01 s™ en 100 s, después se mantuvo a

150,01 s durante 150 s, y finalmente se disminuy6é de nuevo hasta 1 st en 100 s.
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Posteriormente se determiné el I6bulo de histéresis (Pa/s) como el area comprendida
entre la curva de subida y de bajada. Para caracterizar el comportamiento al flujo, los
datos obtenidos en la curva de subida se ajustaron a la ecuaciéon de Ostwald de Waele
0 Ley de la Potencia (Nikzade et al., 2012; Worrasinchai et al., 2010):

o=K(Y)"
donde o es el esfuerzo cortante (Pa), Y la velocidad de deformacion (s%), K es el
indice de consistencia (Pa-s") y n es el indice de comportamiento de flujo.
e Comportamiento viscoelastico

Las propiedades viscoelasticas de las mahonesas se determinaron usando un sistema
de platos paralelos serrados de 60mm de didmetro (PP60 Ti). En primer lugar se
realiz6 un barrido de esfuerzos de 0,1 a 10 Pa a una frecuencia de 1Hz para
determinar la region viscoelastica lineal de todas las muestras. Posteriormente, se
realiz6 un barrido de frecuencias de 10 a 0,1 Hz utilizando un valor de esfuerzo
cortante comprendido en la region viscoelastica lineal, y previamente establecido en el
barrido de esfuerzos. En este ensayo se obtuvieron las curvas del mddulo de
almacenamiento o elastico (G') y el médulo de pérdidas o viscoso (G").

El médulo G’ representa la energia almacenada en el material que es recuperable por
ciclo de deformacion. Mientras que, G" mide la energia que se pierde a causa de la
componente viscosa (Lee et al., 2013). También se obtuvo el factor de pérdidas (tan
0= G"/G’), el cual relaciona los dos médulos anteriormente mencionados. Ademas, los
parametros de la Bohlin se evaluaron a partir del modulo complejo (G* en Pa) y la

frecuencia (w en s™), siguiendo la siguiente ecuacion:

G*= Aw'”
Segun la teoria de Bohlin de flujo como un fenémeno cooperativo (Bohlin, 1980), las
emulsiones se modelan como una red de unidades reoldgicas, que interactian
estableciendo la estructura del sistema. El nimero de coordinacion z (adimensional)
es una medida del nimero de unidades reoldgicas correlacionadas entre si dentro de

la estructura del sistema, mientras que el parametro A (G* a 1Hz en Pa s?

) es el
coeficiente de proporcionalidad, relacionado con la fuerza de las interacciones entre
esas unidades (Mancini et al., 2002; Manoi & Rizvi, 2009).

2.2.4 Estabilidad de la emulsion y estabilidad a la congelacién-descongelacion
La medicion de la estabilidad de la emulsion con el tiempo y a la congelacion-
descongelacion se realiz6 al menos dos veces. La estabilidad de la emulsién de las
distintas mahonesas se determiné siguiendo el método de Mun et al. (2009) con leves
modificaciones. Las mahonesas, tras 1 y 7 dias de almacenamiento a 20°C, fueron

pesadas (Fo=15,00 +0,01g) y colocadas en tubos falcon de 50mL de capacidad,



Desarrollo de mahonesa baja en grasa con harina extrusionada como ingrediente funcional

después se introdujeron en una camara a 80°C durante 30 minutos para provocar la
desestabilizacién. Las muestras calentadas se centrifugaron durante 10 minutos a
4000x g, y la capa de sobrenadante fue separada y pesada (F,). La estabilidad de la

emulsion se caracterizé segun se expone a continuacion:

Estabilidad de la emulsién= (F1/ F) X100
La estabilidad a la congelacion-descongelacién de las mahonesas después de su
almacenamiento en congelacion a -40°C durante 24 horas se midié y caracterizo
siguiendo el método de la estabilidad de la emulsion anteriormente descrito.
2.2.5 Color de las mahonesas
El color de las mahonesas se obtuvo al dia 1 utilizando un espectrofotémetro Minolta
CN-508i (Minolta, Co. LTD, Tokio, Japon). Antes de realizar las mediciones se calibré
con un blanco (L*= 98,92, a*=-0,11 y b*= -0,30). Los resultados se obtuvieron usando
un iluminador estandar Dgs y observador estandar 2° y se expresaron en el espacio de
color CIE L*a*b*. La medicidn del color se realiz6 5 veces en 2 puntos de cada
mahonesa. En el sistema de color CIE L*a*b*, el parametro L* (0-100) representa la
luminosidad, mientras que a*y b* son las coordenadas cromaticas (-60, +60), donde
+a* es la coordenada de color rojo, -a la verde, +b es la coordenada de color amarillo,
y -b es el azul. La diferencia de color total (AE) de las mahonesas reducidas en grasa
con respecto de la mahonesa control se calculé utilizando la siguiente ecuacion:

AE = [(AL*)? + (Aa*)? + (Ab*)*]M?
Donde: AL*, Aa* y Ab* son las diferencias de color parciales entre cada uno de los
parametros de color.
2.2.6 Andlisis estadistico
Los datos obtenidos se han analizado utilizando un anadlisis de la varianza
unidireccional (ANOVA) mediante el test LSD de Fisher (p<0,05). Antes de realizar el
ANOVA de los datos se ha verificado la normalidad de los mismos mediante el test de
bondad de ajuste especifico de la normalidad Shapiro-Wilks. Ademds, se han
realizado correlaciones de Pearson entre todas las variables estudiadas a través de un
andlisis multivariado para observar la existencia de posibles relaciones lineales entre
ellas. Todos los andlisis se han llevado a cabo usando el software Statgraphics
Centurion XVI (StatPoint Technologies Inc, Warrenton, EEUU).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Microfotografias

Las mahonesas consisten en gotas de aceite (fase dispersa) diseminadas en un medio
acuoso (fase continua) (McClements & Demetriades, 1998), cuyas propiedades

pueden variar de unas formulaciones a otras segun la composicion y microestructura

9



Desarrollo de mahonesa baja en grasa con harina extrusionada como ingrediente funcional

(Mun et al.,, 2009). Factores tales como la cantidad y distribucion del agente
emulgente, la cantidad de aceite, el tamafio de las gotas de aceite y la viscosidad de la
fase acuosa son parametros determinantes a la hora de determinar la microestructura
de la mahonesa (Ma & Boye, 2013; Mun et al., 2009).

