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RESUMEN

Los beneficios nutricionales de los 4cidos grasos omega-3 en muchos procesos bioldgicos
y metabolicos se han reflejado en un mayor consumo de suplementos dietarios y de
alimentos que los contengan. El aceite de chia constituye la fuente vegetal con el mayor
tenor de acidos grasos poliinsaturados, principalmente acido a-linolénico (omega-3
~65%). Sin embargo, uno de los mayores desafios en el desarrollo de alimentos
funcionales con aceite de chia esté relacionado con su adecuada preservacion por su alta
susceptibilidad al deterioro oxidativo. La microencapsulacion mediante complejacion
por inclusion con amilosa es una técnica novedosa para proteger dichos compuestos
sensibles de la influencia adversa del entorno quimico (O2, T, luz, pH, fuerza idnica). Se
basa en la inclusion de moléculas de lipidos dentro de la estructura de simple hélice de la
amilosa, induciendo la formacién de una estructura conocida como V-amilosa. Luego de
la asociacion inicial amilosa-lipido y segun las condiciones de reaccion, los complejos
obtenidos pueden adquirir un cierto grado de ordenamiento originando estructuras
cristalinas/semicristalinas.

El objetivo del presente trabajo fue obtener microparticulas de 4cidos grasos provenientes
de la hidrdlisis del aceite de chia mediante esta metodologia, evaluando la influencia de
las condiciones operativas (T, t) en la eficiencia del proceso. Para ello, se llevo a cabo la
hidrolisis enzimatica del aceite de chia utilizando una lipasa de Candida rugosa, siendo
monitoreada a través de la medicion de los acidos grasos liberados en funcion del tiempo.
Posteriormente, se prepararon los complejos de inclusion por el método alcalino,
utilizando almidon de maiz con alto contenido de amilosa (Hylon VII, 70% amilosa) y
distintas condiciones de temperatura (50, 70, 90 °C) y tiempo (2, 6 h) de reaccion. Los
complejos fueron secados por liofilizacion y caracterizados mediante difraccion de rayos-
X, calorimetria diferencial de barrido y espectroscopia de transmision de infrarrojo
(FTIR) con transformada de Fourier con reflexion total atenuada (ATR).

Los resultados obtenidos indicaron rendimientos masicos en un rango de 60 a 72%,
exhibiendo los diversos complejos patrones de difraccion de rayos-X con la presencia de
picos situados alrededor de 7,5; 13 y 20° (20), en concordancia con un patrén tipico de
V-amilosa. Los termogramas obtenidos mediante DSC presentaron una temperatura de
pico (Tp) comprendida entre 86 y 94 °C, observandose un incremento de la misma
principalmente con el aumento de la temperatura de la reaccion de complejacion ensayada
y valores de AH de ~8,0 J/g. A través de FTIR pudo corroborarse la desaparicion del pico
a 1742 cm™! correspondiente al enlace éster del aceite sin hidrolizar y la aparicion del pico
a 1707 cm™! correspondiente al grupo carboxilo de los acidos grasos liberados. Este tltimo



se observd también en los complejos obtenidos, aunque con una intensidad mas débil.
Los espectros de los diversos complejos originados a partir de los distintos pardmetros
operativos mostraron resultados similares. Por todo lo expuesto, estos complejos podrian
constituir potenciales sistemas de provision o vehiculizacion utiles para el
enriquecimiento de alimentos con dcidos grasos omega-3.
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1. Introduccion

Los beneficios nutricionales de los acidos grasos omega-3 sumados a la susceptibilidad
que presentan frente al deterioro oxidativo han despertado un creciente interés en el
desarrollo de métodos de encapsulacion para poder ser luego utilizados en formulaciones
de alimentos. Uno de estos métodos es la complejacion por inclusion con amilosa. La
amilosa, en presencia de ciertos ligandos, adopta una estructura de tipo hélice, con su
parte hidrofobica orientada hacia el interior en donde se halla la molécula complejada. De
acuerdo a las condiciones experimentales, estas hélices pueden ordenarse dando origen a
una estructura cuyo patron de difraccion se conoce como V-amilosa. Estos complejos, a
su vez, se pueden clasificar de acuerdo a su temperatura de fusion en tipo I 6 II con menor
0o mayor temperatura de fusion, respectivamente (Biliaderis, 1989; Karkalas, 1995).
Trabajos previos han demostrado la formacion de complejos amilosa-acidos grasos
poliinsaturados y sefialado que las condiciones de complejacion (pH, tiempo y
temperatura de cristalizaciéon, naturaleza del ligando) tienen incidencia en las
caracteristicas fisicoquimicas del material obtenido (Karkalas, 1995; Lalush, 2005; Seo,
2015). Sin embargo, en dichos estudios se han utilizado acidos grasos comerciales como
ligandos.

