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Resumen

A nivel mundial, se ha planteado la necesidad de desarrollar ingredientes especificos que
faciliten su uso en el disefio de distintos productos alimenticios. Por lo tanto, la
implementacion de tratamientos convencionales (temperatura o ultrasonido) para
potencializar sus propiedades se ha convertido en una de las alternativas de novedad.
Actualmente existe un gran interés por el estudio de los sistemas de administracion y
transporte de compuestos nutracéuticos; entre ellos, la formulacién de emulsiones mediante
conjugados como emulsificantes. Por lo que el presente estudio tuvo como objetivo
establecer las condiciones de formacion de conjugados de Maillard a partir de proteina de
semilla de calabaza (PC) e inulina de agave (Inu), mediante la aplicacion de un proceso
térmico y otro de ultrasonido, asi como la caracterizaciobn de sus propiedades
tecnofuncionales como agentes emulsificantes. La reaccion de Maillard (RM) comprende
un conjunto complejo de reacciones para la formacion de los Ilamados conjugados de
Maillard, que comienzan con la unién covalente entre los grupos amino de las proteinas y
los compuestos carbonilicos de los azucares reductores de los polisacaridos, y conducen a
la formacion de polimeros que dan color marrén, conocidos como melanoidinas. Dichos
conjugados pueden mejorar algunas propiedades tecnofuncionales, entre las que destacan
las propiedades gelificantes, estabilizantes y emulsificantes. La RM se logra a partir de la
aplicacion de calor y la presencia de humedad, por lo tanto, se indujo la RM en mezclas
PC-Inu a través de un proceso térmico en dos condiciones de temperatura (80 y 90 °C), asi
como un proceso de ultrasonido de igual manera a distinto porcentaje de amplitud (60 y
80%, respectivamente) con la finalidad de generar los conjugados; ambos procesos con un
tiempo de exposicién de 60 min. La formacion de los conjugados se llevd a cabo

empleando 3 relaciones masicas (2:1, 1:1 y 1:2) en las que se monitore6 la formacion de la
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RM mediante la concentracion de azlcares reductores liberados tras la reaccion. Los
resultados mostraron que, en ambos procesos de induccion, la presencia de azucares
reductores fue menor en la proporcion 1:1; por lo tanto, se continud trabajando con dicha
proporcion para la caracterizacion de los conjugados de Maillard. Posteriormente, se
analizo la produccion de componentes intermediarios (compuestos de Amadori) y finales
(melanoidinas) de la RM en conjugados PC-Inu mediante espectrofotometria, se midio la
intensidad de pardeamiento mediante colorimetria y se cuantificd la concentracion de
melanoidinas con el método de Lambert-Beer durante los primeros 5 dias posteriores a la
formacion de los conjugados (almacenados a 4°C). También, se evaluaron las
caracteristicas estructurales mediante FTIR y Difraccion por rayos X, asi como sus
propiedades fisicoquimicas, como el potencial £, la tension interfacial y la reologia.
Finalmente, se formaron emulsiones con los conjugados PC-Inu como fase continua y
aceite de canola como fase dispersa, y se evaluaron la capacidad emulsificante y la
morfologia. Los conjugados mostraron un incremento sustancial en la produccion de
compuestos intermedios y finales de la RM, asi como un mayor indice de pardeamiento a lo
largo del tiempo. Exhibieron una produccion de melanoidinas de 5.288-5.426 g/L, asi como
valores absolutos de potencial ¢ superiores (-17.5 a -22.0 mV), por efecto de los procesos
de formacion de los conjugados y en comparacion a la muestra control (-12.17 mV). Se
observaron comportamientos diferenciados tanto en las caracteristicas estructurales como
en las propiedades interfaciales y reoldgicas, debido al tipo de tratamiento empleado para la
formacion de los conjugados de Maillard. Por dltimo, los conjugados PC-Inu mostraron
porcentajes de emulsificacion altos de 29.17 a 46.67 % con tamafios de gota diversos

(59.26-133.82 um). Los conjugados formados a partir de proteina de semilla de calabaza e
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inulina mediante un proceso térmico o de ultrasonido para inducir la RM presentan
propiedades funcionales interesantes, los cuales permiten que dichos conjugados puedan ser
utilizados como agentes emulsionantes y posiblemente tener aplicaciones en el area de

alimentos, cosmética y/o farmacéutica.
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Abstract

Worldwide, there has been a call for the development of specific ingredients that
facilitate their use in the design of different food products. Therefore, the implementation
of conventional treatments (temperature or ultrasound) to enhance their properties has
become one of the novel alternatives. Currently, there is great interest in the study of
nutraceutical compound administration and transport systems, including the formulation of
emulsions using conjugates as emulsifiers. Therefore, the objective of this study was to
establish the conditions for the formation of Maillard conjugates from pumpkin seed
protein (PC) and agave inulin (Inu) through the application of a thermal process and an
ultrasound process, as well as to characterise their techno-functional properties as
emulsifying agents. The Maillard reaction (MR) comprises a complex set of reactions for
the formation of so-called Maillard conjugates, which begin with the covalent bond
between the amino groups of proteins and the carbonyl compounds of reducing sugars in
polysaccharides, and lead to the formation of brown-coloured polymers known as
melanoidins. Such conjugates can improve certain techno-functional properties, notably
gelling, stabilising and emulsifying properties. RM is achieved through the application of
heat and the presence of moisture, therefore, RM was induced in PC-Inu mixtures through a
thermal process at two temperature conditions (80 and 90 °C), as well as an ultrasound
process at different amplitude percentages (60 and 80%, respectively) in order to generate
the conjugates; both processes with an exposure time of 60 min. The formation of
conjugates was carried out using three mass ratios (2:1, 1:1 and 1:2), in which the
formation of RM was monitored by measuring the concentration of reducing sugars
released after the reaction. The results showed that, in both induction processes, the

presence of reducing sugars was lower in the 1:1 ratio; therefore, work continued with this
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ratio for the characterisation of Maillard conjugates. Subsequently, the production of
intermediate (Amadori compounds) and final (melanoidins) components of RM in PC-Inu
conjugates by spectrophotometry, the browning intensity was measured by colorimetry, and
the concentration of melanoidins was quantified using the Lambert-Beer method during the
first 5 days after the formation of the conjugates (stored at 4°C). In addition, structural
characteristics were evaluated using FTIR and X-ray diffraction, as well as
physicochemical properties such as ¢ potential, interfacial tension, and rheology. Finally,
emulsions were formed with PC-Inu conjugates as the continuous phase and canola oil as
the dispersed phase, and the emulsifying capacity and morphology were evaluated. The
conjugates showed a substantial increase in the production of intermediate and final RM
compounds, as well as a higher browning index over time. Exhibited a melanoidin
production of 5.288-5.426 g/L, as well as absolute values of ¢ potential higher (-17.5 to -
22.0 mV), due to the effect of the conjugate formation processes and in comparison to the
control sample (-12.17 mV). Differentiated behaviours were observed in both structural
characteristics and interfacial and rheological properties, due to the type of treatment used
for the formation of Maillard conjugates. Finally, PC-Inu conjugates showed high
emulsification percentages ranging from 29.17 to 46.67 % with varying droplet sizes
(59.26-133.82 um). Conjugates formed from pumpkin seed protein and inulin using a
thermal or ultrasound process to induce MR have interesting functional properties, which
allow these conjugates to be used as emulsifying agents and possibly have applications in

the food, cosmetics and/or pharmaceutical industries.
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1. Introduccion

Las interacciones proteina-polisacarido son bien conocidas por su importante papel en la
estructura y estabilidad de diversos productos alimenticios procesados. La formacién de
conjugados proteina-polisacarido, puede lograrse mediante la interaccion covalente
generada a través de la reaccion de Maillard entre grupos amino de proteinas y grupos
carbonilo de polisacaridos sin la adicion de agentes quimicos (Naik et al, 2021; Pirestani et
al., 2018).

La reaccion de Maillard se ha utilizado para crear conjugados proteina-polisacarido, ya
que dichos conjugados han mostrado una solubilidad y una capacidad emulsionante
excepcionales, caracterizadas por una mayor actividad superficial y una mayor
estabilizacion de la emulsion (Chailangka et al., 2024). La reaccion de Maillard puede
mejorar la estabilidad térmica de las proteinas. Ademas, el tipo de carbohidrato utilizado
puede afectar la tecnofuncionalidad de los conjugados. Generalmente, los polisacaridos con
una cadena larga son mas beneficiosos para las propiedades emulsionantes y estabilizadoras
de los conjugados debido al mayor impedimento estérico y al espesor de la capa interfacial
contra la agregacion molecular inducida por calor, mientras que los azlcares reductores con
un menor peso molecular son mas reactivos y requieren un tiempo mas corto (Wu et al.,
2021).

En la reaccion de Maillard, los grupos amino de las proteinas participan en una reaccion
covalente con agentes reductores de grupos carbonilo. Las principales condiciones para esta
reaccion son el pH alcalino, la temperatura moderada, la presencia de grupos amino y
agentes reductores (Masoumi et al., 2023). La formacién de enlaces covalentes entre
polisacaridos y proteinas en una interfaz aceite-agua puede mejorar la resistencia de las

emulsiones a cambios ambientales, como alteraciones del pH, la fuerza i6nica o la
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temperatura (Chen et al., 2022). Estos atributos, contribuyen a mejorar la estabilidad
durante el almacenamiento de las emulsiones con aplicaciones alimentarias (Nooshkam &
Varidi, 2020).

Por otro lado, los productos generados a partir de la reaccion de Maillard pueden exhibir
algunas propiedades especificas como la actividad antioxidante en sistemas alimentarios, a
través de varios mecanismos como la quelacion de iones metélicos, la rotura de cadenas de
radicales, la degradacion del peroxido de hidrogeno o la eliminacion de RO’s, la
conjugacion de péptidos proteicos (bioactivos potenciales) con azucares reductores, puede
dar como resultado componentes antioxidantes y nutracéuticos con diversas aplicaciones,
incluida la creacion de alimentos funcionales que promueven la salud (Nooshkam &
Madadlou, 2018).

