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Resumen

En los ultimos afos existe una busqueda y revalorizacion de sustratos
provenientes de fuentes naturales que presenten constituyentes y/o productos
derivados aplicables al desarrollo de alimentos, los cuales incidan en la nutricion
mediante el aporte simultaneo de efectos benéficos para la salud. En ese contexto
se encuentra la chia (Salvia hispanica L.), especie vegetal originaria del sudeste de
EEUU y noroeste de América Central (México, Guatemala). Los pueblos asentados
en esas regiones han consumido las semillas de este cultivo desde épocas
precolombinas habiendo constituido un elemento basico de la dieta de los pueblos
azteca y del oeste norteamericano. En nuestro pais, su creciente expansion en las
provincias del noroeste puede representar un aporte tendiente a la diversificacion de
la produccién agricola, con el consecuente impacto socioecondémico en dicha region.
Asi, las cualidades nutricionales de la semilla de chia y de los productos derivados
de la misma han comenzado a ser revalorizados dado su elevado contenido de
acidos grasos -3, fibra dietaria, proteinas y antioxidantes, ofreciendo una nueva
oportunidad para mejorar la nutricion humana.

Los aceites vegetales comestibles constituyen un componente importante en
nuestra alimentacién, cuya variedad y consumo depende de la disponibilidad de la
materia prima en cada pais y regidn. No obstante la variedad de especies
oleaginosas, el mayor consumo esta representado por los aceites de palma, soja,
colza y girasol. Actualmente, es reconocido el aporte de los lipidos a la salud y
bienestar, lo cual esta determinado fundamentalmente por su composicién. Asi, se
ha demostrado que tanto el perfil de acidos grasos, especialmente los niveles
relativos de 4&cidos grasos w-9, w-6 y w-3 asi como la presencia de algunos
componentes minoritarios, pueden ejercer una influencia positiva en las funciones
fisiologicas de nuestro organismo. En los ultimos afios, se ha registrado un
incremento en la busqueda de fuentes vegetales subutilizadas, a partir de las cuales
puedan obtenerse aceites con una elevada proporcién de acidos grasos de alto valor
nutricional. En este sentido, las semillas de chia son una fuente interesante ya que
su aceite presenta un elevado tenor de acidos grasos esenciales, cuya incorporacion
en la dieta permitiria disminuir la incidencia de enfermedades coronarias, asi como
de otras enfermedades (diabetes, sindrome metabdlico, enfermedades de la piel,

procesos inflamatorios, desérdenes del sistema inmunolégico, cancer, depresion).
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Resumen

En funcidén de las consideraciones realizadas, en este trabajo de Tesis se
propuso desarrollar el estudio de la caracterizacion de la semilla y de la obtencion
del aceite de chia mediante procesos convencionales (prensa, extraccion por
solventes) y a partir de nuevas tecnologias (extraccion por fluidos supercriticos),
evaluando los distintos aspectos que inciden en su calidad global asi como
investigar un mayor y mejor aprovechamiento y aplicacion de sus componentes para
la obtencidn de alimentos funcionales, benéficos para la salud del consumidor.

En el Capitulo |, se presenta una introduccion sobre Salvia hispanica L.,
describiendo el origen y los antecedentes historicos de esta especie, las principales
caracteristicas botanicas y el manejo agrondmico del cultivo, asi como la
composicién quimica y nutricional de la semilla de chia, los aspectos legislativos y
los usos actuales. Ademas, se describen las propiedades fisicas y la composicion
quimica de las semillas (nuculas) analizadndose los aspectos mas relevantes
relacionados con los aceites vegetales comestibles, en cuanto a su importancia en
la alimentacién, composicidn, estructura asi como los procesos convencionales y
alternativos de extraccion.

En el Capitulo Il, se realiza una caracterizacion de las semillas de chia
oscuras y blancas provenientes de dos origenes geograficos diferentes (Argentina y
Guatemala) en lo referido a sus aspectos morfolégicos mediante el estudio de su
forma y tamano (largo, ancho y espesor, diametro geométrico, area superficial
especifica, relacion de aspecto), propiedades gravimétricas (peso de mil semillas,
densidad real, densidad aparente, porosidad, diametro equivalente, esfericidad) asi
como en sus propiedades friccionales (angulo de reposo y coeficiente estatico de
friccion). Por otra parte, se analiza la microestructura a través de observaciones de
las semillas enteras y de cortes longitudinales de las mismas mediante microscopia
electronica de barrido (SEM), realizandose ademas su caracterizacion fisicoquimica.

En el Capitulo lll, se analizan los procesos convencionales de obtencidn de
aceite de chia (extraccion por solventes y prensado), estudiando la influencia de los
mismos sobre los componentes mayoritarios (composicion acidica y triacilgliceridica)
y minoritarios (tocoferoles, antioxidantes fendlicos, fosfolipidos, ceras, metales) del
mismo, sus indices de calidad y genuinidad asi como sus propiedades térmicas

(curvas de fusidon) mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC).
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Resumen

En el Capitulo IV, se describe el estudio del proceso de extraccion de aceite
de chia mediante SC-CO; realizado -como una alternativa a los métodos
convencionales- a partir de semillas provenientes de Argentina y de México y se
evaluan las principales caracteristicas fisicoquimicas de los aceites obtenidos.
Ademas, se analiza la incidencia de las diferentes variables operativas (temperatura,
presion y tiempo de extraccion) sobre dicho proceso aplicando la Metodologia de
Superficies de Respuesta (MSR).

En el Capitulo V se investiga la estabilidad oxidativa y las condiciones de
conservacion mas adecuadas de este sustrato con alto contenido de acidos grasos
poliinsaturados, analizando la eficiencia de la adiciébn de ciertos antioxidantes
naturales (extractos de romero y de té verde, tocoferoles) y de palmitato de
ascorbilo, solos o en diferentes combinaciones con respecto al deterioro oxidativo
del aceite de chia.

Finalmente, se exponen las Conclusiones generales obtenidas a partir de

este trabajo de Tesis y en base a ellas, las Perspectivas futuras.
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Capitulo 1 Introduccion general

En la historia de la civilizacion, las modificaciones del modo de vida fueron
acompanadas por cambios en los habitos alimenticios. La alimentacién actual es
muy diferente a la tipica dieta del periodo Paleolitico (2.000.000 - 10.000 a.C.), la
cual se basaba en alimentos de origen vegetal y animal en proporciones similares,
conteniendo altas concentraciones de proteinas y fibra asi como bajos o0 moderados
tenores de carbohidratos y de grasas. Los cambios mas importantes tuvieron lugar
con el inicio de la actividad agricola y posteriormente durante la Revolucion Industrial
(Simopoulos, 1998). En la actualidad, las modernas dietas occidentales se
caracterizan por un elevado consumo de grasas saturadas, acidos grasos frans 'y
w-6, asi como por una deficiencia en acidos grasos w-3. La relacion w-6:w-3, que
actualmente es de 10:1 a 20:1, en el periodo Paleolitico se ubicaba en valores
cercanos a 1:1 (Eaton y col., 1998). Por otra parte, la agricultura moderna ha logrado
aumentar la produccion de los granos tradicionales de cereales y oleaginosas (trigo,
cebada, girasol, maiz, soja, entre otros), siendo elevada la dependencia de
relativamente pocas especies vegetales y animales, o que nos ubica en una
situacion muy precaria (Cordain, 1999).

Los aceites vegetales comestibles constituyen un componente importante en
nuestra alimentacion, cuya variedad y consumo depende de la disponibilidad de la
materia prima en cada pais y region. Ahora bien, no obstante la variedad de
especies oleaginosas, el mayor consumo esta representado por los aceites de
palma, soja, colza y girasol con 40,2; 37,5; 18,4 y 9,0 millones de toneladas al afo,
respectivamente, lo que representa aproximadamente el 83% del total de aceites
consumidos mundialmente (American Soybean Association, 2009). Por otra parte, es
reconocido el aporte de los lipidos en nuestra salud y bienestar, el cual esta
determinado fundamentalmente por su composicion. Asi, se ha demostrado que
tanto el perfil de acidos grasos -especialmente los niveles relativos de acidos grasos
w-9, w-6 y w-3- como algunos componentes minoritarios ejercen una influencia
positiva a nivel fisiolégico en el organismo humano (Moreau y Kamal-Eldin, 2009).
En los ultimos afos se ha registrado un mayor incremento en la busqueda de
fuentes vegetales subutilizadas, a partir de las cuales puedan obtenerse aceites con
una elevada proporcién de acidos grasos de alto valor nutricional.

En este sentido, las semillas de chia (Salvia hispanica L) son el recurso natural
de origen vegetal con mayor contenido de acidos grasos w-3 (60% de acidos grasos

totales del aceite) conocido hasta el momento, ademas de ser una buena fuente de
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proteinas, fibra, minerales, vitaminas y antioxidantes (Ayerza y Coates, 2005). Estas
caracteristicas nutricionales han conducido a un creciente interés por este cultivo y
por los productos obtenidos a partir del mismo, asi como sobre su potencial

aplicacion en la industria alimentaria.

1. La chia
1.1. Origen y antecedentes histéricos

Salvia hispanica L. es una especie originaria de Mesoameérica cuya mayor
diversidad genética se presenta en la vertiente del Océano Pacifico (Miranda, 1978;
Cahill, 2004). Beltran-Orozco y Romero (2003), especificamente indican que la
misma es originaria de las areas montafosas del oeste y centro de México. Las
fuentes indigenas disponibles previas a 1519, fecha de la llegada de los espafioles a
territorio mexicano, muestran una fuerte relacién etnobotanica entre la chia y varias
culturas mesoamericanas. Si bien ninguna fuente afirma de manera categérica que
la chia sea originaria de un lugar especifico, existe una alta probabilidad que la
semilla sea originaria de los territorios que actualmente ocupan la Republica
Mexicana y Guatemala (Tecante 2010, comunicacion personal).

S. hispanica L. es comunmente conocida como chia, siendo esta palabra una
adaptacion espafiola al término nahua chian o chien (plural), término que en nahuatl
significa “semilla de la que se obtiene aceite” (Watson, 1938). La chia cultivada por
los Nahuas a la llegada de los espafioles a América asi como la que actualmente se
siembra en Argentina, Bolivia y México, corresponde a S. hispanica L. Sin embargo,
también se aplica el término chia a un cierto numero de otras plantas nativas de
México y de los Estados Unidos pertenecientes a otras especies del género Salvia,
asi como al género Hyptis y Amaranthus. Esta confusion pudo haber ocurrido en el
periodo postcolombino cuando el sistema botanico de clasificacion Nahua fue
abandonado (Ayerza y Coates, 2005).

Existes evidencias que demuestran que la semilla de chia fue utilizada como
alimento hacia el afio 3500 (a.C.) siendo cultivada en el Valle de México entre los
afos 2600 y 900 (a.C.) por las civilizaciones teotihuacanas y toltecas. Asimismo, fue
uno de los principales componentes de la dieta de los Aztecas junto con la quinoa, el
amaranto, el maiz y alguna variedad de porotos (Rodriguez Vallejo, 1992). La
importancia de estos cuatro cultivos en la dieta azteca esta bien fundamentada en el

Codex Florentino escrito en tiempos de la conquista de América entre 1548 y 1585
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por Fray Bernardino de Sahagun, titulado Historia general de las cosas de Nueva
Esparia, en el cual se describen algunos aspectos relacionados con la produccion,
comercializacién y usos de la chia (Figura 1.1). La chia era utilizada como materia
prima para la elaboracién de medicinas, alimentos y pinturas, asi como en ofrendas
a los dioses durante las ceremonias religiosas (Sahagun, 1579). Tenochtitlan, la
capital del Imperio Azteca, recibia entre 5000 y 15000 t de chia anualmente como
tributo de los pueblos conquistados (Codex Mendoza, 1542). Con respecto a los
Mayas, no existe evidencia que la chia fuera cultivada en el apogeo de su
civilizacion (800 a.C. a 900 d.C), aunque la existencia de un intenso comercio entre
los centros Teotihuacanos y Mayas durante varios siglos hacen suponer que la chia
también era conocida por este pueblo precolombino, el cual ocup6 una gran parte de
México, Guatemala, Honduras y El Salvador (Ayerza y Coates, 2005).

Figura 1.1. Imagen tomada del

Codex Florentino ilustrando la
planta chia (Sahagun, 1579)

Con la llegada de los espafoles, las tradiciones de los nativos fueron
suprimidas y la mayor parte de su agricultura intensiva y de su sistema de
comercializaciéon destruidos. Muchos cultivos que habian tenido la mayor
preponderancia en las dietas precolombinas fueron prohibidos por los espanoles
debido a su estrecha asociacion con los cultos religiosos y reemplazados por
especies exoticas (trigo, cebada, arroz, entre otras) demandadas por los
conquistadores (Soustelle, 1955; Engel, 1987). Asi, de los cuatro cultivos basicos de

la dieta azteca, la chia y el amaranto perdieron sus lugares privilegiados y casi
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desaparecieron, siendo los efectos de la persecucion espafola mayores sobre la
chia que sobre el amaranto. Este ultimo, conocido como kiwicha en quechua y
gmasa en aymara, fue también uno de los principales cultivos del Imperio Inca,
contemporaneo de los Aztecas. Asi, el desarrollo paralelo del cultivo en las dos
civilizaciones indudablemente aumentd la supervivencia del amaranto comparado
con el de la chia (National Research Council, 1989). Otro factor que contribuyé a la
persistencia del maiz, el poroto y el amaranto -a diferencia de la chia- se relaciona
con los requerimientos fotoperiddicos correspondientes a cada uno de estos cultivos.
Las tres primeras especies son insensibles o poco sensibles a un fotoperiodo en
particular pudiendo florecer y completar su ciclo de cultivo tanto en Espafia como en
otros paises europeos. En cambio, la chia es una planta de dia corto, cuya floracion
sblo puede ser lograda en los paises europeos durante el periodo de heladas o
cercano a ellas, a las cuales no es tolerante. Asi, este requerimiento fisiolégico
impidié que la chia fuera cultivada en el Viejo Mundo (Ayerza y Coates, 2005).

Sin embargo, esta especie logré6 sobrevivir a la persecucion de los
conquistadores espafoles debido a la conservacibn de algunas tradiciones
precolombinas por parte de pequefos grupos de descendientes de las naciones
Nahua. Asi, estos pueblos lograron vencer a los conquistadores y las presiones de la
cultura impuesta permaneciendo aislados en el sudoeste de México y las zonas
montafiosas de Guatemala. Actualmente, los descendientes de los Nahua y de los
Mayas utilizan este grano ancestral en una popular bebida denominada chia fresca,
aunque su preparacion difiere de la realizada por los antiguos Mexicans (Ayerza y
Coates, 2005).

Con respecto al periodo postcolombino, existen algunas referencias tales como
datos censales de 1780, asi como la Nueva farmacopea de México (1874) y las
estadisticas del Departamento de Agricultura publicadas por la Secretaria Mexicana
de Agricultura y Promocion desde 1932 a 1935 que citan a la chia entre los cultivos
realizados en México (Cortéz y Larraz, 1958; American Journal of Pharmacy, 1885;
Rulfo, 1937). Durante muchos afos las semillas de chia fueron comercializadas
solamente en los mercados mexicanos y utilizada como materia prima para la
elaboracion de la bebida denominada “chia fresca”, la cual era consumida por
razones étnicas o religiosas. En 1965 la chia comenzé a estar disponible en
comercios dietéticos del sudeste de California y Arizona (Hicks, 1966) y hacia finales

de los afnos 1980s se comenzd a comercializar en los Estados Unidos un alimento
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para mascotas (Chia Pets), incrementandose la demanda de las semillas y
posibilitando la venta mayoritaria de su produccion.

En 1991 se inicié el Proyecto Regional del Noroeste de Argentina con el fin de
identificar y llevar a produccién comercial nuevos cultivos industriales que pudieran
ayudar a diversificar la produccion agricola e incrementar las ganancias de los
agricultores de dicha regiéon. Desde su comienzo, organizaciones privadas y
gubernamentales tanto de los Estados Unidos como de Argentina han trabajado en
este proyecto en forma cooperativa. En virtud de ello se identificaron seis especies
con un potencial significativo para la region: chia, lesquerella (Lesquerella fendleri
(Gray) S. Wats), vernonia (Vernonia galamensis (Cass.) Less), y chan (Hyptis
Suaveolens L.), todas fuentes de aceites industriales; guayule (Parthenium
argentatum Gray), fuente de caucho, resinas y latex; y kenaf (Hibiscus cannabinus
L.), materia prima para papeles y diarios. Durante el curso del proyecto, la chia fue
identificada como la especie mas promisoria, siendo solo esta utlima y la lesquerella
cultivadas comercialmente (Ayerzay Coates, 2005).

Paralelamente, los resultados de las investigaciones cientificas acerca de los
efectos negativos de las grasas saturadas, los acidos grasos trans y el desbalance
entre los acidos grasos w-6 y w-3 en la dieta occidental asi como los beneficios del
consumo de w-3 para prevenir enfermedades cardiovasculares, depresion, cancer y
otras patologias, comenzé a ser cada vez de mayor interés. Asimismo, la
informacion sobre la chia describiéndola como una fuente natural de este tipo de
acidos grasos, antioxidantes y fibra dietaria acrecenté las expectativas en torno a su
cultivo. En virtud de ello, su uso como alimento comenzé a expandirse fuera de
México (Ayerza y Coates, 2005).

La ciencia actual permite explicar por qué las antiguas civilizaciones
consideraban a la chia un componente basico de su dieta. La composiciéon quimica y
el valor nutricional asociado, le confieren un gran potencial para incorporarla a los
mercados alimenticios e industriales. A su vez, la informacion tecnoldgica ha dado
una excelente oportunidad para desarrollar una industria agricola capaz de ofrecer al

mundo un “cultivo nuevo y antiguo a la vez” (Ayerza y Coates, 2005).



Capitulo 1 Introduccion general

1.2. Ubicacion sistematica y caracteristicas botanicas
Segun la clasificacion taxonomica propuesta por Linneo, la posicion
sistematica de la chia (Salvia hispanica L.) es la siguiente:
Reino: Vegetal o Plantae
Division: Magnoliophyta o Angiospermae
Clase: Magnoliopsida o Dicotyledoneae
Orden: Lamiales
Familia: Lamiaceae
Subfamilia: Nepetoideae
Tribu: Mentheae
Género: Salvia

Especie: hispanica

La familia Lamiaceae cuenta con 170 géneros y mas de 3000 especies de
amplia distribucion en regiones tropicales y templadas, de las cuales en Argentina
existen alrededor de 26 géneros (Burkart, 1979). Son hierbas anuales o arbustos
perennes, que contienen aceites esenciales en los pelos glandulares de sus hojas y
tallos, motivo por el cual han sido domesticadas para ser utilizadas como
condimentos y en la elaboracién de perfumes. Segun Ledn (1987), la mayoria de las
especies cultivadas se originan en la regién mediterranea: Rosmarinus officinalis,
Lavandula angustifolia, L. latifolia, Salvia sp., Mentha sp., Origanum vulgare, O.
majorana, Ocimum basilicum, Thymus vulgaris y otros. Muchas labiadas se cultivan
por su follaje ornamental, como Coleus spp., 0 por sus flores, como es el caso de
Salvia sp. En Mesoamérica, las semillas de ciertos Hyptis y Salvia se usan en la
preparacion de refrescos (Ledn, 1987).

El género Salvia incluye unas 900 especies y se distribuye extensamente en
varias regiones del mundo, tales como Sudafrica, América Central, América del
Norte, Sudamérica y Asia Sur-Oriental. Las plantas pueden ser herbaceas o lefiosas,
y sus flores muy atractivas y de varios colores.

S. hispanica es una planta herbacea anual de 1 a 1,5 m de altura, con tallos
ramificados de seccidn cuadrangular con pubescencias cortas y blancas. Las hojas
opuestas con bordes aserrados miden 8-10 cm de longitud y 4-6 cm de ancho
(Figura 1.2).
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La descripcion de la morfologia floral de S. hispanica fue abordada por
Martinez (1959) y Ramamoorthy (1985). Las flores son hermafroditas, purpuras o
blancas, pedunculadas y se encuentran reunidas en grupos de seis o0 mas, en

verticilos sobre el raquis de la inflorescencia (Figura 1.3).

Figura 1.3. Inflorescencias de Salvia hispanica L. (Studio Balance, 2010)

Si bien no se conoce con precision el mecanismo de polinizaciéon en S.
hispanica, algunos autores indican que es una especie alégama de polinizacion
entomofila, lo cual se ve favorecido por el color de los pétalos, la morfologia floral y
la presencia de néctar en la base del ovario, asi como por la existencia de

mecanismos que promueven la fecundacion cruzada tales como la protandria y la
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androesterilidad (Mann, 1959; Martinez, 1959; Ramamoorthy, 1985). Por otra parte,
Haque y Goshal (1981) indican que S. hispanica seria una especie autbgama y
autocompatible. Hernandez-Goémez y col. (2008) informaron que los genotipos de S.
hispanica de Acatic presentan un sistema de apareamiento intermedio o mixto, con
un promedio de cruzamiento natural de 22,17%, mientras que sefialan que en
poblaciones silvestres de esta especie el sistema de fecundacién es principalmente
autégamo con un promedio de fecundacion cruzada del 1,5%.

El fruto, al igual que otras especies de la familia Lamiaceae, es tipicamente un
esquizocarpo consistente en loculos indehiscentes que se separan para formar 4
mericarpios parciales denominados nuculas, comunmente conocidos como
“semillas”, los cuales son monospérmicos, ovales, suaves y brillantes, de color
pardo grisdceo con manchas irregulares marrones en su mayoria y algunos blancos
(Ayerza y Coates, 2005).

Las caracteristicas morfolégicas y fenolégicas que diferencian a las
variedades domesticadas de las silvestres de S. hispanica son: calices cerrados,
semillas de mayor tamano, inflorescencias mas compactas, flores mas largas,
presencia de dominancia apical y uniformidad en los periodos de floracion y
maduracién (Cahill, 2005). Como en la mayoria de las plantas cultivadas, en la chia
ha existido una ligera pérdida de variabilidad genética en el proceso de
domesticaciéon. En la actualidad, los esfuerzos se han dirigido hacia la seleccion de
plantas domesticadas, a partir de una porcion pequena del total de la diversidad
genética (Cahill, 2004). S. hispanica presenta un numero somatico de 2n=12, el cual
representa el numero de cromosomas mas bajo del género (Ramamoorthy y Elliot,
1993).

1.3. Distribucién geografica y produccion

S. hispanica se encuentra naturalmente en areas de bosque de encino o de
pinoencino y se distribuye en ambientes semicalidos y templados del Eje
Neovolcanico Transversal de las Sierras Madre Occidental, del Sur y de Chiapas, en
altitudes entre 1400 y 2200m. Histéricamente, esta especie ha sido cultivada tanto
en ambientes tropicales como subtropicales, en areas libres de heladas y en
regiones con heladas anuales, desde el nivel del mar hasta los 2500 msnm. La
Tabla 1.1 muestra las caracteristicas de algunas localidades donde la chia ha sido y

es aun cultivada.
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Tabla 1.1. Caracteristicas de la localizacidon de los sitios de cultivo de la chia
(Ayerza y Coates, 2005)

To Precipitaci Ciclo
. . . Elevacion ) reC|p|tac|on_e s de
Pais Localidad Latitud anuall/estacion® anuales/estacion :
(msnm) o cultivo
(°C) (mm) (dias)
Argentina El Carril 25°05°S 1170 17,3/16,6 560/390 150
Bolivia Santa Cruz 17°43°'S 437 24.6/22.,8 1141/566 150
Colombia’ La Unidn 4° 32°N 920 24/23,8 1118/341 90
México' México 19° 00°'N 2259 15,5/16,3 579/470 150
México Acatic 20° 55°N 1680 18,5/- 700/553 150
Peru’ Ica 14° 05°S 396 21,1/20,4 31 150

" Discontinuo

2 Promedio de la estacion de cultivo de la chia

Actualmente, a nivel comercial la chia se cultiva en Argentina, México, Bolivia,
Guatemala, Ecuador y Australia (Figura 1.4). En el afio 2008, “The Ord Valley”, en el
extremo noroccidental de Australia, fue el principal productor de semillas de chia del
mundo, con un area sembrada de 750 ha y una perspectiva de cultivo para 2009 de

1700 ha, lo que representa dos tercios de su produccion mundial (Matt, 2008).

Figura 1.4. Cultivos de chia en Quetzaltenango (Guatemala) (cortesia de Victor

Garcia, productor de Guatemala)

En paises donde las condiciones climaticas no permiten la realizacion del
cultivo a campo (Gran Bretaia), las semillas se siembran en un invernadero durante
los meses de marzo y abril. La germinacién usualmente tarda un lapso de dos

semanas Yy las plantulas se trasplantan cuando tienen la altura suficiente para ser
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colocadas en macetas individuales y luego a tierra firme desde finales de la
primavera hasta principios del verano (Plants for a Future, 2002).

Debido a que es una planta sensible al fotoperiodo (longitud del dia), la
estacion de crecimiento depende de la latitud a la cual se realice el cultivo. Por
ejemplo, un cultivar sembrado en La Unién (Valle del Cauca, Colombia) presenta un
ciclo de cultivo de 90 dias, mientras que la duracion del ciclo del mismo cultivar
sembrado en El Carril (Salta, Argentina) es de 150 dias (Tabla 1.1). A mayores
latitudes, como Choele-Choel (39° 11°S, Argentina) y Tucson (32° 14°N, Estados
Unidos) la chia no produce semillas ya que la planta muere por la ocurrencia de
heladas antes del fin de la floracion (Coates y Ayerza 1996, 1997, 1998). En
Argentina es un cultivo estival, cuya zona de cultivo se circunscribe a las provincias
del noroeste (NOA).

Los suelos areno-limosos favorecen su crecimiento aunque también puede
desarrollarse en suelos arcillo-limosos con buen drenaje. Las observaciones de
campo indican un buen crecimiento de este cultivo en suelos con un amplio nivel de
variacién de nutrientes. Sin embargo, un bajo contenido de nitrégeno puede ser un
factor limitante para obtener buenos rendimientos (Ayerza y Coates, 2005). La
densidad de siembra es de 6-8 kg/ha, con un espaciamiento entre surcos de 70 a 80
cm. Es necesario que la cama de siembra esté bien preparada, con buen drenaje y
nivelada a fin de evitar que las lluvias arrastren las pequefias semillas que deben
sembrarse a una profundidad de siembra menor a 1 cm. Si bien la semilla de chia
necesita suelos humedos para germinar, una vez que se han establecido las
plantulas, se comporta bien con cantidades limitadas de agua siendo capaz de
crecer bajo un amplio rango de precipitaciones (Ayerza y Coates, 2005).

Los primeros 45 dias del cultivo son criticos debido al lento crecimiento inicial,
lo que dificulta la competencia con las malezas por la luz, los nutrientes y el agua.
Debido a que no ha sido aprobado hasta el momento ningun herbicida para la chia,
el control de malezas previo a la siembra es de vital importancia. Una vez que las
plantas se han establecido, se puede realizar un control mecanico de las mismas
hasta el cierre del canopeo, lo cual se ve favorecido por las hojas anchas y el habito
erecto de las plantas (Figura 1.5). En cuanto a lo que se refiere a la presencia de
enfermedades y de insectos no se dispone de documentacion, siendo necesaria la
realizacion de mayores investigaciones al respecto, si bien no parece constituir un

problema para el cultivo (Ayerza y Coates, 2005).

11
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L S ot IR 8

Figura 1.5. Cultivo de chia a los 45 dias de sembrado (izg.); cultivo en inicio de
floracién (der) (CICH S.A., Argentina)

El material genético utilizado en Argentina y en Bolivia es lo suficientemente
uniforme para permitir el uso de cosechadoras mecanicas. Para ello, se utiliza una
cosechadora estandar con algunas modificaciones necesarias para mejorar el

rendimiento (Ayerza y Coates, 2005) (Figura 1.6).

Figura 1.6. Cultivo de chia maduro (izq); cosecha de chia (der.) (CICH S.A., Argentina)

El rendimiento promedio de esta especie en plantaciones comerciales es de
alrededor de 500 - 600 kg/ha, aunque se han logrado obtener hasta 1260 kg/ha

(Coates y Ayerza, 1998). En parcelas experimentales de la provincia de Salta, con la
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implementacion de riego vy fertilizacion nitrogenada se han registrado rendimientos
de 2500 kg/ha.

La fecha de siembra ha influenciado la produccién en el noroeste argentino.
La época de siembra comprende desde mediados de enero hasta principios de
marzo, siendo Optima la primera quincena de febrero. La temperatura, la luz, el tipo
de suelo y la nutricion de las plantas afectan tanto la cantidad como la calidad del
aceite contenido en la semilla de chia. Se ha encontrado una correlacion negativa
entre las temperaturas medias y el contenido del acido graso a-linolénico de la
semilla de chia formada a principios de abril y a fines de mayo (Ayerza, 1995). Es
probable que las altas temperaturas reduzcan la formacién del acido graso
a-linolénico, tal como ocurre en otras oleaginosas, segun lo informado por Howell y
Collins (1957).

La Tabla 1.2 muestra el contenido y la composicion acidica del aceite de
semilla de chia obtenido a partir de cultivos comerciales realizados en Argentina,
Bolivia, Colombia, México y Peru, utilizando la misma fuente de material genético.
Como puede observarse, existen diferencias debido a la influencia de los factores

ambientales previamente comentados (Ayerza y Coates, 2005).

Tabla 1.2. Contenido y composicion de acidos grasos de aceite de semilla de chia

cultivada en diversos paises de América (Ayerza y Coates, 2005)

Pais Aceite Acido graso (%)
(9/100 g semilla) Palmitico Estearico Oleico Linoleico a-linolénico
Argentina 34,0 7,0 3,0 6,7 19,5 63,1
Bolivia 32,7 7,4 2,7 7,1 18,7 63,6
Colombia 29,9 7,5 3,5 7,6 19,2 57,9
México 31,0 6,7 3,3 7,5 19,6 61,6
Peru 32,4 7,2 3,0 6,9 18,4 64,2

1.4. Composicion quimica y aspectos nutricionales de la semilla de chia

La Tabla 1.3 muestra la composicion de las semillas de chia y la
correspondiente a los cinco cereales de mayor importancia a nivel mundial (arroz,
cebada, avena, trigo, maiz). Puede verse que el contenido de proteinas, lipidos, fibra
y energia de la semilla de chia es mayor que los presentes en los demas cultivos.

Asimismo, si bien la chia es conocida principalmente como una importante fuente de
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acidos grasos w-3, también contiene otros compuestos de importancia a nivel

nutricional.

Tabla 1.3. Energia y composicion centesimal correspondiente a diversos granos

Grano Energia Proteinas Lipidos  Carbohidratos Fibra Cenizas
kcal/100g %
Arroz’ 358 6,5 0,5 79,1 2,8 0,5
Cebada’ 354 12,5 2,3 73,5 17,3 2,3
Avena' 389 16,9 6,9 66,3 10,6 1,7
Trigo' 339 13,7 2,5 71,1 12,2 1,8
Maiz' 365 9,4 4,7 74,3 3,3 1,2
Chia®? 550 19-23 30-35 9-41 18-30 4-6

'United States Department of Agriculture (2002); ?Ayerza y Coates (2004); ® Diario oficial de la Unién
Europea (2009)

1.4.1. Contenido de aceite y composicion de acidos grasos

El contenido de aceite presente en la semilla de chia es de alrededor de
33%, el cual presenta el mayor porcentaje de acido a-linolénico conocido hasta el
momento (62 - 64%) (Ayerza, 1995) asi como el tenor mas elevado (82,3%) de
acidos grasos esenciales (acidos a-linolénico vy linoleico), seguido por el cartamo, el
lino y el girasol con 75, 72 y 67%, respectivamente. Los aceites de colza y de oliva
son altamente insaturados (67 y 82%, respectivamente) debido al gran contenido de
acido oleico pero con un bajo tenor de acidos grasos poliinsaturados (27 y 11%,
respectivamente).

Actualmente, se disponen en el mercado de cuatro fuentes de acidos grasos
w-3. Las dos mas importantes en volumen de produccién son las asociadas al pez
menhaden (Brevoortia tyrannus) y la semilla de lino, mientras que la fuentes
minoritarias son la semilla de chia y las algas marinas. La Tabla 1.4 muestra una
caracterizacion comparativa del perfil de acidos grasos de dichas fuentes.

De estas cuatro materias primas, el lino (Linnum usitatissimum L.) y la chia
son los cultivos agricolas que presentan la mayor concentracion conocida de acido
a-linolénico (Ayerza, 1995; Ayerza y Coates, 1996; Oomah y Kenasehuk, 1995). Las
otras dos fuentes son de origen marino y contienen DHA y EPA, ambos acidos
grasos w-3 de cadena larga. Las fuentes de origen vegetal a nivel terrestre
presentan un contenido de estos compuestos mucho mayor, asi como un menor

tenor de acidos grasos saturados con respecto a las fuentes marinas.
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Tabla 1.4. Caracterizacion comparativa de diversas fuentes de acidos grasos ricos

en w-3 (Adaptada de Ayerza y Coates, 2005)

Acido graso (% del total de acidos grasos)

Aceite
14:0 16:0 16:1' 18:0 18:12 18:2° 18:3* 20:4°> 20:5* 22:5* 22:6*

Menhaden 8,0 152 105 7,8 145 21 1,5 1,2 132 49 8,6

Algas 42 145 276 08 54 2,3 1,7 47 277 - -
Chia - 6,9 - 2,8 66 190 638 - - - -
Lino - 5,5 - 1.4 195 150 57,5 - - - -

14:0: acido miristico; 16:0: acido palmitico; 16:1: acido palmitoleico; 18:0: acido estearico; 18:1: acido oleico;
18:2: acido linoleico; 18:3: acido o-linolénico; 20:4: araquiddnico; 20:5: acido eicosapentanoico (EPA); 22:5:
docosapentanoico (DPA); 22:6: acido docosahexanoico (DHA); ! w-7; 2 w-9; 3 w-6; ‘w-3

Cabe senalar que los aceites de chia, lino y algas marinas -al ser especies
vegetales- se diferencian principalmente del obtenido a partir del pez menhaden, ya
que este ultimo -al ser un recurso de origen animal- contiene cantidades apreciables
de colesterol (521 mg/100g) (United States Department of Agriculture, 2002).

Los efectos benéficos del pescado han recibido mucha atencién; sin embargo,
los acidos grasos EPA y DHA son facilmente peroxidados formando hidroperéxidos,
cuyos productos de degradacion secundaria son dafinos para las células (Sugihara
y col., 1994). El EPA y DHA se oxidan mas rapidamente que los acidos linoleico, a-
linolénico y araquidonico, originando productos de oxidacion con implicancias desde
el punto de vista toxicolégico (Freese y Mutanen, 1997). La evidencia cientifica
muestra que tanto EPA como DHA pueden ejercer efectos benéficos en cuanto a
reducir el riesgo de enfermedades cardiovasculares, solo si la proteccion contra el
estrés oxidativo es suficiente para minimizar el dafo a nivel tisular (Song y col.,
2000).

Por otra parte, en lo que respecta al enriquecimiento de alimentos con w-3, la
chia presenta la ventaja de no transmitir el caracteristico “olor a pescado”, lo que la
diferencia de las otras fuentes previamente mencionadas, con un menor contenido

de sodio (Ayerza y Coates, 2005).

1.4.2. Contenido de proteinas y composicion de aminoacidos

La chia posee un contenido de proteinas que oscila entre 19 y 23% (ver Tabla
1.3), el cual es mayor que el asociado a los cereales tradicionales, presentando
como ventaja adicional el no contener gluten, motivo por el cual ha sido aprobada

por la Asociacién Celiaca Argentina como apta para su uso en pacientes celiacos.
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Los aminoacidos de las proteinas de la chia se muestran en la Tabla 1.5.
Como puede observarse, las proteinas de chia presentan un buen balance de
aminoacidos esenciales. Entre ellos, puede destacarse el contenido de lisina, asi
como porcentajes de metionina y cistina mayores que los presentes en las proteinas

de otras semillas oleaginosas (Ting y col., 1990).

Tabla 1.5. Contenido de aminoacidos correspondientes a hidrolizados de proteinas
de semillas de chia (Ayerza y Coates, 2005)

Aminoacido g/16gN Aminoacido g16gN

Acido aspartico 7,64 Isoleucina 3,21
Treonina 3,43 Leucina 5,89
Serina 4,86 Triptoéfano -
Acido glutamico 12,40 Tirosina 2,75
Glicina 4,22 Fenilalanina 473
Alanina 4,31 Lisina 444
Valina 5,10 Histidina 2,57
Cistina 1,47 Arginina 8,90
Metionina 0,36 Prolina 4,40
Total 80,64

1.4.3. Vitaminas y minerales

La semilla de chia es una buena fuente de vitaminas B (Tabla 1.6).
Investigaciones recientes muestran que el bajo nivel de vitamina B en la sangre esta
asociado a un aumento en el riesgo de sufrir una enfermedad cardiocoronaria fatal y
apoplejia (American Heart Association, 1999). La comparacién del contenido de
vitaminas de la chia con respecto a la de otros cultivos tradicionales muestra que el
nivel de niacina es mayor que el presente en maiz, soja, arroz y cartamo, mientras
que su tenor de vitamina A es inferior al de maiz. Las concentraciones de tiamina y
riboflavina son similares a las del arroz y el maiz, aunque menores que las de soja y
de cartamo (Ayerza y Coates, 2005).
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Tabla 1.6. Contenido de vitaminas y minerales presentes en semillas de chia y en

harina residual desgrasada

Semilla de chia

Nutriente . - 2
Entera Harina desgrasada
Macroelementos (mg/100g)
Calcio 714 1180
Potasio 700 1100
Magnesio 390 500
Fosforo 1067 1170
Microelementos (mg/100g)
Aluminio 2 4.3
Boro - 1,4
Cobre 0,2 2,6
Hierro 16,4 20,4
Manganeso 2,3 6,8
Molibdeno 0,2 -
Sodio - 2,9
Zinc 3,7 8,5
Vitaminas (mg/100g)

Niacina 6,13 11,30
Tiamina 0,18 0,79
Riboflavina 0,04 0,46
Vitamina A 44 |U -

"Instituto Nacional de Alimentos (2003); “ Brown (2003)

Con respecto al contenido de minerales, las semillas de chia son una
excelente fuente de calcio, fosforo, magnesio, potasio hierro, zinc y cobre (Tabla
1.6). Ademas, contienen entre 13-354, 2-12 y 1,6-9 veces mas calcio, fésforo y
potasio, respectivamente que el trigo, arroz, cebada, avena y maiz. Asimismo, en
comparacion con la leche, las semillas de chia presentan un contenido 6 veces
mayor de calcio, el doble de fésforo y 4,6 veces mas de potasio (United States
Department of Agriculture (USDA), 2002; Instituto Nacional de Alimentos, 2003).

Los niveles de hierro en las semillas de chia y en la harina desgrasada son
muy elevados, representado valores poco frecuentes en semillas (Bushway y col.,
1981).
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1.4.4. Fibra dietaria

El analisis comparativo del contenido de fibra de las semillas de chia (18-
30%) respecto al de otros cereales, permite apreciar que la chia tiene 1,6; 2,3; 2,6;
8,3 y 9,8 veces mas contenido de fibra dietaria que la cebada, trigo, avena, maiz y
arroz, respectivamente (ver Tabla 1.3). El contenido de fibra en la harina residual
(luego de la extraccidon de aceite) de chia representa alrededor de un 40%, de la cual
un 5% corresponde a fibra soluble, denominada mucilago. Las semillas de chia al
ser sumergidas en agua, quedan envueltas por un material de aspecto gelatinoso
conocido como mucilago, el cual es de interés no soélo desde el punto de vista
nutricional sino de importancia como agente espesante en la industria alimentaria.
Dicho mucilago es un tetrapolisacarido lineal compuesto por D-xilosa, D- glucosa, 4-
o-metil-D-acido glucurénico en proporciones de 2:1:1, cuyo peso molecular varia
entre 0,8 a 2x10° Da, presentando una elevada viscosidad en agua con posibles y
benéficos efectos metabdlicos con respecto a fuentes de fibra dietaria de menor

viscosidad tales como la goma guar o B- glucano (Lin y col., 1994).

1.4.5. Antioxidantes

La Tabla 1.7 muestra los compuestos polifendlicos presentes en extractos
hidrolizados y no hidrolizados obtenidos a partir de la semilla de chia (Taga y col,
1984).

Vazquez-Ovando y col. (2009) obtuvieron una fraccion de harina de chia rica
en fibra (FRF) y evaluaron su actividad antioxidante, la cual fue de 488,8 mmol
equivalentes Trolox (TE)/g, valor similar al informado para el salvado de sorgo con
alto contenido de taninos (Awika y col., 2003), mayor que el de algunos granos de
trigo (Igbal y col.,, 2005) y la mitad que el informado para el vino tinto, el que
presenta uno de los niveles mas altos de actividad antioxidante (Saura-Calixto y
Goni, 2006). La elevada actividad antioxidante de la FRF es atribuible a la presencia
de los compuestos polifendlicos citados en la Tabla 1.7, principalmente los acidos
cafeico y clorogénico (Taga y col., 1984) y la quercetina, la cual es uno de los
compuestos mas potentes y estables para los cuales se ha evaluado la actividad

antioxidante (Huang y col., 2005).

18



Capitulo 1 Introduccion general

Tabla 1.7. Concentracion de antioxidantes fendlicos presentes en extractos de

semilla de chia (Taga y col., 1984)

Compuesto g/kg de semilla de chia
Extracto no hidrolizado
Flavonoles nd
Acidos cindmicos
Acido cafeico 6,6 x 103
Acido clorogénico 7,1x10%

Extracto hidrolizado

Flavonoles
Mircetina 3,1x10°
Quercetina 0,2x103
Kaempferol 1,1x 103

Acidos cindmicos
Acido cafeico 13,5x 103

1.5. Aspectos legislativos y usos actuales

Mediante la Resolucién Conjunta 201/2008 y 567/2008 se realizd una
modificacion del Articulo 896 bis, a fin de incorporar la semilla de chia en el Cadigo
Alimentario Argentino (CAA). En dicho articulo, se denomina semillas de chia a las
semillas sanas, limpias y bien conservadas de Salvia hispanica L., de color marrén
oscuro, tamafio muy pequefio y de buena fluidez, con aroma suave, agradable y
propio de la semilla. El maximo contenido de agua permitido (determinado a 100-
105°C) es de 7%, con un minimo de 33% de materia grasa, menos de 0,5% de
semillas dafiadas y libres de insectos vivos. Las semillas no deben contener mas de
1% de materias extrafas, de las cuales el material mineral debe ser inferior a 0,25%,
mientras que los insectos muertos, fragmentos o restos de insectos y/u otras
impurezas de origen animal no deben superar el 0,1% (Cddigo Alimentario
Argentino, 2008).

En el afio 2009, se incorporo al CAA el Articulo 1407 bis, en el cual se incluy6
con la denominacion de harina de chia al producto proveniente de la molienda de la
semilla de chia (Salvia hispana L.), debiendo presentar esta ultima caracteristicas de
semillas sanas, limpias y bien conservadas, que han sido sometidas a prensado

para la remocion parcial o practicamente total del aceite que contienen. En el mismo,
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se tienen en cuenta dos tipos de harina de chia, segun lo especificado en la Tabla
1.8.

Tabla 1.8. Composicion de diversos tipos de harina de chia autorizadas en el Cédigo
Alimentario Argentino (Art. 1407 bis, CAA)

Harina de chia

Parcialmente desgrasada Desgrasada
Humedad (100-105°C) (%) 9 5
Proteina (N x 6,25) min (%) 20 29
Grasa (Extracto etéreo) max (%) 18 7
Fibra total max (%) 35 52
Cenizas (500-550°C) max 5 6

En el mismo afo, mediante Resolucién Conjunta 76/2009 y 391/2009
Modificacion (06/2009), se autorizd el uso de aceite de chia exclusivamente en
suplementos dietarios, en los términos del Articulo 1381 del Cdédigo Alimentario
Argentino (CAA).

A nivel internacional, la semilla de chia es considerada como un suplemento
dietario por la FDA (Food and Drug Administration). Por otra parte, en el afio 2009,
quedd autorizada en el mercado comunitario (Union Europea) la comercializacion de
semillas de chia (S. hispanica) y semillas de chia trituradas, para ser utilizadas como
un nuevo ingrediente alimentario en productos de panaderia con un contenido
maximo de semillas de chia del 5% (Comision de las Comunidades Europeas,
2009).

Las ventajas nutricionales de la chia descriptas en los diversos trabajos
cientificos previamente citados asi como la comercializacion de productos que la
incluyen como ingrediente alimentario estan en creciente avance a nivel mundial.
Actualmente, es posible encontrar semillas de chia en alimentos destinados al
consumo humano y animal, utilizandola en la elaboracion de panes, galletitas, barras
energéticas, suplementos dietarios, bebidas energéticas y aceite. Ademas, se han
logrado obtener productos de origen animal enriquecidos con ®-3, tales como
huevos, pollo, carne bovina, jamon, leche y quesos, los cuales presentan atributos

sensoriales aceptables por parte del consumidor.
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2. Semillas
2.1. Importancia de las semillas en la nutricion humana

La semilla es, de acuerdo a la botanica, la parte del fruto que contiene el
embrién de una futura planta. Esta parte se encuentra protegida por una testa y
deriva de los tegumentos del primordio seminal. Las plantas con semillas se
conocen como espermatofitas. La semilla es producida mediante la maduracion de
un ovulo de una gimnosperma o de una angiosperma y ademas de contener al
embridn de una futura planta, la semilla es una fuente de alimento (Vazquez Yanes y
col., 1997).

Las semillas y sus funciones tienen una gran importancia para la alimentacién
humana. Por eso, mas alla de la accion de la naturaleza, el hombre ha desarrollado
un proceso productivo que incluye la siembra, la cosecha, el secado, la clasificacién,

la seleccidn, el lavado, el tratamiento, el almacenaje y el embalaje de las semillas.

2.2. Propiedades fisicas de las semillas

El conocimiento de las propiedades fisicas de los materiales agricolas resulta
de importancia para la realizacion adecuada de las operaciones de post-cosecha,
asi como para el disefio y seleccion del equipamiento para el procesamiento de las
mismas (Mohsenin, 1986).

Las propiedades fisicas podemos agruparlas en aquéllas que caracterizan el
tamano y la forma (longitudes caracteristicas, diametro geométrico, area superficial
especifica), gravimétricas (densidad aparente y real, porosidad) y friccionales

(angulo de reposo y coeficiente de friccion).

2.2.1. Tamaiho y forma

El tamano y la forma de un objeto fisico son inseparables y el conocimiento de
las dimensiones axiales es necesario para que el mismo sea descripto
satisfactoriamente. Asi, la dimension de la semilla se obtiene midiendo sus
longitudes caracteristicas (largo, ancho y espesor). EI diametro geométrico se
define como la media geométrica de las tres longitudes caracteristicas, mientras que
el area superficial especifica se refiere al area superficial de la semilla por unidad
de volumen de granos que intercambia energia y humedad con el aire durante el

secado. De este modo, el conocimiento de la morfologia y distribucion del tamafio de
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la semilla de chia es esencial para una adecuada seleccion del equipo de limpieza,

nivelacion y separacion, asi como para el proceso de secado (Mohsenin, 1986).

2.2.2. Propiedades gravimétricas

La densidad aparente es la relacion de la masa de las semillas con respecto
al volumen total que ocupa. Esta propiedad es importante para determinar el
volumen del silo requerido para el almacenamiento de una cierta masa de granos.

La densidad real es la relacion de masa de las semillas con el volumen
“solido” ocupado por la muestra, es decir, no tiene en cuenta el aire intergranario.

La porosidad del lecho es el espacio de aire intergranario presente en una
masa de granos, expresado en relacion al porcentaje del volumen total de los
granos. La resistencia al flujo del aire, que depende entre otros factores de Ia
porosidad del lecho y del tamafo del grano, es importante para la determinacion del
espesor de las capas de granos que pueden ser secadas, asi como para la eleccion
del tipo de ventilador.

A partir del conocimiento de estas propiedades se puede calcular el volumen
de una semilla (como la relacion de la masa de una semilla con la densidad real); el
diametro equivalente (teniendo en cuenta el volumen de la semilla) y la
esfericidad referida a la forma de la semilla comparandola con una esfera.

Las propiedades gravimétricas son importantes para disefar los equipamientos
relacionados con la aireacion, secado, almacenamiento y transporte; la densidad
aparente determina la capacidad de los sistemas de almacenamiento y transporte,
mientras que la densidad real es util para equipos de separacion; la porosidad de
la masa de las semillas determina la resistencia al aire durante la aireacion y el
secado (Mohsenin, 1986).

2.2.3. Propiedades friccionales — fluidez

A fin de lograr el deslizamiento de los granos por una rampa y su posterior
descarga en un depdsito a granel, deben vencerse las fuerzas estéaticas de friccion,
debidas a la accion interparticulas y a la friccion particula-pared. Cuando el producto
comienza a fluir, para que el flujo continue, tiene que sobrepasarse el coeficiente de
friccion dinamica. Las propiedades friccionales de los alimentos juegan por lo tanto,

un papel importante en el transporte gravitacional o neumatico, en la carga y

22



Capitulo 1 Introduccion general

descarga de recipientes o espacios para el almacenamiento a granel y en las
operaciones de mezcla (Mohsenin, 1986).

Las diferencias en las propiedades friccionales pueden ser utiles para la
separacién de los contaminantes, en las operaciones de limpieza y para la
separacion de las unidades danadas o defectuosas de las que estan sanas.
(Brennan y col., 1998).

La fluidez se refiere a la calidad de movimiento de los granos. Esta
caracteristica resulta de gran importancia en el disefio de conductos por gravedad ya
que afecta a la velocidad a la que puede llegar el grano y por lo tanto, la fuerza de
choque. La fluidez depende de las fricciones entre los granos en movimiento y esta
directamente relacionada con el angulo de reposo, el cual determina el angulo
maximo de una pila de granos con el plano horizontal. EI angulo de reposo se
define como el angulo de inclinacion entre la base de apoyo y el talud natural del

material al caer a velocidad cero.

3. Aceites vegetales comestibles
3.1. La importancia de las grasas y aceites

Las grasas y los aceites alimentarios constituyen una fuente muy importante
para la alimentacion de los seres humanos y su demanda se ha incrementado en
funcién del tiempo lo cual no es un hecho menor ya que el crecimiento de la
poblacion mundial trae aparejado este tipo de necesidades y depara un desafio
permanente (Autino, 2009a). La importancia de los aceites vegetales comestibles
radica en su alto valor energético, el cual permite el maximo almacenamiento en la
menor cantidad posible de sustancia alimenticia. Ademas, las grasas pueden ser
vehiculo de las vitaminas liposolubles y fuente de acidos grasos esenciales, los
cuales son indispensables para el organismo. Ademas, son excelentes portadores
de sabor incidiendo en la palatabilidad de los alimentos (Bockisch, 1998).

Las grasas también proporcionan una consistencia suave y cremosa, la cual
se traduce en una agradable sensacion bucal. EI mejoramiento del sabor es el
motivo principal por el cual las grasas y los aceites han sido apreciados durante
largo tiempo. Sin embargo, s6lo desde el comienzo del siglo XX ha sido posible
proveer a la poblacion de cantidades de grasas suficientes a precios razonables.

La importancia de las grasas y aceites en la economia global puede

observarse claramente al considerar la cantidad de semillas y frutos oleaginosos
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producidos a nivel mundial. En 2009 la produccion de granos fue de 395,2 millones
de t, ocupando la soja el primer lugar (Figura 1.7). Con respecto al consumo de
aceites vegetales, el mismo fue de 129,5 millones de t, siendo los aceites de palma 'y

de soja los mas relevantes en este sentido (Figura 1.8).

Palma Coco
3% 1%

Girasol
8%

Mani

Algodoén
10%

Soja
54%

Colza
15%

Figura 1.7. Producciéon mundial de semillas oleaginosas 2009
(Fuente: USDA, 2010)
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Figura 1.8. Consumo de aceites vegetales 2009 (Fuente: USDA, 2010)

3.2. Composicidén y estructura de las grasas y aceites y sus derivados

A fin de comprender las reacciones que involucran a las grasas y aceites y las
tecnologias aplicadas, asi como para poder influir sobre sus caracteristicas vy
comportamiento durante el procesamiento, es importante conocer las propiedades
de los mismos. Los aceites y grasas mas comunes estan compuestos por un numero
pequefio de unidades constitutivas principales, motivo por el cual la mayoria de las

diferentes caracteristicas puede atribuirse a la presencia de componentes menores y
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a la inmensa cantidad de posibles combinaciones de estas unidades de construccién
(Bockisch, 1998).

Las grasas son ésteres de acidos grasos con el glicerol. Debido a la
estructura simétrica de la molécula de glicerol, existen dos posiciones idénticas
exteriores (1-, 3-) y una posicion central (2-), en las cuales se esterifican los acidos
grasos. El tipo de acido graso, asi como su distribucion en estas posiciones,
determina las caracteristicas del triacilglicerol. Asi, no sélo es de gran importancia la
composicién acidica sino también la estructura de los triacilgliceroles la cual da
origen a la respectiva composicion triacilgliceridica (Bockisch, 1998).

Es interesante conocer el aporte de los diferentes acidos grasos en la
produccion mundial de los aceites y grasas comestibles (Tabla 1.9). El calculo de
Boekenoogen (1941) registra mas de 50 afios de antiguedad. Actualmente, la
distribucion ha sufrido modificaciones, principalmente como resultado de un
desplazamiento de las principales areas de cultivo desde las regiones tropicales
hacia aquéllas con climas moderados y también debido a la incorporacion de nuevos
cultivos.