El objetivo del presente trabajo fue obtener y caracterizar complejos de amilosa con
acidos grasos provenientes de la hidrélisis enzimatica de una fuente natural (aceite de
chia), evaluando el efecto de las condiciones experimentales (tiempo y temperatura de
cristalizacion) en sus propiedades fisicoquimicas.

Dichos complejos podrian constituir un sistema de provision o vehiculizacion de acidos

grasos poliinsaturados aplicable al enriquecimiento de alimentos.



2. Materiales y métodos

2.1. Materiales

Para la realizacion del presente trabajo se utilizé almidon de maiz con alto contenido de
amilosa (Hylon VII, >70 % amilosa) (Ingredion Inc., USA) y aceite de chia (Solazteca
SDA S.A., Argentina), composicion relativa de acidos grasos: linolénico (65,4 %),
linoleico (18,0 %), palmitico (7,8 %), oleico (5,8 %), esteérico (2,6 %), araquidico (0,2
%) y eicosenoico (0,2 %). Para la hidrolisis enzimdtica se utilizé una enzima lipasa de
Candida rugosa Tipo VII (actividad >700 U/mg, 1 unidad hidroliza 1 pnEq de 4cido graso
enlhapH7,2a37°C)(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Todos los demaés reactivos
empleados fueron de grado analitico.

2.2. Hidrolisis enzimatica de aceite de chia

Se prepard una emulsion aceite de chia/agua destilada en una relacion 20 % p/p y se ajusto
el pH a 7 con NaOH 1 M. La reaccion de hidrolisis se inicié por medio de la adicion de
la enzima lipasa (4 g enzima/100 g aceite) y se llevo a cabo a una temperatura constante
de 37 °C con agitacion magnética a 400 rpm, en un frasco de vidrio color caramelo sellado
herméticamente con atmosfera de nitrégeno para disminuir posibles deterioros debido a
la oxidacion lipidica. A distintos intervalos de tiempo se tomaron alicuotas de la mezcla
de reaccion, se pesaron en un erlenmeyer y se enfrid en un bafio de hielo para detener la
reaccion. Se adicionaron 50 ml de una mezcla etanol/agua 50:50 v/v a 50 °C para disolver
el aceite y gotas de indicador fenolftaleina. La mezcla se titulé con una soluciéon de NaOH
0,1 Ny el porcentaje de acidos grasos liberados (expresados como acido oleico) se calculo
a partir de la siguiente ecuacion:

(Vnaor X Nygon % 28,2)
mx f

Acidos grasos libres (%) =

donde Vnaon es el volumen (ml) de NaOH requerido durante la titulacién; Nnaon es la
concentracion normal de NaOH; 28,2 es el factor correspondiente al 4cido oleico; m es la
masa (gramos) de mezcla de reaccion y f es la fraccion de aceite al inicio de la reaccion
(0,2). Una vez obtenido un valor constante de 4cidos grasos libres en funcién del tiempo,
la mezcla se trasvasd a una ampolla de decantacion y se efectuaron 3 extracciones con
hexano. Posteriormente se evapord el solvente a 30 °C bajo vacio utilizando un
evaporador rotatorio. La fraccion lipidica obtenida (hidrolizado) se almacen6 bajo

atmosfera de nitrégeno a -20 °C hasta su posterior utilizacion en la etapa de complejacion.



2.3. Formacion de los complejos amilosa-acidos grasos de chia

La preparacion de los complejos se basé en el método alcalino propuesto por Karkalas
(1995) con algunas modificaciones. Para ello, se disolvieron 6 g de almidén en 400 ml de
KOH 0,1 M a 100 °C. Por otro lado, se disolvieron 0,6 g del hidrolizado en 600 ml de
KOH 0,1 M a cada temperatura (50, 70 6 90 °C). Se mezclaron ambas soluciones y se
ajusto el pH de la mezcla a ~4,7 con HCI concentrado. La solucion obtenida se coloco en
un frasco de vidrio sellado herméticamente con atmosfera de nitrégeno y se mantuvo con
agitacion magnética (600 rpm) a los distintos tiempos y temperaturas especificados (2 6
6 h— 50, 70 6 90 °C). El precipitado obtenido se separd por centrifugacion (4000 g — 20
min) y los complejos se secaron por liofilizacion. El rendimiento porcentual se calculd
como la masa de complejos (g) obtenida luego de la liofilizacion respecto de la cantidad
inicial de almidon e hidrolizado utilizados en la etapa de complejacion.

