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Resumen

En los udltimos afios se registra una busqueda de fuentes naturales que
presenten componentes y/o productos derivados aplicables al desarrollo de
alimentos funcionales, 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 oriunda del sudeste de EEUU y noroeste de
América Central (México, Guatemala), constituyente importante de la dieta de
civilizaciones desde épocas precolombinas. En nuestro pais, su creciente expansion
en las provincias del NOA puede contribuir a la diversificaciéon de la produccién
agricola, con impacto en términos socioeconémicos.

Cabe sefialar el aporte de los lipidos a la salud y el bienestar, lo que 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 asi como la presencia de ciertos componentes minoritarios, pueden
ejercer una influencia positiva en las funciones fisiol6gicas de nuestro organismo.
En este sentido, las semillas de chia son una fuente interesante ya que su aceite
presenta un elevado tenor de acidos grasos esenciales y antioxidantes naturales,
cuya incorporacién en la dieta permitiria disminuir la incidencia de enfermedades
coronarias, asi como de otras enfermedades (diabetes, sindrome metabdlico,
enfermedades de la piel, procesos inflamatorios, desdérdenes del sistema
inmunolégico, cancer, depresiéon). Uno de los desafios asociados al desarrollo de
alimentos funcionales a partir de este sustrato estd relacionado con la adecuada
preservacion del alto tenor de acidos grasos poliinsaturados (PUFAs) w-3 presente
debido a la alta susceptibilidad de registrar rancidez oxidativa.

En funciéon de las consideraciones realizadas, en este trabajo de Tesis se
propuso estudiar la inclusién de subproductos de la semilla de chia (aceite,
mucilago, proteinas) en alimentos a través del desarrollo de sistemas de provision
o vehiculizacion de dichos compuestos funcionales y bioactivos, evaluando
diversos aspectos asociados a su calidad global.

En el Capitulo I se presenta una introduccién sobre la Salvia hispanica L.,
describiendo el origen, antecedentes histéricos de esta especie, principales
caracteristicas botanicas, asi como la composicién quimica y nutricional de la
semilla (nuculas) de chia, legislaciéon y usos actuales. Ademas, se describen los

aspectos mas relevantes relacionados con los aceites vegetales comestibles, en



Resumen

cuanto a su importancia en la alimentacién, composicién, estructura, asi como los
procesos convencionales y alternativos de extraccidn. Seguidamente, se aborda el
concepto de los sistemas de vehiculizacién “delivery systems” de compuestos
funcionales y bioactivos mediante la descripcion de los fundamentos asociados a la
formulacién y caracterizacion de emulsiones y al proceso de microencapsulacion.
En este ultimo caso, se describen los diversos factores mas importantes a tener en
cuenta, asi como las propiedades a ser determinadas para evaluar la calidad y
aplicacion del material encapsulado.

En el Capitulo II se estudia la obtencién y caracterizacién de emulsiones
0/W con subproductos de la semilla de chia (aceite, fraccion rica en proteinas y/o
mucilago) mediante técnicas convencionales de emulsificaciéon, evaluando la
influencia de la composicién de la fase acuosa, asi como de ciertas variables
operativas (presién de homogeneizacién) sobre sus propiedades fisicoquimicas.

En el Capitulo III se detalla la obtencién y caracterizacion de emulsiones
0/W mediante la técnica de deposicién electrostatica “layer-by-layer” (LBL) con
aceite de chia, evaluando la influencia del tipo de agente emulsificante, la adicién
de maltodextrina y de quitosano.

En el Capitulo IV se investiga la aplicacion del proceso de
microencapsulacion mediante el secado por aspersion de emulsiones O/W
convencionales analizando el efecto de las condiciones del proceso y del empleo de
distintos materiales de pared sobre las propiedades fisicoquimicas del material
encapsulado. Asimismo, se describe la microencapsulacion de aceite de chia
mediante el secado por liofilizacion de emulsiones O/W multicapa con su
respectiva caracterizacion.

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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1. La chia

1.1. Origen y antecedentes historicos

Salvia hispanica L. es una especie herbacea anual de la familia Lamiaceae o
labiadas. Esta planta es comtiinmente conocida como chia, siendo esta palabra una
adaptaciéon espafiola al término nahua chian o chien (plural), término que en
nahuatl significa “semilla de la que se obtiene aceite” (Watson, 1938). La chia es un
cultivo autoctono de Mesoamérica, definida como una zona de influencia de
culturas mexicanas en la época precolombina y su origen se remonta a los 3500
afios a.C. Si bien ninguna fuente afirma de manera categérica que la chia sea
originaria de un lugar especifico, existe una alta probabilidad relacionada con los
territorios que actualmente ocupan la Republica Mexicana y Guatemala (Tecante,
2010).

Durante siglos esta pequefa semilla -denominando semilla al grano entero-
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 estd bien
fundamentada en el Codex Florentino escrito en tiempos de la conquista de
América entre 1548 y 1585 por Fray Bernardino de Sahagun, titulado “Historia
general de las cosas de Nueva Espafia”, en el cual se describen algunos aspectos
relacionados con la produccién, comercializacion y usos de la chia (Figura 1.1). La
chia era utilizada como materia prima para la elaboraciéon de medicinas, alimentos
y pinturas, asi como en ofrendas a los dioses durante las ceremonias religiosas
(Sahagtn, 1579). Tenochtitlan, la capital del Imperio Azteca, recibia entre 5.000 y
15.000 tn 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 civilizaciéon (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).
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Figura 1.1. Imagen del Codex Florentino ilustrando la planta de chia (Sahagtn, 1579)

Con la llegada de los espafioles, las tradiciones de los nativos fueron
suprimidas y la mayor parte de su agricultura intensiva y de su sistema de
comercializacién destruidos. Los cereales introducidos por los espafioles (trigo,
cebada, arroz, entre otros) desplazaron muchos cultivos que habian tenido la
mayor preponderancia en las dietas precolombinas. Asi, de los cuatro cultivos
basicos de la dieta azteca, la chia y el amaranto perdieron sus lugares privilegiados
y casi desaparecieron, siendo los efectos de la persecucién espafnola mayores sobre
la chia que sobre el amaranto. El desarrollo paralelo del cultivo en las dos
civilizaciones favorecié la supervivencia del amaranto comparado con el de la chia
(National Research Council, 1989). Teniendo en cuenta que la chia es una planta de
dia corto, cuya floracion s6lo puede ser lograda en los paises europeos durante el
periodo de heladas o cercano a ellas y a las cuales no es tolerante, este
requerimiento fisiolégico impidi6é que la misma fuera cultivada en el Viejo Mundo
(Ayerza y Coates, 2005). Sin embargo, esta especie logré sobrevivir a la
persecucién de los conquistadores espafioles debido a la conservacion de algunas
tradiciones precolombinas por parte de pequefios 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.

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
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mexicana de Agricultura y Promocién 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 afios las semillas de chia fueron
comercializadas solamente en los mercados mexicanos y utilizadas como materia
prima para la elaboraciéon de la bebida denominada “chia fresca”, la cual era
consumida por razones étnicas o religiosas. En 1965 la chia comenz6 a estar
disponible en comercios dietéticos del sudeste de California y Arizona (Hicks,
1966) y hacia finales de los afios 1980s se inicié la comercializacion en los Estados
Unidos de un alimento para mascotas (Chia Pets), con lo que se incrementd la

demanda de las semillas y posibilitd la venta mayoritaria de su produccion.

1.2. La introduccion de la chia en la Argentina

En los ultimos afios, la chia resurgié adquiriendo particular importancia
debido a la composiciéon quimica de su semilla. Posee entre un 30-35% de lipidos,
destacandose el 4cido a-linolénico (~ 64 %), ~ 25 % de fibra, ~ 20 % de proteinas.
Es también fuente de otros compuestos de gran importancia para la salud, tales
como antioxidantes, vitaminas y minerales. Por otra parte, no contiene
componentes toxicos ni gluten, por lo que es apta para celiacos y la convierte en un
alimento completo y saludable (EFSA, 2005; EFSA, 2009). El aceite de chia es
excelente como agente secante para la proteccion de pinturas, artesanias y
maderas finas (Sistema Nacional Argentino de Vigilancia y Monitoreo de plagas,
2014). Estas propiedades fueron redescubiertas recientemente e impulsaron la
demanda de esta semilla por parte de los paises mas desarrollados, especialmente
Estados Unidos y la Unién Europea.

En América del Sur el interés de su cultivo fue promovido por el desarrollo
del “Proyecto Regional del Noroeste de Argentina” en la primera mitad de la
década de los 1990s. En esta iniciativa, organizaciones privadas y gubernamentales
tanto de los Estados Unidos como de Argentina trabajaron en forma cooperativa
con el objetivo de identificar y desarrollar comercialmente nuevos cultivos
industriales que pudieran diversificar la produccion agricola e incrementar los
beneficios de los productores del noroeste argentino (NOA), entre ellos la chia. A

tal fin, se introdujeron materiales genéticos y se aportaron sistemas de siembra y
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cultivos promoviendo el modelo de la “agricultura por contrato”, el cual
garantizaba la compra de la cosecha a un precio fijado al momento de la siembra.
Asi, esta modalidad restringio el cultivo de la chia en nuestro pais hasta la llegada
de diversas empresas nacionales y multinacionales dedicadas a su produccion,
procesamiento y comercializacién (Busilacchi y col., 2015). De esta manera, en el
periodo 2010/11 la superficie sembrada se limitaba a la agricultura por contrato y
el total de la produccién respondia a ese modelo, mientras que entre 2011/12 una
sequia historica en la region y el crecimiento de los precios internacionales del
producto provocaron un incremento explosivo de la superficie sembrada con chia

(Scalise, 2014).