La Tabla 1.9 muestra la distribucion de 1941 - 1990 calculada a partir de la
composicion acidica media por especies. Como puede observarse, en dicho periodo
la composicion acidica de las principales oleaginosas ha presentado una escasa
variaciéon a través del tiempo. Sin embargo, puede destacarse que en las nuevas
variedades de colza, el acido erucico ha sido casi completamente reemplazado por
el acido oleico y que existe una tendencia hacia oleaginosas con un alto contenido
de acidos grasos esenciales tales como el acido linoleico y a-linolénico; el aceite de
coco ha disminuido drasticamente en relacion a los otros aceites, resultando en una
paralela disminucion del acido laurico. En los ultimos afios, los avances en el
conocimiento de la genética vegetal asi como el desarrollo de la ingenieria genética
han ampliado la posibilidad de modificar la composicién de acidos grasos de los
aceites de manera mas rapida y precisa que las técnicas de mejoramiento
tradicionales. En general, por una parte, se ha tendido a obtener aceites mas
estables, con mayor contenido de acidos grasos monoinsaturados y menor
proporcion de acidos grasos poliinsaturados, mientras que otros proyectos tienen
como objetivo la obtencién de cultivos oleaginosos con mayor contenido de acidos

grasos de la serie de los w-6 y w-3 (Bockisch, 1998).
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Tabla 1.9. Distribucién de los acidos grasos presentes en las principales grasas y

aceites vegetales durante el periodo 1941-1990

Aporte (%)

Acido graso

1941 1950 1960 1970 1980 1990
C12:0 Laurico 7 8 7 4 4 3
C 14:0 Miristico 3 3 2 2 2 1
C 16:0 Palmitico 11 14 14 13 14 16
C 18:0 Estearico 3 3 3 3 4 4
C18:1 Oleico 34 30 29 30 31 31
C18:2 Linoleico 29 24 32 36 38 37
C 18:3 Linolénico 6 6 5 6 5 5
C 22:1 Eracico 3 8 5 2 0 0
otros 4 4 3 4 2 3

Fuente: Boekenoogen (1941) y Bockisch (1998)

Las composiciones de acidos grasos de los aceites individuales se presentan
en la Tabla 1.10. Asi, el espectro de acidos grasos de los principales aceites
vegetales esta constituido por alrededor de 10-12 compuestos, los cuales
representan mas del 98% de todos los acidos grasos presentes en los alimentos.
Estadisticamente, estos 10 tipos de acidos grasos permiten la formacion de mas de
650 triacilgliceroles diferentes si bien no es posible encontrar en la naturaleza todas

las combinaciones posibles.

Tabla 1. 10. Composicion acidica de los principales aceites vegetales

. Cantidades relativas de acidos grasos (%)
Aceite vegetal

Saturados Oleico Linoleico a-linolénico Otros
Girasol 12,3 18,6 68,2 0,5 0,4
Girasol alto oleico 8 87 5 0 0
Oliva 17,4 711 10 0,6 0,9
Soja 15,2 23,4 53,2 7,8 0,4
Maiz 14,5 27,5 57 0,9 0,1
Canola ® 6 64,1 18,7 9,2 2
Lino 9,4 19,9 15,9 52,7 2

Las diferentes caracteristicas fisicas y quimicas de las grasas y aceites solo
pueden ser atribuidas parcialmente a las caracteristicas propias de los acidos
grasos. Uno de los principales parametros que influencian dichas caracteristicas es

el grado de insaturacién de los &cidos grasos y la distribucion de los 10-12
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principales acidos grasos en las tres diferentes posiciones de la molécula del
glicerol. Por tal motivo, distintas investigaciones orientan sus esfuerzos para lograr la
separacion de ciertos triacilgliceroles o bien cambiar su distribucion en la molécula
de glicerol (Bockisch, 1998).

3.2.1. Acidos grasos

Actualmente, si bien se conocen mas de 200 acidos grasos, son pocos los
que participan con un porcentaje > 3% en la conformacion de los triacilgliceroles de
los aceites y grasas alimenticias. El resto, generalmente se presentan a nivel de
trazas o en mayores cantidades en ciertas especies.

Todos los acidos grasos que predominan en las grasas y aceites alimenticios
pertenecen a las familias de los acidos grasos derivados de los alcanos y alquenos.
Su estructura y nomenclatura siguen las reglas comunes de la quimica. Sin
embargo, la terminologia de los acidos grasos es complicada debido a la existencia

de varios sistemas diferentes de nomenclatura (Bockisch, 1998).

3.2.1.1 Acidos grasos saturados no ramificados

Los acidos grasos saturados hasta Cg son liquidos a temperatura ambiente y
se encuentran presentes principalmente en la grasa de la leche. Los acidos caprico,
miristico y laurico son caracteristicos del aceite de coco y la semilla de palma,
mientras que los acidos palmitico y estearico son los acidos grasos saturados mas

comunes.

3.2.1.2 Acidos grasos insaturados no ramificados

Estos acidos grasos son muy especiales debido a que algunos de ellos son
esenciales para los mamiferos y en especial para el hombre. Esto significa que el
organismo no puede sintetizarlos y por lo tanto depende de su incorporacién a traves
de la dieta.

Con respecto a los acidos grasos monoinsaturados, la cadena mas corta
que ha sido detectada hasta el momento en las grasas naturales es la del acido
caproleico (C1o.1), del cual se han encontrado trazas en la grasa de la leche. El unico
acido graso monoinsaturado presente en cantidades significativas es el acido oleico,
mientras que los demas existen en cantidades promedio mucho menores. Sin

embargo, esto no significa que su contribucion dentro del espectro de los acidos
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grasos de fuentes especificas sea baja. Las cruciferas, por ejemplo contienen altas
cantidades de acido erucico (las variedades antiguas de colza contenian hasta
70%). Generalmente, los acidos monoenoicos se encuentran distribuidos tal como
se detalla a continuacion: Cqo.1 - C1s:1, €n la grasa de la leche; < Csp.1, €n aceites de
semillas; C16.1 - C24:1, €n aceites marinos.

Los acidos grasos poliinsaturados (PUFAs) (Figura 1.9) poseen dos o0 mas
pares de atomos de carbono con dobles enlaces. Los PUFAs de mayor importancia
son los acidos linoleico y a-linolénico, los cuales son esenciales ya que no pueden
ser sintetizados en el organismo y deben por lo tanto, ser obtenidos a partir de la
dieta. Los PUFAs constituyen un sustrato facilmente oxidable, presentando una
mayor susceptibilidad al deterioro oxidativo a medida que aumenta el numero de
dobles enlaces. Debido a la importancia de los PUFAs en el aceite de chia, en la

Tabla 1.11 se presentan las principales propiedades fisicas y quimicas de los

mismos.
12 q 1 o
/\/\/=\/=\/\/\/\,CUUH Acido linoleico
W

w 15 12 9 1 .
\/ \/ \/ \/\/\/\/CDDH Acido a-linolénico

Figura 1.9. Estructura de los acidos grasos poliinsaturados mas

importantes en aceites vegetales (acidos linoleico y a-linolénico)
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Tabla 1.11. Propiedades fisicas y quimicas de los principales acidos grasos poliinsaturados (CnH2n-202) (Bockisch, 1998).

Punto | sidad indicede indice

Nombre . . . _ Desde Peso de ! Numero
n . Denominacién quimica gt (9/mL a refraccion de o

comun CH; molecular fusién oC . /o . acido

(°C) ) (unidad/°C) iodo

12 Linoleico 9,12-octadecadienoico (LA) n-6 280,44 -5,2 0,9020/20 1,4699/20 181 200
18 a-linolénico  9,12,15-octadecatrienoico (ALA) n-3 278,42 -11 0,9046/20 1,4780/20 274 202
18 y-linolénico 6, 9, 12-octadecatrienoico (GLA) n-6 278,42 -6 - - 274 202
18 Elaeostearico 9c,11t,13t-octadecatrienoico n-5 278,42 -49 0,9028/50 1,5112/50 274 202
20 Araquidénico 5,8,11,14-eicosatetraenoico (AA) n-6 304,46 -49,5  0,9219/20 1,4824/20 304 184
20 Timnodonoico 5,8,11,14, 17-eicosapentaenoico (EPA) n-3 302,45 - - 1,4977/23 - 186
22 Clupadonoico 4,8,12,15,19-docosapentaenoico (DPA) n-3 330,50 <-78 0,9290/20 1,5014/20 464 170
22 Cervonico 4,7,10,13,16,19-docosahexaenoico (DHA) n-3 328,49 <<-75 - 1,5017/20 - 172
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Los acidos grasos poliinsaturados pueden ser mejor descriptos en términos
de familias debido a que su metabolismo permite la interconversion dentro pero no
entre familias de PUFAs. La esencialidad de los w-6 se conoce desde los anos
1920s. Los signos de deficiencia de w-6 incluyen la disminucién en el crecimiento, el
incremento en la pérdida de agua epidérmica, deterioro en la cicatrizacién de las
heridas, alteraciones en la reproduccion (Mead y col., 1986; Chapkin, 1992). Si bien
los primeros estudios no aportaban informacion clara acerca de la esencialidad de
los acidos grasos w-3, desde 1970s se han acumulado evidencias en ese sentido.
Ahora bien, no todos los PUFAs son acidos grasos esenciales. Las plantas son
capaces de sintetizar “de novo” e interconvertir las familias de w-3 y w-6 via
desaturasas con especificidad en las posiciones A12 y A15. Los animales tienen
enzimas desaturasas A5, A6 y A9 y por lo tanto, son incapaces de sintetizar w-3 y
w-6 “de novo”. Sin embargo, ocurren elongaciones y desaturaciones de los acidos
grasos esenciales, primariamente a nivel hepatico. La elongacion y desaturacion de
los acidos grasos insaturados se muestran en la Figura 1.10. El acido graso w-6
mas comun de nuestra dieta es el linoleico (18:2 w-6), conocido como el padre de
dicha familia, el cual es el primero en ser desaturado a 18:3 w-6. Se estima que la
velocidad de esta primera desaturacidn se encuentra limitada en los bebés
prematuros, ancianos y bajo ciertos estados de enfermedad. Por este motivo, ha
habido un gran interés por los escasos aceites que contienen 18:3 w-6, acido y-
linolénico (GLA). Algunas fuentes ricas en este acido graso incluyen grosella negra
(Ribes nigrum L), la onagra o primula (Oenothera biennis L.) y la borraja (Borago
officinalis L.). GLA es elongado a 20:3 w-6, acido dihomo-y-linolénico (DHGLA), el
cual es una molécula precursora de las prostaglandinas serie 1. DHGLA es
posteriormente desaturado a 20:4 w-6, precursor de las prostaglandinas serie 2.
Luego pueden ocurrir la elongacion y desaturacion a 22:4 w-6 y 22:5 w-6, aunque la
funcién de estos acidos grasos aun no se conoce con exactitud.

La Figura 1.10 también muestra la elongacién y desaturacion del 18:3 w-3 en
la cual la conversion desde 20:5 w-3 al 22:6 w-3 se realiza mediante una doble
elongacion, desaturacion y 3-oxidacion.

Una de las funciones de los acidos grasos esenciales es su conversion a
prostaglandinas y leucotrienos, compuestos metabdlicamente activos (Granstrom y
KumLin, 1987; Slater y McDonald-Gibson, 1987).
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Figura 1.10. Secuencia de conversiones de acidos grasos insaturados

3.2.1.3 Otros acidos grasos

Ademas de los acidos grasos insaturados mencionados, se conoce la
presencia de acidos grasos con triples enlaces, acidos grasos ramificados, aliciclicos
y sustituidos. Estos subgrupos son de menor importancia ya que no se encuentran
presentes en la mayoria de las grasas alimenticias. Los acidos grasos con triples
enlaces son especialmente raros, mientras que los ramificados se encuentran a nivel
de trazas en muchas grasas, predominantemente de origen animal. Los acidos
grasos sustituidos son poco frecuentes si bien son igualmente importantes. Los
hidroxilados existen en un 53% en los cerebrosidos (Chibnall y col., 1953) y son muy

importantes en la funcién cerebral.

3.2.2. Acilgliceroles

Los acilgliceroles son los constituyentes principales de los aceites y grasas de
importancia comercial. La molécula de glicerol puede ser esterificada con uno, dos o
tres acidos grasos, los cuales pueden estar localizados en los diferentes carbonos
del glicerol. Se prefieren los términos monoacilglicerol, diacilglicerol y triacilglicerol a
los términos mono-, di- y tri-glicéridos (IUPAC, 1979).

Los acidos grasos pueden ser esterificados sobre los grupos hidroxilos

primarios o secundarios del glicerol (Figura 1.11). Si bien el glicerol por si solo no
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tiene un centro quiral, se convierte en quiral si se esterifican diferentes acidos grasos
a los hidroxilos primarios o si uno de los hidroxilos primarios es esterificado. Asi, la
terminologia debe diferenciar entre las dos posibles configuraciones. La convencion
mas comun para diferenciar estos estereocisomeros es la convencion sn de
Hirshmann (1960). En la numeracién que describe los grupos hidroxilos sobre la
molécula de glicerol en la proyeccion Fisher, las designaciones sn-1, sn-2, sn-3 son
utilizadas para los grupos OH superior (C1), medio (C2) e inferior (C3).

Glicerol
H

| . &
e R Acido graso libre

| i
H_T_OH )\/\/\/\/\/\
H—C—0OH o

H
Triacilglicerol

| 0.
H—(:‘;” Y\/\/\/\/\/
H—C—o0, 0
H_é \"/\/‘\/\/\/\/
[ ™o 0
H Y\/\/\/\/\/
o

Figura 1.11. Estructura de la molécula de un glicerol, de un acido

graso libre y de un triacilglicerol

La nomenclatura estandar permite el empleo de varios nombres diferentes
para cada TAG (IUPAC, 1979). Un TAG con tres ésteres de acido estearico puede
ser llamado como gilcerol triestearato, triestearil glicerol, o tri-O-estearoil glicerol.
Mas comunmente, la nomenclatura TAG emplea la designacion -ina para indicar la
molécula en un TAG, por ejemplo, triestearina. Asi, si diferentes acidos grasos son
esterificados al TAG, por ejemplo, el TAG con sn-1 acido palmitico, sn-2 acido oleico
y sn-3 acido estearico, se reemplaza -ico del nombre del acido con -oil, y los acidos
grasos se nombran en el orden sn-1, sn-2, sn-3 (1-palmitoil-2-oleoil-3estearoil-sn-
glicerol). Si dos de los acidos grasos son idénticos, el nombre incorpora la
designacion di-, por ejemplo, 1,2-dipalmitoil-3-oleil-sn-glicerol.

Mattson (1963) ha descripto que los acidos grasos saturados son
esterificados predominantemente en las posiciones 1- 6 3-, mientras que la posicion

2- es ocupada principalmente por los acidos grasos insaturados.
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3.2.3. Esteroles

Los esteroles son alcoholes policiclicos derivados del esteareno
(ciclopentanoperhidrofenantreno) como base de su estructura. Los esteroles se
encuentran principalmente en la fraccion insaponificable de las grasas y aceites.
Segun su origen, se pueden distinguir los zooesteroles de origen animal,
fitoesteroles provenientes de las plantas y micoesteroles a partir de organismos
menores como los hongos.

El colesterol es el esterol mas importante cuya fuente principal se relaciona
con alimentos de origen animal, especialmente en la grasa animal. Los aceites y
grasas vegetales estan libres de colesterol, teniendo en cuenta el acuerdo general
que todas las sustancias libres de colesterol contienen menos de 50 ppm (Guo y
col., 1995).

Los fitoesteroles y los fitoestanoles (formas reducidas de los fitoesteroles) son
esteroles de origen vegetal cuya estructura quimica es muy similar a la del
colesterol, encontrandose en pequefas cantidades en los frutos, semillas, hojas y
tallos de la mayoria de los vegetales conocidos (Ling y Jones, 1995). Si bien se han
descripto mas de 200 tipos diferentes de esteroles vegetales en diferentes especies
de plantas, el B.sitosterol (C29), el campesterol (C28) y el estigmasterol (C29) son
los que se encuentran en mayor proporcidn; en su conjunto constituyen el 95 - 98%
de los fitoesteroles identificables en extractos vegetales (Ling y Jones, 1995). Se ha
propuesto que la diferencia estructural en la cadena lateral de los fitoesteroles y de
los fitoestanoles con respecto al colesterol es responsable de los particulares efectos
hipocolesterolémicos atribuidos a ambos esteroles vegetales y también de la baja
absorcion a nivel del tracto intestinal observada para estos esteroles (lkeda y col.,
1988).

3.2.4. Ceras
Las ceras son compuestos complejos que actuan como barrera a la pérdida
de agua producida por la evaporacion y transpiracién de los tejidos vegetales. El
analisis de este parametro se utiliza para detectar la presencia de adulteracion de
aceites obtenidos por prensado con aquéllos extraidos con disolventes organicos.
Quimicamente, las ceras son ésteres formados a partir de la union de acidos
grasos (C20-C28) y alcoholes de alto peso molecular (PM) (C27-32) (Pérez-Camino

y col., 2003). Las ceras pueden tener hasta 58 atomos de carbono, lo que influye en
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sus propiedades fisicas tales como un elevado peso molecular, punto de fusion
superior a 70°C y precipitacion a temperaturas de 40°C, siendo las mas frecuentes
las de C40, C42, C44 y C46.

Dado que las ceras se producen mediante la esterificacion entre los alcoholes
alifaticos presentes en el aceite y los acidos grasos libres, cuando se registra la
hidrolisis de los triacilgliceroles aumenta el contenido de acidos grasos libres y la
velocidad de la reaccién de esterificacién. Varios autores han demostrado que se
producen cambios en la concentracion de ceras en los aceites de forma natural. Asi,
se ha observado un incremento en el contenido de ceras durante el almacenamiento
de aceite de oliva virgen. Este incremento depende de la concentracion de las
especies reactivas y de las condiciones de almacenamiento (Mariani y Venturini,
1996). De esta manera, una elevada concentracion de alcoholes alifaticos también

puede provocar un aumento del contenido inicial de ceras en funcién del tiempo.

3.2.5. Fosfoacilgliceroles (fosfolipidos)

Los fosfolipidos poseen un rol esencial en el metabolismo de los diferentes
organismos vivos. Estas macromoléculas son un componente estructural de las
membranas celulares y actuan como agentes activos en diversos procesos
metabolicos (activacidn de enzimas, surfactantes a nivel pulmonar, componentes
detergente de la bilis, intervienen en la sintesis de sustancias de senalizacion
celular) (Devlin, 2004). Los glicerofosfolipidos o fosfolipidos son anfipaticos, es decir,
contienen a la vez una region polar o grupo de la cabeza, constituido por el fosfato
cargado y las sustituciones del mismo y una cola no polar, constituida por las
cadenas hidrocarbonadas hidrofobicas. Los acidos grasos esterifican al glicerol en
las posiciones sn-1y sn-2 y el grupo fosfato, en la posicién sn-3. Por lo general, el
C-1 del glicerol se encuentra esterificado por un acido graso saturado y el C-2 por un
acido graso insaturado (Berg y col., 2002).

El 1,2-diacilglicerol 3-fosfato o acido fosfatidico, es el compuesto que da
origen a una serie de glicerofosfolipidos en los que los diferentes sustituyentes que
contienen hidroxilos estan esterificados con el grupo fosfato. Dichos sustituyentes
pueden diferenciarse en amino alcoholes (colina, etanolamina, serina) y compuestos
polihidroxilados (glicerol, inositol) (Devlin, 2004). En las lecitinas de origen vegetal,
los principales compuestos unidos por el enlace fosfodiester al glicerol son colina,

etanolamina e inositol. Durante la extraccion del aceite, parte de los fosfolipidos se
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dispersa en el mismo y usualmente son removidos mediante el proceso de
degomado obteniendo como subproducto las gomas crudas. Dichas gomas,

acondicionadas adecuadamente, dan lugar a las lecitinas.

3.2.6. Glicerolipidos
Los glicerolipidos o glicolipidos se forman cuando un 1,2-diacil-sn-3-glicerol
se une via sn-3 a una molécula de carbohidrato, el cual generalmente es un mono o

disacarido.

3.2.7. Lipocromos

Los carotenoides son derivados de una molécula base que consiste en una
cadena C40, la cual estda compuesta por 8 unidades isoprénicas. Debido a los dobles
enlaces conjugados y a la dependencia de las clases de sustituyentes, son
coloreados desde el amarillo oscuro al rojo. Su maxima absorcién varia entre 425 y
525 nm. Los carotenoides son sensibles al oxigeno y a la luz constituyendo los
colorantes naturales de los alimentos. Asi, se puede distinguir entre a-, B- y y-
caroteno (Figura 1.12) siendo la principal fuente de a-caroteno el aceite de palma.
Los carotenos funcionan como provitamina A (Bockisch, 1998).

La clorofila es otro colorante presente principalmente en aquellos aceites
producidos a partir de porotos, colza, oliva y palta. Generalmente el color verde es

removido mediante el proceso de refinacion, excepto en el caso del aceite de oliva.

S QR e S

a-caroteno

A

-caroteno

S QRO O

y-caroteno

Figura 1.12. Estructura de carotenos (Bockisch, 1998)
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3.2.8. Lipovitaminas

Tal como se describio previamente, los carotenoides pueden ser
transformados en vitamina A. La vitamina A se encuentra en las especies marinas a
nivel del higado. La deficiencia de vitamina A puede producir ceguera nocturna o
permanente, crecimiento anormal de los huesos, aumento de la presidn
cerebroespinal y disminucion del crecimiento, mientras que la hipervitaminosis A
puede causar dolor de cabeza y vomitos.

La vitamina D pertenece a la familia de los esteroles. Los aceites y grasas
vegetales asi como las grasas animales no contienen cantidades importantes de
esta vitamina, por lo que muchos productos grasos como la margarina son
enriquecidos con la misma (Bockisch, 1998).

La vitamina E incluye a los tocoferoles y tocotrienoles. Existen cuatro
tocoferoles y cuatro tocotrienoles en las formas a, B, & y y para ambos isbmeros y se
distinguen entre si por el numero de grupos metilicos en el anillo aromatico (Figura
1.13) (Ramirez y Quiles, 2005). Estos compuestos presentan una elevada
inestabilidad frente a los tratamientos térmicos y en el proceso de refinado son
removidos parcialmente (Szydlowska-Czerniak y col., 2008).

Los tocoferoles son compuestos poco polares y se localizan en la fase lipidica
de los alimentos. Su actividad biolégica depende de la proporcion de los distintos
isbmeros. El a-tocoferol constituye un importante elemento estabilizador en los
procesos de oxidacion, ya que protege a los acidos grasos constituyentes de las
membranas celulares frente a los danos causados por los radicales libres (Elliot,
1999). En cuanto a las formas B, y y d de los tocoferoles, se ha descripto que su
poder antioxidante en el aceite presenta el siguiente orden decreciente 8>y~ B >a
(Valavanidis y col., 2004). Las actividades bioldgicas del B, y y ® en relacion a la
correspondiente al a-tocoferol son del 30, 15y 1%, respectivamente.

Los tocoferoles se encuentran principalmente en las semillas oleaginosas,
aunque también en hojas y otras partes verdes de las plantas. Como fuentes
alimentarias pueden citarse los aceites vegetales comestibles (soja, maiz, girasol,
oliva, semilla de algodén y cartamo), los productos derivados de estos aceites
(margarinas y mayonesas), el germen de trigo, las nueces, frutos secos y los
cereales integrales, ya que esta vitamina se concentra principalmente en el germen
de la semilla. Existe una correlacion positiva importante entre el contenido de

vitamina E de los aceites vegetales y su grado de insaturacion (Bockisch, 1998).
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Figura 1.13. Estructura quimica de los tocoferoles (Bockisch, 1998)

3.2.9. Hidrocarburos

Los hidrocarburos alifaticos y terpenoides se encuentran distribuidos en
grasas y aceites, los cuales pueden ser removidos durante el proceso de refinacion
(Bockisch, 1998). De la familia de los terpenoides, el escualeno se encuentra
presente en el aceite de oliva en cantidades relativamente elevadas comparado con
otros aceites vegetales, constituyendo una sustancia utilizada para la deteccion de

adulteraciones en dicho aceite (Bockisch, 1998).

3.3 Aceites especiales “gourmet”

Un “alimento gourmet” es un alimento de muy buena calidad, perfectamente
preparado e ingeniosamente presentado. Los aceites “gourmet” son asi
caracterizados por su aroma y sabor, principalmente resultantes del hecho que estos
aceites no son refinados. El aceite gourmet mas popular es el aceite de oliva. Otros
aceites usados actualmente como aceites gourmet en restaurantes de distintas
partes del mundo incluyen el aceite de palta y algunos obtenidos a partir de frutos
secos. Sin embargo, muchos de ellos retienen su aroma y sabor debido a que son
producidos en pequefia escala y no son sometidos a métodos convencionales de
refinacion, blanqueado y desodorizacion, habitualmente empleados para lograr la
remocion de impurezas y prolongar la vida util de los aceites vegetales comodities
consumidos por los seres humanos (Moreau y Kamal-Eldin, 2009).

La distinciéon entre aceites especiales y comodities requiere una definicién

precisa de dichos términos. Una revision reciente sobre los “aceites especiales
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menores” ha sugerido que aquel aceite con una produccién anual inferior a 1 millon
de toneladas por afio podrian ser considerado un aceite “menor” (Gunstone, 2006).
Los aceites gourmet son alternativamente descriptos como aceites virgenes o
prensados en frio. Los aceites virgenes son definidos como aquéllos obtenidos sin la
participacion de agentes quimicos que puedan alterar la naturaleza del aceite es
decir, mediante prensado bajo calentamiento suave y sucesiva purificacion mediante
lavado con agua, asentamiento, filtracion y centrifugacion (FAO/WHO, 1993). Cabe
sefalar que la aplicacion de calor excesivo puede conducir a la destruccién de
vitaminas y clorofilas u otros pigmentos comprometidos en la designacion de
“virgen”. Los aceites prensados en frio, aceites virgen de grado maximo, son
comercializados en el mercado a precios muy superiores a los asociados a los
aceites comodities y se consideran la mejor opcién para la coccion y utilizacidn como
aderezo de ensaladas en restaurantes. Estos aceites son reconocidos por su
elevada calidad y particularmente apreciados por su aroma, color, flujo viscoso y
connotaciones benéficas para la salud. Los aceites virgenes y prensados en frio se
obtienen a partir de varias partes de las plantas que incluyen a las semillas, nueces
y mesocarpios. Muchos de los aceites gourmet y “health-promoting” son producidos
por prensado en frio, pero también son utilizadas otras tecnologias de extraccion
(Tabla 1.12) (Moreau y Kamal-Eldin, 2009).
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Tabla 1.12. Procesos de extraccidon de aceites especiales y comodities (Moreau y Kamal-Eldin, 2009)

Refinacion,
Proceso de . . o .
L Ventajas Desventajas desodorizaciéon y Ejemplos
extraccion
blanqueo
Prensado en frio o Retiene compuestos menores Bajos rendimientos de aceite No Aceite de oliva virgen, aceite
centrifugacion como volatiles, compuestos de palta, aceite de cafiamo
fendlicos y clorofilas
Extraccion Proceso no téxico y mas Mas caro. Los rendimientos Opcional Aceite de avena
mediante fluidos seguro que la extraccion con  pueden ser menores a los
supercriticos hexano. No requiere eliminar  obtenidos con hexano
(COy) solventes de la miscela o
harina residual
Extraccion con Solvente menos toxicoy mas  Mas dificil de remover los Si Aceite de grano de maiz
etanol seguro que el hexano extractos no lipidicos de la
miscela y la harina
Prensado estandar Tecnolégicamente simple y Menor rendimiento que la Si Aceites comodities
economico para produccion a  extraccion con hexano, las altas
gran escala industrial temperaturas causan algunos
cambios quimicos en el aceite y
la harina
Extraccion con Bajo costo, altos rendimientos Problemas para la salud y de Si Aceites comodities
hexano seguridad
Pre-prensado + Bueno para semillas con Requiere mas equipamiento Si Aceites comodities
extraccion con >20% aceite
hexano
Extraccion acuosa Técnica suave, Altos costos de las enzimas, Opcional En desarrollo
enzimatica ambientalmente limpia rendimiento menor a la

extraccion con hexano
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La composicion de acidos grasos de los aceites vegetales es generalmente la
propiedad que recibe la mayor atencidn aunque tal como se vio anteriormente, existe
una serie de compuestos minoritarios que contribuyen significativamente a las
propiedades nutricionales de los aceites. Los aceites vegetales son buenas fuentes
de acidos grasos esenciales (acidos linoleico y a-linolénico) y otros acidos grasos
derivados de éstos. Se sabe que se requiere un adecuado balance de los acidos
grasos esenciales como precursores de las prostaglandinas y leucotrienos, con el
objeto de proveer al organismo humano un estatus 6ptimo pro-inflamatorio y anti-
inflamatorio. Luego de la revolucion agricola, el consumo de acido linoleico aumentd
y consecuentemente los productos inflamatorios dinoprostona (o prostaglandina E2)
y cierto numero de leucotrienos. Se aconseja mejorar el balance de consumo de las
grasas ricas en w-6 mediante la ingesta relativa de otros acidos grasos incluyendo

los acidos oleico, a-linolénico, y-linolénico, EPA y DHA (Simopoulos, 2004).

3.4. Procesamiento de aceites vegetales mediante procesos convencionales
Para la extraccion de aceites vegetales a nivel industrial se utilizan
basicamente dos métodos: prensado mecanico y extraccion con solvente.

El prensado mecanico se realiza a través del uso de las denominadas prensas
continuas, las cuales comprimen la masa de la semilla preparada a presion elevada,
logrando de esta manera liberar el aceite contenido en la masa, el cual escurre a
través del barril de la prensa. El material que sale de las prensas con un bajo
contenido de aceite residual (6-7%) se denomina “torta o expeller’, mientras que el
aceite separado, el cual arrastra impurezas, debera ser clarificado a través del uso
de decantadoras y separadoras centrifugas antes de ser derivado a los tanques de
almacenamiento (Autino, 2009b).

Por su parte, la extraccion por solvente se basa en la separacion del aceite de
la masa previamente preparada y acondicionada, utilizando un solvente organico
(generalmente hexano) el cual se hace pasar a través del material en proceso en
cantidad y temperatura adecuadas para asegurar una correcta extraccioén del aceite.
A fin de que el proceso de extraccion se lleve a cabo de manera correcta, el material
a extraer debe ser convenientemente preparado, mientras que el disolvente debe ser
puro, sin contaminantes y calentado hasta la temperatura adecuada de modo tal que
el proceso extractivo se lleve a cabo con la mayor eficiencia posible (Autino, 2009b).

Todas las semillas oleaginosas tienen que ser preparadas para la extraccion. Los
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pasos individuales requeridos dependen de la clase de semilla y de la tecnologia
elegida. La preparacidon consiste en una serie de tratamientos mecanicos Yy fisicos,
aplicados a las semillas con el objetivo de optimizar la extraccién, ya sea a través del
prensado mecanico o utilizando en forma directa la extracciéon por solvente.

En muchas semillas durante el proceso de preparacion se realiza un
acondicionado, cuya finalidad es la de calentar el grano para darle plasticidad o bien
romper los tejidos que envuelven al glébulo graso, con el propdsito de optimizar el
laminado o prensado de la semilla (Autino, 2009b).

Todos los pasos realizados en la preparacion tienen el fin de “liberar” el aceite
del tejido que lo recubre y ademas, acondicionar el grano para lograr una 6ptima
extraccion del mismo.

El proceso de extraccion de aceite de semillas oleaginosas consta de cuatro
pasos basicos:
- limpieza de la semilla y pretratamiento
- extraccion de aceite (prensado o extraccidon con solventes)
- tratamiento de la miscela o del aceite extraido
- tratamiento de la harina de extraccién
En la Figura 1.14 se muestran los pasos de las etapas del proceso de

extraccion de aceite de semilla mediante un diagrama de flujo (Bockisch, 1998).
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Figura 1.14. Diagrama de flujo de la extraccion de aceite de semilla (Bockisch, 1998)
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3.4.1 Etapas incluidas en el proceso de preparacion de las semillas
oleaginosas

El primer paso es la limpieza, cuya funcion es despojar a los granos de
particulas indeseables que aun permanezcan en los mismos, entre los cuales se
incluyen metales, hojas, pequefias ramas y otros materiales extranos. Los equipos
utilizados en esta etapa son zarandas, cernidores rotativos, separadores magnéticos
y sistemas de aspiracion.

Luego, el pesaje de los granos nos permitira conocer la cantidad que vamos a
procesar.

El triturado es la reduccion del tamano a través del uso de los molinos
quebradores o trituradores.

La mayoria de las oleaginosas son descascaradas. La extraccion sin
descascarado es posible; sin embargo, las cascaras usualmente no contienen aceite
y asi reducen la capacidad de la planta de extraccion. También pueden contener
componentes que disminuyen la calidad del aceite. La conveniencia econdmica del
descascarado depende de la proporcidon de cascara en el total de peso de las
semillas (Bockisch, 1998).

El acondicionamiento del grano partido a través del uso del calor previo al
laminado tiene como propdsito otorgarle condiciones de plasticidad, facilitando a
consecuencia de ello, su procesamiento (Autino, 2009b).

El laminado consiste en someter las particulas a la accion del molino
laminador, con la finalidad de producir la rotura fibrilar y facilitar la liberaciéon del
aceite contenido en las celdillas, durante el proceso de extraccion por solventes o
bien por prensado (Autino, 2009b).

La coccidn es utilizada en el caso de los granos con elevado contenido de
aceite, cuyo proposito puede sintetizarse en los siguientes aspectos: disminuir el
tenor de humedad del grano, incrementar su plasticidad por incremento de la fluidez
del aceite, producir la ruptura de las células grasas complementarias, coagular las
proteinas del grano, esterilizar los granos destruyendo bacterias y otros
microorganismos, desactivar enzimas termosensibles, destruir sustancias toxicas.

En algunas semillas (soja y algodon) se realiza el expandido cuya finalidad es
mejorar el manejo y la extractabilidad del material, llevandose a cabo el posterior

secado y enfriado.
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Figura 1.15. Preparacion de las semillas para el proceso de

extraccion de aceite (Bockisch, 1998)

3.4.2. Extraccion de aceite por prensado

En la mayoria de los molinos aceiteros la extraccion se realiza con prensas de
tornillo, como paso previo a la extraccidbn con solventes o directamente como
proceso en si. Si bien hasta los afios 1990s la extraccién directa mediante prensado
era raramente llevada a cabo debido a sus bajos rendimientos, actualmente, bajo
consideraciones de proteccion ambiental, este proceso esta cobrando nuevamente
interés (Bockisch, 1998).

Las prensas abiertas son comunmente utilizadas en la actualidad para la
extraccion de aceite de oliva; para las semillas oleaginosas, se usan casi
exclusivamente las prensas de tornillo sinfin (Bockisch, 1998).

Una prensa consta de una jaula que posee un diametro constante desde el
comienzo al final, la cual aloja al tornillo sinfin cuyo eje aumenta en esta direccion,
con el fin de mantener la presion como compensacion de la reduccién de volumen
causada por la pérdida del aceite extraido. El diametro de la salida de la torta, y el

disefio del tornillo determina la presion dentro de la prensa. Se pueden alcanzar
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presiones de hasta 3000 bar provocando temperaturas de hasta 170°C dependiendo
del tipo de prensa. En condiciones normales, para pre-prensado se alcanzan 30-40
bar en combinacion con una temperatura de aproximadamente 95°C; para prensado
directo el objetivo es alcanzar 400 bar en combinacién con 115-125°C y por lo tanto,
no puede ser denominado “prensado en frio”. El proceso de extraccion por prensado
es influenciado por varios parametros tales como el contenido de humedad de la
semilla, la capacidad de la prensa y la potencia aplicada. El aceite obtenido por
prensado debe ser posteriormente purificado mediante el uso de separadores, filtros
y decantadores (Bockisch, 1998).

Por otra parte, la torta o expeller debe ser desintegrada mediante trituradores
para la posterior utilizacion de la harina ya sea en la extraccion con solventes o para
procesarla como tal.

Una alternativa al prensado convencional es el proceso de prensado en frio,
en el cual la materia prima no se somete a calentamiento previo o durante la
extraccion, lo cual permite la retencion de una mayor cantidad de compuestos
fitoquimicos de interés como algunos antioxidantes naturales. La prensa utilizada
comunmente es la de tornillo helicoidal, aplicando una presion de molienda a las
semillas. Otro tipo de prensa es la que aplica presion directamente sobre las
semillas ubicadas en un barril con orificios a los costados lo cual permite el

escurrimiento del aceite (Parker y col., 2003).

3.4.3. Extraccién de aceite por solvente

La extraccidon por solvente es la etapa de obtencion del aceite crudo a partir
de semillas oleaginosas previamente tratadas mediante una preparacion adecuada.
Varias operaciones unitarias se utilizan en cada una de las secciones de la
extraccion siendo la de transferencia de masa, la mas trascendente. La parte mas
importante de una extraccion por solvente es el extractor ya que es alli donde se
produce el desaceitado del material entrante previamente preparado. El otro
equipamiento u operacion inseparable -en los métodos utilizados industrialmente- de
la extraccion es la desolventizacién. En ambos casos, la operacion de transferencia

de masa es fundamental, aunque no es la unica.
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3.4.3.1. Extraccion

En la transferencia del aceite desde el sdlido hasta el solvente/miscela se
presentan distintos mecanismos: el material a extraer se pone en contacto con el
solvente, el cual inunda los poros intra-particula y disuelve el aceite formando la
miscela, cuya composicion queda establecida por el equilibrio logrado con el aceite
contenido en el solido. A través de esta miscela, el aceite difunde hacia el exterior de
la particula y posteriormente, es transportado hacia la salida del lecho por la
corriente global. Cabe sefialar que el lavado o arrastre del aceite desde su superficie
es tan importante como la difusion del aceite dentro del sdlido. El tipo de contacto es
un factor de relevante importancia en la eficiencia de esta operacion (Demarco,
2009).

Los extractores comerciales disponibles operan mediante dos métodos
basicos de contacto para disolver el aceite en el solvente. El primero es el método
de inmersion, donde el solvente es bombeado a través de la semilla preparada, de
forma de asegurar que ésta quede totalmente sumergida en el mismo. El segundo
es el método de percolacion, en el cual el solvente se esparce desde la parte
superior del lecho de semillas, a una velocidad determinada por la resistencia del
lecho al flujo por gravedad del solvente. En general, siempre se encuentran los dos
métodos combinados si bien alguno de ellos prevalece (Demarco, 2009).

El proceso de percolacion se basa en el principio de humedecimiento
permanente de la superficie por percolacién del solvente. Esto significa que hay un
intercambio permanente entre solvente/miscela libre y el solvente que se encuentra
“absorbido” por la harina. La percolacion asegura que el solvente saturado sea
permanentemente reemplazado por solvente/miscela no saturado. Un prerrequisito
para el éxito de este proceso es que el solvente pase libremente (percole) a través
de las particulas de semilla. El proceso también necesita “aceite libre”, es decir, un
pretratamiento de la semilla que logre la mayor cantidad de células abiertas posible.
La ventaja comparada con la inmersion es que no hay necesidad de agitar las
particulas de semillas, evitando asi la reduccién no deseada de su tamafo. Sin
embargo, la formacién de particulas finas de harina no puede ser totalmente evitada
(Bockisch, 1998).

A diferencia del proceso de percolacion, en el proceso de inmersion la semilla
se encuentra completamente sumergida en el solvente. El principio implica que la

miscela altamente concentrada sea reemplazada por solvente fresco si no hay
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desplazamiento forzado del disolvente. Asi, el sistema estatico necesita agitacion
para asegurar que el solvente concentrado sea reemplazado. Este hecho conduce al
incremento en la formacion de particulas de semillas muy pequefas las que luego
deben ser removidas de la miscela. Generalmente, el proceso de inmersién es mas
apropiado que el de percolacion si el aceite tiene que ser extraido a partir de
matrices dificultosas, como aquéllas con alto contenido de fibra o baja concentracion
de aceite (Bockisch, 1998).

El proceso de extraccion se lleva a cabo en una serie de etapas que
generalmente responden a un flujo neto en contracorriente. Para lograr una buena
eficiencia de la operacién, no deben producirse mezclas entre las miscelas de las
distintas etapas.

En las células, hay una zona de aceite la cual es facil de extraer ya que esta
cerca de la pared celular. Esta parte de la extraccion ocurrira en muy poco tiempo de
contacto entre el solvente y el material a extraer. Sin embargo, hay otra parte del
aceite que tendra que recorrer una mayor distancia para alcanzar la pared celular y
poder ser arrastrada por el solvente hasta la corriente de la miscela. En cada uno de
los movimientos del aceite se encontrara con diferentes “obstaculos” (carbohidratos,
paredes celulares, etc.) a los que le tomara tiempo poder superar. Es por ello que el
tiempo de contacto durante esta operacion de extraccion (transferencia de masa) es
importante, independientemente del tipo de extractor utilizado (Demarco, 2009).

El tiempo de extraccién influye sobre la velocidad de extraccion debido a que
los procesos de disolucion y difusion requieren de un cierto tiempo operativo. El
tiempo requerido depende de la clase de semilla, su pretratamiento y el equipo
utilizado. Por otra parte, siempre existe un factor econémico que limita el tiempo de
extraccion. En lineas generales, a mayor tiempo de extraccion sera mejor el

desempeno de la planta en su conjunto (Figura 1.16).
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Figura 1.16. Curva de extraccion tipica (Demarco, 2009)

La temperatura de extraccion también es importante ya que disminuye la
viscosidad e incrementa la solubilidad del extracto. Menores viscosidades y mayores
solubilidades resultan en mayores velocidades de extraccion. La temperatura no solo
afecta este ultimo parametro, sino también la proporcion entre los componentes

lipidicos y no-lipidicos del aceite crudo (Bockisch, 1998; Demarco, 2009).

3.4.3.2. Desolventizado

El disolvente asociado a la fraccion de aceite se puede eliminar a niveles
residuales muy bajos utilizando una evaporacion de efecto multiple y tecnologia de
recuperacion de capa fina con vapor bajo vacio. Por otra parte, el disolvente
presente en la fraccion harina es mucho mas dificil de remover. Generalmente, se
retira mediante un equipo desolventizador-tostador en contracorriente, normalmente
denominado DT.

La miscela proveniente de la percolacion tiene un contenido de solvente de
70-80%, mientras que la procedente de la inmersion 87-93%. Por ende, puede
observarse que las cantidades de disolvente a ser destilado son elevadas. Asi, con
el aumento en el contenido de aceite, la presion de vapor del sistema aumenta y
también el punto de ebullicién, lo cual se traduce en incrementos en la cantidad de
energia (Bockisch, 1998).

La remocion del aceite deberia ser realizada a bajas temperaturas a fin de
proteger al mismo y propender al ahorro energético. La calidad del aceite también

puede verse influenciada por un excesivo tiempo de contacto con los
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intercambiadores de calor. Asi, es necesario encontrar una solucion de compromiso

entre los parametros tiempo de contacto y temperatura (Bockisch, 1998).

3.5. Extraccion mediante fluidos supercriticos (EFSC)

Desde mediados de los afios 1950s se han investigado muchas aplicaciones
de la utilizacion de fluidos supercriticos para la extraccion y refinacion de aceites y
grasas a partir de sustancias naturales.

La produccién mundial de grasas vegetales y animales se ha incrementado
durante las ultimas décadas, mientras que al mismo tiempo, el precio de los agentes
clasicos de extraccion, como el hexano. La preocupacién por los residuos toxicos en
los productos derivados de los aceites también ha promovido la busqueda de
procesos alternativos, tales como la EFSC. En un numero creciente de paises, la
mayoria de los solventes organicos estan prohibidos para la extraccion de productos
alimenticios, o bien autorizados a extremadamente bajas concentraciones residuales
(< 5 ppm para hexano) (US Food and Drug Administration (FDA), 2009). Ademas,
los consumidores tienden a exigir productos obtenidos a partir de tecnologias
limpias, evitando el uso de solventes organicos.

Por otra parte, los productos extraidos con fluidos supercriticos son de calidad
superior a los obtenidos por extraccion con solventes organicos, fundamentalmente
porque no hay residuos de solvente en los mismos, pero también porque los
materiales son procesados a temperaturas moderadas, de modo que sus
propiedades son poco alteradas.

No obstante lo expuesto anteriormente, existen otros factores,
fundamentalmente econdmicos, que se oponen a la rapida difusién de la tecnologia
supercritica. EI empleo de altas presiones requiere altos costos de inversion y de
operacion. En la actualidad, los procesos supercriticos compiten con los procesos de
extraccidn tradicionales cuando se aplican en la obtencion de productos de alto valor
agregado (acidos grasos poliinsaturados, aceites citricos esenciales, etc.) o cuando
se procesan grandes volumenes de materiales, como en el caso del procesamiento
del café y del té, entre otros. Sin embargo, las regulaciones cada vez mas estrictas
en relacién con los efectos sobre la capa de ozono, la descarga de compuestos
organicos volatiles y concentraciones residuales en el producto final para la

proteccion de los consumidores y el ambiente, facilitaran el desarrollo de procesos
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de extraccion y fraccionamiento supercritico, haciéndolos mas competitivos que en
la actualidad (Espinosa, 2001).

Darr y Poliakoff (1999) definen a un fluido supercritico como cualquier
sustancia cuya temperatura y presién son mas altas que sus valores criticos y su
densidad aproximada o mayor que su densidad critica. En la Figura 1.17 se
representa el diagrama de fases para un componente puro. La temperatura y presion
del punto critico (C) al final de la curva de presidén de vapor limitan inferiormente la
zona supercritica. Por encima del punto critico de una sustancia pura, no puede
existir equilibrio liquido-vapor. Los fluidos supercriticos exhiben propiedades
intermedias entre aquéllas correspondientes a gases y liquidos. Densidades
similares a las de los liquidos y propiedades de transporte que se aproximan mas a
aquéllas de los gases, son algunas de las caracteristicas que los hacen aptos para

la extraccion (Espinosa, 2001).

: FLUIDO
S+L iSUPERCRITICO

Presion

Temperatura

Figura 1.17. Diagrama de fases para un componente puro

En particular, la densidad y la viscosidad cambian drasticamente en
condiciones cercanas al punto critico. La tension superficial despreciable sumada a
valores de coeficientes de difusién de un orden de magnitud superior y viscosidades
cien veces menores a las de los solventes liquidos, resultan en una gran penetracion
del fluido en matrices soélidas con altas velocidades de transferencia del soluto en el
fluido supercritico. Adicionalmente, en regiones donde un fluido supercritico es

altamente compresible, su densidad (y por lo tanto su poder solvente) puede ser
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ajustada sobre un amplio rango, con pequefias variaciones de temperatura y/o
presion. La habilidad de los fluidos supercriticos de modificar su poder solvente
constituye una caracteristica clave, la cual puede ser usada para controlar su
comportamiento de fase, procesos de separacion (extraccion supercritica,
desolventizacion), velocidades y selectividades en reacciones quimicas vy
morfologias en el procesado de materiales (ej. en la industria farmacéutica)
(Espinosa, 2001).
Otras propiedades relacionadas con la utilizacion de fluidos supercriticos en
procesos de extraccion son:
- Baja temperatura de extraccion: muchos de los fluidos comunmente
utilizados presentan temperaturas criticas inferiores a 100°C y otros como el
CO,, el etano y etileno aun menores de 50°C. Esta propiedad hace que los
fluidos supercriticos sean adecuados para procesar materiales térmicamente
inestables, como lo son la mayoria de los productos naturales, pudiendo
reemplazarse operaciones por extraccion supercritica a temperaturas

moderadas (Espinosa, 2001).

- Selectividad: la posibilidad de ajustar el poder solvente de un fluido
supercritico modificando levemente la temperatura y presion, hace que los
fluidos supercriticos tengan el potencial para disolver y extraer en forma
preferencial clases seleccionadas de compuestos. Por otro lado, los fluidos
supercriticos ofrecen las ventajas de la destilacién y de la extraccion, puesto
que separan compuestos no sélo por diferencias de presiones de vapor, sino
también por interacciones especificas entre soluto y solvente (Espinosa,
2001).

- Productos finales libres de solventes: después que un fluido supercritico
ha extraido los componentes deseados de una mezcla, el mismo puede
separarse totalmente del producto con sélo modificar la temperatura y/o
presion de operacion, lo que permite su reutilizacion en unidades de procesos
continuos y semicontinuos. En las extracciones liquidas que utilizan solventes
organicos, la separacién del solvente del producto final se realiza a través de
un tren de destilacion, involucrando grandes consumos energéticos
(Espinosa, 2001).
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La posibilidad de utilizar los fluidos supercriticos como sustitutos, se debe no
s6lo a las propiedades fisicas favorables ya descriptas, sino también a la imposicion
de regulaciones cada vez mas severas respecto al uso de solventes organicos
ambientalmente peligrosos y mas aun, en cuanto a solventes utilizados para el
procesado de productos consumidos por el hombre, como el hexano.

Los tres fluidos mas populares en la tecnologia de fluidos supercriticos son:
diéxido de carbono, agua y propano. El didoxido de carbono no es toxico, ni
inflamable, es ambientalmente benigno, ampliamente disponible con alto nivel de
pureza y bajo costo, presentando una temperatura critica de 31°C. Es el fluido
supercritico por excelencia adoptado para el procesado de productos naturales con
aplicaciones en la industria de alimentos, nutracéutica, farmacéutica y cosmética. A
pesar de sus ventajas, el CO; no es un buen solvente para compuestos de muy baja
volatilidad. Sin embargo, la baja solubilidad de los compuestos poco volatiles deja de
ser una desventaja cuando se trata de la refinacion, fraccionamiento y purificacion
de aceites. En tales casos, compuestos de mayor presion de vapor que los
triacilgliceroles (acidos, ésteres, hidrocarburos livianos, etc.) pueden ser facilmente
separados del aceite.

Una de las aplicaciones de los fluidos supercriticos al procesamiento de
productos naturales es la extraccion, refinacion y fraccionamiento de aceites
comestibles, grasas y ceras. La extraccion se refiere a la separacion de algunos

solutos presentes en materiales naturales sélidos, tales como semillas o frutos.

3.6. Oxidacion lipidica
3.6.1 Autooxidacion lipidica

Los lipidos insaturados pueden sufrir procesos de deterioro durante el
procesamiento, almacenamiento y/o manipulacién de alimentos. Estos procesos
pueden dar origen a compuestos téxicos o indeseables desde el punto de vista de la
calidad organoléptica del producto y afectar tanto las propiedades funcionales de sus
componentes, como su valor nutricional (Tironi, 2005).

La autooxidacidn de lipidos se produce a través de un mecanismo de
radicales libres, el cual puede describirse mediante una serie de etapas que se
detallan a continuacion (Nawar, 1996; Frankel, 2005) (Figura 1.18).
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Figura 1.18. Esquema general del proceso de autooxidaciéon lipidica
(Nawar, 1996)

Iniciacién

La oxidacion directa de los lipidos insaturados por el oxigeno triplete (la forma
mas estable del oxigeno) es termodinamicamente desfavorable, dado que los dobles
enlaces de los acidos grasos se encuentran en estado singulete y tal reaccién no
cumpliria con la regla de la conservacion del spin. En funcién de ello, la produccién
de los primeros radicales debe estar catalizada. En presencia de factores de
iniciacidon o iniciadores (1), los lipidos insaturados (LH) pierden un radical hidrégeno
(H*) de la posicion a con respecto a los dobles enlaces del acido graso para formar

un radical libre lipidico (L*) segun la reaccion:
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LH é IH+ L* Ec.1.1

Los iniciadores pueden producir radicales por disociacion térmica de
hidroperéxidos presentes como impurezas o por descomposicion de hidroperéxidos
catalizada por metales o exposicion a la luz.

Por otra parte, el oxigeno singulete puede reaccionar con los acidos grasos
insaturados con mucha mayor velocidad que el oxigeno triplete generando
hidroperdxidos, los cuales pueden servir como iniciadores en las reacciones
anteriores. La via mas comun de generacion del oxigeno singulete es la
fotosensibilizacion de los pigmentos naturales presentes en los alimentos, tales

como clorofila, hemoglobina y mioglobina (Frankel, 2005).

Propagacion

El radical libre lipidico (L*) reacciona muy rapidamente con el oxigeno
molecular para formar radicales peroxilos (LOO*) (Ec. 1.2). Esta reaccion es mucho
mas rapida que la siguiente, en la cual se transfiere un hidrégeno de otra molécula

lipidica LH para dar un hidroperéxido LOOH y otro radical L* (Ec. 1.3).

L* + 0, 5 LOO* Ec. 1.2
LOO* + LH —*» LOOH + L* Ec. 1.3

La susceptibilidad de los lipidos a la autooxidacibn depende de Ia
disponibilidad y de la relativa facilidad de los hidrogenos alilicos para reaccionar con
los radicales peroxilos. Debido a la estabilizacidon por resonancia de las especies L*,
pueden formarse hidroperoxidos isomeéricos. Los hidroperoxidos son los productos
primarios fundamentales de la oxidacién lipidica. Son relativamente inestables y por
ello participan en numerosas reacciones posteriores. En los primeros estadios de la
autooxidacion, su velocidad de formacion excede a la velocidad de descomposicion;

mientras que en los ultimos estadios se registra la relacion inversa (Frankel, 2005).
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Terminacioén
En las ultimas etapas de la oxidacion lipidica, luego de alcanzar un maximo, la
velocidad disminuye, los radicales peroxilos reaccionan unos con otros formando

productos no radicalarios (Ec. 1.4).

K
LOO* + LOO* — Productos no radicalarios Ec.1.4

Los hidroperdxidos pueden sufrir reacciones tales como la homdlisis
catalizada por metales o calor, generando radicales peroxilos y alcoxilos que pueden
continuar la cadena amplificando el proceso de oxidacion, o bien formar productos
finales no radicalarios (Tironi, 2005).