Recientemente, los emulsionantes novedosos derivados de las interacciones entre
proteinas y polisacaridos han recibido gran atencion. Los conjugados anfifilicos resultantes
pueden anclarse firmemente a la interfaz aceite-agua mediante la regién hidr6foba de las
proteinas, formando una capa viscoelastica, mientras que la region de los polisacaridos
puede proporcionar una fuerte barrera estérica contra la floculacion y la coalescencia. En
comparacion con un Unico tipo de emulsionante, los conjugados de Maillard producidos en
condiciones controladas presentan buena solubilidad, eficiencia de encapsulacion,
capacidad emulsionante y estabilidad (Kan et al., 2021).

A su vez, las tendencias alimentarias actuales indican un incremento sustancial en la
demanda de los consumidores de alimentos con mayor valor nutricional, que promuevan la
salud y mejoren las funciones fisioldgicas del cuerpo; en este sentido, el uso de compuestos
oleosos puede satisfacer dichos requerimientos. No obstante, tecnoldgicamente, la

utilizacion de sustancias lipofilicas, como los aceites, tienen una capacidad restringida para
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incorporarse en diversas formas de matrices alimentarias, particularmente en vehiculos a
base de agua debido a su escasa solubilidad e hidrofobicidad. Por lo tanto, para que puedan
ser utilizados, se debe llevar a cabo un proceso de emulsificacion, el cual consiste en
emulsionar un material central, que suele ser un lipido, con una solucion densa de material
de pared, como proteinas o polisacaridos (Wangkulangkool et al., 2023).

Con lo anterior, el presente trabajo pretende investigar nuevas alternativas de formacién
de conjugados de Maillard a partir de proteina de semilla de calabaza e inulina que tengan

caracteristicas funcionales mejoradas y una mayor capacidad emulsificante.
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2. Antecedentes
2.1. Reaccion de Maillard

La reaccion de Maillard (RM) es una reaccion quimica no enzimatica que desempefia un
papel importante en la formacion de sabor y aroma en los alimentos, y que ocurre a altas
temperaturas. Mientras se someten a una compleja serie de reacciones, los azUcares
reductores reaccionan con los grupos amino libres de las proteinas de los alimentos para
formar distintas estructuras denominadas glicoconjugados; ademas, en una reaccion
adicional, pueden formarse otros productos de la RM. En comparacion con los métodos de
reaccion no covalentes, el proceso inducido por la RM puede alterar de forma irreversible
las estructuras de proteinas y de polisacaridos. Por lo tanto, estas interacciones son mas
atractivas como enfoque novedoso para la modificacion de proteinas, ya que son
espontaneas y no requieren aditivos quimicos. Ademas, los glicoconjugados pueden
aumentar potencialmente la funcionalidad de los alimentos (Naik et al., 2021; Li et al.,
2019). No obstante, la RM también puede formar productos finales de glicacion avanzada,
incluido 5-hidroximetilfurfural (HMF), acrilamida y otros productos de la RM en un estado
no controlado que puede afectar la salud, sin embargo, la formacion de productos finales de
glicacion avanzada se puede evitar si esta reaccion se controla (Wei et al., 2018).

2.1.1. Etapasdela RM

A continuacion, se presentan de forma resumida las etapas de la RM (Figura 1). La
reaccion comienza con la formacion de una base de Schiff inestable mediante la
condensacion del grupo carbonilo de un azlcar reductor con un grupo amino libre de una
proteina, para luego reorganizarse en productos estables de Amadori derivados del azlcar
inicial. De acuerdo con el pH del sistema polisacarido-proteina, los productos de reaccion

de Amadori sufren un proceso de enolizacion 1,2 (a pH < 7) para formar furfural a partir de

é
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pentosas o hidroximetilfurfural a partir de hexosas, o bien, una via de enolizacion 2,3 (a pH

> 7) para producir reductonas y productos de fision como diacetilo, piruvaldehido y acetol

(Nooshkam et al., 2020; Du et al., 2018; Troise & Fogliano, 2013).

2
-
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| 1-amino-desoxi-ketosa pH>7 (4 ' Productos de fision
(productos reaccion de (piruvaldehido, butanodiona,
Amadori) . acetol. diacetilo)
3) pH<T7 | -3H,0 pH>7 +a-AA | -CO, (5
l Reductonas | -
schiff -2HO “—rrrr n
, B.ase de Schif ,‘fe R ‘ : -2H H +2H Reaccién de
hidroximetilfurfural/furfural , ' 3 degradacién
-AA [ <HO —| Deshidroreductonas F de Strecker
| hidroximetilfurfural/furfural } [ g 8
& | | | Polimeros y aldoles }_ >{ Aldehidos '
: N-libres
DN | '
SN l s
\i 4
+AA 2 { . N e . 4 [
Aldemmas/Ketaminas < E
' ‘ At H©
D3 . 2
k .
-~ Melanoidinas y otros copolimeros E—
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formacion de n-compuestos
heterociclicos

Descomposicidn de radicales libre

Figura 1. Esquema general de la reaccién de Maillard. Fuente: Naik et al. (2021).

Por su parte, algunos compuestos obtenidos pueden sufrir procesos de reorientacion para

formar melanoidinas y productos colorantes de bajo peso molecular. También, la

fragmentacion de los productos Amadori, la base de Schiff y los azlcares conduce a la

formacion de compuestos dicarbonilicos més reactivos que, a su vez, pueden influir en el

sabor, como los aldehidos de Strecker (Nooshkam et al., 2020; Tuohy et al., 2006). A

»
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diferencia de las primeras etapas, se observa un alto grado de complejidad en las etapas
finales y avanzadas de la RM, lo que da como resultado compuestos versatiles con
estructuras quimicas y mecanismos poco conocidos (de Oliveira et al., 2016).

En términos de la preparacion de conjugados proteina-carbohidrato, el objetivo es
obtener productos conjugados en las primeras etapas de la reaccion para preservar la
funcionalidad deseada. Por otro lado, se deben evitar las reacciones de las etapas avanzadas
para minimizar la formacién de productos de glicacion, que son los principales
responsables del mal sabor, la toxicidad y la pérdida nutricional y funcional de las proteinas
(Doost et al., 2019).

2.2. Factores que influyen en la RM

La RM, al ser una combinacién de diversas reacciones, esta influenciada por diferentes
condiciones en las que cada factor puede influir en la reaccién individual de manera
diferente (Zeng et al., 2017). De acuerdo con Liu et al. (2020) algunos de los factores que
pueden influir en la RM son los siguientes:

- Tipo de aminoéacido

La RM evoluciona de manera distinta segin los tipos de aminoacidos. La velocidad de
reaccion es la mas alta para las aminas, seguida de los aminoacidos y la mas baja para las
proteinas. Leucina e isoleucina combinados con glucosa, producen diferentes sabores en la
RM. Por su parte, tirosina, serina y alanina producen aroma a caramelo en las mismas
condiciones (Wei et al., 2020; Ambigaipalan et al., 2015).

- Azucares
Los azUcares reductores son sustratos esenciales para la RM; distintos tipos de azucares

reductores participan a distintas velocidades debido a sus estructuras. La reactividad de los
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azUcares reductores en la RM, por orden de importancia, es la siguiente: monosacéaridos >
disacaridos, pentosas > hexosas y aldehidos > cetonas (Guo et al., 2010).
- pH
Dado que las diferentes etapas de la RM se catalizan por distintos acidos y bases, dicha
reaccion se ve afectada por el pH. En distintas investigaciones se ha identificado que,
cuando el pH se encontraba entre 3 y 9, la velocidad de la reaccion de pardeamiento
aumentaba con el aumento del pH (Han et al., 2018). A su vez, cuando las condiciones eran
acidas (pH < 3), el grado de reaccion de pardeamiento disminuyo ligeramente, lo que
acentu6 con la reduccion del pH (Zili¢ et al., 2016).
- Temperatura y tiempo
Cuando la temperatura de reaccién es alta en el sistema, la velocidad de reaccion se
acelera rapidamente, lo que conlleva a la formaciéon de una gran cantidad de productos
finales, como melanoidinas, o incluso carcindgenos (Kchaou et al., 2018). Por otro lado, si
la temperatura es baja en demasia, la reaccion no solo sera lenta, sino que también afectara
la formacion de sustancias aromaticas, sin lograr el efecto deseado (Wei et al., 2019). En lo
que respecta al tiempo, si la reaccidn se realiza en un periodo corto, el rendimiento de los
productos de reaccion serd bajo. Con el aumento del tiempo de reaccion, el contenido de
productos en el sistema aumenta y, en consecuencia, el tipo de productos también aumenta
(Kchaou et al., 2019).
- Contenido de agua
El agua presente en los alimentos y su contenido pueden afectar la RM. Se ha informado
que el contenido de agua en un intervalo de 30-75 % es favorable para que la reaccién

ocurra; por otro lado, la velocidad de reaccion aumenta con el aumento del contenido de

agua en dicho intervalo (Davidek et al., 2008).
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2.3. Caracteristicas funcionales obtenidas a partir de la RM

2.3.1. Estabilidad térmica

La estabilidad térmica es analizada en el sector alimentario para determinar la resistencia
de las proteinas a altas temperaturas, con la finalidad de evaluar el dafio que pueden
ocasionarle en cuanto a su estabilidad (posible precipitacién y pérdida de la estructura)
junto con una disminucion del valor nutricional (de Oliveira et al., 2016). La RM se ha
utilizado con éxito para mejorar la estabilidad térmica de las proteinas (Chen et al., 2019;
Pirestani et al., 2017), al impedir las interacciones proteina-proteina intermoleculares y
proteger la estructura nativa de dichas proteinas mediante un tratamiento térmico.

Por su parte, los polisacaridos podrian aumentar la estabilidad térmica de las
proteinas conjugadas mediante repulsiones estéricas y electrostaticas, evitando asi la
agregacion de moléculas de proteinas desplegadas durante la RM (Liu et al., 2019). Este
comportamiento puede ser favorable en emulsiones de aceite en agua (O/W, por sus siglas
en inglés) estabilizadas con conjugados proteina-polisacarido, en las que la alta estabilidad
térmica del propio conjugado aumentaria la estabilidad de congelacion y descongelacién de
las emulsiones correspondientes y ampliaria su aplicaciébn como emulsionante eficaz en
productos alimenticios (Zhang et al., 2019).