1.3. Descripcion botanica y taxonémica
La planta chia (Salvia hispanica L.) pertenece a la familia Lamiaceae, que a

su vez es parte de la familia de la menta. Su descripcidn taxon6émica 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

S. hispanica es una planta herbacea anual que florece durante los meses de
verano. La planta tiene un porte erecto, alcanza entre 1-1,5 m de altura, con tallos
ramificados de secciéon 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). Las flores son hermafroditas purpuras o blancas, pedunculadas y se
encuentran reunidas en grupos de seis o mas, en verticilos sobre el raquis de la

inflorescencia (Martinez, 1959; Ramamoorthy, 1985).
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Figura 1.2. Cultivo y planta de Salvia hispanica L.

El fruto es tipicamente un esquizocarpo consistente en léculos
indehiscentes que se separan para formar 4 mericarpios parciales denominados
nuculas, cominmente 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, como se muestra en la Figura 1.3
(Ayerza y Coates, 2005). Las semillas son pequefias, miden entre 2-2,5 mm de
largo, 1,2-1,5 mm de ancho y 0,8-1 mm de espesor; una vez limpias y secas pueden
mantenerse durante afios ya que contienen antioxidantes que previenen el
deterioro del aceite retenido en su interior. En general, las semillas blancas son
mayores en peso, ancho y grosor que las oscuras (Ixtaina y col., 2008).

Las caracteristicas morfologicas y fenoldgicas que diferencian a las
variedades domesticadas de las silvestres de S. hispanica son calices cerrados,
semillas de mayor tamafio, inflorescencias mas compactas, flores mas largas,
presencia de dominancia apical y uniformidad en los periodos de floracién y
maduracion (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
domesticacion. En la actualidad, los esfuerzos se han dirigido hacia la seleccion de
plantas domesticadas, a partir de una porcidon pequefia del total de la diversidad

genetica (Cahill, 2004).
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Figura 1.3. Semillas de chia (Salvia hispanica L.)

1.4. Distribucion geografica y produccion

El cultivo de la S. hispanica se debe ajustar a determinadas condiciones
agroecologicas. En este sentido, el crecimiento de la chia se ve favorecido en suelos
arenosos-limosos, aunque puede crecer en suelos arcillosos-limosos si tiene un
buen drenaje. La planta es bastante resistente a suelos alcalinos y pocos profundos,
y se adapta bien en suelos con diferentes niveles de nutrientes. Sin embargo, un
bajo contenido de nitrégeno puede ser un factor limitante para obtener buenos
rendimientos (Ayerza y Coates, 2005). Si bien la semilla de chia necesita suelos
humedos para germinar, una vez que se han establecido las plantulas, se comporta
adecuadamente con cantidades limitadas de agua siendo capaz de crecer bajo un
amplio rango de precipitaciones (Ayerza y Coates, 2005). Presenta un ciclo de
aproximadamente 150 dias entre la siembra y la cosecha, seglin la zona geografica
de produccién, siendo considerados criticos los primeros 45 dias debido a que la
chia crece muy despacio y las malezas pueden competir por luz, nutrientes y agua.
La planta de chia se induce a floracién con dias cortos y menos de 12 horas de luz.
En ese periodo es clave la ausencia de lluvias que afecten las flores y el polen, ya
que es una especie de fecundacion cruzada. Durante la etapa de fructificacion,
cuando el grano se encuentra en estado lechoso (a partir de mayo y parte de junio
en el NOA) debe evitarse la exposicion a heladas que podrian provocar mermas en

el contenido de aceite de la semilla, afectando asi la calidad del producto. Esta
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situacion limita la siembra del cultivo a zonas con poca o nula ocurrencia de
heladas en ese periodo (Scalise, 2014).

La temperatura, la luz, el tipo de suelo y la nutriciéon de las plantas afectan
tanto la cantidad como la calidad del aceite contenido en la semilla de chia. Se ha
encontrado una correlaciéon negativa entre las temperaturas medias y el contenido
del 4cido 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
(Howell y Collins, 1957). La Tabla 1.1 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 1.1. Contenido y composicidn de acidos grasos de aceite de semilla de chia cultivada

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

) Aceite (g/100g Acido graso (%)
Fals 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

La cosecha debe practicarse dentro de periodos secos, con contenidos de
humedad inferiores al 11% en la semilla para posibilitar su posterior
almacenamiento ya que, si el fruto maduro queda expuesto a lluvias, el mucilago
que recubre las semillas provoca que estas queden pegadas dentro del aquenio,
dificultando la cosecha y ocasionando una disminucion de la calidad industrial
(Scalise, 2014).

En Argentina la chia se cultiva fundamentalmente en el NOA, ya que esta

region cumple con los requisitos basicos para el cultivo de la misma, periodos
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libres de heladas muy intensas y clima monzdnico (lluvias desde octubre a mayo y
seca desde junio a octubre). La época de siembra comprende desde mediados de
enero hasta principios de marzo. Las dreas de cultivo mas propicias estan ubicadas
en la zona que se extiende desde el norte de Santiago del Estero hasta al norte del
pais y desde Catamarca hasta el oeste de Formosa (Scalise, 2014). Las mayores
superficies de produccién se ubican en el norte de Salta (Gral. José de San Martin,

Oran y Anta), el este de Jujuy y el oeste de Formosa (Figura 1.4).

Relacién cobertura de chia por lote
Estimacion
MAYOR A 70%

ENTRE 50 y 70%
ENTRE 30 y 50%
ENTRE 10 y 30%
MENOR A 10% CLASIFICADO

Figura 1.4. Mapa de los departamentos de Salta con la clasificacion de lotes con

caracteristicas espectrales asociados al cultivo de chia (Scalise, 2014)

En estos casos, la implantacion obedece a criterios econdémicos distintos de
los estrictamente ordenados por la productividad y la calidad, definiéndose por la
necesidad de cubrir parte de la inversion realizada en la siembra ante la pérdida de
los cultivos privilegiados por los grandes establecimientos de la zona, tales como
los porotos y la soja. Es decir que el calendario de siembra de estos cultivos
(octubre, noviembre y diciembre para los porotos y la soja; enero y febrero para la
chia) permite la resiembra de chia en los mismos lotes previamente sembrados
con soja o porotos, como forma de recuperar el costo de los insumos aplicados

(herbicidas pre-emergentes) (Scalise, 2014).
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1.5. Produccion mundial

A nivel mundial, la produccién de chia registré un aumento vertiginoso. En
el periodo 2011-2014 experiment6é un crecimiento promedio anual del 106%
(Scalise, 2014). En la actualidad Argentina, Paraguay y Bolivia concentran cerca del
80% de la produccién mundial, seguido por México, Nicaragua, Australia, Pertu y

Ecuador (Tabla 1.2).

Tabla 1.2. Produccién mundial de chia. Evolucién del volumen de produccién de chia en

los principales paises productores. Periodo 2011-2014 (Scalise, 2014)

Principales paises Miles de toneladas

productores 2011 2012 2013 2014
Argentina 5,000 28,000 17,520 47,000
Paraguay 1,200 1,400 25,000 32,000
Bolivia 1,600 1,460 14,500 27,500
México 3,449 2,060 8,430 11,000
Nicaragua 0,201 0,215 0,440 8,165
Australia 3,600 1,485 2,200 3,055
Pert 0,127 0,520 1,600 2,880
Ecuador 0,300 0,700 1,010 1,400
Resto del mundo 0,073 0,160 1,800 3,000
Total mundial 15,550 36,000 72,500 136,000

Alrededor del 96-97% de la producciéon de chia tiene como destino la
exportacién realizada por empresas especializadas en el comercio de “specialities"
(Scalise, 2014). En el periodo 2011/2014 el volumen de exportaciones (en
toneladas) crecié siete veces registrando una tasa de crecimiento promedio anual
del 94%. En el afio 2014 se observo que Bolivia, Paraguay y Argentina
concentraron algo mas de dos tercios de las exportaciones mundiales, totalizando
36.300 ton, seguidos por México con el 11 %, Nicaragua y Ecuador, cada uno con el
5%, Peru con el 4%, Australia y Chile con el 3% cada uno y el resto (una decena de
paises) con el 2% restante (Scalise, 2014). Las importaciones de ese afio reflejaron
que los principales compradores son Estados Unidos (53%) y la Uni6n Europea
(17%), seguidos por Chile y Pert (con 6% cada uno), Australia (4%), Bolivia (3%),

Canada y China (2% cada uno), Paraguay, Israel y Sudafrica (con el 1% cada uno).