2.4. Contenido de acidos grasos C18:2 y 18:3 por cromatografia gaseosa (CG)

El contenido de &cidos grasos C18:2 y 18:3 en los complejos se determin6 de acuerdo al
método utilizado por Lalush (2005) con ciertas modificaciones. Para ello, se pesaron 15
mg de muestra, se adicionaron 4 ml de HCl/metanol 10 % (v/v) y se calent6 en tubo
sellado a 100 °C durante 20 min. Luego se enfrid y se adicionaron 2 ml de agua destilada
y 1 ml de hexano calidad HPLC. Los tubos se centrifugaron 15 min a 3000 rpm. Se filtré
la fraccion de hexano y luego se analizd por cromatografia gaseosa utilizando un equipo
Agilent Technologies 7890 A. Columna capilar DB-23 (largo 30 m, diametro 0,25 mm y
espesor 250 um), temperatura del inyector 250 °C, temperatura del detector 280 °C.
Programa de temperatura: 50 °C — 1 min, 25 °C/min hasta 175°C, 4 °C/min desde 175 °C
hasta 230 °C, 230 °C — 15 min. Se utilizd6 un estandar externo marca Supelco 37
Component FAME Mix. La determinacion cuantitativa de 4cidos grasos C18:2 y 18:3 en
los complejos se realizo mediante la comparacion de areas de las muestras con respecto
a los patrones de ésteres metilicos de acido linoleico y linolénico de concentracion
conocida (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

2.5. Difraccion de rayos-X (DRX)

Las determinaciones de difraccion de rayos-X se llevaron a cabo con un difractometro de
polvos Phillips PW 3710. Las condiciones de operacion fueron: radiacion CuKai, voltaje
40 kV y una corriente de 40 mA. Las muestras fueron sometidas a un barrido en un rango

de 5 —35° (20) en etapas de 0,02° cada 2 segundos.



2.6. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Los ensayos de DSC se llevaron a cabo en un calorimetro MDSC Q-200 (TA Instruments;
New Castle, DE, USA). Para ello, se prepararon suspensiones de los polvos en agua
destilada (1:4 complejo/agua), se pesaron aproximadamente 10 mg en capsulas de
aluminio usando una balanza analitica Mettler AE 240 (£0,01 mg), se cerraron
herméticamente y se dejaron reposar durante 24 h. Para obtener los termogramas de DSC,
las muestras se equilibraron 1 min a 20 °C y luego se calentaron hasta 150 °C a una
velocidad B = 5 °C/min, empleando una capsula de aluminio vacia como referencia. El
analisis de los resultados se hizo a través del software TA Universal Analysis 2000.

2.7. Espectroscopia de transmision de infrarrojo con transformada de Fourier con
reflexion total atenuada (FTIR-ATR)

Se colocaron aproximadamente 5 mg de cada muestra en el portamuestras de un
espectrometro FTIR-ATR Thermo Nicolet iS10 (Thermo Scientific, MA, USA). Los
espectros se registraron en un rango comprendido entre 4000 — 500 cm™!, 64 escaneos con
una resolucion espectral de 4 cm™, usando el software OMNIC (version 8.3, Thermo
Scientific, MA, USA).

2.8. Analisis estadistico

Los analisis se hicieron por duplicado y los resultados se analizaron por medio de un
analisis de varianza (ANOVA) usando el software estadistico Statgraphics. Se aplico el

test de Tukey (p < 0,05) para la comparacion de medias.

3. Resultados y discusion

3.1. Hidrolisis enzimatica

El objetivo de la hidrolisis fue obtener moléculas mas simples (acidos grasos libres) a
partir de los triacilgliceroles del aceite de chia. Los 4cidos grasos, mono y diacilgliceroles
se pueden complejar con la amilosa, no siendo asi el caso de los triacilgliceroles (Eliasson,
1994).