2.3.2. Viscosidad

Se ha informado de que la RM puede influir de manera considerable en la viscosidad de
las soluciones proteicas. De acuerdo con Hiller & Lorenzen (2010), la conjugacién de
proteinas con distintos polisacaridos (glucosa, lactosa, dextrano y pectina) mejord la
viscosidad de la solucién, principalmente debido a la mejora del impedimento estérico y de

la retencidn de agua, atributos del conjugado proteina-polisacarido obtenido.

»
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Martinez-Alvarenga et al. (2014), a su vez, observaron que en conjugados WPI-
maltodextrina el coeficiente de consistencia (k) aument6 a medida que el grado de glicacion
lo hacia, lo que evidencia el efecto espesante del grado de glicacion en las soluciones, como
resultado del mayor volumen hidrodinamico de la molécula de proteina. En otro estudio, se
encontré que la reaccion de calentamiento de Maillard fue capaz de aumentar
significativamente la viscosidad de la solucion de alginato-albimina de suero bovino al
doble, en comparacion con la solucién de proteina y polisacarido no calentada, lo que
podria ser un factor predominante en la adaptacion de diferentes soluciones de liberacion de
nutracéuticos (Khoder et al., 2019).

2.3.3. Formacion y estabilidad de emulsiones

La glicacion mediante la RM de proteinas con polisacaridos ha mostrado ser una
estrategia prometedora para potencializar las caracteristicas emulsionantes de muchas
proteinas; el polisacarido restante, presente en la conjugacién, proporciona una fuerte
repulsion estérica entre las gotitas de la emulsion, y la proteina se adhiere a la superficie de
dichas gotas (Feng et al., 2016). La capacidad mejorada de formacion de emulsién de las
proteinas después de la conjugacion se debe principalmente al incremento de la solubilidad
de las proteinas, la concentracion eficaz y la notable movilidad en la fase acuosa. Ademas,
los cambios conformacionales en la estructura de las proteinas derivados de la RM
proporcionan estructuras mas flexibles con una migracién y adsorcion mas rapidas a la
interfaz aceite-agua, en contraste con las proteinas no conjugadas (O'Mahony et al., 2017).

2.4. Biopolimeros con caracteristicas funcionales

2.4.1. Proteina de semilla de calabaza (PC)

La calabaza (Cucurbita pepo) es un cultivo que aporta semillas oleaginosas tropicales y

pertenece a la familia de las Cucurbitaceas; se cultiva principalmente para consumo y uso
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medicinal (Lalnunthari et al., 2019). Ademas, contienen una amplia variedad de nutrientes
y nutracéuticos que mejoran el estado fisico del corazon, los huesos, entre otras funciones.
Se ha reportado que contienen fitoesteroles, compuestos fenolicos, tocoferoles, acidos
grasos insaturados y minerales como potasio, magnesio y calcio, ademas son una rica
fuente de proteinas nutricionalmente bien equilibradas (Das et al., 2022; Dotto & Chacha,
2020). El contenido de proteina de las semillas de calabaza se encuentra aproximadamente
entre el 36.5 y 54 % en muestras desgrasadas (Pham et al., 2017; Lalnunthari et al, 2019).

Las proteinas de las semillas de calabaza constan de cuatro fracciones: albumina,
globulina glutelina y prolamina, que desde el punto nutricional son proveedores de
aminoéacidos esenciales, importantes para la salud humana (Pham et al., 2017). De acuerdo
con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la proteina de semilla de calabaza posee
un perfil de aminoacidos importante como requisito esencial para nifios y adultos. Por otro
lado, se ha demostrado que la proteina de semilla de calabaza tiene algunas caracteristicas
especificas como una buena digestibilidad y propiedades funcionales entre las que destacan
la solubilidad, propiedades emulsionantes y propiedades espumantes (Du et al., 2022; Sert
et al., 2022; Gao et al., 2021). Por su parte, Vinayashree & Vasu (2021) mencionan que las
proteinas obtenidas de las semillas de calabaza también pueden presentar actividades
farmacoldgicas, como actividad anticancerigena, antidiabética y antioxidante,
caracteristicas importantes que lo convierte en un buen candidato como ingrediente
funcional innovador para su aplicacion en formulaciones alimentarias.

2.4.2. Inulina

La inulina es una mezcla de polisacaridos formados por varias unidades de fructosa
unidas por enlaces B (2-1) y que terminan en una molécula de glucosa. Se representa

quimicamente como a-D-glucopiranosil-p-D-fructofuranosil(n-1)-D-fructofuranosidasas.
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Esta fibra es producida naturalmente por las plantas y se utiliza como almacenamiento de
energia. La inulina presenta una amplia utilizacion en diversos campos, como el
farmacéutico y el alimentario, segun la longitud de la cadena (Bhanja et al., 2022a).

En general, la inulina es considerada una fibra dietética, soluble y de baja caloria, que
puede utilizarse como sustituto de azlcar y grasas en la industria alimentaria, debido a su
naturaleza gelificante (Yousefi et al., 2018). Ademas, algunos de los beneficios para la
salud del consumo de inulina incluyen la prevencion del cancer, la diabetes y la obesidad
(Petkova et al., 2022), asi como mejorar la mineralizacidn 6sea en adolescentes (Cornes et
al., 2022). Una de sus propiedades méas conocidas es su actividad prebidtica compatible con
la microbiota intestinal (Bhanja et al., 2022b; Chen et al., 2020).

Por otra parte, en algunos estudios se ha mencionado que la formacién de complejos
mediante la interaccion de la inulina con proteinas presenta mejores propiedades
funcionales, como la gelificacion y/o la emulsion (Li et al., 2023; Wang et al., 2020). Con
todo a lo antes mencionado, la inulina puede considerarse un alimento funcional por sus
multiples propiedades benéficas, lo cual lo hace un candidato idéneo para su uso en
conjugados de Maillard y su potencial aplicacion en la industria de los alimentos.

2.5. Emulsiones

Una emulsion se forma a partir de dos liquidos inmiscibles, en la que un liquido se
dispersa en forma de gotitas en una fase continua de un segundo liquido. Dichos sistemas
no son termodinamicamente estables y se separaran rapidamente, a menos que se agreguen
componentes interfacialmente activos, como tensioactivos moleculares pequefios,
polimeros anfifilicos o particulas solidas, con el fin de formar capas que proporcionen
estabilidad cinética a las formulaciones (@ye et al., 2023). Tradicionalmente, el aceite y el

agua se han utilizado como componentes basicos de los sistemas de emulsion alimentaria.

é
v
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Estos componentes pueden formar tres tipos de emulsiones: aceite en agua (O/W), agua en
aceite (W/O) y agua en aceite en agua (W/O/W), siendo las emulsiones de aceite en agua
las mas comunes (Kumar et al., 2022).

Las emulsiones son sistemas termodindmicamente inestables, las cuales tienden a
separarse en dos fases inmiscibles a traves del tiempo. La capa interfacial formada por los
emulsionantes adsorbidos en la interfaz aceite-agua juega un papel importante en la
estabilidad de la emulsion. Las propiedades de esta capa interfacial de las gotas de aceite se
han considerado uno de los puntos de inflexion que influyen en la estabilidad de una
emulsion, un motivo esencial para el estudio de coloides a utilizar y su relacion con el
sector de ciencia y tecnologia de los alimentos (Cai et al., 2023).

Las emulsiones pueden sufrir distintos mecanismos fisicos de desestabilizacién como la
coalescencia, el cremado o la floculacion. No obstante, una forma de extender la estabilidad
fisica de dichas emulsiones puede consistir en la adicion de biopolimeros estructurados
(Hong et al., 2023). Las interacciones proteina-polisacarido tienen la propiedad de formar
enlaces covalentes, lo que permite que estos complejos puedan incorporarse a sistemas
emulsionantes, formando capas interfaciales robustas en las que las biomoléculas se
dispersan en la fase continua, generando repulsiones estéricas y, por ende, brindando una
mayor estabilidad. Ademas, permite un menor uso de biopolimeros, logrando, por otro
lado, una mayor resistencia a factores fisicos y ambientales, como cambios de temperatura,
presién, pH, etc. (Mc Clements, 2004), asi como incrementar las propiedades

emulsionantes, lo que se pretende al utilizar conjugados de Maillard.

>
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2.6.

Investigaciones similares previas

A continuacion, se presentan algunas investigaciones documentadas sobre la formacion

de complejos conjugados proteina-polisacarido mediante RM y su aplicacion para la

estabilizacion de emulsiones.

Autores

Investigacion

Principales hallazgos

Parandi et al.

(2024)

Se evalud la capacidad de conjugados
de Maillard a partir de proteina
hidrolizada de ajonjoli (PHA) y goma
ardbiga (GA) en la encapsulaciéon y

estabilizacion de antocianinas.

Los complejos de Maillard PHA-GA
retuvieron mas del 90% de las
antocianinas después de 90 dias.

Bajo condiciones  gastrointestinales
simuladas, la liberacién se relantizo.
Exhibieron buenas propiedades como
material de pared para la encapsulacion

de antocianinas.

Kan et al.

(2023)

Se evalud el efecto de una emulsion
estabilizada con conjugados de Maillard
a partir de aislado de proteina de suero
(APS) y de goma arabiga (GA) sobre la

microbiota intestinal.

Los conjugados APS-GA mostraron
cambios de color, perfiles de aroma,
interacciones entre los biopolimeros y
variaciones en la estructura.

Permitieron la estabilizacion de una
emulsion, modulando su composicion y

la abundancia de la microbiota intestinal.

Masoumi et al.