La microscopia Optica se empled para proporcionar informacion acerca de la
microestructura de las distintas muestras de mahonesa (Figura 1 y 2). La mahonesa
control, a las 24 horas de su elaboracion, mostr6 una estructura definida y
estrechamente empaquetada, con gotas de aceite diferentes en tamafio (polidispersa).
En esa estructura los glébulos pequefios aparecen adecuadamente distribuidos para
crear la estructura compacta, llenando los espacios entre los glébulos grandes. Sin
embargo, a medida que se sustituye el aceite y aumenta la proporcién de la fase
acuosa se observan gotas de aceite de menor tamafio y mas uniformes y con una
estructura mas suelta (Figura 1). Estas observaciones coinciden con lo encontrado por
Teklehaimanot et al. (2013) y Mun et al. (2009) para mahonesas en las que se
remplaz6 el aceite por almidones modificados quimica y enzimaticamente,
respectivamente, las cuales mostraban glébulos de grasa mas pequefios en
comparacion con la muestra control.

Al aumentar el nivel de sustitucion de aceite se aprecian zonas huecas ocupadas por
la fase acuosa, en las que no aparecen gotas de aceite. Este efecto se observa
principalmente en las muestras del 70% de sustitucion de aceite como resultado de la
dréstica reduccién del aceite, donde los glébulos grasos aparecen dispersos en una
fase acuosa que ocupa espacios mas amplios. Por lo general, un descenso de la
proporcion de aceite en la mahonesa reduce la densidad de las gotas de aceite
(Depree & Savage, 2001) y aumenta la distancia media entre ellas (Ma & Barbosa-
Cénovas, 1995b). A su vez, respecto a estos huecos formados, Worrasinchai et al.
(2006) elaborando mahonesas con menor contenido en aceite (50% y 75%) a partir de
B-glucanos ya encontraron unas estructuras relativamente mas abiertas y sueltas que
la control, cuyas gotas estaban agregadas y con huecos de fase acuosa, de
dimensiones variables, mas inter-espaciados. Li et al. (2014) también encontraron
resultados similares para rangos de sustitucién entre el 30-60%, debido a que la
presencia del sustituto de la grasa (gel de konjac micronizado) hizo que las particulas
grasas de la mahonesa aparecieran gradualmente mas separadas y agrupadas en
regiones, observandose grandes espacios.

Para cada uno de los niveles de sustitucion del aceite se observa que a medida que
disminuye el contenido en agua de la pasta aparecen gotas de aceite mas pequefias.
La mayor viscosidad de la fase continua al aumentar la cantidad del agente espesante

puede provocar un menor movimiento y por tanto, interaccion de los glébulos de aceite
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gue evitan que estas particulas se unan entre si, aumentado su tamafio (Manoj et al.,
1998; McClements & Demetriades, 1998).

%Sust. Ratio 1:4 '

g

j.70% Sust. Ratio 1:3

i. 70% Sust. Ratio 1:3,5

h. 70%Sust. Ratio 1:4
Figura 1: Mahonesa control y mahonesas reducidas en grasa al dia 1. La barra que aparece en la parte
superior izquierda de cada fotografia indica un tamafio de 20 pm.

En la Figura 2, se muestra la microscopia de las mahonesas tras 7 dias de
almacenamiento. Con el tiempo de almacenamiento, la mahonesa control y las
mahonesas del 30% de sustitucion apenas experimentan cambios perceptibles. No
obstante, cambios mas evidentes aparecen cuando se aumenta la sustituciéon de
aceite a niveles del 50% y 70%, puesto que los glébulos grasos han aumentado
ligeramente su tamafio y han aparecido mayores huecos en la fase acuosa.

11
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i. 70% Sust. Ratio 1:3,5 j. 70% Sust. Ratio 1:3
Figura 2: Mahonesa control y mahonesas reducidas en grasa al dia 7. La barra que aparece en la parte
superior izquierda de cada fotografia indica un tamafio de 20 pm.

h. 70%Sust. Ratio 1:4

3.2 Regién newtoniana

El comportamiento de flujo de las mahonesas a bajas velocidades de deformacién
(regién newtoniana) se ha caracterizado mediante el modelo de Carreau. Estas bajas
deformaciones son similares a las producidas en el transporte y almacenamiento de
estos productos (Izidoro et al., 2008). Todas las mahonesas estudiadas mostraron un
comportamiento pseudoplastico, caracterizado por una disminuciéon de la viscosidad
aparente a medida que aumenta la velocidad de deformacion (Bortnowska et al.,
2014). No obstante, cuando se aplican velocidades de deformaciéon muy bajas aparece

una viscosidad limite (no,) constante, indicando que a esas bajas velocidades de
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deformacién la emulsibn manifiesta un comportamiento newtoniano. Este
comportamiento ya ha sido previamente descrito por distintos autores en emulsiones
de aceite en agua (Batista et al, 2006; Franco et al., 1998, 2000; Laca et al., 2010).

Los valores para los parametros de la ecuacion de Carreau se exponen en la Tabla 2.
En general, la viscosidad limite n, tiende a aumentar a medida que la concentracion de
agua en la pasta disminuye, pero sélo se observan diferencias significativas en los
niveles de sustituciéon mayores (50% y 70%) entre el ratio 1:3 y el resto. Esta tendencia
estd motivada por la reduccion de viscosidad que se produce en la fase continua de la
emulsiéon al incrementar el contenido de agua. Respecto al nivel de sustitucion de
aceite no se observan diferencias significativas de los ratios 1:4 y 1:3,5 al aumentar la
sustitucion, sin embargo, para el ratio 1:3 se observa como la mahonesa del mayor
nivel de sustitucion (70%) es la que mayor n, posee, sin que se observen diferencias
entre las del 30% y 50%. En un estudio similar, Moros et al. (2002) observaron un
incremento de la viscosidad limite a medida que se redujo el nivel de colesterol en
mahonesas, debido a la accién de agentes tensioactivos y al menor tamafio de las
gotas de grasa. En otro estudio con rebozados, Kim et al. (2009) sustituyendo harina
de trigo por harina de arroz modificada hidrotérmicamente encontraron que un
aumento de la concentracion de la harina modificada también producia un claro
incremento de la viscosidad limite.