10
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Hasta el momento, los paises de la Unién Europea no se han incorporado
sustancialmente a la demanda mundial de chia, entre otras razones debido a la
prohibicion del consumo humano de la semilla afios atrdas. Ademads, la
incorporacién al consumo de otras regiones del mundo, como Asia y en especial
China, no ha sido trascendente y en la actualidad no constituye un importante polo
de demanda (Scalise, 2014).

En Argentina el consumo local de chia no es muy alto en relacién a la
produccion. Se estima que en el afio 2014 de las 47.000 toneladas cosechadas, 150
fueron destinadas al consumo directo (sin tratamiento industrial), otras 350 se
utilizaron para la extraccién de 70.000 litros de aceite (elaboracion de capsulas de

aceite) y el resto de la produccion fue exportada (Scalise, 2014).

1.6. Composicion quimica y aspectos nutricionales de la semilla de chia
La Tabla 1.3 muestra la composicion correspondiente a las semillas de chia
y a los cereales de mayor importancia a nivel mundial (arroz, cebada, avena, trigo,

maiz).

Tabla 1.3. Energia y composicion centesimal correspondiente a diversos granos

Proteinas Lipidos Carbohidratos Fibra Cenizas

Grano Energia 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
Chia23 550 19-23 30-35 9-41 18-30 4-6

1United States Department of Agriculture (2002); 2Ayerza y Coates (2004); 3Diario oficial de la
Unién Europea (2009)

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, es
importante remarcar que si bien la chia es conocida principalmente como una
importante fuente natural de acidos grasos w-3 (~65 % de su aceite es acido graso

a-linolénico), también posee otros compuestos de importancia a nivel nutricional.

11
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La semilla contiene concentraciones significativas de antioxidantes naturales y
fibra dietética. Se ha observado que cuando la semilla se coloca en un medio
acuoso, exuda un polisacarido mucilaginoso que rodea la semilla. Se ha informado
que el consumo de este mucilago ayuda a la digestiéon y que, junto con la semilla,
constituye una fuente alimenticia nutritiva (Mufioz y col., 2012). Ademas, la semilla
es una fuente importante de vitaminas y minerales, esta libre de gluten y no

contiene componentes téxicos.

1.6.1. Contenido de aceite y composicion de acidos grasos

El contenido de aceite de la semilla de chia es del 25 - 40%, presentando el
mayor porcentaje de acido a-linolénico (ALA, w-3) conocido hasta el momento (~
65%) y ~20% de acido linoleico (w-6), ambos requeridos por el organismo
humano para una buena salud (Mufioz y col. 2013). Asi, esta semilla posee el tenor
mas elevado (~82 - 84%) de acidos grasos esenciales (acidos a-linolénico y
linoleico), seguida por el cartamo, el lino y el girasol con 75, 72 y 67%,
respectivamente (Ciftci y col.,, 2012). Por su parte, los aceites de colza y de oliva
presentan un alto tenor de acidos grasos insaturados (67 y 82%, respectivamente)
debido al gran contenido de acido oleico, si bien registran niveles de acidos grasos
poliinsaturados del 27 y 11%, respectivamente.

La Tabla 1.4 muestra una caracterizacion comparativa del perfil de acidos
grasos de diversas fuentes ricas en w-3 asociadas al pez “menhaden” (Brevoortia
tyrannus), la semilla de lino, la semilla de chia y las algas marinas. Cabe sefialar
que de estas cuatro materias primas el lino (Linnum usitatissimum L.) y la chia
(Salvia hispanica L.) son los cultivos agricolas que presentan la mayor
concentracion de ALA w-3 conocida hasta el presente (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. Puede
observarse que la chia y el lino tienen un contenido de w-3 mucho mayor y un
menor tenor de acidos grasos saturados respecto de las fuentes marinas. El aceite
de chia presenta un contenido de acidos grasos saturados 2,8 y 5,1 veces menor
que el aceite del pez “menhaden” y las algas, respectivamente. Adicionalmente, los
aceites de chia, lino y algas marinas -al ser especies vegetales- se diferencian

principalmente del obtenido a partir del pez “menhaden”, ya que éste ultimo -al ser
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un recurso de origen animal- contiene cantidades apreciables de colesterol (521

mg/100 g) (United States Department of Agriculture, 2002).

Tabla 1.4. Caracterizacién comparativa de diversas fuentes de acidos grasos ricos en w-3

(Adaptada de Ayerza y Coates, 2005)

Acido graso (% del total de 4cidos grasos)
Aceite

14:0 16:0 16:1* 18:0 18:12 18:23 18:3¢ 20:43 20:5% 22:5¢ 22:6*

Pez “Menhaden” 8,0 152 105 78 145 21 1,5 1,2 132 49 8,6

Algas 42 145 276 08 54 23 1,7 47 27,7 = =
Chia = 6,9 = 28 66 190 638 = = = =
Lino = 55 = 1,4 19,5 15,0 575 = = = =

14:0: 4cido miristico; 16:0: acido palmitico; 16:1: 4cido palmitoleico; 18:0: 4cido estearico; 18:1:
acido oleico; 18:2: acido linoleico; 18:3: acido a-linolénico; 20:4: acido araquidonico; 20:5: acido
eicosapentanoico (EPA); 22:5: acido docosapentanoico (DPA); 22:6: acido docosahexanoico (DHA);

1w-7;2w-9;3w-6; *w-3

Los efectos benéficos del pescado han recibido mucha atencién; sin
embargo, los acidos grasos EPA y DHA son facilmente peroxidados formando
hidropero6xidos, cuyos productos de degradaciéon secundaria son perjudiciales a
nivel celular desde el punto de vista toxicolégico (Sugihara y col, 1994). La
evidencia cientifica muestra que tanto EPA como DHA pueden ejercer efectos
benéficos en cuanto a reducir el riesgo de enfermedades cardiovasculares, sélo si
la proteccion contra el estrés oxidativo es suficiente para minimizar el dafio a nivel
tisular (Songy 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).

1.6.2. Contenido de proteinas y composicion de aminoacidos
La chia posee un contenido de proteinas que oscila entre 19 y 23% (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
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por la Asociacion Celiaca Argentina como apta para su uso en pacientes celiacos
(Ayerza y Coates, 2001). Los aminoacidos de las proteinas de la chia también se

muestran en la Tabla 1.5.

Tabla 1.5. Contenido de aminoacidos correspondientes a hidrolizados de proteinas de

semillas de chia (Ayerza y Coates, 2005)

Aminoacido g/16 gN Aminoacido g/16 gN
Acido aspartico 7,64 Isoleucina 3,21
Treonina 3,43 Leucina 5,89
Serina 4,86 Tript6fano -
Acido glutamico 12,40 Tirosina 2,75
Glicina 4,22 Fenilalanina 4,73
Alanina 4,31 Lisina 4,44
Valina 5,10 Histidina 2,57
Cisteina 1,47 Arginina 8,90
Metionina 0,36 Prolina 4,40
Total 80,64

Cabe sefialar el contenido de lisina, asi como mayores porcentajes de
metionina y cistina que los presentes en proteinas de otras semillas oleaginosas

(Ting y col., 1990).

1.6.3. Vitaminas y minerales

La semilla de chia es una buena fuente de vitaminas B (Tabla 1.6).
Investigaciones recientes muestran que bajos niveles de vitamina B en sangre
estdn asociados a un aumento en el riesgo de sufrir una enfermedad
cardiocoronaria fatal y apoplejia (American Heart Association, 1999). La
comparacion del contenido de vitaminas de la chia con respecto al 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).

Con respecto al contenido de minerales, las semillas de chia son una

excelente fuente de calcio, fésforo, magnesio, potasio, hierro, zinc y cobre (Tabla
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1.6). Ademas, contienen entre 13-354, 2-12 y 1,6-9 veces mas calcio, fosforo y

potasio, respectivamente que el trigo, arroz, cebada, avena y maiz. Asimismo, en

comparacién 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 y la harina desgrasada de chia son muy

elevados, en comparacién con los informados para otras semillas (Bushway y col.,

1981).

Tabla 1.6. Contenido de vitaminas y minerales presentes en semillas de chia y en harina

residual desgrasada

Semilla de chia

Nutriente
Enteral Harina desgrasada?
Macroelementos (mg/100g)
Calcio 714 1180
Potasio 700 1100
Magnesio 390 500
Fésforo 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/100)
Niacina 6,13 11,30
Tiamina 0,18 0,79
Riboflavina 0,04 0,46
Vitamina A 4410 -

1 Instituto Nacional de Alimentos (2003); 2 Brown (2003)
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1.6.4. Fibra dietaria

El andlisis 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 (Tabla 1.3). El contenido de fibra en la harina residual de
chia representa alrededor del 40%, del cual ~5% corresponde a fibra dietaria
soluble, denominada mucilago. Al ser sumergidas en agua, las semillas de chia
quedan envueltas por un material de aspecto gelatinoso conocido como mucilago,
el cual es de interés no so6lo 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
glucurdnico en proporciones de 2:1:1, cuyo peso molecular varia entre 0,8 a 2x103
kDa. D-xilosa y D-glucosa son los principales azicares con cantidades significativas
de acidos urénicos (acidos glucurénico y galacturénico) y otros azicares neutros
tales como arabinosa y galactosa (Timilsena y col.,, 2016). Presenta 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 - glucano

(Lin y col., 1994).