(2023)

Se evalud el efecto de los conjugados,

obtenidos mediante la interaccién entre

Se observaron interacciones hidrofdbicas

en los conjugados CS-AA, con una

»

>

-13-



Carolina Estudillo Mdrquez

L 4

el caseinato de sodio (CS) y el acido
ascorbico (AA), sobre sus propiedades
fisicoquimicas y su estabilidad en

emulsiones Pickering.

reduccion de grupos amino.
Los conjugados mejoraron la estabilidad
fisica y oxidativa de las emulsiones

formuladas.

>

»
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3. Justificacion

El uso de tecnologias emergentes, como el tratamiento térmico o la aplicacion de
ultrasonido, con el fin de potencializar las propiedades de los materiales estructurantes de
interés, se ha convertido en una de las alternativas innovadoras en el ambito del quehacer
cientifico. A su vez, la demanda de proteinas alimentarias ha aumentado en los Gltimos
afios a medida que los consumidores se vuelven mas conscientes de la necesidad de una
ingesta saludable. En consecuencia, la busqueda y el uso de nuevas proteinas de origen
vegetal para la fabricacién de productos complejos han atraido considerable atencion.

Otro factor importante son las regulaciones actuales, ya que el uso de algunos aditivos
implica ciertas caracteristicas, como que Su consumo Sea Seguro, que respondan
eficazmente a una necesidad tecnoldgica (formacion de gel, estabilizante, emulsionante, por
mencionar algunos) y que, ademas, aporten algun beneficio al consumidor. Por tal motivo,
la utilizacién de sistemas de asociacidn entre proteinas y polisacaridos (proteina de semilla
de calabaza-inulina) puede ser una alternativa para cumplir con la legislacion y, sobre todo,
favorecer su uso para funciones especificas en el disefio de distintos productos.

Las investigaciones sobre los beneficios para la salud asociados con el uso y consumo de
materiales estructurantes de origen natural, en este caso proteinas y polisacaridos, con
propiedades funcionales de interés, ha aumentado el desarrollo de tecnologias innovadoras
con potencial aplicacién; es por ello, que la utilizacion de proteina de semilla de calabaza
como uno de los componentes para la formacion de conjugados mediante la aplicacion de
un tratamiento térmico convencional u otro asistido por ultrasonido para la induccién de la
reaccion de Maillard se convierte en una alternativa prometedora para la estabilizacién de

emulsiones.

»
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4. Objetivos

4.1. Objetivo general
o Determinar las condiciones de formacion de conjugados de Maillard
formulados a partir de complejos de proteina de semilla de calabaza-Inulina
(PC-Inu) mediante la aplicacion de un tratamiento térmico convencional y
otro asistido por ultrasonido y caracterizar sus propiedades funcionales como

agentes emulsificantes.

4.2. Objetivos particulares
o Establecer las condiciones de formacion de conjugados de Maillard derivados
del complejo PC-Inu mediante la aplicacion de un tratamiento térmico
convencional y otro asistido por ultrasonido.
o Realizar la caracterizacion fisicoquimica y la actividad superficial de los
conjugados de Maillard PC-Inu.
o Evaluar la capacidad emulsificante de los conjugados de Maillard PC-Inu para

la encapsulacién de aceite de canola.

5. Hipotesis

La aplicacion de procesos controlados, tanto para un tratamiento térmico convencional
como para uno asistido por ultrasonido, en la formacion de complejos de proteina de
calabaza-inulina (PC-Inu), permitird la formacion de conjugados de Maillard con
propiedades fisicoquimicas y actividad superficial adecuadas para su uso como agente

emulsificante.

»
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6. Materiales y Métodos
6.1. Estrategia experimental
Para la realizacion de este trabajo de investigacion se siguio la estrategia experimental

que se muestra a continuacion:

Dispersiones acuosas
- Proteina de calabaza (PC, 1 %, p/v)
- Inulina (Inu, 1%, p/v)

Condiciones de formacion
PC-Inu (1:1)
L 2 L 2
Tratamiento térmico | Ultrasonido

(sonotrodo, 130 W, 20 kHz)

80 °C . —— : 50 9%
: 60 min Evaluacion de compuestos o: |
WHE L, intermedios y finales de <—|_ 80 %

Reaccion de Maillard

v

Caracterizacion de conjugados
PC-Inu
v
-FTIR
- Tension Interfacial
- Potencial &
- Reologia

v

Evaluacion de la capacidad
emulsificante de conjugados PC-Inu

A

6.2. Materiales

El aislado de proteina de semilla de calabaza (PC; > 70% de proteina) fue adquirido de
Amfher Foods S. A. de C. V. La inulina de agave (Inu; GP: 20-22) marca Organic Inulin
Powder fue obtenida de Vaserco S. de R.L. de C.V. (Jalisco, México). Aceite de canola
(Capullo®; Estado de Meéxico, México). Hidréxido de sodio (NaOH) grado analitico
obtenidos en Merck S. A. de C. V. (Sigma Aldrich). En todos los casos se utilizé agua

destilada.

>
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6.3. Preparacion y acondicionamiento de biopolimeros para la formacién de
conjugados PC-Inu

Se formuldé una solucién acuosa de proteina de semilla de calabaza (PC; 1%, p/v); se
mantuvo en agitacion constante durante 1 hora, posteriormente, se refrigeré a 4 °C durante
24 h adicionales, con el fin de asegurar su hidratacion completa. Asimismo, se prepar6 una
solucion acuosa de inulina de agave (Inu; 1%, p/v), mantenida en agitacion constante
durante 1 h y refrigerada durante 24 h. Posteriormente, se realizaron mezclas PC-Inu a
distintas relaciones masicas (1:2, 1:1 y 2:1) y a cada uno se le aplicaron durante 60 min dos
tratamientos de formacién distintos: temperatura (T; 80 y 90 °C) o ultrasonido con una
pulsacion (US; 60 y 80% de amplitud).

6.4. Cuantificacion de azucares reductores en conjugados PC-lnu

Se prepararon tres relaciones masicas de PC-Inu (2:1, 1:1 y 1:2) con la finalidad de
determinar en qué proporcion se observd un mayor efecto de los procesos de
acondicionamiento en la RM. Se cuantificd la cantidad de azucares reductores presentes en
conjugados PC-Inu mediante analisis espectrofotométrico a 540 nm. Brevemente, se
mezcldé 1 mL de muestra con 1 mL de reactivo DNS (&cido 3,5-dinitrosalicilico), seguido
de un calentamiento en agua a ebullicion (>93 °C) durante 5 min. Posteriormente hubo un
tiempo de reposo-enfriamiento (25 °C) de 20 min, previo a la lectura. El contenido de
azlcares reductores de los conjugados se calculé con base en una curva estandar
previamente obtenida con fructosa (Wang et al., 2024b).

6.5. Analisis de la produccion de compuestos de Maillard

Para evaluar la formacion de los conjugados de Maillard, las muestras se monitorearon
durante 5 dias, a 4 °C. Para ello, 3 mL de muestra se colocaron en una celda para

espectrofotometro, registrandose los valores de absorbancia a 304 y 420 nm,

v
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correspondientes a la formacion de compuestos de Amadori y melanoidinas, asi como de
compuestos intermedios y finales de la RM. Las mediciones se realizaron con un
espectrofotometro VE-5600UV (Velab®, México) utilizando agua desionizada como
blanco (Zha et al., 2019).

También, se evalué el pardeamiento de las muestras debido a la formacion de los
conjugados de Maillard PC-Inu. Se determindé durante los primeros 5 dias de
almacenamiento mediante un colorimetro precalibrado (NH310, 3NH Technology, China)
con iluminacién difusa y una geometria de visualizacion de O grados para obtener valores
CIE L*a*b*. El equipo se calibr6 con un mosaico blanco estandar. El indice de
pardeamiento (Ip) se calculé mediante las ecuaciones descritas por Liang et al. (2018):

100 X (x — 0.31)
0.17

Ip =

a® + 175 x L
x =
5645 % L*+ a* —3.012 X b’

Donde a* es la coordenada del eje de color verde-rojo, b* es la coordenada del eje de
color azul-amarillo y L* corresponde a la luminosidad.

6.6. Produccién de melanoidinas en conjugados PC-Inu

La produccion de melanoidinas de las distintas muestras, se cuantifico segin el método
descrito por Ruelas et al. (2023). Con los datos obtenidos en la seccion 6.5. a 420 nm se
aplicd la ecuacién de Lambert-Beer para determinar la concentracion de melanoidinas

presentes en cada conjugado:

A=¢ebC

>
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Donde A es la absorbancia de la solucién (L), £ es el coeficiente de extincion especifico de
las melanoidinas (L/g-cm), b es la longitud de la celda del espectrofotémetro (cm) y C es la
concentracion de melanoidinas (g/L).

Mediante el desarrollo de una curva patron estandar, se determind previamente el valor

del coeficiente de extincion especifico (£ = 0.552 L/g-cm).

La cinética de produccion de melanoidinas a través del tiempo en conjugados PC-Inu se
evalu6 mediante modelos de reaccién de orden cero y primer orden, representados por
(Chailangka et al., 2024):

Orden cero — [M] = [M,] —kt
Pri den — L [M ] = —kt
rimer orden n an

Donde Mo y M representan la concentracion de melanoidinas en el dia inicial y después
de t dias de almacenamiento; k corresponde a la constante de velocidad.

6.7. Medicion de potencial {

Los valores de potencial ¢, tanto de las dispersiones de PC, inulina y de los conjugados
PC-Inu, se determinaron de acuerdo con la metodologia descrita por Masoumi et al. (2023).
Las muestras recién preparadas fueron analizadas mediante dispersién dindmica de luz
(DLS) con un Zetasizer NanoZS (Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, Reino Unido).
Las muestras se diluyeron al 1/10 en agua destilada.

6.8. Difraccion de Rayos X (XRD)

Se realiz6 la técnica de difraccion de rayos X para determinar la estructura cristalina o
amorfa de los conjugados PC-Inu, de acuerdo con la metodologia descrita por Hussain et al.
(2024). Las muestras previamente liofilizadas (-60 °C) fueron colocadas en un soporte de

vidrio plano y se obtuvieron difractogramas con un angulo de difraccion de 4 a 50°, un

é

»
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tamafo de paso de 0.2° y una velocidad de barrido de 0.4° por min. Se utilizd un
difractometro de rayos X Kristaloflex D500 con radiacion de tubo de Cu (A = 0.154 nm) el
cual fue calibrado a un voltaje de 34 kV y 19 mA.

