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Resumen

Se investigo la influencia de los productos de la reaccion de Maillard, la concentracion de aceite
y la relacién proteina/carbohidrato en la pared sobre las caracteristicas fisicoquimicas y
estabilidad del aceite de semilla de chia microencapsulado por liofilizacion. Las microcapsulas,
formuladas usando caseinato de sodio y lactosa como material de pared, se almacenaron a 20 +
1°C y se analizaron en funcion del contenido de humedad (0,31-2,23% b.s.), actividad acuosa
(~ 0,500), eficiencia de microencapsulacion (41,43 - 83,95 %), densidad aparente (323 - 551
kg/m®y 244 - 301 kg / m® para densidad empacada y aireada, respectivamente), microestructura
(SEM), distribucién de tamafio de particula (D [3,2] 0.266 - 16.778) y estabilidad oxidativa
(6,73 - 51,96 h). Los resultados sugieren que las microcapsulas son un sistema alternativo
potencial para mejorar la estabilidad del aceite de chia frente a la oxidacion de lipidos y su
posible uso como ingrediente funcional en el desarrollo de alimentos.

Palabras claves: Aceite de chia; Acidos grasos omega-3; Microencapsulacion; propiedades
fisicoquimicas

Introduccion

La semilla de chia (Salvia hispanica L.) contiene ~32-38% p/p de aceite (Ayerza & Coates,
2005) siendo una buena fuente de acidos grasos poliinsaturados (PUFAs), principalmente ®-3
(a-linolénico ~ 60%), con bajo contenido de acidos grasos saturados (SFA) (Ixtaina et al.,
2011).

El consumo de w-3 PUFAs ofrece multiples beneficios para la salud, motivo por el cual se
recomienda su incorporacion en la dieta (Kaushik et al., 2015).

Si bien el perfil de acidos grasos del aceite de chia le aporta cualidades nutricionalmente
favorables, el alto contenido de PUFAs afecta su susceptibilidad a la oxidacion (Ixtaina et al.,
2012). Asi, la microencapsulacion es una tecnologia interesante para proteger este aceite de la
oxidacion durante su almacenamiento y/o procesamiento.

La liofilizacion, debido al uso de bajas temperaturas, podria ser apropiada para aceites
susceptibles al deterioro oxidativo (Chen et al., 2013) y constituyen una alternativa a la
microencapsulacion del aceite de chia.

Los tipos de material de pared utilizados en la microencapsulacion proporcionan diferente
estabilidad oxidativa, dependiendo principalmente de su capacidad para inhibir la transferencia
de oxigeno (Kaushik et al., 2015). Las proteinas e hidratos de carbono son utilizados para la
microencapsulacion de aceites con alto contenido de -3 (Sanguansri y Augustin, 2007). Las
propiedades emulsificantes del caseinato de sodio (NaCas), ofrecen las caracteristicas
funcionales y fisicas necesarias para encapsular los materiales del nucleo lipidico (Hogan,
2001). Por otra parte, la lactosa (L) forma una fase vitrea continua en la que las cadenas de
proteinas se dispersan y mejora las propiedades de secado de la pared (Rosenberg y Sheu,
1996).

Los productos de la reaccion de Maillard (MRPs), formados cuando interactuan grupos amino
(proteinas) y carbohidratos (azucares reductores) bajo ciertas condiciones de temperatura y
tiempo, pueden mejorar la estabilidad oxidativa de aceites con un alto contenido de PUFAs
(Augustin et al. 20006).
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Recientemente se ha desarrollado una variedad de productos alimenticios enriquecidos con ®-
3 PUFAs (Jacobsen et al., 2013). Asi, las microcépsulas con aceite de chia podrian ser utilizadas
como un ingrediente funcional para fortificar alimentos.

Objetivos

El objetivo fue investigar los efectos de los MRPs, la concentracion de

aceite y la relacion proteina/carbohidrato sobre las caracteristicas fisicoquimicas y la estabilidad
oxidativa del aceite de chia microencapsulado por liofilizacion, utilizando NaCas y L como
material de pared, para su aplicacion como ingrediente funcional en alimentos.

Materiales y Métodos

Diserio experimental

Se aplic6 un disefio factorial (3x2x2), con dos repeticiones. Se prepararon emulsiones a partir
de las cuales fueron obtenidas las microcapsulas por liofilizacién (Tabla 1). Las microcéapsulas
fueron almacenadas a 33% HR, 20+1°C, durante 30 dias.