Por otro lado, la velocidad de deformacion critica Y., marca el limite entre el
comportamiento newtoniano y pseudoplastico. A velocidades de deformacion
superiores a Y. aparece el comportamiento pseudoplastico consecuencia del
colapso/ruptura estructural inducido por la accion de la cizalla, relacionado con un
mecanismo de desfloculacion de las gotas de aceite (Franco et al., 1998, 2000) que
provoca una disminucion de la resistencia al flujo. Asi, un menor valor de Y indica una
menor resistencia de la microestructura de la emulsion a la ruptura inducida por el
proceso de cizalla (Moros et al., 2002). En este estudio, los menores valores de Y, se
alcanzan en las mahonesas reducidas en grasa con el ratio 1:3, y en la mahonesa
control, sin diferencias significativas entre ellas. En estas muestras la region
newtoniana es mas estrecha que en el resto de muestras, ya que la velocidad de
deformacién critica es casi un orden menor de magnitud. La Y. disminuye de forma
significativa con la disminucién de la concentracion de agua en la pasta harina-agua,
exceptuando en el ratio 1:3 y 1:3,5 del 50% sin diferencias entre ellas. Ademas, a
medida que aumenta la sustitucion de aceite, disminuye Y. aunque esta bajada es
mas evidente a medida que se aumenta la concentracién de agua en la pasta (ratio

1:4), con diferencias entre todos los niveles. Una disminucién de la velocidad de
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deformacién critica estd relacionada con una mayor sensibilidad a la cizalla en las
emulsiones mas estructuradas (Raymundo et al., 2002).

En cuanto al valor del indice s, que da cuenta del caracter pseudoplastico (Batista et
al., 2006), no se observa una tendencia clara. En general, no existen diferencias
significativas en cuanto al ratio harina-agua de la pasta dentro de los distintos niveles
de sustitucion, Unicamente encontrandose estas para el ratio 1:3 y 1:3,5 con respecto
al 1:4 del nivel de sustitucion del 30%. Ademas, tampoco se observa una tendencia
clara entre los distintos niveles de sustitucion. Como se observa en la Tabla 2, todas
las emulsiones presentan un comportamiento similar, con un valor de s comprendido
entre 0,383-0,447. Estos valores estan de acuerdo con los obtenidos en otras
emulsiones que contienen gomas y/o almidén modificado (Dolz et al., 2007; Raymundo
et al., 2002).

Tabla 2: Parametros del modelo de Carreau para la mahonesa control y reducidas en grasa

No (Pa-s) Yo (s7) s

Muestra Media + SD Media + SD Media + SD
Control 4166¢d +214 0,0085ab +0,0013 0,405abc +0,021
30% Sust.

Ratio 1:3 2933abcd +652 0,0102abc +0,0032 0,383a +0,010

Ratio 1:3,5 1284ab +293 0,0208de +0,0051 0,394ab +0,009

Ratio 1:4 736a +141 0,0412g +0,0075 0,439de 10,036
50% Sust.

Ratio 1:3 5101d £139 0,0113abc +0,0013 0,437de £0,011

Ratio 1:3,5 2508abcd +863 0,0160cd +0,0052 0,417bcd +0,008

Ratio 1:4 946ab +244 0,0322f +0,0081 0,433cde +0,026
70% Sust.

Ratio 1:3 11150e 5528 0,0061a +0,0019 0,420bcde +0,028

Ratio 1:3,5 3551bcd £824 0,0134bc +0,0037 0,445de £0,014

Ratio 1:4 1341labc 61 0,0233e £0,0037 0,447e £0,010

Valores medios + SD (desviacion estandar) seguidos por la misma letra en cada columna no son
significativamente diferentes con un p<0,05. n,= viscosidad limite, Y= velocidad de deformacion
critica, s=pendiente.

Los parametros de Carreau, n, y Y. claramente dependen de la composicion de la
mahonesa, mientras que el parametro s parece ser mas independiente de la
composicion. Un aumento de ), y una disminucion de Y. se observan cuanto menor es
la concentracién de agua en la pasta y mayor la reduccion de aceite. La mayor
viscosidad limite da lugar a emulsiones més estables a deformaciones/esfuerzos
cortantes bajos. Sin embargo, a pesar de la mayor viscosidad, las reorganizaciones
estructurales (desfloculacion) para estas mahonesas como resultado de un esfuerzo
cortante suceden a valores de esfuerzos mas bajos, consecuencia de una menor
velocidad de deformacion critica. Estos cambios suceden sin apreciarse drasticas
variaciones en el caracter pseudoplastico de las mahonesas El aumento de la

viscosidad critica y la mas rapida aparicién del comportamiento pseudoplastico pueden
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estar asociados al menor tamafio de las gotas de aceite observados en la microscopia
de las mahonesas bajas en grasa. De hecho, Pal (1996) indicO que una mayor
viscosidad y mayor caracter pseudoplastico es alcanzado en las emulsiones cuanto
menor es el tamafio de particula de las gotas de aceite.

En definitiva, segun los parametros de Carreau, se pueden conseguir mahonesas muy
similares a la mahonesa control, incluso en los mayores niveles de sustitucion,

siempre que el porcentaje de agua en la pasta de harina extrusionada sea bajo.

3.3 Comportamiento al flujo y tixotropia

Para caracterizar el comportamiento al flujo de las muestras de mahonesa, las curvas
de flujo obtenidas se ajustaron a la ecuacién de Ostwald de Waele cuyos parametros
aparecen en la Tabla 3.

El indice de consistencia (K) da cuenta de la naturaleza viscosa del producto. Un alto
valor de K de la emulsién indica unas caracteristicas viscosas mas pronunciadas, que
se corresponden con una red estructural mas fuerte de la muestra (Ma & Boye, 2013).
Como se muestra en la Tabla 3, en las mahonesas reducidas en grasa se observa una
clara tendencia a aumentar K a medida que disminuye la cantidad de agua de la pasta
de harina extrusionada. Esto puede deberse a un aumento de la viscosidad de la fase
continua. Las sustancias almidonosas empleadas como sustitutas de la grasa
interactdan con el agua debido a su naturaleza hidrofilica y forman una estructura con
multiples entrecruzamientos aumentando la viscosidad (Mason & Hoseney, 1986;
Teklehaimanot et al., 2013). Ademés, a pesar de no encontrarse diferencias
significativas entre los distintos niveles de sustitucion para el ratio 1:4, para los ratios
1:3 y 1:3,5 se observa un aumento de K con la reduccion del aceite. No se observan
diferencias de la mahonesa control con las mahonesas del ratio 1:3 de los niveles de
sustitucion del 30% y 50% y del ratio 1:3,5 del 70%. El mayor valor del indice es
alcanzando por la muestra del 70% de sustitucién con el ratio 1:3, la cual también
poseia la mayor viscosidad limite n,. De hecho, el indice de consistencia se
correlaciona positivamente (r=0,84 y p<0,001) con la n, de la regién pseudoplastica,
previamente descrito en Carreau y que también da cuenta de la estabilidad.