1.6.5. Antioxidantes

La Tabla 1.7 muestra los compuestos polifenolicos 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 fraccién 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
Goiii, 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 en menor proporcion a la
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quercetina, la cual es uno de los compuestos mas potentes y estables que inciden

en la actividad antioxidante (Huang y col., 2005).

Tabla 1.7. Concentracién de antioxidantes fendlicos presentes en extractos de semilla de

chia (Tagay col., 1984)

Compuesto g/kg de semilla de chia

Extracto no hidrolizado

Flavonoles nd
Acidos cindmicos
Acido cafeico 6,6 x 10-3
Acido clorogénico 7,1x 10-3

Extracto hidrolizado

Flavonoles
Mircetina 3,1x10-3
Quercetina 0,2x10-3
Kaempferol 1,1x10-3
Acidos cindmicos
Acido cafeico 13,5x 10-3

Asimismo, Ixtaina (2010) registré un contenido total de tocoferoles de 95-
110 ppm en las semillas de chia, siendo el principal compuesto y-tocoferol.
Ademas, se encontraron menores concentraciones de 8-tocoferol, asi como trazas

de a-tocoferol (Ixtaina, 2010).

1.7. Aspectos legislativos y usos actuales

Mediante la Resoluciéon Conjunta 201/2008 y 567/2008 se realizé una
modificacion del Articulo 896 bis, a fin de incorporar la semilla de chia en el Codigo
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 danadas y libres de insectos vivos. Las semillas no deben contener mas de
1% de materias extrafias, de las cuales el material mineral debe ser inferior a

0,25%, mientras que los insectos muertos, fragmentos o restos de insectos y/u

17



Capitulo 1

otras impurezas de origen animal no deben superar el 0,1% (Cédigo Alimentario
Argentino, 2008).

En el ano 2009, se incorporéd al CAA el Articulo 1407 bis, en el cual se
incluy6 con la denominacién de harina de chia al producto proveniente de la
molienda de la semilla de chia (Salvia hispanica L.), debiendo presentar ésta ultima,
caracteristicas de semillas sanas, limpias y bien conservadas, que hayan sido
sometidas a prensado para la remocién parcial o practicamente total del aceite que
contienen. En el mismo, se tienen en cuenta dos tipos de harina de chia, segiin lo
especificado en la Tabla 1.8.

En el mismo afio, mediante Resolucion Conjunta 76/2009 y 391/2009
Modificacion (06/2009), se autorizo el uso de aceite de chia exclusivamente en
suplementos dietarios, en los términos del Articulo 1381 del Cédigo Alimentario

Argentino (CAA).

Tabla 1.8. Composicién de diversos tipos de harina de chia autorizadas en el Codigo

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

A nivel internacional, la semilla de chia es considerada como un suplemento
dietario por la FDA (Food and Drug Administration, 2009). Por otra parte, en el
afio 2009 quedd autorizada en el mercado comunitario (Uniéon Europea) la
comercializaciéon 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 del 5% (Comision de las Comunidades
Europeas, 2009). En 2013, este contenido fue modificado extendiendo el nivel de
este ingrediente hasta un 10% en las categorias de alimentos tales como productos
de panaderia, cereales y mezcla de frutos secos para desayuno (Comision de las

Comunidades Europeas, 2013).
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2. Aceites vegetales comestibles
2.1. La importancia de las grasas y aceites

Las grasas y aceites comestibles constituyen una fuente muy importante
para la nutricién de los seres humanos y su demanda se ha incrementado en
funcion del tiempo, lo cual, dado que el crecimiento de la poblacion mundial trae
aparejado este tipo de necesidades, depara un desafio permanente (Autino,
2009a). La importancia de los aceites vegetales comestibles radica en su alto valor
energético, asi como en su capacidad de ser vehiculo de las vitaminas liposolubles
y fuente de acidos grasos esenciales, los cuales son indispensables para el
organismo. Ademas, es importante su contribuciéon ya que tienen impacto 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. El mejoramiento del sabor es el
motivo principal por el cual las grasas y los aceites han sido apreciados durante

largo tiempo.

2.2. Composicion 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 e influir sobre sus caracteristicas y comportamiento
durante el procesamiento, es importante conocer las propiedades de los mismos.
Los aceites y grasas mas comunes estan compuestos por un nimero pequefio de
unidades constitutivas principales, motivo por el cual la mayoria de las diferentes
caracteristicas puede atribuirse a la presencia de componentes minoritarios y a la
gran cantidad de posibles combinaciones de estas unidades de construccidn
(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 &cido graso, asi como su distribucién en estas posiciones,
determina las caracteristicas del triacilglicerol. Asi, no s6lo es de gran importancia
la composicién acidica sino también la estructura de los triacilgliceroles, la cual da

origen a la respectiva composicidn triacilgliceridica (Bockisch, 1998).
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En los ultimos afos, los avances en el conocimiento de la genética vegetal,
asi como el desarrollo de la ingenieria genética han ampliado la posibilidad de
modificar la composicion de los acidos grasos de los aceites de manera mas rapida,
precisa que las técnicas de mejoramiento tradicionales. Asi, se han obtenido aceites
mas estables, con un mayor contenido de &cidos grasos monoinsaturados y una
menor proporcion de acidos grasos poliinsaturados, mientras que otros proyectos
se han enfocado en la obtencién de cultivos oleaginosos con un mayor contenido
de acidos grasos de la serie de los w-6 y w-3 (Bockisch, 1998).

Las composiciones de acidos grasos de los principales aceites vegetales se
presentan en la Tabla 1.9. Asi, el espectro de acidos grasos de dichos aceites esta
constituido por alrededor de 10-12 compuestos, los cuales representan mas del 98

% de todos los acidos grasos presentes en los alimentos.

Tabla 1. 9. Composicion acidica de los principales aceites vegetales (Bockisch, 1998)

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 71,1 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
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 insaturacion de los acidos grasos y la distribucién de los 10-12
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 distribucién en la

molécula de glicerol (Bockisch, 1998).
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2.3. Acidos grasos poliinsaturados (PUFAs)

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

Todos los acidos grasos que predominan en las grasas y aceites presentes
en alimentos 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 Organica (Bockisch, 1998).

Los acidos grasos poliinsaturados (PUFAs) poseen dos o mas pares de
atomos de carbono con dobles enlaces. El término omega-3 (también denotado
como w-3 o n-3) es un descriptor estructural, para una familia de acidos grasos
poliinsaturados (PUFAs), el cual indica la posicién del doble enlace sobre el
carbono-3, contando al carbono del grupo metilo terminal como el carbono-1 de la

cadena carbonada del 4acido graso (Jacobsen y col., 2013) (Figura 1.5).
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Carbono-3 a partir del carbono metilo

Figura 1.5. Estructura genérica de los acidos grasos omega-3 (acido a-linolénico)

En comun con todos los acidos grasos, los acidos de la familia w-3 tienen
nombres sistematicos y comunes (Tabla 1.10). Sin embargo, también pueden
mencionarse a través de una nomenclatura abreviada que indica el nimero de
atomos de carbono en la cadena, el nimero y posicién del primer doble enlace
respecto al grupo metilo carbono (Tabla 1.10). Por lo tanto, el acido a-linolénico
(18:3 w-3) es el &cido w-3 mas simple (Jacobsen y col., 2013).

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. El acido a-linolénico se sintetiza a partir del acido
linoleico (18:2 w-6) mediante la desaturacion catalizada por la enzima desaturasa

A5 (las desaturasas son nombradas de acuerdo al primer carbono que lleva el
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doble enlace recién insertado y contando al carbono carboxilo como el carbono-1).
Asi como otros animales, los seres humanos no poseen la enzima Al> desaturasa y
por lo tanto no pueden sintetizar el acido a-linolénico de novo. Es por esta razén

que el 4cido a-linolénico es considerado un acido graso esencial.

Tabla 1.10. Familia de acidos grasos poliinsaturados w-3 (PUFAs) (Jacobsen y col., 2013)

Nombre sistematico Nombre comin Nomenclatura
abreviada
cis-9,12,15-4cido octadecatrienoico Acido a-linolenico (ALA) 18:3 w-3
cis-6,9,12,15-acido octadecatetraenoico Acido estearidénico (SDA) 18:4 w-3
cis-8,11,14,17- eicosatetraenoico Acido eicosatetraenoico (ETA) 20:4 »-3
cis-5,8,11,14,17-eicosapentaenoico Acido eicosapentaenoico (EPA) 20:5 -3

cis-7,10,13,16,19- docosapentaenoico Acido docosapentaenoico (DPA) 22:5 w-3
cis-4,7,10,13,16,19-docosahexaenoico ~ Acido docosahexaenoico (DHA) 22:6 -3

Otro acido graso esencial es el 4cido linoleico (18:2 w-6). La esencialidad de
los w-6 se conoce desde los afios 1920s. Los signos de deficiencia de w-6 incluyen
la disminucidn en el crecimiento, el incremento en la pérdida de agua epidérmica,
el deterioro en la cicatrizacién de las heridas, alteraciones en la reproduccién
(Mead y col., 1986; Chapkin, 1992). El acido linoleico es el acido graso w-6 mas
comun de nuestra dieta, el cual es el primero en ser desaturado a 18:3 w-6. Se
estima que la velocidad de esta primera desaturacién 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 la 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 elongacién y desaturacién a 22:4 w-6 y 22:5 w-6,
aunque la funcion de estos acidos grasos atin no se conoce con exactitud.