Otras reacciones de terminacién involucran la condensacion de radicales
peroxilos (LOO*), alcoxilos (LO*) o alquilos (L*), siendo dependientes de la presion
de oxigeno y de la temperatura. Algunas de estas reacciones se muestran a

continuacion:

2L0O0* —» LOOL+0, Ec. 1.5
LO*+L* —» LOL Ec.1.6
L* — L-L Ec. 1.7

Descomposicion de los hidroperoxidos

Los hidroperéxidos generados por el mecanismo de radicales libres sufren
una posterior descomposicion mediante complejas rutas de reaccion que conducen
a la formacion de una mezcla de sustancias monoméricas, poliméricas y volatiles de
bajo peso molecular (productos secundarios) (Nawar, 1996). Cada hidroperdxido
produce un conjunto de productos de degradacion tipicos y especificos,
dependiendo de la posicion del grupo perdxido en la molécula. Estos productos
pueden a su vez, sufrir posteriores oxidaciones y descomposiciones, contribuyendo

a un gran “pool” de radicales libres (Frankel, 2005).
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3.6.2. Factores que afectan la velocidad de autooxidacién lipidica

Diversos factores relacionados con los acidos grasos presentes, las
caracteristicas fisicas y quimicas del alimento asi como también con la presencia de
otros componentes, tienen efecto sobre el proceso de oxidacion lipidica. A
continuacién se enumeran y describen los principales factores involucrados.
Composicion de los acidos grasos

El numero, posicion y geometria de los dobles enlaces afecta la velocidad de
oxidacion. Las menores energias de disociacién para hidrogenos unidos a carbonos
se encuentran entre dobles enlaces adyacentes (Nawar, 1996). Por lo tanto, éstos
son los sitios mas favorecidos termodinamicamente para ser atacados por los
radicales peroxilos, por ello a mayor grado de insaturacion la velocidad de oxidacion
es mayor. Por otra parte, los isdmeros cis se oxidan mas rapidamente que los trans,
la longitud de la cadena del acido graso no tiene efecto aparente en la velocidad o
extension de la formacién de radicales y los acidos grasos libres se oxidan a mayor
velocidad que los esterificados.
Concentracion de oxigeno

En condiciones de alta concentracién de oxigeno (condiciones atmosféricas),
la velocidad de oxidacion es independiente de la misma; pero a muy bajas
concentraciones, la velocidad es aproximadamente proporcional a esta variable
(Davidovich y col, 1980).
Temperatura

La velocidad de las reacciones asociadas con la oxidacion lipidica aumenta
en funcion del aumento de la temperatura. La temperatura ejerce un efecto sobre la
presion parcial de oxigeno asi como también actua disminuyendo la solubilidad del
oxigeno (Tironi, 2005).
Area superficial

La velocidad de oxidacién se incrementa proporcionalmente al area superficial
expuesta de los lipidos (Tironi, 2005).
Humedad

En alimentos con muy baja actividad acuosa (ay < 0,1) la oxidacién ocurre a
alta velocidad. A medida que la a, aumenta, hasta aproximadamente 0,3, la
velocidad disminuye alcanzando un minimo, para incrementarse nuevamente a

mayores valores de a,, (Labuza y col, 1972).
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Agentes prooxidantes

La presencia de trazas de metales de transicion, como el cobre y el hierro,
producen un efecto de catalisis sobre el proceso de oxidacion lipidica favoreciendo
la formacion de radicales libres (Frankel, 2005).

Energia radiante

Tanto la radiacion visible, ultravioleta como gamma son promotoras de la
oxidacion lipidica (Frankel, 2005).

Agentes antioxidantes

Los antioxidantes son un extenso grupo de compuestos quimicos que tienen
la capacidad de inhibir o retrasar los procesos de oxidacion. Estos compuestos
pueden clasificarse en dos grandes grupos: sintéticos y naturales.

Los antioxidantes sintéticos han sido empleados durante muchos afios por la
industria de alimentos aunque en la actualidad son cuestionados por razones de
indole toxicoldgica. Este hecho ha originado una tendencia de sustitucion progresiva
de los mismos por antioxidantes naturales (Frankel, 2005).

Los antioxidantes pueden actuar a distintos niveles de la secuencia de
reacciones del proceso de oxidacion lipidica: 1) disminuyendo la concentracion de
oxigeno, 2) interceptando al oxigeno singulete, 3) atrapando (“scavenging”) radicales
libres tales como los radicales hidroxilo (OH®), 4) uniéndose a metales que acttan
como agentes prooxidantes, 5) favoreciendo la descomposicion de productos
primarios a compuestos no radicalarios y 6) por interrupcion de la cadena de
iniciacién o propagacion transfiriendo atomos de hidrégeno a los radicales lipidicos
(L*) y peroxilos (LOQO®) (Shahidi, 1997; Frankel, 2005).
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4. Hipétesis de trabajo

Las propiedades fisicas, la microestructura y las caracteristicas
fisicoquimicas de las semillas (nuculas) de Salvia hispanica L. presentan
diferencias tanto dentro de las mezclas comerciales (semillas oscuras y

blancas) como entre las mismas (mezclas de distinta procedencia).

La composicién acidica y triacilgliceridica asi como la presencia de
compuestos minoritarios le confieren al aceite de chia cualidades
benéficas desde el punto de vista nutricional, siendo de interés su

aplicacion potencial en la industria alimentaria.

El proceso de obtencion tiene efecto sobre el rendimiento de aceite de
chia asi como sobre sus caracteristicas fisicoquimicas (composicion
acidica, triacilgliceridica, indices de calidad y genuinidad, compuestos

bioactivos, estabilidad oxidativa).

La temperatura y el tiempo de almacenamiento del aceite de chia asi
como la adicion de antioxidantes influyen sobre la estabilidad oxidativa y

por consiguiente sobre su conservacion.
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5. Objetivos
En virtud de lo expuesto, los objetivos del presente trabajo de Tesis Doctoral

se detallan a continuacion.

Objetivo general
— Estudiar las caracteristicas fisicoquimicas de las semillas y del aceite de chia
(Salvia hispanica L.) obtenido mediante distintos procesos y evaluar su

potencial aplicacion en la industria alimentaria

Objetivos especificos

— Estudiar las propiedades fisicas, la microestructura y las caracteristicas
fisicoquimicas de las semillas de chia

— Estudiar el efecto del proceso de obtencion (prensado, extraccion con
hexano, extraccidon supercritica mediante dioxido de carbono) sobre la calidad
del aceite de chia

— Evaluar la influencia de diferentes parametros sobre la conservacion del
aceite de chia (temperatura y tiempo de almacenamiento, adicion de
antioxidantes)

— Evaluar la aplicacion potencial de las semillas y del aceite de chia en la

industria alimentaria
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INTRODUCCION

La busqueda de nuevas fuentes de alimentos que ademas de proporcionar los
nutrientes necesarios para el organismo tengan propiedades funcionales, es cada
vez mas importante. Dentro de esta tendencia de alimentos saludables, los frutos y
las semillas ocupan un lugar clave.

La semilla, ademas de constituir la estructura mediante la cual las plantas se
propagan sexualmente, tiene una gran importancia en la alimentacion humana. Los
granos y semillas, utilizados directamente o transformados en proteina animal,
representan la fuente alimenticia mas importante para el hombre (Multon, 1982). La
composicion quimica de la chia y su valor nutricional le confieren un gran potencial
para la alimentacion. Estas semillas ofrecen una nueva oportunidad para mejorar la
nutricion humana, siendo una fuente natural de acidos grasos w-3, antioxidantes,
proteinas, vitaminas, minerales y fibra dietética (Coates y Ayerza, 1996).

En el estudio de las propiedades fisicas de los granos y semillas es esencial
tener una estimacion precisa de la forma, el tamafio, el volumen, el area superficial y
de otras caracteristicas fisicas que son consideradas como parametros ingenieriles
para este tipo de productos. El conocimiento de las propiedades fisicas de los
materiales agricolas resulta de gran importancia para la realizacion adecuada de las
operaciones de post-cosecha, asi como para el disefio y seleccion de equipamiento
para el procesamiento de las semillas. Ademas, el estudio de las propiedades fisicas
es importante para minimizar el efecto de un inadecuado uso del equipamiento, lo
que podria afectar la calidad de las semillas y sus subproductos y/o elevar los costos
de operacion (Mohsenin, 1986).

Las propiedades fisicas se pueden agrupar en:

1) tamafo y forma de la semilla (longitudes caracteristicas, diametro
geométrico, area superficial especifica, relacion de aspecto)

2) propiedades gravimétricas (densidad aparente y real, porosidad)

3) propiedades friccionales (angulo de reposo y coeficiente de friccidn)

El conocimiento de la morfologia y de la distribucion del tamafio de la semilla
de chia es esencial para una adecuada seleccion del equipo de limpieza, nivelacidon
y separacion, asi como para el proceso de secado. La forma y tamafo son

inseparables en un objeto fisico y ambos son generalmente necesarios para lograr
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su descripcidn. Ademas, es preciso determinar algunos parametros dimensionales
para definir la forma del objeto, en este caso de la semilla (Mohsenin, 1986).

Las propiedades gravimétricas son importantes para disefiar los equipos
relacionados con la aireacion, secado, almacenamiento y transporte (Kachru y col.,
1994). La densidad aparente determina la capacidad de los sistemas de
almacenamiento y transporte, mientras que la densidad real es util para el disefio de
los equipos de separacion y limpieza. Ademas, la porosidad de la masa de las
semillas esta relacionada con la resistencia al aire durante la aireacion y secado, la
cual es importante en la determinacion del espesor de las capas de granos que
pueden ser secadas, asi como en la eleccion del tipo de ventilador.

Las propiedades friccionales de los alimentos cumplen un papel importante en
el transporte gravitacional o neumatico, en la carga y descarga de recipientes o
espacios para el almacenamiento a granel y en las operaciones de mezcla. Las
diferencias en las propiedades friccionales pueden ser utiles para la separacion de
los contaminantes, en las operaciones de limpieza y para la separacion de las
unidades dafadas o defectuosas de las sanas (Brennan y col., 1998). Para que los
granos puedan deslizarse por una rampa y ser descargados desde un depésito a
granel, deben vencer las fuerzas estaticas de friccion, debidas a la accion de
interparticulas y a la friccion particula-pared. Cuando el producto comienza a fluir,
para que el flujo continue, tiene que sobrepasarse el coeficiente de friccion dinamica.
La fluidez depende de las fricciones entre los granos en movimiento y esta
directamente relacionada con el angulo de reposo, el cual determina el angulo
maximo de una pila de granos con el plano horizontal.

El estudio de la composicion quimica de un alimento contribuye al conocimiento
del aporte energético que el mismo puede brindar a la dieta e indica los tipos de
procesos a los cuales puede ser sometido sin sufrir alteraciones importantes en sus
componentes, caracteristicas sensoriales y funcionales (Robinson, 1991).

El cultivo y la domesticacion de la chia han tenido como consecuencias
cambios en sus caracteres cualitativos, tales como el color de la cubierta seminal y
la pigmentacion de los tallos. La coloracidon blanca del pericarpio esta determinada
por un gen cualitativo, designado como scc (Cahill y Provance, 2002). Las semillas
con pericarpio blanco, que originalmente provienen de mezclas de semillas
provenientes del este de Jalisco (México), fueron propagadas en Argentina durante

los afios 90. Estas semillas son producidas solamente por plantas que tienen flores
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blancas. Asimismo, se han encontrado diferencias en el contenido de proteinas y la
composicion de acidos grasos entre las semillas blancas y oscuras. Las semillas
oscuras presentan un mayor contenido de proteinas, mientras que las blancas tienen
un mayor tenor de acido a-linolénico (Ayerza y Coates, 1997). La proporcion de
semillas blancas en la mezcla de semillas ha ido disminuyendo durante el proceso
de domesticacién de la especie, posiblemente debido a un proceso de seleccion a
favor de las semillas oscuras, ya que las comunidades aztecas apreciaban los
mayores rendimientos que las mismas poseian asi como la mejor calidad del aceite
utilizado para pinturas.

En virtud de lo expuesto, se realizé un estudio descriptivo relacionado con la
estructura y la morfologia de las distintas semillas de chia, asi como Ila

determinacién de sus respectivas propiedades fisicas y quimicas.
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MATERIALES Y METODOS
1. Material vegetal

Las semillas de chia utilizadas se obtuvieron de dos fuentes comerciales:
Functional Products S.A., Argentina (20 kg) y Apsaxela, Guatemala (20 kg). Las
semillas de Argentina provinieron de cultivos realizados en la provincia de Salta (25°
S y 65,5° O), mientras que las de Guatemala procedieron de Quetzaltenango (15° N
y 91,6° O). Las mismas se conservaron en envases plasticos cerrados

herméticamente a 5+1°C hasta el momento de la realizacién de las experiencias.

2. Acondicionamiento de las muestras

A partir de cada uno de los 20 kg de semillas provenientes de diferente origen,
se seleccionaron al azar 1 kg mediante un cuarteador (CPASA, Centro Proveedor
Agropecuario, Buenos Aires, Argentina).

Se realiz6 una limpieza manual de las semillas, descartandose aquéllas
peladas, con pericarpio dafiado, quebradas, vanas y materias extrafias. Las mismas

fueron almacenadas a 5+1°C hasta su posterior utilizacion.

3. Determinacion del contenido de humedad

El contenido de humedad se evalud segun la técnica de la AOAC (1990). Para
ello se distribuy6 uniformemente 1 g de semillas en capsulas de aluminio, las cuales
fueron secadas en una estufa de vacio durante 4 h a 100°C. El procedimiento se

realizé por triplicado. El porcentaje de humedad en base seca se calculd segun la

ecuacion:

Ho(bs)=1=PS 100 Ec. 2.1
Ps

donde:

Pp: peso de la muestra antes del calentamiento (g)

Ps: peso de la muestra después del calentamiento (g)
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4. Descripcion de la semilla

4.1. Composicion de la mezcla comercial de las semillas segun el color del
pericarpio

A fin de determinar el porcentaje de semillas blancas y oscuras, se
seleccionaron al azar 8 grupos de 20 g de semillas cada uno y se realizé la
separacion manual de las mismas, segun el color del pericarpio en blancas y
oscuras. Se determiné el porcentaje en peso de cada tipo de semillas presente en la
muestra, utilizando una balanza electronica (0,001 g de precision). Ambos tipos de

semillas fueron almacenadas separadamente.

4.2. Propiedades fisicas

Las propiedades fisicas fueron determinadas tanto en las semillas blancas
como en las oscuras por separado, excepto el angulo de reposo y el coeficiente
estatico de friccidn, los cuales fueron evaluados para el conjunto de semillas (mezcla

comercial).

4.2.1. Tamano y forma

El tamafno de la semilla se determin6é a través de la medicion de sus
dimensiones caracteristicas: largo (L), ancho (W) y espesor (T), a partir de 90
semillas de cada tipo de color de pericarpio, seleccionadas al azar a partir de la
mezcla comercial. Para ello, se utiliz6 un micrometro de exteriores, con calibre digital

(0,01 mm de precisién), segun se indica en la Figura 2.1.
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a) b) )

‘—»' ‘;’
Figura 2.1. Dimensiones caracteristicas (a) vista frontal, (b) vista del perfil y (c)

geometria tridimensional de la semilla de chia

Debido a que el tamafio de la semilla se considera un parametro importante en
el procesamiento (Aviara y Haque, 2000), las mismas se clasificaron en 3 categorias
segun el largo: grandes (L > 2,25 mm), medianas (2,00 mm < L < 2,25 mm) y
pequefas (L < 2,00 mm).

El diametro geométrico (D,) de una semilla individual fue calculado a partir de
las tres dimensiones caracteristicas de acuerdo a la siguiente expresion (Mohsenin,
1986):

D, = (LWT)"? Ec. 2.2

El area superficial especifica (S) fue calculada asumiendo la forma elipsoidal

de la semilla, segun la siguiente ecuacién (McCabe y col., 1986):
S=nx Dj Ec. 2.3

Para completar la informacién sobre la forma de la semilla de chia, se calculé la

relacion de aspecto (R) (Maduako y Faborode, 1990):

R=%X7OO Ec.2.4
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4.2.2. Propiedades gravimétricas

La densidad aparente de las semillas de chia se determind empleando el
método de Singh y Goswami (1996), utilizando una balanza de peso hectolitrico
normalizada, la cual consta de una medida de capacidad (90 cm?®), tubo volcador,
tubo receptor, cuchilla y émbolo o extractor de aire.

Para ello se llend el tubo volcador con las semillas y se traspasé su contenido
al tubo receptor, procurando que las semillas cayeran en el centro del tubo a una
velocidad uniforme. Posteriormente, se retird la cuchilla provocando la caida del
émbolo junto con las semillas dentro de la medida de capacidad y se colocé
nuevamente la cuchilla para enrasar la superficie del grano. Finalmente, se pesaron
los granos contenidos en la unidad de medida (medida de capacidad + émbolo +
cuchilla + granos) y se calcul6 el peso de los mismos por diferencia con respecto a la
balanza de peso hectolitrico vacia (medida de capacidad + émbolo + cuchilla).

La densidad aparente (pp), se calculé mediante la relacién entre la masa de las
semillas (g) y el volumen de la medida de capacidad (90 cm®). Las mediciones se
realizaron por triplicado.

La densidad real (p:), definida como la relaciéon entre la masa soélida de las
semillas y el volumen de so6lido ocupado por las mismas, fue determinada mediante
el método de picnometria liquida (Mohsenin, 1986) utilizando xileno (CeH4(CHs),. 6=
0,862 + 0,001 g cm™) como solvente para evitar la absorcién de liquido en las
semillas durante el experimento. Se peso el picndmetro lleno con xileno (enrasado y
seco) midiéndose la temperatura (T°) del mismo. Se pesaron aproximadamente 300
semillas de cada muestra utilizando una balanza de precision (+ 0,0001 g) y se
colocaron en el picnémetro (50 £ 0,1 mL) lleno de xileno. Posteriormente, se enrasoé
y secO el picnometro, pesandolo nuevamente. El volumen de los granos fue
equivalente al volumen de xileno desplazado, el cual se calculé a partir de la
densidad del solvente a la temperatura medida. La densidad real de los granos se
calculo dividiendo el peso de las 300 semillas por el volumen de las mismas.

La porosidad (¢) del empaque se define como la fraccion del espacio en el
conjunto de granos que no es ocupado por los mismos (Thompson e Isaacs, 1967).
El porcentaje de porosidad se calculé a partir de la siguiente relacion (Mohsenin,
1986):
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6= (M}doo Ec. 2.5
P

El volumen de una semilla (V) (mm®) se determind a partir de la siguiente

relacion (Ozarslan, 2002):

v =(ﬂj1o3 Ec. 2.6
Pt
m es la masa de una semilla (g) calculada a partir de la muestra utilizada en la
determinacién de la densidad real.
El diametro equivalente (De) de la esfera que tiene el mismo volumen que una
semilla individual, fue calculado utilizando la siguiente expresion (Gupta y Das,
1997):

)3
D, = [ﬂ] Ec. 2.7

¢ T
La esfericidad se calcul6 a partir de la Ec. 8 (McCabe y col., 1986):

P =(%jx100 Ec. 2.8

Para la determinacion del peso de mil semillas, se seleccionaron al azar 24
sub-muestras de 100 semillas cada unay se pesaron en una balanza analitica con
una precision de 0,0001 g. Luego se extrapolo el resultado a 1000 semillas (Vilche y
col., 2003).

4.2.3. Propiedades friccionales — Fluidez

Debido a la cantidad de muestra necesaria para la determinacion de las
propiedades friccionales, las mismas se determinaron sélo para la mezcla comercial
de semillas.

El angulo de reposo (0) se determind utilizando una caja de madera
contrachapada (0,3m x 0,3m x 0,3m) con panel frontal removible, la cual fue llenada
con las semillas. Luego se quitd el panel frontal permitiendo a las semillas conseguir
su inclinacion natural. ElI angulo de reposo fue calculado midiendo la distancia del
desplazamiento horizontal de las semillas y la altura de la masa de semillas (Dutta y

col., 1988), mediante la realizacién de 10 repeticiones.
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Se determiné el coeficiente estatico de friccion con respecto a dos
superficies diferentes: chapa galvanizada y acero inoxidable. Estos materiales son
habitualmente utilizados para el transporte, almacenamiento y manipulacion de los
granos, legumbres y semillas.

Para ello se colocé un cilindro hueco (50mm de diametro y 50 mm de alto,
abierto en ambos lados) lleno con la muestra de semillas sobre un plano inclinado
ajustable, de manera tal que el cilindro no toque la superficie de la mesa. La
inclinacién de la superficie estructural con el cilindro en reposo se fue aumentando
gradualmente mediante un tornillo hasta que el cilindro conteniendo las semillas
comenzé a deslizarse (Singh y Goswami, 1996). El angulo de inclinacién (a) fue
medido (n=10) en una escala graduada, calculandose el coeficiente estatico de

friccion, segun la siguiente relacion:

u=lana Ec. 2.9

5. Estructura y composicion de las semillas
5.1. Observaciones microscopicas

Las semillas enteras fueron fijadas a un cubreobjeto con esmalte traslucido,
mientras que aquéllas a ser observadas en su estructura interna fueron sometidas a
cortes longitudinales y sumergidas en nitrégeno liquido a fin de conservar las
estructuras al practicar el corte. Para ello, las mismas fueron colocadas bajo una
lupa y las disecciones fueron realizadas con una hoja de bisturi. Luego, tanto las
semillas enteras como partidas, se metalizaron con una capa delgada de oro (600 A)
en un sputter coater marca Pelco (91000), a fin de permitir un flujo de carga
electronico producido por un evaporador catédico. Las observaciones se realizaron
en un microscopio electrénico de barrido (LEO model EVO 40) operando a 5 kV. Se

utilizaron aumentos de 113 a 4700x.

5.2. Determinacion del contenido de proteinas

El contenido de proteina bruta se determiné utilizando el método de Kjeldahl
(AOAC, 1990), empleando un digestor y destilador Buchi (Suiza).

Este método se basa en el pasaje del N organico a ion NH;" mediante una

digestion de la muestra en caliente en medio sulfurico concentrado. El ion NH;* es
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neutralizado y el NH3 liberado se destila y cuantifica mediante una titulacion. EI N
cuantificado se convierte a contenido de proteinas por medio de un factor.

Las etapas del proceso consistieron en:

Digestion

En esta etapa se produjo la conversién del nitrégeno en ion amonio (NH4").

La muestra se coloco en un balon de Kjeldahl de 500 mL junto con una mezcla de
una sal conteniendo una pequefia proporcion de un catalizador (10 g de K,SOq4, 1 g de
CuS04.5H,0), perlas de vidrio y 25 mL de H,SO, concentrado. Se calentd
suavemente hasta el cese del desprendimiento de espuma, y posteriormente se
continud realizando el calentamiento enérgicamente hasta completar la digestion de
la materia organica (no visualizacion de particulas carbonosas sin oxidar y liquido
translucido de color débilmente verdoso o azul-verdoso). Se retird y se dejé enfriar. Se
preparé en forma paralela un blanco.

Destilacion

Esta etapa se basa en la separacion del amoniaco por una destilacion con
arrastre con vapor y posterior solubilizacién en una solucion acida de concentracion
conocida.

Para ello, luego del enfriamiento del balén salido de la digestion, se realizé una
dilucion con 100 mL de agua y se afiadid6 una solucion de NaOH 40% con el
propdsito de liberar el ion amonio presente, convirtiéndolo en amoniaco. Dicho balén
se conectd al equipo destilador y el NH3; fue recogido en una solucién acida de
concentracion conocida. El medio acido receptor consistié en 50 mL de una solucién
de H3BO3 4% y gotas de indicador Mortimer (0,02 g de rojo de metilo y 0,04 g de verde
de bromocresol disueltos en 19 mL de alcohol etilico y 1 mL de agua destilada), el cual
forma con el NH;" un compuesto de adicion. La destilacion se realizé hasta llegar
aproximadamente a 200 mL en el erlenmeyer colector.

Valoracién

Esta etapa permite la medicién de la cantidad de acido neutralizado por el
amoniaco disuelto lo cual indica la cantidad de nitrdgeno presente en la muestra inicial.

El destilado recogido se titulé en forma directa, con una solucién de HCI 0,1 N.

[(V, = Vg )xN, |x0,014
W1

x100 Ec. 2.10

% Nitrogeno =
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donde:
V;: volumen de HCI consumidos en la titulacion de la muestra (mL)
V. volumen de HCI consumidos en la titulacion del blanco (mL)
0,014: peso miliequivalente del N (g)
wy: peso de la muestra, expresado en base seca (g)
Nrci: Normalidad del acido clorhidrico utilizado en la titulacidon
A fin de estimar el porcentaje de proteinas se multiplicé el % Nitrogeno por un
factor F= 6,25.

5.3. Determinacion de materia grasa

La materia grasa se estimo utilizando n-hexano (punto de ebullicion 68 — 72°C)
como solvente en un equipo Soxhlet con ciclos térmicos a 80°C, 8 h siguiendo el
método standard propuesto por IUPAC (1992). Las semillas fueron molidas
utilizando un molinillo de café (Braun, Type 4041, México) por 60 s. Luego de esta
primera extraccion, la harina residual fue nuevamente molida y se extrajo el aceite
remanente durante un periodo adicional de 8 h, de igual manera que la previamente
comentada. El solvente fue removido del aceite utilizando un rotavapor R-114
(Buchi, Flawil, Suiza) a 40°C a presion reducida bajo una corriente de nitrogeno. El
contenido de aceite fue determinado gravimétricamente y expresado como

porcentaje en peso sobre base seca (%, b.s.).

5.4. Determinacion del contenido de cenizas

La determinacion de cenizas se basé en la técnica AOCS Ba-49 (1998). Se
llevdo a cabo la combustion de la materia organica en una mufla a 550°C hasta
obtener un residuo blanquecino (aprox. 2 h). El contenido de cenizas se expresé

como porcentaje en peso de harina seca.

peso de la muestra calcinada y
peso de la muestra seca

% cenizas = 100 Ec. 2.11

5.5. Determinacion de fibra cruda
La fibra cruda (FC) permite estimar el contenido de los carbohidratos

estructurales. Una porcién de la celulosa y hemiceulosa se disuelve asi como la
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mayor parte de la lignina, mientras que algunos compuestos nitrogenados pueden
quedar retenidos en el residuo. Este método indica que a valores mayores de FC
menos digestible es una muestra.

La muestra, exenta de grasa, se sometié a dos procesos sucesivos de hidrolisis
con acido sulftirico 0,255 N e hidroxido de sodio 0,313N, ambas en caliente durante
30 min. El residuo menos el contenido de cenizas se considera fibra (AOCS Ba 6-84,
1998).

5.6. Esquema de analisis de Van Soest
Este método divide a la célula vegetal en dos partes (Guiragossian y col., 1977;
AOAC, 1990):

e contenido celular, altamente digestible

e pared celular, parcialmente digestible y dependiente del grado de
lignificacion

El método de analisis separa la pared celular del contenido celular y sus

componentes: celulosa, hemicelulosa y lignina. Para tal fin, la técnica hace uso de

detergentes acidos y neutros. En la Figura 2.2 se muestra la separacién de las

diferentes fracciones.

Muestra

1 h en solucién con detergente neutro

(sulfato de lauril — sodio a pH=7)

A

v A
SDN FDN
Contenido celul Celulosa + Hemicelulosa + Ligni

1 h en solucién con detergente acido

(bromuro de trimetil - cetil — amonio en H,SO, 1N)

A4 \ 4

SDA FDA
Hemicelulosa Celulosa + Lignin

KMnoO, H,S0, 72%
v v
Celuosa Lignina

Figura 2.2. Esquema del método de analisis de Van Soest. SDN, soluble en

detergente neutro; FDN, fibra detergente neutro; SDA, soluble en detergente acido;

FDA, fibra detergente acido
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De esta manera, se tiene el siguiente balance:

Materia seca (MS) = SDN (contenido celular) + FDN (pared celular)
Pared celular (FDN) = SDA (hemicelulosa) + FDA (celulosa + lignina)

Determinacion de Fibra Detergente Neutro

Este analisis permite evaluar de modo rapido el contenido de fibra total en
alimentos fibrosos (Guiragossian y col., 1977).

Solucién de detergente neutro

A cada litro de agua destilada se agregé 30 g de laurilsulfato de sodio; 18,61 g
de EDTA; 4,56 g de fosfato de hidrégeno disodico; 6,81 g de borato de sodio
decahidratado y 10 mL de etilenglicol (2-etoxietanol). Se ajust6é el pH en el rango
6,9-7,0.

Procedimiento

La muestra se colocé en un erlenmeyer de 500 mL con boca esmerilada. Se
afiadieron 100 mL de solucién de detergente neutro. Se conectd el refrigerante y se

colocé sobre la placa calefactora. Se hirvié uniformemente bajo reflujo durante 1 h.

El contenido del erlenmeyer se filtré a través de un crisol Gooch de porosidad
N°1, previamente tarado, empleando vacio. El residuo se enjuagé con
aproximadamente 300 mL de agua caliente (80°C) y finalmente con 10-15 mL de

acetona.

El crisol con su contenido se colocd en estufa a 105°C durante toda la noche.

Se dejo enfriar en un desecador y se peso.

W =w1) 100 Ec. 2.12
W3

% FDN =

donde:
w;: peso del crisol (g)
wa: peso del crisol y el residuo (g)

ws: peso de la muestra en base seca (g)
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Determinacioén de Fibra Detergente Acido

Solucién de detergente acido

Se afadieron 20 g de bromuro de etiltrimetilamonio a 1 L de H,SO4 1N

Procedimiento

La muestra se coloco en un erlenmeyer de boca esmerilada junto con 100 mL
de solucidon detergente acido. Se conecto el refrigerante y se coloco en la placa
calefactora. La temperatura se ajustdé de manera tal de lograr la ebullicion de 3 — 5
min. Luego, se redujo el calentamiento y la ebullicién se prosiguié por 1 h.

Los sélidos del erlenmeyer se filtraron en un crisol Gooch de porosidad N°1,
previamente tarado, a presidon reducida bajo vacio. Se lavo varias veces con agua
caliente (80 — 90°C), posteriormente, con acetona hasta que el liquido de lavado
fuera incoloro. El ultimo enjuague se realizé con hexano. El crisol con el residuo se
colocd en una estufa a 105°C durante toda la noche, se enfri6 en desecador y se
peso.

El residuo se reservo para determinar el contenido de lignina.

(w, —w,)
W

% FDA = x100 Ec. 2.13

donde:
wi: peso del crisol (g)
wo: peso del crisol y el residuo (g)

ws: peso de la muestra en base seca (g)

Determinacion de Lignina

En la determinacion de la lignina se utiliza a la fibra detergente acido como
paso previo al procedimiento. El detergente remueve la proteina y otros materiales
solubles en acido, los que pueden interferir con la determinacion de lignina. El
principio del procedimiento esta basado en que la fibra detergente acido esta
constituida principalmente por lignocelulosa, a partir de la cual se disuelve la
celulosa con la solucion de H,SO4 72%. El residuo remanente esta constituido por
lignina y materiales insolubles en acido.

Por ello, el residuo proveniente de la determinacion de la fibra detergente acido

se colocd en un crisol dentro de un cristalizador con la soluciéon de H>SO4 72% fria a
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una temperatura de 20 — 23°C. Luego de 3 h, se procedié al filtrado bajo vacio y
enjuague del residuo con agua caliente (80 — 90°C) hasta que el liquido de lavado
estuviese libre de acido. Se llevo el crisol con el residuo a una estufa a 105°C
durante toda la noche. Luego, se lo calcindé en una mufla a 500°C por tres horas, se

enfrio y peso.

9% Lignina = "2 =" 100 Ec. 2.14
W3

donde:

wy: peso del crisol (g)

wo: peso del crisol y el residuo (g)

ws: peso de la muestra en base seca (g)

5.7. Compuestos antioxidantes
Tocoferoles

El contenido de tocoferoles en las semillas de chia fue determinado mediante
una técnica cromatografica basada en las normas IUPAC 2.432 (1992) y AOCS Ce
8-89 (1998). Se extrajo el aceite de las semillas molidas de chia en un equipo
Soxhlet utilizando n-hexano como solvente durante 4 h a temperatura ambiente y 4 h
a 80°C. El solvente fue removido del aceite utilizando un rotavapor R-114 (Buchi,
Flawil, Suiza) con vacio a 40°C bajo una corriente de nitrégeno. Posteriormente, el
aceite obtenido fue disuelto en hexano para su cuantificacién por HPLC con detector
de fluorescencia (A excitacion: 290 nm, A emision: 330 nm). Se utilizd6 un
cromatégrafo HPLC Hewlett Packard Serie 1050, columna fase normal Lichrosob Si-
60 (25 x 0,4 cm; 5 um de tamano de particula), fase movil isopropanol:hexano
(0,5:99,5 vlv, filtrado y desgasificado) a una velocidad de flujo de 1,5 mL/miny 20 uL

de volumen de inyeccion.

Flavonoides y acidos fendlicos

Las semillas de chia (1 g) fueron molidas en un mortero con 1 mL de hexano,
realizando la extraccion con 3 mL de una solucion de acetonitrilo:acido acético al
10% (50:50), por agitacion con mezcladora orbital durante 15 min y posterior
centrifugacién a 700 g durante 15 min. La fase acuosa se concentré en evaporador

speed-vac y se resuspendi6 en 200 pl de acetonitrilo:acido acético al 10% (50:50). El
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extracto fue concentrado bajo atmdsfera de nitrégeno y analizado por HPLC-UV. Se
utilizé una columna C18, 5 ym (Vydac, 25 x 0,45 m), y un gradiente de elucion
acetonitrilo: acético 10% segun: (90:10 v/v) 0 a 5 min; gradiente lineal hasta (60:40
v/v) a 15 min; y (80:20 v/v) de 16 a 18 min. Este gradiente de polaridad de la fase
movil permitié la elucién, en primer lugar, de los acidos fendlicos y luego de los
flavonoles. La deteccion se realiz6 mediante la absorbancia a 255 nm hasta los 5
min y luego a 375 nm.
6. Analisis estadistico

Para la comparacién de las medias entre las semillas blancas y oscuras de
cada origen, asi como para la comparacion de las semillas segun su origen
geografico se aplico el test de Student (prueba de “t”) a un nivel de significacion del
5%. Los andlisis se realizaron empleando el programa informatico Statgraphics Plus
4.0 Manugistic Inc., USA (1999).
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RESULTADOS Y DISCUSION
1. Semillas de chia provenientes de Salta (Argentina)
1.1. Descripcion de la semilla

1.1.1 Composicion y contenido de humedad de la mezcla comercial de las

semillas segun el color del pericarpio

Las muestras provenientes de Argentina estuvieron compuestas por 91,6+0,3%
en peso de semillas con pericarpio oscuro, mientras que el resto fueron blancas. El
contenido de humedad de la mezcla comercial fue de 7,0+0,4 % (b.s.), mientras que
si se consideran ambos tipos de semillas por separado, el nivel de humedad fue de

7,2y 6,6% para las semillas oscuras y blancas, respectivamente.
1.1.2. Propiedades fisicas
1.1.2.1. Tamano y forma

Las semillas de chia presentaron tres semiejes desiguales, cuya forma se
puede describir mediante un elipsoide escaleno. En la Tabla 2.1 se muestra la
distribucion de tamarfo de las mismas.

La dimension longitudinal (L) vario entre 1,73-2,63 mm, encontrandose el
mayor numero de semillas en el rango de tamafo medio (2,00 < L < 2,25 mm), lo
cual representa el 59 % de las semillas oscuras y 62 % de las blancas.

El promedio del ancho (W) y espesor (T) de las semillas oscuras y blancas fue
de 1,32-0,81 mm y 1,40-0,83 mm, respectivamente. Estas medidas se encuentran
en el mismo rango que las informadas por Rulfo (1937) para semillas de chia. Las
semillas blancas presentaron un ancho y un espesor significativamente mayor (p <
0,05) a los correspondientes a las semillas oscuras (Tabla 2.1). Sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas (p > 0,05) en la longitud correspondiente a las

mismas.
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Tabla 2.1. Distribuciéon de tamafno de semillas de chia oscuras y blancas provenientes
de Salta (Argentina)

Tipo de Rango de L % de L w T D, S R
semilla (mm)’ semillas (mm)" (mm)' (mm)' (mm)' (Mm?)' (%)’
Oscuras
Sin clasificar ~ 1,76-2,42 100 211* 1,32 0,81 1,317 5422 62,7°
Grandes > 2,25 17 233 136 084 1,38 6,01 645
Medianas 2,00-2,25 59 213 1,35 0,82 1,33 541 624
Pequefias <2,00 24 1,90 1,22 0,77 1,21 464 582
Blancas
Sin clasificar ~ 1,73-2,63 100 215  140° 0,83 1,36° 579" 653°
Grandes > 2,25 20 237 145 0,85 1,43 6,41 69,4
Medianas 2,00-2,25 62 214 1,40 0,80 1,36 578 65,5
Pequefias <2,00 18 1,93 1,30 0,81 1,27 511 61,1

' Valores promedio (n=90) determinados a un contenido de humedad de 7,2 y 6,6 % (b.s.) para las semillas oscuras y blancas,

respectivamente. Letras dstintas entre semillas oscuras y blancas sin clasificar indican que existen diferencias significativas (p < 0,05).

El diametro geomeétrico (Dg) varié entre 1,10 - 1,54 mm, con un promedio de
1,31 mm para las semillas oscuras, el cual fue significativamente menor (p < 0,05)
que el calculado para las semillas blancas (Dg=1,36 mm); estos valores de Dy fueron
menores que la longitud y el ancho y mayores que el espesor (Tabla 2.1).

El area superficial especifica de una semilla (S) y la relacién de aspecto (R)
fueron 5,42 mm? - 62,7% y 5,79 mm? - 65,3% para las semillas oscuras y blancas,
respectivamente, con diferencias significativas (p < 0,05) entre ambos tipos de
semillas (Tabla 2.1). Los valores de relacion de aspecto calculados muestran la
tendencia de la forma de la semilla de chia hacia un elipsoide mas que hacia una
esfera.

El tamafio de las semillas de chia, descripto a través de sus dimensiones
caracteristicas, fue similar al informado para las semillas de quinoa (Chenopodium
quinoa Willd.) y colza (Brassica napus oleifera L.) (Vilche y col., 2003; Cahsir y col.,
2005) pero mayor que las de amaranto (Amaranthus cruentus L.) (Abalone y col.,

2004) y menor que las de comino (Cuminum cyminum L.), mijo perla (Pennisetum

78



Capitulo 2 Caracterizacion de la semilla de chia

typhoides S. & H.), sésamo (Sesamum indicum L.), cartamo (Carthamus tinctorius
L.), lino (Linum usitatissimum L.) y coriandro (Coriandrum sativum L.) (Singh y
Goswami, 1996; Jain y Bal, 1997; Tunde — Akintunde y Akintunde, 2004; Baumler y
col., 2006; Coskuner y Karababa, 2007a, 2007b). La importancia de estas
dimensiones caracteristicas en la determinacion del tamafio de apertura y otros
parametros en el disefio de maquinarias ha sido discutida por Mohsenin (1986).

Los coeficientes de correlacion mostraron las relaciones entre las dimensiones
caracteristicas entre si y con el Dg de las semillas (Tabla 2.2). Todas las relaciones
establecidas fueron altamente significativas (p < 0,01). La relacion L/T presenté el
mayor valor mientras que las proporciones L/Dy y L/W fueron similares. Este hecho
indica que la longitud de las semillas esta positivamente relacionada con su ancho,
espesor y diametro geométrico. La siguiente expresion general puede ser utilizada
para describir la relacién entre las tres dimensiones caracteristicas de las semillas

de chia de Argentina:

L=158W =2,60T Ec. 2.15

Tabla 2.2. Correlacidon de las dimensiones de la semilla de chia provenientes de

Argentina
Relaciéon  Valor del Cociente Gﬂiz?;dde ggﬁgf;i?gﬁ ((jr()a p
LW 1,58 178 0,341 0,0000™"
LT 2,60 178 0,306 0,0000™"
L/D, 1,60 178 0,712 0,0000™"
wW/T 1,66 178 0,223 0,0026™
W/D, 1,02 178 0,790 0,0000™"
T/D, 0,62 178 0,658 0,0000™"

*** Significativo al 0,1 %; **** Significativo al 0,01 %
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1.1.2.2. Propiedades gravimétricas

La Tabla 2.3 muestra los valores promedios de cada una de las propiedades
gravimétricas estudiadas. Solo se encontraron diferencias significativas (p < 0,05)
entre semillas oscuras y blancas para la densidad aparente (pp) y el peso de mil

semillas (Wiy000), siendo mayores en las primeras. En el resto de las propiedades
gravimétricas no se registraron diferencias significativas (p > 0,05) entre ambos tipos
de semillas (Tabla 2.3).

Tabla 2.3. Propiedades fisicas gravimétricas de las semillas de chia oscuras y

blancas.
Tipo de Pb Pt € "4 D. ¢ Wio00
semilla (@ecm’)' (glem’)'  (%)' (mm))' (mm)' (%)’ (9)*
Oscuras 0,722° 1,009% 28,2° 1,30° 1,35° 64,42 1,323°
Blancas 0,6672 0,999? 33,12 1,272 1,342 63,08 1,301?

' Valores promedio (n=3); 2 yalores promedio (n=24), determinados a un contenido de humedad de 7,2 % (b.s.) y 6,6 % (b.s.),
para las semillas oscuras y blancas, respectivamente. Letras distintas entre semillas oscuras y blancas indican que existen
diferencias significativas (p < 0,05).

La densidad real (pt) de la semilla de chia fue mayor que la de las semillas de
girasol (Helianthus annuus L.) (Gupta y Das, 1997), cartamo (Baumler y col., 2006) y
coriandro (Coskuner y Karababa, 2007b); menor que la de soja (Glycine max L.)
(Deshpande y col., 1993), mijo perla (Jain y Bal, 1997), amaranto (Abalone y col.,
2004) y sésamo (Tunde-Akintunde y Akintunde, 2004) aunque del mismo rango que
las de quinoa (Vilche y col.,, 2003), comino (Singh y Goswami, 1996) y lino
(Coskuner y Karababa, 2007a).

Con respecto a la porosidad (g), los valores encontrados fueron similares a los
informados para quinoa (Vilche y col., 2003) y coriandro (Coskuner y Karababa.
2007b). Este parametro es importante debido a que la porosidad de la masa de
semillas determina la resistencia al flujo de aire durante los procesos de aireacion y
secado de granos.

La esfericidad (@) resulté menor que la de soja (Deshpande y col., 1993), mijo
perla (Jain y Bal. 1997), quinoa (Vilche y col., 2003), amaranto (Abalone y col., 2004)
colza (Cahsir y col., 2005) y coriandro (Coskuner y Karababa. 2007b) y mayor que
la de girasol (Gupta y Das, 1997), sésamo (Tunde-Akintunde y Akintunde, 2004) y
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cartamo (Baumler y col., 2006). Los valores de esfericidad encontrados indican que
la semejanza de la semilla de chia con una esfera es baja.

Asimismo, se compard el diametro equivalente (D) con el didametro geométrico
(Dg), no encontrandose diferencias significativas (p > 0,05) entre ambos. Esta
similitud entre ambos diametros confirma la asuncién de la forma elipsoide de la
semilla y por lo tanto, el diametro geométrico puede ser utilizado convenientemente
para la determinacion tedrica del volumen de la semilla de chia y su esfericidad.

El volumen de una semilla (V), calculado segun la Ec. 2.6, presentd un
promedio de 1,30 y 1,27 mm?® para las semillas oscuras y blancas, respectivamente.
El volumen y la esfericidad de la semilla también fueron calculados a partir de la
formula del volumen de una esfera reemplazando D. por Dy en la Ec. 2.8,
respectivamente. En este caso no se encontraron diferencias significativas (p > 0,05)
con respecto al volumen real y la esfericidad real de la semilla.

Teniendo en cuenta la baja relacion de aspecto determinada previamente y la
esfericidad, puede deducirse que las semillas de chia presentaran una mayor
tendencia a deslizarse sobre su superficie plana que a rodar. Esta tendencia a rodar
o deslizarse es muy importante para el disefio de tolvas debido a que las semillas
mas planas caen mas facilmente que las que ruedan sobre las superficies
estructurales. Ademas, estos indices de forma, indican que la semilla de chia puede
ser considerada como un elipsoide escaleno para la prediccion analitica de su
comportamiento al secado.

El peso de mil semillas (Wi000) para las semillas oscuras (1,323 + 0,010 g) fue
significativamente mayor (p < 0,05) que el correspondiente a las semillas blancas
(1,301 £ 0,010 g) (Tabla 2.3). Estos valores son menores que los registrados para
comino (Singh y Goswami, 1996), mijo perla (Jain y Bal, 1997), quinoa (Vilche y col.,
2003), sésamo (Tunde-Akintunde y Akintunde, 2004), colza (Cahsir y col., 2005) y
lino (Coskuner y Karababa, 2007a) pero mayores que los de amaranto (Abalone y
col.,, 2004). Este parametro es necesario para la estimacion del volumen de una
semilla y el calculo posterior del diametro equivalente asi como para la realizacion

de la limpieza de las semillas a través del uso de fuerzas aerodinamicas.
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1.1.2.3. Propiedades friccionales — Fluidez

El angulo de reposo de las semillas de chia de Argentina vario entre 16 - 18°
(promedio 17,1 £ 0,4°). Estos valores son similares a los 17° informados para
semillas de “oilbean seed” (Pentaclethra macrophylla Benth) (Oje y Ugbor, 1991),
mayores que los 13° y 15° asociados a las semillas de “African locust bean” (Parkia
filicoidea Welw. ex Oliv.) y “African star apple” (Chrysophyllum albidum G.),
respectivamente (Olajide y Ade — Omowaye, 1999; Oyelade y col., 2005); pero
mucho menores que los de girasol, mijo, quinoa, sésamo, lino y coriandro (Gupta y
Das, 1997; Jain y Bal, 1997; Vilche y col., 2003; Tunde-Akintunde y Akintunde, 2004;
Coskuner y Karababa. 2007a, 2007b). Los bajos valores registrados en el angulo de
reposo pueden atribuirse a la facilidad de las semillas de deslizarse unas sobre otras
debido a la superficie exterior lisa y a la forma de las mismas.

El coeficiente de friccién promedio fue de 0,28 + 0,01 sobre acero galvanizado
y 0,31 + 0,01 sobre acero inoxidable. Esta diferencia puede atribuirse a la rugosidad
de las superficies estudiadas. La rugosidad de la superficie interior de los silos
pueden calificarse segun Ravenet (1992) como: pulidas (D+), lisas (D), rugosas (D3)
y perfiles corrugados (D4). Asi, el acero galvanizado se incluye dentro de D,
mientras que el acero inoxidable seria una superficie clasificada como D, El
coeficiente de friccion sobre acero galvanizado fue menor que los informados para
las semillas de comino (Singh y Goswami, 1996), girasol (Gupta y Das. 1997),
sésamo (Tunde-Akintunde y Akintunde, 2004), African star apple (Oyelade y col.,
2005), lino y coriandro (Coskuner y Karababa. 2007a. 2007b), mayor que el de mijo
y quinoa (Jain y Bal, 1997; Vilche y col., 2003) y similar al de semilla de colza
(Cahsir y col., 2005).

1.2. Estructura y composicion de las semillas
1.2.1. Observaciones microscopicas

Tal como se describié previamente en la introduccion, el fruto de S. hispanica
consiste en cuatro pequefas nuculas, similares a un aquenio indehiscente, cada una
de las cuales contiene una unica semilla. El gineceo bicarpelar de las especies del
género Salvia, tras la fecundacién, se convierte en un esquizocarpo tetranuculado.

Cada una de estas nuculas tiene un pericarpio claramente estratificado: cuticula,
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epicarpio, mesocarpio, capa de esclereidas y endocarpio, el cual esta en contacto
con la testa de la semilla. La morfologia de las nuculas es de utilidad taxondémica a
distintos niveles jerarquicos dentro de la familia Lamiaceae (Budantsev y Lobova,
1997).

La Figura 2.3 muestra las imagenes obtenidas mediante microscopia
electronica de barrido (SEM) de las nuculas de S. hispanica. Las mismas son
glabras (sin pelos) y estan compuestas por la semilla verdadera y el pericarpio que
la rodea (Figura 2.3.B). La semilla verdadera consta de una cubierta seminal (testa),

el endosperma y el embrion, el cual estda compuesto principalmente por los

cotiledones.

Figura 2.3. Micrografias obtenidas por microscopia electrénica de barrido (SEM) de
nuculas de Salvia hipsnica L. provenientes de Argentina; (A) Seccion longitudinal
mostrando la estructura interna (x 187). (B) Pericarpio (x 152). P:pericarpio; T: testa; E:

endosperma; C: cotiledones

En la Figura 2.4 se muestran las micrografias correspondientes a las nuculas
oscuras y blancas, con diferentes grados de magnificacién. Como puede observarse,
y en concordancia con lo descripto previamente a través de las propiedades fisicas
de las semillas, las mismas presentan una forma elipsoidal. Las nuculas oscuras y
blancas son similares en forma y tamano (Figura 2.4 A-B, E-F), aunque puede
apreciarse que las semillas blancas son apenas mas grandes que las oscuras,
segun el analisis de la forma y tamafio presentado en la Seccién 1.1.2.1.

El detalle de la superficie de las nuculas se muestra en la Figura 2.4 C-G,
donde puede observarse que las nuculas blancas tienen una superficie mas rugosa
que las oscuras. La estructura del pericarpio se muestra en la Figura 2.4 D-H. En el

epicarpio, generalmente se encuentran células que producen mucilago cuando se
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las humedece. Las paredes anticlinales de las células que forman el epicarpio llevan
refuerzos de fibrillas celuldsicas espiraladas, acompanadas, frecuentemente, de
inclusiones de morfologia y composicion variada (Ryding 1992). Cuando las nuculas
entran en contacto con el agua, el epicarpio se hincha, la cuticula se rompe al agotar
su elasticidad y el contenido de las células epicarpicas se derrama como mucilago
rodeando toda la superficie del fruto. La mixocarpia o condicion mucilaginosa del
fruto es una propiedad compartida por muchas especies del género Salvia (Hedge
1970).

Las capas inmediatamente por debajo del epicarpio son delgadas (mesocarpio)
y hacia el interior hay una capa de células de esclereidas en forma de hueso, las
cuales confieren una mayor rigidez al pericarpio.

Hedge (1970) encontré que las nuculas del género Salvia tienen una estructura
basica similar, mostrando algunas diferencias en el espesor del pericarpio, en las
capas individuales y en el color. Sin embargo, la estructura interna de ambos tipos
de nuculas es muy similar. La principal diferencia entre las nuculas blancas y
oscuras es el arreglo de las capas de esclereidas, la cual es mas compacta en las

blancas.

Figura 2.4. Micrografias electrénicas obtenidas por microscopia electrénica de barrido

(SEM) de nuculas de Salvia hispanica provenientes de Argentina. A — D, Nuculas blancas.
E — H, Ndculas oscuras. Vista lateral: A, E (x 145); vista frontal: B, F (x 170); superficie del
pericarpio: C, G (x 1500); seccion transversal del pericarpio: D, H (x 3000). C: cuticula; epi:

epicarpio; meso: mesocarpio; Ic: capa de esclereidas; endo: endocarpio

84



Capitulo 2 Caracterizacion de la semilla de chia

1.2.2. Analisis composicional

En la Tabla 2.4 se indica la composicion centesimal de las semillas de chia
provenientes de Salta (Argentina). Como puede observarse, los lipidos representan
el componente principal de la semilla, si bien su contenido es menor que el de
girasol (47%) y el del mani (51%). Sin embargo, el contenido proteico de la semilla
de chia es elevado, siendo superior al promedio informado para trigo (10,6%), maiz
(11%) y arroz (7,4%) (Hernandez y col., 1977). Ademas, puede destacarse el
elevado contenido de fibra, el cual también supera al presente en los principales

cereales (ver Capitulo 1.4).

Tabla 2.4 Composicién (%, b.s.) promedio de semillas de chia provenientes de

Salta, Argentina

Componente Contenido
(°/o b.S.)
Proteinas 29
Lipidos 30
Cenizas 5
Fibra o7
Hidratos de carbono* 7

*Calculado por diferencia

1.2.3. Esquema de analisis de Van Soest

La Tabla 2.5 muestra los resultados correspondientes al contenido de fibra
detergente neutro (FDN) y acido (FDA) calculados a partir del método propuesto por
Van Soest (Guiragossian, 1977). El valor de FDN representa el contenido de pared
celular mientras que el de FDA, el de celulosa y lignina. El contenido de FDN se
correlaciona negativamente con la digestibilidad. Los mayores valores de FDN en
relacion a los valores informados para el girasol cultivable (Trimachi y col., 1992;
Pinto y col., 1992) indican que la semilla de chia presenta un menor porcentaje de
contenido celular. Los mayores niveles de FDA encontrados para las semillas de

chia estan asociados a un porcentaje mas elevado de celulosa y no de lignina.
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Tabla 2.5 Composicion de fibra de las semillas de chia provenientes de Argentina
analizada segun el método de Van Soest, expresados en % (b.s.)

FDA FDN Lignina Hemicelulosa Celulosa
% b.s.
Semillas de chia 42,6 60,2 6,0 17,6 36,6
Girasol cultivable ' 22-31 34-48 8-11 12-17 14-20

" Trimachi y col., 1992
2 Pinto y col., 1992

1.2.4. Compuestos antioxidantes

En la Figura 2.5 se muestra el contenido de tocoferoles presentes en las
semillas blancas y oscuras provenientes de Argentina. El contenido total de
tocoferoles fue de alrededor de 95 ppm, siendo el principal compuesto y-tocoferol
(~80 ppm). Ademas, fue posible la deteccibn de menores concentraciones de -
tocoferol, asi como trazas de a-tocoferol. Puede observarse un tenor similar (p >

0,05) de tocoferoles en ambos tipos de semillas.

m Semillas Blancas
120 - m Semillas oscuras
100 -
80 -
60 -

40 -

Hg/g semilla

20 ~ nd

a

TOTAL

Y Tocoferol
Figura 2.5 Contenido de tocoferoles de las semillas de chia provenientes

de Argentina. Las barras verticales indican la desviacion estandar.

Por otra parte, los principales antioxidantes polifendlicos presentes en las
semillas de chia fueron miricetina, acidos clorogénico y cafeico, seguidos de trazas
de kaempferol y quercetina (Figura 2.6). Esta informacion es similar a la

proporcionada por Taga y col (1984), quienes detectaron la presencia de estos
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mismos antioxidantes en extractos hidrolizados y no hidrolizados de semillas de chia
provenientes de México (ver Tabla 1.7). El contenido total de antioxidantes
polifendlicos asi como los niveles de cada uno de los componentes correspondientes
a las semillas blancas y oscuras presentaron diferencias significativas (p < 0,05),

siendo mayores los niveles asociados a las primeras.

