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RESUMEN

La dieta cetogénica se ha indicado efectiva en el tratamiento de la epilepsia refractaria. Este régimen alimentario
promueve la ingesta de elevadas fracciones lipidicas, y bajas en carbohidratos y proteinas. El objetivo de este
trabajo fue obtener y caracterizar emulsiones de aceite en agua (O/W) para ser utilizadas en el desarrollo de
alimentos con elevado contenido lipidico, capaces de ser incluidos en la dieta cetogénica. Se formularon
emulsiones con distintas relaciones de aceite:carbohidratos+proteinas y distintas relaciones de fases. Se prepar6
una dispersion acuosa de harina de soja y se pre-emulsificd con aceite de arroz utilizando un homogeneizador
Ultraturrax. La pre-emulsion se sometid a 150 bar en un homogeneizador de valvula durante 1 o 5 etapas de
homogeneizacion. Las emulsiones resultantes fueron almacenadas en refrigeracion y en reposo. Todas las
emulsiones obtenidas presentaron distribuciones bimodales de tamafio de gotas y elevados valores de luz
dispersada. El aumento en el nimero de etapas de homogeneizacion permitid obtener emulsiones con
distribuciones de tamafio de particulas mas homogéneas. La mayoria de las emulsiones estudiadas resultaron
estables durante siete dias de almacenamiento. Las emulsiones formuladas resultan promisorias para desarrollar
alimentos con elevado contenido lipidico.

Palabras clave: Estabilidad de emulsiones O/W, Aceite de arroz, Harina de soja, alimentos con alto contenido
lipidico.

ABSTRACT

The ketogenic diet has been shown to be effective in the treatment of refractory epilepsy. This diet promotes the
ingestion of high lipid fractions, low in carbohydrates and proteins. The objective of this work was to obtain and
characterize oil-in-water emulsions (O/W) to be used in the development of foods with high lipid content,
capable of being included in the ketogenic diet. Emulsions with different ratios of oil: carbohydrates + proteins
and different phase rations were formulated. An aqueous dispersion of soybean meal was prepared and pre-
emulsified with rice oil using an Ultraturrax homogenizer. The pre-emulsion was then subjected to 150 bar in a
valve homogenizer during 1 or 5 homogenization steps. The resulting emulsions were stored under refrigeration
and at rest. All emulsions obtained showed bimodal droplet size distributions and high values of light scattered.
The increase in the number of homogenization steps allowed obtaining emulsions with more homogeneous
particle size distributions. Most of the studied emulsions were stable for seven days of refrigerated storage. The
formulated emulsions are promising for the development of foods with high lipid content.

Keywords: O/W emulsion stability, rice oil, soybean flour, high lipid content food.

INTRODUCCION
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La dieta cetogénica (DC) es un régimen alimentario donde el mayor aporte calorico proviene de los lipidos,
limitandose la ingesta de carbohidratos y proteinas. Los alimentos basicos incluidos en la dieta cetogénica son
crema de leche, manteca, mayonesa, aceite, queso, tocino y huevos, y se complementan con carne, pescado,
nueces, frutas y verduras. Sin embargo, para lograr la proporcion adecuada de macrocomponentes, se deben
conocer las cantidades y la composicién nutricional de cada uno de los alimentos ingeridos (Armeno et al.,
2014). La DC es una alternativa terapéutica actualmente aceptada para tratar pacientes epilépticos refractarios a
farmacos antiepilépticos ya sean nifios o adultos (Freeman et al., 1998, Kossoff et al., 2009, Stafstrom y Rho
2012). Pero, al mismo tiempo, es un régimen alimentario restrictivo y estricto, de dificil aceptacion y
continuidad para el paciente (Armeno et al., 2014). El desarrollo de productos alimenticios que respeten dichas
proporciones, en particular la formulacién de emulsiones O/W, se presenta como un desafio interesante para la
industria alimentaria. Las emulsiones O/W son sistemas termodinamicamente inestables cuyas caracteristicas y
propiedades dependen de la composicion de las fases acuosa y oleosa, de los compuestos tensioactivos, de la
técnica de emulsificacion y de las condiciones de almacenamiento, entre otros factores (McClements 1999). El
aceite de arroz es rico en acidos oleico, linoleico y palmitico, y también posee antioxidantes como tocoferoles,
[Joryzanol y tocotrienoles que han resultado ser beneficiosos para la prevencion de enfermedades
cardiovasculares (Kris-Etherton, 2002), por lo que resulta atractivo para utilizarse como fase oleosa en la
formulacion de emulsiones O/W. Si bien este aceite es ampliamente utilizado en paises asiaticos y en Estados
Unidos como aditivos en alimentos, productos farmacéuticos y en la produccion de piensos para animales
(Orthoefer, 2005). Por otra parte, estudios muestran que las proteinas de soja son capaces de formar y estabilizar
emulsiones (Kinsella 1979, Aoki et al., 1981). El empleo de harinas de soja con elevado contenido proteico, que
ademas contienen carbohidratos y lipidos, resulta promisorio para la formulacion de emulsiones O/W que
respeten las proporciones de nutrientes definidas por la dieta cetogénica. En este contexto, el obtener emulsiones
de aceite en agua (O/W) para ser utilizadas en el desarrollo de alimentos con elevado contenido lipidico, capaces
de ser incluidos en la dieta cetogénica; evaluando el efecto de la formulacion y del procesamiento sobre la
formacion y estabilidad de las emulsiones resultantes fueron realizadas.