6.9. FTIR de conjugados PC-Inu

Previamente las muestras (PC, inulina y conjugados PC-Inu) fueron secadas en estufa a
55 °C durante 24 h, y posteriormente fueron analizadas mediante espectroscopia infrarroja
por transformada de Fourier (FTIR) utilizando un espectrofotometro FTIR Spectrum 100
(Perkin Elmer, Waltham, MA, EE. UU.) acoplado a un accesorio ATR, en la regién de
4000-600 cm™, con una resolucion de 4 cm™ (Pirestani et al., 2018).

6.10. Evaluacion de tension interfacial

La tension interfacial dinamica se determind segun lo descrito por Cuevas-Bernardino et
al. (2016), con algunas modificaciones. Los distintos tratamientos de los complejos PC-Inu,
inicialmente fueron filtrados con ayuda de una membrana de 0.45 um de tamafio de poro
(Millipore Co., Milford, NH, EE. UU.). Posteriormente, se evalué el mecanismo de
adsorcion interfacial de los complejos PC-Inu en la interfaz aceite-agua a lo largo del
tiempo. Se utiliz6 un medidor de angulo de contacto éptico (OCA-20) con un accesorio de
gota pendiente (Dataphysics Instruments GmbH, Filderstadt, Alemania) en modo dindmico
para medir la tension interfacial a temperatura ambiente (25 £ 1.0 °C). Cada uno de los
tratamientos, respectivamente, fue colocado en la jeringa y, en seguida, se vertidé una gota
en aceite de canola. Se evaluo la modificacion de la tension interfacial durante 3600 s.

6.11. Reologia

Todas las mediciones reoldgicas se realizaron con un reémetro Physica MCR 300
(Physica Mebtechnik GmbH, Stuttgart, Alemania), con una geometria cono-plato (diametro

50 mm y angulo de 2°). Se realizaron barridos de frecuencia entre 0.01 y 100 Hz a una
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deformacion del 1 %. También se obtuvieron curvas de flujo (viscosidad aparente) a
velocidades de corte de 0.01-100 s (Sun et al., 2019). Las curvas de flujo resultantes se
ajustaron al modelo de Ley de Potencia (Ostwald de Waale) de acuerdo a la ecuacion:
u=K-y71

Donde p corresponde a la viscosidad aparente, K al indice de consistencia de flujo, y a la
velocidad de corte y n al indice de comportamiento de flujo.

6.12. Evaluacion de la capacidad emulsificante de conjugados PC-Inu

La capacidad emulsificante (CE) se identificd segun lo descrito por Sdnchez-Mendoza et
al. (2017) con algunas modificaciones. Se mezclaron 20 mL de solucion de complejos PC-
Inu con 20 mL de aceite de canola, utilizando un homogenizador Ultra-Turrax T50 basic a
10 500 rpm durante 60 s. Posteriormente, la mezcla se centrifugé a 1 300 rpm durante 5
min. El porcentaje de emulsificacidn se calcul6 de acuerdo con la siguiente férmula:

Volumen de la capa emulsionada (mL)
0%CE = : - X 100
Volumen taotal antes de la centrifugacion (mlL)

6.13. Microscopia 6ptica de emulsiones

Las emulsiones formuladas se observaron con un microscopio 6ptico Olympus BX45
(Olympus Corp. Japdn) a una magnificacion de 10x. Se utilizé una camara digital Moticam
2300, de 3.0 M Pixel (Motic Inc. Ltd. China) para describir la morfologia de las gotitas
presentes en la emulsion (Du et al., 2024).

6.14. Analisis estadistico

Las pruebas se realizaron por triplicado. El analisis de la informacion obtenida en las
distintas etapas de la experimentacion, se mediante un Disefio Completamente Aleatorizado

(DCA). Se aplico una prueba de Tukey para la comparacion de medias (p < 0.05), en los
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casos pertinentes. Los datos fueron analizados con el software estadistico Minitab 18.0

(Minitab Inc., State College, PA, USA).
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7. Resultados

7.1. Contenido de azUcares reductores

La estimacion del contenido de azUcares reductores en las distintas relaciones masicas
(2:1, 1:1 y 1:2) de las muestras PC-Inu, se utilizo como andlisis complementario para
confirmar la formacion de conjugados por efecto de la RM, ya sea mediante la aplicacion
de un proceso térmico o de ultrasonido, segun corresponda. En el Cuadro 1 se observa la
concentracion de azucares reductores en cada tratamiento, segin las distintas relaciones
maésicas formuladas. Se observo una diferencia significativa entre los tratamientos y sus
respectivas proporciones (p < 0.05). En general, los conjugados PC-Inu formados en una
relacién masica 1:1 presentaron un menor contenido de azucares reductores que los demas
conjugados. Los conjugados formados mediante la aplicacion de un proceso térmico
mostraron que un aumento de la temperatura (de 80 a 90 °C) incrementd la concentracion
de azlcares reductores; el tratamiento PC-Inutgo presentd la menor concentracion de
azucares reductores y es significativamente diferente de los demas tratamientos (p < 0.05).
Tanto PC-Inutso como PC-Inteo mostraron valores inferiores de la concentracion de
azlcares reductores en comparacion con el control PC-Inucontrot (p < 0.05). En caso
contrario, al incrementar el porcentaje de amplitud (de 60 a 80 %) en conjugados realizados
mediante proceso de ultrasonido, la concentraciébn de azlcares reductores se Vvio
disminuida, siendo PC-Inuyusgo quien mostro los valores mas bajos. Asimismo, PC-Inuusgo
mostro concentraciones inferiores a PC-Inucontror €n proporciones 1:1 y 1:2. El posible
desencadenamiento de la RM permitié favorecer la interaccion entre PC e Inu para la
formacion de conjugados; en otras palabras, a menor concentracién de azlcares reductores
mayor rendimiento para la formacién de conjugados Maillard, y posiblemente una mayor

produccién de productos intermedios y finales de la reaccién. Con los resultados obtenidos,
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se eligio la proporcion 1:1 como base para la formulacion y la caracterizacion de

conjugados PC-Inu.

De acuerdo con Tena et al. (2025), el contenido de azlcar de una muestra es un indicador

importante en el proceso de pardeamiento, ya que la presencia de azucares reductores

contribuye a la RM. Por ello, estos mismos autores afirman que una reduccion en el

contenido de azucares reductores indica un mejor proceso de la RM. Esto es consistente

con los resultados obtenidos en esta investigacion.

Cuadro 1. Contenido de azucares reductores no formados en conjugados PC-Inu

tratados con temperatura (T) o con ultrasonido (US).

Concentracién (g/L)

Tratamientos 2:1 1:1 1:2

PC-Inucontrol 0.262+0.004bC 0.22340.003cC 0.399+0.005aB
PC-InuTso 0.169+0.005aD 0.041+0.012cE 0.122+0.010bD
PC-InuToo 0.183+0.014cD 0.252+0.008bB 0.289+0.005aC
PC-Inuusso 0.521+0.005aA 0.446%0.012cA 0.469+0.006bA
PC-Inuusso 0.415+0.040aB 0.185+0.018cD 0.275+0.001bD

Letras minGsculas diferentes en filas y letras mayusculas diferentes en columnas significan diferencias
significativas entre valores (p < 0.05).

7.2.  Produccién de compuestos de Maillard en conjugados PC-Inu

Uno de los mecanismos para el posible reconocimiento de las distintas etapas ocurridas en

la RM es mediante las mediciones de absorbancia a 304 nm, esto con la finalidad de

identificar los productos tempranos que ocurren durante la reaccion, es decir, puede

representar los productos de la base de Schiff, siendo un indicador de los productos

intermedios de la RM. Por otro lado, los productos avanzados de la RM (melanoidinas), el

componente principal de la caracteristica de pardeamiento, pueden monitorearse mediante
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mediciones de absorbancia a 420 nm (Li et al., 2024; Zhong et al., 2019; Spotti et al.,
2019).

En la Figura 2 (A-D) se observa la produccion de compuestos intermedios y finales de la
RM por efecto de la aplicacion de un proceso térmico o de ultrasonido en complejos PC-
Inu. A 304 nm, PC-InuTtso mostro valores de absorbancia superiores, seguidos de PC-Inureo
y muy por debajo de PC-Inucontrol (Figura 2A). En la Figura 2C se observan los resultados
obtenidos a 420 nm, en los que PC-Inutgo mostré un incremento superior de absorbancia
durante los 5 dias evaluados en comparacion a los demas tratamientos. De igual manera,
PC-Inuusso mostrd un comportamiento superior a PC-Inuusgo Y PC-Inucontrol @ 304 nm
(Figura 2B). También, a 420 nm se observd el mismo comportamiento en los conjugados
con proceso térmico; no obstante, fue PC-Inuusso quien presentd valores de absorbancia
mas altos (Figura 2D). Estos resultados proporcionan indicios de que la formacion de
compuestos intermediarios ocurrio en primera instancia, seguida de la formacion de
melanoidinas por efecto de la aplicacion de un proceso de induccidn, ya sea térmico o de
ultrasonido. Asimismo, la mayoria de los productos de la RM en los complejos PC-Inu se
generaron el primer dia y, posteriormente, hubo un incremento gradual hasta el dia 5. Zha
et al. (2019) reportaron comportamientos similares en complejos de proteina aislada de
chicharo-goma arabiga.