El indice de comportamiento de flujo (n), de todas las mahonesas estudiadas es menor
que uno, confirmando la existencia del comportamiento pseudoplastico previamente
descrito. Una disminucién de n da cuenta de un aumento del caracter pseudoplastico
de las muestras, lo que indica que mayores reestructuraciones se forman en la
emulsién (Ma & Boye, 2013). EI comportamiento pseudoplastico resulta beneficioso
para las cualidades organolépticas de las emulsiones, por ejemplo, en la liberacion de

sabor y sensacion en boca (Ma & Boye, 2013), ademas, mejora la capacidad de
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mezcla y fluidez de estos productos (Gamonpilas et al., 2011). Todas las mahonesas
estudiadas presentan valores de n muy bajos, y por tanto, un caracter muy
pseudoplastico. En general, no se observan diferencias significativas entre las
mahonesas reducidas en grasa y la muestra control, con la excepcion de las del 30%
de sustitucién para los ratios 1:3,5 y 1:4 con mayores valores de n y la muestra del
70% de sustitucion con el ratio 1:3, con el menor n y mayor caracter pseudoplastico.
Un aumento de la concentracion de agua en la pasta aumenta el valor de n, aunque

s6lo se pueden afirmar diferencias significativas entre los ratios extremos.

Tabla 3: Ley de la potencia y I6bulo de histéresis para la mahonesa control y reducidas en grasa

K (Pa-s")

n

Lébulo de histéresis (Pa/s)

Muestra Media + SD Media + SD Media + SD
Control 78,63de 7,57 0,213bc +0,019 6739bc +2045
30% Sust.
Ratio 1:3 73,13cd 2,22 0,220bc +0,004 7552cd +2200
Ratio 1:3,5 52,52b £3,27 0,241d +0,006 5301ab +554
Ratio 1:4 42,25a +7,31 0,239d +0,017 4081a +746
50% Sust.
Ratio 1:3 86,79 3,77 0,207ab +0,005 11615,ef £1571
Ratio 1:3,5 67,22c +0,87 0,214bc +0,004 7668cd +2169
Ratio 1:4 39,65a +1,98 0,227cd +0,012 5114ab +504
70% Sust.
Ratio 1:3 111,73f +16,91 0,197a +0,004 13085f +1569
Ratio 1:3,5 76,56¢cd +1,77 0,206ab +0,013 9526de +1834
Ratio 1:4 43,13ab +5,84 0,224c +0,008 6374bc +770

Valores medios + SD (desviacion estandar) seguidos por la misma letra en cada columna no
son significativamente diferentes con un p<0,05. K= indice de consistencia; n= indice de
comportamiento.

A la vista de estos resultados parece obvio que una baja concentracion de agua en la
pasta de harina extrusionada afecta positivamente a los pardmetros de flujo de las
mahonesas, puesto que aumenta el indice de consistencia, dando lugar a una
estructura fuerte, aumentando ligeramente el caracter pseudoplastico de la emulsion.
Mun et al. (2009) sustituyeron un 50% del aceite de la mahonesa por una pasta de
almidon de arroz modificado enzimaticamente con distintas concentraciones, y
observaron que una mayor concentracién de la pasta aumentaba el indice de
consistencia y disminuia la n, lo que coincide con lo observado en este estudio. Este
aumento de K lo atribuyeron al distinto volumen de la fase continua entre la mahonesa
control y las mahonesas reducidas en grasa, lo que fortaleceria la estructura mediante
un mecanismo distinto al que se produce en la mahonesa control. Contrariamente a
estos resultados, Lee et al. (2013) al remplazar el aceite en un 10%, 30% y 50% por
una pasta de almidén de arroz pregelatinizado y goma xantana encontraron una

disminucién de K y un aumento n con la sustitucion del aceite. Estos resultados fueron
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atribuidos a la ruptura de la estructura provocada por la debilidad de la pasta de
almidon, que ocasiond la liberacion del agua de la formulacion. Las diferencias con lo
observado en nuestro estudio pueden deberse al hecho de que en este estudio se
utilizé un almidén modificado quimicamente, lo que cambia la estructura y propiedades
funcionales del mismo, o a qué en el mismo estudio la relacion almidon-agua utilizada
para sustituir el aceite fue mayor de 1:10, muy superior a la de nuestro estudio.

La dependencia del comportamiento de flujo con el tiempo también se observa en la
Tabla 3. Todas las muestras de mahonesas exhibieron un comportamiento tixotrépico
en el rango de deformaciones estudiado. El area del I6bulo de histéresis cuantifica la
tixotropia, es decir, la disminucion de la viscosidad conforme aumenta el tiempo al
aplicar una misma velocidad de deformacion (Worrasinchai et al.,, 2006). Un mayor
nivel de tixotropia indica una progresiva ruptura de la estructura de los productos a
medida que el tiempo de aplicacion de un esfuerzo cortante se incrementa (Abu-Jdayil,
2003). Por tanto, cuanto mayor el I6bulo de histéresis, mayor es la inestabilidad con el
tiempo y es necesario un mayor tiempo para reconstruir la estructura dafiada después
de la eliminacién de la fuerza de cizalla (Laca et al., 2010). La mahonesa control
presenta una tixotropia intermedia entre todas las mahonesas estudiadas. De forma
general, la tixotropia aumenta, y con ella la inestabilidad, a medida que la
concentracion en agua en la pasta es menor dentro de un mismo nivel de sustitucion
de aceite. En cuanto al grado de sustitucion, no se observan diferencias significativas
entre los niveles del 50% y 70% para ninguno de los ratios harina-agua. Sin embargo,
las mahonesas con el 30% de sustitucion presentan una menor tixotropia que las del
50% y 70% para los ratios 1:3 y 1:3,5, siendo, por tanto, mas estables. Teklehaimanot
et al. (2013), empleando almidones modificados quimicamente como sustitutos de la
grasa (50% y 80%) en mahonesas, observaron un incremento del area del I6bulo de
histéresis con el nivel de reduccion de aceite, esto coincide con las diferencias
observadas entre las mahonesas del 30% y los dos niveles de mayor sustitucién (50%
y 70%) en este estudio. Estos autores también observaron que la muestra con mayor
K, result6é ser la del nivel de sustitucion del 80%, la cual presentd el mayor I6bulo de
histéresis. Asi mismo, en este estudio la mahonesa con mayor sustitucion (70% de

sustitucion, ratio 1:3) presenté los mayores valores de K y de tixotropia.

3.4 Comportamiento viscoelastico y parametros de Bohlin

El caracter viscoelastico de las mahonesas se expone en las Figuras 3 y 4. Los
moédulos G' y G” representan la energia recuperable y perdida, respectivamente,
cuando el material se somete a deformacion. En la Figura 3 se observa que todas las

mahonesas resultaron ser mas elasticas (G’) que viscosas (G”) en el rango de
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frecuencias estudiado. En todas las mahonesas a medida que se incrementa la
frecuencia se observa un gradual incremento de G’ y G”. Esta tendencia también ha
sido observada por otros autores en rangos de frecuencia similares (Mun et al., 2009;
Laca et al., 2010).