B Semillas blancas

B Semillas oscuras
9,0E-04 -
8,0E-04 -
7,0E-04 -
6,0E-04
5,0E-04 -
4,0E-04
3,0E-04 -
2,0E-04
1,0E-04
0,0E+00 -

Mg/g semilla

Figura 2.6 Contenido de antioxidantes fendlicos correspondientes a las
semillas de chia provenientes de Salta (Argentina). Las barras verticales

indican la desviacion estandar.
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2. Semillas de chia provenientes de Quetzaltenango (Guatemala)
2.1. Descripcion de la semilla

2.1.1 Composicion y contenido de humedad de la mezcla comercial de las

semillas segun el color del pericarpio

Con respecto a las muestras originarias de Guatemala, la mezcla comercial
estuvo integrada por 99,4 + 0,3% en peso de semillas oscuras mientras que sélo 0,6
*+ 0,3% de las semillas presentaron el pericarpio blanco. Debido a que las semillas
blancas fueron muy escasas, las propiedades gravimétricas y friccionales se
determinaron so6lo en el caso de las semillas oscuras. El contenido de humedad de

la mezcla comercial fue de 10,0 £ 0,1 % (b.s.).

2.1.2. Propiedades fisicas
2.1.2.1. Tamaio y forma

La Tabla 2.6 muestra la distribucion en tamafo de las semillas de chia
provenientes de Guatemala, indicando las dimensiones caracteristicas de cada clase,
asi como el Dy, Sy R de las mismas.

La dimension longitudinal varié entre 1,60 - 2,73 mm, con un mayor porcentaje
de semillas pequefas (L < 2,00 mm), lo cual representa el 47% de las semillas
oscuras y el 57% de las blancas.

A diferencia de lo observado en las semillas de Argentina, no se registraron
diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05) en las propiedades fisicas
concernientes al tamafio y a la forma de las semillas oscuras y blancas de Guatemala

excepto para el espesor, el cual fue mayor en el caso de las semillas oscuras.
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Tabla 2.6. Distribucion en tamafno de semillas de chia oscuras y blancas provenientes

de Guatemala determinadas a un contenido de humedad de 10,0% (b.s.)

Tipo de Rango de L % de L w T D, S R
semilla (mm)1 semillas (mm) 1 (mm) 1 (mm) 1 (mm) 1 (mmz) 1 (%)1
Oscuras
Sin clasificar 1,60-2,39 100 2,03 1,277 0,76° 1,25° 4,91 63,2°
Grandes > 2,25 10 2,33 1,27 0,79 1,32 5,563 54,5
Medianas 2,00-2,25 43 2,12 1,27 0,79 1,28 5,20 60,2
Pequenas <2,00 47 1,87 1,27 0,72 1,19 4,51 67,8
Blancas
Sin clasificar 1,60-2,73 100 1,99  1,31° 0,672 1,20° 4,58% 66,2°
Grandes > 2,25 10 2,44 1,50 0,76 1,41 6,24 61,7
Medianas 2,00-2,25 33 2,11 1,35 0,69 1,25 4,91 64,1
Pequenas <2,00 57 1,84 1,26 0,65 1,14 4,10 68,3

' Valores promedio (n=90). Letras distintas entre semillas oscuras y blancas sin clasificar indican que existen diferencias significativas
(p <0,05).

La Tabla 2.7 muestra las relaciones entre las dimensiones caracteristicas y Dy
Las relaciones fueron estadisticamente significativas, en todos los casos
registrandose los mayores valores del coeficiente de correlacion para las relaciones
que involucraron el Dg (T/Dg, W/Dgy L/Dy).

La siguiente expresion general puede ser utilizada para describir la relacidon
entre las tres dimensiones caracteristicas de las semillas de chia procedentes de

Guatemala:

L=157TW =2,83T Ec. 2.16
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Tabla 2.7. Correlacién de las dimensiones de la semilla de chia provenientes de

Quetzaltenango (Guatemala)

Grados Coeficiente de
Relacion Valor del Cociente de s p
correlacion (r)

libertad
Lw 1,57 178 0,373 0,0000™"
L/T 2,83 178 0,421 0,0000™"
L/D, 1,64 178 0,775 0,0000"
wW/T 1,83 178 0,177 0,0032 "
W/D, 1,05 178 0,727 0,0000""
T/D, 0,58 178 0,716 0,0000™"

*** Significativo al 0,1 %; **** Significativo al 0,01 %

2.1.2.2. Propiedades gravimétricas

En la Tabla 2.8 se observan los valores promedio de cada una de las
propiedades gravimétricas estudiadas. Tal como se mencioné previamente, estas
propiedades fueron determinadas sélo para las semillas oscuras, ya que debido al
bajo porcentaje de semillas blancas presentes en la muestra fue muy dificil disponer

de la cantidad de semillas necesaria para la determinacion de las mismas.

Tabla 2.8. Propiedades fisicas gravimétricas de las semillas de chia oscuras

provenientes de Guatemala

Tipo de Po Pt € 4 D. ¢ Wio00
semilla (g/em’)’  (glcm®)’ )" (mm’)'  (mm)’ (%)’ (9)?
Oscuras 0,706 0,980 27,9 1,17 1,31 64,5 1,150

! Valores promedio (n=3); 2 Valores promedio (n=24).

2.1.2.3. Propiedades friccionales — Fluidez

El angulo de reposo de las semillas de chia de Guatemala fue de 16,0 £ 0,2°,
mientras que el coeficiente de friccion promedio 0,28 + 0,01 y 0,30 = 0,01 sobre

acero galvanizado y acero inoxidable, respectivamente.
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2.2. Estructura y composicion de las semillas
2.2.1. Observaciones microscopicas

La Figura 2.7 muestra las imagenes correspondiente a las nuculas blancas y
oscuras de Guatemala obtenidas mediante microscopia electrénica de barrido (SEM)
con diferentes grados de magnificacion. Las mismas presentaron una estructura
interna correspondiente a las especies del género Salvia, tal como fue descripta para
las semillas de chia procedentes de Argentina.

Puede visualizarse que la rugosidad de la superficie es similar tanto en las
nudculas blancas como en las oscuras, mientras que en la estructura interna del

pericarpio, la capa de esclereidas es mas compacta en las nuculas oscuras.

Figura 2.7. Micrografias electronicas obtenidas por microscopia electronica de

barrido (SEM) de nuculas de Salvia hispanica provenientes de Guatemala. A — D,
Nuculas blancas. E — H, Nuculas oscuras. Vista lateral: A, E (x 145); vista frontal: B,
F (x 170); superficie del pericarpio: C, G (x 1500); seccion transversal del pericarpio:
D, H (x 3000). C: cuticula; epi: epicarpio; meso: mesocarpio; Ic: capa de esclereidas;
endo: endocarpio
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2.2.2. Analisis composicional
En la Tabla 2.9 se indica la composicién centesimal de las semillas de chia
provenientes de Quetzaltenango (Guatemala). Puede observarse que la fibra y la

fraccidn lipidica constituyen los componentes mayoritarios.

Tabla 2.9. Composicion (%, b.s.) promedio de semillas de chia provenientes de
Quetzaltenango, Guatemala

Componente Contenido
(% b.s.)
Proteinas 19
Lipidos 25
Cenizas 4
Fibra 29
Extractos libres de nitrégeno* 23

*Calculado por diferencia

2.2.3. Esquema de analisis de Van Soest

La Tabla 2.10 muestra los resultados de los andlisis de FDN y FDA,
calculados a partir del método propuesto por Van Soest (Guiragossian, 1977). Como
en la mayoria de las semillas oleaginosas, la celulosa representa el mayor polimero
estructural de la pared celular, el cual es un homopolimero formado por cadenas
lineales B 1-4 unidas a unidades de glucopiranosil, formando parte de la fraccion

insoluble de la fibra.

Tabla 2.10. Valores de la calidad de las semillas de chia provenientes de Guatemala

analizados segun el método de Van Soest, expresados en % (b.s.)

FDA FDN Lignina Hemicelulosa Celulosa

% b.s.

Semillas de chia 47,4 62,8 6,2 15,4 41,2

2.2.4. Compuestos antioxidantes
Las Figuras 2.8 y 2.9 muestran la composicion y el contenido de tocoferoles y
compuestos fendlicos presentes en las semillas de Guatemala, respectivamente. Los

resultados obtenidos no registraron diferencias estadisticamente significativas (p >
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0,05) entre ambos tipos de semillas, con un contenido total de tocoferoles de
alrededor de 110 ppm. El 97% del contenido total de tocoferoles correspondi6 a y-
tocoferol, detectandose ademas pequefias cantidades de d-tocoferol y trazas de a-

tocoferol.

Semillas Blancas
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Figura 2.8 Contenido de tocoferoles de las semillas provenientes de
Quetzaltenango (Guatemala). Las barras verticales indican la desviacion
estandar.

Con respecto a los compuestos fendlicos, se encontré que el contenido total
fue significativamente mayor (p < 0,05) en las semillas blancas que en las oscuras,
siendo el tenor correspondiente a los acidos clorogénico y cafeico, los principales
responsables de esta diferencia. ElI contenido de quercetina y kaempferol fue

significativamente (p < 0,05) mayor en las semillas blancas, no detectandose

diferencias (p > 0,05) en el contenido de miricetina.
Semillas blancas
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Figura 2.9 Contenido de antioxidantes fendlicos correspondientes a
las semillas de chia provenientes de Quetzaltenango (Guatemala).

Las barras verticales indican la desviacion estandar. 93
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3. Estudio comparativo de las semillas de Argentina y Guatemala
3.1. Descripcion de la semilla
3.1.1 Composicion y contenido de humedad de la mezcla comercial de las
semillas segun el color del pericarpio

Como puede apreciarse, el porcentaje de semillas blancas en la mezcla
comercial de Guatemala fue significativamente menor (p < 0,05) que el
correspondiente a las de Argentina. El caracter color del pericarpio de la semilla esta
codificado por un gen de herencia cualitativa y por lo tanto poco influenciado por el
ambiente, por lo que las diferencias encontradas pueden atribuirse a la composicion
genética de las mezclas comerciales estudiadas. Debido a que las semillas blancas
fueron muy escasas en la mezcla comercial proveniente de Guatemala, la
determinacién de las propiedades gravimétricas s6lo fue llevada a cabo en las
semillas oscuras, mientras que las propiedades friccionales se determinaron para la
mezcla comercial de semillas.

La semillas procedentes de Guatemala presentaron un contenido de humedad

(10,0 £ 0,1% b.s.) superior a las semillas cultivadas en Argentina (7,0 £ 0,4% b.s.).

3.1.2. Propiedades fisicas
3.1.2.1. Tamaio y forma

En la Tablas 2.11 y 2.12 se presentan los valores de t y de probabilidad (p)
resultantes del analisis del test de Student al comparar las semillas provenientes de
origenes diferentes para cada tipo de semilla (oscuras y blancas).

Las semillas oscuras de Argentina presentaron un largo, espesor y diametro
geométrico significativamente mayor (p < 0,05) y una relacion de aspecto
significativamente menor (p < 0,05) que las de Guatemala, mientras que no se
encontraron diferencias (p > 0,05) en el ancho ni en el area superficial especifica
(ver Tablas 2.1y 2.6).

La comparacion de las semillas blancas de ambos origenes, permitié observar
diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) en todas las dimensiones
caracteristicas, asi como en las demas propiedades que permiten caracterizar la
forma y tamafo de las semillas de chia. Las semillas blancas de Argentina
presentaron en promedio un mayor tamafo que las de Guatemala (ver Tablas 2.1 y
2.6).

94



Capitulo 2 Caracterizacion de la semilla de chia

Tabla 2.11. Comparacion de medias de las propiedades fisicas relacionadas con el

tamano y la forma de las semillas oscuras provenientes de Argentina y Guatemala

Propiedad fisica L w T D, S R
Valor de t 2,37 1,47 4,05 3,30 0,74 3,24
p 0,0193°  0,1450™ 0,0000"  0,0013" 0,4605™  0,0015"

"™ no significativo; * Significativo al 5 %; ** Significativo al 1 %; **** Significativo al 0,01 %

Tabla 2.12. Comparacién de medias de las propiedades fisicas relacionadas con el

tamano y la forma de las semillas blancas provenientes de Argentina y Guatemala

Propiedad fisica L w T D, S R
Valor de t 3,49 2,49 12,00 7,27 3,51 7,23
p 0,0012” 0,0171° 0,00007" 1,22x10%"  0,00062" 1,09x10%"

"™ no significativo; * Significativo al 5 %; ** Significativo al 1 %; *** Significativo al 0,1 %**** Significativo al 0,01 %

3.1.2.2. Propiedades gravimétricas

La comparaciéon de medias de las propiedades gravimétricas de las semillas
oscuras provenientes de ambos origenes indicé la existencia de diferencias
significativas (p < 0,05) en la densidad aparente y en el peso de mil semillas (Tabla
2.13). El mayor valor de W99 asociado a las semillas de Argentina respecto a las de
Guatemala puede relacionarse con un tamafio mas grande de las primeras.
Teniendo en cuenta ademas que no se encontraron diferencias significativas (p >
0,05) en la porosidad ni en la p,, el mayor valor de la pp podria estar relacionado con
las diferencias morfolégicas (R) y consecuentemente con la disposicion de las

semillas en el lecho.

Tabla 2.13. Comparacion de medias de las propiedades gravimétricas de las

semillas oscuras provenientes de Argentina y Guatemala

Propiedad

ﬁ;?fale a Pb Pt € "4 D. @ W 000
Valor de t 8,28 0,70 0,12 2,67 2,74 0,07 16,49
p 0,0012” 0,5240™ 0,9050™ 0,0557™ 0,0598™ 0,9465"™ 0,0000""

" no significativo; * Significativo al 5 %; ** Significativo al 1 %; *** Significativo al 0,1 %**** Significativo al 0,01 %
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3.1.2.3. Propiedades friccionales — Fluidez
Las propiedades friccionales de la mezcla comercial de semillas provenientes
de ambos origenes fueron similares, lo cual es atribuible a la semejanza existente

entre la superficie de las semillas y su esfericidad.

3.2. Estructura y composicion de las semillas
3.2.1. Observaciones microscopicas

La organizacion basica del pericarpio resulta similar en las nuculas de S.
hispanica de ambos origenes estudiados, con un grosor de aproximadamente 76
Mm, el cual es menor que el correspondiente a Cinopodium vulgare L. aunque
apenas mayor que el de Calamintha nepeta subsp. Nepeta Mill., géneros
pertenecientes a la familia Lamiaceae (Martin Mosquero y col., 2004). A nivel
estructural, la principal diferencia esta relacionada con el espesor del epicarpio, el
cual fue mayor en las nuculas provenientes de Guatemala (~ 20 um) que en las de
Argentina (~ 12 ym) asi como en el de la cuticula, que fue 0,4 ym mas grueso en las
semillas de Guatemala (~ 1,6 uym). El resto de las capas que componen el pericarpio
presentaron dimensiones similares para ambas nuculas. La estructura del pericarpio
tiene valor de diferenciacion taxonémica entre géneros o especies. Sin embargo, a
nivel intraespecie las diferencias son muy pequefias lo cual puede apreciarse en la

semejanza entre las nuculas provenientes de ambos origenes de S. hispanica.

3.2.2. Composicion proximal

Se observaron diferencias a nivel de la composicidon proximal, habiéndose
detectado un mayor contenido de proteinas y de lipidos en las semillas provenientes
de Argentina, lo cual podria ser atribuido tanto al genotipo como a las diferentes
condiciones ambientales de cultivo. El contenido de fibra y de cenizas fue similar en
ambas semillas, mientras que los hidratos de carbono resultaron mayores en las

semillas provenientes de Guatemala (ver Tablas 2.4y 2.9).

3.2.3. Esquema de analisis de Van Soest

La composicién de la fibra determinada a través de este método presentd
diferencias entre las semillas provenientes de ambos origenes, pudiéndose observar
un mayor contenido de celulosa y menor de hemicelulosa en las semillas de

Guatemala que en las procedentes de Argentina (ver Tablas 2.5y 2.10)
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3.2.4. Compuestos antioxidantes

La Figura 2.10 presenta la composicion y el contenido de tocoferoles
correspondientes a la mezcla comercial de semillas provenientes de ambos origenes
estudiados. Las semillas de Guatemala exhibieron un contenido total de tocoferoles
significativamente superior (p < 0,05) al de las de Argentina. Esta diferencia fue
también observada en el contenido de y-tocoferol, mientras que el tenor de 0-
tocoferol fue significativamente mayor (p < 0,05) en las semillas de Argentina. Estos
resultados pueden ser atribuidos a las diferentes condiciones climaticas de ambas
zonas de produccién y/o diferencias entre los genotipos que componen ambos

cultivares.

m Semillas de Argentina

W Semillas de Guatemala
120 4

100 -
80 -
60 -

40 -

Hg/g semilla

20 -

a y 5 TOTAL
Tocoferol

Figura 2.10 Contenido de tocoferoles correspondiente a la

mezcla de semillas provenientes de Argentina y de Guatemala.

Las barras verticales indican la desviacién estandar.

Por otra parte, el contenido de compuestos polifendlicos presentes en la
mezcla comercial de las semillas estudiadas se presenta en la Figura 2.11. Puede
observarse que al igual que lo registrado en el caso de los tocoferoles, el contenido
total de compuestos polifendlicos fue significativamente mayor (p < 0,05) en las
semillas de Guatemala, registrandose estas diferencias en cada uno de los

antioxidantes polifendlicos, principalmente en el acido clorogénico.
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Figura 2.11 Contenido de antioxidantes fendlicos correspondiente a
la mezcla de semillas provenientes de Argentina y de Guatemala.

Las barras verticales indican la desviacion estandar.
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CONCLUSIONES PARCIALES

El estudio relacionado con la estructura, morfologia y propiedades fisicas y

quimicas de las semillas de chia (nuculas) provenientes de Salta (Argentina) y

Quetzaltenango (Guatemala) permitiéo alcanzar las siguientes conclusiones:

Las semillas de chia presentaron tres semiejes desiguales, cuya forma puede

describirse mediante un elipsoide escaleno.

Las dimensiones caracteristicas de las semillas oscuras y blancas
provenientes de Salta (Argentina) fueron 2,11; 1,32 y 0,81 mmy 2,15; 1,40 y
0,83 mm para el largo, ancho y espesor, respectivamente. Las semillas de
Guatemala resultaron en promedio de menor tamano, cuyas dimensiones
caracteristicas fueron 2,03; 1,27 y 0,76 mm y 1,99; 1,31 y 0,67 mm para el

largo, ancho y espesor de las semillas oscuras y blancas, respectivamente.

Las semillas oscuras provenientes de Argentina presentaron un valor de Wigeo
mayor que el de las semillas blancas correspondientes a la misma
procedencia geografica, registrando valores de 1,323 y 1,301 g,
respectivamente, mientras que la comparacién entre las semillas oscuras de
ambos origenes mostré que las semillas de Argentina fueron mas pesadas

que las de Guatemala (1,150 g).

Las propiedades py, ¢ V, De y ¢ fueron similares para las semillas de chia
oscuras provenientes de ambos origenes, con valores promedio de 1,009/
0,980 g/cm®; 28,2/27,9%; 1,30/1,17 mm?; 1,35-1,31 y 64,4-64,5%, para las
semillas de Argentina y Guatemala, respectivamente. Por otra parte, la pp fue

mayor en las semillas oscuras provenientes de Argentina.

El diametro geométrico de las semillas de chia puede ser utilizado
convenientemente para el calculo tedrico del volumen y la esfericidad de la

misma.

Las propiedades friccionales fueron similares para la mezcla comercial de
semillas de chia provenientes de ambos origenes, con un angulo de reposo
de 16 a 18° y un coeficiente de friccion sobre chapa galvanizada y acero

inoxidable de 0,28 y 0,31, respectivamente.
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Las semillas (nuculas) de chia son glabras, constituidas por el pericarpio y la
semilla verdadera. Las nuculas blancas y oscuras presentaron caracteristicas
estructurales similares, observandose soélo pequefias variaciones a nivel del

pericarpio.

El contenido de proteinas y de lipidos de las semillas fue de 19-29% y 25-
32%, respectivamente, siendo mayor en aquéllas provenientes de Argentina
respecto de las de Guatemala. El tenor de fibra y cenizas presenté un rango

de variacion menor, con valores de 27-29 y 4-5%, respectivamente.

Se registrd la presencia de tocoferoles y de compuestos polifendlicos en las
semillas de chia estudiadas. El contenido total de tocoferoles vari6é de 95-110
ppm, siendo el principal compuesto y-tocoferol. Ademas, fue posible la
deteccion de menores concentraciones de d-tocoferol, asi como trazas de a-
tocoferol. Por otra parte, los principales antioxidantes polifendlicos fueron
miricetina, acidos clorogénico y cafeico, seguidos de trazas de kaempferol y

quercetina.

Por lo expuesto previamente, se acepta la hipétesis I: “Las propiedades

fisicas, la microestructura y las caracteristicas fisicoquimicas de las semillas

(nuculas) de Salvia hispanica L. presentan diferencias tanto dentro de las mezclas

comerciales (semillas oscuras y blancas) como entre las mismas (mezclas de

distinta procedencia)’.
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INTRODUCCION

Uno de los principales objetivos de la produccion de aceite de chia radica en
la adecuada seleccion del método de extraccion. El rendimiento de extraccion y la
calidad del aceite obtenido son de suma importancia para determinar la viabilidad de
su produccion comercial.

La extraccién con solventes, principalmente hexano, es uno de los procesos
mas tradicionales empleados en la obtencion de aceites de semillas oleaginosas. El
principio de extraccién con solvente se basa en el hecho que un componente
(soluto) se distribuye entre dos fases segun la relacion de equilibrio determinada por
la naturaleza del componente y las dos fases (Bockisch, 1998). A fin de facilitar el
proceso de extraccion, es necesario reducir el tamafio de la semilla o grano
mediante el quebrado e inclusive el laminado (King y col., 1944; Karnofsky, 1949,
1986, 1987; Wingard y Phillips, 1949; Myers, 1977; Pramparo y col., 2003). La
aplicacion de un tratamiento térmico antes o durante la extraccidn produce la rotura
de la emulsion celular, reduce la viscosidad del aceite facilitando su fluidez y
desplazamiento asi como disminuye la tension superficial del aceite. No obstante,
dicho tratamiento puede afectar negativamente la calidad quimica del mismo
incrementando los parametros de oxidacion.

Patricelli y col. (1979) realizaron experiencias con girasol parcialmente
descascarado en un sistema “batch”, estudiando la influencia de la granulometria, el
contenido de humedad, la temperatura de extraccién y la relaciéon solido-solvente.
Estos autores determinaron que la etapa limitante es la difusiva y que la extraccion
del aceite aumenta cuando disminuye el tamafio de particula y se incrementa la
temperatura de extraccion.

En los ultimos afos, se ha intensificado el interés por la obtencién de aceites
a través de tecnologias de prensado. En el caso de la obtencidn de aceites
vegetales no tradicionales, el prensado, mediante prensa hidraulica o de tornillo,
provee un método sencillo para obtener aceites a partir de pequefios lotes de
semillas (Wiesenborn y col., 2001; Singh y col., 2002; Zheng y col., 2003). Si bien los
rendimientos en aceite obtenidos por prensado son menores que los alcanzados
mediante la extraccion con solventes, esta tecnologia resulta apropiada para
materiales con alto contenido en aceite, ya que requiere instalaciones menos
costosas e implica operaciones mas seguras y de menor riesgo para el medio

ambiente. El principio de extraccion por prensado se basa en que cada particula
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retiene el aceite en su interior y el objetivo del prensado es lograr que el mismo
migre desde el sistema hacia el exterior. En la estructura celular, el aceite se
encuentra dentro de pequefios organulos de forma esférica (esferosomas), rodeados
por una fina membrana. La aplicacién de una fuerza externa durante el prensado
produce una serie de alteraciones (deformaciones) tanto a nivel microscopico
(células) como macroscopico. Asi, se comprime cada particula y cada una de ellas
se reacomoda en el conjunto. Las membranas que limitan a cada esferosoma se
destruyen, al igual que las paredes celulares, permitiendo al aceite salir de la
particula y luego, a través del sistema macroscépico, hacia el exterior. Estos dos
ultimos efectos resultan de la deformacién producida por la fuerza y la consecuente
reduccion del espacio fisico disponible (Mattea, 1999).

El rendimiento de la extraccion por prensa de tornillo depende de varios
factores, entre ellos, el acondicionamiento del material, que consiste en una serie de
operaciones como la limpieza, molienda, calentamiento, secado o humedecimiento
hasta alcanzar el contenido de humedad optimo (Singh y col., 2002). La aplicacion
de un tratamiento térmico antes o durante el prensado generalmente mejora la
extraccion del aceite ya que influye sobre la viscosidad del fluido y la resistencia
mecanica de las particulas (Ward, 1976). El efecto del contenido de humedad de la
semilla en el momento del prensado ha sido ampliamente estudiado en una gran
variedad de materiales (Singh y Bargale, 1990; Singh y Bargale, 2000; Wiesenborn,
2001; Singh y col., 2002). El porcentaje de humedad resulta muy importante ya que
no solo aumenta la plasticidad del material sino que también contribuye al prensado
por su accion lubricante. Sin embargo, altos contenidos de humedad pueden afectar
negativamente la extraccion y/o alterar la calidad quimica del aceite, a través de la
hidrdlisis de glicéridos con el consiguiente incremento de la acidez.

Singh y Bargale (2000) desarrollaron un expeller de dos etapas, en el cual
analizaron la influencia de la humedad del material y de la temperatura de prensado
sobre la cantidad de aceite extraido, relacionando estos parametros con el tiempo de
prensado y la energia consumida. En concordancia con Singh y col. (2002) y Zheng
y col. (2003), concluyeron que existe un porcentaje de humedad 6ptimo para lograr
la maxima extraccion de aceite. Asimismo, observaron que la energia consumida
disminuye al aumentar el contenido de humedad, lo cual fue atribuido a una

reduccion del coeficiente de friccidn por efecto de una mayor plasticidad del material.
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Teniendo en cuenta lo expuesto previamente, en este capitulo se propone
estudiar las caracteristicas fisicoquimicas de los aceites de chia obtenidos mediante
solvente y prensado con el propésito de contribuir a su conocimiento y establecer las

bases sdlidas para la obtencién de aceite de chia a nivel industrial.
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MATERIALES Y METODOS
1. Material vegetal

El material vegetal utilizado para la extraccion del aceite por procesos
convencionales fue el mismo empleado para la caracterizaciéon de las semillas
previamente descripto. Se tomaron muestras al azar de cada una de las dos fuentes
de semillas (Argentina y Guatemala) con un cuarteador (CPASA, Centro Proveedor
Agropecuario, Buenos Aires, Argentina), a partir de las cuales se obtuvo el
respectivo aceite por prensado o solvente. Cada uno de los aceites obtenidos fue

analizado en forma independiente.

2. Extraccion del aceite
2.1. Extraccion con solventes

Las semillas de ambos lotes se trituraron en un molinillo de cuchillas (Braun,
Type 4041, México) durante 60 s. La extraccién del aceite se llevé a cabo en un
equipo Soxhlet, empleando como disolvente n-hexano (grado analitico, CAS N°:
110-54-3, valoracién: minimo 96%, punto de ebullicién: 69°C), siguiendo la norma
IUPAC 1.122 (IUPAC, 1992). Se dispusieron aproximadamente 40 g de las muestras
trituradas en cartuchos de papel Whatman N°3. El proceso se efectué durante 8 h a
una temperatura de 80°C a presion atmosférica. La evaporacion del solvente se
llevé a cabo en un evaporador rotatorio (Buchi, Flawil, Suiza) bajo vacio a 40°C. El
residuo de n-hexano fue removido mediante una corriente de nitrdgeno hasta peso
constante El contenido de aceite se determind gravimétricamente y se expresé como
porcentaje en masa de la semilla triturada libre de humedad (g aceite/100 g semilla,
b.s.).

Para las semillas provenientes de Argentina, la extraccion de aceite con
solvente ademas de realizarse a partir de la mezcla comercial de semillas, se llevo a
cabo sobre las semillas blancas y oscuras en forma separada, determinando las

principales caracteristicas fisicoquimicas de los aceites obtenidos en cada caso.

2.2. Extraccién por prensado

El contenido de humedad de las semillas fue ajustado a 10% con el objetivo
de aumentar el rendimiento de aceite y evitar problemas de atoramiento durante el
proceso de prensado. Este contenido de humedad fue seleccionado debido a que

se obtuvo la maxima capacidad de prensado, definiéndose la misma como el peso
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de aceite extraido en un tiempo determinado. La humidificaciéon se llevd a cabo
segun la metodologia propuesta por Singh y Bargale (2000). El agua se agreg6 a la
muestra mediante aspersion. Luego se colocd en un recipiente metalico con cierre
hermético y se almacend durante 48 h hasta alcanzar el equilibrio. El recipiente fue
sometido a agitacion, a intervalos regulares de tiempo, para asegurar una
distribucion uniforme de la humedad en el material. Previo a su ingreso a la prensa,
se determin6 el contenido de humedad de cada muestra segun la metodologia
descripta en el Capitulo 2.

La extraccion del aceite se llevo a cabo en una sola etapa a 25-30°C en una
prensa de tornillo helicoidal a escala piloto marca Komet (Modelo CA 59 G IBG
Monforts, Monchengladbach, Alemania) (Figura 3.1). Las muestras fueron
suministradas a la prensa desde la tolva por gravedad, segun la demanda. La
longitud total y efectiva, asi como el diametro interno del barral de la prensa fueron
de 7, 3y 3,5 cm, respectivamente. La longitud y el diametro del tornillo fueron de 15
cm y 3 cm, respectivamente. Se utilizd6 una restriccion de 5 mm y la velocidad de
prensado fue de 20 rpm, habiendo sido establecida mediante ensayos preliminares.
La temperatura de salida de la torta o residuo de extraccion fue controlada con un
termometro digital colocado en el orificio de salida (reduccion) de la prensa. La
cantidad de aceite obtenido fue determinada gravimétricamente y expresada como

porcentaje en peso (g aceite/100 g semilla, b.s.).
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Figura 3.1. Esquema de la prensa de tornillo helicoidal

utilizada para la extraccion del aceite (Martinez. 2010)
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2.3. Almacenamiento del aceite
El aceite de chia obtenido a través de ambos sistemas de extraccion fue
almacenado en recipientes de vidrio color caramelo, bajo atmdsfera de nitrogeno a

4+1°C hasta su posterior utilizacion.

3. Analisis fisicoquimico de los aceites
3.1. Composicién de acidos grasos mediante cromatografia gaseosa (CG)

La identificacion y cuantificacion de acidos grasos (FAs) de los aceites se
llevé a cabo por cromatografia gaseosa, de acuerdo a los métodos IUPAC 2.301 y
2.302 (1992). Los aceites crudos (100 uL) fueron saponificados con 1mL de solucion
de KOH 10% en metanol mediante reflujo a 85°C durante 45 min. El material
insaponificable se extrajo con éter de petroleo (p.e. 30-40°C). Luego de la
acidificaciéon con HCI, los acidos grasos hidrolizados fueron extraidos de la fase
metandlica con éter de petrdleo y se metilaron con 1mL de trifluoruro de boro
(solucion al 20% en metanol) (Merck) en 1mL metanol a 60°C durante 45 min. Los
ésteres metilicos de los acidos grasos (FAME) se obtuvieron a partir de la fase
metandlica con éter de petrdleo.
Anélisis por CG:la mezcla de FAME se analizd6 en un cromatografo de gases
(Hewlett Packard 6890) equipado con detector de ionizacién de llama. La separacion
se realiz6 en una columna capilar Supelco 11090-02A Omegawax (30 m x 0.250
mm, diametro interno 25 um) a 175 — 220°C (3°C/min) empleando helio como gas
portador (25,1 psi) y detector de llama a 260°C (Christie, 2003). El contenido de cada
uno de los acidos grasos identificados se expresé como valor porcentual en relacion

al contenido total de los mismos.

3.2. Composicion y distribucion de la posicion acilica de los acidos grasos en

la molécula de glicerol mediante espectroscopia de *C NMR

El analisis de la distribucion de los FAs en la molécula de glicerol se realiz6
mediante espectroscopia de resonancia magnética nuclear de *C ("*C NMR). Las
determinaciones se llevaron a cabo en colaboracién con investigadores de Spectral
Service (Cologne, Alemania). Las muestras fueron analizadas en un espectrometro
Avance Il 600 (Bruker, Karlsruhe, G), con una densidad de flujo magnético 14,1
Tesla equipado con un cabezal criogénico QNP y un inyector automatico Bruker B-

ACS 120. Para la adquisicién de datos se utilizé un procesador Intel Core2 Duo 2.4
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GHz bajo el sistema MS Windows XP; el procesamiento de los mismos fue llevado a
cabo mediante el software Bruker TopSpin 2.1, siguiendo el procedimiento operativo
standard SAA-GMRO028-01. Las muestras fueron preparadas diluyendo 200 mg de
aceite en 1 mL de cloroformo deuterado (CDCI3) y 200 yl DMSO-ds. Posteriormente,
las muestras fueron secadas con 200 mg de sulfato de sodio anhidro. EI numero de
corridas (NS) fue 1024.

3.3. Espectroscopia de 'H NMR

Analogamente, la composicion de acidos grasos también fue determinada por
espectroscopia de NMR. La '"H NMR permite el andlisis de los dobles enlaces
determinando un parametro comparable al indice de iodo, lo cual es util para un
analisis mas detallado de los aceites. La preparacion de las muestras y el equipo
utilizado fueron similares a los indicados en el item 3.2. El numero de corridas NS
fue 16.

3.4. Composicion de triacilgliceroles (TAG)

Las muestras de aceite (10 mg) fueron disueltas en 2mL de
CHCI3/CH30OH/HCOOH  (50:50:0,1) determinandose la  composicion  de
triacilgliceroles por HPLC/APCI-MS. El cromatégrafo consisti6 en una bomba de
gradiente Rheos 2000 (Flux Instruments, Basel, CH), un degasificador on-line
Degasser ERC-3415 a (ERC GmbH, Riemerling, G), un detector UV con arreglo de
diodo 6000LP (Thermo Finnigan, San José, CA), un muestreador automatico HTC
PAL (CTC Analytics AG, Zwingen, CH), y un compartimento termostatizado para la
columna (L-5025, Merck, Darmstadt, G). Las condiciones de HPLC se detallan en la
Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Condiciones de trabajo empleadas en la determinacion de triacilgliceroles
por HPLC/APCI-MS

Columna cromatografica Nucleosil 120 C 18 (125 m x4 mm x 5 ym)
Velocidad de flujo 0,4 mL/min
Volumen de inyeccion 10 yL

Temperatura de la columna 40°C

Fase movil A: acetonitrilo; B: acetato de amonio en 2-propanol (0,1% p/v)
Detector UV acoplado en serie con un APCI-MS ion-positivo
Longitud de onda 200 nm

109



Capitulo 3 Obtencion y caracterizacion de aceite de chia mediante procesos convencionales

Se aplicé el siguiente gradiente de elucion: el porcentaje de solvente A
disminuyo6 de 60 a 35% en los primeros 31 min, luego aument6 de 35 a 60% hasta el
min 35 y se mantuvo constante hasta el min 45. La aguja de inyeccién se lavé con la
fase mévil previamente a cada inyeccion. Se utilizé un espectrometro de masas
Finnigan LTQ (Termo Electron Corp., San José, CA) en un rango m/z de 500 — 1000,
fijando los siguientes parametros de ajuste: temperatura capilar 250°C, flujo de gas
de revestimiento 20 psi, flujo de gas secante 20 L/min, temperatura del vaporizador
APCI 450°C. Se realizé la integracion de los picos de los cromatogramas en la
region m/z 800 — 1000. Los datos fueron analizados en una computadora PIV 2.8

GHz bajo sistema Windows XP y utilizando el Software Xcalibur 2.0.

3.5. indices de iodo y de saponificacion (Il, IS)

El indice de iodo es una medida de los dobles enlaces correspondientes a los
acidos grasos presentes en el aceite expresado en funcion del porcentaje de iodo
absorbido, mientras que el valor de saponificacion es la cantidad de alcali necesaria
para saponificar cuantitativamente la muestra presente expresandose como el
numero de mg de hidroxido de potasio requeridos para saponificar un gramo de
aceite. Debido a que todos los acidos grasos se unen a una molécula de KOH, el
valor de saponificacién también es una medida indirecta del peso molecular medio
de los triacilgliceroles de un aceite y por lo tanto, un numero caracteristico.

Debido a las dificultades operativas en las determinaciones analiticas de
estos indices, los mismos pueden también calcularse a partir de la composicion
porcentual de los ésteres metilicos de los acidos grasos obtenidos por cromatografia
gaseosa (AOCS Cd 1c-85 y Cd 3a-94, 1998).

Los indices de iodo (Il) y saponificacién (IS) tedricos fueron calculados de

acuerdo a las siguientes ecuaciones:

Il =(C,q, x0,950)+(C,,,, x0,86) +(C,y., x1,732)+(C,y, x2,616)+(C,y, x0,785)+(C,,, x0,723) Ec. 3.1

3x56,1x1000

(P x 3)+ 92,09 - (3% 18))| Ec. 3.2

IS =

donde:
56,1: peso molecular de KOH
92,09: peso molecular del glicerol

18: peso molecular del agua
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PM : peso molecular promedio

donde:
PM =Y PM, x X,
siendo,

PM.: peso molecular del acido graso i

X, : fraccion molar del acido graso i

3.6. indice de refracciéon

El indice de refracciéon (IR) se determin6 de acuerdo a la norma AOCS Cc 7-
25 (1998). El método se basa en la relacion de las velocidades de la luz en el vacio y
en la sustancia, la cual depende del grado de saturacién, longitud de cadena,
contenido de acidos grasos libres y oxidacion entre otros factores. La medicion fue
realizada en un refractdmetro Abbe que consta de un medidor de temperatura digital.
Se empled luz monocromatica de una lampara de vapor de sodio. En la practica, las
lecturas se refirieron respecto al aire con una exactitud de 0,0002. La ecuacion

utilizada para ajustar las lecturas a la temperatura estandar (20°C) fue:

IR = IR"+0,000385 x (T —T") Ec. 3.3
donde:

T: temperatura de referencia (20°C)

T': temperatura a la que se realiza la lectura (°C)

IR": lectura del indice de refraccién realizada a la temperatura T*

IR: indice de refraccién corregido

3.7. Acidos grasos libres (FFA)

Se determinaron los acidos grasos libres segun la norma Ca 5a-40 AOCS
(1998). Para ello se pesaron 6 g de aceite con una aproximacion de 0,01 g y se
colocaron en un erlenmeyer de 250 mL. El aceite se disolvié en una mezcla de 75
mL de alcohol etilico (95% v/v) caliente y se neutralizé con NaOH y 0,3 mL de
solucion de fenolftaleina (1% p/v). La concentracién de acidos grasos libres del
aceite se obtuvo mediante titulacién de esta mezcla con una solucion de NaOH 0,1

N y se expresé como porcentaje (p/p) de acido oleico.
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V xNx28,2
PM

FFA = Ec. 3.4

donde:
V: volumen de NaOH utilizados en la titulacion (mL)
N: normalidad del NaOH

PM: peso de la muestra (g)

3.8. indice de peréxido (PV)

El indice de perdxido (PV) se determind segun la norma Cd 8-53 AOCS
(1998). Este método permite determinar todas aquellas sustancias que oxidan el
ioduro de potasio en las condiciones del ensayo, en términos de miliequivalentes de
peroxido por kg de grasa, las cuales son peroxidos o bien otros productos similares
originados por la oxidacion del aceite. La técnica consiste en una titulacion
iodométrica y se basa en la capacidad oxidante de los perdxidos para liberar iodo a
partir del ioduro de potasio.

Se pesaron 5 g de aceite con una aproximacién de 0,05 g y se colocaron en
un erlenmeyer de 250 mL. Se agregaron 30 mL de solucion de acido acético:
cloroformo (3:2 v/v) agitando vigorosamente hasta lograr su disolucion. Se
adicionaron 0,5 mL de solucién saturada de ioduro de potasio, se agitd y luego se
dejo en reposo en oscuridad durante 1 min. Posteriormente, se agregaron 30 mL de
agua destilada y el iodo liberado se tituld, agitando continuamente con solucién 0,01
N de tiosulfato de sodio hasta la desaparicion del color amarillo. Se adicionaron 0,5
mL de solucién de almidén (1% p/v) y se continué titulando hasta la desaparicion del
color azul. El indice de peroxido (expresado como miliequivalentes de perédxido/kg
de aceite) se calculd en base a la siguiente ecuacion:

, _ (S=B)xNx1000
PM

P Ec. 3.5

donde:

S: volumen de la solucion de tiosulfato de sodio consumidos en la titulacion de la
muestra (mL)

B: volumen de la solucion de tiosulfato de sodio consumidos en el blanco (mL)

N: normalidad de la solucion de tiosulfato de sodio

PM: peso de la muestra (g)
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3.9. Materia insaponificable

El residuo de materia insaponificable se determiné segun la norma AOCS Ca
6b-53 (1998). El residuo insaponificable incluye todos los compuestos no
saponificables por alcalis, insolubles en agua y solubles en solventes comunes de
grasa, como por ejemplo hidrocarburos saturados y no saturados, alcoholes de alto
peso molecular, esteroles, entre otros. Generalmente, el mismo representa un tenor
inferior al 2% de la muestra. Como solventes de extraccion se emplean éter etilico o
éter de petréleo y debido a que los procesos de extraccion continua no brindan
resultados precisos, la separacion se realiza utilizando ampollas de decantacion.

Se pesaron 5 g de aceite en un balén y se agregaron 30 mL de una solucion
de alcohol etilico 95% y 5 mL de KOH al 5%, calentandolo bajo reflujo a Bafio de
Maria durante 60 min. Posteriormente se transfirié el contenido a una ampolla de
decantacion, completando hasta la marca de 40 mL con alcohol etilico 95% y agua
destilada hasta los 80 mL. Una vez enfriado a temperatura ambiente se agregaron
50 mL de éter agitando la ampolla fuertemente durante 1 min. Se dejo reposar hasta
separacion total de fases y se transfirid la capa inferior a una ampolla similar. Se
agregaron 5 mL de agua a la primera ampolla y el liquido acuoso se transfirié a la
segunda. Se anadieron a ésta ultima 50 mL de éter etilico, agitando fuertemente,
dejando posteriormente separar las capas. La capa inferior fue descartada (acidos).
Los liquidos etéreos se reunieron en la primera ampolla, a la cual se agregaron 30
mL de agua. Se decantd la capa inferior, realizando otro lavado similar, descartando
nuevamente la fase acuosa. Se anadieron 1 a 2 mL de soluciéon de KOH (0,1%) en
etanol y 20 mL de agua (para destruir los jabones acidos), agitando, decantando y
desechando la capa inferior. Se siguié con los lavados con agua (50-100 mL)
agitando fuertemente, hasta reaccion neutra al tornasol de los liquidos acuosos. La
capa etérea final fue tratada con Na;SO4 (anh.) y se filtré por papel embebido en éter
etilico (por retencion de restos de agua). Se lavaron la ampolla y embudo 2 6 3
veces con pequehas porciones de éter. Se evapord el solvente por destilacién a
Bafio de Maria hasta alcanzar aproximadamente 5 mL de solucion. Se trasvasoé a un
erlenmeyer de 50 mL seco y previamente tarado, con la ayuda de pequefas
porciones de éter, evaporandose nuevamente y se termino de secar en estufa a 75-
80°C y 200 mm de Hg. Una vez enfriado en desecador se peso (valor A).

Después de pesar se retomd el residuo con 50 mL de etanol 95% a 50°C

conteniendo indicador fenolftaleina, previamente neutralizado. Se tituld con una
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solucion de NaOH 0,02 N. Se corrigio el peso del residuo debido a los acidos grasos
libres, utilizando la siguiente relacién 1 mL de NaOH 0,02N es equivalente a 0,0056
g de acido oleico.

El peso de los acidos grasos determinados por la titulacion constituyé el valor
B en el calculo para determinar el porcentaje de insaponificable. Ademas, se llevo a

cabo la correccion por el blanco. Los calculos se realizaron segun la siguiente

ecuacion:
% insaponificable = % x100 Ec. 3.6
donde:

A: masa de residuos de la muestra (Q)
B: masa de acidos grasos (g)
C: masa de residuos del blanco (g)

PM: peso de la muestra (g)

3.10. Contenido de fésforo

El contenido de fésforo total fue determinado mediante el método
colorimétrico segun las normas IRAM 5597 (IRAM, 1970).

Para ello se pesaron aproximadamente 70 mg de muestra, la cual fue
calcinada a 650°C en presencia de 6xido de magnesio, habiéndose retomado las
cenizas con agua bidestilada y 1,25 mL de acido sulfurico 10N. La solucion fue
transferida a una ampolla de 125 mL conteniendo 3 mL de solucién de molibdato de
amonio 5% p/v. Los iones ortofosfatos presentes reaccionaron con el molibdato de
amonio para formar un compuesto de fosfomolibdato. Se agregaron 10 mL de
alcohol isobutilico, se agitd vigorosamente durante 2 min y se permitié la separacion
de las dos fases. La fase inferior (acuosa) fue separada y luego de sucesivos
lavados de la fase superior (alcohdlica) con porciones de 5 mL de H,SO4 se
agregaron 10 mL de solucion de SnCl; a fin de reducir el fosfomolibdato a azul de
molibdeno (color turquesa azulado). Se agité vigorosamente la ampolla durante 15 s,
decantandose la fase acuosa. El contenido de la ampolla se colocé en una probeta
graduada de 10 mL. Se lavé la ampolla con pequenas porciones de alcohol
isobutilico las cuales se incorporaron a la probeta hasta completar 10 mL. Se mezcl6

por inversién de la probeta 3 veces. Se dejo en reposo 30 min, realizandose al cabo
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de dicho tiempo la medicién espectrofotométrica del complejo de color azul formado
a 650 nm.

Por otra parte, previamente se obtuvo una curva de calibracion a partir de una
solucion diluida de fésforo a distintas concentraciones (0-2,5 ug/mL). La cantidad de
fésforo en la muestra (ppm) se calculo a partir del valor hallado mediante la curva de

calibracion (A).

P=— Ec. 3.7
PM

donde:
A: cantidad de P determinado de la curva de calibracion (ug)
PM: peso de la muestra (Q)
3.11. Color

El color de los aceites de chia se determiné mediante el sistema CIELab. Las
muestras se colocaron en un recipiente circular de aproximadamente 4 cm de
didmetro x 1 cm de altura. Se midieron los valores L', a,y b con un colorimetro
Minolta (CR-400, Konica Minolta Sensing Inc., Japan). El parametro a representa las
tonalidades que van desde el verde (valores negativos) al rojo (positivos), mientras
que el valor de b indica los tonos azules para los valores negativos y amarillos para
los positivos. Para ambos parametros, el cero equivale al gris. A través de la
coordenada L~ se representa la luminosidad, correspondiendo 100 al blanco, 50 al

gris y 0 al negro. Se realizaron 10 repeticiones por muestra.

3.12. Carotenoides y clorofilas

La extraccion y cuantificacion de los carotenoides fue realizada segun
Messina y col. (2009). Las muestras de aceite (0,5 g) fueron llevadas a un volumen
total de 3 mL con solucién al 0,9% de NaCl, y mezcladas con pirogalol en etanol 1%
(v/v). La saponificacion se realizé durante 30 min a 70°C con 0,9 mL de solucion de
KOH 12 N. Luego, las muestras fueron extraidas dos veces con n-hexano (3
volumenes por extraccidén), después de la adicidon de agua destilada, se evaporé
bajo flujo de nitrégeno, se resuspendié en n-hexano, se diluyé en etanol absoluto y
se filtr6 a través de una membrana de nylon antes de la inyeccion. La cuantificacion
de carotenoides se efectu6 mediante HPLC. Se utiliz6 una bomba modelo P4000,

con un degasificador de vacio de membrana y un inyector de bucle de 20 pl, todos
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adquiridos en TSP (Thermo Separation Products Inc.,USA), conectado a una
columna Alltima C18 (250 mm x 4.6 mm; 5 ym de tamafio de particula). El detector
electroquimico (Decade, Antec Leyden, The Netherlands) fue equipado con una
célula de flujo con Ag/AgCl y electrodo de referencia de carbdn vitreo y de trabajo,
respectivamente. La fase movil utilizada para la deteccién electroquimica fue
modificada de acuerdo a la técnica descripta por de Rijke y col. (1997). La velocidad
de flujo fue de 1 mL/min y la celda de referencia fue seleccionada a +700 mV. La
recuperacion de B-caroteno fue 98%. Las curvas de calibracion fueron obtenidas
utilizando como estandar (-caroteno diluido en etanol absoluto (Sigma—Aldrich, St.
Louis, USA).

El contenido de clorofilas fue determinado por analisis espectrofotométrico a
670 nm, en ciclohexano utilizando los valores de extincion especificas (Minguez-

Mosquera y col., 1991).

3.13. Determinacion del contenido de ceras
La determinacion del contenido de ceras en aceites de chia se baso en el
método del Diario Oficial de las Comunidades Europeas N° L 22/61-65 Anexo IV
(30.01.93), el que fue adaptado para aceites de girasol (Carelli y col., 2002). El

mismo consiste en:

a) fraccionamiento del aceite, al que se le ha anadido un patron interno
adecuado, mediante cromatografia en columna de gel de silice hidratado y

recuperacion de la fraccidn eluida en las condiciones de ensayo;

b) analisis directo mediante cromatografia de gases, con columna capilar y
detector FID.

Fraccionamiento

Se pesaron con exactitud aproximadamente 0,5 g de aceite, previamente
calentado a 80°C para disolver posibles ceras precipitadas y luego fue enfriado a
temperatura ambiente. Se afiadieron 500 pl de la solucion empleada como estandar
interno (5 mg de laurato de araquidilo en 25 mL de n-hexano) y una gota de
colorante Sudan | (1% en hexano). La muestra asi preparada fue transferida a la
columna cromatografica. El disolvente se eluy6 hasta que se situo al nivel de la fase
solida del absorbente. Luego se inici6 la elucion cromatografica con n-hexano:éter

etilico libre de perdxidos (98,5:1,5) a una velocidad de elucion de 3mL/min. Cuando
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la banda coloreada llegé al fondo de la columna, el proceso se considerd finalizado.
El colorante Sudan | posee un frente de avance comprendido entre las ceras y los
triacilgliceroles, lo que permitié visualizar la completa eluciéon de las ceras. Se
elimind el solvente de la fraccion resultante en un evaporador rotatorio hasta un
volumen 2-3 mL. Se llevé a sequedad con una corriente de N, y se afadieron 500 pl

de n-heptano, inyectando posteriormente la muestra en el cromatégrafo gaseoso.

Analisis cromatografico

La composicién de ceras fue determinada mediante cromatografia de gases
con columna capilar, segun las condiciones operativas que se muestran en la Tabla
3.2,

Tabla 3.2. Condiciones de trabajo empleadas en la determinacion de ceras

presentes en aceite de chia

Cromatdgrafo Gas-liquido, Varian 3700

Columna Capilar de silice fundida, fase estacionaria HP5, 11m x 0,32
mm, espesor:0,52 ym (Hewlett Packard)

Detector FID

Gas Carrier H>, 3 mL/min, presion en la cabeza de la columna: 8 psi

Inyector “on column” Varian Associates Inc (80-40°C/min — 320)

Volumen de inyeccion 3 i

Procesador de datos  Millenium 2010 (Millipore Corporation, Milford, MA)

3.14. Metales

La cuantificacion del contenido de los metales calcio, magnesio, hierro y cobre
fue realizada mediante espectroscopia de absorcion atdomica utilizando un
espectrometro GBC 902 AA. Las muestras fueron mineralizadas (550°C, 16 h) hasta
obtener cenizas blancas. Las cenizas fueron diluidas en HCI concentrado y filtradas
para llevarlas a medio liquido. Las muestras se analizaron por triplicado y los

resultados fueron expresados en mg/kg aceite.
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3.15. Tocoferoles

El contenido de tocoferoles se determiné mediante una técnica cromatografica
basada en las normas IUPAC 2.432 (1992) y AOCS Ce8-89 (1998). La muestra de
aceite se disolvi6 en hexano grado HPLC para su posterior separacion por
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) con detector de fluorescencia. La
concentracion de tocoferoles se determind por el método de estandar externo,
utilizando el a-tocoferol como referencia y se expresé en ug de tocoferol/g aceite.

La descripcion del equipo y condiciones de trabajo se especifican en la Tabla
3.3. Los parametros de trabajo se ajustaron con una solucidén de aceite de soja y de
germen de trigo (1 g de cada uno de los aceites diluidos en 25 mL de fase movil). Se
identificaron los picos correspondientes a los tocoferoles en funcion de los tiempos
de retencién relativos y de patrones (a-tocoferol, B-tocoferol, y-tocoferol y

o-tocoferol).

Tabla 3.3. Condiciones operativas empleadas en la determinacién de tocoferoles por

cromatografia liquida de alta resolucion

Cromatdgrafo HPLC Hewlett Packard Serie 1050
Columna Lichrosorb Si 60; 25 x 0,4 cm, 5 um de tamano de particula
Detector Fluorescencia Agilent 1100 Series; A exitaciéon: 290 nm; A

de emision: 330 nm

Fase movil Isopropanol:hexano, 0,5:99,5 (v/v), filtrado y desgasificado
Velocidad de flujo 1,5 mL/min

Volumen de inyeccion 20 pl

Curva de calibracién

Para la determinacion de la curva de calibracion se utilizé un estandar de o-
tocoferol (Sigma T#3251, 95% de pureza), preparandose una solucion de 10 mg de
este compuesto diluidos en 100 mL de n-hexano. Para determinar la concentracion
real de esta solucién, se tomd una alicuota de 10 mL y se colocé en un frasco color
ambar. El hexano se evapord con una corriente de nitrégeno y al residuo resultante
se le anadi6 10 mL de metanol. Se midié la absorbancia a 292 nm en un
espectrofotometro UV. El valor obtenido se dividié por 0,0076, obteniendo como

resultado la concentracion de tocoferoles en pg/mL. A partir de la solucién estandar
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de a-tocoferol se prepararon disoluciones de diferentes concentraciones para
realizar la curva de calibracion.
Preparacion y analisis de las muestras

Las muestras fueron preparadas en el momento de ser utilizadas para su
analisis. Se pesaron aproximadamente 0,25 g de aceite en un matraz aforado de 5
mL y se llevo a volumen con hexano de calidad HPLC, previa homogeneizacion de
la solucion utilizando un bafo ultrasénico. Los recipientes fueron envueltos con
papel aluminio a fin de proteger las muestras de la luz.