Debido a que las plantas poseen enzimas desaturasas AlZ y Al> pueden
sintetizar de novo e interconvertir las familias de dcidos w-3 y w-6. Por otra parte,

si bien los animales son incapaces de sintetizar los acidos w-3 y w-6 de novo,
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pueden metabolizarlos mediante elongaciones y desaturaciones que ocurren
principalmente a nivel hepatico. La elongacién y desaturacion de los acidos grasos
insaturados 18:2 w-6 a 18:3 w-3 y la conversién del 18:3 w-3 a 20:5 w-3 al 22:6 w-

3 se muestran en la Figura 1.6 (Jacobsen y col., 2013).

A5 desaturasa

Acido linoleico (18:2 w-6) Acido a-linolénico (ALA; 18:3 w-3)

(Solo en plantas)
A% desaturasa

Acido estearidénico (18:4 w-3)
elongasa

Acido eicosatetraenoico (20:4 w-3)

A5 desaturasa

Acido eicosapentaenoico (EPA; 20:5 w-3)

elongasa

Retroconversion elongasa
A% desaturasa
B-oxidacién

Acido docosahexaenoico (DHA; 20:6 w-3)

Figura 1.6. Conversion del acido linoleico a acido a-linolénico y del acido a-linolénico a

acidos grasos omega-3 mas insaturados y de cadena mas larga (Jacobsen y col.,, 2013).

A través de esta via, el acido o-linolénico se convierte en acido
estearidonico (18:4 w-3) por accion de la desaturasa A® y luego el acido
estearidonico se elonga a acido eicosatetraenoico (20:4 w-3), el cual es
posteriormente desaturado por la desaturasa A5 para producir EPA (20:5 w-3)
(Figura 1.6). Es importante sefialar que esta via de conversion del acido o-
linolénico a EPA esta en competencia directa con la conversion del acido linoleico
en acido araquidénico (20:4 w-6) ya que ambas utilizan las mismas enzimas. La
reaccion de la desaturasa Aé constituye el paso limitante de la velocidad en esta via
y, debido a que el acido linoleico es mucho mas frecuente en la mayoria de las
dietas humanas que el 4cido a-linolénico, el metabolismo de los acidos grasos w-6

es cuantitativamente mayor. Adicionalmente, existe una via bastante compleja
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para la conversion de EPA (20:5) w-3 en DHA (22:6 w-3) la cual involucra una
doble elongacion, desaturacion y (-oxidacién (Figura 1.6). Los acidos EPA y DPA
también pueden ser sintetizados a partir de DHA por retro-conversion debido a 8-
oxidacion peroxisomal limitada (Jacobsen y col., 2013) (Figura 1.6).

Los PUFAs constituyen un sustrato facilmente oxidable, presentando una
mayor susceptibilidad al deterioro oxidativo a medida que aumenta el nidmero de
dobles enlaces. Ahora bien, teniendo en cuenta 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.
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Tabla 1.11. Propiedades fisicas y quimicas de los principales acidos grasos poliinsaturados (CnHzn-202) (Bockisch, 1998)

indice de
Peso Punto de Densidad Indice de Numero
n Nombre comin Denominacion quimica Desde CH:; refraccion
molecular fusion (°C) (g/mL a °C) iodo acido
(unidad/°C)

12 Linoleico 9,12-octadecadienoico (LA) n-6 6 280,44 -5,2 0,9020/20 1,4699/20 181 200

9,12, 15-octadecatrienoico
18 a-linolénico n-3 3 278,42 -1,1 0,9046/20 1,4780/20 274 202

(ALA)

6,9, 12-octadecatrienoico

18  y-linolénico n-6 6 278,42 -6 - - 274 202
(GLA)

18 Elaeostearico 9c,11t,13t-octadecatrienoico n-5 5 278,42 -49 0,9028/50 1,5112/50 274 202

5,8,11,14-eicosatetraenoico
20 Araquidonico (AA) n-6 6 304,46 -49,5 0,9219/20 1,4824/20 304 184

5,8,11,14, 17-
20 Timnodonoico n-3 3 302,45 - - 1,4977/23 - 186
eicosapentaenoico (EPA)
4,8,12,15,19-

22 Clupadonoico n-3 3 330,50 <-78 0,9290/20 1,5014/20 464 170

docosapentaenoico (DPA)

4,7,10,13,16,19-

22 Cervodnico n-3 3 328,49 <<-75 - 1,5017/20 - 172

docosahexaenoico (DHA)
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2.4. Aceites especiales “gourmet”

Los aceites “gourmet” son caracterizados por su aroma Yy 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 (nuez, almendra, etc.).
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 desodorizacién, 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 distincion entre aceites especiales y “comodities” requiere una definicién
precisa de dichos términos. Una revision reciente sobre los “aceites especiales
menores” ha sugerido que aquel aceite con una producciéon anual inferior a 1
millén 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 aplicacidn de calor excesivo
puede conducir a la destrucciéon de vitaminas y clorofilas u otros pigmentos
asociados a la designacién de “virgen”. Los aceites prensados en frio, aceites
virgenes de grado maximo, son comercializados en el mercado a precios muy
superiores a los de los aceites “comodities” y se consideran la mejor opcién para la
coccion y utilizacién como aderezo de ensaladas. 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 extraccion de aceites especiales y “comodities” (Moreau y Kamal-Eldin, 2009)

Refinacion,
Proceso de . . Sy .
" Ventajas Desventajas desodorizacion Ejemplos
extraccion
y blanqueo
Prensado en frio o Retiene compuestos minoritarios Bajo rendimiento de aceite No Aceite virgen de
centrifugacion (compuestos volatiles, fendlicos y oliva, palta,
clorofilas) cafnamo
Extraccion mediante Proceso no toxico y mas seguro que la  Mas caro. Los rendimientos pueden ser Opcional Aceite de avena
fluidos supercriticos extraccion con hexano. No requiere menores a los obtenidos con hexano
(CO2) eliminar solventes de la miscela o de
la harina residual
Extraccion con etanol ~ Solvente menos toxico y mas Mas dificil de remover los extractos no Si Aceite de grano de
seguro que el hexano lipidicos de la miscela y la harina maiz
Prensado estandar Tecnol6gicamente simple y Menor rendimiento que la extracciéon con  Si Aceites
econdmico para produccion a hexano, las altas temperaturas pueden “comodities”
gran escala industrial causar algunos cambios quimicos en el
aceite y la harina
Extraccion solido- Bajo costo, altos rendimientos Problemas para la salud y de seguridad Si Aceites
liquido con hexano “comodities”
Pre-prensado + Bueno para semillas con >20% aceite  Requiere mas equipamiento Si Aceites
extraccién con hexano “comodities”
Extraccion acuosa Técnica suave, ambientalmente limpia Alto costo de las enzimas, rendimiento Opcional En desarrollo

enzimatica

menor a la extraccion con hexano
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La composicion de acidos grasos de los aceites vegetales es generalmente la
caracteristica que recibe la mayor atencion, aunque tal como se vio anteriormente,
existe una serie de compuestos minoritarios que contribuyen significativamente a
las propiedades nutricionales de los mismos. Los aceites vegetales constituyen una
buena fuente de acidos grasos esenciales (acidos linoleico y a-linolénico) y otros
acidos grasos derivados de éstos. Es sabido 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 antiinflamatorio. Luego de la revolucion agricola, el consumo de
acido linoleico aument6 y consecuentemente los productos inflamatorios
dinoprostona (o prostaglandina E2) y cierto numero de leucotrienos. Por ello, se
aconseja mejorar el balance de consumo de aceites ricos en w-6 mediante la
ingesta relativa de otros acidos grasos incluyendo los acidos oleico, a-linolénico, y-

linolénico, EPA 'y DHA (Simopoulos, 2004).

2.5. Procesamiento de aceites vegetales mediante procesos convencionales

La extraccién de aceites vegetales a nivel industrial se lleva a cabo
basicamente mediante dos métodos: prensado mecanico y extraccién con sélido-
liquido.

El prensado mecanico se realiza a través de las denominadas prensas
continuas, las cuales comprimen la masa de la semilla a presion elevada, logrando
de esta manera liberar el aceite contenido en su interior, el cual escurre a través
del barril de la prensa. El material residual que sale de las prensas con un bajo
contenido de aceite residual (6-7%) se denomina “torta o expeller”, mientras que
el aceite separado que contiene impurezas debe 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 extracciéon sélido-liquido 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

extraccion del aceite.
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A fin de llevar a cabo de manera correcta el proceso de extraccion, el
material a extraer debe ser convenientemente preparado, mientras que el
disolvente debe ser puro para evitar la incorporacién de contaminantes y
emplearse a la temperatura adecuada (Autino, 2009b). Todas las semillas
oleaginosas tienen que ser preparadas para la extraccién de acuerdo a los
requerimientos asociados a cada clase de semilla y a la tecnologia elegida. La
preparacion consiste en una serie de tratamientos mecanicos y fisicos, aplicados a
las semillas con el objetivo de optimizar la extraccion, ya sea a través del prensado
mecanico o utilizando en forma directa la extraccion so6lido-liquido.