Por lo general, G’ y G”, para los tres niveles de sustitucion estudiados, aumentan a
medida que disminuye la concentracién de agua en la pasta. Este aumento sugiere
una mayor interaccién entre los componentes estructurales de la emulsiébn como
consecuencia del almidon pregelatinizado presente en la harina extrusionada. Una
tendencia similar fue encontrada por Bortnowska et al. (2014), con el aumento de la
concentracion de almidén de maiz waxy pregelatinizado en mahonesas reducidas en
grasa. En ambos mddulos, las mahonesas con el ratio 1:4, con mayor contenido en
agua, muestran el comportamiento mas alejado a la mahonesa control.

En general, se espera que las mahonesas con mayor contenido en aceite muestren un
mayor valor de G’ y G”, como resultado del mayor empaquetamiento de las gotas en la
emulsién (Ma & Barbosa-Canovas, 1995b; Sun & Gunasekaran, 2009; Lee et al.,
2013). Sin embargo, en este estudio se observan leves diferencias de los médulos con
la reduccion del contenido en aceite, mientras que la concentracién de la pasta de
harina extrusionada parece ser el principal factor que afecta al valor de los médulos

elastico y viscoso de las mahonesas.
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Figura 3: Efecto de la frecuencia en el médulo de almacenamiento (G’) y de pérdidas (G”) de las distintas
mahonesas. a. Muestras control y 30% de sustitucion de aceite, b. Muestras control y 50% de sustitucion
de aceite, c. Muestras control y 70% de sustitucion de aceite.
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El factor de pérdidas (tan &) que relaciona los médulos G’ y G” se expone en la Figura
4. Este factor es una medida que compara la cantidad de energia perdida frente a la
cantidad de energia almacenada durante un tiempo, es decir, indica si son las
propiedades elasticas o las viscosas las que predominan (Ma & Barbosa-Canovas,
1995b). En el rango de frecuencias estudiado, estas emulsiones se comportan como
un solido, con valores del factor mayores de 0,1, tipico de aderezos y mahonesas (Li
et al., 2014). La magnitud del factor de pérdidas de las mahonesas reducidas en grasa
va disminuyendo a medida que se aumenta el nivel de sustitucion, mostrando mayor
caracter elastico (Manoi & Rizvi, 2009; Zaidel et al., 2013). Ademas, las diferencias de
dicho factor con respecto a la mahonesa control se van haciendo menos perceptibles a
medida que se aumenta la sustitucion del aceite, no obteniéndose practicamente
diferencias en la viscoelasticidad en el nivel de sustitucion del 70% para ninguno de
los tres ratios de la pasta. En cuanto al ratio harina-agua, la magnitud del factor de
pérdidas es menor cuanto menor es la concentracién de agua en la pasta, para los
niveles de sustitucién del 30% y 50%, sin encontrarse diferencias en el caso del 70%.
De hecho, Bortnowska et al. (2014) también observaron que cuanto mayor era la
concentracion de almidon de maiz waxy pregelatinizado en la mahonesa reducida en
grasa menor fue el valor de este factor.

Los resultados en cuanto al factor de pérdidas para las mahonesas bajas en grasa
estan de acuerdo con la microscopia de las mahonesas. Cuanto menor es el tamafio
de las gotas de grasa, menor es el factor de pérdidas. Esta tendencia ya fue
observada por Worrasinchai et al. (2006), los cuales al sustituir la grasa por 3-glucanos
en mahonesas encontraron una correlacion entre el menor tamafio de las gotas de
grasa y el menor factor de pérdidas. Sin embargo, para la mahonesa control no se
cumple esta tendencia, lo que parece indicar que no solo el tamafio de las gotas de
aceite influye en el caracter viscoelastico de la emulsion. Este fendmeno podria
explicarse por el hecho de que las diferencias en el factor de pérdidas también pueden
verse afectadas por la diferente estructura de la emulsion (Ma & Barbosa-Canovas,
1995b), es decir, si es la fase dispersa o la continua la que predomina en la emulsion.
En la mahonesa control, el mayor volumen y empaquetamiento de las gotas de la fase
dispersa también contribuyen a la interaccién entre las particulas, y la fase continua
gueda atrapada entre los glébulos (McClements & Demetriades, 1998). Asi, a mayor
porcentaje de sustitucion del aceite menor cantidad de gotas de grasa formando la
fase dispersa, adquiriendo la fase continua, formada principalmente por particulas de
harina extrusionada con almidén gelatinizado, un mayor protagonismo. Por tanto, las
interacciones de la pasta de harina extrusionada con las gotas se hacen mas fuertes.

Diferentes tipos de interacciones moleculares se forman en la mahonesa, tales como
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proteina-polisacérido o polisacérido-lipido, las cuales también modifican el
comportamiento viscoelastico de la mahonesa (Li et al., 2014). Asi, en las mahonesas
con el 70% de sustitucion de aceite se alcanzan interacciones moleculares
practicamente iguales a las de la muestra control, aunque debido a la distinta

naturaleza de sus fases, el mecanismo es distinto.
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Figura 4: Efecto de la frecuencia en el factor de pérdidas (tan 8) de las distintas mahonesas. a. Muestras
control y 30% de sustitucion de aceite, b. Muestras control y 50% de sustitucion de aceite, c. Muestras
control y 70% de sustitucion de aceite.

Los parametros A y z de la ecuacién de Bohlin obtenidos del ensayo oscilatorio
aparecen recogidos en la Tabla 4. Estos dos parametros proporcionan informacion
acerca de la estabilidad de la emulsion. Unos bajos valores de A y z reflejan una
tendencia a coalescer de la gotas dispersadas cuando el sistema se somete a estrés
mecanico (Peressini et al., 1998).

El parametro A aumenta a medida que desciende la cantidad de agua en la mezcla
con harina extrusionada, independientemente del nivel de sustitucion, por lo que la
proporcion de harina-agua en este tipo de salsa tiene una gran influencia en este
pardmetro. En todos los porcentajes de sustitucion, las mahonesas con un ratio harina-
agua superior al 1:3,5 presentan un menor valor de A que el control. Por el contrario
con el ratio 1:3 no se detectan diferencias significativas frente al control en el 30% de
sustituciéon, mientras que a mayores niveles de sustitucion se aprecian mayores
valores de A. El pardmetro A, indica la fuerza de las interacciones y se correlaciona

positivamente (r=0,85 y p<0,001) con el indice de consistencia del ensayo de flujo,
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parametro que también da cuenta de una red estructural mas fuerte. A su vez, A se
correlaciona con los médulos G’ y G”, con coeficientes de correlacion de 1,00 y 0,84,
respectivamente y un nivel de confianza del 99,9%. Asi, las muestras con mayores
modulos elasticos y viscosos, son, por lo general, las muestras con mayor fuerza en
las interacciones. Acorde a estos resultados, Zaidel et al. (2013) también encontraron
una correlacion entre el parametro A y el médulo G’ en la elaboracion de mahonesas

estabilizadas con pectinas gelatinizadas enziméticamente.