En general, la aplicacion de un proceso térmico a mezclas PC-Inu resulta una estrategia
positiva para la formacién de conjugados de Maillard, al evidenciarse la aparicion de
productos intermedios y finales de la RM. Sin embargo, dichos conjugados, aunque
tuvieron una produccion ascendente en los primeros 5 dias de formacion, fueron inferiores
a los obtenidos con el proceso de ultrasonido; por lo tanto, aparentemente, la aplicacion de

ultrasonido tuvo una mayor influencia en la ocurrencia de la RM.
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Figura 2. Evaluacion de la formacion de compuestos de Maillard a 304 y 420 nm (A-D) e Ip (E-F) en conjugados PC-Inu tratados
con temperatura (T) o con ultrasonido (US).
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De acuerdo con lo informado por Martinez-Alvarenga et al. (2014), el indice de
pardeamiento (Ip) se considera un pardmetro analitico calculado como indicador del
desarrollo del color durante el proceso de la RM. La intensidad de pardeamiento se mide
como un indice progresivo de la RM, ya que la produccién tardia de los compuestos
intermedios y finales es la que provoca el desarrollo de un color marron (Spotti et al.,
2014).

El Ip de los distintos conjugados PC-Inu formados, aumentd con el tiempo (Figura 2E-
F). PC-Inutgo mostré un mayor pardeamiento, seguido por PC-Inutso Yy PC-Inucontrol,
respectivamente (Figura 2E). La interaccion de las proteinas o de sus grupos funcionales
que interactdan con la contraparte y los azlcares reductores, en presencia de agua libre y a
altas temperaturas, conduce al oscurecimiento de las mezclas debido a la formacién de
compuestos como las melanoidinas, responsables del desarrollo del color (Kan et al., 2023).
Para los conjugados formados mediante ultrasonido (Figura 2F), se observo que los valores
de Ip mas altos se alcanzaron en PC-Inuusgo hasta los 5 dias, seguidos por PC-Inuuseso y PC-
INUcontrot (p < 0.05). Este comportamiento, tanto en conjugados generados mediante
aplicacion de temperatura como de ultrasonido, es consistente con los valores de
absorbancia a 304 y 420 nm, respectivamente. Ademas, se observo que la velocidad de la
RM disminuyd gradualmente y luego se estabiliz6. No obstante, los conjugados PC-Inu
formados mediante un proceso térmico mostraron un indice de pardeamiento gradual y
menor en comparacién con los conjugados PC-Inu en los que se aplicé un proceso de
ultrasonido.

Un Ip alto indica que se estd produciendo la RM; sin embargo, se debe evitar una
coloracion excesiva, para evitar variaciones de apariencia en posibles aplicaciones (Parandi

etal., 2024).
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7.3.  Concentracion de melanoidinas de conjugados

Las melanoidinas son compuestos complejos, de alto peso molecular y de color marron
que se forman durante la RM. Son responsables del color y el sabor de los alimentos
cocinados; se han asociado con propiedades promotoras de la salud, como efectos
antioxidantes, antimicrobianos y prebioticos. Estos compuestos absorben la luz a 420 nm y
su concentracion puede estimarse mediante la ley de Lambert-Beer (Tena et al., 2025).

El Cuadro 2 muestra el contenido de melanoidinas producido a traves del tiempo en los
distintos conjugados formulados. Se observé que PC-Inuusso Y PC-Inuusso fueron los
tratamientos que predominaron en la produccion de melanoidinas, alcanzando una
produccién maxima aproximada de 5.40 g/L al cabo de 4 dias, sin cambios significativos en
tiempos mas largos (p > 0.05). Por otro lado, los conjugados obtenidos mediante un proceso
térmico también mostraron un comportamiento ascendente y gradual en la produccion de
melanoidinas a lo largo de los dias; PC-Inuteo presentd una mayor produccion de
melanoidinas en los conjugados tratados térmicamente. Al evaluar dichos
comportamientos, se puede deducir que, aunque ambos procesos, tanto térmico como de
ultrasonido, permitieron que la RM fuera promotora de la formacion de conjugados PC-Inu,
el proceso de ultrasonido fue quien permitié una mayor produccion de melanoidinas,
considerando el dia de formacion de los conjugados y los dias consecuentes a su
almacenamiento.

El incremento en la produccion de melanoidinas en los primeros 5 dias después de
realizados los procesos de temperatura y ultrasonido, respectivamente, son consistentes con
los resultados observados en el indice de pardeamiento y los comportamientos de

absorbancia reportados en la Figura 2, mostrando asi la importancia en el uso eficaz de

»

>

-29-



L 4

Carolina Estudillo Mdrquez

procesos de acondicionamiento emergentes para la aplicacion de la RM en la formacion de
complejos conjugados.

Cuadro 2. Contenido de melanoidinas en conjugados PC-Inu tratados con temperatura
(T) o con ultrasonido (US).

Concentracion de melanoidinas a través del tiempo (g/L)

Dias 0 1 2 3 4 5
PC-Inurso 4.824+0.016fB 5.076+£0.009eD  5.123+0.007dD  5.149+0.011cC  5.232+0.007bD  5.288+0.018aD
PC-Inurg 4.866+0.013fA  5.152+0.014eC  5.236+0.009dC  5.312+0.011cB  5.339+0.007bC  5.371+0.009aC
PC-lnuuseo ~ 4.54340.005cD  5.326+0.015bA  5.348+0.015bB  5.367+0.017aA  5.376+0.006aB  5.396+0.014aB
PC-Inuusso 4.552+0.006dC 5.304+0.015cA  5.389+0.017bA  5.392+0.017bA  5.414+0.004aA  5.426+0.013aA

Letras mindsculas diferentes en la misma fila y letras mayusculas diferentes en la misma columna
significan diferencias significativas entre valores en p <0.05.

Por otro lado, el incremento de la concentracion de melanoidinas en conjugados PC-Inu
durante los primeros 5 dias de almacenamiento, se ajustd adecuadamente al modelo
cinético de primer orden, observandose coeficientes de regresion de hasta 0.98, tal y como
se muestra en el Cuadro 3. El tiempo de almacenamiento, los componentes utilizados para
la formacion de los conjugados, asi como el tipo de tratamiento aplicado (temperatura o

ultrasonido) pudieron influir en la produccion de melanoidinas.

Cuadro 3. Parametros cinéticos de primer orden de la produccién de melanoidinas a lo

largo del tiempo en conjugados PC-Inu tratados con temperatura (T) o con ultrasonido

(US).
Primer Orden
k (dia?) R?
PC-InuTso 0.010 0.97
PC-InuT9o 0.010 0.94
PC-Inuusso 0.003 0.98
PC-Inuusso 0.005 0.79
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7.4. Potencial zeta (£) de conjugados PC-Inu

El estudio del potencial zeta () puede utilizarse como pardmetro indicador de la
magnitud de las fuerzas repulsivas electrostaticas entre particulas, desempefiando un papel
crucial en la estabilidad coloidal de las suspensiones (Masoumi et al., 2023; Ren et al.,
2021). La Figura 3 muestra la variacion del potencial zeta de PC, de Inu y de los distintos
complejos PC-Inu. PC-Inureo Y PC-Inutgo mostraron valores de potencial £ mas negativos y
similares (p > 0.05) en comparacion a PC-Inucontrol, asi como con los biopolimeros
individuales (Figura 3A). A su vez, en la Figura 3B se observa que los conjugados PC-Inu
formados mediante aplicacion de ultrasonido exhibieron valores ain mas negativos, y que
PC-Inuusgo fue quien mostro un valor de potencial £ méas negativo (-22.00 + 0.55 mV). Este
comportamiento coincide con lo reportado por Parandi et al. (2024), quienes ademas
mencionan que valores mas negativos en los conjugados demuestran una mayor estabilidad

de las muestras para futuras aplicaciones.

25 -25
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-20 4
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-10 4

Potencial £ (mV)
Potencial £ (mV)

H o

T T
PC Inu PC-Inu control PC-Inu T80 PC-Inu T90 Inu PC-Inu control PC-Inu US60 PC-Inu US80

Figura 3. Valores de potencial ¢ de PC, Inu y de los conjugados PC-Inu tratados con temperatura (T) o con ultrasonido (US).
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De acuerdo con Huang et al. (2020) una reduccion en las cargas netas de la proteina
durante la ocurrencia de la RM puede ser atribuible a la participacion de los grupos
cargados con NHs* lo que conlleva a la formacion de enlaces covalentes. En otras palabras,
dicho comportamiento puede aplicarse a la interaccidn covalente entre los grupos carbonilo
de los aminoéacidos con carga positiva, lo que conduce a una disminucion de la carga neta

del complejo formado (Masoumi et al., 2023).

Zhu et al. (2023) hacen referencia a que un incremento negativo de los valores de
potencial C puede ser generado debido al proceso de glicosilacion, mecanismo por el cual
se forman agregados de proteina/azicar mediante la interacciobn de un grupo
aldehido/cetona con un grupo amino en la proteina, formando una estructura llamada base
de Schiff, seguida de una serie de reacciones en cascada que conducen a la formacién de
agregados covalentes (Mateescu et al., 2021), conformando asi los conjugados de Maillard
y aumentando asi la fuerza de repulsion intermolecular. Asimismo, el aumento del valor
absoluto del potencial £ puede reflejar la exposicion de cargas negativas en la cadena
polipeptidica, lo cual se ve facilitada por la interaccion covalente entre PC e Inu (Meng et
al., 2023). Cuando los conjugados formados son aplicados para disefiar emulsiones, un
aumento en los valores negativos de potencial ¢ facilita la obtencion de una mayor
repulsion electrostatica alrededor de las gotas, evitando asi su coalescencia. Ademas, la
mayor repulsion electrostatica beneficia la proteccion del conjugado contra la agregacion y
la sedimentacion, asegurando asi su estabilizacion en la interfaz aceite-agua (Wang et al.,

2024a).
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Figura 4. Difractogramas de rayos X de los conjugados PC-Inu (relacién mésica 1:1) tratados con temperatura (T)

»

7.5.