En muchas semillas durante el proceso de preparaciéon 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 propoésito 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

- extraccidn de aceite (prensado o extraccion so6lido-liquido)
- tratamiento de la miscela o del aceite extraido

- tratamiento de la harina de extraccion

En la Figura 1.7 se muestran las etapas del proceso de extraccion de aceite

de semilla mediante un diagrama de flujo (Bockisch, 1998).
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Semilla (seca)

I >> Material extrafio >Residuo
Limpieza >Material combustible
>> Cascaras >Activos para harinas
Descascarado ] ]
DTS >Material combustible
| I
Desintegraciéon  Rotura
<>
—
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| v
Estructuracién Rodillos corrugados
— — —>
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| | ¢
¢ Pre-prensado Extraccion
1 1 |
Solvente >> | Aceite Aceite
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U | v

?
?
?

Condensacion de la
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Extraccion con solventes

| Miscela ¢ ¢
Torta de extraccién T >
| ¢ Filtracion
|
Desolventizacion » ¢
Remocion del solvente
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iR < Solvente | | Aceite

Clarificacién
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Extraccion de harina

Harina

Aceite crudo
| —> —>
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Aceite crudo degomado

>> Lecitinas

Figura 1.7. Diagrama de flujo de la extraccion de aceite de semillas oleaginosas (Bockisch,

1998)
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2.5.1. 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 ain permanezcan en los mismos, entre los cuales se
incluyen metales, hojas, pequefias ramas y otros materiales extrafios, utilizando
zarandas, cernidores rotativos, separadores magnéticos y sistemas de aspiracidn.
Luego, el pesaje de los granos nos permitira conocer la cantidad que vamos a
procesar.

El triturado es la reduccion del tamafio a través del uso de los molinos
quebradores o trituradores. Si bien la mayoria de las oleaginosas son
descascaradas, la extraccidn sin descascarado es posible. Sin embargo, las cascaras
usualmente no contienen aceite y reducen la capacidad de la planta de extraccién o
bien pueden presentar componentes que disminuyen la calidad del aceite y/o el
contenido de proteinas en la harina residual. La conveniencia econémica del
descascarado depende de la proporciéon de cadscara 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 propoésito 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 liberacion del
aceite contenido en las células oleiferas, durante el proceso de extraccién por
solventes o bien por prensado (Autino, 2009b).

La coccién es utilizada en el caso de los granos con elevado contenido de
aceite, cuyo proposito radica en 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 algoddn) 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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2.5.2. 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 extracciéon so6lido-liquido 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 estd cobrando nuevamente
interés (Bockisch, 1998).

Las prensas abiertas son cominmente 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 didmetro constante desde el
comienzo al final, la cual aloja al tornillo sinfin cuyo eje aumenta en esta direccion,
con el fin de mantener la presién 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 determinan la presién dentro de la prensa. Se pueden alcanzar
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 combinaciéon 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 utilizacién de la harina ya sea en la extracciéon 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 presién de molienda a las

semillas. Otro tipo de prensa es la que aplica presion directamente sobre las
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semillas ubicadas en un barril con orificios a los costados lo cual permite el

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

2.5.3. Extraccion de aceite solido-liquido

La extraccién sélido-liquido es el proceso de obtencion del aceite crudo con
un solvente a partir de semillas oleaginosas previamente tratadas mediante una
adecuada preparacion.

Diferentes tipos de transferencia se llevan a cabo en cada una de las
secciones del proceso de extraccion siendo la transferencia de masa, la mas
trascendente. La parte mas importante de la extraccién sélido-liquido es el
extractor, ya que es alli donde se produce el desaceitado del material entrante
previamente acondicionado. El otro equipamiento u operacién inseparable de la
extraccion -en los métodos utilizados industrialmente- es la desolventizacion. En

ambos casos, la transferencia de masa es fundamental, si bien no es la tnica.

2.5.3.1. Extraccion

En la transferencia del aceite desde el s6lido 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 composicidon queda establecida por el equilibrio logrado con el aceite
contenido en el sélido. 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 difusién del aceite dentro del sé6lido. 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
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métodos combinados si bien alguno de ellos prevalece (Demarco, 2009). La
percolacion asegura que el solvente saturado sea permanentemente reemplazado
por solvente/miscela no saturado.

A diferencia del proceso de percolacion, en el proceso de inmersién 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 desplazamiento forzado del disolvente. Asi, el sistema estatico necesita
agitacién para asegurar que el solvente concentrado sea reemplazado. Este hecho
conduce al incremento en la formacion de particulas de semillas muy pequefias las
que luego deben ser removidas de la miscela. Generalmente, el proceso de
inmersion es mas apropiado que el de percolaciéon 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).

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 extracciéon ocurrird 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 operacién de extraccion es
importante, independientemente del tipo de extractor utilizado (Demarco, 2009).

El tiempo de extraccion influye sobre la velocidad de extracciéon 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 extraccidn. En lineas generales, a mayor tiempo de extraccién sera mejor el
desempeiio de la planta en su conjunto (Figura 1.8).

La temperatura de extraccion también es importante, ya que al aumentar la
misma disminuye la viscosidad y se incrementa la solubilidad del extracto.
Menores viscosidades y mayores solubilidades resultan en mayores velocidades de

extraccion. La temperatura no s6lo afecta este ultimo parametro, sino también la
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proporcidon entre los componentes lipidicos y no-lipidicos del aceite crudo

(Bockisch, 1998; Demarco, 2009).
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Figura 1.8. Curva de extraccion tipica (Demarco, 2009)

2.5.3.2. Desolventizado

El disolvente asociado a la fraccion de aceite se puede eliminar a niveles
residuales muy bajos utilizando una evaporacién de efecto multiple y tecnologia de
recuperacién de capa fina con vapor bajo vacio. Por otra parte, el disolvente
presente en la fraccidn 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 en la procedente de la inmersion el contenido es mayor (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 presién de vapor del
sistema aumenta y también el punto de ebullicion, 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

intercambiadores de calor. Asi, es necesario encontrar una solucién de
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compromiso entre los parametros tiempo de contacto y temperatura (Bockisch,

1998).

2.5.4. Extraccion mediante fluidos supercriticos (EFSC)

Los productos extraidos con fluidos supercriticos son de calidad superior a
los obtenidos por extraccion sélido-liquido, fundamentalmente por la ausencia de
residuos de solvente en los mismos, y por las condiciones de procesamiento
(temperaturas moderadas). No obstante, el empleo de altas presiones requiere
altos costos de inversion y de operacion. En la actualidad, los procesos
supercriticos presentan ventajas frente a los procesos de extraccion tradicionales
cuando se aplican en la obtencion de productos de alto valor agregado (materiales
térmicamente inestables como acidos grasos poliinsaturados, aceites citricos
esenciales, etc.) o cuando se procesan grandes volimenes de materiales, como en
el caso del café y del té, entre otros (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. Por encima del punto
critico de una sustancia pura, no puede existir equilibrio liquido-vapor por ello, 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 extraccién (Espinosa,
2001). Adicionalmente, en regiones donde un fluido supercritico es altamente
compresible, su densidad (y por lo tanto su poder solvente) puede ser 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 y 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:
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- Baja temperatura de extraccion: muchos de los fluidos cominmente utilizados
presentan temperaturas criticas inferiores a 100 °C y otros como el CO2, el etano y

etileno son atin menores de 50 °C (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. (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 so6lo disminuir la temperatura y/o presion de
operacion, lo que permite su reutilizaciéon en unidades de procesos continuos y
semicontinuos (Espinosa, 2001).

Los tres fluidos mas populares en la tecnologia de fluidos supercriticos son:
di6xido de carbono, agua y propano. El diéxido de carbono no es tdxico, ni
inflamable, es ambientalmente benigno, ampliamente disponible con alto nivel de
pureza y bajo costo, presentando una temperatura critica de 31 °C. Por excelencia,
el fluido supercritico es adoptado para el procesamiento de productos naturales
con aplicaciones en la industria de alimentos, nutracéutica, farmacéutica y
cosmética.

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

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

2.6. Oxidacion lipidica
2.6.1. Autooxidacion lipidica

Los lipidos insaturados pueden sufrir procesos de deterioro durante el
procesamiento, almacenamiento y/o manipulacion de alimentos. Estos procesos
pueden dar origen a compuestos toxicos 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).
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Figura 1.9. Esquema general del proceso de autooxidacion lipidica (Marquez-Ruiz, 2008)

La autooxidacion 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 continuacién (Nawar, 1996; Frankel, 2005) (Figura 1.9).