La reaccion de hidroélisis del aceite de chia presentd un comportamiento sigmoidal en
funcién del tiempo: durante la primera hora se observo un rapido incremento del grado
de hidrolisis y al cabo de 4 — 5 h se registraron valores constantes en el tenor de acidos
grasos libres. La reaccion se detuvo luego de transcurridas 5 h, momento en el que se
alcanz6 un 78 % de acidos grasos libres (expresados como acido oleico). La efectividad
hidrolitica de la lipasa de Candida rugosa fue previamente informada (Freitas, 2007) y

podria atribuirse al hecho de ser una enzima no especifica, es decir, dicha enzima cataliza



la hidrolisis de los triacilgliceroles de modo aleatorio, sin mostrar especificidad en
relacion a la posicion en la que los acidos grasos se hallan esterificados en la molécula de
glicerol.

La fraccion lipidica obtenida luego de la extraccion con hexano presentd un contenido
relativo de 65 y 18 % en 4cidos linolénico (C18:3) y linoleico (C18:2), respectivamente.
Este hecho denota que la hidrolisis no modifico el perfil de acidos grasos respecto del
aceite inicial y el hidrolizado obtenido pudo utilizarse como fuente de acidos grasos
omega-3 y omega-6 en la posterior etapa de complejacion.

3.2. Rendimiento y contenido de acidos grasos C18:2 + 18:3

En la Tabla 1 se puede apreciar que el rendimiento masico de los complejos obtenidos
bajo las distintas condiciones operativas (T, t) estuvo comprendido entre 62 'y 72 %, con
un contenido de 18:2 + 18:3 de 2,5 — 3,8 %. Estudios previos obtuvieron rendimientos de
~52 %, con un contenido de acidos grasos igual a 2 — 3,5 % (complejos preparados bajo

el método alcalino con acido linoleico conjugado como ligando) (Lalush, 2005).

Tabla 1. Rendimiento masico del proceso de complejacion amilosa-adcidos grasos
poliinsaturados de chia a distintos tiempos y temperaturas de cristalizacion
Rendimiento masico %

i . . 2+ 18:
Temperatura  tiempo (g complejo/g almidon + g C18:2 +18:3

(°O) (h) cidos grasos) (g/100 g complejo)
50 2 69,4+0,2%° 2,5+0,4°
6 72,141,1° 3,340,0*
70 2 66,7+3,5% 2,8+0,0?
6 67,0£1,6% 3,240,1%
90 2 62,5+3,2% 3,1£0,0%
6 62,9+1,8° 3,8+0,0°

Se observo una disminucion significativa (p < 0,05) del rendimiento en funcion del
aumento de la temperatura de cristalizacion, mientras que el factor tiempo no tuvo un
efecto estadisticamente significativo (p > 0,05).

El contenido de C18:2 + 18:3 en el producto final mostré una tendencia creciente a
medida que se incrementaron tanto el tiempo como la temperatura de cristalizacion,
principalmente desde 50 a 90 °C. Esta tendencia también fue observada por Seo (2015)
para complejos amilosa-acido linoleico y amilosa-linolénico. Esto puede deberse a que el
incremento de la temperatura aumenta la movilidad de las cadenas de almidon
favoreciendo su contacto con las moléculas de acidos grasos, lo que facilita la formacién

de los complejos de inclusion (Seo, 2015).



3.3. Difraccion de rayos-X

En la Figura 1 se pueden visualizar los difractogramas obtenidos para los distintos
complejos de inclusion. En el caso del almidon de maiz de alta amilosa Hylon VII en su
forma nativa se obtuvo un patrén tipico de B-amilosa, con un pico de mayor intensidad
situado a ~17° (20) y otros menores a ~19,7 y ~22° (Fig. 1.a). Este patron coincide con el
publicado por Lesmes (2008).

Los complejos preparados a los distintos tiempos (2 y 6 h) y a las tres temperaturas de
cristalizacion (50, 70 y 90 °C) mostraron patrones de difraccion distintos al del almidon
nativo, con dos picos principales situados alrededor de ~13 y ~20° y uno de menor
intensidad a ~7,5° (20), tipicos de la forma V-amilosa. Los difractogramas de las muestras
preparadas bajo las diferentes condiciones experimentales fueron similares entre si, por
lo que solo se muestran los correspondientes a 2 h de cristalizacién a las distintas

temperaturas.
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Figura 1. Patrones de difraccion de rayos-X de: (a) almidén de maiz de alta amilosa
nativo y (b) complejos preparados durante 2 h a 90 °C, (c) 70 °C y (d) 50 °C.