Concentracion de lactosa (% p/p) Tabla 1. Formulaciones de emulsiones
10 20 O/W de aceite de chia previas a la
Aceit liofilizacion basadas en un disefio factorial
e d.e Tratamiento Tratamiento corr,lp}eto 3x2x2. Parametros experimentales
chia - A y codigos de muestras
téermico téermico
(%p/
p) Preparacion de las emulsiones
Sin Con Sin Con Las emulsiones se formularon con NaCas
10 100C 100C10 100C2 100C20 (10% p/p), L (10 6 20% p/p) y 10, 156 20%
10L LHT 0L LHT (p/p) de aceite de chia (Tabla 1).
15 150C 150C10 150C2 150C20 En los sistemas sin tratamiento térmico, la L
10L LHT 0L LHT fue incorporada en la fase acuosa a 25+2°C.
20 200C  200C10 200C2 200C20 En aquéllos con tratamiento térmico, la
10L LHT 0L LHT mezcla de proteina-carbohidrato se calent6 a

60+2 °C durante 30 min a fin de promover
la formacion de los MRPs (Augustin et al., 2006).
La homogeneizacion se realizd con un Ultra Turrax T-25 (1 min, 9500 rpm) y posteriormente
con un homogeneizador a valvula de alta presion (Panda 2K, GEA Niro Soavi, Parma, Italia) a
600 bar, con 4 ciclos de recirculacion.

Distribucion de tamario de particulas y didmetro medio de las emulsiones previo a la
liofilizacion

La distribucion del tamafo de particulas y el didmetro medio de Sauter (D [3, 2]) fueron
analizados por difraccién laser usando un analizador de tamafio de particula Malvern
Mastersizer 2000E (Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, UK).

Preparacion de microcapsulas por liofilizacion
Aproximadamente 100 g de emulsion fueron congeladas a -20+1 °C y almacenadas a -80+1°C
durante las 24 h previas a la liofilizacién, realizada durante 48 h.

Posteriormente, las muestras fueron molidas y estandarizadas usando una malla de plastico
equivalente a ASTM N° 7.

Caracterizacion de las microcapsulas
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Contenido de humedad
Se determino gravimétricamente mediante el secado de las muestras (2 g) en una estufa de vacio
(24 h, 70°C, 29 in Hg) (Instrumentacion Cientifica S.A., Bs. As., Argentina).

Actividad acuosa (aw)
Se determind utilizando un medidor Aqual.ab CX2 Decagon (Devices Inc, EE.UU.) a 25 °C.

Eficiencia de microencapsulacion (EM)

Se realizd segin Augustin et al. (2015) con algunas modificaciones. Se coloco ~1 g de
microcéapsulas sobre papel de filtro (Whatman N © 4), realizdndose 3 lavados con 10 ml de
hexano cada uno, el cual fue removido bajo una corriente de N». El contenido de aceite libre se
determind por diferencia de peso. Se considerd que el aceite total fue igual al inicial, ya que
trabajos previos mostraron que todo el aceite de chia inicial permanece en las microcapsulas
(Ixtaina et al., 2015). La EM se calcul6 como:

]xlOO(l)

Aceite total — Aceite libre

EM% = ( -
Aceite total
Densidad y compresibilidad del polvo
La densidad aparente se puede clasificar como aireada (pa) y empacada (pe). Las
mismas fueron determinadas de acuerdo a Holgado et al. (2013). Para pa, se pesaron 25 g de
microcapsulas (my) y se colocaron en un cilindro graduado leyendo posteriormente el volumen
ocupado por

el polvo (vy). Para pg el polvo fue comprimido mediante 20 golpes uniformes, leyendo
el volumen correspondiente (vr). Las respectivas densidades se calcularon de acuerdo a las
ecuaciones 2 y 3.

2)

pe =", )

La compresibilidad (C) se calcul6 como:

C:( T_P/yT (4)

Microscopia electronica de barrido (SEM)
La morfologia de las microcdpsulas fue estudiada utilizando un equipo FEI-Quanta 200 en
modo de alto vacio operando a 20 Kv.

Color

Se determind utilizando un colorimetro Minolta (CR-400, Konica Minolta Sensing Inc., Japon)
registrando los valores L* (luminosidad) a* (componente rojo-verde) y b* (componente
amarillo-azul).

Distribucion del tamario de particulas y diametro medio de la emulsion reconstituida

Se reconstituyeron las emulsiones (10% p/p de sélidos) realizando las determinaciones
segun lo descripto previamente.
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Dispersabilidad

Se determin6 de acuerdo a Klinkesorn et al. (2005) utilizando 0,3 mg de polvo/ml de agua
destilada en un instrumento de difraccion laser (Malvern Mastersizer 2000 E, Malvern
Instruments, Worcestershire, Reino Unido) a 2000 rpm, evaluando los cambios en el D[3,2] y
el oscurecimiento en funcion del tiempo durante 5 min.