Iniciacion

La oxidacién 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
reaccion no cumpliria con la regla de la conservacidn del spin. En funcion de ello, la
producciéon de los primeros radicales debe estar catalizada. En presencia de
factores de iniciacién o iniciadores (I), 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:

I
LH—IH+ L* Ec.1.1
R;

Los iniciadores pueden producir radicales por disociacién térmica de
hidroperoxidos presentes como impurezas o por descomposicion de
hidroperoxidos 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
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hidroperoxidos, los cuales pueden servir como iniciadores en las reacciones
anteriores. La via mas comun de generaciéon del oxigeno singulete es la
fotosensibilizacién 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 reaccién 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).
K
L + 0, - LOO* Ec. 1.2

K
LOO* + LH - LOOH + L Ec.1.3

La susceptibilidad de los lipidos a la autooxidacion depende de la
disponibilidad y de la relativa facilidad de los hidrégenos alilicos para reaccionar
con los radicales peroxilos. Debido a la estabilizacién por resonancia de las
especies L* pueden formarse hidroperéxidos isoméricos. Los hidroperéxidos son
los productos primarios fundamentales de la oxidacidn lipidica. Son relativamente
inestables y por ello participan en numerosas reacciones posteriores. En los
primeros estadios de la autooxidacién, su velocidad de formacion excede a la
velocidad de descomposicidn; mientras que en los ultimos estadios se registra la

relacion inversa (Frankel, 2005).

Terminacion
En las ultimas etapas de la oxidacidn 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 hidroper6xidos pueden sufrir reacciones tales como la homolisis
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).
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Otras reacciones de terminacion involucran la condensacién 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

continuacioén:
2LO0O* - 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 reacciéon que conducen
a la formacién de una mezcla de sustancias monomeéricas, poliméricas y volatiles
de bajo peso molecular (productos secundarios) (Nawar, 1996). Cada
hidroper6xido 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).

2.6.2. Factores que afectan la velocidad de autooxidacion 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

continuacion, se enumeran y describen los principales factores involucrados.

Composicion de los dcidos grasos

El nimero, posicidon y geometria de los dobles enlaces afecta la velocidad de
oxidacion. Las menores energias de disociacion para hidrogenos unidos a carbonos
se encuentran entre dobles enlaces adyacentes (Nawar, 1996). Por lo tanto, éstos
son los sitios mas favorecidos termodindmicamente para ser atacados por los
radicales peroxilos, por ello a mayor grado de insaturacion la velocidad de
oxidacién es mayor. Por otra parte, los isémeros cis se oxidan mas rapidamente

que los trans, la longitud de la cadena del 4cido graso no tiene efecto aparente en la
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velocidad o extensidon de la formacion de radicales y los acidos grasos libres se

oxidan a mayor velocidad que los esterificados.

Concentracion de oxigeno
En condiciones de alta concentracion de oxigeno (condiciones
atmosféricas), la velocidad de oxidacién 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 funcién del aumento de la temperatura. La temperatura ejerce un efecto sobre
la presion parcial de oxigeno, asi como también actiia disminuyendo la solubilidad

del oxigeno (Tironi, 2005).

Area superficial
La velocidad de oxidacion se incrementa proporcionalmente al area

superficial expuesta de los lipidos (Tironi, 2005).
Humedad

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

mayores valores de aw (Labuza y col., 1972).
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 oxidacién lipidica favoreciendo

la formacidn de radicales libres (Frankel, 2005).

Energia radiante

Tanto la radiacién visible, ultravioleta como gamma son promotoras de la

oxidacion lipidica (Frankel, 2005).
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Agentes antioxidantes

Los antioxidantes son un extenso grupo de compuestos quimicos que tienen
la capacidad de inhibir o retrasar los procesos de oxidacién. 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 toxicologica. Este hecho ha originado una tendencia de sustitucidon
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 (OHe), 4) uniéndose a metales
que actian como agentes prooxidantes, 5) favoreciendo la descomposicion de
productos primarios a compuestos no radicalarios y 6) por interrupciéon de la
cadena de iniciacion o propagacion transfiriendo dtomos de hidrégeno a los

radicales lipidicos (Le) y peroxilos (LOOe) (Shahidi, 1997; Frankel, 2005).

2.7. Sistemas de provision “delivery systems”

A partir de los documentados beneficios para la salud que produce la
ingesta de acidos grasos w-3, se han realizado grandes esfuerzos en la promocién
de un consumo adecuado de los mismos, mas aun en el caso de las dietas
occidentales, que se caracterizan por una dieta alta en acidos grasos w-6 y baja en
w-3 (Simopoulos, 2002).

Para paliar estas dificultades, en los ultimos afios el desarrollo y empleo de
sistemas de provision o vehiculizacidn “delivery systems” de compuestos esenciales
y sensibles (entre ellos los acidos grasos w-3) han recibido una gran atencion
(Perry y Metzger, 1980; Jansen y col., 1991). La idea conceptual vinculada a la
implementacion de estos sistemas esta orientada a lograr el enriquecimiento de
alimentos en dichos compuestos, con la respectiva y eficiente proteccion que
pueden brindar estos sistemas si estan apropiadamente disefiados (Gaybor Tobar

y Casas Velasquez, 2008; Ribotta y col., 2009).
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En este sentido, la emulsificacion puede constituir una alternativa
tecnolégica valida para tal fin. Las emulsiones O/W presentan una serie de
ventajas potenciales como sistemas de provisién de componentes bioactivos. En
principio, estos sistemas estdn constituidos por tres regiones diferentes: la fase
oleosa, fase acuosa y la capa interfacial. Por lo tanto, es posible incorporar agentes
bioactivos polares, no polares y anfifilicos dentro del mismo sistema de provisién
(McClements, 2005a). Ademads, la estructura de las emulsiones posibilita el
desarrollo de nuevas estrategias a fin de incidir en la estabilidad quimica de los
componentes bioactivos, por ejemplo, mediante la ingenieriade la interfase y/o el
estudio de la localizacién fisica de los diferentes compuestos (Coupland y
McClements, 1996; McClements y Decker, 2000). Asimismo, es posible preparar
emulsiones con diferentes propiedades reolégicas de manera conveniente para
cada aplicacién especifica (Genovese y col,, 2007). A su vez, las emulsiones pueden
utilizarse directamente o bien ser sometidas a un proceso de secado para obtener
polvos, lo que facilita su transporte y utilizacién en ciertas aplicaciones
(Soottitantawat y col., 2003; Desai y Park, 2005; Klinkesorn y col., 2005c; Vega y
Roos, 2006). Finalmente, la obtencién de estos sistemas puede lograrse a partir de
ingredientes de grado alimentario (agua, aceite, fosfolipidos, proteinas y
polisacaridos) empleando operaciones de procesamiento de baja complejidad
(mezclado y homogeneizacion).

Ahora bien, las emulsiones convencionales son usualmente el sistema
considerado para lograr la vehiculizacion de lipidos bioactivos debido a su relativa
facilidad de preparacion y bajo costo. No obstante, éstas pueden ser a menudo
propensas a sufrir procesos de desestabilizacién fisica al ser expuestas a
calentamiento, refrigeraciéon, congelacién, secado, pH extremos y altas
concentraciones de minerales. Ademas, pueden exhibir un control limitado sobre
la capacidad de proteger y alcanzar la liberacién controlada de los diversos
componentes funcionales. A su vez, existe un numero limitado de agentes
emulsificantes que puede ser usado para formar las capas interfaciales que rodean
las gotas de aceite, lo cual condiciona la capacidad de obtener “delivery systems”
con una amplia gama de caracteristicas de proteccion y liberacién. En
consecuencia, existe un gran interés tanto en la identificacion de nuevos agentes

emulsificantes como en el desarrollo de enfoques que permitan su utilizacién mas
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eficaz facilitando la formacién de la emulsion y por ende, mejorando su estabilidad
(Benichou y col., 2002; Drusch y Schwarz, 2006; Drusch, 2007). En este sentido, el
desarrollo de emulsiones multicapa “multilayer” mediante la técnica de deposicién
electrostatica capa por capa (“layer-by-layer” LBL) representa una novedosa
tecnologia de ingenieria interfacial que posibilita el recubrimiento de las gotas de
aceite mediante multiples capas de emulsificante (Klinkesorn y col., 2005). Asi, las
emulsiones originadas consisten en gotas de aceite rodeadas por membranas
interfaciales multicapa las cuales comprenden a su vez, una capa interior
emulsionada y una o mas capas exteriores constituidas por biopolimeros (ej.
quitosano). Esta metodologia basada en la deposicion electrostatica de
biopolimeros con una cierta carga eléctrica de signo opuesto sobre la superficie de
gotas de aceite, puede ser implementada eficientemente mediante un adecuado
control de las caracteristicas interfaciales (carga, espesor, composiciéon) y ser
aplicada en la industria de alimentos como una alternativa tecnolégica innovadora
para mejorar la estabilidad y vida util de este tipo de productos (Jamboonsri y col.,
2012).