MATERIALES Y METODOS

Materiales

El aceite de arroz de la firma Saman S.A. fue adquirido en la ciudad de Salto, Republica Oriental del Uruguay.
La harina de soja con alto porcentaje en proteinas fue suministrado por la firma América Pampa S.A. de la
ciudad de Buenos Aires, Argentina. Todos los reactivos empleados fueron de grado analitico.

Caracterizacion del aceite de arroz

Se determind la composicion de acidos grasos por cromatografia gaseosa (GC) de acuerdo al método
estandarizado [UPAC 2.302.

Caracterizacion de la harina de soja

Se determiné el contenido de agua mediante un determinador electronico a 105°C, el contenido proteico por
método Kjeldahl (N x 6,25), lipidos por el método de Soxhlet empleando n-hexano como solvente, cenizas por
método gravimétrico, carbohidratos por el método de diferencias y fibras por el método de filtro ceramico
(AOAC, 2005).

Preparacion de las emulsiones aceite en agua (O/W)

Se formularon emulsiones O/W empleando aceite de arroz como fase oleosa y una dispersion acuosa de harina
de soja como fase acuosa. Se obtuvieron emulsiones con diferentes relaciones cetogénica contenido lipidico:
contenido de carbohidratos+proteinas (5:1, 4:1 y 3:1 p/p) y diferentes relaciones de fases (phi) (0,2, 0,25 y 0,3).
La Tabla 1 muestra la cantidad de aceite de arroz, harina de soja y agua para cada una de las emulsiones
estudiadas.

104



VI Congreso Internacional de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos 2016 — Cérdoba, Argentina

Tabla 1. Formulaciones de las emulsiones O/W.

Relacién cetogénica (*)
5:1 4:1 3:1
phi =0,30 | phi=0,25 |phi=0,20| phi =0,25 | phi =0,20 | phi= 0,20
Aceite de arroz (g) 88,51 73,75 59,00 73,44 58,75 58,34
Harina de soja (g) 23,35 19,46 15,56 2432 19,46 25,94
Agua (g) 209,25 224,38 239,50 224,22 239,38 239,17