Los resultados del analisis permitieron cuantificar el contenido de los
tocoferoles presentes en el aceite. Este valor se expresé como ug de tocoferol/g de

aceite, siendo calculado a partir de la siguiente ecuacion:
Concentracion de tocoferol (ug/g) = [Toc]x% Ec. 3.8

donde:

[Toc]: concentracion de tocoferol calculado a partir de la curva de calibracién

(Mg/mL)
V: volumen de la muestra (mL)

M: peso del aceite (g)

3.16. Antioxidantes fendlicos

Las muestras de aceite (2 g) fueron disueltas con 5 mL de hexano. Los
compuestos polifendlicos se extrajeron con 2 mL de una mezcla de acetonitrilo:
acido acético 10% cada vez, en una proporcion de 60:40, 50:50 y 40:60 agitando
con un vortex. Se centrifugaron las muestras y se colecto la fase polar. Se evaporé
hasta sequedad utilizando un evaporador centrifugo (tipo speed-vac) Heto VR-1. El
residuo se disolvié en acetonitrilo: acido acético 10% (50:50) y se analiz6é por HPLC-
MS.

Los analisis fueron llevados a cabo en un cromatografo Surveyor Plus,
provisto de bomba cuaternaria y autocargador, acoplado a una trampa lineal de
iones LTQ XL (Thermo Fisher Scientific). Las separaciones cromatograficas se
realizaron utilizando una columna C+s (150mm x 2m x 1mm; 335 um) XTerra
(Waters) y una columna de guardia Cqs (4 mm x 2 mm) (Phenomenex); la fase mévil
consistio en 0,1% de acido acético en acetonitrilo:agua (95:5) (solvente A) y 0,1%

acido acético en agua (solvente B), a 300 uL/min y 20°C. Se aplicé el siguiente
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gradiente: el porcentaje de solvente A se aumenté de 10 a 50% en los primeros 5
min, luego fue mantenido hasta t=12 min, posteriormente se disminuyé a 10% en
t=13 min, manteniéndose constante durante los ultimos 4 min proximos a la
inyeccion. El volumen de inyeccion fue de 10 pL. Todos los ensayos fueron
realizados por duplicado.

La deteccion fue realizada en un detector de masas utilizando una sonda de
ionizacién quimica a presion atmosférica (APCI) operando en modo ion positivo. Los
polifenoles formaron [M+H]*, los cuales fueron detectados de acuerdo a las

relaciones masa/carga que se indican en la Tabla 3.4.

Tabla 3.4. Relacion masa/carga (m/z) para la deteccion de los compuestos

polifendlicos presentes en aceites de chia

Compuesto polifendlico Relacion m/z
Acido cafeico 181
Kaempferol 287
Quercetina 303
Mircetina 319
Acido clorogénico 355

La miricetina fue utilizada para crear el archivo de ajuste para el método
instrumental. La cuantificacion de las muestras fue realizada mediante el método de
estandar externo para polifenoles en el rango de 100-3uM (Taga y col., 1984; de
Rijke y col., 2006).

3.17. Ensayo acelerado de estabilidad oxidativa (Rancimat)

La estabilidad oxidativa de los aceites fue evaluada mediante un ensayo
acelerado de estabilidad oxidativa determinando como parametro el tiempo de
induccién (1) en un equipo Rancimat 679 (Suiza) (Metrohm lonenanalytik, 2001). Asi,
se colocaron 5 g de aceite en el recipiente de reaccion y se sometieron a una
temperatura de 98°C con burbujeo continuo de una corriente de aire a una velocidad
de 20 L/h. Los productos de oxidacion de naturaleza volatil fueron transportados por
dicha corriente de aire a la celda de medicién donde se dispersaron en una solucion
de muy baja conductividad (agua bidestilada) (Figura 3.2). De esta manera,

mediante el registro de la conductividad de esta solucion en funcién del tiempo, se
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obtuvieron las curvas de oxidacién, cuyo punto de inflexion se designa t; y representa
una magnitud caracteristica que permite evaluar la correspondiente estabilidad

oxidativa de la muestra en cuestion (Metrohm lonenanalytik, 2001).

0, |- Recipiente de
—_— medicién
' ] | Célula registradora

de la conductividad

Solucién de
~| medicion

Recipiente de
o)== reaccion

|1 Muestra

- Bloque calefactor

Figura 3.2 Esquema del equipo Rancimat (Metrohm lonenanalytik, 2001)

3.18. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La calorimetria diferencial de barrido es una técnica de analisis térmico,
empleada en la determinacion de temperaturas y flujos de calor asociados tanto a
las transiciones de fase de la materia (cristalizacion, fusién y evaporacion) como a
las reacciones quimicas de hidrolisis y oxidacion, cuya evolucion puede seguirse en
funcién del tiempo y la temperatura. El perfil térmico de los aceites obtenidos
mediante DSC esta relacionado con diversas propiedades fisicas y quimicas de
estos productos (Jiménez Marquez y col., 2007).

Para el analisis térmico de las muestras se utilizé un calorimetro diferencial de
barrido Q 100 V9.8 Build 296 (TA Instruments, USA) controlado por el software TA
Instruments Universal Analysis 2000/XP v. 4.2 E.

Las muestras de aceite de chia (5-11 mg) se pesaron con una precision de
0,1 mg en capsulas de aluminio, las cuales fueron selladas mediante una prensa de
manera tal de lograr el cierre hermético de las mismas. Cada capsula se colocé en el
calorimetro, utilizando como referencia una capsula vacia de la misma capacidad,

realizandose este ensayo por duplicado.
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Las muestras fueron sometidas a procesos de enfriamiento y de
calentamiento mediante el siguiente programa de temperatura consistente en:
calentamiento de las muestras desde la temperatura ambiente hasta los 70°C bajo
una corriente de nitrogeno a 50 mL/min; isoterma a 70°C durante 3 min e inicio de
las rampas de enfriamiento desde los 70°C a -80°C a una velocidad =1°C/min y un
periodo de modulado de 60 s, amplitud de temperatura de +0,16°C; isoterma a -80°C
durante 3 min e inicio de las rampas de calentamiento a 10°C/min hasta los 80°C.

Se obtuvieron los datos de flujo de calor (en mW) en funcion del tiempo y de
la temperatura durante la etapa de calentamiento, a partir de los cuales se
determinaron los valores de las temperaturas de los picos de transicion (T,), de la
temperatura de inicio (T,) y de la temperatura de finalizacion (Tenq) de las
transiciones durante la evolucién del proceso de fusién. Durante cada uno de estos
procesos se definio el inicio y el fin de la transicidn como el punto de temperatura en
el cual se cortan la extrapolacion de la linea base y la de la pendiente en el estado

de transicion.

4. Analisis estadistico

Los aceites provenientes de ambos lotes de semillas comerciales (Argentina y
Guatemala) fueron analizados en forma independiente mediante un analisis de
varianza (ANOVA) unifactorial, considerando el proceso de extraccion del aceite
como la fuente de variabilidad. Esta metodologia de analisis fue seleccionada debido
a la escasa disponibilidad de informacion acerca de los cultivares correspondientes a
cada uno de los lotes de semillas y de las condiciones agroclimaticas bajo las cuales
se realizaron los respectivos cultivos. La distribucion normal de las variables fue
comprobada mediante el test de Kolmogorov — Smirnov (p < 0,05) y la
homogeneidad de las varianzas por el test de Cochran’s. Cuando fue necesario, los
datos fueron transformados a fin de no violar los supuestos en los que se basa este
analisis. En aquellos casos en los cuales se observaron diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,05), se utilizé6 a posteriori un test de comparaciones multiples
(test de Tukey’s). Para estimar las correlaciones entre los parametros evaluados se
utilizé el test de correlacion de Pearson. Los datos fueron procesados utilizando el

software Statgraphics Plus (Version 4.0 for Window, Manugistics Inc., USA).
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RESULTADOS Y DISCUSION
1. Caracterizacion comparativa de los aceites de chia obtenidos mediante
extraccion con solvente y por prensado

La Tabla 3.5 muestra los valores promedio correspondientes al rendimiento y
a la composicion de acidos grasos de los aceites de chia extraidos por solvente y
prensado a partir de las semillas provenientes de Salta (Argentina) y Quetzaltenango

(Guatemala).

Tabla 3.5. Rendimiento (% b.s.) y composicion de acidos grasos (% del total de
acidos grasos) correspondiente a los aceites extraidos por solvente y prensado a
partir de las semillas provenientes de Salta (Argentina) y Quetzaltenango

(Guatemala)

Argentina Guatemala
Extraccion P Extraccion

con solvente rensado con solvente Prensado
Rendimiento 336+0,4° 24,8+0,5° 26,7+19° 20,3+0,5"%
Acido graso
Palmitico (16:0) 6,2+0,4°2 6,6 +0,3° 55+0,14 59+0,1"%
Esteérico (18:0) 3,0+0,7° 3,1+0,1° 27+02" 3,9+09"°
Oleico (18:1) 53+1,1° 54+0,4° 58+0,3" 55+0,4"
Vaccénico (18:1) 0,5+0,01° 0,5+0,02° 0,4 +0,02* 0,5+0,02*
Linoleico (18:2) 19,7+ 0,02 20,3+0,2° 16,6 £ 1,2 A 17,5+0,2 4
a-Linolénico (18:3) 65,6+0,8° 64,5+0,2° 69,3+1,0" 67,7+04"
SFAs 9,3+0,3° 9,8+0,4° 83+0,1" 99+1,1%
PUFAs 85,4+0,8° 84,9+0,0° 859+02" 85,1+0,6"
PUFAs/SFAs 8,7+0,2° 9,2+0,4° 10,4+ 0,1 % 8,8+0,9"
w-3/w-6 3,32+0,03° 3,18 £0,03° 418+0,4" 3,87+0,0"

Valores medios + desviaciéon estandar (n=3). Letras minusculas distintas indican diferencias
significativas (p < 0,05) entre procesos de extraccion para las semillas de Argentina; letras
mayusculas distintas indican diferencias significativas (p < 0,05) entre procesos de extraccion para las
semillas de Guatemala; SFAs, acidos grasos saturados; PUFAs, acidos grasos poliinsaturados; w-
6/w-3, relacion acido linoleico/acido a-linolénico

El rendimiento del aceite se encontré en un rango de variacién de 20,3 a

33,6% (b.s.), valores que resultaron menores que los publicados por Ayerza (1995) y
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en el mismo rango que Velasco Vargas y col. (2004) mediante extraccién con
solventes. Los principales acidos grasos presentes en los aceites estudiados fueron:
a-linolénico (C18:3) > linoleico (C18:2) > oleico (C18:1) = palmitico (C16:0) >
estearico (C16:0) > vaccénico (A11) (18:1). Estos resultados concuerdan con
estudios realizados previamente (Ayerza, 1995; AOCS, 1998), en los cuales el
principal acido graso fue el a-linolénico en un rango de 64,5 — 69,3%. La relacion w-
3/w-6 varié de 3,18 a 4,18, siendo estos valores marcadamente superiores a los de
la mayoria de los aceites vegetales entre los que podemos mencionar a los aceites
de canola (0,45), oliva (0,13), soja (0,15) y germen de trigo (0,20) (Belitz y Grosch,
1999). Asi, la incorporacion del aceite de chia a la dieta seria relevante debido a que
existen evidencias cientificas que demuestran que los aceites con un elevado
contenido de acidos grasos poliinsaturados (PUFAs) brindan numerosos beneficios
para la salud (Bowen y Clandinin, 2005).

La comparacion entre ambos sistemas de extraccion estudiados mostrd
diferencias significativas (p < 0,05) en el rendimiento en aceite y una composicion
acidica similar (p > 0,05). EI maximo rendimiento se obtuvo para la extraccion con
solvente, el cual resultdé en promedio aproximadamente un 30% mayor que el
alcanzado mediante prensado (Tabla 3.5). Este hecho puede ser atribuido a la
mayor capacidad de los solventes organicos para extraer la mayoria de los
componentes lipidicos presentes en la semilla de chia. La similitud encontrada en la
composicion acidica correspondiente a los aceites obtenidos por diferentes procesos
de extraccion concuerda con lo informado por Brevedan y col. (2000) y Concha y col.
(2006) para los aceites de girasol y rosa mosqueta, respectivamente. Se encontrd
una correlacion negativa significativa (r = -0,91; p = 0,0015) entre los acidos grasos
poliinsaturados y saturados, lo cual concuerda con la informacién relacionada con la
sintesis de ambos tipos de acidos grasos (Belitz y Grosch, 1999).

Con respecto a la composicion triacilgliceridica, la >*C NMR es una técnica
analitica que permite obtener informacion sobre la composicion de acidos grasos y
su ubicacién en la molécula de glicerol presentes en el aceite. La region de los
carbonilos es sensible al analisis de la posicion de los diferentes tipos de acidos
grasos; de esta forma es posible hacer una distincion entre las posiciones sn-1,3 y
sn-2. (Diehl, 2008). La regién olefinica, la cual presenta una mayor dispersion de los
desplazamientos quimicos, puede ser utilizada para cuantificar aquellos grupos

acilos que se superponen en la regién de los carbonilos. Asi, una combinacion de los
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espectros obtenidos de ambas regiones puede proveer la informacién necesaria
para cuantificar en forma completa la distribucion posicional de los acidos grasos
presentes en el aceite de chia. En la Figura 3.3 se presenta un espectro tipico
obtenido por ">*C NMR. Este espectro muestra las resonancias de cuatro grupos de
senales: carbonilos (172-174 ppm), carbonos insaturados (125 - 135 ppm), carbonos
correspondientes a la estructura del glicerol (60-80 ppm) y carbonos alifaticos (15-35
ppm). La region espectral de los carbonilos (172,8-173,3 ppm) se encuentra
amplificada en la Figura 3.3a, en la cual las resonancias registradas para altas y
bajas frecuencias pueden atribuirse a las esterificaciones en las posiciones sn-1,3y
sn-2, respectivamente. Estas dos regiones de resonancia de los carbonilos estan
separadas por aproximadamente 0,4 ppm. La diferencia en sus desplazamientos
puede atribuirse al hecho que los grupos C=0 de la posicién 2 experimentan dos
interacciones con carbonilos vecinos, mientras que los de la posiciéon 1y 3, s6lo una
(Mannina y col., 1999).

Las resonancias 1,3- y 2-linoleil y linolenil se superponen en la regién de los
carbonilos. Por ello, para poder discriminar la posicion que ocupan cada uno de
estos dos acidos grasos, es necesario analizar el espectro de la regién de los dobles
enlaces. En este sentido, la Figura 3.3 b muestra una imagen amplificada de la
region olefinica del espectro de *C NMR. Los grupos acilos insaturados no resueltos
en la regidn de los carbonilos, como el linoleil y linolenil, tienen cuatro y seis
carbonos olefinicos, respectivamente, lo que nos permite seleccionar varias zonas.
Ademas, es posible realizar una diferenciacion entre los acidos linoleico y linolénico
en forma de w-3 vs. w-6 mediante la suma de los atomos de carbono situados en la
porcion terminal de las cadenas de acidos grasos (metil y sn-2). De esta manera, es
posible mediante una serie de diversas combinaciones cuantificar el contenido de los
acidos linoleico y linolénico, asi como su distribucion posicional.

En la Tabla 3.6, se observa el contenido porcentual correspondiente a los
acidos grasos saturados e insaturados en posiciones sn-1,3 y sn-2 en la estructura

del glicerol.
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Tabla 3.6 Distribucién de los acidos grasos saturados e insaturados presentes en los

aceites de Salvia hispanica L. extraidos por solvente y prensado determinados por

C NMR
Argentina Guatemala
Extraccion Extraccion
con Prensado con Prensado
solvente solvente
% sn-1,3
Acidos grasos saturados 12,3 12,5 9,8 9,8
Acido vaccénico 1,1 1,1 0,8 1,0
Acido oleico 6,1 6,1 4,4 4.4
Acido linoleico 12,3 12,1 8,9 9,0
Acido a-linolénico 33,5 33,8 41,7 41,4
% sn-2
Acido oleico 4.4 45 2.8 2.9
Acido linoleico 9,9 9,9 7,4 7,7
Acido a-linolénico 18,7 19,0 23,8 23,4
Total (sn-1,3+ sn-2)
Acidos grasos saturados (1,3:2) 12,3 (100:0) 12,5(100:0) 9,8 (100:0) 9,8 (100:0)
Acido vaccénico (1,3:2) 1,1 (100:0) 1,1 (100:0) 0,8 (100:0) 1,0 (100:0)
Acido oleico (1,3:2) 10,5 (58:42) 10,6 (58:42) 7,2(61:39) 7,3 (60:40)
Acido linoleico (1,3:2) 22,2 (55:45) 22,0 (55:45) 16,3 (55:45) 16,7 (54:46)
Acido a-linolénico (1,3:2) 52,2 (64:36) 52,8 (64:36) 65,5 (64:36) 64,8 (64:36)
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Puede observarse que los acidos grasos saturados (acidos palmitico y
estearico) y el vaccénico se encuentran mayormente distribuidos en las posiciones
sn-1,3, no siendo detectables en la posicion sn-2. La relacion sn-1,3:2
correspondiente al acido oleico fue de alrededor 60:40. Con respecto a los acidos
grasos poliinsaturados, 8,9 - 12,3% de acido linoleico y 33,5 - 41,7% de a-linolénico
se distribuyeron en la posicion 1,3, lo cual representa aproximadamente el 55 y 64%
del contenido total de acidos linoleico y a-linolénico presente en el aceite de chia,
respectivamente. Ademas, cabe sefalar que la distribucion de los acidos grasos en
el glicerol no fue afectada por el sistema de extraccion del aceite. Paralelamente, los
resultados de la composicion acidica determinados mediante *C NMR concuerdan
con los obtenidos mediante CG (Tabla 3.5).

La Tabla 3.7 muestra los principales resultados del analisis de los aceites de
chia obtenidos mediante '"H NMR. Un espectro tipico de este aceite puede
observarse en la Figura 3.4. En coincidencia con los valores obtenidos para la
composicion acidica de los aceites de chia analizados por CG, se observa que el
contenido total de acidos grasos insaturados, especialmente en el caso de los acidos
grasos de la serie w-3 es elevado. Este alto grado de insaturacién se ve también
reflejado en el indice de iodo. Con respecto a los porcentajes de acidos grasos
libres, los mismos representan niveles bajos de acidez es decir, un bajo grado de

hidrdlisis de los triacilgliceroles presentes en el aceite de chia.

Tabla 3.7 Composicién de acidos grasos segun grupos, indice de iodo y acidos
grasos libres presentes en aceites de Salvia hispanica L. extraidos por solvente y

prensado, determinados por '"H NMR

Argentina Guatemala
Extracciéon Extraccion
con Prensado con Prensado
solvente solvente
indice de iodo 190,6 193,5 211,0 209,1
Acidos grasos libres 2,0 1,3 1,0 1,0
Total de acidos grasos insaturados (%) 84,7 85,8 88,9 87,5
Total de acidos grasos saturados (%) 15,3 14,2 11,1 12,5
Suma de acidos grasos w-3 (%) 53,5 53,9 65,2 65,4
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Figura 3.4. Espectro de "H NMR del aceite de chia proveniente de Argentina

obtenido mediante extraccidon con solventes

La composicidn de triacilgliceroles fue determinada por HPLC/APCI-MS para
los aceites de chia obtenidos mediante extraccién con solvente a partir de las
semillas de Argentina y de Guatemala debido a que el sistema de extraccién no
afectd la composicion acidica, tal como fuera descripto previamente (Tabla 3.8). Los
aceites de chia procedentes de semillas de Guatemala presentaron un mayor
contenido de acido a-linolénico que los de Argentina (ver Tabla 3.5). Las especies
de triacilgliceroles (TAG) identificados estuvieron compuestas por los acidos grasos
principales detectados mediante CG. Se encontraron 12 especies de TAG
diferentes, siendo los mas importantes alLnalLnaln, alLnalLnL, alLnLL, alLnalLnP,
aLnLO y aLnLP, los cuales representan aproximadamente el 87-95% del total de
TAG. Es interesante destacar que la mayoria de los TAG presentan al menos un
resto del acido a-linolénico y que las principales diferencias entre los aceites con
mayor y menor tenor de este acido graso difieren en el contenido de aLnalLnalLn, con
un mayor nivel presente en los aceites obtenidos a partir de semillas de chia de
Guatemala que en los de Argentina. Por otra parte, los restos de acidos grasos

saturados se ubican principalmente en las posiciones 1,3 de la molécula del glicerol,
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mientras que los TAG con un resto de acido graso saturado en la posicién 2,
representan menos del 2% (aLnPP, aLnEP) con respecto al % total (Tabla 3.8).

Tabla 3.8. Composicion de los triacilgliceroles presentes en aceites de chia

obtenidos mediante extraccion con solventes

Argentina Guatemala
Triacilglicerol

t.(min) % t. (min) %
aLn aLn alLn 5,55 32,8 5,56 47,0
aLnalLnL 6,23 20,3 6,21 20,8
aLnLL 7,11 13,8 7,08 11,7
aLnalLn P 7,35 7,7 7,35 6,7
aLnLO 8,05 7,0 8,07 3,9
aLnLP 8,35 53 8,40 4,7
aLnOO + aLnOP 9,46 8,3 9,40 41
aLnPP 9,93 0,8 9,94 0,2
LLE 10,71 1,1 10,75 0,2
aLnOE 11,10 2,1 11,04 0,6
aLnEP 11,39 1,0 11,37 0,1

aLn= a linolenina; L= linoleina; O= oleina; P=palmitina; E= estearina

La Tabla 3.9 muestra las principales propiedades fisicoquimicas e indices de
calidad de los aceites de chia estudiados.
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Tabla 3.9 Caracteristicas fisicoquimicas correspondientes a los aceites de semilla de Salvia hispanica L. obtenidos mediante

extraccion con solvente y prensado

Argentina Guatemala
Propiedad fisicoquimica Extraccion con Extraccién con
Prensado Prensado
solvente solvente
Acidos grasos libres (% oleico) 2,05+0,02° 0,91+0,032 1,64 + 0,06 ® 0,70+ 0,01 *
indice de iodo (g 1,/100g aceite) 210,5+1,1°2 208,5+0,6 2 215,0+0,94 2120+ 1,24
indice de saponificacién (mg KOH/g aceite) 193,09 + 0,07 @ 193,12+ 0,04 ® 193,01 + 0,03 192,99 + 0,01 #
Material Insaponificable (%) 1,27 + 0,49 @ 0,85+ 0,20 ? 1,00 +0,38 0,68 + 0,03 *

indice de refraccién (20°C) 1,4786 + 0,0006 °

indice de refraccion (40°C) 1,4709 + 0,0006 @

Color (CIELAB)

L* 43,177 +0,081°
a* -4,545 + 0,191 °
b* 28,385 + 1,895 °
B-caroteno (mg/kg) 0,58 +0,09°
Clorofilas (mg/kg) nd
Metales (mg/kg)

Cu 0,2+0,01°
Fe 1,8 £ 0,04 °
Fosforo (mg/kg) 54 +11°
tiempo de induccién (h) 24+0,1°

1,4813 + 0,0001 °
1,4736 + 0,0001 °

42,855+ 0,031 °
-3,757 + 0,060 ®
25,900 £ 0,440 ®

1,21+0,32°2
nd

0,1+0,05°
0,3+0,03°

225+1°
2,8+0,1°2

1,4781 + 0,0006 *
1,4704 +0,0006 *

43,032 + 0,003 B
-4,850 + 0,056 B
21,467 + 1,576 A

0,53+0,04*
nd

0,3+0,01 4
39+0,04°8

100 +20 4
24+01"

1,4818 + 0,0000 B
1,4741 + 0,0000 B

39,720 + 1,371 A
-2,087 + 0,067 *
23,865+ 1,318 A

0,58 +0,13
nd

0,3+0,01 4
3,4+0,03"

146 + 258
24+01%

Valores medios + desviacion estandar (n=3). Letras minusculas distintas indican diferencias significativas (p < 0,05) entre procesos de extraccion para las
semillas de Argentina; letras mayusculas distintas indican diferencias significativas (p < 0,05) entre procesos de extraccién para las semillas de Guatemala;

nd: no detectado
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El contenido de acidos grasos libres de los aceites fue bajo, coincidente con
los datos obtenidos mediante el analisis por '"H NMR, con valores medios que
variaron entre 0,70 y 2,05% oleico, los cuales resultaron menores que el limite
establecido para otros aceites obtenidos por prensado, tales como el aceite de oliva
(Codex Alimentarius Commission, 1999). Este hecho indic6 que los aceites
obtenidos no sufrieron procesos de degradacién hidrolitica y/o microbioldgica lo que
podria producir la hidrélisis de los glicéridos con el consiguiente incremento de los
acidos grasos libres. Se encontré que el contenido de acidos grasos libres de los
aceites obtenidos por extraccidon con solvente fue significativamente mayor (p <
0,05) que los de prensado, resultados que coinciden con los informados por otros
autores en aceite de girasol (Brevedan y col., 2000).

El alto contenido de acidos grasos poliinsaturados se refleja en los elevados
indices de iodo (208,5-215,0), los cuales fueron mayores que los hallados
previamente por otros autores (AOCS, 1998; Velasco Vargas y col., 2004). En
consecuencia y teniendo en cuenta este parametro, el aceite de chia puede
clasificarse dentro de los aceites secantes. Por otra parte, los indices de
saponificacion (193,0-193,1) fueron similares a los informados en la literatura
(AOCS, 1998; Velasco Vargas y col.,, 2004), no habiéndose detectado diferencias
significativas (p > 0,05) entre ambos procesos de extraccion analizados.

El material insaponificable vari6é entre 0,68 - 1,27%, incluyendo este rango el
valor publicado por la AOCS (1998) (1,2%) como caracteristico del aceite de chia, no
encontrandose diferencias significativas (p > 0,05) entre los sistemas de extraccion
(Tabla 3.9).

Los aceites y grasas pueden ser caracterizados a través de su indice de
refraccidon. Asi, el valor de este parametro calculado a 20°C varié entre 1,4781 -
1,4818, presentando diferencias significativas (p < 0,05) entre los aceites obtenidos
por ambos sistemas de extraccion (Tabla 3.9). El indice de refraccion del aceite de
chia se encuentra cercano al correspondiente al de la trilinolenina (1,4800 a 20°C)
(Wheeler y col., 1940), principal triacilglicerol encontrado en este aceite. Ademas, los
valores calculados a 40°C fueron similares a los del aceite de lino (1,472-1,475 a
40°C) (Codex Alimentarius, 1999) de similar composicion acidica que el aceite de
chia.

Con respecto al color, se detectaron diferencias (p < 0,05) en los valores de L*

y a* entre los distintos procesos de extraccion. Si bien no existen hasta el momento
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estandares de color para el aceite de chia, la medicidén de los parametros L* a* y b*
podrian ser utilizados para su caracterizacién. Los menores valores de L se
encontraron en los aceites obtenidos por prensado, lo cual indica que los mismos
resultaron mas oscuros que los extraidos con hexano. En todos los casos, el
parametro a* presentd un valor negativo, con un estrecho rango de variacion,
coincidente con los valores informados para el 3-caroteno por Meléndez — Martinez y
col. (2006). Ademas, se encontré una correlacion negativa (r = -0,92; p = 0,0014)
entre los parametros L*y a*. Todos los aceites de chia mostraron valores positivos
para b*, lo cual indica una tendencia hacia el color amarillo, no habiéndose
encontrado diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05) entre ambos
sistemas de extraccion.

El color de los aceites vegetales esta asociado con el contenido total de
pigmentos. En este sentido, se detectd la presencia de compuestos carotenoides en
el aceite de chia mientras que la presencia de clorofilas no fue detectada. El
contenido total de carotenoides varié de 0,53 mg/kg a 1,21 mg/kg, siendo el B-
caroteno el principal compuesto. Estos valores son mayores que los informados en
aceites de soja (0,3 mg/kg) y girasol (0,1 mg/kg), similares a los de lino (0,7 mg/kg) y
maiz (0,9 mg/kg) y menores que los correspondientes al aceite de colza (1,7 mg/kg)
(Tuberoso y col., 2007), no encontrandose diferencias significativas (p > 0,05) entre
los aceites extraidos a través de distintos procesos.

La estabilidad oxidativa de los alimentos depende de su composicion asi
como de la concentracidon y actividad de los sustratos reactivos, prooxidantes y
antioxidantes. A fin de minimizar el uso de aditivos alimentarios, la estabilidad
oxidativa puede ser potencialmente mejorada mediante la preservacion o el aumento
de los sistemas enddgenos de control de la oxidacion de los alimentos (Decker,
1998).

Pequenas cantidades de metales, particularmente cobre y hierro, tienen un
efecto prooxidante en los procesos de deterioro tales como la oxidacion lipidica,
motivo por el cual su presencia no es deseable en los aceites vegetales. El
contenido de ambos metales en el aceite de chia (Tabla 3.9) fue menor que el
maximo nivel permitido para los aceites vegetales virgenes (Codex Alimentarius
Commission, 1999) y que los informados en la literatura para los aceites de girasol
crudos y degomados (Brevedan y col.,, 2000). Asi, no se detectaron diferencias

significativas (p > 0,05) en el contenido de cobre de los aceites obtenidos mediante
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ambos procesos de extraccion. Sin embargo el contenido de hierro resultd ser
significativamente (p < 0,05) diferente; el tenor de este elemento resultdé ser mayor
en los aceites extraidos con hexano que en aquéllos obtenidos por prensado.

El contenido de fosforo presentdé un rango de 54-225 ppm, siendo estos
valores menores que los hallados en la literatura para aceites crudos de girasol (441-
932 ppm) (Brevedan y col., 2000) y soja (600-800 ppm) (List y col., 1978). Si bien no
esta establecido un factor para la conversion del contenido de fésforo a fosfolipidos
especifico para aceite de chia, en los ultimos afios se ha generalizado el uso de un
factor 30, calculado originalmente para aceite crudo de soja (AOCS, 1998). Sin
embargo, teniendo en cuenta la composicion de acidos grasos de los fosfolipidos
individuales, Chapman (1980) ha determinado un valor de 25 para aceites de soja y
girasol. A su vez, Carelli y col. (2002) han estimado un factor teérico de conversion
de 24,7 para aceite crudo de girasol. En base a estos antecedentes, la aplicacion de
un factor de 25 a los aceites de chia analizados en este trabajo de Tesis, da lugar a
un contenido de fosfolipidos totales en un rango de 0,1-0,6%, valor que resulta
inferior al encontrado en algunos aceites vegetales crudos (Gunstone, 2002). En
base a la informacién disponible en la literatura relacionada, la facilidad de
extraccion de estos compuestos depende del método de extraccion (Kamal-Eldin y
Appelqgvist, 1995). En este sentido, el contenido total de fésforo de los aceites
obtenidos por prensado fue significativamente mayor (p < 0,05) que en los extraidos
con solvente, lo cual podria atribuirse a la baja solubilidad de los fosfolipidos en el
hexano.

La Tabla 3.10 muestra el perfil de ceras correspondientes a los aceites
estudiados. El contenido total de ceras varié de 92 a 180 mg/kg, el cual es menor al
informado para los aceites de girasol cultivado (400 — 1100 mg/kg) y silvestre (678-
1128 mg/kg) (Pérez y col., 2004). Los principales componentes fueron ésteres de 34
a 48 atomos de carbono, con una alta concentracién de la fraccion de C48, seguidos
por las fracciones C38 y C36. Los aceites obtenidos mediante extraccion con
solvente presentaron mayores concentraciones de ceras que los de prensado, lo
cual puede atribuirse a la alta solubilidad de estos compuestos en hexano en
caliente. Estas diferencias registradas entre los procesos de extraccion también han
sido informadas por Carelli y col. (2002) en aceites obtenidos a partir de las semillas

de Helianthus annuus L.
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Tabla 3.10. Perfil de ceras correspondientes a los aceites de semilla de Salvia

hispanica L. obtenidos mediante extraccion con solvente y prensado

Argentina Guatemala

Cera EXt;?)ﬁSL?‘Tecon Prensado Ext;a::lz\c,:ie(:lrtlecon Prensado

ppm % ppm % ppm % ppm %
C34 2 1,7 2 2,3 2 1,2 2 2,3
C36 18 12,5 19 18,0 11 6,3 13 13,8
C37 2 1,1 2 2,3 1 0,7 3 2,8
C38 24 16,8 26 24,0 17 9,2 14 15,3
C39 13 9,3 15 14,1 13 7,1 12 12,9
C40 6 4,0 5 5,1 8 4,3 3 3,1
Cc41 4 2,6 3 3,1 9 4,8 3 3,5
C42 3 2,1 3 2,8 11 6,4 2 2,1
C43 4 2,6 8 7,8 1 0,5 5 4,9
C44 nd nd nd nd nd nd nd nd
C45 5 3,2 5 4,8 12 6,6 6 6,1
C46 nd nd nd nd nd nd nd nd
C47 nd nd nd nd 23 12,8 nd nd
C48 65 45,8 19 18,1 75 41,3 33 35,5
Total 142 100,0 108 100,0 180 100,0 92 100,0

nd: no detectado

Las Figuras 3.5 y 3.6 muestran los perfiles de tocoferoles de los aceites

obtenidos mediante extraccion con solvente y prensado a partir de ambos lotes de
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semillas. El contenido total de tocoferoles vario entre 238 y 427 mg/kg, siendo el y-
tocoferol el componente mas abundante de esta fraccion (226 - 420 mg/kg), seguido
y el &-tocoferol (2 - 49 mg/ kg) y pequefias cantidades de a-tocoferol (0,4 - 9,9 mg/
kg). La concentracién total de tocoferoles correspondiente a los aceites de chia fue
similar a la informada en aceite de mani (398,6 mg/kg) e inferior a la de lino (588,5
mg/kg), girasol (634,4 mg/kg) y soja (1797,6 mg/kg) (Tuberoso y col., 2007). Los
aceites extraidos con solvente presentaron un contenido de tocoferoles
significativamente mayor (p < 0,05) que los obtenidos mediante prensado. Por otra
parte, se ha encontrado la existencia de una correlacion positiva significativa entre el
contenido de acido a — linolénico y el contenido total de tocoferoles (r = 0,95; p =
0,0034) asi como entre este acido graso y el y-tocoferol (r = 0,94; p = 0,0055). En
este sentido, se ha citado en la literatura que las altas concentraciones de
tocoferoles estan asociadas a elevados contenidos de PUFAs (Tuberoso y col.,
2007).

m Extraccion con solvente

500 - m Prensado
450 -
400 -
350 -
300 -
250 -
200 -
150 -
100 -

50 4

Hg/g semilla

a % 4] TOTAL
Tocoferol

Figura 3.5. Perfil de tocoferoles presentes en aceites de chia
obtenidos mediante extraccion con solvente y prensado a partir de
semillas provenientes de Argentina. Las barras verticales indican

la desviacion estandar
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Figura 3.6. Perfil de tocoferoles presentes en aceites de chia
obtenidos mediante extraccion con solvente y prensado a partir de
semillas provenientes de Guatemala. Las barras verticales indican

la desviacion estandar.

Con respecto a la determinacion de antioxidantes fendlicos en los aceites de
chia, la Figura 3.7 muestra un cromatograma tipico correspondiente a una solucion
estandar de 100 uM de cada compuesto, pudiéndose observar que los tiempos de

retencion variaron de 4 a 9 min.
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Figura 3.7. Cromatograma tipico para una solucion estandar de 100 uM de cada
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El contenido total de antioxidantes polifendlicos en los aceites de chia varioé de
6x10° a 2,1x10° mol/kg, siendo los principales componentes los acidos clorogénico
y cafeico, seguidos por la miricetina, quercetina y kaempferol (Figuras 3.8 y 3.9). La
composicién de esta fraccion fue similar a la encontrada en las semillas de chia, tal
como se menciono en el Capitulo 2, aunque con una menor concentracion de cada
uno de los compuestos polifendlicos, lo cual puede atribuirse a la baja solubilidad de
los mismos en el aceite debido a su naturaleza de tipo hidrofilica. Es importante
destacar que estos compuestos no son habitualmente encontrados en otros aceites
vegetales (Tuberoso y col., 2007). Se registraron diferencias significativas (p < 0,05)
en los aceites obtenidos mediante los diferentes procesos de extraccién. Asi, tanto el
contenido de acido clorogénico como la concentracion total de los compuestos
polifendlicos fueron significativamente mayores (p < 0,05) en los aceites obtenidos

por prensado que en los extraidos con solvente (Figuras 3.8 y 3.9).
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Figura 3.8. Perfil de compuestos polifendlicos de los aceites de chia
obtenidos mediante extraccion con solvente y prensado a partir de las
semillas provenientes de Argentina. Las barras verticales indican la

desviacion estandar
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Figura 3.9. Perfil de compuestos polifendlicos de los aceites de chia
obtenidos mediante extraccion con solvente y prensado a partir de las
semillas provenientes de Guatemala. Las barras verticales indican la

desviacion estandar

Con respecto a la estabilidad oxidativa determinada mediante el ensayo
acelerado (Rancimat), la misma se caracterizé por los bajos tiempos de induccion
obtenidos (2,4 - 2,8 h, ver Tabla 3.9) indicando que los aceites de chia son
inestables en relacion a los procesos de termo-oxidacion, en comparacion con otros
aceites vegetales (Arranz y col., 2008). Asimismo, no se registraron diferencias
significativas (p > 0,05) entre los distintos aceites de chia estudiados (Tabla 3.9). Se
obtuvo una correlacion positiva estadisticamente significativa entre la estabilidad
oxidativa y el contenido de fésforo (r = 0,76; p = 0,0268). En relacién a este hecho,
algunos autores han informado que los fosfolipidos pueden incidir en la estabilidad
oxidativa de los aceites vegetales debido a sus propiedades antioxidantes y al
sinergismo con otros antioxidantes naturales presentes en los aceites vegetales
tales como los tocoferoles (Gordon y Rahman, 1991). Sin embargo, el alto tenor de
PUFAs determina que los tiempos de induccion registrados para este tipo de aceite
sean muy bajos, aun en presencia de un interesante contenido de tocoferoles,

flavonoides y acidos fendlicos.

139



Capitulo 3 Obtencioén y caracterizacion de aceite de chia mediante procesos convencionales

La calorimetria diferencial de barrido (DSC) puede aplicarse para lograr la
caracterizacion de diferentes aceites y grasas mediante la obtencidén de sus perfiles
térmicos (Nassu y Gogalves, 1999; Tan y Che Man, 2000; Tan y Che Man, 2002), el
estudio de la cinética de oxidacidon y la determinacidn de la estabilidad oxidativa
(Gupta y Jaworski, 1991; Simon y col., 2000), el estudio de adulteraciones (Marikkar
y col., 2002) y la identificacién de la procedencia de las semillas (Dyszel y Pettit,
1990). En virtud de ello, esta técnica ha sido implementada en el presente trabajo de
Tesis para obtener informacion acerca de las propiedades térmicas del aceite de
chia. Asi, los termogramas obtenidos mediante DSC para los aceites de chia
analizados se presentan en la Figura 3.10. En todos los casos puede visualizarse el
proceso caracteristico de fusion, de naturaleza endotérmica. A su vez, los aceites
de chia provenientes de semillas de Guatemala presentan dos picos endotérmicos
importantes, mientras que los aceites obtenidos a partir de semillas de chia de
Argentina registran un pico principal con un pequefio hombro. En la Tabla 3.11 se
detallan los valores de temperatura maxima de dichos picos (Tp1 y Ty2), asi como la
temperatura del inicio (T,) y finalizacion (Teng) de la transicidn. Se observa que tanto
el primero como el segundo pico correspondientes a los aceites obtenidos a partir de
las semillas de Guatemala aparecen a una temperatura menor que los aceites de
Argentina. Esta diferencia podria estar relacionada principalmente con el contenido
de acido a-linolénico asi como con la composicion triacilgliceridica de los respectivos
aceites estudiados. Tal como se mencion6 con anterioridad, los aceites obtenidos a
partir de las semillas de Guatemala presentaron un mayor tenor de acido a-linolénico
y de trilinolenina que los de Argentina (ver Tablas 3.5 y 3.8). Asi, la presencia de un
mayor contenido de acidos grasos poliinsaturados se tradujo en un descenso del
punto de congelacion de los mismos (Tan y Che Man, 2000). Por otra parte, la
temperatura del inicio de la fusion (T,), aumentd conforme a la disminucién del
contenido de acido a-linolénico. Asi, el aceite extraido por solvente a partir de las
semillas de Guatemala, de mayor contenido en C18:3, fue el que comenzé a fundir
antes con valores de T, en torno a los -54°C, mientras que el obtenido por prensa a
partir de las semillas de Argentina registro el inicio de este proceso alrededor de los
-50°C. Con respecto a los aceites obtenidos por diferentes procesos a partir de las
semillas provenientes de Guatemala, no se observaron diferencias significativas (p >
0,05) en los parametros estudiados. Sin embargo, el proceso de extraccion afectd

significativamente (p < 0,05) los valores de T, y Teng de los aceites obtenidos a partir
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de las semillas de Argentina, habiéndose registrado que aquéllos extraidos con
hexano iniciaron y finalizaron el proceso de fusién a temperaturas mas bajas que los

obtenidos por prensado.
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Figura 3.10. Termogramas (DSC) de aceites de chia obtenidos

. lendotérmico

mediante extraccion con solvente y prensa a partir de semillas

procedentes de Argentina y Guatemala

Una de las caracteristicas que pueden presentar las grasas y aceites, como
consecuencia de las diferencias en la composicion de acidos grasos y su distribucion
en la molécula de glicerol, es la posibilidad de registrar polimorfismo o coexistencia
de mas de una forma cristalina cuando solidifican (Bailey, 1950), caracterizandose
cada tipo de estructura cristalina por tener asociadas propiedades fisicas bien
diferenciadas. En general, los triacilgliceroles exhiben tres formas polimérficas
principales a, 8" y B, ordenadas en funcién del aumento de su punto de fusion, es
decir de su estabilidad térmica. Generalmente, los aceites que presentan
relativamente pocas especies de triacilgliceroles con estructura relacionada tienden
a transformarse rapidamente hacia la forma mas estable . Por el contrario, aquéllos
cuya composicion triacilgliceridica es mas heterogénea tienden a registrar
transiciones polimorficas mas lentas (Nawar, 1996). Che Man y col. (1999) han
indicado la posibilidad de obtener informacion acerca de la presencia de estas
formas polimorficas a partir de los termogramas de calentamiento de DSC. En este

sentido, Garti y col. (1989) han informado que el primer pico de un termograma de
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calentamiento de una mezcla de triacilgliceroles corresponderia a la forma aq,
mientras que el ultimo pico a la forma 3, mas estable. El perfil de DSC del aceite de
chia sugiere la presencia de dos tipos de estructuras cristalinas, asociandose a la
segunda una contribucion mayor en los aceites obtenidos a partir de las semillas de
Gutemala. Futuros estudios a llevarse a cabo mediante difraccion de rayos X
permitiran complementar la caracterizacion de las posibles estructuras cristalinas

previamente mencionadas.

Tabla 3.11. Temperaturas maximas de pico (°C) (Tp1 Y Tp2), del inicio (To) y del final
de la transicion (Tenq) correspondientes a las curvas de fusién de los aceites de chia
obtenidos mediante extracciéon con solvente y prensado a partir de las semillas

provenientes de Argentina y Guatemala

Argentina Guatemala
Extraccion con Prensado Extraccion Prensado
solvente con solvente
Onset (To) -51,4+0,1° -50,3+0,0° -52,9+0,3" -52,8+0,4"
Pico 1 (Ty1) -31,340,9° -31,4+0,7° -38,3+0,6" -38,0+£2,1*
Pico 2 (Ty2) -10,05+0,3? -10,3+0,4° -15,1+0,1* -14,7+0,4*
Endset (Teng) -1,4240,1° -1,0+0,0° -0,2+0,1* -0,3+0,0*
Calor de fusion (J/g) 43,9+1,2° 42,3+2,5° 42,6+3,1" 42,1+0,2*

Valores medios + desviacion estandar (n=3). Letras minudsculas distintas indican diferencias
significativas (p < 0,05) entre procesos de extraccidon para las semillas de Argentina; letras
mayusculas distintas indican diferencias significativas (p < 0,05) entre procesos de extraccion para las
semillas de Guatemala

Los calores de fusion obtenidos se encontraron en un rango de 42,1 - 43,9
J/g, no habiéndose registrado diferencias significativas (p > 0,05) entre los aceites

estudiados.
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2. Caracterizacidon comparativa de los aceites de chia obtenidos mediante
extraccion con solvente a partir de las semillas oscuras y blancas
provenientes de Salta (Argentina)

Tal como fue descripto en el Capitulo 2 de este trabajo de Tesis, se han
observado diferencias en las propiedades fisicas asi como en la composicion
quimica de las semillas blancas y oscuras de chia. La existencia de cultivares
conformados por semillas blancas unicamente (Salba ®) obtenidos a través de
sucesivos ciclos de seleccion artificial a favor de este caracter, nos conduce a la
necesidad de estudiar si estas diferencias pueden estar presentes en los aceites
obtenidos a partir de ambos tipos de semillas. Para ello, se estudiaron las principales
caracteristicas fisicoquimicas de los aceites obtenidos mediante extraccion con
solventes a partir de las semillas oscuras y blancas provenientes de Salta
(Argentina).

En la Tabla 3.12 se presenta el rendimiento de aceite obtenido para las
semillas blancas y oscuras provenientes de Argentina asi como la composicion
acidica de los aceites obtenidos. El contenido total de aceite fue de 33,8 y 32,7%
para las semillas blancas y oscuras, respectivamente, no habiéndose detectado
diferencias significativas (p > 0,05) entre las mismas. Estos valores fueron menores
que los publicados por Ayerza (1995), aunque del mismo rango que los informados
por Velasco Vargas y col. (2004). La composicion de acidos grasos fue
significativamente diferente (p < 0,05) entre los aceites obtenidos a partir de las
semillas oscuras (ASO) y las blancas (ASB). El tenor de los acidos grasos oleico y
a-linolénico fue mayor en el ASO que en el ASB, mientras que pudo observarse una
tendencia inversa para los acidos palmitico y estearico. Cuando se consideraron los
grupos de FA segun su nivel de insaturacidn, se observaron variaciones
significativas (p < 0,05) para los SFAs, siendo mayor su nivel en el ASB, mientras
que la relacion entre PUFAs/SFAs asi como w-3/w-6 fueron mayores en el ASO
(Tabla 3.12). Teniendo en cuenta que las semillas fueron cultivadas bajo las mismas
condiciones ambientales, estas diferencias podrian ser atribuidas a variaciones
genéticas entre ambos tipos de semillas. Existe abundante literatura relacionada con
los beneficios para la salud asociados con el contenido de PUFAs asi como de la
necesidad de un correcto balance entre los acidos grasos w-3 y w-6 (Simon y col.,
1995; Bourre, 2003; Zhao y col., 2004; Bowen y Clandinin, 2005; Galli y Marangoni,
2006). En este sentido, las semillas de chia podrian ser una fuente alternativa para
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la obtencidn de aceites con una interesante composicion acidica a ser empleados en

la industria alimentaria.

Tabla 3.12. Rendimiento (% b.s.) y composicién de acidos grasos (% del total de
acidos grasos) correspondiente a los aceites extraidos por solvente a partir de las

semillas blancas y oscuras provenientes de Salta (Argentina)

Tipo de semilla

Blanca Oscura
Rendimiento 33,82 32,7 @
Acido graso
Palmitico (16:0) 6,2° 59 @
Estearico (18:0) 30° 2,5 °
Oleico (18:1) 5,62 58°
A11 (18:1) nd nd
Linoleico (18:2) 20,1° 20,0 ®
a-Linolénico (18:3) 64,8 ° 65,6°
SFAs 9,2° 8,4°
PUFAs 84,9 ° 85,6 °
PUFAs/SFAs 9,2° 10,2 °
w-3/w-6 3,2° 3,3°

Valores medios (n=3). Letras minusculas distintas indican diferencias significativas (p < 0,05) entre las
semillas blancas y oscuras; SFAs, acidos grasos saturados; PUFAs, acidos grasos poliinsaturados;
w-6/w-3, acido linoleico/acido a-linolénico; nd: no detectado

Las principales propiedades fisicoquimicas de los ASB y ASO se muestran en
la Tabla 3.13. Se encontraron diferencias significativas (p < 0,05) para los indices de
iodo y acidez. El indice de iodo fue inferior en el ASB que en el correspondiente al
ASO, lo cual puede asociarse al menor tenor de acido a-linolénico encontrado en las
semillas blancas. El ASB presenté un mayor contenido de acidos grasos libres que
el ASO, mientras que los valores de IS variaron entre 193,07 y 194,23, resultando
similares a los hallados previamente en la literatura (AOCS, 1998; Velasco Vargas y
Col., 2004). Con respecto al PV, los resultados obtenidos mostraron que los aceites

provenientes de ambos tipos de semillas se encontraron por debajo del maximo nivel
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permitido aun para los aceites refinados (10 meq peroxido/kg aceite; Codex
Alimentarius Commission, 1999; Cdédigo Alimentario Argentino, 2008). Ademas, no
se encontraron diferencias significativas (p > 0,05) entre los aceites obtenidos a

partir de ambos tipos de semillas para el IS, IR ni para PV.

Tabla 3.13. Caracteristicas fisicoquimicas correspondientes a los aceites obtenidos
mediante extraccién con solvente a partir de las semillas blancas y oscuras de chia

provenientes de Salta (Argentina)

Tipo de semilla
Propiedad fisicoquimica

Blanca Oscura
Acidos grasos libres (% acido oleico) 2,9+0,04° 1,940,062
indice de iodo (g 1,/100g aceite) 209,6 +1,0° 211,1+0,9°
indice de saponificaciéon (mg KOH/g aceite) 193,09+ 0,07 @ 193,01 £ 0,04 2
indice de refraccién (25°C) 1,4825 + 0,0005 ? 1,4828 +0,0005 ?
indice de peréxido (meq perdxido/kg aceite) 1,84+0,6 @ 219+0,8 @

Valores medios + desviacion estandar (n=3). Letras minusculas distintas indican diferencias
significativas (p < 0,05) entre las semillas blancas y oscuras

Por otra parte, es importante considerar la concentracién de tocoferoles
presentes en ambos tipos de semillas dado que estos compuestos presentan una
actividad antioxidante de importancia en los aceites, debido a su solubilidad en esta
fraccion. La Figura 3.11 muestra el contenido de tocoferoles presentes en los ASB y
ASO, no encontrandose diferencias significativas (p > 0,05) en la concentracién total

de tocoferoles ni en la de cada uno de sus componentes (y- y 0 - tocoferol).

Aceite obtenido de semillas blancas

350 - W Aceite obtenido de semillas oscuras
300 | -
250 - =
]
g 200 -
©
o 150 1
2
100 +
50 nd -
0 ‘ ‘ -

a % o) TOTAL
Tocoferol

Figura 3.11. Perfil de tocoferoles de los aceites de chia obtenidos mediante
extraccion con solvente a partir de las semillas blancas y oscuras provenientes

de Argentina. Las barras verticales indican la desviacion estandar 145
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CONCLUSIONES PARCIALES

- El rendimiento de aceite obtenido mediante extraccion con solvente fue

aproximadamente un 30% mayor que el correspondiente al prensado.

- La genuinidad de los aceites de chia obtenidos se vio reflejada en los indices
de iodo, saponificaciéon, refraccion y material insaponificable, los cuales se
encontraron dentro de los valores establecidos por las normativas
internacionales vigentes (AOCS, 1998).

- Los principales acidos grasos detectados en los aceites de chia obtenidos por
ambos procesos fueron los siguientes segun el orden de abundancia: acido a-
linolénico (aLn) > acido linoleico (L) > acido oleico (O) = acido palmitico (P) >
acido estearico (E) > acido vaccénico (A11); la composicion acidica fue similar

para ambos procesos de extraccion.

- La relacién w-3/w-6 presentada por los aceites de chia fue 3,18-4,18, siendo
la misma marcadamente superior que la correspondiente a otros aceites

vegetales tales como girasol, canola, oliva, soja.

- El aceite proveniente de las semillas de chia oscuras (ASO) cultivadas en
Argentina presentd un mayor tenor de acidos oleico y a-linolénico asi como
una mayor relacion PUFAs/SFAs y w-3/w-6 que el obtenido a partir de las

semillas blancas (ASB) del mismo origen.

- Los principales triacilgliceroles determinados mediante HPLC/APCI-MS
fueron: aLnaLnalLn > aLnalLnL > aLnLL > aLnaLnP > aLnLO ~ aLnLP, los
cuales representan aproximadamente el 87-95% del contenido total de estos
compuestos, siendo el tenor de aLnaLnalLn mayor en los aceites provenientes

de las semillas de Guatemala.

- Los aceites de chia registraron un moderado contenido de compuestos
bioactivos, tales como tocoferoles, polifenoles, carotenoides y fosfolipidos. La
composicion cuantitativa de algunos de estos compuestos minoritarios fue
influenciada por el proceso de extraccion, habiéndose registrado un mayor
tenor de tocoferoles en los aceites extraidos con solvente, mientras que los
aceites obtenidos por prensado presentaron un mayor contenido de

fosfolipidos y compuestos polifendlicos.
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- El contenido total de ceras vario de 92 a 180 ppm, siendo los principales
componentes los ésteres de 34 a 48 atomos de carbono, con una alta

concentracion de la fraccion C48.

- El aceite de chia fue caracterizado térmicamente mediante DSC a través de la
determinacién de la temperatura del inicio del proceso de fusion asi como de
las temperaturas maximas de pico y el calor de fusion. Se registré el inicio del
proceso de fusion a una temperatura promedio de -52,1°C, la cual varié en

funcion del contenido de acido a-linolénico.

- Los aceites de chia obtenidos exhibieron una baja estabilidad oxidativa

debido principalmente al elevado nivel de PUFAs presentes en los mismos.

En virtud de lo expuesto, se aceptan la hipétesis Il: “La composicién acidica y
triacilgliceridica asi como la presencia de compuestos minoritarios le confieren al
aceite de chia cualidades benéficas desde el punto de vista nutricional, siendo de
interés su aplicacion potencial en la industria alimentaria”; y la hipétesis lll: “El
proceso de obtencion tiene efecto sobre el rendimiento de aceite de chia asi como

sobre sus caracteristicas fisicoquimicas”.
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INTRODUCCION

En los ultimos anos, la extraccidon de aceites vegetales con solventes bajo
condiciones supercriticas se ha propuesto como una alternativa para reemplazar los
procesos convencionales (prensado, extraccion con solvente). Este proceso asegura
la ausencia de trazas de solvente en el aceite extraido y permite preservar de
manera mas eficiente las caracteristicas quimicas y organolépticas del mismo
(Herrero y col., 2006; Norulaini y col., 2009).