La formacion de complejos amilosa-acidos grasos insaturados fue previamente
confirmada por distintos autores (Karkalas, 1995; Lalush, 2005; Seo, 2015), quienes
emplearon 4acidos grasos puros (comerciales) como ligando. En nuestro caso, el material
a encapsular (hidrolizado de aceite de chia) consiste en una mezcla de 4cidos grasos
compuesta principalmente por acidos linolénico y linoleico ademas de otros dcidos grasos
minoritarios. Si bien su composicion es mas compleja, el material hidrolizado confirmo

la formacioén de un patrén de tipo-V con la amilosa.



3.4. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Se evaluo el efecto de las distintas condiciones de tiempo y temperatura de cristalizacion
sobre las propiedades térmicas de los complejos. Los termogramas obtenidos (Figura 2)
presentaron una unica endoterma, con una temperatura de pico (Tp) comprendida entre
86 y 94 °C y una entalpia promedio de ~ 8 J/g (b. s.). No se encontraron diferencias
significativas (p > 0,05) entre las entalpias obtenidas bajo las distintas condiciones
experimentales. Las Tp de los complejos estuvieron en el rango de temperaturas
informadas en la literatura para complejos amilosa-lipidos (Karkalas, 1995; Lalush, 2005)
Se encontrdé un efecto significativo (p < 0,05) de la temperatura y del tiempo de
cristalizacion asi como de la interaccion entre ambos factores. Los complejos de inclusion

obtenidos a 90 °C —2 h 'y 90 °C — 6 h presentaron los mayores valores de Tp.
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Figura 2. Termogramas de DSC de los complejos de inclusion amilosa-lipidos obtenidos
a distintas condiciones operativas (t, T).

El efecto de la temperatura de reaccion en la Tp de complejos amilosa-lipidos ha sido
informado por varios autores (Karkalas, 1995; Seo, 2015; Marinopoulou, 2016). A bajas
T hay una répida velocidad de nucleacion dando origen a un acomodamiento aleatorio de
las cadenas helicoidales favoreciendo la formacion de polimorfos tipo I (de menor Tp),
mientras que a altas T la velocidad de nucleacion es lenta promoviendo la formacion de
estructuras mas ordenadas (tipo II, con mayor Tp) (Biliaderis, 1989). En la Figura 2 se

puede observar que los termogramas estan compuestos por una Unica endoterma amplia



no pudiéndose realizar una distincion entre polimorfos I y II. Dado que el material
hidrolizado estd compuesto por una mezcla de acidos grasos y teniendo en cuenta que la
Tpde los complejos amilosa-lipido varia con el grado de insaturacion (Karkalas, 1995), la
amplitud de las endotermas observada en la Fig. 2 podria atribuirse a una superposicion
de picos cuyas Tp son muy cercanas entre si.

3.5. Espectroscopia de transmision de infrarrojo con transformada de Fourier con
reflexion total atenuada (FTIR-ATR)

El aceite de chia, el material hidrolizado, el almidon con alto tenor de amilosa y los
complejos de inclusion obtenidos fueron analizados por FTIR-ATR. En la Figura 3.a
(espectro del aceite de chia) se puede apreciar un pico principal situado a 1742 cm’!
asociado al enlace éster. Cuando se lo compara con el hidrolizado, se verifica la
desaparicion de este pico y la aparicion de uno a 1707 cm™!, originado por el grupo
carboxilo de los 4cidos grasos liberados en la reaccion enzimatica. Los complejos
obtenidos bajo las distintas condiciones experimentales arrojaron espectros similares
entre si, por lo que solo se muestra el correspondiente a 2 h - 90 °C. En el mismo puede
observarse atn presente el pico de 1707 cm™!, aunque con una intensidad mucho menor,
indicando la presencia del grupo carboxilo de los acidos grasos en los complejos (Figura

3.0).
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Figura 3. Espectros de FTIR-ATR de: (a) aceite de chia, (b) hidrolizado, (¢) complejo
amilosa-lipido preparado 2 ha 90 °C y (d) almidon de maiz con alto contenido de amilosa.
4. Conclusiones

A partir del presente trabajo se han obtenido complejos de inclusion de amilosa-lipidos,

con un importante contenido de acidos grasos omega-3 y 6 provenientes del aceite de



chia. La temperatura de cristalizacion fue el parametro que presenté una mayor influencia
en las caracteristicas finales de los complejos de inclusion obtenidos. Las propiedades
térmicas de dichos complejos evidenciaron Ty superiores a 86 °C lo que sugiere que los
mismos podrian constituir un sistema de provision de acidos grasos omega-3 y omega-6

para su incorporacion en alimentos sometidos a tratamiento térmico.
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