Tabla 4: Parametros de Bohlin para la mahonesa control y reducidas en grasa

A (Pa.s™® z

Muestra Media + SD Media + SD
Control 384,40d +£20,88 8,79de 10,45
30% Sust.

Ratio 1:3 389,23de +59,27 5,97a 0,19

Ratio 1:3,5 274,95c¢ 10,39 6,00a +0,33

Ratio 1:4 211,30b +9,36 5,80a +0,25
50% Sust.

Ratio 1:3 453,15 +21,11 8,15cd +0,76

Ratio 1:3,5 310,38c +36,19 7,28bc +0,76

Ratio 1:4 176,50ab +12,44 6,37ab 10,63
70% Sust.

Ratio 1:3 422,10ef £8,43 9,31e +1,31

Ratio 1:3,5 283,25¢ +21,43 8,91de +1,05

Ratio 1:4 172,23a +12,28 8,66de +0,54

Valores medios + SD (desviacion estandar) seguidos por la misma letra en

cada columna no son significativamente diferentes con un p<0,05. A=

coeficiente de proporcionalidad, z= nUmero de coordinacion.
Al contrario de lo que ocurre con el parametro A, el valor de z, que indica el nivel de
interacciones, se encuentra mas influenciado por el nivel de sustitucion que por el ratio
harina-agua. Asi, a medida que se incrementa el nivel de sustitucion se incrementa el
valor de z para todos los ratios harina-agua, mientras que apenas se observan
diferencias en funcion del ratio harina-agua para cada uno de los niveles de
sustitucion. Sorprende el hecho de que las mahonesas con menor sustitucion sean las
gue mas diferencias presentan frente al control. Esto puede deberse a un cambio en el
modelo estructural de las mismas que reduce su estabilidad en sus fases iniciales,
pero que la recupera cuando se incrementa el porcentaje de la pasta harina-agua
utilizada. De hecho las mahonesas con el 70% de sustitucion son las méas parecidas al
control, ya que no se observan diferencias significativas con el mismo, al igual que
ocurre en el caso de las del 50% con el menor porcentaje de agua. Se ha encontrado
una correlacion significativa de z con el factor de pérdidas (r=-0,92 y p<0,001). Ambos
parametros aportan informacién acerca del nUmero de interacciones en la emulsion, el

cual principalmente aument6 cuando disminuy6 el nivel de sustitucién de aceite.
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A diferencia de lo observado en este estudio, Bortnowska et al. (2014) observaron que
los valores de A y z mostraban una tendencia ascendente con el aumento de la
concentracion del almidéon de maiz waxy pregelatinizado en la mahonesa baja en
grasa. Estas diferencias pueden estar motivadas por el hecho de que los valores de A
y z encontrados por Bortnowska et al. (2014) fueron mucho menores a los aportados
en este estudio, posiblemente debido a la distinta formula de partida.

En general, atendiendo a los altos valores de A y z en conjunto, las muestras menos
estables parecen ser las de los ratios 1:3,5 y 1:4. Para el ratio 1:3 la estabilidad se
incrementa a medida que lo hace el nivel de sustitucién. Esto puede estar relacionado
con el alto nivel de interacciones entre la proteina y el almidén que rodea a las gotas
(Manoi & Rizvi, 2009), ya que al incrementarse la cantidad de harina se incrementa la
estabilidad, lo que sugiere que estos sistemas tendrian una alta habilidad para
mantener la estructura original y prevenir el desestabilizacién de la emulsion (Zaidel et
al., 2013).

3.5 Estabilidad de la emulsion y estabilidad a la congelacion descongelacion
Normalmente, en mahonesas la forma mas probable de deterioro es la ruptura de la
emulsién debido a una combinacién de los fendmenos de coalescencia de las gotas de
aceite y la formaciéon de una capa superficial de aceite o creaming (Depree & Savage,
2001). La coalescencia es el proceso en el que dos 0 mas gotas se unen entre si para
formar una Unica gota mayor, mientras que el creaming es el proceso en el que las
gotas se mueven hacia arriba, a causa de su menor densidad con respecto al liquido
que las rodea (McClements & Demetriades, 1998; Sikora et al., 2008). La estabilidad
de una emulsion puede ser explicada utilizando la ley de Stokes (Depree & Savage,
2001; McClements & Demetriades, 1998):
_ Zgrz(pz B p1)

Donde v es la velocidad de formacion de la capa, g es la aceleracion de la gravedad, r
es el radio de la particula, p es la densidad de las fases, y n es la viscosidad de
cizallamiento de la fase continua. Por tanto, para reducir la velocidad de separacion se
debe disminuir el radio de las particulas de grasa o la diferencia entre la densidad de
las fases 0 aumentar la viscosidad de la fase continua. Segun la ley de Stokes, en este
estudio, las mahonesas que deberian de haber sido mas estables serian las de mayor
sustitucion de aceite, puesto que, como se vio en microscopia, el tamafio de sus
glébulos era el mas pequefio. No obstante, no se produjo la separacion del aceite en
ninguna de las mahonesas estudiadas, a pesar del empleo de altas temperaturas y

centrifugado para provocar su desestabilizacion. Asi, la estabilidad de la emulsién al
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dia 1 fue del 100% para todas las mahonesas estudiadas, ya que ninguna mostro
separacion de fases (Resultados no mostrados). Por otro lado, al cabo de 7 dias, la
separacion que se produjo, disminuyendo la estabilidad de las mahonesas, fue una
histéresis de la fase acuosa de la emulsidon, como se puede ver en la Figura 5 (ANEXO
). Por este motivo la estabilidad de la emulsion no puede ser explicada por los
fendmenos anteriormente citados.

Para el dia 7, la muestra control fue la que tuvo una mayor estabilidad de la emulsién,
sin practicamente separacion de agua, lo que resulta Idgico si se tiene en cuenta que
solamente posee el agua del huevo y del vinagre. De este modo, al reducir la cantidad
de aceite de la formulacién sustituyéndolo por la pasta de harina-agua se obtiene una
mayor concentracidon en agua, favoreciendo su mayor separacion (Tabla 5). A pesar
de que para el 30% y 50% de sustitucion no se observaron diferencias en la
estabilidad dependiendo del ratio de agua de la pasta, para el mayor nivel de
sustitucion (70%) si se observaron, disminuyendo la estabilidad al aumentar el
porcentaje de agua en la pasta, lo que concuerda con que la fase separada sea la

acuosa.