El principio de extracciéon se basa en que el fluido es llevado a un estado
supercritico especifico a fin de extraer un soluto determinado. Asi, el material a ser
sometido al proceso es expuesto al fluido bajo condiciones de tiempo, temperatura y
presion controladas, lo que permite la disolucion de los solutos de interés en el fluido
supercritico. El soluto disuelto es separado posteriormente del fluido supercritico
mediante la disminucion de la presion de la solucidn (Nielsen, 1998).

La manipulacién de la temperatura y presion por encima del punto critico
modifica las propiedades del fluido y mejora su habilidad para penetrar en las
estructuras y extraer determinadas moléculas de diferentes tipos de materiales
(Dunford y col., 2003; Boutin y Badens, 2009).

Dentro de los solventes utilizados en este método se pueden mencionar al
etileno, diéxido de carbono, etano, propano, n-hexano, acetona, metanol, etanol,
acetato de etilo, agua, entre otros. El diéxido de carbono es el fluido supercritico mas
comunmente utilizado para la extraccion de productos alimenticios ya que presenta
una serie de ventajas: es de bajo costo, se comercializa en un grado de alta pureza,
no contamina el ambiente, no es toxico ni inflamable, es facilmente removible del
producto de interés -a través de una simple despresurizacion una vez finalizada la
extraccion- y resulta ideal para extraer compuestos termosensibles (T, 31,1°C, P
73,8 bar). Ademas, el didxido de carbono en estado supercritico (SC - CO;) presenta
una alta densidad y baja viscosidad, lo cual aumenta su capacidad para solubilizar
compuestos y permite una mejor penetracion hacia el interior de los solidos
(Brunner, 2005).

En las ultimas cuatro décadas, el SC-CO; ha sido empleado en la extracciéon
de PUFAs del aceite de pescado (Rubio Rodriguez y col, 2008) asi como para la
obtencidén de aceites a partir de las semillas de la vid (Gédmez y col., 1996), el

amaranto (Westerman y col., 2006), la avellana (Ozkal y col., 2005a), el Sacha Inchi
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(Follegatti-Romero y col., 2009), el lino (Bozan y Temelli, 2002; Ozkal, 2009), la soja,
el cartamo, el algodén, la canola, el mijo y el arroz (Stahl y col., 1980; Friedrich y
Pryde, 1984), entre otras.

Los parametros que influyen en la extraccion mediante fluidos supercriticos
(EFSC) incluyen tanto aspectos especificos del material como parametros
intrinsecos del proceso de extraccion. Asi, con el objetivo de mejorar la transferencia
de masa, generalmente se provoca la ruptura de la estructura celular que contiene el
aceite antes de comenzar el proceso de extraccion.

La solubilidad del aceite en el fluido supercritico es una funcion de la
temperatura, la presién y de su peso molecular medio. Catchpole y col. (2009) han
descripto la existencia de una correlacion lineal negativa entre la solubilidad de los
aceites en el SC-CO; y su peso molecular. Las curvas de extraccion de los aceites
de semillas de zapallo, amapola, colza, cartamo, niger y canamo, entre otras,
presentan un periodo de extraccion caracterizado por una velocidad constante, el
cual es seguido por una etapa de extraccion en la cual dicha velocidad disminuye.
La explicacién de este comportamiento se basa en que durante el primer periodo el
“aceite libre” es extraido de la superficie de las particulas. Asi, la relacién entre el
rendimiento acumulado y el CO, utilizado puede ser representada mediante una
linea recta cuya pendiente corresponde a la solubilidad aparente del aceite en el SC-
CO.. En la segunda etapa, cuando el aceite depositado sobre las particulas ya ha
sido removido, la velocidad de extraccion se ve limitada por los mecanismos internos
de transferencia de masa del “aceite ligado”, mostrando una disminucién y
aproximacion asintética al valor de rendimiento final del aceite (Machmudah y col.,
2007). Eggers y col. (2000) han informado que los pretratamientos realizados a la
semilla, asi como temperaturas de extraccibn comprendidas entre 40 - 80°C,
presiones operativas superiores a 500 bar y una relacién solvente/sustrato
8,6 - 28,6 g CO,/g sustrato h no afectaron la solubilidad aparente del aceite de
semilla de rosa mosqueta, mientras que la misma fue afectada positivamente por la
presion de extraccion desde 300 a 500 bar.

En virtud de lo expuesto, se estudié el proceso de extraccion de aceite de
chia mediante SC-CO, como una alternativa a los procesos convencionales de
extraccion, asi como también se evaluaron las principales caracteristicas

fisicoquimicas de los aceites obtenidos.
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MATERIALES Y METODOS
1. Extraccion a partir de semillas de chia provenientes de Salta (Argentina)
1.1. Material vegetal
Se utilizaron semillas de chia provenientes de Argentina, las cuales fueron
similares a las empleadas en la extraccion de aceite a través de los procesos

convencionales comentados en el Capitulo 3.

1.2. Acondicionamiento y caracterizacion de la muestra
Se realizo la limpieza de las semillas tal como fue descripto en el Capitulo 2,

almacenandolas a 5+1°C en recipientes de plastico herméticamente cerrados hasta
su posterior utilizacion. La humedad inicial de las muestras fue determinada de
acuerdo al método de la AOAC (1990).

Inmediatamente previo a la extraccion, las semillas fueron molidas mediante
un molinillo de café (Braun, Type 4041, México) durante 60s, unificandose el
tamano de las particulas a través del pasaje de las mismas por un tamiz N° 18
(ASTM; 1mm).

1.3. Extraccién de aceite mediante SC-CO,. Cinética de extraccién

Se realizaron extracciones con CO; (grado alimenticio) en estado supercritico
empleando una planta a escala piloto (volumen de la camara 2,3 L; volumen de la
canasta o dispositivo de extraccion 1,5 L), con un sistema de separacién en una sola

etapa (volumen del separador 0,5 L) y recirculacion del solvente (Figuras 4.1 y 4.2).

Diagrama del proceso: El CO; localizado en el cilindro contenedor que posee un
sistema de sifon adjunto, pasa a través de un intercambiador de calor (IC1) y se
almacena en un buffer termostatizado. Luego, el CO, subenfriado es comprimido
mediante una bomba de membrana hasta alcanzar la presion de trabajo.
Posteriormente, el CO, comprimido pasa a través de un intercambiador de calor
(IC2) donde alcanza la temperatura de trabajo. En este punto, el CO, en estado
supercritico (SC — CO») entra al extractor. Una camisa termostatizada que cubre al
extractor permite controlar la temperatura de extraccion. La presién con la que salen
del extractor el SC - CO, con la masa extraida disuelta, es reducida a través de una
valvula controladora de la presion (VCP). En esta etapa, el CO, pasa a estado
gaseoso y el extracto precipita. Luego de la VCP, un intercambiador de calor (IC3)

provee la energia necesaria para compensar el enfriamiento producido por el efecto
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Joule-Thompson. Los extractos son recogidos en la parte inferior del separador (60

bar, 40°C) y el solvente regresa al buffer pasando a través de un medidor de flujo de

masa (MF).
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Figura 4.1. Diagrama esquematico de la planta de extraccion

supercritica (Ruetsch y col., 2003).

Figura 4.2. Planta piloto de extraccion supercritica a escala piloto,

Universidad Nacional de Rio Cuarto, Cérdoba
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Las extracciones se llevaron a cabo a dos niveles de presion (250 y 450 bar) y
de temperatura (40 y 60°C) con un flujo masico de CO, de 8,0 kg/h. Para cada
tratamiento (presion/temperatura) se utilizaron 500 g de semilla de chia molida,
previamente deshidratada a 40°C hasta peso constante, realizandose cada ensayo
por duplicado. Se colectaron los extractos a intervalos de aproximadamente 5 min,
determinandose gravimétricamente la cantidad de aceite mediante el registro de la
correspondiente masa de CO; utilizada. La extraccion finalizé cuando la diferencias
entre dos puntos de la curva de cinética de extraccion fue < 0,001 g aceite/g semilla
molida (b.s.).

El rendimiento se definié como la relacion entre la cantidad de aceite obtenido
durante la extraccion y la cantidad inicial de aceite en la semilla (determinada por
Soxhlet).

Inicialmente, para cada condicion de temperatura/presion estudiadas se
obtuvieron 4 fracciones de aceite de aproximadamente 40-50 g cada una
correspondientes a distintos periodos de la extraccion, las cuales luego de ser
analizadas en forma independiente en cuanto a su composicion de acidos grasos,
fueron combinadas en una Unica muestra para obtener el extracto final. En todos los
casos los aceites fueron almacenados a 4+1°C en frascos color ambar bajo

atmodsfera de No.

1.4. Caracterizacion de los aceites obtenidos
Se determind la composicidn de los acidos grasos, los indices de iodo y de
saponificacion, el contenido de antioxidantes polifendélicos y de tocoferoles asi como

la estabilidad oxidativa por Rancimat, segun las técnicas descriptas en el Capitulo 3.

1.5. Analisis estadistico

Las extracciones de aceite de chia mediante SC-CO, fueron realizadas por
duplicado para cada combinacién de temperatura/presion. Las determinaciones
analiticas de cada extracto fueron realizadas por duplicado, informandose los
valores medios. Se realiz6 un ANOVA unifactorial utilizando el programa informatico
Statgraphics Plus (Version 4.0 for Windows, Manugistics Inc., USA). Las
comparaciones multiples fueron llevadas a cabo mediante el test de Tukey a un nivel

de significancia (p < 0,05).
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2. Analisis conjunto de los aceites de chia obtenidos a partir de las semillas de
Argentina mediante los diferentes procesos de extraccion a través de un
analisis multivariado

A fin de establecer las relaciones entre los aceites extraidos mediante las
diversos procesos estudiados (Capitulos 3 y 4) y los parametros analizados, se
realizd un analisis multivariado (analisis de componentes principales) de los aceites
obtenidos a partir de las semillas de Argentina, de manera tal que las diferentes
asociaciones pudieran atribuirse a las metodologias de extraccion y no a otros
factores, tales como el genotipo y/o las condiciones agroclimaticas en las que los

cultivos fueron realizados.

3. Extraccion a partir de semillas de chia provenientes de Jalisco (México)
3.1. Material vegetal
Se utilizaron semillas de chia (Salvia hispanica L.) provenientes del estado de

Jalisco (México) como materia prima para el proceso de extraccion.

3.2. Acondicionamiento y caracterizacion de la muestra

Se procedié a la limpieza manual de las semillas para eliminar el material
extrano, tales como semillas de malezas y semillas vanas.

Las semillas fueron trituradas en un molino MF (10 basic microfine grinder
drive, IKA 5250) con cabezal de molienda de impacto. Posteriormente, se uniformo
el tamafo de particula a través del pasaje de la misma por un tamiz N° 20 (USA
Standard Testing Sieve 850 um).

El contenido de humedad y de aceite de las semillas se determin6é de acuerdo
a las normas AOAC (1990) y IUPAC (1992), respectivamente, tal como se describid
en el Capitulo 2. El aceite obtenido por el método Soxhlet se almacend en frascos

color ambar a 5£1°C bajo atmdsfera de nitrégeno hasta su posterior utilizacién.

3.3. Extraccion mediante SC-CO;

Los experimentos de extraccion supercritica con CO, se realizaron en un
extractor de alta presion SFT-250 SFE/SFR (Supercritical Fluid Technology, Inc.,
Newark, DE, USA) cuya maxima presion operativa es de 550 bar, provisto de un
vaso de extraccion de 0,5 L, el cual presenta una camisa calefactora (Figuras 4.3y

4.4). La temperatura fue monitoreada mediante dos termocuplas localizadas en la

156



Capitulo 4 Obtencién y caracterizacion de aceite de chia mediante extraccion por fluidos supercriticos

camisa y en el interior del vaso. Tanto la temperatura como la presion operativas
fueron fijadas a través del panel de control de la unidad de extraccion.

La harina de semilla de chia (aproximadamente 110 - 120 g) fue colocada en el
vaso de extraccion. Luego de una purga de aire inicial, se establecié en el equipo el
valor requerido de temperatura y presién de acuerdo al disefio experimental. Cuando
la temperatura alcanzo6 el valor deseado, el CO; liquido fue bombeado hacia el vaso
de extracciéon mediante una bomba de pistones (Haskel) hasta el valor requerido de
presion. Una vez alcanzado dicho valor, se abrid la valvula restrictora, momento a
partir del cual se comenzo a registrar el tiempo del experimento. La duracién total de
cada experimento fue establecida de acuerdo al disefio experimental.

El aceite fue recogido en el vaso colector y pesado en una balanza de precision
(Sartorius BL 610, Alemania).
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Figura 4.3 Diagrama esquematico del equipo de extraccién supercritica (Supercritical
Fluid Technology, Inc., Newark, Del., USA)
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Figura 4.4. Equipo de extraccion de alta presion SFT-250 SFE/SFR
(Supercritical Fluid Technology, Inc., Newark, Del., USA)

3.4. Cinética de extraccion

Una vez determinadas la presion y temperatura Optimas del proceso se
obtuvo, para dichas condiciones, la curva de cinética de extraccién. Para ello, el
aceite fue colectado a intervalos de 15 min, determinandose su rendimiento

gravimétricamente hasta que la pendiente de la curva se aproximé a 0.

3.5. Diseno experimental

En los procesos de extraccion supercritica, las variables independientes que
pueden ejercer un efecto significativo sobre el rendimiento son la presién y
temperatura de extraccion, el flujo de CO,, el tiempo de extraccion y el tamafo de
particula. En este experimento, el tamafno de particula de harina de chia se mantuvo
constante (¢ < 850 ym), debido a que los ensayos preliminares llevados a cabo
mostraron que dicho tamano era apropiado para una efectiva extraccién del aceite.
El flujio de CO, también fue constante a 1,8 kg/h. El efecto de los tratamientos

(variables independientes) sobre el rendimiento del aceite de semilla de chia
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mediante SC-CO, fue estudiado mediante el método de superficie de respuesta
(RSM). El RSM, método utilizado para lograr la optimizacién de un proceso, incluye
un grupo de técnicas empiricas que permiten encontrar la relacién entre los factores
experimentales controlados y la variable de respuesta (variable dependiente) (Bas y
Boyaci, 2007; Pericin y col., 2008). Se aplico un disefio experimental central
compuesto rotable (CCRD) con 3 factores (Xi=temperatura, X,= presion, Xz= tiempo
de extraccion) y tres niveles por cada factor, los cuales se muestran en la Tabla 4.1.
La variable de respuesta fue el rendimiento de aceite de chia, definiéndose al mismo
como la relacion entre el aceite obtenido mediante la extraccion y el contenido de
aceite total determinado por Soxhlet.

El disefio experimental incluyé 18 extracciones con ocho puntos factoriales,
seis axiales y cuatro replicados del punto central (n = 2X+ 2k + m, donde, n = total
de experimentos; k = variables independientes, 3; y m = numero de repeticiones del
punto central, 4) (Mason y col., 2003).

Se utilizé una ecuacion polinomial de segundo orden para expresar el

rendimiento de aceite de chia (Y) en funcién de las variables independientes:

Y:ﬂo"‘iﬁixi"'iﬂiixiz"'i iﬂijxixj Ec. 4.1

i=1 j=i+l

donde:
Y: variable de respuesta
Bo: coeficiente constante
B:s: coeficientes lineares
Biis: coeficientes cuadraticos
Biis: coeficientes de interaccion del modelo
Xi, Xj: valores codificados de las variables independientes.

El analisis estadistico se realizdO mediante el programa informatico

Statgraphics Plus (Version 4.0 para Windows, Manugistics Inc., USA).
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Tabla 4.1. Tratamientos y codificacion de las variables independientes utilizadas en
el desarrollo experimental de optimizacién de la extracciéon de aceite de semilla de

chia mediante CO; supercritico

Variable independiente Simbolos Niveles

Sin codificar Codificado Sin codificar Codificado

Temperatura (°C) T X4 80 1
60 0

40 -1

Presion (bar) P X 450 1
350 0

250 -1

tiempo (min) H X3 240 1
150 0

60 -1

X4=(T-60)/20, X,= (P-350)/100, Xs=(H-150)/90

3.6. Determinacion de la composicion de acidos grasos
La determinacion de la composicidon de acidos grasos por cromatografia

gaseosa se realizé siguiendo la Norma mexicana 490 (1999), la cual concuerda con
la norma oficial 963.22 AOAC (1990).

Se pesaron 500 mg de aceite de chia en un balon de 50 mL y se agregaron 6
mL de solucién metandlica de NaOH 0,5N, calentando a reflujo a 40°C durante 5
min para lograr la saponificacion de la muestra.

Posteriormente, se agregaron 7 mL de solucion metandlica de trifluoruro de
boro, calentando a reflujo. Luego de transcurridos 5 min, se agregaron 4 mL de
hexano, se dejé enfriar afiadiendo aproximadamente 10 mL de solucion saturada de
NaCl, agitando suavemente. Se continud agregando solucion de NaCl hasta llevar a
la fase organica al cuello del balén.

Mediante una pipeta se recogieron de 1 - 1,5 mL de fase organica en un tubo

con 0,5 g de NaySO4 anh. Los ésteres metilicos de los acidos grasos fueron
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transferidos a un vial cerrado bajo atmdsfera de nitrégeno, protegido de la luz y
almacenado a -20+2°C.

Dichas muestras fueron inyectadas en un cromatografo de gases (HP 5890
Serie Il Plus) equipado con una torre autoinyectora (HP 7673) y un detector de
ionizacion de llama. La identificacion de los acidos grasos fue llevada a cabo
mediante la utilizacién de patrones de referencia de acidos grasos (Sigma- Aldrichy
Matreya, USA), los cuales fueron saponificados y metilados, tal como se indicé
anteriormente. Los metil ésteres de los acidos grasos (FAME) fueron separados en
una columna de GC (Chrompack Wocot fused silica 30 m x 0,25 mm; coating: CP
WAX 52CB DF= 0,25um). La temperatura de inyeccién fue de 260°C mientras que la
temperatura inicial de la columna fue de 170°C y el programa de calentamiento
incluyé una rampa de 2,5°C/min hasta 190°C, 1 min y un subsiguiente incremento a
1°C/min hasta 205°C.

3.7. Determinacion de los indices de iodo y de saponificacion

Se calcularon los indices de iodo y de saponificacion a partir de la
composicion acidica de los aceites extraidos, tal como se indicé en el Capitulo 3
(AOCS, 1998).

3.8. Determinacion de los acidos grasos libres y del indice de peréxido
Para los aceites de chia extraidos en las mejores condiciones (maximo
rendimiento del aceite) se determinaron el contenido de acidos grasos libres (IUPAC

1992) e indice de perdxido (AOCS, 1998), segun se ha descripto en el Capitulo 3.

3.9. Determinacion de las propiedades termo-reolégicas

Se determind la viscosidad del aceite crudo a las siguientes temperaturas: 1,
5, 15, 25, 35, 45, 55, 65, 75, 85°C; a 15 velocidades de deformacion, que variaron
desde 10 a 251 s™". Las determinaciones se llevaron a cabo en un reémetro ARES
RFS Il (TA Instruments, USA) mediante una geometria de placas paralelas.

Se utilizé la Ley de la Potencia para analizar el indice de comportamiento de

flujo del aceite crudo de chia, la cual se expresa mediante la siguiente ecuacion:

o =Ky Ec. 4.2

donde:
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o : esfuerzo (Pa)
y . velocidad de deformacion (s

K : indice de consistencia (Pa s")
n : indice de comportamiento de flujo

Se construyeron las graficas de log o versus log 7. La recta resultante permitio
calcular la magnitud de n (pendiente), a partir de lo cual pudo obtenerse informacion
acerca del tipo de comportamiento de los aceites.

El efecto de la temperatura sobre la viscosidad aparente puede describirse

mediante la relacion de Arrhenius, la cual se expresa en la siguiente ecuacion:
,Ea

_ RT
n=ke Ec. 4.3

donde:

n: viscosidad (Pa s)

k: factor pre-exponencial

Ea: energia de activacion (cal/mol)

R: constante de los gases (1,987 cal/ mol °K)

T: temperatura (°K)

3.10. Analisis estadistico
Para cada variable analizada se llevo a cabo un ANOVA unifactorial y la posterior

comparacién de medias a través del test de Tukey (p < 0,05).

RESULTADOS Y DISCUSION
1. Extraccion supercritica de aceite de chia obtenido a partir de semillas
provenientes de Salta (Argentina)

El contenido de humedad y de aceite de las semillas utilizadas fue de 7,0 +
0,4 % (b.s.) y 0,34 g aceite/g semilla (b.s.), respectivamente.

La Figura 4.5 muestra las curvas correspondientes a la cinética de la
extraccion de aceite de chia mediante SC-CO, para las cuatro condiciones
operativas estudiadas: 40°C — 250 bar, 60°C — 250 bar, 40°C — 450 bar y 60°C —
450 bar, a una velocidad de flujo de 8,0 kg CO,/h. La extraccion del aceite de la

semilla de chia, de forma similar que para otras semillas oleaginosas, puede ser
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dividida en dos periodos: rapido (PRE) (periodo lineal inicial mas periodo de
transicion) y periodo de extraccién lenta (PLE) (segundo periodo lineal con pendiente
menor). Como puede observarse en la figura, la mayor extraccion de aceite de chia
ocurre principalmente en el PRE. La solubilidad aparente del aceite de chia en el
SC-CO; puede ser calculada a partir de la porcién lineal del periodo inicial para cada
combinaciéon de las variables operativas presién y temperatura. Los resultados

obtenidos, asi como el tiempo correspondiente a cada periodo y el rendimiento de

aceite pueden verse en la Tabla 4.2.
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Figura 4.5. Rendimiento de extraccién (%) en funcion de la masa de
CO; (g CO,/g semilla) durante la extraccién de aceite de chia mediante

SC-CO;

Teniendo en cuenta la longitud del PRE y del PLE asi como sus respectivos
rendimientos, es posible observar que durante el periodo lento la cantidad de aceite
extraido es baja (Tabla 4.2 y Figura 4.5). Asi, a 40°C-250 bar, so6lo se obtuvo 0,01 g
aceite/g semilla (3% del contenido total de aceite en la semilla) durante los ultimos
88 min de extraccion. Esta tendencia fue analoga en el resto de las condiciones de

extraccion estudiadas. Resultados similares se han registrado en la obtencion de
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aceite de lino mediante SC-CO, (Ozkal, 2009). De acuerdo a estos autores, en el
PRE el aceite liberado de las células es extraido de la superficie de las particulas,
mientras que en el PLE se remueve el aceite que permanece retenido en el interior
de las células intactas. De esta manera, la transferencia de masa del aceite en el
PRE esta determinada por la solubilidad del mismo en el SC-CO,, mientras que en
el PLE, esta controlada por la difusion del aceite desde el interior de las particulas.
Ozkal y col. (2005b) informaron que la velocidad de transferencia de masa fue baja y
que el rendimiento de aceite obtenido en el PLE fue insignificante con respecto al
correspondiente al PRE para el aceite obtenido a partir de carozos de damasco.
Asi, la prolongacion del proceso de extraccion durante el PLE no seria factible,
teniendo en cuenta la rentabilidad del proceso. Durante el PRE, la relacion entre el
tiempo de extraccion y el rendimiento fue lineal. Los valores de r? obtenidos para el
PRE a 40°C — 250 bar, 60°C — 250 bar, 40°C — 450 bar y 60°C — 450 bar fueron
0,995, 0,995, 0,996 y 0,963, respectivamente (p < 0,0001) (Figura 4.5).

El rendimiento total de aceite vario entre 82-97%, no detectandose diferencias
significativas (p > 0,05) entre las distintas condiciones operativas estudiadas.
Similares resultados han sido encontrados en otros aceites vegetales. Por ejemplo,
Follegatti-Romero y col. (2009) han informado un rendimiento de 92,3% de aceite
obtenido a partir de semillas de Sacha Inchi a 60°C - 400 bar. Sin embargo, se
registraron diferencias significativas (p < 0,05) entre las distintas combinaciones de
temperatura/presién en la duracion del PRE, en el tiempo total de extraccion asi
como en la solubilidad del aceite. Ademas, en condiciones isotérmicas, un
incremento de presion desde 250 a 450 bar produjo una disminucion en el tiempo de
extraccién de aproximadamente 53% (40°C) y 67% (60°C) (Tabla 4.2 y Figura 4.5).
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Tabla 4.2. Rendimiento de extraccion, tiempo y solubilidad del aceite de chia obtenido mediante SC - CO; a diferentes condiciones

operativas

Condiciones de presion y temperatura de extracciéon mediante SC-CO,

40°C - 250 bar 60°C - 250 bar 40°C - 450 bar 60°C - 450 bar

Cantidad de aceite extraido al final del periodo rapido de extraccion

(g aceite/g semilla) 0,27 +0,01 0,30 +0,03 0,29 +0,07 ® 0,29 + 0,07 °
Cantidad de aceite extraido al final de la extraccion
(g aceite/g semilla) 0,28 +0,01° 0,31+0,03° 0,31+ 0,07 ® 0,33+ 0,07°
Rendimiento de aceite al final del periodo rapido de extracciéon (%) 79+ 3° 88+5° 85+2° 85+2°
Rendimiento de aceite extraido al final de la extraccion (%) 82+ 3° 91+ 5° 91+2 ° 97 +2°
Duracién del periodo rapido de extraccion (min) 197 +2° 317+3° 56 +3° 70+ 2%
Duracién del periodo lento de extraccion (min) 88+2° 106 + 3° 79+2% 68+2°
Duracion total de la extraccion (min) 285+2° 423 £3° 135+2° 138 +2°
Densidad del CO, (kg/m®) 879,6 786,8 974,6 913,44
Viscosidad cinematica del CO, (x10‘7 m2/s) 0,9897 0,8869 1,159 1,053
Solubilidad (g aceite / kg CO5) 7,0+0,1° 48+0,1° 223+09 ° 28,8+36°

Valores medios * desviacion estandar (n=2). Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05) entre los tratamientos
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Por otra parte, con respecto a la temperatura operativa, se observé un efecto
diferencial sobre el tiempo total de extraccion segun la presion a la que se llevo a
cabo el proceso. Asi, a 250 bar un aumento en la temperatura incrementd la
duracion del PRE y del tiempo total de extraccion mientras que a 450 bar no se
encontré un efecto significativo debido a la temperatura (Tabla 4.2). Similares
tendencias fueron informadas por Salgin y Salgin (2006) en aceite de nuez.

Con respecto a la solubilidad, los resultados mostraron que la misma vari6 de
4,8 g aceite/kg CO, a 60°C-250 bar a 28,8 g aceite/kg CO, a 60°C-450 bar. Las
variaciones en la solubilidad del aceite de chia en el SC-CO, dependen de la
capacidad solvente del CO,, la cual esta relacionada principalmente con la densidad
y la viscosidad del solvente (Tabla 4.2). A una temperatura constante, la densidad
del CO; es mayor a 450 que a 250 bar y como consecuencia de ello, la solubilidad
del aceite es mas elevada. Un aumento de la temperatura a presion constante
reduce la densidad del CO, pero paralelamente incrementa la presion de vapor del
soluto. Como consecuencia de estos efectos inversos se produce el fenédmeno de
“crossover” (Stahl y col., 1980), el cual puede ser explicado por el efecto competitivo
entre la reduccion en la densidad del SC-CO, y el aumento en la volatilidad del
soluto producto del incremento de la temperatura (King, 1993). En nuestras
experiencias, un incremento en la temperatura a 250 bar condujo a una disminucion
de la solubilidad aparente, mientras que el mismo aumento a 450 bar, causd un
incremento en la solubilidad del aceite en el CO,. La solubilidad del aceite de chia en
las condiciones operativas estudiadas (Tabla 4.2) fue mayor que la informada para
aceite de Sacha Inchi (Follegatti-Romero y col., 2009) (4,4; 1,7; 14,7 y 16,7 g aceite/
kg CO, a 40 °C -200 bar, 60 °C - 200 bar, 40 °C - 400 bar y 60 °C - 400 bar,
respectivamente). Estos resultados pueden ser atribuidos a la diferencia en la
presion operativa utilizada asi como a la composicién acidica de ambos aceites, ya
que la solubilidad de los triacilgliceroles en el SC-CO, puede verse afectada por los
tipos de acidos grasos presentes en la molécula de glicerol. Asi, tanto la existencia
de diversos grupos funcionales como la distinta estructura de los triacilgliceroles
presentes en los aceites vegetales pueden afectar la presiéon de vapor del soluto y
por lo tanto, la solubilidad. En este caso, el aceite de chia contiene mayores
cantidades de acido a-linolénico (~ 65%) que el de Sacha Inchi (~ 45%), lo cual
podria ser una de las causas que explicarian las diferencias de solubilidad

encontradas.
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Para calcular la difusividad efectiva del aceite en la matriz de chia, se utilizd
un modelo de extraccion presentado por Catchpole y col. (1996). A través del
procedimiento propuesto por estos autores, cuando la velocidad de extracciéon es
controlada por la difusion intraparticula y la solubilidad del extracto es muy alta
comparada con la concentracion inicial del mismo en el material vegetal, se puede
obtener una solucién simple utilizando como parametro la difusividad efectiva (Ec.
4.4).

E=1 exp{ %fgu)] Ec. 4.4
donde:

E: rendimiento del extracto (%)

D.: coeficiente de difusividad intraparticula (m?/s)

t: tiempo de extraccion (s)

z: altura del lecho de extraccién (m)

& porosidad del lecho

U: velocidad intersticial (m/s)

R: radio de la particula (m)

La difusividad ha sido correlacionada con los datos experimentales de
extraccion mediante la minimizacion de la diferencia entre los rendimientos
experimentales y los calculados, de acuerdo a la funcion objetivo presentada en la
Ec. 4.5.

AARD % = 100i‘yieXp _yicalc
n = yiexp

Ec. 4.5

donde:
n: numero de pares de datos
Yiexp: fendimientos de extraccion experimentales
Yicale: rendimientos de extraccion calculados
Debido a que la Ec. 4.4 es valida s6lo para el periodo de la extraccion
controlado por la difusion intraparticula (PLE), se utilizaron los datos

correspondientes a un rendimiento de extraccién superior a 90%. En esta region, el
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modelo logré un buen ajuste obteniendo desviaciones medias absolutas relativas
(AARD%) < 1% para cada combinacién de temperatura y presion operativas.

La difusividad intraparticula obtenida con esta metodologia y la
correspondiente AARD% se presentan en la Tabla 4.3. Los valores obtenidos para
la difusividad son similares a los informados por varios autores para la extraccion de
aceite a partir de matrices similares con SC-CO; tales como la semilla de coriandro
(2,57x10™"" m?/s a 40°C/250bar) (Catchpole y col., 1996) y de girasol (9,18x107"°
m?/s a 40°C/400bar) (Salgin y col., 2006). En condiciones isotérmicas, el D, aumentd
con la presion, mientras que a una presion dada el mismo disminuyé con la
temperatura. Un comportamiento similar fue observado por Salgin y col (2006) en la

extraccion de aceite de girasol mediante SC-CO,.

Tabla 4.3. Difusividad intraparticula calculada segun Catchpole y col., 1996.

Temperatura Presién Difusividad AARD%
(°C) (bar) (m/s?)
40 250 5,81 x 107" 0,21
60 250 3,04 x 107" 0,53
40 450 1,19 x 10™ 0,09
60 450 9,25 x 107" 0,52

La Tabla 4.4 resume la composicion acidica correspondiente al extracto final
de los aceites obtenidos mediante SC-CO, asi como los extraidos con hexano.
Analogamente a lo registrado para los aceites obtenidos por prensa y por solvente,
(ver Capitulo 3), se encontraron elevadas concentraciones de acido a-linolénico
(64,9-65,6%) y linoleico (19,8-20,3%), asi como la presencia de los acidos palmitico
(6,2 — 6,7%), oleico (5,0-5,5%) y estearico (2,7 — 3,0%). En general, la composicion
acidica de los aceites obtenidos mediante los diferentes procesos de extraccion no
presenté diferencias significativas (p > 0,05). El contenido de acido linoleico solo fue
significativamente mayor (p < 0,05) en los aceites obtenidos mediante SC-CO; que
en aquéllos extraidos con hexano. También, se encontraron diferencias significativas
(p < 0,05) entre los aceites obtenidos bajo las diferentes condiciones operativas
ensayadas. En este sentido se dispone de variada informacion en la literatura sobre
las diferencias en la composicion de acidos grasos de los aceites obtenidos por

diversos procesos. Asi, Bozan y Temelli (2002) informaron que la composicién de

168



Capitulo 4  Obtencién y caracterizacion de aceite de chia mediante extraccion por fluidos supercriticos

acidos grasos de los aceites de lino obtenidos con SC-CO, fue diferente a la de los
extraidos por Soxhlet utilizando éter de petréleo como solvente, observando una
mayor presencia de PUFAs en los primeros. Martinez y col. (2008) registraron
pequefas diferencias en el contenido individual de los acidos grasos presentes en el
aceite de nuez mediante SC-CO, bajo condiciones de extraccion similares a las

analizadas en el presente trabajo.
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Capitulo 4

Tabla 4.4. Composicién de acidos grasos, indices de iodo y saponificaciéon y tiempo de induccion correspondientes al extracto final

de aceites de chia obtenidos mediante SC-CO; y extraccion con solvente

Condiciones de presién y temperatura de extracciéon mediante SC-CO,

Extraccion con

Acido graso
(%) 40°C - 250 bar  60°C -250 bar  40°C -450 bar  60°C - 450 bar solvente
Palmitico (16:0) 6,6+0,4° 6,6+0,2° 6,7+0,4° 6,7+0,4° 6,2+0,4°
Estearico (18:0) 2,740,1° 2,8+0,1° 3,0£0,3° 3,0+02° 3,0+0,7 2
Oleico (18:1) 52+0,1° 55+0,3° 52+0,6° 50+0,1° 53+1,1°
Linoleico (18:2) 20,0 +0,0° 20,2+0,0° 20,1 +0,1°° 20,3+ 0,1° 19,8 £0,0 °
a-Linolénico (18:3) 65,5+0,3° 64,9+0,4° 64,9+0,7° 65,0+ 0,4 ° 65,6+ 0,8
SFAs 9,3+0,5° 9,4+0,1° 9,8+0,1° 9,7+0,2° 9,3+0,3°
PUFAs 85,4 +0,4° 85,1 £0,4° 85,0 +0,7° 85,3 £0,3° 85,4 +0,8°
PUFAs/SFAs 9,2+0,5° 9,0£0,1° 8,7+0,2° 8,8+0,2° 9,2+0,2°
Relacion w-6/w-3 0,3+0,0° 0,3+0,0° 0,3+0,0° 0,3+0,0° 0,3+0,0°
indice de iodo (g I./100g aceite) 210,4 £1,0° 209,5 + 0,7 @ 209,1+1,3° 209,4 £ 0,8 ° 210,5+1,1°
indice de saponificacion (mg KOH/g aceite) 194,14 £0,05°  193,14+0,04°  193,14+0,03°  193,16+0,05°  193,1+0,07 ®
2,37 +0,06 °

tiempo de induccién (h) 1,12+0,29 @ 1,22 +0,08 *®

1,60+0,22 ® 1,53+0,10 ®

Valores medios + desviacion estandar (n=2) seguidos de letras diferentes indican que existen
saturados; PUFAs acidos grasos poliinsaturados; w6/w3 FA (acido linoleico/ acido a -linolénico)

diferencias significativas (p < 0,05). SFAs acidos grasos
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Las propiedades del aceite de chia obtenido mediante SC-CO,; no
presentaron diferencias significativas (p > 0,05) con respecto a los extraidos con
hexano en términos de sus parametros fisicoquimicos, tales como los indices de
saponificacion y de iodo (Tabla 4.4). Similares resultados fueron hallados por
Follegatti-Romero y col. (2009) para aceite obtenido a partir de Sacha Inchi.

La Figura 4.6 muestra la composicion acidica de cada una de las cuatro
fracciones en las que se subdividieron las muestras de aceite de chia. Pueden
observarse diferencias significativas (p < 0,05) entre dichas fracciones, habiéndose
detectado a 40°C - 250 bar un tenor mas elevado de acido estearico y un menor
contenido de acido a-linolénico en la fraccion 1 (0 — 5 g CO,/g semilla) que en la
fraccion 3 (21 — 39 g CO,/g semilla). En las condiciones de procesamiento a las
cuales se alcanz6 el maximo rendimiento en aceite (60°C - 450 bar) también se
evidenciaron diferencias significativas (p < 0,05) entre las fracciones, registrandose
un menor contenido de acido estearico y un mayor tenor de acido oleico asociados a
la fraccion 3 (8 — 16 g CO,/g semilla) que a la fraccidén 4 (17-34 g CO,/g semilla).
Ademas, es interesante destacar que bajo todas las condiciones operativas
ensayadas, el acido a-linolénico mostré una tendencia de concentracion creciente
desde la fraccion 1 a la 3 (correspondiente al 85% del total del aceite extraido) con
una posterior disminucioén en la fraccién 4, mientras que un comportamiento inverso
fue observado para el acido linoleico (Figura 4.4). Sin embargo, sélo se encontraron
diferencias significativas (p < 0,05) a 40°C-250 bar entre las fracciones 1 y 3 para el
contenido de acido a-linolénico, asi como a 40°C-450 bar y 60°C-250 bar para
ambos PUFAs entre las fracciones 3-4 y 1-3, respectivamente. Por otra parte, a la
menor presion operativa ensayada independientemente de la temperatura de
extraccion, la fraccion 1 registré un contenido significativamente mayor (p < 0,05) de
acidos estearico y/o palmitico asi como un menor porcentaje de acido a-linolénico
que la fraccion 3. No obstante, estas diferencias no fueron detectadas a la mayor
presion de trabajo. Hassan y col. (2000) informaron que los triacilgliceroles
compuestos por acidos grasos de cadena corta son mas solubles en el SC-CO; y
pueden ser mas facilmente extraidos de la matriz de extraccion. Estos autores
encontraron una disminucion de los acidos grasos saturados y un incremento del
tenor de insaturados con el aumento del tiempo de extraccion de aceite de palma.

Sin embargo, estas diferencias no fueron registradas en condiciones de altas
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presiones, en las cuales la composicion de los acidos grasos de cada fraccion no

mostré cambios significativos, lo cual indicaria una baja selectividad del SC-CO..

Acido palmitico Acido estearico
10,0
8,0
6,0
4,0
2,0
0,0
40°C-250 bar  40°C - 450 bar 60°C -250 bar 60°C-450 bar 40°C-250 bar 40°C - 450 bar 60°C -250 bar 60°C-450 bar
Extraccion con SC-CO, Extraccién con SC-CO,
Acido oleico Acido linoleico
21,5
21,0
20,5
= 20,0
19,5
19,0
18,5
40°C-250 bar  40°C - 450 bar 60°C -250 bar  60°C-450 bar 40°C-250 bar 40°C- 450 bar  60°C-250 bar 60°C-450 bar
Extraccién con SC-CO, Extraccion con SC-CO,

Acido g-linolénico

abbab

40°C-250 bar  40°C- 450 bar 60°C-250 bar  60°C-450 bar
Extraccién con SC-CO,

W Fraccion 1 @ Fraccion 2 @ Fraccion 3 O Fraccion 4

Figura 4.6. Composicién acidica de cada una de las fracciones de aceite de chia
obtenido a diferentes condiciones operativas de extraccidon mediante SC-CO,. Las
barras verticales indican la desviacién estandar. Letras diferentes indican que existen

diferencias significativas (p < 0,05)
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A fin de explicar las diferencias previamente enunciadas, se graficd la
cantidad no extraida de cada uno de los acidos grasos (%) en funcion de la cantidad
de solvente (g CO,/g semilla) (Figura 4.7) durante el proceso de extraccion con SC-
CO, para cada condicién operativa. A tal efecto, se han considerado dos
aproximaciones fenomenoldgicas. La primera esta relacionada con los mecanismos
involucrados en la extraccion de aceites con fluidos supercriticos a partir de la matriz
herbacea, previamente comentados. Asi, el proceso de extraccion consta de tres
etapas caracteristicas: la primera, durante la cual se extrae el aceite disponible
sobre la superficie de las particulas y la velocidad de extraccion esta determinada
por la solubilidad de los compuestos en el fluido supercritico; la ultima etapa, donde
se extrae el aceite menos accesible y en la cual la interaccion entre el soluto, el
solvente y las particulas controla la velocidad de extraccion y una region de
transicion, donde ambos mecanismos estan involucrados (Eggers, 1996). Asi, de las
cuatro fracciones colectadas a lo largo del proceso, las dos primeras corresponden a
la primera etapa de extraccion, mientras que la tercera y la cuarta pertenecen a la
zona de transicion y a la etapa final, respectivamente, las cuales son delimitadas por
simbolos llenos en las correspondientes curvas de extraccion (ver Figura 4.5). La
segunda consideracién se relaciona con los diversos triacilgliceroles (TAG) que
constituyen las principales fuentes de acidos grasos presentes en el aceite de chia
(ver Tabla 3.8, Capitulo 3). El aceite de chia contiene principalmente tres TAG
LnLnLn, LnLnL y LnLL, con similar peso molecular y estructura quimica relacionada,
las cuales estan asociadas a su solubilidad en el SC-CO,. Estos tres compuestos
serian los principales responsables de la velocidad observada durante el proceso de
extraccion. Varios autores (Nilsson, 1996; Hassan y col., 2000; Zaidul y col., 2006)
informaron que la solubilidad de algunos tipos de acidos grasos presentes en ciertos
aceites aumenta con la presién a una determinada temperatura y disminuye con el
aumento de la temperatura a presion constante. Este comportamiento fue observado
en la primera etapa de las curvas de extraccion presentadas en la Figura 4.7. La
evolucion de las curvas de extraccion correspondientes a los diferentes acidos
grasos brinda una informacion util para comprender los mecanismos de extraccion y
proponer las condiciones de extraccion a fin de posibilitar el fraccionamiento de los

diferentes acidos grasos.
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Figura 4.7 . Contenido (%) no extraido correspondiente a los distintos acidos grasos (AG)' durante la extraccion de aceite de chia
con SC-COy: a) 40°C 250 bar, b) 60°C 250 bar, c)40°C 450 bar, d) 60°C 450 bar
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En virtud de los resultados obtenidos, pudo evidenciarse que la velocidad de
extraccion de los acidos grasos insaturados esta estrechamente relacionada con la
correspondiente a la de la extraccion global del aceite y el fraccionamiento de estos
compuestos seria complejo en las condiciones ensayadas. Por otra parte, se
observé un comportamiento diferente para los acidos grasos saturados (palmitico y
estearico). El acido palmitico, presente en los TAG de menor peso molecular (ver
Tabla 3.8 Capitulo 3), exhibié una rapida velocidad de extraccion durante la primera
etapa (fracciones 1 y 2) debido a su solubilidad en el SC-CO,, la cual depende
principalmente de dicha caracteristica. El acido estearico en cambio, registré un
comportamiento mas complejo, presentando una tendencia diferente segun la
presion operativa ensayada. Asi, a 250 bar puede visualizarse una velocidad de
extraccion diferente entre la primera y la segunda fraccion (primera etapa de la
curva). Este comportamiento estaria relacionado con las diferencias en la solubilidad
de los TAG que poseen acido estearico en su estructura tales como LLE, LnOE y
LnEP, siendo el ultimo de ellos el mas soluble en el SC-CO,. La elevada velocidad
de extraccion inicial correspondiente al acido estearico estaria relacionada con la
remocién del LnEP al comienzo del proceso, mientras que una vez que dicho TAG
fue removido, se registr6 una disminucion en la velocidad de extraccion. Esta
tendencia fue observada para ambas temperaturas, siendo mas pronunciada a 60°C.
Ademas, el acido estearico es el acido graso menos extraido a bajas presiones
siendo posible -en estas condiciones- el fraccionamiento entre dicho compuesto y el
acido palmitico, especialmente a 60°C.

La Figura 4.8 muestra los niveles de concentracion de tocoferoles
correspondientes a los aceites de chia obtenidos mediante extraccion con hexano y
SC-CO, a diferentes condiciones de temperatura y presion. Puede verse que el
contenido total de tocoferoles del aceite de chia extraido por SC-CO, varia entre 36
y 95 mg/kg aceite, registrando diferencias significativas (p < 0,05) en funcién de las
condiciones operativas estudiadas. El contenido total de tocoferoles en los aceites
obtenidos a 450 bar fue mayor que el correspondiente a 60°C-250 bar, el cual
presentd el menor tenor de estos compuestos. El perfil de tocoferoles estuvo
constituido principalmente por y-tocoferol, presente en todos los aceites obtenidos
mediante SC-CO, mientras que el &-tocoferol sélo fue detectado a muy bajas
concentraciones (4,17 mg/kg aceite) en el aceite extraido a 40°C y 250 bar,

condiciones operativas asociadas al menor rendimiento de extraccién. En este
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sentido, la menor dilucién de los tocoferoles en el aceite podria haber permitido la
deteccion del &-tocoferol.

Leo y col. (2005) manifestaron que como consecuencia de la gran selectividad
del CO, en estado supercritico por los tocoferoles, estos compuestos se
recuperarian principalmente al principio de la extraccidn, pudiéndose detectar una
mayor concentracion durante la fase inicial del proceso de obtencién del aceite. Sin
embargo, otros factores podrian afectar la concentracion de tocoferoles, tales como
el efecto co-solvente del aceite (Jachmanian y col., 2006) y la degradacién térmica
(Bostyn y col., 2008). Por otra parte, la concentracién de tocoferoles presentes en
los aceites obtenidos mediante SC-CO, resultd significativamente menor (p < 0,05)
que aquélla detectada en los aceites extraidos con hexano. Resultados similares

fueron encontrados por Bozan y Temelli (2002) en aceites de algodoén y de lino.

W 40°C - 450 bar

0 60 °C - 450 bar

@ 40 °C- 250 bar

m 60 °C- 250 bar
300 - m Soxhlet

250 -
200 +
150 -

100 +

mg tocoferol/kg aceite

50

0 4

y-tocoferol Tocoferoles totales
Figura 4.8. Contenido de tocoferoles presentes en el aceite de chia
obtenido mediante SC-CO, y extraccion con solventes (Soxhlet).
Las barras verticales indican la desviacion estandar. Letras

diferentes indican que existen diferencias significativas (p < 0,05)

Tal como fue expuesto para los aceites obtenidos mediante los procesos
convencionales descriptos en el Capitulo 3, los principales compuestos polifendlicos
detectados fueron los acidos cafeico y clorogénico, la miricetina, quercetina y
kaempferol, no habiéndose registrado diferencias significativas (p > 0,05) para
aquéllos obtenidos bajo las diferentes condiciones operativas estudiadas (Tabla
4.5).

176



Capitulo 4

Obtencién y caracterizacion de aceite de chia mediante extraccion por fluidos supercriticos

Tabla 4.5. Compuestos polifendlicos de aceites de chia obtenidos mediante SC-CO,

Compuesto
polifendlico

(mol/kg)

40°C - 250 bar

Extraccion mediante SC-CO,

60°C - 250 bar

40°C - 450 bar

60°C - 450 bar

Acido clorogénico
Acido cafeico
Miricetina
Quercetina
Kaempferol

Total

1,31x10°+2,17x10°2
3,01x10° + 4,61x10°?
1,35x10° + 6,33x107
1,23x10°+ 1,76x107°°
3,48x10°+ 5,35x10" °
7,25x10° + 1,94x10°°

1,05x10° + 5,95x10°8°
2,44x10° £ 2,57x107®
1,75x10°+2,31x10°2
9,73x10° + 3,48x1072
2,89x10° + 1,85x108°
6,50x10™ + 5,99x107 2

9,55x10° + 1,42x10°°
2,15x10°+ 4,47x107 2
1,00x10°+ 6,97x1082
9,38x10°+2,02x107 2
2,63x10° + 1,56x10®2
5,30x10™ + 1,47x107 2

2,58x10°+2,00x10°2
5,92x10° + 4,59x10°2
2,57x10° + 2,32x10°?
2,34x10°+ 1,83x10°?
7,16x10° £ 5,77x10°2
1,41x10™ + 1,85x107°2

Valores medios + desviacion estandar (n=2) seguidos por letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05)
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Por otra parte, la estabilidad oxidativa determinada mediante Rancimat a
través del tiempo de induccion estuvo comprendida entre 1,12 a 2,37 h, siendo los
aceites obtenidos a 250 bar los que registraron los menor valores de este parametro
(Tabla 4.4). La estabilidad oxidativa de los aceites obtenidos con SC-CO,, fue inferior
a la correspondiente a los aceites extraidos con hexano en todos los casos,
indicando que los mismos se encuentran menos protegidos contra la oxidacion.
Calvo y col. (1994), Oliveira y col. (2002) y Martinez y col. (2008) han informado
resultados similares en aceites de nuez extraidos con SC-CO,. Si bien el contenido
de tocoferoles fue menor en los aceites obtenidos mediante SC-CO., las diferencias
en la estabilidad oxidativa no pueden ser atribuidas sélo al tenor de estos
antioxidantes naturales. Una posible explicacion se relaciona con la menor
solubilidad de los fosfolipidos en el SC-CO, y el efecto sinérgico entre los tocoferoles
y los fosfolipidos (Calvo y col., 1994). Asi, el menor tenor de ambos compuestos en
el aceite extraido mediante SC-CO; seria uno de los factores que podrian determinar
la baja estabilidad oxidativa del aceite obtenido por este proceso. Por otra parte,
Calvo y col. (1994) informaron que también puede deberse a algun fendmeno
intrinseco del proceso de extraccion supercritica. Asi, estos autores han demostrado
que la oxidacion del aceite de girasol extraido con SC-CO; podria relacionarse con
la presencia de trazas de oxigeno en el solvente de extraccion. La presencia de
oxigeno y la ausencia de limitaciones a la transferencia de masa favorecerian la
oxidacion de los ftriacilgliceroles en la fase supercritica. Martinez y col. (2008),
también han vinculado la baja estabilidad oxidativa del aceite de nuez con el
contenido de oxigeno presente en el CO, utilizado para realizar las extracciones, a
pesar de la elevada pureza de este fluido. Por ejemplo, la solubilidad del aceite de
chia a 250 bar y 40°C fue de 7,0 g/kg CO, (Tabla 4.2), lo que implica que son
necesarios 0,143 kg de CO, para obtener 1 g de aceite. Teniendo en cuenta que la
concentracion de oxigeno en el CO, de alta pureza es de 2 ppm, puede estimarse
una relacién de 0,286 mg de O./g de aceite extraido. Ademas, asumiendo que la
masa molecular media de un triacilglicerol de aceite de chia es igual a 896, resulta
de las condiciones experimentales mencionadas previamente, una relacion molar de
124,45 mol de aceite/mol de O,. Por lo tanto, una considerable cantidad de oxigeno
estaria en contacto con la matriz y el aceite extraido, pudiendo ser una causa
importante de la reduccion observada en la estabilidad oxidativa. Sin embargo, otros

factores como la presencia de acidos grasos libres, mono y diacilgliceroles, metales
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de transicion y pigmentos estarian involucrados en al estabilidad oxidativa de los
aceites (Choe y Min, 2006).

2. Anadlisis conjunto de los aceites de chia obtenidos a partir de las semillas
provenientes de Argentina mediante los diferentes procesos de extraccion a

través de un analisis multivariado

A fin de establecer relaciones entre los aceites extraidos mediante las
diferentes metodologias y algunos de los parametros seleccionados, se realizd un
analisis multivariado considerando los aceites obtenidos a partir de las semillas
provenientes de Argentina. Los resultados se muestran en el grafico de
componentes principales (CP) (Figura 4.9 a y b). Los componentes principales 1, 2
y 3 explican 43,5, 31,6 y 16,6% de la variabilidad observada, respectivamente,
totalizando en conjunto alrededor del 92%. Como puede observarse, el CP1 permitid
separar las metodologias convencionales de las de extraccion mediante SC-CO,,
mientras que el CP2 permitié discriminar claramente la extraccion con solvente de la
de prensado. Asi, teniendo en cuenta el CP1, los aceites obtenidos mediante
extraccion con hexano y por prensado, aparecieron asociados con los contenidos
mas altos de acidos oleico y estearico, mayor contenido de tocoferoles y estabilidad
oxidativa. Por otra parte, los aceites extraidos mediante SC-CO; se relacionaron con
niveles elevados de acido palmitico y linoleico asi como de polifenoles totales. Con
respecto al CP2, el aceite extraido con hexano se vincul6 con un mayor rendimiento
y contenido de acido a-linolénico, mientras que el obtenido por prensado pudo
relacionarse con bajos rendimientos y tenores mas altos de &acido palmitico,
estearico, oleico, linoleico y mayor estabilidad oxidativa. EI CP3 agrupé a los aceites
obtenidos por SC-CO, segun la presion operativa. En este sentido, los aceites
obtenidos a 250 bar (40 - 60°C) se relacionaron con un mayor contenido de acido
oleico, mientras que el extraido a 450bar y 60°C con un rendimiento mas elevado,

mayor tenor de acido estearico y de compuestos polifendlicos totales.

179



Capitulo 4  Obtencién y caracterizacion de aceite

de chia mediante extraccion por fluidos supercriticos

(@)

C 18:2

-1.5 -1.2

Polifenoles totales
-0.34

SC-CO2 40°C-250 bar g .|

Componente Principal 2 (31,6%)

-0.9+

-1.2+

-1.5—-

Prensado
]

C 18:0
Estabilidad oxidativa

Tocoferoles Totales

1.5

Extraccion con hexar
0

Rendimiento (%)

C 18:3

Componente Principal 1 (43,5%)

Vector scalina: 2.36

(b) 15
1.2 C 18:1
X
© 0.9
©
A
N~ SC-CO2 60°C-250 bar
™ SC-CO2 40.°C-250 bar 6
©
o
o
£ 0.3
j -
o Pren.sado
g \ C16:0 < ¢ \18'3 I I I \
@ 12 0.9 €182 0. 0.6 0.9 1.2 15
o Tocoferoles Totalescon hexar
Q. [}
&
(Q Estabilidad oxidativa
Polifenoles totales
SC-CO2 60.°C-450 bar Rendimiexto (%)
-0.9-1
C 18:0
1.2

Componente Principal 1 (43,5%)

Vector scalina: 1.93
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3. Extraccion supercritica de aceite de chia obtenido a partir de semillas
provenientes de Jalisco (México)

El contenido de humedad de las semillas fue de 6,9 + 0,5% (b.s.), con un
contenido total de aceite estimado mediante extracciéon con Soxhlet (n-hexano) de
33,0% (b.s.).