Estabilidad oxidativa

Se llevo a cabo en un equipo Rancimat (Metrohm 679, Suiza) (AOCS Cd 12b-92, 2013)
utilizando 3,0 g de aceite 6 1,5 g de microcapsulas a 98 °C con burbujeo continuo de una
corriente de aire a 20 I/h. La estabilidad se expres6 como tiempo de induccion (ti), en horas.

Resultados y Discusion

Distribucion de tamario de particulas y didametro medio de las emulsiones previo a la
liofilizacion

La Figura 1 muestra las curvas de distribucion del tamafio de particulas para las emulsiones
estudiadas. Los diametros de las particulas fueron 0,1-10 y 0,1-239 pm para emulsiones con y
sin tratamiento térmico, respectivamente. Los perfiles de distribucion de tamafio de particulas
de las emulsiones de partida fueron bimodales, excepto para 150C20L que presenté una
distribucion unimodal. En el caso de emulsiones con una relacion proteina/carbohidrato similar
y la aplicacion de tratamiento térmico, la distribucion del tamaio de particulas fue mas estrecha.
Estos resultados coinciden con los valores de Span, los que disminuyeron con el tratamiento
térmico, logrando un menor nivel de polidispersabilidad que aquéllos sin tratamiento térmico
(Figura 1). Resultados similares fueron obtenidos por Zhang et al. (2015), quienes observaron
que la emulsion con MRPs mostré un tamafio de particulas mas pequefio y una distribucion mas
estrecha. Este comportamiento puede explicarse por la propiedad emulsionante de los
conjugados proteina-polisacarido (Akhtar & Dickinson, 2007).
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Figura 1. Distribucion del tamafio de particulas (% en volumen) de las emulsiones previo a la
liofilizacién: A) sin tratamiento térmico B) con tratamiento térmico

Caracterizacion de las microcapsulas

Contenido de humedad (H)

La Tabla 2 muestra que la concentracion de L y el tratamiento térmico presentaron un efecto
altamente significativo sobre H. Ademas, se encontraron interacciones significativas dobles y
triples entre los factores, excepto concentracion de L x tratamiento térmico.
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Los valores obtenidos oscilaron entre 0,31-2,23% b.s. (Tabla 3), los cuales fueron inferiores a

los sugeridos para lograr una buena estabilidad durante el almacenamiento (3-4% b.s.)

(Klaypradit y Huang, 2008).

__ Tabla 2. ANOVA multifactorial. Suma de
rmiededes cuadrados. H, contenido de humedad; a,

Esbilicad aidativa.  gctividad acuosa a 25 © C; EM, eficacia de la
lugal Pl microencapsulacion; pa, densidad aireada; pg,

743 3170: densidad  empacada; C, indice de
compresibilidad; D [3.2], didmetro medio
* p <0.05; ** p<0,01; *** p<0,001

Actividad acuosa (ay)

Todas las muestras evidenciaron valores
~0,500, por lo que considerando ademas los
niveles del contenido de humedad obtenidos,
su incorporacion seria compatible en matrices
de alimentos deshidratados (Tabla 3)

Eficiencia de microencapsulacion (EM)

La EM vari6 entre 41,43 y 83,95% (Tabla 3),
valores inferiores a los informados por Ixtaina
et al. (2015) (~95,0%) para
microencapsulacion de aceite de chia por
secado por aspersion. Una menor EM para el
proceso de liofilizacion también fue
encontrada por Chen et al. (2013), quien sugirid que este fenomeno podria deberse a la
deshidratacion de los emulsionantes durante la congelacion de la fase acuosa, lo que promoveria
las interacciones particula-particula en la emulsion disminuyendo su estabilidad.