Tabla 5: Estabilidad de la emulsion (dia 7) y a la congelacién-descongelacion de las mahonesas (%)
Estabilidad de la emulsién Estabilidad a la congelacién-descongelacion

Muestra Media + SD Media * SD
Control 99,90e +0,18 24,16a +2,28
30% Sust.
Ratio 1:3 91,77cd £1,40 63,14b 0,71
Ratio 1:3,5 90,64cd +2,06 65,93bc +2,41
Ratio 1:4 88,45bc +1,76 68,345c +2,30
50% Sust.
Ratio 1:3 86,09b +2,89 79,01d £1,54
Ratio 1:3,5 84,74b +2,68 80,31de +3,59
Ratio 1:4 86,39b 15,53 83,54e +4,59
70% Sust.
Ratio 1:3 92,81d +1,78 97,99f +0,57
Ratio 1:3,5 85,87b +5,37 98,63f +0,48
Ratio 1:4 80,29a +3,45 98,69f +0,57

Valores medios + SD (desviacidon estandar) seguidos por la misma letra en cada columna no son
significativamente diferentes con un p<0,05.

Por un lado, la histéresis de la emulsion podria deberse a que los ingredientes de la
formulacion no son capaces de retener toda el agua adicionada, liberando una
pequefia parte. Mientras que una posible explicacion para que no se haya producido
separacion del aceite radicaria en que la mahonesa de partida ya era lo
suficientemente estable para evitar la rotura de la emulsion. Esta gran estabilidad a la

separacion del aceite de la emulsién puede deberse a que se ha utilizado huevo
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entero en la formulacion y a la funcion emulgente de las proteinas de la clara. Las
proteinas de la clara interactdan con las proteinas de la yema de huevo, formando
efectivos enlaces cruzados entre las gotas de aceite y ayudando a la estabilizacion de
la emulsién (Kiosseoglou & Sherman, 1983). En otros estudios que han empleado
solamente yema de huevo (Bortnowska et al. 2014; Mun et al., 2009; Nikzade et al.,
2012) partieron de una mahonesa control parcialmente inestable, lo que provocé un
aumento de la estabilidad. EI motivo de este aumento de estabilidad fue la
incorporacién de alguna sustancia con capacidad emulgente o espesante.

Las emulsiones de aceite en agua son propensas a la desestabilizacién en el proceso
de congelacion-descongelacién (Magnusson et al., 2011), dada la gran expansion de
volumen de la fase acuosa al cristalizar durante la congelacion (Gosh & Coupland,
2008). Esto fuerza que las gotas de aceite estén aun mas préximas entre si (Saito et
al., 1999). Asi, es posible que los cristales de hielo formados durante la congelacion
puedan romper las gotas de aceite y alterar sus membranas interfaciales, lo que las
hace mas propensas a la coalescencia y a la separacion de fases una vez
descongeladas (Thanasukarn et al., 2004).

En el estudio de la estabilidad a la congelacidn-descongelacion se observé una
separacion del aceite de las distintas mahonesas, y por tanto, de la fase dispersa de la
emulsion (Figura 6, ANEXO I). La mahonesa control fue la que mayor separacion de
fases mostrd, con una estabilidad del 24,16%, mientras que las mahonesas resultaron
mas estables cuanto mayor el nivel de sustitucién del aceite, con diferencias
significativas entre todos ellos (Tabla 5). Por lo general, el ratio harina extrusionada-
agua de la pasta tuvo un menor efecto en la estabilidad a la congelacion de las
muestras. Solamente se observan diferencias significativas entre los ratios 1:3 y 1:4 de
los niveles de sustitucion del 30% y 50%, con mas estabilidad cuanto mayor contenido
en agua. De acuerdo a estos resultados, el remplazo del aceite por la pasta de harina
extrusionada ayuda a la capacidad de retencién de aceite, evitando su separacion, y
permitiendo su aplicacién en productos congelados. Esto puede estar relacionado con
los mayores espacios entre la fase dispersa y continua observados en la microscopia
de las mahonesas. Estos espaciamientos entre las fases permitirian que a pesar de
gque el hielo se expanda, las gotas de aceite no queden tan comprimidas (la estructura
no es tan compacta como en la mahonesa control). De esta forma se evita su
alteracion o rotura, reduciendo los fendmenos de separacién de fases tras la
congelacion. Esta tendencia observada en las mahonesas es similar a la reportada por
Teklehaimanot et al. (2013), al sustituir la grasa por una pasta de almidén modificado
guimicamente encontraron que la estabilidad a la congelacion resultaba mayor que la

de la muestra control. Segun estos autores las posibles razones para explicar este
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fendmeno podrian deberse al caracter hidrofilico de la pasta, la cual puede estabilizar
el agua en la cristalizacion manteniendo las gotas de aceite muy separadas unas de

otras, y protegiéndolas frente a posibles fendmenos de coalescencia.

3.6 Parametros de color de las mahonesas

En la Tabla 6 aparecen recogidos los parametros de color de las distintas mahonesas
estudiadas. Se sabe que la luminosidad (L*) de las mahonesas tiene un gran impacto
en la apariencia percibida por los consumidores (Mun et al., 2009). Las muestras con
sustituciones de aceite del 30 y 50% no muestran diferencias respecto al parametro L*
frente a la control, sin embargo, con una sustitucion del 70% se observa una ligera
disminucién de este parametro. Chantrapornchai et al. (1999) estudiando emulsiones
de aceite en agua con glébulos de aceite de diferentes tamafios y concentraciones
observaron que las emulsiones se vuelven menos luminosas a medida que la
concentracion de las gotas de aceite se reduce. Este efecto se debe a que la luz
reflejada por estas emulsiones es menor, debido a que las gotas dispersan la luz con
menor eficacia, y por lo tanto, el haz de luz es capaz de penetrar mas en la emulsion y
ser absorbido. Estas observaciones coinciden con lo observado en nuestro estudio ya
que a medida que se incrementan los niveles de sustitucion se reduce la
concentracion de las gotas de aceite, como se observa en las imagenes de
microscopia Optica, y se reducen los valores de L* en el caso de la mayor sustitucion.
Sin embargo, Chantrapornchai et al. (1999) también observaron que las emulsiones
evolucionan de colores grises a blancos, y por tanto, se incrementan los valores de L*,
a medida que el tamafio de las gotas disminuye, debido a un aumento de la dispersion
de la luz. En este caso se observa el efecto contrario, ya que las mahonesas que
presentan mayores tamafios de gota (muestra control) presentan mayores valores de
luminosidad que aquellas en las que el aceite se ha sustituido al 70%, con gotas de
menor tamafio, lo que indica que en la luminosidad prima el efecto de la disminucién
de la concentracién del aceite sobre el efecto de la reduccién del tamafo de particula.
Ademas, en la luminosidad también puede influir las diferencias de color entre el aceite
de girasol y las pastas harina-agua que se emplean para sustituirlo.