Difraccion de rayos X de los conjugados

La difraccion de rayos X (XRD, por sus siglas en inglés) es considerada una técnica no

destructiva de gran utilidad para el estudio de las caracteristicas estructurales de las

biomoléculas. Mediante el analisis de XRD se puede determinar si una molécula es

naturalmente cristalina o amorfa (Hussain et al., 2024). De acuerdo con el patron de

comportamiento de los difractogramas obtenidos (Figura 4), los distintos conjugados

mostraron picos similares en la region de 26, lo que sugiere que las muestras presentan una

naturaleza amorfa, independiente del tratamiento térmico o de ultrasonido.
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La conjugacion entre proteinas y polisacaridos permite el mejoramiento de la movilidad
de la cadena polimérica dentro de la proteina; por lo tanto, una mayor movilidad podria
interferir con la disposicion de la cadena proteica, lo que conlleva a obtener estructuras mas
amorfas, en otras palabras, el método de conjugacion modifica las estructuras
tridimensionales de las proteinas y minimiza la cristalinidad (Karabulut & Feng, 2024; Ma
etal., 2023).

7.6. Espectroscopia FTIR

El andlisis FTIR se ha utilizado ampliamente como técnica util y rapida para el estudio
de la estructura y de las posibles interacciones entre sistemas formados a partir de proteinas
y polisacaridos. Cuando los grupos funcionales interactian a nivel molecular, se pueden
observar cambios en los espectros FTIR, generando la aparicion de nuevas bandas, o bien,
cambios en la intensidad o ubicacion de dichas bandas (Pirestani et al., 2018; Martins et al.,
2012).

La Figura 5 muestra los espectros FTIR de los complejos PC-Inu y de los biopolimeros
individuales utilizados. El espectro de PC mostré picos en las regiones de 1630, 1532 y
1395 cm, caracteristicas de las bandas de amida I, 1l y Ill, respectivamente. Estos picos
coinciden con lo descrito por Pirestani et al. (2018), mencionando que las caracteristicas
espectrales mas distintivas en proteinas pueden encontrarse en la region 1700-1600 cm™,
generado por el estiramiento de C=0 (amida 1), en la regién 1550-1500 cm™ ocasionado
por la deformacion de N-H (amida I1) y la una tercera region a 1300-1200 cm™ debido al
estiramiento de C-N y deformacion de N-H (amida I11). También, los picos existentes en la
region 1500-800 cm* surgen debido a la deformacion de C-H y el estiramiento de C-O y C-

C, caracteristicos en polisacaridos. Esto coincide con el espectrograma de Inu en el que se
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observan un par de picos en 1024 y 935 cm™. A su vez, las distintas muestras de PC-Inu,
tanto térmicas como de ultrasonido, mostraron picos similares en las regiones de los
biopolimeros individuales, diferenciandose principalmente por la intensidad de los picos;
no obstante, los espectros FTIR de conjugados PC-Inu formulados mediante un proceso
térmico mostraron picos mas diferenciados que los obtenidos con un proceso de
ultrasonido. Es importante resaltar que la intensidad de los picos se redujo en PC-Inutgo lo
gue sugiere una posible mayor interaccion entre PC e Inu.

También los picos ubicados en la region 1000-1100 cm™ mostraron una mayor
intensidad y una menor amplitud en PC-Inureo seguido de PC-Inutso en comparacion con
PC-Inucontror (Figura 5A). Finalmente, en la Figura 5B se puede observar la aparicion de un
pico en 3264 cm™ para PC-Inucontrot Y 3272 cm™ para PC-Inuusso Y PC-Inuusso; de acuerdo
con Zhu et al. (2022) puede ser causada por la vibracion de estiramiento de N-H y O-H
(3500-3000 cm™), tras la interaccion de los biopolimeros y la modificacion de la estructura

causada por la RM.
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Figura 5. Espectroscopia FTIR de PC, Inu y conjugados PC-Inu tratados con temperatura (T) o con

ultrasonido (US).

7.7. Tension interfacial de conjugados PC-1nu
Las propiedades interfaciales entre las fases continua y dispersa juegan un papel
fundamental en la formacion de emulsiones, por lo que la caracterizacién de dichas
propiedades resulta de gran utilidad para comprender el mecanismo de formacién de
emulsiones (Consoli et al., 2018). Los perfiles de tension interfacial de las dispersiones de
biopolimeros individuales (PC e Inu) y de los conjugados PC-Inu se muestran en la Figura
6.
Tanto los biopolimeros de PC e Inu como los conjugados PC-Inu tratados térmicamente

de la Figura 6A, mostraron una disminucion gradual de la tension interfacial, lo que sugiere
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una adsorcion continua en la interfaz aceite-agua. PC-Inutgo mostré valores superiores en el

intervalo de tiempo estudiado, lo que puede interpretarse como una adsorcién mas lenta en

la interfaz. Los conjugados inducidos por efecto de aplicacion de temperatura (80 y 90°C,

respectivamente) mostraron un comportamiento interfacial superior a PC-Inucontrol 10 que

podria explicarse en funcion de la cantidad de grupos funcionales (hidrofobos e hidréfilos)

que puede haber en los conjugados (Consoli et al., 2018), si la interaccién de PC-Inu,

empled estos grupos funcionales durante la formacion de los productos de oscurecimiento,

seguramente esto generd que haya menor disponibilidad de grupos funcionales capaces de

anclarse en la interfase agua-aceite y por lo tanto, la tension interfacial no bajo en la misma

proporcion que el tratamiento control.
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Figura 6. Tension interfacial de PC, Inu y conjugados PC-Inu tratados con temperatura (T) o con ultrasonido (US).

Por su parte, la aplicacién de ultrasonido mostré influencia en el comportamiento de la

tension interfacial en los tratamientos, ya que PC-Inuuseo, seguido de PC-Inuusso, fue

superior a PC-Inuconroi (Figura 6B). Dicho comportamiento pudo deberse a que el

tratamiento de ultrasonido indujo cambios estructurales, promoviendo una mayor

exposicion de grupos funcionales y mejorando su actividad superficial respecto al
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tratamiento control, al menos durante un tiempo de alrededor de 20 min; tiempos mas
prolongados condujeron a que PC-Inucontrol redujera aun mas la tension interfacial. Dicho
comportamiento refuerza la idea de que los conjugados de Maillard pueden ser alternativas
eficaces para la estabilizacion de emulsiones.

De acuerdo con Wang et al. (2024), una mayor repulsion electrostatica en conjugados de
Maillard contribuye a una adsorcion mucho mas estable en la interfaz aceite-agua y a la
formacion de la capa interfacial, lo cual es crucial para reducir la tensién interfacial y ser
mas eficiente al formar una emulsion. Esto es consistente con los resultados obtenidos,
también en el analisis del potencial C.

Tendencias similares fueron observadas en las investigaciones realizadas por Wang et al.
(2024) en conjugados de fosfatidiletanolamina de soya y su combinacion con distintos
polisacaridos (goma de tamarindo, pectina, inulina o maltodextrina) y también en los
resultados reportados por Barbosa et al. (2019) en la formacion de conjugados de Maillard

a partir de caseinato de sodio y goma de algarrobo.

7.8.  Comportamiento reolégico de conjugados
La Figura 7 presenta el comportamiento reoldgico de los complejos PC-Inu, asi como de
los biopolimeros de PC e Inu. En los barridos de frecuencia se observo que el médulo
elastico (G”) predomind sobre el viscoso (G™") en todo el intervalo de frecuencia estudiado
de los distintos tratamientos, lo que confirma un comportamiento predominantemente
solido y caracteristico de un gel (G" > G™"). PC-Inutgo predomino sobre PC-Inucontrol; pOr
otro lado, PC-Inutgo mostré un comportamiento reologico disminuido en comparacion con

los demaés tratamientos (Figura 7A-C). La formacion de conjugados de Maillard a 80 °C
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durante 60 min mejoro las propiedades reoldgicas de los conjugados PC-Inu. Segun Spotti
et al. (2014), los conjugados podrian presentar agregacion en su estructura (particulas con
estructura tridimensional abierta de agregados), lo que se traduce en valores de G” no tan
elevados. También, en las Figuras 7BD se observo que PC-Inuusso fue quien presentd los
valores mas altos en los modulos viscoelasticos con respecto a los demas tratamientos,
seguido de PC. Un aumento de G” en el intervalo de frecuencia, podria ser el resultado de
una fuerte interaccion intermolecular entre los componentes del complejo formado (Sun et
al., 2018). Esto sugiere que la aplicacion de ultrasonido al 60% tuvo una mayor influencia
en las propiedades viscoelasticas de conjugados PC-Inu en comparacion a los conjugados
formados con un proceso térmico.

Las curvas de flujo, por su parte, mostraron una disminucion de la viscosidad aparente a
medida que aumentaba el intervalo de la velocidad de corte. En la Figura 7E se observa que
PC-Inucontrol presentd la viscosidad mas alta, seguido por PC-Inutee y PC-Inutso. Este
comportamiento sugiere que la viscosidad aparente disminuye a medida que aumenta la
temperatura durante la formacion de conjugados de Maillard. De igual manera, a medida
que se incremento la amplitud en el proceso de ultrasonido, los conjugados mostraron una
disminucion de la viscosidad (PC-Inucontrot > PC-Inuuseo > PC-Inuusso); no obstante, estos
conjugados tuvieron mayor viscosidad en comparacion a Inu (Figura 7F). La aplicacion de
temperatura para inducir la RM, mostrd ser una técnica que disminuye mas los parametros

viscoelasticos en PC-Inu en comparacion a los inducidos con ultrasonido.
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Se observo un efecto similar en la viscosidad aparente de conjugados elaborados con
proteina de papa y pectina. Ademas, la reduccion de la viscosidad puede atribuirse a la
disminucion del peso molecular, o bien, a fuertes interacciones repulsivas intermoleculares
entre PC e Inu durante la RM. Esto ultimo también puede observarse en el cambio del
potencial { a valores mas negativos, lo que podria disminuir la agregacion de los
conjugados y conducir a una menor viscosidad (Soltanahmadi et al., 2024; Wang et al.,
2022).

Una vez que las curvas de flujo (7E-F) fueron ajustadas al modelo de ley de potencia, se
obtuvieron los valores del indice de comportamiento de flujo (n) y del indice de
consistencia de flujo (K) (Cuadro 4). Se observé que, en todos los tratamientos, el indice de
comportamiento presentd valores de 0.074 a 0.521, inferiores a 1, lo que confirma que los

conjugados formados presentan un comportamiento readelgazante o pseudoplastico.