El tratamiento térmico fue el factor mas relevante, reduciendo la EM de las diferentes
microcapsulas. Una menor influencia del contenido de aceite y de la concentracion de L fueron
encontradas (Tabla 2). En este sentido, se registré una correlacion negativa entre el contenido
total de solidos y EM  (1=-0,52; p=0,0090) y entre el contenido de aceite y EM (r = -0,43; p
=0,0374). Estos resultados muestran la importancia de tener suficiente cantidad de material de
pared para encapsular el aceite. Se encontr6 una interaccion significativa entre la concentracion
de L y el tratamiento térmico. Asi, para las muestras sin tratamiento térmico no se detectaron
diferencias para EM entre ambas concentraciones de L estudiadas. Sin embargo, en el caso de
muestras con tratamiento térmico, un incremento en la concentracion de L provocod una
disminucion de EM.
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H Tiempo de

Tamano de

Muestra (%, b.s.) By (2570 EM (%) !,515],%5;:;;59,;1 pa (kg/m3) pe(kg/m3) C particula
D[3,2] (pm)
100CI0L  1.34=  0.515 83.05¢ 11.91= 301 551 0,435 0.283:
130CI0L g3 0483 74,675 21,31+ 2665 3405 0.217: 0,450
200C10L g pzs 0405 57.40: 15,23 244 323 0.244: 5284
100C20L  g77:=  p.300¢ 73,20 25.13=% 2668 430 0.322: 0.266:
150C20L o= p3200 67.36: 34.87¢ 2708 402 0,265 0.280:
200Cz0L 0.31: 0,308 79.71% 1174 286 414 0.230: 16.77g
100CI0LHT 1 44:2 (481 77.21% 9,62 260: 351: 0.217: 0.252:
150CI0LHT 323 0.488: 72,58 20,2954 261: 359: 0.24% 0.350-
200CI0LHT g 7g: 0496 3,785 27.73% 255 352: 0.232: 0,516
100CZ0LHT 74 0522 61.68% 51.965 200: 430: 0.212: 0.282:
150CZ0LHT  ggpe=  pdor: 53.14: 20,33 263 301 0,264 0.201:
200C20LHT  1,99= 0.513: 41.43: 8,73 276 471 0.308: 2,889

Tabla 3. Propiedades fisicoquimicasdelas microcdpsulas de aceite de semilla de chia en el momento inicial (t= 0 d). Valores
medios (n=3). Los coeficientes de variacion fueron inferiores al 10%. Diferentes letras en cada colummna indican diferencias en
p=0,03 entre las formulaciones, de acuerdo con la pruebha de Tukev (HSD).

Densidad aparente No se encontraron diferencias significativas
(p> 0,05) para los factores
estudiados (Tabla 2). La misma vari6 entre 323-551 kg/m® y 244-301 kg/m> para pg y pa,
respectivamente (Tabla 3).
La compresibilidad no presentd diferencias significativas (p>0,05) entre los factores
experimentales estudiados, registrdndose una interaccion significativa contenido de aceite x
tratamiento térmico (Tabla 2).

Microestructura (SEM)
En las micrografias electronicas de barrido (SEM), todas las formulaciones exhibieron una
topografia caracterizada por formar ldminas y aglomerados con aspecto rugoso sin grietas
(datos no mostrados). Los poros registrados en 150CI10L, I5OC10LHT y 200C10L pueden
atribuirse a burbujas de aire retenidas durante la congelacion, no afectando los mismos la EM.
Las micrografias SEM de las microcapsulas indicaron un mayor tamafio y espesor de las
escamas al aumentar la relacion nucleo/pared.

Color
El color del polvo es un parametro muy importante considerando su potencial inclusiéon como
ingredientes para productos alimenticios. Los resultados obtenidos mostraron altos valores de
L * (blanco y luminoso), que disminuyeron con el almacenamiento (excepto para 150CI10L).
Con respecto a los valores de a*, éstos disminuyeron en funcion del tiempo de almacenamiento,
mientras que los valores de b* aumentaron. Estos cambios en el color mostraron un aspecto
mas oscuro al final del almacenamiento respecto de las microcapsulas iniciales (datos no
mostrados).

Distribucion del tamario de particulas y diametro medio de las emulsiones reconstituidas (ER)
Todas las ER (10 g de s6lidos/100 g de emulsion mostraron una distribucion bimodal, excepto
200CI0L que fue trimodal (Figura 2). Se observd que el tratamiento térmico mejord la
homogeneidad de los sistemas estudiados, en coincidencia con los resultados obtenidos para las
emulsiones previo a la liofilizacion. Asi, las propiedades del agente emulsificante no fueron
afectadas por el proceso de microencapsulacion.