El pardmetro a* (eje verde-rojo), al igual que el parametro b* (eje azul-amarillo), es
positivo para todas las mahonesas estudiadas, indicando una leve tendencia a colores
rojizos-amarillentos de las mismas. En cuanto al parametro a*, se observan diferencias
significativas de la muestra control con la mahonesa del 50% con menor cantidad de
agua (ratio 1:3) y con todas las del 70% de sustitucion de aceite, las cuales poseen el
mayor valor de a*. Por lo que respecta al parametro b*, no se encuentran diferencias

significativas entre la muestra control y las del 30% de sustitucién. Sin embargo, un
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aumento del caracter amarillento de las mahonesas se observa a medida que se
incrementa el nivel de sustitucion del aceite por la pasta de harina extrusionada, con
un ligero aumento de b* para las muestras del 50%, ain mayor para las del 70% de
sustitucion. Los resultados obtenidos parecen indicar que la coloracién de la harina
extrusionada de maiz amarillo utilizada para la sustitucion del aceite de las mahonesas
es la causa de las diferencias en color observadas en los parametros cromaticos a* y
b*. La luteina y la zeaxantina son pigmentos carotenoides presentes en el huevo y el
maiz que les confieren el color naranja o amarillo (Abdel-Aal et al., 2013). La mayor
pigmentacion de la harina de maiz debida a los carotenoides puede haber
proporcionado a las mahonesas reducidas en grasa una mayor tonalidad rojiza y sobre
todo amarillenta. Confirmando esta hipotesis, Shen et al. (2011) estimaron que los
pardmetros a* y b* de la mahonesa estaban influenciados por la cantidad de yema de
huevo empleada, ingrediente que también posee carotenoides como pigmento,
otorgando mayor coloracién. Por el contrario, Lee et al. (2013) al utilizar almidén de
arroz pregelatinizado como sustituto de la grasa obtuvieron unos menores valores de
dichos parametros cromaticos en las mahonesas reducidas en grasa con respecto a la

muestra control, lo cual puede deberse al color blanquecino de este almidén.

Tabla 6: Pardmetros de color de la mahonesa control y las mahonesas con contenido reducido en grasa

L* a* b* AE

Muestra Media £ SD Media = SD Media = SD Media £ SD
Control 89,51c +0,15 2,69abc +0,25 13,64a +0,74 -

30% Sust.

Ratio 1:3 89,71c £0,04 2,58a 0,06 13,88a +0,17 0,35a 0,12
Ratio 1:3,5 89,71c £0,16 2,62ab +0,09 13,87a 0,09 0,35a £0,09
Ratio 1:4 88,65abc £2,11 2,58a 0,18 13,46a +0,82 1,31ab +1,98
50% Sust.

Ratio 1:3 88,86abc +0,78 3,00d £0,33 15,66b +0,81 2,28b £0,76
Ratio 1:3,5 88,66abc 10,28 2,89cd +0,17 15,05b +0,15 1,68b +0,12
Ratio 1:4 88,94bc +0,60 2,88bcd 0,23 14,93b +0,46 1,54b 0,40
70% Sust.

Ratio 1:3 87,83ab +0,37 3,08d +0,16 17,43d +0,46 4,19¢ +0,27
Ratio 1:3,5 87,67a 0,25 3,08d 0,07 17,17cd £0,42 4,00c +0,41
Ratio 1:4 87,65a 1,21 2,96d +£0,08 16,60c £0,38 3,65c +0,47

Valores medios + SD (desviacion estadndar) seguidos por la misma letra en cada columna no son
significativamente diferentes con un p<0,05. AE= diferencia de color total.

Por su parte, para los tres parametros de color del sistema CIEL*a*b* analizados no
existen diferencias entre los distintos ratios de harina extrusionada-agua para ninguno
de los niveles de sustitucion del aceite. Esto indica que las proporciones estudiadas
entre los componentes de la pasta no llegan a afectar al color de las mahonesas.

En general se puede decir que la sustitucion de aceite al 70% afecta a los parametros
cromaticos a* y b* y a la luminosidad de las mahonesas, mientras que la sustitucién al

50% solo afecta al parametro b* y la del 30% no muestra diferencias significativas, en
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casi ninguna de las combinaciones estudiadas. De hecho, la diferencia de color total
(AE) de las mahonesas reducidas en grasa con respecto de la mahonesa control
confirman los resultados observados para cada uno de los parametros de color por
separado, incrementandose a medida que aumenta el nivel de sustitucion del aceite,

independientemente del ratio harina-agua empleado.

4. CONCLUSIONES

Los resultados encontrados en este estudio muestran que la harina extrusionada
puede ser utilizada como sustituta del aceite para la elaboracion de mahonesas con
reducido contenido en grasa de calidad. En general, la reologia se vio mas afectada
por el ratio harina-agua, que por el nivel de sustitucion de aceite. A medida que
disminuyé la cantidad de agua, se observdé un aumento de la consistencia y de la
viscosidad limite en el ensayo de flujo, y un aumento de la elasticidad y la estabilidad
en el ensayo oscilatorio. Todas las mahonesas elaboradas mostraron una alta
estabilidad inicial, y con el paso del tiempo. También se ha comprobado que el
remplazo de la grasa por harina extrusionada permite obtener mahonesas mas
estables a la congelacién mejorando su aplicacién en productos congelados. Por otro
lado, los cambios en color son minimos, incrementandose con el nivel de sustitucion, y
motivados por el color de la harina utilizada, siendo posible minimizarlos al utilizar

harinas procedentes de otros cereales.
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6. ANEXO I.

Imagenes de la estabilidad a la emulsién y a la congelacién-descongelacion

Figura 5: Estabilidad de la emulsiéon. Mahonesas control (a) y 30%
Sustitucion Ratio 1:4 (b). Las flechas en la mahonesa del 30%
sustitucion indican la histéresis producida.

Figura 6: Estabilidad a la congelacion-descongelacion. Mahonesas
control (a), 30% Sustitucién Ratio 1:4 (b), 50% Sustitucion Ratio
1:4 (c) y 70% Sustitucién Ratio 1:4 (d).
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