3.1. Proceso de extraccion, modelo de regresion y analisis de resultados
mediante la metodologia de superficie de respuesta (MSR)

Los resultados obtenidos en la extraccion de aceite de chia mediante SC-CO,
bajo diferentes condiciones de temperatura y presion y tiempo de extraccidon se
muestran en la Tabla 4.6. EI maximo rendimiento de extraccion fue de 88,1%

(corrida 8), el cual corresponde a 80°C, 450 bar y 240 min.

Tabla 4.6. Disefio experimental y rendimiento en aceite de chia obtenido mediante
SC-CO,

N° extraccion X1 X2 X3 Rendimiento de aceite (%)
1 -1 -1 -1 6,0
2 -1 -1+ 29,4
3 1+ -1 16,8
4 -1+ #H 46,6
5 +1 -1 -1 29
6 +1 -1 +1 10,8
7 +1 +1 -1 23,5
8 +1 +1 #1 88,1
9 -1 0 0 41,8
10 +1 0 0 34,1
11 0 -1 0 18,2
12 0 +1 0 40,3
13 0 0 -1 12,4
14 0 0 +1 56,0
15 0 0 0 447
16 0 0 0 43,2
17 0 0 0 52,4
18 0 0 0 52,2

X4 temperatura de extraccion; X, presion de extraccion; X; tiempo de extraccion
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Seguidamente, los valores de rendimiento fueron analizados mediante un
ANOVA a fin de estudiar el efecto de cada condicion operativa sobre los mismos
(Tabla 4.7). En la Figura 4.10 se muestra el diagrama de Pareto resultante de dicho
analisis, en el que puede observarse las fuentes de variacion que presentaron un
efecto significativo (p < 0,05) sobre el rendimiento de aceite. Asi, la cantidad de
aceite extraido fue afectada por el tiempo y la presion de extraccion, mientras que no
se observo un efecto significativo (p > 0,05) debido a la temperatura. Ademas, se
registré un efecto significativo de las interacciones temperatura-presion, presion-

tiempo y presion-presion (Tabla 4.7 y Figura 4.10).

Tabla 4.7. Resultados del ANOVA correspondiente al rendimiento de aceite de
semillas de chia provenientes de México, extraido mediante SC-CO, bajo diferentes

condiciones de temperatura, presién y tiempo de extraccion

Fuente de variacion Cuadrado Medio F p

T 35,34 1,5 0,3086

P 2190,40 92,7 0,0024

t 2866,25 121,3 0,0016

TT 5,82 0,25 0,6537

TP 610,75 25,85 0,0147

Tt 46,56 1,97 0,2549

PP 280,01 11,85 0,0411

Pt 497,70 21,07 0,0194

Tt 73,71 3,12 0,1755

Falta de ajuste 138,38 5,86 0,0882

Error puro 23,62

T:Temperatura; P: Presion; t: tiempo
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Figura 4.10. Diagrama de Pareto correspondiente al analisis del
rendimiento de aceite de chia proveniente de México obtenido mediante
SC-CO; a distintas condiciones de temperatura, presion y tiempo de
extraccién. La linea azul indica el nivel critico a partir del cual las
variables presentaron un efecto significativo (p < 0,05). T:Temperatura;

P: Presion; t: tiempo

El andlisis matematico de los datos experimentales se baso6 en la regresion
de un polinomio de segundo grado, desarrollado para establecer la relacién entre el
rendimiento de aceite (Y) y los valores codificados de las variables independientes
de temperatura (X1), presion (Xz) y tiempo (X3) asi como de sus interacciones. En

virtud de ello, se obtuvo el siguiente modelo:

Y =43,77 +1,88X, +14,80X , + 16,93X , —1,47X? + 8,74X X, +2,41X, X,  Ec.4.6
~10,17X 2 +7,89X , X, —5,22X2

El valor de r? fue de 90,41%, lo que indica que dicho porcentaje de la
variabilidad en el rendimiento de aceite de chia extraido por SC-CO, es explicado
por el modelo planteado, presentando un error absoluto medio (MAE%) de 5,48%.

100
n

MAE % =

x>V,

Vpred Ec. 4.7.

xp

donde:

n: numero de pares de datos
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Vexp: Valores experimentales
Vpred: Valores predichos
Por otra parte, el efecto de la falta de ajuste analizado en el ANOVA permitié
determinar que el modelo seleccionado fue adecuado para describir los datos
observados debido a que el mismo no presentd un efecto significativo (p > 0,05).
Con el objeto de simplificar el modelo, el mismo fue replanteado a través de la
eliminacién de los términos que no tuvieron un efecto significativo (p > 0,05) en el
modelo polinomial de segundo orden, el cual finalmente se expresa mediante la

siguiente ecuacion:
Y =42,10 +14,80X, +16,93X,, +8,74X, X, —13,84X3 + 7,89X, X, Ec. 4.8

Asi, el modelo simplificado presentd un coeficiente de determinacién de
r? = 88,04% y un MAE = 6,09%. En este sentido, el coeficiente de determinacién
también es una medida del grado de ajuste, habiéndose encontrado en la literatura
que dicho valor debe ser al menos de 80% para considerar que un modelo presenta
un buen grado de ajuste (Guan y Yao, 2008). Por consiguiente, puede sugerirse que
el modelo simplificado planteado es adecuado para explicar la variabilidad
observada en el rendimiento de extraccion del aceite de chia mediante SC-CO..

En la Figura 4.11 se muestra la comparacion entre los valores experimentales
vs. los predichos, segun el modelo propuesto. La misma muestra un buen ajuste y
una distribucién uniforme de los valores observados alrededor de los predichos,
confirmando que efectivamente podria utilizarse un modelo polinomial de segundo

orden para representar la relacion entre los parametros seleccionados.
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Figura 4.11. Comparacion entre los valores experimentales y los predichos

mediante el modelo del rendimiento de aceite de chia obtenido por SC-CO,
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Una de las mejores maneras de visualizar el efecto de las variables
independientes sobre las variables dependientes es a través de los graficos de
superficie de respuesta. Las superficies de respuesta tridimensionales fueron
obtenidas modificando dos de las variables estudiadas dentro del rango
experimental y manteniendo la otra variable constante en el punto central. Las

superficies de respuesta se muestran en la Figura 4.12 (a-c).

(a) e

Presion

Rendimiento de aceite (%)

Temperatura
(b)

Rendimiento de aceite (%)

tiempo

Temperatura
(c)

—

tiempo

Rendimiento de aceite (%)

Presion

Figura 4.12. Superficies de respuesta correspondientes al rendimiento de

aceite de chia obtenido mediante SC-CO, a diferentes condiciones operativas
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Tal como fue analizado previamente, puede observarse que el tiempo vy la
presion asociados al proceso de extraccion presentaron los efectos mas
significativos sobre el rendimiento del aceite de chia. La Figura 4.12a muestra el
efecto de la temperatura y de la presién operativas sobre el rendimiento de aceite de
chia a tiempo constante t=150 min (X3=0). El rendimiento de aceite se incrementé
con el aumento de la presion de extraccion, efecto que fue mas pronunciado a
niveles de altas temperaturas. Este resultado es consistente con la interaccion
significativa detectada entre la presion y la temperatura operativa, tal como fue
comprobado a través del ANOVA (Tabla 4.7). Este aumento en el rendimiento en
funcién de la presion operativa, también observado en la extraccion a partir de las
semillas de chia de Argentina, puede ser atribuido al mejoramiento de la solubilidad
del aceite como resultado del incremento de la densidad del CO, con la presion (Xu
y col., 2008). En forma similar a los resultados experimentales obtenidos para la
extraccidn supercritica de aceite de chia a partir de las semillas de Argentina a bajas
presiones, el rendimiento disminuy6 al aumentar la temperatura de extraccion debido
a la reduccion en la densidad del fluido supercritico. Sin embargo, en los
experimentos llevados a cabo a los mayores niveles de presion, este parametro
aumentd en funcién del incremento en la temperatura. En virtud de lo comentado
previamente, la presion a la cual se invierte el efecto de la temperatura sobre el
rendimiento se denomina “crossover”, lo cual se presenta aproximadamente a los
350 bar (X2 = 0) para la EFSC a partir de las semillas de chia provenientes de
México. Este fendmeno también fue encontrado en la extraccion de otros aceites
vegetales, tales como los de semilla de lino, caracterizada también por su elevado
tenor de PUFAs. Se ha informado que el punto crossover en la extraccion de dicho
aceite fue de 350 bar (Jiao y col., 2008) y 300 bar (Ozkal, 2009). Los rendimientos
de extraccion aumentaron con presiones operativas crecientes hasta cierto nivel,
dependiente de la temperatura de extraccidn, a partir del cual el rendimiento
disminuyo al incrementarse la presion. Esta presion a la cual se obtuvo el maximo
rendimiento fue mayor a temperaturas mas elevadas. Este hecho puede atribuirse al
aumento de las interacciones repulsivas soluto/solvente resultantes del CO,
altamente comprimido a elevadas presiones operativas (Clifford, 1999). Resultados
similares también fueron encontrados por Machmudah y col. (2007) en la extraccion

de aceite de semilla de rosa mosqueta.
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La Figura 4.12b muestra los efectos de la temperatura y el tiempo de
extraccion sobre el rendimiento de aceite de chia a 350 bar. Se encontré una
dependencia lineal del rendimiento con respecto al tiempo de extraccidon
independientemente de la temperatura. Sin embargo, los efectos lineal y cuadratico
de la temperatura operativa asi como la interaccidon entre la temperatura y el tiempo
de extraccion no fueron significativos (p > 0,05).

Por otra parte, se calculd la solubilidad del aceite de chia a partir de los datos
experimentales mediante la relacion entre la masa total de aceite extraida y el
volumen total de CO, utilizado en cada corrida. La menor solubilidad fue 0,38 kg
aceite/m®CO, a 80°C y 250 bar, mientras que la mayor solubilidad fue 4,11 kg
aceite/m>CO; a 60°C y 350 bar. Ademas, también se estimé la solubilidad utilizando
los rendimientos predichos por el modelo planteado, asi como mediante los
diferentes modelos citados en la literatura (del Valle Aguilera, 1988; Ozkal y col.,
2005a; Machmudah y col., 2007; Westerman y col., 2006), estimandose los
rendimientos mediante el uso de las diferentes solubilidades -calculadas de cada

modelo-, a partir de la siguiente relacién:

M = F xSxt Ec. 4.9

v-M 00 Ec. 4.10
MO

donde:

M: masa de aceite extraido (g)

F: velocidad de flujo de CO; (kg CO2/min)

S: solubilidad (g aceite/ kg CO,) calculada a partir de los diferentes modelos de la
literatura

t: tiempo de extraccion (min)

Y: rendimiento (%)

Moy: masa total de aceite contenida en la semilla determinada por Soxhlet

En este sentido, los modelos que presentaron un mejor ajuste de los datos
experimentales y al modelo planteado a través del método de superficie de
respuesta, fueron los descriptos en las Ec. 411 y 4.12 correspondientes a la
aplicacion de las ecuaciones planteadas por Chrastill (1982) y del Valle y Aguilera

(1988), respectivamente, en la extraccion de aceite de semilla de rosa mosqueta
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(Machmudah y col., 2007). El error relativo de estos modelos con respecto a los
datos experimentales y los correspondientes al modelo de regresion obtenido fue <
2%. Esta correspondencia podria atribuirse a la composicion acidica similar que
presenta el aceite de chia y el de rosa mosqueta (Rosa canina L.), el cual se
caracteriza también por ser una buena fuente de acidos grasos insaturados. En los
aceites provenientes de ambas especies, los acidos a-linolénico y linoleico
representan alrededor del 85% del contenido total de acidos grasos; sin embargo, el
aceite de chia contiene un mayor tenor de acido a-linolénico que linoleico. Esta
comparacién nos permite también inferir que el maximo tiempo seleccionado para
realizar el analisis mediante MSR corresponde al periodo de extraccion rapida o fase

lineal de la extraccion.

- 3254

In(S)=6,788In(p)+ ( J +(-35,17) Ec. 4.1

Ec. 4.12

In(S)=-3519+ [‘3378] +(‘79’55

= = j+6,818/np
donde:

S: solubilidad (kg/m®)

p: densidad del CO; (kg/m®)

T: Temperatura (°K)

La influencia combinada de la presion y el tiempo de extraccion se presenta
en la Figura 4.12c. Un efecto altamente significativo (p < 0,01) de los términos
lineales de la presion y el tiempo de extraccion ha sido registrado. Ademas, en dicha
figura puede observarse el efecto significativo (p < 0,05) del término cuadratico de la
presion operativa y de la interaccion presion-tiempo de extraccion.

Por otra parte, el maximo rendimiento estimado mediante la Ec. 4.8 fue de
76,6% a 80°C, 450 bar y 240 min (punto 6ptimo), valores correspondientes a los
niveles maximos de cada una de las variables independientes dentro del rango
experimental estudiado.

Ahora bien, una vez establecidas las condiciones 6ptimas de temperatura y
presion operativas (80°C, 450 bar), se realizé la curva de cinética de extraccion

hasta lograr un rendimiento aproximado al obtenido mediante Soxhlet, el cual fue
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alcanzado luego de 300 min de extraccién (92,8%) (Figura 4.13). Mediante la
utilizacion de la Ec. 4.8, el rendimiento predicho para 80°C (X4 = 1), 450 bar (X2 =1)
y 300 min (X3 = 1,67) es de 93,0%. Si bien el tiempo de extraccion de 300 min se
encuentra fuera del rango utilizado para construir el modelo, el valor predicho
mediante la Ec. 4.8. fue muy cercano al valor experimental.

Tal como fue descripto para la extraccion a partir de las semillas de Argentina,
y similar a lo informado en otras oleaginosas, la curva de extraccién puede dividirse
en un periodo de extraccion inicial rapida seguido de un periodo lento de extraccion.
En estas condiciones, aproximadamente el 88% del aceite total de la semilla de chia

se obtuvo durante el periodo rapido de extraccion, el cual corresponde a los 240 min.
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Figura 4.13. Curva de extraccion de aceite de chia mediante
SC-COza 80°C y 450 bar

3.2. Analisis fisicoquimico de los aceites extraidos

Los aceites de chia obtenidos mediante SC-CO, a diferentes condiciones de
presion, temperatura y tiempo de extraccion presentaron una composicion acidica
similar a los obtenidos mediante las otras metodologias de extraccion, aunque con
un rango de mayor variacion segun las condiciones operativas utilizadas: acidos
palmitico (6,8-14,0%), estearico (2,5-13,0%), oleico (3,9-11,1%), linoleico (19,6-
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35,8%) y a-linolénico (44,4-63,4%) (Tabla 4.8). En la Tabla 4.9 se presentan los
resultados del ANOVA a fin de evaluar la influencia de la presion, temperatura y
tiempo de extraccidn sobre cada uno de los &acidos grasos y las relaciones
PUFAs/SFAs y w-6:w-3. Los resultados evidenciaron un efecto significativo (p <
0,05) del tiempo de extraccidon sobre el porcentaje de los acidos linoleico y
a-linolénico, asi como su incidencia en la relaciéon w-6/w-3 (Tabla 4.9). Se observo
un incremento en el contenido de acido a-linolénico a tiempos de extraccion
prolongados mientras que el tenor de acido linoleico fue mayor a tiempos
intermedios (Figura 4.14). En este sentido, Hassan y col. (2000) encontraron que el
tenor de los acidos grasos de cadena corta disminuye con el tiempo de extraccion,
mientras que los acidos grasos de cadena larga y con mayor contenido de
insaturaciones presentan un comportamiento inverso en la extraccion de aceite de
palma. Estos autores describieron que este efecto depende de la presion operativa,
ya que a elevadas presiones, la variacion en la composicién de acidos grasos no fue
significativa, mostrando una baja selectividad del SC-CO,._ Si bien el aceite de palma
es rico en acidos grasos saturados, principalmente C12:0, también contiene acido
linoleico, en un amplio rango de variacién (12-30%). Por otra parte, Ozkal y col.
(2005a) encontraron un amplio rango de variacion en la composicion acidica del
aceite de avellana sugiriendo que la solubilidad de los triacilgliceroles en el SC-CO,
es el factor responsable de dicha variacion. Asi, los triacilgliceroles con acidos
grasos de cadena corta y baja polaridad son mas solubles en el SC-CO, y pueden
ser facilmente removidos de la matriz. La solubilidad de los triacilgliceroles depende
de la densidad del CO, asi como del tipo de acido graso esterificado en el glicerol.
Por otra parte, Nilsson y Hudson (1993) mencionan la existencia de interacciones
moleculares entre los triacilgliceroles y afirman que la informacion referente a la
solubilidad puede tener un valor limitado para predecir el comportamiento del

equilibrio liquido-vapor en sistemas multicomponentes de SC-CO; y triacilgliceroles.
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Tabla 4.8. Composicién acidica (% del total de acidos grasos) para aceites de

semilla de chia obtenidos mediante SC-CO,

Acido graso (%)

M PUFAS/SFAS  w-6/w-3
C16:0 C180 C181 C182 C183
1 101 28 103 280 488 5,9 0,57
2 M5 41 66 210 568 5,0 0,37
3 107 25 75 200 592 6,0 0,34
4 9,6 4,0 78 198 588 5,8 0,34
5 140 52 89 208 511 3,7 0,40
6 104 53 55 218 57,0 5,0 0,38
7 19 41 11 215 514 4,6 0,42
8 125 49 75 208 543 4,3 0,38
9 75 130 53 300 444 3,6 0,67
10 9,2 43 100 223 542 5,7 0,41
11 6,8 3,1 71 305 525 8,4 0,58
12 8,0 4,9 39 358 475 6,5 0,75
13 14 44 76 206 561 4,9 0,37
14 8,7 3.4 49 196 634 6,9 0,31
15 105 45 68 218 564 4,2 0,41
16 9,5 4,2 62 206 595 5,9 0,35
17 9,8 4,3 64 209 586 5,6 0,36
18 101 28 103 280 488 5,9 0,57

C 16:0, acido palmitico; C 18:0, acido estearico; C 18:1, acido oleico; C 18:2, acido linoleico; C 18:3, a-linolénico;
SFAs, acidos grasos saturados; PUFAs, acidos grasos poliinsaturados; w-6/w-3, linoleico/a-linolénico
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Tabla 4.9. Valor de F y nivel de probabilidad del efecto de la temperatura, presion y
tiempo de extraccion sobre la composiciéon acidica (% del total de acidos grasos) del

aceite de chia extraido mediante SC-CO..

c16:0 C180 C181 C18:2 C18:3 PUFAs/SFAs w-6/w-3

Temperatura 2,00 4,06 2,43 0,54 1,93 2,81 0,37
Presion 0,1 0,02 0,06 3,15 0,92 1,57 1,97
tiempo 4,01 0,68 3,54 4,63* 4,33* 0,24 4,32*

C 16:0, acido palmitico; C 18:0, acido estearico; C 18:1, acido oleico; C 18:2, acido linoleico; C 18:3, a-linolénico;
§FAS, acidos grasos saturados; PUFAs, acidos grasos poliinsaturados; w-6/w-3, linoleico/a-linolénico;
significativo a p < 0,05.

70,0
W60 min
i 150 min
60.0 7 J240 min B
a a
50,0
40,0
X
30,0 a
ab b
20,0
a a
10,0 | .2 2 aa
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C16:0 C18:.0 C18:1 C 18:2 C 18:3

Acido graso

Figura 4.14. Variacion de la composicion acidica del aceite de chia
obtenido mediante SC-CO, en funcion del tiempo de extraccion. Letras

diferentes indican que existen diferencias significativas (p < 0,05)
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La Tabla 4.10 presenta la caracterizacion comparativa de la composicion
acidica del aceite obtenido mediante SC-CO; a 80°C, 450 bar y 300 min (~ 93% del
contenido total de aceite de la semilla) y el obtenido por extraccién con solvente asi
como de las principales propiedades fisicoquimicas de los mismos. En este sentido,
s6lo se encontraron diferencias significativas (p < 0,05) en el contenido de acidos
grasos libres y en el indice de perdxido, siendo similares la composicion de acidos
grasos y los indices de iodo y de saponificacion (Tabla 4.10). Asi, el contenido de
acidos grasos libres de los aceites de chia extraidos con SC-CO, fue menor que el
correspondiente a los obtenidos mediante extraccion con n-hexano. Estos resultados
son similares a los informados por Molero Gémez y Martinez de la Ossa (2002) en
aceite de borraja. Algunos autores afirman que el contenido de acidos grasos libres
en los aceites extraidos mediante SC-CO, depende del tipo de semilla oleaginosa
(Eggers, 1996). Panfili y col. (2003) determinaron la cantidad de acidos grasos libres
en funcién del tiempo de extraccion en el aceite de germen de trigo registrando un
incremento durante los primeros 50 min, seguidos de una posterior disminucion.

Por otra parte, los bajos niveles del indice de perdxido correspondientes a los
aceites extraidos por ambos procesos indican que los mismos presentaron un bajo

grado de oxidacion.

Tabla 4.10. Caracterizacion comparativa de aceites de chia obtenidos con hexano y
mediante SC-CO, a 80°C, 450 bar y 300 min

Acido graso

c16:0 C18:0 C181 C18:2 C18:3

! IS FFA PV

Soxhlet  9,2° 2,9° 6,8° 19,6° 61,3 200,3° 193,6° 1,74° 0,82
sc-co, 11,5° 1,9° 4,12 20,9° 62,3 202,9° 192,5* 0,81° 0,61°

C 16:0, acido palmitico; C 18:0, acido estearico; C 18:1, acido oleico; C 18:2, acido linoleico; C 18:3, a-linolénico;
SFAs, acidos grasos saturados; PUFAs, acidos grasos poliinsaturados; w-6/w-3, linoleico/a-linolénico. Valores
medios (n=2) en una columna seguidos por letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05).
Composicion de acidos grasos (%); II: indice de iodo (g I12/100 g aceite); IS: indice de saponificacion (mg KOH/g
aceite); FFA: acidos grasos libres (mg KOH/g aceite); PV: valor de peréxidos (meq peroxido/kg aceite)

Con respecto a las propiedades reoldgicas, el indice de comportamiento de
flujo (n) del aceite de chia calculado segun la Ec. 4.2 mostré valores entre 0,9 y 1,0,
los cuales permiteron considerar un comportamiento Newtoniano del aceite de chia

dentro del rango de velocidad de deformacion entre 10 - 251 s™'. La Figura 4.15
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muestra la influencia de la temperatura sobre la viscosidad del aceite de chia (ver
Ec. 4.3). Las viscosidades de todos los aceites de chia extraidos tendieron a un
valor de 7 mPa s en funcién del incremento de la temperatura. Similares resultados
fueron encontrados en aceite de girasol, canola, maiz y coco (Nik y col., 2005). El
incremento de la temperatura tiende a aumentar el intercambio molecular
(movimiento) y reducir las fuerzas atractivas entre las moléculas. Sin embargo, en
los liquidos la reduccion en las fuerzas atractivas tiene una mayor preponderancia
que el aumento de intercambio molecular y asi, la viscosidad disminuye con el
incremento de temperatura. La Tabla 4.11 muestra la energia de activacion (E) y la
constante A calculada a partir de la relacion de tipo Arrhenius para cada uno de los
extractos obtenidos. La energia de activacién varié entre 5,88-6,60 kcal/mol mientras
que A presentd valores comprendidos entre 2,64 x 107-17,4x10” Pa s. La E, es un
indicador de la estabilidad de la viscosidad con la temperatura, siendo la misma
inferior a menores valores de E,. Los parametros correspondientes a los aceites
extraidos mediante Soxhlet fueron 5,96 kcal/mol y 17,0 x 107 Pa s, mostrando una

tendencia similar a la de los obtenidos mediante SC-COs..
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Figura 4.15. Efecto de la temperatura sobre la viscosidad del aceite de
chia extraido con SC-CO, a diferentes condiciones operativas de

temperatura, presion y tiempo de extraccion y mediante Soxhlet.
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Tabla 4.11. Energias de activacion y constante A (Ec. Arrhenius) relacionadas con la
viscosidad correspondiente a los aceites de chia extraidos mediante SC-CO; bajo

diferentes condiciones de temperatura, presion y tiempo de extraccion

. Temperatl_J’ra Presién_gie tiempo_c!e E, Ax 107
N° corrida de extraccion, extraccion extraccion

X, X, X, (kcal/mol) (Pa-s)
1 -1 -1 -1 6,60 5,75
2 -1 -1 +1 5,88 17,4
3 -1 +1 -1 6,30 9,61
4 -1 +1 +1 6,37 9,07
o +1 -1 -1 7,04 2,64
6 +1 -1 +1 6,51 6,95
7 +1 +1 -1 6,29 10,3
8 +1 +1 +1 6,48 8,33
9 -1 0 0 6,28 10,4
10 +1 0 0 6,41 8,16
1 0 -1 0 6,31 9,26
12 0 +1 0 6,26 9,74
13 0 0 -1 6,32 9,76
14 0 0 +1 6,13 12,3
15 0 0 0 6,46 7,75
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CONCLUSIONES PARCIALES
A partir de los ensayos de extraccion de aceite de semillas de chia provenientes

de Argentina utilizando SC-CO; se pueden enunciar las siguientes conclusiones:

- El rendimiento del aceite aumentd con el incremento de la presion operativa,
siendo baja la incidencia de la temperatura de extraccion sobre el mismo. El
maximo rendimiento obtenido con un flujo de 8,0 kg COx/h fue de 97%, siendo
alcanzado a 138 min-60°C-450 bar.

- El proceso de extraccion puede ser dividido en dos periodos: rapido y lento,
obteniéndose en el primero la mayor parte del aceite. Pudo observarse que la
velocidad de extraccion de los acidos grasos insaturados esta estrechamente

vinculada con la correspondiente a la extraccion global del aceite.

- La solubilidad aparente del aceite de chia -propiedad relevante del desarrollo
del periodo rapido de extraccidon- varié entre 4,8 y 28,8 g aceite/kg CO; a
60°C-250 bar y 60°C-450 bar, respectivamente. Por otra parte, la difusividad
intraparticula -la cual controla la velocidad de extraccion en el periodo lento
de extraccidn- presentd valores entre 3,04x107"?y 1,19x10™"" a 60°C-250 bar y

40°C-450 bar, respectivamente.

- La composicién acidica del aceite de chia extraido mediante la utilizacion de

SC-CO,, fue similar a la obtenida mediante extraccion con Soxhlet.

- La evolucion de las curvas de extraccidn correspondientes a los diferentes
acidos grasos brinda una informacion util para entender los mecanismos de
extraccion y proponer condiciones para el fraccionamiento de los mismos.
Asi, es posible a 250 bar realizar el fraccionamiento entre los acidos estearico

y palmitico, especialmente a 60°C.

- La concentracién de tocoferoles de los aceites extraidos mediante SC-CO,
fue menor a la obtenida por la extraccion con hexano, lo que se vio reflejado
en una menor estabilidad oxidativa del aceite. Otros factores que podrian
influir sobre la misma son el contenido de fosfolipidos, metales, acidos grasos

libres, presencia de oxigeno en el solvente de extraccion.
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Con respecto a la extraccion mediante SC-CO, de aceite de semillas de chia

provenientes de México, se detallan a continuacion las siguientes conclusiones:

- El modelo polinomial cuadratico propuesto permitié predecir el rendimiento de
aceite de chia a partir de una determinada masa de semillas a un caudal
constante de CO5 (1,8 kg COy/h).

- El tiempo y la presion de extraccion tuvieron una gran influencia sobre el
rendimiento de aceite, seguido de las interacciones presion-temperatura,
presion-tiempo y el término cuadratico de la presion. Las condiciones
operativas 6ptimas fueron 80°C-450bar-240 min, obteniéndose un rendimiento
de aceite de 88,1%.

- En las condiciones o6ptimas de presion y temperatura (450bar-80°C) y
extendiendo el tiempo de extraccidn hasta 300 min, se logré un rendimiento
de aceite equivalente al obtenido con hexano. El aceite de chia obtenido -en
dichas condiciones- presentd una composicion acidica e indices de iodo y de
saponificacion similares, asi como un menor nivel de indice de peréxido y de

acidos grasos libres.

- El tiempo de extraccion tuvo influencia sobre la composicion acidica de los
aceites obtenidos, afectando principalmente el contenido de acidos linoleico y
a-linolénico, asi como la relacién w-6/w-3. Se observé un incremento en el
contenido de acido a-linolénico a tiempos de extraccion prolongados mientras

que el tenor de acido linoleico fue mayor a tiempos intermedios de extraccion.

- El aceite de chia extraido mediante SC-CO, presenté un comportamiento
Newtoniano. La viscosidad del aceite disminuyé con el aumento de la

temperatura siguiendo una relacion de tipo Arrhenius.

Las conclusiones previamente expuestas permiten aceptar la hipétesis Ill: “El
proceso de obtencion tiene efecto sobre el rendimiento de aceite de chia asi como

sobre sus caracteristicas fisicoquimicas”.
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INTRODUCCION

La oxidacion de lipidos constituye uno de los procesos de deterioro de origen
quimico mas importante de aquéllos que pueden sufrir las grasas, aceites y los
alimentos que los contienen. Los sustratos de estas reacciones son
fundamentalmente los acidos grasos insaturados que, cuando estan libres, se oxidan
por lo general mas rapidamente que cuando son parte de las moléculas de
triacilgliceroles o fosfolipidos (Martinez, 2010).

Los lipidos pueden oxidarse mediante dos procesos basicos: la autooxidacién
y la foto-oxidacion.

La autooxidacion lipidica ocurre en tres etapas (Shahidi y Wanasundara,

1992), las que pueden ser resumidas a través de las siguientes ecuaciones:

Iniciacion: LH L Ec. 5.1
L'+O,—> LOO" Ec. 5.2
Propagacion: LOO*+LH—> LOOH+L" Ec. 5.3
Terminacién: LOO"+L™" —> LOOL Ec. 5.4
LOO"+L'00"> LOOL + O Ec. 5.5
L+L*—» LL Ec. 5.6

En la etapa de iniciacion (Ecs. 5.1 y 5.2) el acido graso (LH) forma radicales
libres (L*) los cuales reaccionan luego con el oxigeno (O.) para formar el radical
peroxilo (LOO®). La oxigenacién del radical libre (L*) para formar el radical peroxilo
es muy rapida; asi, los radicales LOO® son los productos primarios de la
autooxidacion.

Seguidamente, la propagacion (Ec. 5.3.) involucra la continuaciéon y
aceleracion del mecanismo de reacciones en cadena. En esta etapa, el radical
peroxilo extrae un atomo de hidrogeno del acido graso adyacente para originar un
radical libre. El radical libre producido (L") puede luego oxigenarse formando un
radical peroxilo, el cual acelera el ciclo de oxidacion.

La terminacion es la etapa en la cual los radicales libres comienzan a
reaccionar entre si, formando especies no radicalarias (Ecs. 5.4 - 5.6). Los
hidroperdxidos (LOOH) pueden descomponerse en alcoholes, aldehidos, acidos,

cetonas y otras sustancias menos reactivas. A su vez, la etapa de terminacion
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completa un ciclo de autooxidacion lipidica, el cual puede reiniciarse. Este proceso
puede continuar sucesivamente hasta que se consume el sustrato susceptible a la
oxidacion.

La foto-oxidacion u oxidacién fotosensibilizada ocurre principalmente en

alimentos a través de los siguientes mecanismos (Cuppett y col., 1997):

'S+hy — 'S ——» 33+ Ec. 5.7
’%3*+30, —> '0,+'S (transferencia de energia) Ec. 5.8
'0,+LH —> LOOH Ec.5.9

En este mecanismo, 'S, un sensibilizador como la clorofila, absorbe energia
ultravioleta (hv) y se excita, pasando a un estado de mayor energia vibracional (°S*).
El sensibilizador excitado es capaz de (i) volver al estado singulete ('S) o bien (ii)
transferir su energia al menor estado de energia vibracional del oxigeno (°0,)
provocando el pasaje del oxigeno a un estado de energia vibracional mayor definido
como oxigeno singulete ('O,) (Chan, 1977). El oxigeno singulete, siendo
extremadamente electrofilico, puede atacar directamente a los acidos grasos
insaturados, debido a la alta densidad electrénica de sus dobles enlaces, resultando
en un radical peroxilo y originando finalmente, hidroperéxidos. Asi, la foto-oxidacién
constituye una reaccion mucho mas rapida que la autooxidacion. Rawls y Van
Santen (1968) han descripto que el oxigeno singulete reacciona de 1000 a 1500
veces mas rapido que el oxigeno triplete.

Ahora bien, aunque existen varios factores que influyen en la oxidaciéon de
lipidos, el grado de insaturacién de los acidos grasos presentes es un factor
determinante de la velocidad de oxidacion; por ej. a 100°C, las velocidades relativas
de oxidacion de los acidos estearico (C18:0), oleico (C18:1), linoleico (C18:2) y
linolénico (C18:3) son 1:100:1000-1500:2000-3500, respectivamente (Frankel,
2005). Los acidos grasos saturados solo se oxidan a temperaturas superiores a
60°C, mientras que los poliinsaturados lo hacen incluso durante el almacenamiento
de los alimentos en estado congelado. Ademas, otros sustratos no saturados tales
como algunos hidrocarburos presentes en los aceites (escualeno), las vitaminas A y
E y los pigmentos carotenoides, pueden sufrir reacciones de oxidacion. Las
reacciones de oxidacion tienen asociadas como consecuencias negativas una
disminucion de la calidad nutricional, funcional y organoléptica de los alimentos,

debido a las pérdidas de acidos grasos esenciales, vitaminas y ciertos atributos
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sensoriales (color, flavor). Ademas, algunos productos de oxidacion son
potencialmente téxicos (Esterbauer, 1993; Dobarganes y Marquez-Ruiz, 2003).

El aceite de chia posee un elevado contenido de acidos grasos
poliinsaturados (> 80%), por lo que constituye un sustrato particularmente
susceptible a los procesos de deterioro oxidativo. A fin de disminuir la incidencia de
los mismos, una alternativa es la adicion de antioxidantes. Dichos compuestos han
sido descriptos como sustancias que, cuando estan presentes en bajas
concentraciones comparadas con las de un sustrato oxidable, retardan
significativamente la oxidacién del mismo (Aruoma y col., 1992). La adicion de
antioxidantes, en su mayor parte sintéticos, es un procedimiento tecnologico habitual
en la industria alimentaria ya que mejora la estabilidad de los lipidos y prolonga la
vida util de los alimentos que los contienen. Sin embargo, cada vez es mayor la
preocupacion de los consumidores por la seguridad alimentaria y los potenciales
efectos de los aditivos sintéticos sobre la salud. El “antioxidante ideal” debe reunir
varias condiciones para ser utilizado en alimentos. Asi, debe (i) ser seguro; (ii) no
conferir color, olor ni sabor; (iii) ser efectivo a bajas concentraciones; (iv) permanecer
luego del procesamiento; (v) ser estable en el producto final; (vi) ser soluble en la
fase lipidica; (vii) tener bajo costo (Frankel, 2005).

No obstante la mayor eficiencia, el bajo costo y la alta estabilidad de los
antioxidantes sintéticos en los alimentos, estos compuestos pueden actuar como
promotores carcinogénicos lo que ha llevado a una disminucion en su aplicacion
(Namiki, 1990). Desde hace algunos afos, existe una tendencia hacia la utilizacion
de antioxidantes naturales en la industria alimentaria en virtud de los requerimientos
por parte de los consumidores. Los alimentos contienen ciertas sustancias
preservadoras naturales, otras pueden ser adicionadas al producto o surgir como
resultado del procesamiento. Recientes investigaciones se han focalizado en el
aislamiento e identificacion de antioxidantes de origen natural con efectiva actividad
(Reische y col., 2008).

Los mecanismos por los cuales estas sustancias ejercen su actividad son
diversos y la eficacia de su accion puede verse influenciada notablemente por las
caracteristicas del sustrato (Decker y col., 2005; Frankel, 2005). A continuacién, se
describiran los mecanismos de accibnh mas importantes asociados a los

antioxidantes estudiados en el presente trabajo de Tesis.
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Tocoferoles

Los tocoferoles pueden actuar como antioxidantes naturales interfiriendo en
la etapa de propagacién en cadena de radicales libres, actuando como donores de
hidrogeno (“chain breaking” donor, CB-D) o como aceptores de radicales libres
(“chain breaking” acceptor, CB-A). Este segundo mecanismo incluye el “quenching”
del oxigeno singulete (Frankel, 2005).

En el mecanismo CB-D, los tocoferoles compiten efectivamente con los
acidos grasos insaturados (LH) por el radical peroxilo (LOQ®) transfiriendo un atomo
de hidrégeno al LOQO® para producir LOOH el cual es mas estable (Frankel, 1991).
Este hecho reduce la formacion de radicales lipidicos (L*) que ocurren cuando el LH
reacciona con el LOO®; esta competencia enlentece la etapa de propagacién de la
autooxidacién. En el caso de los tocoferoles, cuando ocurre la transferencia de un
hidrégeno resulta en la formacion de una semiquinona intermedia la cual se
convierte en tocoferil quinona como producto final estable.

La tocoferil quinona y posiblemente las semiquinonas pueden reaccionar con
el L® para producir LH y asi, hacer mas lenta la etapa de propagaciéon en cadena.
Este tipo de mecanismo es definido como CB-A y en el mismo, la tocoferil quinona
compite con el oxigeno triplete por el L* (Frankel, 1991).

Los tocoferoles también pueden actuar sobre el oxigeno singulete ('0,) como
medio de control de la oxidacion. La capacidad de los tocoferoles de atrapar al 'O,
ocurre a través de dos mecanismos primarios: (i) mediante el “quenching” del 'O,y
(i) reaccionando en forma irreversible con el 'O, para formar una variedad de
productos, principalmente hidroperoxidienona (Clough y col., 1979).

Por otra parte, los tocoferoles por si mismos son rapidamente degradados en
presencia del oxigeno molecular y de radicales libres en los alimentos, perdiendo su
actividad antioxidante o convirtiéndose en sustancias prooxidantes (Jung y Min,
1990). La concentracién de tocoferoles influye sobre la actividad antioxidante, siendo
generalmente mayor a bajas concentraciones y menor o pro-oxidante en tenores
elevados (Jung y Min, 1990). En general “in viro” se ha observado el siguiente orden
de actividad antioxidante decreciente: 6- > y- > 3- > a- (Lambelet y col., 2000) Sin
embargo, la potencia antioxidante de los tocoferoles puede verse afectada por
diferentes factores tales como la concentracidn, la temperatura, la polaridad, la

viscosidad y el pH del medio en el que se encuentran. La actividad antioxidante en
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orden inverso al enunciado anteriormente ha sido observada a bajas temperaturas
(White y Xing, 1997). Los tocoferoles pueden actuar como agentes antioxidantes o
prooxidantes dependiendo de las concentraciones y del sustrato en cuestion. En
aceite de soja, el a-tocoferol en altas concentraciones actua como un agente
prooxidante durante la oxidacion lipidica produciendo un incremento de los niveles
de hidroperdéxidos y de dienos conjugados (Jung y Min, 1990), aunque incrementa su
habilidad para inhibir la formacion de hexanal (Frankel, 2005). Kamal-Eldin y
Appelqgvist (1996) han determinado que los tocoferoles no son prooxidantes “per se”,
sino que pueden actuar de manera sinérgica cuando estan presentes en altas
concentraciones con compuestos prooxidantes conocidos, tales como iones de
metales de transicidon, perédxidos lipidicos y otros agentes antioxidantes. Podria
asumirse que a mayores concentraciones de tocoferoles en los lipidos también son
mas elevadas las cantidades de radicales intermediarios formados a partir de la
oxidacion de los tocoferoles durante su almacenamiento. Estos compuestos
intermediarios tales como los radicales alquilo, alcoxilo y peroxilo pueden iniciar el

proceso de oxidacion lipidica.

Extracto de romero (Rosmarinus officinalis L.)

El extracto de romero es obtenido a partir de las hojas de Rosmarinus
officinalis L. Los antioxidantes presentes en el mismo (acido carndsico, carnosol,
rosmanol, epirosmanol e isorosmanol) han sido utilizados durante décadas en el
procesamiento de alimentos. Actualmente, se encuentran en el mercado extractos
concentrados desodorizados, los que no imparten sabor o color a los alimentos.
Estos antioxidantes son mas costosos que los de origen sintético y en general
pueden requerir niveles de uso mayores, pero no registran cuestionamientos desde
el punto de vista toxicoldgico, a las dosis recomendadas.

Cabe sefalar que si bien el acido carnésico y el carnosol son los
responsables de mas del 90% de la actividad antioxidante del romero (Aruoma y
col., 1992), es necesario tener en cuenta que el primero de dichos compuestos es
relativamente inestable. Schwarz y Ternes (1992) han estudiado la estabilidad del
mismo habiendo detectado su rapida conversion a carnosol, el que se transforma
subsecuentemente en rosmanol, 7-metilepirosmanol y epirosmanol, lo cual esta
facilitado por la exposicidon al oxigeno en presencia de luz y por el calentamiento del

acido carndsico en presencia de metanol. Debido a que muchos procesos
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comerciales para producir extractos de romero involucran tratamientos térmicos en
presencia de solventes, podria esperarse una significativa conversién del acido
carnésico a carnosol. De esta manera, si bien pueden ser deseables mayores
niveles de carnosol debido a su mayor establilidad, es necesario considerar

paralelamente su menor actividad.

Extracto de té verde (Camellia sinensis L.)

El té es una bebida obtenida a partir de la especie Camellia sinensis L. Los
compuestos activos del té son los flavonoides, un tipo de compuestos polifenélicos
que poseen propiedades antioxidantes entre los que se encuentran las catequinas,
teaflavinas y tearubiginas. Las catequinas son los principales constituyentes de las
hojas del té verde, aunque también estan presenten en el t& Oolong y el té negro,
mientras que las tearubiginas y las teaflavinas se encuentran sélo en estos ultimos
(Frankel, 2005).

El polifenol mas abundante en el té verde es el (-)- galato de epigalocatequina
(EGCG), aunque también se han identificado otras catequinas tales como la (-)-
epicatequina (EC), (-)-galato de epicatequina (ECG) y (-)-epigalocatequina (EGC)
(Figura 5.1).

QC
Ham-‘“ OH \@J
S OH

(-)- epicatequina (EC)
(-) - galato de epicatequina (ECG)
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X <6
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©[ HO O, & OH
) OH
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OH o=
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OH fa)

HO
(-) - epigalocatequina (EGC) (-) - galato de epigalocatequina (EGCG)

Figura 5.1. Estructura de las catequinas presentes en el té verde
(Valenzuela 2004)
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Las catequinas con grupos hidroxilos libres pueden actuar como
secuestrantes de radicales libres y podrian también retrasar su formacion. Las
catequinas que poseen multiples grupos hidroxilos en su estructura quimica, cuando
los mismos se encuentran en configuracion orto, pueden también participar en la
quelacion de iones metalicos, ademas de sus efectos como secuestrantes de

radicales libres (Ho y col., 1997).

Palmitato de ascorbilo

El palmitato de ascorbilo es un derivado sintético del acido ascérbico (Figura
5.2). El mismo ha sido utilizado en sistemas que contienen grasas ya que su
solubilidad en medios hidrofébicos es superior a la que presenta el acido ascorbico y
sus sales, siendo frecuentemente empleado en combinacion con tocoferoles. El
palmitato de ascorbilo es considerado GRAS (generally recognized as safe) y en
Estados Unidos, no se han fijado aun restricciones sobre sus niveles de uso. Este
antioxidante es hidrolizado en el sistema digestivo para proveer acidos ascorbico y

palmitico, nutricionalmente disponibles (Johnson, 1995).

/
HO \CHQOH CH20 C—(CH2)14—CH3
Acido ascorbico Palmitato de ascorbilo

Figura 5.2. Estructura del acido ascérbico y del palmitato de ascorbilo

El acido ascérbico puede funcionar como dador de atomos de hidrégeno,
siendo capaz de atrapar radicales libres convirtiendo directamente los
hidroperéxidos en productos estables. En alimentos, el acido ascoérbico tiene
multiples funciones: puede interceptar el oxigeno singulete, desplazar el potencial
redox de los sistemas alimentarios al rango reductor, actuar en forma sinérgica con
agentes quelantes y regenerar antioxidantes primarios tales como el tocoferol
(Reische y col., 2008). Los radicales tocoferilos son reducidos a tocoferol mediante
el acido ascorbico (Figura 5.3). Se ha sugerido que dicho compuesto no debe ser

sometido a elevadas temperaturas ni a la exposicion de la luz (Frankel, 2005).
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Radical de
LOO" a-tocoferol Ascorbil palmitato
Radical
lipidico
Radical de
II__i?ich a-tocoferol Ascorbil palmitato
reparado

Figura 5.3. Desaparicion del a-tocoferol y del acido ascérbico durante la

oxidacion del linoleato de metilo (Niki, 1987)

A partir de numerosas evidencias cientificas como las resefiadas
anteriormente, la valoracidn del efecto antioxidante de las diversas sustancias
ensayadas a tal fin, constituye un aspecto de la investigacion de indole empirica. Por
otra parte, es escasa la informacion disponible con respecto a la evaluacién de
distintas alternativas relacionadas con la conservacion del aceite de chia.

En este capitulo se propone evaluar la accion de ciertos antioxidantes
naturales (extractos de romero y de té verde, tocoferoles) y sintéticos (palmitato de
ascorbilo) y de diferentes combinaciones de los mismos, sobre el deterioro oxidativo
del aceite de chia. Asimismo, se estudiara la conservacion del aceite con y sin la
adicion de los antioxidantes previamente mencionados, mediante su

almacenamiento a distintas condiciones de temperatura.
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MATERIALES Y METODOS
1. Aceite y antioxidantes utilizados

El aceite de chia objeto de este estudio fue provisto por Nutracéutica Sturla
S.R.L. (Argentina), el cual fue obtenido por primera prensada en frio. A tal fin, se
determind la composicion de acidos grasos y el contenido de tocoferoles, segun lo
descripto en el Capitulo 3.

La mezcla de tocoferoles fue provista por DSM Nutritional Products Ltd.
presentando una composicion de aproximadamente 97% de tocoferoles (y- 64%, ©-
24%, a- 8% y 1% de B-tocoferol) y 3% de otros compuestos.

Los extractos de romero (Guardian™ 08) y de té verde (Guardian™ 20S/20M)
asi como el palmitato de ascorbilo (Grindox™ 562) fueron suministrados por
Danisco. El extracto de romero utilizado (oleosoluble) esta compuesto por 4% (p/p)
de diterpenos fendlicos y un vehiculo constituido por mono- y diacilgliceroles;
esteres de acido acético de mono y diacilgliceroles y propilenglicol. El extracto de té
verde empleado ha sido obtenido y purificado a partir de hojas de C. sinensis y esta
compuesto por aproximadamente 20% de catequinas, con maltodextrina y sal como
vehiculo. Grindox ™ 562 es un antioxidante soluble en grasas y aceites constituido
por una mezcla de 10% de palmitato de ascorbilo y 90% de un “carrier” compuesto

por propilen glicol y monoleato de sorbitan como agente emulsificante.

2. Ensayo de estabilidad oxidativa acelerada mediante Rancimat
Preparacion de las muestras

Los extractos de romero y de té verde, los tocoferoles y las mezclas de
extracto de romero: tocoferoles (1:1), extracto de romero: extracto de té verde (1:1),
extracto de té verde: tocoferoles (1:1) asi como el palmitato de ascorbilo fueron
adicionados al aceite de chia en las siguientes concentraciones del producto
comercial: 250, 500, 1000, 1500, 2500 y 5000 ppm.

Se prepararon las correspondientes soluciones madre de tocoferoles, extracto
de romero y palmitato de ascorbilo en una relacion antioxidante: aceite de chia 1:10.

Debido a la baja solubilidad del extracto de té verde en el aceite de chia, la
solucién madre fue obtenida mediante la preparacion de una emulsion constituida
por una fase acuosa (extracto de té verde) dispersa en el aceite de chia mediante
monooleato de sorbitdn como agente emulsificante en una concentracién de 0,2%

(p/p) respecto a la masa del aceite (g).
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Las concentraciones previamente mencionadas fueron alcanzadas mediante
el agregado de la cantidad correspondiente de solucion madre al aceite de chia de
manera de lograr una masa final de 20g. Después de una adecuada agitacion, todas
las muestras fueron almacenadas en frascos color ambar en atmadsfera de nitrégeno
a 4+1°C hasta su uso, al igual que las muestras control (aceite sin agregado de

antioxidantes).

Ensayo acelerado de estabilidad oxidativa

Las distintas muestras fueron sometidas a un ensayo acelerado de oxidacién
en un equipo Rancimat (679 Metrohm, Suiza) (AOCS Cd 12b-92, 1998), tal como fue
descripto en el Capitulo 3. Las condiciones empleadas fueron las siguientes: 5 g de
aceite, 98°C, flujo de aire (20 L/h). Las determinaciones fueron realizadas por

triplicado. Se calculé el factor de proteccion (FP) empleando la siguiente ecuacion:

_ tiempo de induccion del aceite con antioxidante (h) (t;, )
~ tiempo de induccion del aceite sin antioxidante (h)(t,)

FP Ec. 5.10

3. Estudio de la oxidacion de aceite de chia mediante calorimetria diferencial
de barrido (DSC)

Debido a que la autooxidacion lipidica es un proceso exotérmico, los métodos
de analisis térmico son una herramienta valiosa para estudiar la termoestabilidad,
termooxidacion y autooxidaciéon (Litwinienko y col., 1999). Estudios no isotérmicos
de DSC pueden brindar una interesante informacion debido a que es un método
simple, rapido y sensible que requiere pequefias cantidades de muestra (2-10 mg).

El estudio de DSC se llevé a cabo en un calorimetro diferencial de barrido
Q 100 (TA Instruments) sobre diversos sistemas: aceite control (aceite de chia sin
adicién de antioxidantes), aceite de chia con 2500 ppm de extracto comercial de
romero, 2500 ppm de extracto de té verde, 1500 ppm de tocoferoles y 2500 ppm de
de palmitato de ascorbilo.

Se pesaron aproximadamente 5 mg de las distinas muestras, las cuales
fueron colocadas en una capsula de aluminio y sometidas a un tratamiento térmico a
distintas velocidades (B =5, 10, 15 y 20°C/min) realizando un barrido desde 10 a
350°C, bajo un flujo de oxigeno de 100 mL/min. Simon y col. (2000) han informado
que las velocidades de calentamiento no deberian exceder 20-25°C/min ya que por
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encima de dicho valor la temperatura de la muestra seria distinta a la temperatura
del horno, lo cual constituye un requisito para aplicar posteriormente los modelos
que permiten calcular los parametros cinéticos.

Las temperaturas extrapoladas correspondientes al inicio de la oxidacion (Te)
asi como las temperaturas maximas de los picos (Tp1 y Tp2) fueron determinadas -en

cada caso- utilizando el programa TA Universal Analysis 2000 (version 4.2E).

4. Ensayo de almacenamiento
Preparacion de las muestras

A fin de evaluar la estabilidad del aceite de chia frente a la oxidacion, se llevo
a cabo un ensayo de almacenamiento a dos niveles de temperatura habitualmente
empleados por parte del consumidor, temperatura ambiente (T=20+2°C) vy
refrigeracion (T=4+1°C), con el agregado de distintos antioxidantes naturales
(extractos de romero y de té verde) y un antioxidante sintético (palmitato de
ascorbilo). Dichos sistemas fueron seleccionados en base al estudio acelerado de
estabilidad oxidativa previamente comentado teniendo en cuenta las normativas
vigentes (Cddigo Alimentario Argentino (CAA) y Codex Alimentarius). Las
concentraciones ensayadas de los productos comerciales correspondientes a los
antioxidantes naturales fueron 500 y 2500 ppm y 2500 ppm de palmitato de
ascorbilo. Debido a que el almacenamiento de los aceites vegetales en envases de
vidrio sin la incidencia directa de la luz (color ambar) es mas adecuado frente a
procesos de oxidacion lipidica, en el presente trabajo de Tesis el estudio del efecto
del almacenamiento de aceite de chia fue llevado a cabo en envases con dichas
caracteristicas. En la Tabla 5.1. se resumen los tratamientos utilizados.

Para ello, se prepararon las respectivas soluciones madre del aceite con cada
antioxidante, segun lo descripto en la seccion 2.2 del presente Capitulo.

Seguidamente, 2,5 kg de aceite de chia fueron adicionados con el respectivo
antioxidante con agitacion mientras se realizé el fraccionamiento en los frascos de
vidrio color ambar de 30 mL de capacidad, con ausencia de una camara de aire.
Posteriormente, la mitad de los envases del lote fueron almacenados a 4+1°C,
mientras que los restantes se colocaron en un cuarto de temperatura controlada a

204+2°C durante un periodo de alrededor de 7 meses, realizandose peridédicamente
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las respectivas tomas de muestra (c/ 15 dias) por duplicado para su posterior

analisis.

Tabla 5.1. Disefio experimental correspondiente al estudio del efecto de las
condiciones de almacenamiento y la aplicacion de antioxidantes en la conservacion

del aceite de chia

t

[¢] i odi

T (°C) Sistema (dias) Caédigo
Control 0-225 CF

Aceite de chia + Extracto de romero 0-225 R500F

(500 ppm)

Aceite de chia + Extracto de romero 0-225 R2500F

(2500 ppm)
4 . , .
Aceite de chia + Extracto de té
verde (500 ppm) 0-225 T500F
Aceite de chia + Extracto de té
verde (2500 ppm) 0-225 T2500F
Aceite de chia + Palmitato de
ascorbilo (2500 ppm) 0-225  P2500F
Control 0-225 CA
Aceite de chia + Extracto de romero 0-225 R500A
(500 ppm)
Aceite de chia + Extracto de romero
(2500 ppm) 0-225 R2500A
20

Aceite de chia + Extracto de té

verde (500 pp) 0-225 T500A

Aceite de chia + Extracto de té

verde (2500 ppm) 0-225 T2500A

Aceite de chia + Palmitato de

ascorbilo (2500 ppm) 0-225 P2500A

Anélisis de las muestras

A fin de realizar el seguimiento del proceso de oxidacion lipidica, cabe senalar
la importancia de la determinacion de los compuestos representativos de los
cambios primarios (hidroperdxidos) y secundarios (aldehidos, cetonas, etc)
relacionados con el posible desarrollo del proceso comentado. En este sentido, se
determinaron periédicamente el indice de peréxido (ver Capitulo 1) y el valor de p-

anisidina durante el almacenamiento en las condiciones previamente comentadas.
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El indice de peroxido permite evaluar los cambios primarios de la oxidacion
lipidica mientras que el valor de p-anisidina esta asociado a los productos
secundarios originados por la descomposicion de los productos primarios presentes
en cada sistema.