(*) Relacion cetogénica: contenido de lipidos: contenido de carbohidratos+proteinas.
Se pesd en un vaso de precipitado la harina de soja, se le incorpor6 % del agua destilada total de la formulacion
de la emulsion, la dispersion resultante se mantuvo en agitacion a 1180 rpm durante 1 hora con el objetivo de
hidratar los compuestos que conforman la harina. En otro vaso de precipitado se pes6 la cantidad de aceite
necesaria para cada una de las formulaciones. Transcurrido el tiempo de hidratacion de la harina, se trasvaso el
contenido de la dispersion al vaso que contenia el aceite. Con el "4 agua destilada restante se lavo el vaso que
contenia la dispersion y se lo trasvasé al vaso que contenia el aceite.
Se realizo la pre-emulsificacion utilizando un equipo UltraTurrax T18 con rotor SI8N-19G operado a 18,000
rpm por 90 s. La cantidad de emulsion ensayada para cada una de las formulaciones fue de 300 mL.
Las pre-emulsiones fueron homogenizadas a 150 bar usando un homogenizador de valvulas de altas presiones
hidroestaticas (Panda 2000, GEA), realizando 1 y 5 recirculaciones.
Las emulsiones obtenidas se sometieron a almacenamiento estanco en temperatura de refrigeracion (4°C) y al
resguardo de la luz.
Caracterizacion de las emulsiones
Distribucion de didmetro de particula y parametros D(4,3) y D(3,2)
La distribucion de diametros de particula y los parametros de diametro medio De Broucker D (4,3) y Sauter D
(3,2) de las particulas de las emulsiones fueron determinados utilizando un equipo de difraccion laser (Malvern,
Mastersizer 2000) a los dias 0 y 7.
Estabilidad de las emulsiones
La estabilidad de las emulsiones se determind cuantificando la dispersion de la luz que produce la muestra,
utilizando el equipo Turbiscan Formulation. Se realizaron determinaciones a las 0 y 7 dias El equipo cuantifica
el porcentaje de backscattering (%BS) en funcidn del largo del tubo (50-60 mm). A cada tiempo, se obtuvieron
los valores promedios de %BS en las zonas inferior (zona 1) y superior (zona 2) del tubo de cada una de las
emulsiones ensayadas, con el fin de determinar la estabilidad de las mismas.
Analisis estadistico
El analisis estadistico fue realizado mediante un ANOVA con un nivel de significancia del 5%. Se llevaron a
cabo comparaciones de medias de acuerdo al test de comparaciones multiples de Tukey con un valor de
significancia de 0,05. Se validaron los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas de los valores
experimentales de acuerdo a los Tests de Kolmogorov-Smirnov y de Levenne respectivamente, ambos con un
nivel de significancia del 5%. Todos los ensayos en este trabajo se realizan por triplicado.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion del perfil de acidos grasos del aceite de arroz

En la Tabla 2 se muestra la composicion de acidos grasos del aceite de arroz utilizado en este trabajo.
Aproximadamente el 75% de los acidos grasos de este aceite son insaturados, siendo los acidos oleico (C18:1) y
linoleico (C18:2) los mayoritarios. De los acidos grasos saturados, el palmitico (C16:0) es el mas abundante.
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Debido a su riqueza en acidos grasos insaturados, el aceite de arroz resulta susceptible de sufrir fenomenos de
auto-oxidacion y enranciamiento. A su vez, el perfil lipidico de este aceite provee a las dietas un mejor aporte
nutricional, sobre todo en la dieta cetogénica para pacientes epilépticos refractarios, donde es restringida la
ingesta de alimentos.
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Tabla 2. Perfil lipidico del aceite de arroz.

Acido graso Nombre Porcentaje (%)
C18:1 N-9 CIS acido Oleico (w-9) 40,18 + 2,05
C18:2 N-6 CIS acido Linoleico (w-6) 31,51+ 1,63

C16:0 acido Palmitico 16,7+ 1,11
C18:0 acido Estearico 1,91 £0,36
C18:3 N-3 acido Alfa Linolénico (w-3) 1,11 £0,05
C18:3 N-6 4cido Gama Linolénico (w-6) 0,71 £0,13
C20:1 acido Pualinico o Gondoico 0,53 +£0,03
C24:0 acido Lignocérico 0,46 £0,18
C20:3 N-6 acido Eicosatrienoico 0,3+0,14
C14:0 acido Miristico 0,22 +£0,02
C16:1 acido Palmitoleico 0,18 £0,05
C20:0 acido Araquidico 0,13 +£0,01
C17:0 acido Margarico 0,04 + 0,01

Caracterizacion de la harina de soja

En la Tabla 3 se presenta la composicion quimica porcentual de la harina de soja empleada en este estudio. Cabe
destacar que esta harina posee un elevado contenido proteico (= 50%) y que ademas posee cantidades
apreciables de carbohidratos (= 27%) y lipidos (= 6%). Esta informacion se tuvo en cuenta para formular cada

una de las emulsiones O/W con diferentes relaciones cetogénicas y relaciones de fases (phi) (Tabla 1). 107

Tabla 3. Composicion quimica porcentual de la harina de soja con elevado contenido proteico.