Cuadro 4. Parametros del modelo de ley de potencia a PC, Inu y conjugados PC-Inu
tratados con temperatura (T) o con ultrasonido (US).

n K

Tratamiento )
(adim.) (Pa*s)

PC 0.074  3.306
Inu 0.521  0.008
PC-Inucontrol 0.198 5.115
PC-InuTso 0.346  0.047
PC-InuTgo 0.264 0.123
PC-Inuusso 0.314  0.529
PC-Inuusso 0.192 2.184
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7.9. Capacidad emulsificante

La RM promueve cambios estructurales en la proteina, exponiendo grupos hidrofébicos
que aumentan su afinidad por la interfaz aceite-agua. Ademas, las fracciones hidrofilicas de
los carbohidratos pueden extenderse a la fase continua, impidiendo la agregacion de gotas
mediante impedimento estérico o repulsion electrostatica, y, por lo tanto, mejoran las
propiedades emulsionantes (Urango et al., 2024).

Se evalué la capacidad emulsificante de los distintos conjugados formulados, con el fin
de conocer algunas de sus propiedades funcionales para su posible aplicacion en la
estabilizacion de emulsiones. Como se observa en la Figura 8, PC-Inuuseo fue quien
presentd un mayor porcentaje de emulsificacion (46.67 + 4.71%), seguido de PC-Inuusso
(37.50 + 3.54%), PC-InuTso (29.17 + 5.87%) y PC-InuTgo (21.67 + 2.36%), respectivamente,
en comparacion a PC-Inucontrol quien presento apenas un 9.17% de capacidad emulsificante.
No obstante, a medida que aumento la temperatura o de amplitud, segun sea el caso, el
porcentaje de emulsificacion disminuyd; este comportamiento puede atribuirse al desarrollo
de productos de polimerizacion, lo que imposibilita la movilidad de las moléculas y hace
que los conjugados se absorban en la interfaz aceite/agua mucho mas lentamente. Por el
contrario, un aumento significativo del porcentaje de emulsificacion se atribuye
posiblemente a la conformacién de la proteina, que expone grupos hidrofobos hacia el
interior y reacciona con los grupos carbonilo del extremo reductor presente en los
polisacaridos; es decir, se logra un equilibrio de grupos hidr6fobos e hidrofilos que
favorece la formacion de la emulsion (Dong et al., 2020).

Los resultados obtenidos concuerdan con estudios previos realizados por Karabulut y

Fang (2024) y Zhong et al. (2019), en los que se menciona que la conjugacion entre

>

~42 -



L 4

Carolina Estudillo Mdrquez

»

proteinas y polisacaridos mejora las propiedades emulsionantes mediante repulsion estérica
y electrostatica, facilitando las interacciones entre los conjugados y el aceite.

60

Capacidad emulsificante (%)

PC-Inucontrol PC-InuT80 PC-InuT90 PC-InuUS60 PC-InuUS80

Figura 8. Capacidad emulsificante de conjugados PC-Inu tratados con temperatura (T) o con ultrasonido

(US). Letras distintas indican diferencia significativa (p < 0.05).

Los conjugados proteina-polisacérido tienden a presentar pesos moleculares més altos y
a mejorar las propiedades anfipaticas en comparaciéon con las proteinas individuales. La
unién entre PC e Inu podria introducir una gran cantidad de grupos hidréfilos, como los
grupos hidroxilo, mejorando asi la hidrofilicidad de la proteina en la fase acuosa y de la
conjugacion en si, lo que daria lugar a una emulsion més estable. Estos cambios
posiblemente conducen a una mayor adsorcion de los conjugados en la interfaz aceite-agua,

lo que mejora la estabilizacion de las emulsiones (Kan et al., 2024).

7.10. Morfologia de emulsiones
Las emulsiones estabilizadas con conjugados PC-Inu mostraron la formacion esférica de
las gotas de aceite, con tamafios de gota homogeneos en conjugados inducidos por un

proceso termico, pero mas heterogéneos en conjugados inducidos por ultrasonido (Figura

é
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9). PC-Inuusgo presentd tamafios de gota méas pequefios (59.26 + 07.55 pum), seguidos de
PC-Inuteo (73.29 £ 08.49 pm), PC-InuTeo (104.35 = 10.84 pum) y PC-Inuuseo (133.82 +
15.16 um). Segin Wang et al. (2024), el tamafio de las gotas de una emulsion podria verse
influenciado por la aplicacion de conjugados de Maillard, lo que podria proporcionar
emulsiones mas estables. En todos los casos las gotas de aceite mantuvieron su integridad
individual. De igual forma, se puede observar que un incremento en la temperatura o en el
ultrasonido durante la induccién de la RM, respectivamente, influyen en una disminucién

del tamafio de gota en las emulsiones formuladas.

D10=59.26 £ 07.55 pm

Figura 9. Micrografias Opticas de conjugados PC-Inu tratados con temperatura (T) o con ultrasonido (US).
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8. Conclusiones

La formacion de conjugados inducidos por la reaccion de Maillard ocasioné cambios en
la estructura de PC-Inu al reordenar los compuestos de Amadori hasta la formacion de
melanoidinas, lo que mejord sus propiedades funcionales. El proceso de conjugacion
mejor0 las caracteristicas anfifilicas de los biopolimeros utilizados, facilitando las
interacciones conjugados-aceite, y por lo tanto logrando una mejor capacidad para
estabilizar una emulsion.

Los conjugados PC-Inu mostraron cambios en las cargas superficiales, lo que les
permitio actuar como emulsionantes con mayor eficacia. Dichos conjugados también
exhibieron un reordenamiento estructural por efecto de la RM, lo que mejoro su afinidad en
la interfaz aceite-agua. También, las propiedades reologicas e interfaciales fueron
modificadas en comparacion a mezclas PC-Inu sin ningun tratamiento.

Por otra parte, el uso de métodos convencionales, como la aplicacion de un tratamiento
térmico o uno asistido por ultrasonido para inducir la RM, result6 ser una técnica eficaz
para formar conjugados PC-Inu. Esto se pudo comprobar al observarse un incremento en la
produccién de productos intermedios y finales de la RM (la base de Schiff y las
melanoidinas). EIl uso de un tratamiento asistido por ultrasonido mostré6 mayor efecto en la
formacion de conjugados de Maillard, al desencadenar una mayor produccion de
melanoidinas en comparacién con los conjugados formados mediante un proceso térmico.
Asimismo, el tratamiento asistido con ultrasonido favorecié a obtener emulsiones con
porcentajes mas altos.

Los biopolimeros utilizados, PC e Inu, mostraron una buena interaccién entre si, lo que

favorecio6 el desarrollo de la RM para la formacion de conjugados. El uso conjunto de estos
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biopolimeros puede ofrecer propiedades funcionales adecuadas para su uso como agentes

emulsificantes y, posiblemente, ampliar su aplicacién a diversas areas.
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10. Anexos

Congresos:

Presentacion en XLVI Encuentro Nacional de la AMIDIQ con el tema titulado
“Efecto de la aplicacion de ultrasonido en las propiedades funcionales de
conjugados de Maillard proteina de calabaza-inulina”, del 13 al 16 de mayo de
2025.

Retribucion Social:

Presentacion de video de divulgacion titulado “jLa union hace la fuerza!” en
Simposio Perspectivas en Biotecnologia 2025. 26 de mayo de 2025.

Ponencia titulada “La microencapsulacion como técnica de administracion de
compuestos bioactivos”, impartida a alumnos y docentes de la Licenciatura en
Alimentacién Sustentable de la Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo,
celebrada el 05 de mayo de 2025, en el marco del ciclo permanente de
conferencias de Tecnologias Nuevas en el Desarrollo de Alimentos.

Conferencia titulada “Importancia de una Buena formacion académica: una paso
hacia la ciencia”, dirigida a alumnos de bachillerato en Escuela Preparatoria
Vespertina Lazaro Cardenas del Rio de Las Margaritas, Chiapas.

Presentacion de video de divulgacion titulado “jUuuf que calor!, paso hacia la
formacion de alimentos funcionales” en Simposio Perspectivas en Biotecnologia
2024. 12 de julio de 2024.
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m ACTA DE EXAMEN DE GRADO

Casa abierta al tiempo

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA Ve

Matricula: 2233801424
4 X1/ & 3

FORMACION DE CONJUGADOS DE

MAILLARD BASADOS EN En la Ciudad de México, se presentaron a las 12:00 horas
COMPLEJOS PROTEINA DE del dia 11 del mes de noviembre del afo 2025 en la Unidad
CALABAZA-INULINA Y Iztapalapa de la Universidad Auténoma Metropolitana, los
EVALUACION DE SUS suscritos miembros del jurado:

PROPIEDADES FUNCIONALES.

DRA. YENIZEY MERIT ALVAREZ CISNEROS
DRA. OFELIA SANDOVAL CASTILLA

DRA. MARIA AURORA PINTOR JARDINES
DRA. MARIA EVA RODRIGUEZ HUEZO

Bajo la Presidencia de la primera y con caracter de
Secretaria la ultima, se reunieron para proceder al Examen
de Grado cuya denominacién aparece al .margen, para la
obtencién del grado de:

MAESTRA EN BIOTECNOLQGIA

;;;;; DE: CAROLINA ESTUDILLO MARQUEZ

3 . y de acuerdo con el articulo 78 fraccién
/) . Reglamento de Estudios Superiores de la Uniwv
. . Auténoma Metropolitana, los miembros del

resolvieron:

« « SAROLINA ESTUDILLO MARQUEZ

...... ALUMNA

RPROBAR

Acto continuo, la presidenta del Jjurado comunicé a
interesada el resultade de 1la evaluacién Yo Ten fea
aprobatorio, le fue tomada la protesta.
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PRESIDENTA

DRAYENIZEY MERIT ALVAREZ CISNEROS

VOCAL VOCA SECRETARIA

TRE ATRL £ S 29
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ANDOVAL CASTILLA DRA. MARIA#AURORA PINTOR JARDINES DRA. MARIA EVA RODRIGUEZ HUEZO
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