La distribucion del tamafio de particulas fue multimodal y mas amplia que la de las emulsiones
antes de liofilizar. El tamafio de particulas aumentd con una mayor concentracion de aceite y
L, disminuyendo con la aplicacion del tratamiento térmico. Las curvas con mayor
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homogeneidad se asociaron a 10-15% de aceite (Figura 2 A 'y B). El andlisis estadistico indic6
que el D[3,2] presento interacciones entre los factores (Tabla 2). El tamafo de particulas
aumentd con una mayor concentracion de aceite y L y disminuy6 con la aplicacion de
tratamiento térmico. Esto ultimo puede deberse a las mejores caracteristicas de la emulsion
obtenida, lo que retarda la floculacion. Las curvas con mayor homogeneidad se asociaron a 10-
15% de aceite (Figura 3 A 'y B).
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Dispersabilidad
A t=0, el oscurecimiento aumentd rapidamente con la agitacion hasta ~1 min, y luego se
mantuvo constante para la mayoria de las muestras, excepto para 200C10L y 200C20L, en las
que continu6 creciendo ligeramente (datos no mostrados). Las muestras con tratamiento
térmico mostraron un comportamiento similar. EI D[3,2] disminuy6 rapidamente hasta 0,2 min,
luego se mantuvo estable en funcion del tiempo de la agitacion (Figura 3).

La rapida reduccion del tamano de particulas y el aumento del oscurecimiento evidenciaron
una dispersion rapida de la mayor parte del polvo dando una suspension homogénea, favorable
para la aplicacidon en alimentos instantaneos.

400 - = = 100C10LHT

350 A —&— 150C10LHT

300 ¢ — & = 200C10LHT

D[3,2] 250 — — 100C20LHT
200 1 = =¥==150C20LHT

150 sss@es 200C20LHT
100

50 S,
0 - HEP O -

D[3,2]

400 — <= 100Ci0L
) —=—150C10L
— = = 200C10L
— — 100c20L
- —#==150C20L

e e
o -+ 200€20L

300

200 4

o
100 b ©e.00
2.0 s o o ©©06.0.00.0000
0 S e T T T R
0 1 2 3 4
tiempo (min)

Figura 3. Influencia del tiempo de agitacion en el D[3,2] de las ER de microcépsulas de
aceite de chia: A) sin tratamiento térmico B) con tratamiento térmico.

Estabilidad oxidativa

La estabilidad oxidativa del aceite de chia aument6 con la microencapsulacion ya que todos los
sistemas presentaron mayores tj que los del aceite de chia sin encapsular (t=2,46 + 0,07 h). A
t=0 d, se encontrd el mayor t; para la muestra 100C20LHT (Tabla 3). Todos los factores
afectaron la estabilidad oxidativa, detectandose ademads interacciones dobles y triples entre los
factores (Tabla 2). En este sentido, para las muestras con 10 y 15% de aceite, la mayor
concentracion de L produjo un aumento del t; En contraste, las muestras con un 20% de aceite
mostraron un comportamiento inverso. El tratamiento térmico mostrd un efecto positivo en el
ti para sistemas con 20% de aceite de chia, 10% de L y 10% de aceite de chia y 20% de L. Estos
resultados sugieren que los MRPs mejoran la estabilidad oxidativa del aceite de chia
microencapsulado. Resultados similares fueron obtenidos por Lingnert et al., 1979, McGookin
y Augustin, 1991 quienes han demostrado que los MRPs antioxidantes se forman como
resultado de la interaccidon de azucares con aminoacidos si estos productos estan en la interfase
o en la matriz continua del polvo. Al final del almacenamiento, el ti disminuyd
significativamente para todos los sistemas estudiados (datos no mostrados).

Conclusiones

Se investigd la influencia de los MRPs, la concentracion de aceite y la relacion
proteina/carbohidrato en la pared sobre la caracteristica fisicoquimica y la estabilidad del aceite
de chia microencapsulado. Los niveles de humedad y aw fueron bajos. Las micrografias SEM
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indicaron una morfologia tipica asociada a microcéapsulas liofilizadas y modificaciones del
color, haciéndose oscuras y amarillas en funcion del tiempo de almacenamiento. El tamafio de
particula de las ER aumentd con el contenido de aceite y la concentracion de L, disminuyendo
con la aplicacion de tratamiento térmico. Los mayores niveles de homogeneidad de este
parametro se relacionaron con 10-15% de aceite de chia, exhibiendo todas las formulaciones
una buena y rapida dispersabilidad.

Los resultados obtenidos mostraron que la aplicacion de tratamiento térmico mejord la
proteccion del aceite de chia frente a la oxidacion de lipidos, en parte debido a las propiedades
antioxidantes y emulsionantes de los MRPs. El mayor t; se registro en el caso del sistema con
10% de aceite de chia, 20% de L, tratado térmicamente.

Estos resultados demuestran que las microcapsulas podrian constituir un sistema que permita
mejorar la estabilidad del aceite de chia a fin de ser utilizado como ingrediente funcional en el
desarrollo de alimentos.
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