Componente | Porcentaje (%)
Proteinas 49,81 +£0,44
Carbohidratos 27,22 £0,05
Lipidos 6,45+0,01
Fibras 7,24 £ 0,65
Cenizas 6,06 £ 0,17
Humedad 3,22+0,27
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Caracterizacion de las emulsiones

Distribucion de didametro de particula y diAmetros promedio

Distribucion de diametros de particula

En la Figura 1 se muestran las distribuciones de didmetros de particulas de las emulsiones estudiadas en
funcion de sus formulaciones, numero de etapas de homogeneizacion realizadas y del tiempo de
almacenamiento. Todas las emulsiones presentaron inicialmente distribuciones bimodales de gotas,
apreciandose un pico de mayor proporcion alrededor de 17Jm y un pico menor alrededor de los 30 T'm
(Figuras 1.A y 1.B). Las distribuciones iniciales correspondientes a las emulsiones obtenidas empleando
solo una etapa de homogeneizacion (1.A) presentaron un hombro en la zona con valores menores de
diametro de particula que disminuye su apreciacion cuando se procesan con cinco etapas de
homogeneizacion (1.B). Asimismo, el pico de mayor tamafio (= 30 TJm) disminuye su proporcién cuando se
obtienen las emulsiones con cinco etapas de homogeneizacion. Estos resultados indican que se obtienen
particulas con didmetros méas homogéneos al aumentar el nimero de reciclos de homogeneizacion. Por otra
parte, no se observaron cambios apreciables en las distribuciones de diametros de particulas de las
emulsiones almacenadas en refrigeracion durante siete dias (Figuras 1.C y 1.D).
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Figura 1. Distribucion de didmetros de particulas de las emulsiones con diferentes relaciones cetogénicas
(5:1,4:1 y 3:1) y relaciones de fases (phi=0,20, 0,25 y 0,30) en funcién del nimero de reciclos de
homogenizacion y del tiempo de almacenamiento. (A) 1 reciclo, 0 dias de almacenamiento; (B) 5 reciclos, 0
dias de almacenamiento; (C) 1 reciclo, 7 dias de almacenamiento; (D) 5 reciclos, 7 dias de almacenamiento.

Diferencias entre valores de parametros D(4,3) y D(3,2)

Cuando los valores de D(4,3) y D(3,2) difieren considerablemente entre si se presume que las gotas
obtenidas resultan mas heterogéneas en tamafio y mas irregulares, mientras que cuando los valores de D(4,3)
y D(3,2) se aproximan da idea de tamafios de gotas mas pequefios, homogéneos, esféricos e uniformes
(Fabra et al., 2009). En la Tabla 3 se presentan las diferencias entre los didmetros medios De Broucker
D(4,3) y Sauter D(3,2) para cada una de las emulsiones estudiadas en funcién de sus formulaciones, nimero
de etapas de homogeneizacion realizadas y del tiempo de almacenamiento. Las diferencias entre los valores
iniciales (a t=0) de D(4,3) y D(3,2) son relativamente bajas, independientemente de la formulacion analizada
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(p>0,05). Al procesar las emulsiones con cinco reciclos de homogeneizacion se espera una disminucion en la
diferencia entre los dos pardmetros, ya que al introducir mayor energia al sistema provocaria una
disminucion del tamafio de la gota, obteniéndose particulas mas homogéneas y uniformes. Sin embargo, y en
base a los resultados obtenidos, no se observaron diferencias estadisticamente significativas (p>0,05) cuando
se produjo la emulsificacion en 1 o 5 etapas. Durante el almacenamiento estanco refrigerado, las emulsiones
en estudio no presentaron diferencias estadisticamente significativas (p>0,05) entre los valores de D(4,3)-
D(3,2).

Tabla 3. Diferencia entre los didmetros medios De Broucker D(4,3) y Sauter D(3,2) para cada una de las
emulsiones con diferentes relaciones cetogénicas (5:1, 4:1 y 3:1) y relaciones de fases (phi=0,20, 0,25 y
0,30) en funcion del niimero de reciclos de homogenizacion y del tiempo de almacenamiento.