El valor de p-anisidina (p-AV) se define por convencion como 100 veces la
densidad optica medida a A=350 nm en una cubeta de 1,0 cm de solucidn
conteniendo 1,0 g de aceite en 100 mL de mezcla de solvente y reactivo, de acuerdo
al método Cd 18-90 AOCS (1998). Este método determina la cantidad de aldehidos
(principalmente 2-alquenal y 2,4-alcadienales) presentes en grasas animales y
aceites vegetales mediante la reaccion de los compuestos aldehidicos presentes en
el aceite y la p-anisidina en una solucion de acido acético, midiendo posteriormente
la absorbancia a 350 nm. List y col. (1974) han informado una correlacién altamente
significativa entre el valor de p-anisidina y los resultados asociados a la
aceptabilidad del sabor de aceites de soja para ensaladas. Dicho valor se calcula
segun la Ec. 5.11.

25x(1,2As — Ab)
m

p—AV = Ec. 5.11

donde:

As: absorbancia de la fase lipidica después de la reaccion con la p-anisidina
Ab: absorbancia de la fase lipidica antes de la reaccién con la p-anisidina
M: masa de la muestra (g)

Luego se calculé el valor total de oxidacién (Totox), el cual se define como:

Totox =2PV +p-AV Ec. 5.12

Este valor tiene la ventaja de combinar evidencia sobre la historia pasada de
un aceite (reflejado a través del valor de p-anisidina) con su estado presente
(evidenciado mediante el PV). Asi, la determinacion del valor Totox ha sido llevada a
cabo extensivamente para estimar el deterioro oxidativo de diversos alimentos
grasos (Rossell, 1983).

Ademas, se determind el contenido de acidos grasos libres segun la técnica

de la AOCS, descripta en el Capitulo 3.
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5. Andlisis estadistico

En el ensayo de estabilidad oxidativa acelerada mediante Rancimat, se
realizaron dos ANOVA unifactoriales con el fin de analizar: i) el efecto de la
concentracion para un determinado antioxidante o mezcla de los mismos (factor de
variacion= concentracion); ii) el efecto del tipo de antioxidante y/o mezcla de los
mismos para una concentracion dada (factor de variacion= antioxidante). En
aquellos casos donde se observaron diferencias estadisticamente significativas (p <
0,05), se utilizo6 a posteriori un test de comparaciones multiples (Tukey).

Para el ensayo de almacenamiento del aceite de chia, los resultados
obtenidos a 4+1°C y 254+2°C fueron analizados en forma independiente. En cada
caso, se realizaron las comparaciones de medias entre los distintos sistemas
estudiados mediante un ANOVA unifactorial (factor de variacién= sistema). Ademas,
se realiz6 un ANOVA unifactorial a fin de realizar la comparacion de medias para

cada sistema a lo largo del tiempo (factor de variacién=tiempo).

RESULTADOS Y DISCUSION

Diferentes autores han estudiado la estabilidad oxidativa de los lipidos
presentes en alimentos a través de una variedad de metodologias, en un amplio
rango de condiciones experimentales. Para ello, es necesario la aplicacion de
diversos métodos complementarios a fin de determinar la contribucion de los
productos de la oxidacion formados en distintas etapas del proceso de deterioro de
los alimentos (Frankel, 2005; Kamal-Eldin y Pokorny, 2005).

La efectividad de los antioxidantes para proteger a los alimentos frente a los
procesos oxidativos depende de una serie de fenomenos complejos relacionados
con el estado fisico de los sustratos lipidicos, las condiciones de oxidacion y los
métodos utilizados para realizar el seguimiento de la misma. Por tal motivo, una
correcta interpretacion de la accidbn de los antioxidantes debe contemplar su
evaluacion bajo distintas condiciones, asi como realizar la determinacién de los

diversos productos de la oxidacién en el alimento (Frankel, 2005).
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1. Ensayo de estabilidad oxidativa acelerada mediante RANCIMAT

El analisis del efecto de antioxidantes sobre la estabilidad oxidativa del aceite
de chia fue realizado evaluando los respectivos tiempos de induccion (t;), los cuales
fueron determinados mediante un equipo Rancimat. Esta metodologia ha sido
desarrollada como una variante automatizada del método AOM (Active Oxygen
Method) para la determinacion del tiempo de induccion de grasas y aceites. El
método Rancimat esta avalado por diferentes normativas nacionales e
internacionales (AOCS Cd 12b-92 e ISO 6886) (Metrohm lonenanalytik, 2001),
siendo utilizado frecuentemente para evaluar la eficiencia de antioxidantes sintéticos
o naturales en la estabilizacion de aceites vegetales y grasas mediante un ensayo
acelerado de oxidacion (Verleyen y col., 2005).

Las principales caracteristicas del aceite de chia comercial utilizado en el

ensayo de oxidacion acelerada mediante Rancimat se presentan en la Tabla 5.2.

Tabla 5.2. Caracteristicas quimicas del aceite de chia Sturla ® utilizado en el ensayo

de oxidacion acelerada mediante Rancimat

Acido graso (%)

Palmitico 6,9
Estearico 2,7
Oleico 6,4
Linoleico 20,3
a-linolénico 63,6
Tocoferoles totales (g/g aceite) 416
ti (Rancimat, h) 2,6

En la Figura 5.4 se muestra el efecto de las distintas concentraciones de
cada uno de los antioxidantes estudiados sobre la estabilidad oxidativa del aceite de
chia. Los resultados obtenidos (ti/tic) permitieron observar que el agregado de
antioxidantes naturales aumentaron el t; del aceite de chia en todos los casos,
dependiendo su extension del tipo y concentracion del antioxidante utilizado. El
agregado de concentraciones crecientes de tocoferoles produjo un aumento
significativo (p < 0,05) del factor de proteccion hasta una concentracién de 1500
ppm, en la cual se alcanz6é un t, dos veces mayor al valor correspondiente al

sistema control. Concentraciones superiores (2500 y 5000 ppm) también registraron
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incrementos significativos en el i aunque de menor magnitud, los cuales fueron de
34 y 32%, respectivamente. Las concentraciones de 250, 500 y 1000 ppm
aumentaron el tien 18, 45y 78%, respectivamente.

Por otra parte, la adicién de extracto de romero al aceite de chia evidencio
aumentos crecientes en el tj; hasta la maxima concentracion estudiada (5000 ppm),
en este caso 3,38 veces mayor que el t, correspondiente al aceite control.
Concentraciones entre 250 y 2500 ppm también presentaron diferencias
significativas (p < 0,05) con respecto al aceite control, si bien no se registraron
diferencias significativas (p > 0,05) entre ellas, con aumentos del t; de alrededor de
39 y 53%, respectivamente.

Paralelamente, mediante el agregado de extracto de té verde, el maximo t; fue
alcanzado a la mayor concentracion ensayada (5000 ppm), el cual fue 2,6 veces el t;
del control, presentando diferencias significativas (p < 0,05) con respecto al resto de
las concentraciones estudiadas. La menor concentracién ensayada (250 ppm) no
mostré diferencias significativas (p > 0,05) mientras que niveles de 500 ppm

evidenciaron aumentos significativos (p < 0,05) de 1,45 veces con respecto al ti; del

control.
5,0
Control
45 - m 250 ppm f
' m 500 ppm qd
4,0 m 1000 ppm
1500 ppm c e
3,5 - 2500 ppm £
m 5000 ppm c
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& P be
S 2,5
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Tocoferoles Romero té verde Palmitato de Toc+Rom Toc+té verde Rom+té verde

ascorbilo

Concentracién (ppm)
Figura 5.4. Efecto de la concentracién de antioxidantes sobre la estabilidad
oxidativa del aceite de chia. Las barras verticales indican la desviacion
estandar. Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05) entre

concentraciones para un mismo antioxidante o mezcla de los mismos
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El palmitato de ascorbilo presentd diferencias significativas (p < 0,05) con
respecto al control a partir de 500 ppm, observandose incrementos significativos (p <
0,05) en la estabilidad oxidativa del aceite de chia en funcién del aumento de la
concentracion, por ejemplo, ta/tc= 4,33 a 5000 ppm. Estos resultados podrian
atribuirse a la interaccion del palmitato de ascorbilo con los tocoferoles naturales
presentes en el aceite de chia. En este sentido, Reische y col. (2008) informaron que
el acido ascérbico tiene la capacidad de regenerar ciertos antioxidantes primarios
como el tocoferol, ademas de tener otras multiples funciones como antioxidante,
tales como interceptar el oxigeno singulete, desplazar el potencial redox de los
sistemas alimentarios al rango reductor y actuar sinérgicamente con agentes
quelantes.

Con respecto a las mezclas de antioxidantes, la combinacién de tocoferoles y
extracto de romero (1:1), alcanzé los mayores ti; a 1500 y 5000 ppm, los cuales
fueron 2,29 y 2,42 veces el tic del control. El resto de las concentraciones (250, 500,
1000 y 2500 ppm) no presentaron diferencias estadisticamente significativas entre
ellas (p > 0,05), produciendo incrementos del t;, entre 1,6 a 1,7 veces el del control.

La combinacién de tocoferoles y extracto de té verde, solo mostré diferencias
significativas (p < 0,05) respecto del control a 1000, 2500 y 5000 ppm con un factor
de proteccion de 1,45; 1,78 y 1,69, respectivamente.

Con respecto a la mezcla de extractos de romero y de té verde, se obtuvieron
incrementos significativos de t; con respecto al control a partir de una concentracion
de 1000 ppm, sin registrar diferencias significativas (p > 0,05) con respecto a 1500
ppm. Cabe destacar que los maximos niveles de t, alcanzados mediante el
agregado de esta combinacién de antioxidantes fueron de alrededor 3,8 veces la
relacion tia/tic a 2500 y 5000 ppm.

En la Figura 5.5 pueden observarse los efectos de los distintos antioxidantes
y sus mezclas para cada una de las concentraciones estudiadas. La mezcla de
tocoferoles y extracto de romero a 250 ppm, mostré una actividad antioxidante
significativamente mayor (p < 0,05) que la correspondiente al extracto de té verde y
la combinacion tocoferoles/extracto de té verde. A su vez, niveles de 500 ppm no
permitieron detectar diferencias significativas (p > 0,05) entre los distintos
antioxidantes ni sus mezclas, mientras que a 1000 ppm, la combinacién de extractos

naturales de romero/té verde presentdé una mejor actividad antioxidante que los
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demas, seguida del palmitato de ascorbilo y la mezcla tocoferoles/romero, las cuales
se diferenciaron significativamente (p < 0,05) de la mezcla tocoferoles/té verde. El
comportamiento de los antioxidantes estudiados a 1500 ppm fue similar que el
registrado a 1000 ppm. Con respecto a las concentraciones mas elevadas (2500 y
5000 ppm) el palmitato de ascorbilo y la mezcla romero/té verde presentaron la
mayor actividad antioxidante; ademas, a 5000 ppm el extracto de romero también
presentd una elevada actividad.

En general, los tocoferoles tuvieron asociada una menor actividad
antioxidante que los demas aditivos estudiados. Este hecho puede explicarse
mediante la “polar paradox” basada en las propiedades interfaciales de los diferentes
antioxidantes (Frankel y col., 1994). De esta manera, dado que la mezcla de
tocoferoles esta constituida por antioxidantes de naturaleza lipofilica, estos
compuestos permanecerian en solucion en la fase oleosa, mientras que los de
naturaleza hidrofilica (compuestos fendlicos) se orientarian hacia la interfase aire —
aceite, brindando asi una mayor proteccién al aceite. Por otra parte, no se encontré

sinergismo entre las combinaciones de los diversos antioxidantes ensayados.
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Figura 5.5. Efecto de los distintos antioxidantes y/o sus mezclas a cada
concentracion sobre la estabilidad oxidativa del aceite de chia. Las barras
verticales indican la desviacion estandar. Letras distintas indican diferencias
significativas (p < 0,05) entre antioxidantes o mezcla de los mismos para

una misma concentracion
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2. Estudio de la oxidacion de aceite de chia mediante calorimetria diferencial
de barrido (DSC).

Varios autores han informado que la determinacion de la temperatura
correspondiente al inicio del proceso de oxidacion es una herramienta util para
evaluar el proceso oxidativo asi como la eficiencia de diversos compuestos
antioxidantes (Litwinienko y col., 1999). En virtud de ello, se llevo a cabo un estudio
de la oxidacion del aceite de chia comercial mediante la aplicacion de calorimetria
diferencial de barrido (DSC). Las curvas de DSC obtenidas a diversas velocidades
de calentamiento del aceite de chia en presencia de oxigeno (100 mL/min) se
muestran en la Figura 5.6. En dichas curvas pueden observarse dos picos
relacionados con la ocurrencia de dos procesos principales. Asi, el primer pico
observado en las curvas de oxidacion no isotérmicas de DSC se debe a la formacion
de peroxidos, mientras que el segundo resulta de la descomposicion de dichos
compuestos labiles e inestables en otros productos. Estos resultados se basan en
los estudios llevados a cabo por Litwinienko y Kasprzycka-Guttman (1998) en aceite
de mostaza, quienes han examinado diversos tipos de reacciones complejas que
podrian tener lugar en el proceso oxidativo, llegando a la conclusiéon que las mismas
serian de tipo secuencial con inicio autocatalitico, lo cual puede representarse

mediante el esquema presentado en la Ec. 5.13:

a >b >C Ec. 5.13

donde el primer paso, a — b, es el proceso catalizado por b. Estos autores han
encontrado un muy buen ajuste entre las temperaturas caracteristicas (Te, Tp1 Y Tp2)
calculadas y las determinadas experimentalmente para este mecanismo de reaccion.
Dicha interpretacion fue confirmada experimentalmente por otros estudios,
incluyendo la oxidacion de aceites parcialmente oxidados (Litwinienko, 2001). No
obstante, la evaluacion de la estabilidad de los aceites comestibles a través de los
parametros cinéticos deberia considerar las temperaturas del inicio del proceso (Te)
y la del primer pico (Tp1), ya que estas dos temperaturas caracteristicas estarian

relacionadas directamente con el proceso de autooxidacion.
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Figura 5.6. Curvas de DSC del aceite de chia obtenidas a diversas

velocidades de calentamiento (B= 5, 10,15, 20 °C/min)

Cabe senalar que las curvas de DSC obtenidas para el aceite de chia
presentaron un perfil analogo a las correspondientes al aceite de lino, el cual se
caracteriza por exhibir un contenido de acido a-linolénico similar (Litwinienko, 2001).

Los valores de la temperatura extrapolada de inicio de la oxidacion (Te) asi
como los correspondientes a las temperaturas maximas de pico (Tp1 y Tp2) se

presentan en la Tabla 5.3.

Tabla 5.3. Temperatura extrapolada del inicio (Te) y temperaturas maximas del
primer y segundo pico (Tp1, Tp2) obtenidas a partir de las curvas de DSC a diferentes

velocidades de calentamiento (B) del aceite de chia

B (°C/min) Te (°C) To1(°C) To2(°C)
5 139,5 173,4 199,8
10 155,3 192,9 227,9
15 163,2 208,7 248,1
20 168,2 212,6 265,1
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Como puede observarse, un aumento en la velocidad de calentamiento
produjo un desplazamiento en los valores de la temperatura extrapolada del inicio
(Te) y de las temperaturas maximas de pico (T, y T,2) asociadas a los procesos
exotérmicos observados. Estos valores fueron utilizados para la determinacion de
las energias de activacion (E,) y los factores preexponenciales (A) en el estudio de
la termooxidacion del aceite de chia a través del método de Ozawa-Flynn-Wall
(OFW) (Ozawa, 1965, 1970; Flynn and Wall, 1966). La ventaja de la aplicacion del
método OFW radica en que la energia de activacién puede ser determinada
independientemente del modelo cinético de la reaccién (Flyn y Wall, 1966, Ozawa,
1970).

logB=aT,”" +b Ec. 5.14

De acuerdo a dicho método, cuando se grafica logp versus T, se puede
obtener una linea recta con pendiente a=-0,4567E./R y ordenada al origen
b=-2,315+log(AE./R). Asi, es posible calcular la energia de activacion E, a partir de

la siguiente ecuacion:

dlog

o Ec. 5.15

E, =-219R

donde:
Ea: energia de activacion de Arrhenius (kJ/mol)
R: constante de los gases (kJ/mol °K)

T: temperatura absoluta (°K)

Asi, las energias de activacion de Arrhenius calculadas a partir de Te y Tps
pueden ser utiles para estudiar la susceptibilidad de los aceites a la oxidacion asi
como para la determinacion de los efectos de diversos aditivos, tales como los
compuestos antioxidantes. Ulkowski y col. (2005) indicaron que el mejor punto para
calcular los parametros cinéticos de la autooxidacién corresponden al inicio de la
misma (temperatura extrapolada del comienzo del proceso, Te) ya que

frecuentemente el primer y segundo pico exotérmico pueden superponerse.
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Los valores de E, calculados a partir de Te y Tps del aceite de chia control
fueron 67,9 y 57,8 kdJ/mol, respectivamente, los cuales resultaron mayores que la
energia de activacion calculada a partir del segundo pico (Tp2) (Tabla 5.4). Por otra
parte, la E; correspondiente a T del aceite de chia fue similar a la informada para el
acido a-linolénico puro (62-70 kJ/mol) (Litwinienko, 2001), principal acido graso
presente en dicho aceite e inferior a la del aceite de maiz (104,3 kJ/mol) (Litwinienko
y col., 1995).

Tabla 5.4. Parametros estadisticos y cinéticos calculados a partir de Te, Tp1 Yy Tp2

para aceite de chia control mediante del método Ozawa-Flynn-Wall

Te LY Tp2
Pendiente (a) -3,729 -3,177 -2,441
Error estandar del estimador a 0,371 0,491 0,643
Constante (b) 9,732 8,195 5,865
Error estandar del estimador b 0,888 0,506 0,615
R? 0,9787 0,9839 0,9956
E. (kJ/mol) 67,9 57,8 44 .4
A(s™) 2,88x10" 5,93 x10° 1,04 x10®

Las curvas de DSC correspondientes a los aceites de chia con el agregado de
diversos antioxidantes asi como las temperaturas del inicio (T¢) y del primer pico
(Tp1) a las distintas velocidades de calentamiento (=5, 10, 15, 20°C/min) se
muestran en la Figura 5.7 y Tabla 5.5. Como puede observarse, los termogramas
obtenidos para los diferentes tratamientos presentan similares transiciones aunque
los valores de Te, Tp1 Y Tp2 se desplazan hacia mayores temperaturas en funcion del

aumento de la velocidad de calentamiento ().
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Figura 5.7. Curvas de DSC del aceite de chia sin y con el agregado de antioxidantes
obtenidas a distintas velocidades de calentamiento 8 (°C/min): (a) 5; (b) 10; (c) 15; (d) 20
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Tabla 5.5. Temperatura extrapolada del inicio (T¢) y del primer y segundo pico (Tp1, Tp2) obtenidas a partir de las curvas de DSC a

diferentes velocidades de calentamiento (B) del aceite de chia con el agregado de diversos antioxidantes

B (°C/min) T (°C) Tt (°C) Tp2 (°C) B (°C/min) T. (°C) Tp1 (°C) Tp2 (°C)

Aceite de chia + 2500 ppm de extracto de romero Aceite de chia + 1500 ppm de tocoferoles

5 142,9 177,8 206,8 5 143,7 178,0 207,9

10 151,8 193,0 229,2 10 161,2 195,1 233,9

15 157,5 204,0 247 1 15 166,2 204,7 248,0

20 163,1 208,4 250,8 20 176,5 220,0 266,4
Aceite de chia + 2500 ppm de extracto de té verde Aceite de chia + 2500 ppm de palmitato de ascorbilo

5 144,0 176,7 210,1 5 140,6 176,4 206,7

10 154,8 193,3 226,4 10 156,2 197,1 236,4

15 167,4 206,7 244 1 15 161,0 203,1 255,0

20 169,5 210,3 2523 20 168,7 206,6 263,1
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Las pendientes calculadas de los graficos logB versus T de los aceites de
chia con el agregado de antioxidantes asi como las respectivas E, y otros
parametros estadisticos y cinéticos se presentan en la Tabla 5.6. Los aceites de
chia con el agregado de los extractos de romero y de té verde asi como con
palmitato de ascorbilo presentaron valores de E, y A -calculados a partir de Te-
mayores que los del control, lo cual puede asociarse con la capacidad de dichos
antioxidantes de retrasar el proceso de autooxidacién. Entre dichos compuestos, el
extracto de romero mostré la mejor actividad antioxidante, con una E; 30% mayor
con respecto al aceite control, mientras que el extracto de té verde y el palmitato de
ascorbilo produjeron aumentos del 9 y 5%, respectivamente. Si bien el palmitato de
ascorbilo mostré una escasa actividad antioxidante, es necesario considerar que
algunos autores sugieren que mediante la utilizacion de DSC, dicho compuesto
podria registrar una menor actividad debido a la elevada presién parcial de oxigeno
utilizada y a la temperatura empleada durante los ensayos mediante la aplicacion de
esta metodologia. En estas condiciones, el palmitato de ascorbilo es oxidado rapida
y reversiblemente a palmitato de dihidroascorbilo, el cual es posteriormente
convertido a acido 2,3-diceto-gulénico, perdiendo asi su actividad antioxidante
(Giuffrida y col., 2007).

Con respecto al aceite de chia con la adicién de tocoferoles, los parametros
cinéticos previamente mencionados fueron inferiores a los correspondientes al aceite
control, mostrando asi su menor eficiencia en retardar el proceso de oxidacion
lipidica en relacion a los otros antioxidantes estudiados, lo cual esta asociado con la

“polar paradox” (Frankel y col., 1994), tal como fue mencionado previamente.
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Tabla 5.6. Parametros estadisticos y cinéticos correspondientes al aceite de chia con el agregado de antioxidantes calculados a

partir de Te, Tp1Y Tp2 mediante el método Ozawa-Flynn-Wall

Te Tp1 Tp2 Te Tp1 Tp2

Aceite de chia + 2500 ppm de extracto de romero Aceite de chia + 1500 ppm de tocoferoles
Pendiente (a) -4,936 -4,026 -3,352 Pendiente (a) -3,452 -3,341 -2,645
Error estandar del estimador a 0,102 0,048 0,195 Error estandar del estimador a 0,650 0,118 0,087
Constante (b) 12,612 9, 627 7,669 Constante (b) 8,985 8,127 6,192
Error estandar del estimador b 0,194 0,119 0,385 Error estandar del estimador b 1,464 0,255 0,216
R? 0,8950 0,9757 0,9709 R? 0,9415 0,9759 0,9825
E. (kJ/mol) 89,88 73,93 58,52 E. (kJ/mol) 62,86 59,31 49,30
A (s™) 8,18x10"™ 1,28x10""  1,30x10° A (s™) 1,28x10""  3,38x10° 9,46x10’

Aceite de chia + 2500 ppm de extracto de té verde Aceite de chia + 2500 ppm de palmitato de ascorbilo
Pendiente (a) -4,072 -3,613 -3,004 Pendiente (a) -3,902 -4,057 -2,548
Error estandar del estimador a 0,994 0,011 0,380 Error estandar del estimador a 0,748 0, 252 0,103
Constante (b) 10,476 8,751 6,994 Constante (b) 10,126 9,704 6,018
Error estandar del estimador b 2,301 0,036 0,733 Error estandar del estimador b 1,668 0,555 0,208
R? 0,9509 0,9627 0,8937 R? 0,9541 0,9541 0,9495
E. (kJ/mol) 74,14 65,65 59,59 E. (kJ/mol) 71,06 73,87 46,40
A(s™) 1,26x10"™ 1,40 x10" 4, 42x10° A (s™) 2,16x10" 1,64x10""  4,04x10’
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3. Almacenamiento del aceite de chia

Con fines practicos, las predicciones de la estabilidad oxidativa en los
alimentos y aceites basadas en la determinacion del periodo de induccién podrian
relacionarse con la vida util del producto. En este sentido, es importante senalar que
las condiciones de ensayo utilizadas deben ser lo mas cercanas posibles a aquéllas
bajo las cuales el producto sera almacenado (Frankel, 2005).

El aceite de chia utilizado para este ensayo presenté las caracteristicas que

se detallan en la Tabla 5.7.

Tabla 5.7. Caracteristicas del aceite de chia Sturla ® utilizado en el ensayo de

almacenamiento

Tocoferoles totales (ug/g aceite) 542
ti (Rancimat, h) 2,3
Acidos grasos libres (% oleico) 1,2
indice de peréxido (meq peréxido/kg muestra) 1,0
Valor de p-anisidina 0,3

En las Figuras 5.8 a 5.13 se muestra la evoluciéon de los parametros
estudiados en el seguimiento de la oxidacién lipidica durante el periodo de
almacenamiento correspondiente a los distintos tratamientos estudiados. El analisis
comparativo de las mismas permiti6 evidenciar que la temperatura de
almacenamiento es un factor de gran relevancia en la evolucion del proceso
oxidativo. Asi, al cabo de 225 dias de almacenamiento a 4+1°C el aceite control
registré un PV=9,9 meq perdxido/kg aceite; p-AV=1,7 y valor Totox=21,5, valores
menores que los correspondientes a dicho sistema almacenado a 20+2°C (PV=16,9
meq peroxido/kg aceite; p-AV=4,7 y valor Totox= 38,5).

Ademas, pudo observarse que a lo largo del periodo de almacenamiento a
4+1°C tanto el aceite de chia control como aquéllos con la adicion de antioxidantes
presentaron valores de perdxidos < 10,0 meq perdxido/kg aceite. Dicho valor es el
nivel establecido por el Cédigo Alimentario Argentino para diversos aceites refinados
como el limite maximo apto para el consumo humano (Cdédigo Alimentario Argentino,
2008) y ademas, es considerado como el limite de aceptabilidad de aceites

vegetales que contienen acido linoleico como principal acido graso (Frankel, 2005).
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Sin embargo, cabe sefalar que en los aceites vegetales con un alto contenido de
acido a-linolénico, tales como el aceite de chia, el punto final de su aceptabilidad
podria registrarse aun a menores niveles de oxidacion. Asi, los aceites ricos en
acido a-linolénico pueden desarrollar deterioros en el flavor mucho mas rapidamente
y en estadios mas tempranos de oxidacion que los correspondientes a aquéllos que
contienen principalmente acido linoleico (Frankel, 2005). El aceite de chia con el
agregado de palmitato de ascorbilo presentd los valores mas bajos de indice de
peroxido, los cuales resultaron significativamente menores (p < 0,05) a los
correspondientes al aceite control a partir de los 30 dias de almacenamiento a este
nivel de temperatura. Pudo observarse ademas, un aumento en la velocidad de la
oxidacion primaria del aceite de chia sin el agregado de antioxidantes a partir de los
150 dias de almacenamiento, registrandose diferencias significativas (p < 0,05) con
respecto a los aceites con la incorporacion de antioxidantes desde los 165 dias
(Figura 5.8).
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Figura 5.8. Evolucién del indice de perdxido durante el
almacenamiento de aceite de chia a T=4+1°C. Las barras

verticales indican la desviaciéon estandar.
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Con respecto a la evolucién de los valores de p-anisidina, los mismos se
mantuvieron en niveles bajos (Figura 5.9). Si bien se detectaron algunas diferencias
significativas entre muestras para diferentes tiempos de almacenamiento segun el
tipo de antioxidante, al final del periodo (t=225 d) no se registraron diferencias

significativas (p > 0,05) entre los diversos aceites estudiados.
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Figura 5.9. Evolucion del valor de p-anisidina durante el almacenamiento

de aceite de chia a T=4+1°C. Las barras verticales indican la desviaciéon

estandar.

La evolucion del valor Totox brinda una informacion util con respecto al
progreso de la formacion de los productos primarios y secundarios de la oxidacion.
Este parametro mostré una tendencia similar a la observada para el PV, habiéndose
registrado los maximos valores al final del periodo de almacenamiento (Figura 5.10),
al cabo del cual el aceite de chia control presentd un valor Totox significativamente
superior (p < 0,05) al correspondiente a los aceites tratados con antioxidantes. Esta
diferencia estaria asociada principalmente con la formaciéon de productos primarios
de oxidacion (hidroperoxidos) determinada a través del PV, ya que tal como se
menciond previamente, no se registraron diferencias en la formacion de los

productos secundarios de la oxidacion (valor de p-anisidina). Asi, el aceite de chia
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control se encontraria en los primeros estadios del proceso de oxidacion a los 225

dias de almacenamiento a 4+1°C.
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Figura 5.10. Evolucion del valor Totox durante el almacenamiento
de aceite de chia a T=4+1°C. Las barras verticales indican la

desviacion estandar.

En lo que respecta al almacenamiento a T=20+2°C, todos los tratamientos
evidenciaron un nivel de PV de 10 meq peroxido/kg de aceite entre los 60 - 120 dias
de almacenamiento, a excepcion del aceite con adicidon de palmitato de ascorbilo
(Figura 5.11). El PV correspondiente al sistema control registr6 un aumento de 0,9 a
16,9 meq perodxido/kg al cabo de 225 dias de almacenamiento, presentando un valor
maximo de aproximadamente 20,0 meq peroxido/kg a los 195 dias. El limite maximo
legislado (10 meq perdxido/kg) fue alcanzado al cabo de 60 dias de almacenamiento
a 20+2°C, tiempo en el cual no se registraron diferencias significativas (p > 0,05)
con respecto a los aceites tratados con los extractos de romero y de té verde a la
menor concentracion (500 ppm). Sin embargo, niveles de 2500 ppm de extractos de
té verde y de romero lograron diferir el proceso de oxidacion en el periodo inicial de

almacenamiento, habiéndose alcanzado valores de 10,0 meq perdxido/kg al cabo de
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90 y 110 dias, respectivamente. El PV correspondiente al aceite con palmitato de
ascorbilo no varié significativamente (p > 0,05) a lo largo del periodo estudiado (0,6-
1,5 meq peroéxido/kg), habiéndose registrado diferencias significativas (p < 0,05) con
respecto a los demas tratamientos a partir de los 45 dias de almacenamiento en las

condiciones mencionadas.
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Figura 5.11. Evolucion del indice de perdxido durante el
almacenamiento de aceite de chia a T=20+2°C. Las barras

verticales indican la desviacion estandar.

Con respecto al valor de p-anisidina, si bien a 20+2°C sus niveles registraron
un rango de mayor amplitud que los correspondientes a los aceites almacenados a
4+1°C, los mismos fueron inferiores a los informados en aceite de soja almacenado
en oscuridad a temperatura ambiente durante un periodo similar (p-AV=36,1+1,4)
(Anwar y col., 2007). Luego de 60 dias de almacenamiento a T=20+2°C, el aceite de
chia con la incorporacién de palmitato de ascorbilo presenté un valor de p-AV

significativamente menor (p < 0,05) que los demas aceites de chia estudiados.
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Figura 5.12. Evolucion del valor de p-anisidina durante el

almacenamiento de aceite de chia a T=20+2°C. Las barras

verticales indican la desviaciéon estandar.

El valor Totox también exhibi® una tendencia similar de evolucion a la del

indice de peroxido, pudiéndose observar que a temperatura ambiente (20+2°C) el

palmitato de ascorbilo resulté ser mas efectivo que el resto de los antioxidantes

ensayados en cuanto al desarrollo de la oxidacion lipidica del aceite de chia.
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Figura 5.13. Evolucion del valor Totox durante el

almacenamiento de aceite de chia a T=20+2°C. Las barras

verticales indican la desviacion estandar.
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En relacion a la evaluaciéon de los aceites estudiados al inicio (=0 d), a un
tiempo intermedio (=165 d) y al final del periodo de almacenamiento (=225 d)
mediante Rancimat, aquéllos almacenados a 20+2°C mostraron una reduccion
significativa (p < 0,05) en el t; al cabo de 225 dias de almacenamiento con respecto a
los valores del t; inicial (Figura 5.14). Como puede observarse, el t; correspondiente
al inicio del periodo de almacenamiento fue variable segun el tipo de antioxidante
agregado. Asi, si bien el palmitato de ascorbilo mostré un ti, inicial elevado, al cabo
de 165 de almacenamiento se registré una disminucién significativa (p < 0,05) en
dicho parametro, para los aceites almacenados a ambas temperaturas. Con
respecto al extracto de romero, niveles de adicidon de 500 ppm registraron una
disminucién en el ti; independientemente de la temperatura de almacenamiento,
mientras que a 2500 ppm, el almacenamiento a 4+1°C no mostré diferencias
significativas con respecto al tj; inicial. En relacion al extracto de té verde, se observé
un comportamiento similar al del extracto de romero a la menor concentracion
ensayada mientras que a tenores mayores, el ty; a 165 dias no presento diferencias
significativas (p > 0,05) con respecto al ti; correspondiente estadio inicial de
almacenamiento, aunque si se observaron diferencias significativas (p < 0,05) al

finalizar el mismo (t=225 d).
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Figura 5.14. Estabilidad oxidativa (tiempo de induccién, Rancimat) del aceite de
chia correspondiente a los distintos tratamientos a t=0, 165 y 225 dias de
almacenamiento. Las barras verticales indican la desviacion estandar. Letras
distintas indican que existen diferencias significativas (p < 0,05) entre

condiciones de almacenamiento para un mismo sistema
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Por otra parte, la evolucion del contenido de acidos grasos libres no presenté
diferencias significativas (p > 0,05) entre el estadio inicial, 100 y 225 dias para los
ensayos de almacenamiento llevados a cabo a 4+1°C y 20+£2°C (Figura 5.15). Estos
resultados indican que el aceite de chia fue estable frente a la degradacion
hidrolitica de los triacilgliceroles, aun en condiciones de almacenamiento a

temperatura ambiente.
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Figura 5.15. Evolucién del contenido de acidos grasos libres (% oleico)
correspondiente a los distintos tratamientos a t=0, 100 y 225 dias de
almacenamiento. Las barras verticales indican la desviacion estandar. Las
barras verticales indican la desviacion estandar. Letras iguales indican que
no existen diferencias significativas (p > 0,05) entre condiciones de

almacenamiento para un mismo sistema
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Por otra parte, la composicion de acidos grasos registré escasas diferencias
entre los distintos tratamientos, permaneciendo estable en las diferentes condiciones

utilizadas durante el ensayo de almacenamiento (Figura 5.16).
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Figura 5.16. Evolucion de la composicion acidica (% respecto del
total de acidos grasos) correspondiente a los distintos tratamientos a

t=0 y 225 dias de almacenamiento

Con respecto al tenor de tocoferoles, se evidencié una disminucion de
aproximadamente 15% entre el inicio y el final del almacenamiento para las distintas

condiciones y tratamientos realizados con los antioxidantes estudiados.
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CONCLUSIONES PARCIALES

Los resultados del ensayo acelerado de estabilidad oxidativa sugieren que la
adicién de los extractos de romero y de té verde asi como sus mezclas
presentaron los mejores efectos antioxidantes a las mayores concentraciones
estudiadas (5000 y 2500 ppm), no habiéndose registrado sinergismo entre los
distintos antioxidantes estudiados Los resultados obtenidos pueden ser
explicados teniendo en cuenta las propiedades interfaciales asociadas a los

diferentes antioxidantes (“polar paradox”).

El estudio realizado mediante DSC permiti6 obtener los termogramas de
oxidacion correspondientes al aceite de chia, los cuales mostraron la
existencia de dos picos relacionados con la formacion de los hidroperdoxidos
(productos primarios del proceso oxidativo) y su posterior descomposicion en

otros productos (productos secundarios de oxidacion).

Los termogramas de DSC llevados a cabo a diferentes velocidades de
calentamiento permitieron determinar los parametros cinéticos de la oxidacion
del aceite de chia. Los valores de E, calculados a partir de T. y Tps fueron de
67,9 y 57,8 kJ/mol, respectivamente. El agregado de 2500 ppm de extracto de

romero al aceite de chia produjo un incremento del 30% en la E..

La evaluacion de los distintos tratamientos reveld el papel preponderante de
la temperatura de almacenamiento sobre la velocidad de oxidacién del aceite
de chia. Asi, a T=441°C tanto el aceite de chia control como aquéllos con la
adicion de antioxidantes presentaron valores de peréxido <10,0 meq
peréxido/kg aceite y de p-anisidina <2,0 al cabo de los 225 d de
almacenamiento, si bien el aceite control comenzé a registrar un aumento
significativo del PV a partir de 165 d. En cambio, a T=20+2°C todos los
sistemas alcanzaron un nivel de PV de 10,0 meq perdxido/kg de aceite entre
los 60-120 d, a excepcidon del aceite con adicion de palmitato de ascorbilo, en
el cual dicho indice se mantuvo relativamente constante durante la duracion
del ensayo. La evolucion del valor Totox presentd caracteristicas diferentes
de acuerdo a la temperatura de almacenamiento ensayada, con un mayor
rango de valores registrado a 20+2°C debido a una mayor contribucién de los

productos secundarios de oxidacion.
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Capitulo 5
Efecto de las condiciones de almacenamiento y de la aplicacion de antioxidantes

La composicion acidica asi como el contenido de acidos grasos libres no
presentaron modificaciones al cabo del periodo de almacenamiento estudiado,
mientras que el tenor de tocoferoles evidencié una disminucion del 15% entre

el inicio y el final del almacenamiento realizado en distintas condiciones de
temperatura.

En virtud de lo expuesto previamente, se acepta la hipétesis IV: “La
temperatura y el tiempo de almacenamiento del aceite de chia asi como la adicién

de antioxidantes influyen sobre la estabilidad oxidativa y por consiguiente sobre su

conservacion”.
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Nolasco, Mabel C. Tomas. A &G Aceites y Grasas 80 (2010): 486-488.

Presentaciones en Congresos con trabajo extendido

- Efecto de la adicion de antioxidantes naturales (extracto de romero y tocoferoles)
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El presente trabajo de Tesis permitié realizar la caracterizacion fisicoquimica de
las semillas y del aceite de chia (Salvia hispanica L.) obtenido mediante distintos
procesos asi como la implementacién de alternativas tecnolégicas para su
conservacion, todo lo cual representa un aporte significativo tendiente a la
revalorizacion y adecuada aplicacion de este cultivo ancestral en la industria
alimentaria, mediante el desarrollo de alimentos funcionales, con beneficios
potenciales para el consumidor.

En virtud de ello, pueden expresarse las siguientes conclusiones generales:

Semillas

Se realizd la caracterizacion integral de las semillas de chia (nuculas)
provenientes de dos origenes diferentes (Argentina y Guatemala), determinando sus
propiedades fisicas (de tamano y forma, gravimétricas y friccionales),

microestructura y caracteristicas fisicoquimicas.

- Las mezclas comerciales estudiadas estuvieron constituidas por una elevada
proporcion de semillas oscuras (92-98%) siendo escasa la presencia de
semillas blancas. Las semillas de chia se caracterizaron por presentar una
forma elipsoidal con tres semiejes desiguales y pequefo tamano (L=1,60-
2,73mm; W=1,22-1,50mm; T7=0,65-0,85mm), habiéndose observado Ia
existencia de variabilidad tanto dentro de las mezclas comerciales estudiadas
(semillas oscuras y blancas) como entre las mismas.

La densidad aparente, la densidad real, la porosidad y el peso de mil semillas
variaron entre 0,667-0,722 g/cm®; 0,980-1,009 g/cm?® 27,9-33,1%, y 1,150-
1,323 g, respectivamente, mientras que la esfericidad registré valores entre
63,0-64,5%.

Con respecto a las propiedades friccionales, las semillas de chia mostraron
bajos valores de angulo de reposo de 16-18° y coeficiente de friccion de 0,28

y 0,31 en chapa galvanizada y acero inoxidable, respectivamente.

La informacién obtenida a partir de la caracterizacion de las propiedades
fisicas de las semillas de chia es de utilidad para mejorar eficientemente el

disefio y la construccion de los equipos y estructuras para el manejo,
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recoleccion, transporte, limpieza, clasificacion y procesamiento agroindustrial

de las mismas.

Se obtuvo informacién acerca de la microestructura de las semillas (nuculas)
de chia mediante microscopia electronica de barrido (SEM). Las micrografias
permitieron visualizar que las mismas estan constituidas por el pericarpio el
cual rodea a la semilla verdadera. La organizacion interna del pericarpio de
las nuculas de chia -de ambos origenes- estudiadas correspondié a la
estructura tipica caracteristica del género Salvia, al cual pertenecen. Desde
el exterior hacia el interior del pericarpio pudo observarse el epicarpio -de
importancia en la exudacidn de mucilago cuando las semillas de chia son
humedecidas-, el mesocarpio y una capa de células de esclereidas, la cual le

confiere rigidez a la semilla.

La caracterizacion fisicoquimica de las semillas de chia mediante su
composicion centesimal (b.s.) revel6 un contenido de proteinas de 19-29%,
lipidos 25-32% vy fibra 27-29%, con un tenor cenizas entre 4-5%. Estos
valores coinciden con los informados en la literatura para semillas de chia de

otras procedencias.

El estudio de compuestos antioxidantes evidencid l|la presencia de
tocoferoles, cuyo contenido total vari6 de 95-110 ppm, representado en su
mayor parte por y-tocoferol y en menores proporciones, por O-tocoferol.
Asimismo se detectaron compuestos polifendlicos, los cuales estuvieron
constituidos principalmente por miricetina, acidos clorogénico y cafeico asi

como trazas de kaempferol y quercetina.

Se obtuvo el aceite de chia mediante diversos procesos de extraccion, los cuales

incluyeron tanto aquéllos utilizados tradicionalmente por la industria aceitera

(extraccion con solventes y prensado), asi como a través de nuevas alternativas

tecnolégicas de extraccidon mediante el empleo de CO, supercritico. Posteriormente,

se llevo a cabo la respectiva caracterizacion fisicoquimica de los aceites obtenidos,

la cual puede contribuir con informacion de interés a fin de complementar la
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definicion de estandares de calidad, debido a la escasa disponibilidad de

especificaciones relacionada con este aceite no tradicional.

Extraccion mediante procesos convencionales

- El rendimiento de aceite alcanzado mediante el proceso de prensado fue de

alrededor del 30% menor al extraido con hexano.

- Los aceites obtenidos mediante los procesos de prensado y de extraccion
con solvente presentaron un perfil de acidos grasos similar, destacandose el
contenido de acidos a-linolénico (~65%) y linoleico (~20%) asi como el bajo
tenor de &cidos grasos saturados (~9%). Se determin6é la composicion
triacilgliceridica identificandose 12 especies diferentes de triacilgliceroles, la
mayoria de los cuales presentd al menos un resto de acido a-linolénico
esterificado al glicerol, siendo la trilinolenina el principal compuesto.

Ademas, se registro la presencia de un moderado tenor de compuestos
bioactivos, tales como tocoferoles, polifenoles, carotenoides y fosfolipidos,

cuya composicion cuantitativa fue influenciada por el proceso de extraccion.

Extraccion por fluidos supercriticos (EFSC)

- Se realizé la extraccion de aceite de chia mediante la utilizacion de CO,
supercritico (SC-CO;) a partir de semillas provenientes de Argentina y de
México, evaluando el efecto de las principales condiciones operativas del
proceso. Se evidencioé una gran relevancia de la presion y del tiempo sobre el
rendimiento de extraccion, el cual aumentd al incrementarse los valores de
estas dos variables. Por otra parte, la temperatura de extraccion tuvo una

baja incidencia sobre dicho parametro.

- A través de una correcta seleccion de las condiciones operativas (presion,
temperatura y tiempo) del proceso de extraccion con SC-CO,, fue posible
alcanzar un rendimiento similar al obtenido mediante la extraccion con
hexano. Dichas condiciones fueron 450 bar, 138 min, 60°C a un caudal
constante de 8 kg CO,/h para el aceite obtenido a partir de las semillas de
Salta (Argentina) y de 450 bar, 300 min, 80°C a 1,82 kg COy/h para las de
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Jalisco (México), lograndose un rendimiento de aceite de 97% y 93%,

respectivamente.

Se obtuvo un modelo polinomial cuadratico mediante la utilizacion de la
Metodologia de Superficies de Respuesta (MSR), a fin de predecir el
rendimiento de aceite de chia a partir de una determinada masa de semillas
a un caudal constante de CO; (1,8 kg COy/h). Dicha informacién es de

utilidad a fin de contribuir a un futuro reescalado a nivel industrial.

Se realizd un estudio de la cinética del proceso de extraccién por SC-CO,, el
cual puede ser dividido en dos periodos, rapido y lento, obteniéndose en el
primero la mayor parte del aceite. Asi, si bien es necesaria una evaluacion
economica de costo-beneficio, la extraccién de aceite de chia mediante el
empleo de dicho proceso seria factible principalmente durante el periodo

rapido de extraccion.

La composicion acidica del aceite de chia extraido utilizando las condiciones
operativas optimas de EFSC fue similar a la obtenida mediante extraccion
con Soxhlet. No obstante, el tiempo de extraccion tuvo influencia sobre la

composicidon de acidos grasos de los aceites obtenidos mediante SC-CO..

Con respecto a los parametros de calidad de los aceites obtenidos en las
condiciones Optimas de EFSC, el contenido de acidos grasos libres asi como
el indice de perdxido fueron inferiores a los correspondientes al aceite
extraido con hexano. Sin embargo, la estabilidad oxidativa de los aceites
obtenidos mediante SC-CO, fue menor, lo cual podria relacionarse -entre
otros factores- con el menor contenido de tocoferoles y la posible presencia

de oxigeno en el solvente de extraccion.

En virtud de lo expuesto, el aceite de chia podria ser utilizado para mejorar la

relacion de acidos grasos w-6:w-3 cuyo desbalance caracteriza actualmente a las

dietas occidentales, aportando ademas otros compuestos de interés nutricional.

Es necesario tener en cuenta, que si bien la composicion acidica y

triacilgliceridica asi como el contenido de otros compuestos minoritarios le confieren

al aceite de chia cualidades benéficas desde el punto de vista nutricional, su alto

tenor de PUFAs se traduce en la baja estabilidad oxidativa de los aceites obtenidos,
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por lo cual es muy importante el desarrollo de estrategias que contribuyan a lograr

su adecuada conservacion.

Conservacion del aceite de chia
Teniendo en cuenta las consideraciones previamente realizadas, se evaluo la
influencia de diferentes parametros sobre la conservacion del aceite de chia
(temperatura y tiempo de almacenamiento, adicion de antioxidantes).

- La adicion de diversos antioxidantes produjo un aumento de la estabilidad
oxidativa del aceite de chia, la cual fue determinada mediante un ensayo
acelerado de oxidacion. Dicho incremento se relacion6 con el tipo y
concentracion del antioxidante/mezclas de antioxidantes utilizados. Los
mejores efectos se registraron con extracto de romero (5000 ppm) y sus
mezclas con extracto de té verde (2500, 5000 ppm) asi como con palmitato

de ascorbilo a partir de 2500 ppm.

- La oxidacion del aceite de chia fue estudiada mediante calorimetria
diferencial de barrido (DSC), habiéndose obtenido los respectivos
termogramas que evidenciaron las transiciones correspondientes a la
formacion de los hidroperoxidos y su posterior descomposicidn en otros
productos. Se determinaron los parametros cinéticos de la oxidacion del
aceite de chia, calculandose los valores de E, a partir de las Te y Tp4, los
cuales fueron de 67,9 y 57,8 kd/mol, respectivamente, habiendo registrado
este parametro un incremento del 30% con la adicion de 2500 ppm de

extracto de romero.

- El almacenamiento del aceite de chia permitié evaluar la influencia de los
distintos tratamientos ensayados a fin de lograr una adecuada conservacion
del mismo. Pudo observarse un efecto muy relevante de la temperatura
sobre la velocidad de oxidacién del aceite de chia. Los aceites almacenados
a T=4+1°C con o sin la incorporacion de antioxidantes presentaron valores de
peréxido (PV) inferiores al limite de aceptabilidad aplicable a aceites
vegetales con alto tenor de PUFAs, si bien el aceite control comenz6 a

registrar un aumento significativo a partir de 165 dias. En contraste, a
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T=2042°C todos los aceites alcanzaron un nivel de PV de 10,0 meq
peréxido/kg de aceite entre los 60-120 dias de almacenamiento, excepto en
el caso de la adicién de palmitato de ascorbilo, en el cual dicho indice se

mantuvo relativamente constante durante la duracion del ensayo.

Cabe senalar ademas que la composicion acidica no registré6 modificaciones
significativas respecto de la inicial, no evidenciandose tampoco indicios de

rancidez hidrolitica durante el almacenamiento estudiado.
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En funcion de los resultados obtenidos, se propone continuar con el estudio
de diversas alternativas de almacenamiento del aceite de chia a fin de prolongar su
vida util, a través de la adicion de mezclas de palmitato de ascorbilo con los
extractos de romero, de té verde asi como con la mezcla de tocoferoles o la
utilizacion de otros antioxidantes naturales.

Teniendo en cuenta las caracteristicas de calidad y estabilidad del aceite de
chia, se proseguira la investigacion estudiando la incorporacion del mismo en
aceites mezcla. Para ello, se prevé la realizacion de mezclas que contengan
distintas proporciones de aceite de chia/aceite de girasol -principal aceite vegetal
consumido en nuestro pais- y/o girasol de alto oleico, a fin de lograr un producto rico
en w-3, con un adecuado balance de acidos grasos y de estabilidad,
caracterizandolo en lo que respecta a su composicion acidica, tocoferoles,
fosfolipidos, estabilidad oxidativa, indice de acidez.

En este sentido, se han realizado ensayos preliminares de evaluacion
sensorial de mezclas de aceite de chia/aceite refinado de girasol. En primer lugar, se
ha llevado a cabo un ensayo de discriminacién (prueba del triangulo) a fin de
determinar el maximo porcentaje de reemplazo de aceite de girasol por aceite de
chia, por debajo del cual no se detectan diferencias sensoriales con respecto al
aceite refinado de girasol. Los resultados de dicho ensayo mostraron que a partir de
una sustitucion del 1% v/v, se evidenciaron diferencias sensoriales con respecto al
aceite puro de girasol. Dicho nivel de sustitucién, si bien mejora la relacion w-6:w-3
del aceite puro de girasol (w-6:w-3=189:1) a 63:1, es aun insuficiente para alcanzar
los valores 6ptimos recomendados por la FAO-OMS de 5:1 a 10:1. Por tal motivo, se
implementd un segundo ensayo de evaluacion sensorial, determinando la
aceptabilidad de un aceite mezcla con mayores beneficios nutricionales. Para ello se
considerd una relacién optima w-6/w-3=6:1, lo que se logré reemplazando 15% (v/v)
de aceite de girasol por aceite de chia. Los resultados obtenidos mostraron que la
aceptabilidad del aceite mezcla chia/girasol (15:85) no presenté diferencias
significativas (p > 0,05) con respecto a la del aceite de girasol puro.

Seguidamente, se propone continuar las actividades de investigacion con el
estudio de la incorporacion del aceite de chia en alimentos funcionales. En este
sentido se formularan emulsiones funcionales O/W con aceite de chia (fase oleosa).
Asi, se estudiaran los factores que determinan su formacion y estabilizacion

mediante el empleo de agentes emulsificantes proteicos (caseinato de sodio) y
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presencia de lactosa (fase acuosa), evaluando diversas alternativas que permitan
mejorar su estabilidad fisica y deterioro oxidativo (adicion de antioxidantes naturales,
almacenamiento refrigerado) a fin de resguardar los atributos de calidad y
aceptabilidad por parte del consumidor.

Por otra parte, cabe sefalar que la microencapsulacion es una técnica que
permite proteger y aislar diversos compuestos sensibles (aromas, aceites
esenciales, compuestos lipidicos) de la influencia adversa proveniente del entorno
quimico (pH, temperatura, sales, oxigeno, etc.). Asi, se estudiara la
microencapsulacion del aceite de chia a partir de la liofilizacion y/o secado spray de
dichas emulsiones O/W, investigando la influencia de las condiciones operativas
sobre la eficiencia del proceso, la calidad del material encapsulado (aceite de chia) y
su potencial incorporacion en diversos alimentos.

Paralelamente, en el grupo de investigacion se esta abordando el estudio de
las caracteristicas fisicoquimicas y funcionales de la harina residual de extraccion
del aceite de chia y de sus componentes (fibra dietética soluble —mucilago-,
proteinas). En este sentido, se estan investigando el efecto del método de obtencion
y la influencia de las condiciones operativas (temperatura, tiempo de proceso, pH,
fuerza idnica) sobre la composicidén y caracteristicas estructurales, para evaluar la
aplicacion potencial de los productos derivados de la semilla de chia (fibra/mucilago,
proteinas) como agentes espesantes/emulsificantes en la industria alimentaria. En
virtud de ello, también se investigara la capacidad del mucilago (fibra soluble) como
material con propiedades encapsulantes -simulando una estructura analoga a la de
la semilla- que permita ocluir al aceite de chia.

Por otra parte, otros aspectos que deberian considerarse son el analisis de
los efectos que ejercen los factores genéticos y ambientales sobre la calidad de
las semillas de chia y los subproductos derivados de ella asi como su impacto
sobre los procesos tecnologicos. Este hecho puede ser aun complejo debido a
los requerimientos agroclimaticos propios de dicho cultivo -cuya zona de
produccion se circunscribe a la region noroeste- y al incipiente desarrollo de
cultivares comerciales de semillas de chia.

En virtud de lo expuesto, las investigaciones planteadas pretenden realizar un
aporte al abordaje integral del aprovechamiento de los subproductos derivados del

cultivo de la chia, el cual constituye no sélo una alternativa interesante desde el
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punto de vista de su aplicacion en la industria alimentaria, sino también desde una
perspectiva socioeconémica en la diversificacion de la produccion agropecuaria,

principalmente de la regién noroeste de nuestro pais.
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