Diferencia D(4,3) - D(3,2)
1 Etapa 5 Etapas

Formulacion
Tiempo (dias) Tiempo (dias)

0 7 0 7

5:1, phi=0,20 | 3,44 +1,78%® | 3,87+ 1,41® | 2,70 £ 1,14 | 2,66 + 1,05
5:1, phi=0,25 | 4,17 + 1,68 | 3,70 £ 0,62 | 2,10+ 0,60> | 2,13 + 0,56
5:1, phi=0,30 | 2,93 + 0,46 | 3,35+0,58" | 1,84+0,79° | 1,63 +0,35¢
4:1, phi=0,20 | 4,71 £0,75%¢ | 4,78 £0,80%° | 2,57 £0,92* | 2,75+ 1,01*
4:1, phi=0,25 | 4,24 + 0,66 | 4,36 +0,38% | 3,22 £2,31%° | 1,88 +0,4¢
3:1, phi=0,20 | 531 +1,51* | 6,16+1,86* | 3,17 +1,01> | 2,18 £1,22°

ab¢ Diferentes indices indican diferencias significativas (p<0,05).

Estabilidad de las emulsiones 110
En la Tabla 4 se muestran los valores promedios de backscattering en la zona inferior del tubo para cadauna ———
de las emulsiones estudiadas en funcion de sus formulaciones, numero de etapas de homogeneizacién

realizadas y del tiempo de almacenamiento. Todas las emulsiones, ya sean procesadas en 1 o 5 etapas de
homogeneizacion, resultaron estables durante el tiempo de almacenamiento estanco refrigerado. Sélo la

emulsion 5:1 phi=0,20 obtenida luego de una etapa de homogeneizacion presento signos de desestabilizacion
(disminucion abrupta del %BS) luego de 7 dias de almacenamiento.

Tabla 4. Valores promedios de backscattering (%BS) en la zona inferior del tubo para cada una de las
emulsiones con diferentes relaciones cetogénicas (5:1, 4:1 y 3:1) y relaciones de fases (phi=0,20, 0,25 y
0,30) en funcion del ntimero de reciclos de homogenizacion y del tiempo de almacenamiento.

Backscattering (%) en la zona inferior del tubo

1 Etapa 5 Etapas

Formulacion
Tiempo (dias) Tiempo (dias)

0 7 0 7

5:1, phi=0,20 79,62 4,812 [ 51,26+ 1,207 | 82,35+ 3,50 | 78,42 & 3,75%
5:1, phi=0,25 82,07 £2,16%4 [ 76,69 + 6,16¢ | 80,39 & 3,502 | 78,48 + 4,152
5:1, phi=0,30 82,34 +2,43%cd | 7943 +1,77%4 | 8439 + 0,46"¢ | 80,63 2,61
4:1, phi=0,20 81,70 = 1,334 [ 77,38 + 1,624 | 82,87+ 1,40° | 75,70 & 5,782
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4:1, phi=0,25 81,22 £ 0,414 | 77,67 £ 0,454 | 8526+0,95* [ 83,14 + 0,52
3:1, phi=0,20 78,15+ 1,84%<d | 7506+ 1,90%¢ | 83,47 £4,02% [ 80,95 + 3,25%¢d
abedef Dyiferentes indices indican diferencias significativas (p<0,05).

111




VI Congreso Internacional de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos 2016 — Cérdoba, Argentina

CONCLUSIONES

Se obtuvieron emulsiones O/W empleando aceite de arroz y dispersiones acuosas de harina de soja. El
aumento en el nimero de etapas de homogeneizacion permitié obtener emulsiones con distribuciones de
tamafio de particulas mas homogéneas. Todas las emulsiones estudiadas, excepto la 5:1 phi=0,20 procesada
en 1 etapa de homogeneizacion, resultaron estables durante siete dias de almacenamiento estanco
refrigerado. Las emulsiones formuladas resultan promisorias para desarrollar alimentos con elevado
contenido lipidico, aptos para incluir en dietas cetogénicas.
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