Paralelamente, el proceso de microencapsulacion a través de diversas
tecnologias ha contribuido a la produccién de alimentos enriquecidos de alta
calidad, protegiendo a los acidos grasos poliinsaturados de la oxidacion lipidica
(Schrooyen y col, 2001). De este modo han surgido varias lineas de alimentos
funcionales y nutraceuticos, muchos de los cuales se encuentran actualmente al

alcance de los consumidores a nivel mundial.

3. Emulsiones alimentarias
3.1. Importancia de las emulsiones en el area alimentaria

En los ultimos aios, la industria alimentaria debi6é adecuarse a los cambios
en las preferencias y requerimientos de los consumidores mediante la elaboracién
de nuevos productos, asi como a través del mejoramiento de los ya existentes, con
propiedades organolépticas y textura adecuadas, saludables y de costo
relativamente bajo. Estos hechos han implicado cambios no sélo en el desarrollo de
los productos en si mismos sino también en la tecnologia de los procesos de

elaboracién. Asi la cantidad de alimentos emulsionados se ha diversificado
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notablemente (Palazolo, 2006). En el mercado existen emulsiones alimentarias
tradicionales de contenido lipidico reducido o “light” (crema de leche, mayonesa,
manteca, cremas heladas) con adicién de componentes benéficos para la salud,
bebidas (“soft drinks”), sustitutos de leche o crema de leche (“coffee whiteners”),
leche de soja y derivados, aderezos, salsas y alimentos especiales para
determinados segmentos de la poblacién (nifios, ancianos) (Palazolo, 2006;
Marquez, 2009). En este contexto, es fundamental la obtencién de aditivos acordes
a las necesidades del mercado actual, llevando a cabo su caracterizacién en cuanto
al conocimiento de los factores que determinan las propiedades fisicoquimicas y

organolépticas de los productos emulsionados.

3.2. Definiciones

Una emulsién consiste en dos liquidos al menos parcialmente inmiscibles,
con uno de ellos disperso como pequefias gotas esféricas en el otro (McClements y
Weiss, 2005). El material contenido dentro de la gota se denomina fase dispersa,
discontinua o interna, mientras que la sustancia que compone el liquido
circundante normalmente se denomina fase continua o externa (McClements y
Weiss, 2005).

Si bien una emulsién puede formarse a partir de dos liquidos inmiscibles, el
contacto entre el aceite y las moléculas de agua es termodinamicamente
desfavorable debido al efecto hidrofébico (Israelachvili, 1992). Como resultado, las
emulsiones se consideran sistemas termodindmicamente inestables. Sin embargo,
es posible formar emulsiones que son cinéticamente estables (metaestable) por un
periodo de tiempo razonable (dias, semanas, meses o afios), mediante la inclusién
de un agente emulsificante antes de su formacién. Los agentes emulsificantes son
moléculas tensioactivas que se adsorben en la superficie de las gotas formando una
membrana protectora que evita la agregacion de las mismas.

La concentracion de gotas en una emulsion se describe en términos de una
fraccion volumétrica de fase dispersa (¢) o de una fraccién masica de fase dispersa
(®om) (McClements, 1999). Si Vq y mq son el volumen y la masa de la fase dispersa y
Ve y me, el volumen y la masa de la emulsion, entonces ¢ y ¢m se definen como

(Ecs. 1.8y 1.9):
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@ =Va/Ve (Ec. 1.8)

®m = Mmd/Mme (Ec. 1.9)

Ambos parametros pueden relacionarse conociendo las densidades de las

fases dispersa (64) y continua (&8¢) (Ec. 1.10):

©m = [(@dd / @84 + (1-@) &¢)] (Ec. 1.10)

Los valores de @ y ¢m coinciden s6lo cuando las densidades de las dos fases
que constituyen el sistema son iguales (McClements, 1999).

Estos sistemas pueden clasificarse convenientemente de acuerdo a la
distribucién de las fases acuosa y oleosa. Asi, una emulsién que consiste en gotas
de aceite dispersas en una fase acuosa se denomina aceite-en-agua (“oil-in-water”,
0/W) y una emulsién que consiste en gotas de agua dispersas en una fase oleosa se
denomina agua-en-aceite (“water-in-oil”, W/0) (Figura 1.10). Al primer grupo
corresponden, por ejemplo, la leche, la crema, la mayonesa, las sopas y las salsas,
mientras que la margarina y la manteca son tipicos representantes de las

emulsiones W/O.

b) Aceite

OOOQQ
OOOOOO

O OO
O 0 g o O

Figura 1.10. Representacion esquematica de diferentes tipos de emulsiones a) emulsion

Agua

Interfase

O
O
o

aceite en agua (0/W); b) emulsion agua en aceite (W/0). El aceite y el agua estadn en

ambos casos separados por una interfase de agente emulsificante

3.3. Formacion de emulsiones
El proceso por el cual dos liquidos inmiscibles se convierten en una

emulsion o la reduccion del tamafio de gota en una emulsion preexistente se
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denomina homogeneizacion. La formaciéon de gotas en una emulsidn es un proceso
que requiere energia, la cual es suministrada por dispositivos mecanicos conocidos
como homogeneizadores, los cuales someten a los liquidos a una intensa agitacién
mecanica que resultan en la disrupciéon de las gotas (Mootoosingh y Rousseau,
2006). Durante el proceso de homogeneizacién, la interfase entre las dos fases
liquidas inmiscibles se deforma en tal extensiéon que comienzan a producirse gotas,
en su mayoria, de tamafio muy grande. Estas gotas deben deformarse y romperse
para formar gotas de menor tamafio, por fuerzas de ruptura. De esta manera, el
area interfacial aumenta considerablemente, provocando que la energia libre
superficial del sistema se incremente. Por ello, las gotas de un liquido en otro que
es inmiscible tienden a adoptar una forma esférica para minimizar la energia libre
interfacial (Palazolo, 2006).

Durante la preparacion de una emulsion se pueden distinguir tres procesos
criticos: formacion y ruptura de las gotas, adsorcion del agente emulsificante en la
interfase y coalescencia de las gotas (McClements, 1999). El agente emulsificante
necesario para la formaciéon de la emulsién debe adsorberse en la interfase,
disminuyendo la tensién interfacial. Ademdas, es sumamente importante que el
mismo recubra la interfase creada en una escala de tiempo similar a la del proceso
de homogeneizacion. En el caso que la adsorcion sea muy lenta en comparacion
con la capacidad del homogeneizador de generar area interfacial, se produce el
proceso de coalescencia de las gotas recién formadas. Este hecho hace que el
proceso de formacion de la emulsion no sea eficiente (Ford y col., 1997).

El proceso de homogeneizacién puede separarse en dos categorias
dependiendo de la naturaleza del material de partida. La formacién de una
emulsiéon a partir de dos liquidos separados se denomina homogeneizacién
primaria, mientras que la reducciéon del tamafio de gota en una emulsion ya
existente es llamada homogeneizacién secundaria (Figura 1.11). La preparacién de
un tipo particular de emulsién alimentaria puede involucrar una homogeneizacién
primaria, secundaria o una combinacién de ambas (McClements, 1999).

En la elaboracion de alimentos a grandes escalas, usualmente es mas
eficiente la preparacion de emulsiones en dos etapas. Primero, el aceite y la fase
acuosa son convertidos en una pre-emulsién que contiene tamafos de gota

considerables usando un tipo de homogeneizador (ej. Ultraturrax). Luego, el
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tamafio de las gotas de la pre-emulsion es reducido es una etapa posterior de
homogeneizaciéon usando otro tipo de homogeneizador (ej. homogeneizador de

alta presion).

Aceite © o o
OO OO oO % O ©
— ) °.° o
Agua o O O 0° o©°
Homogeneizacién Homogeneizacién o o ©
primaria O O secundaria O 5 0 o O

Figura 1.11. Representacién esquematica del proceso de homogeneizacién para una
emulsion aceite en agua (0/W). La homogeneizaciéon primaria implica la conversion de
dos fases separadas en una emulsion, mientras que en la homogeneizacién secundaria se

produce una reduccién del tamafio de gota de la emulsidn preexistente

3.4. Dispositivos de homogeneizacion

En el mercado existen diversos tipos de homogeneizadores. La eleccién de
un homogeneizador en particular depende del volumen de emulsion que se desea
preparar, la naturaleza de los materiales de partida, el tamafio de gota deseado y el
costo (McClements, 1999). La Tabla 1.13 muestra los principales tipos de

homogeneizadores utilizados a escala industrial y de laboratorio.

Tabla 1.13. Principales dispositivos de homogeneizacién y sus caracteristicas

(McClements, 2016)

Densidad T i Vi idad
Tipo de enst a, Modo de Mecanismo amano iscosica
. de energia ., de gota dela
homogeneizador operacionz de ruptura3
(e)? (nm)+ muestras
Al ' i
ta _ve10c1dad (sistema D LT 5 B-M
cuchilla y rotor/estator)
Molino coloidal M C LT 1 M-A
Valvula de alta presion A C T,C, L 0,1 B-M
Ultrasoénico B D, C C 0,1 B-M
Membrana A D, C I 0,3 B-M
Micro-Fluidizacion A C T <0,1 B-M

A = alta; M= mediana; B = baja; 2 C = continuo; D = discontinuo o “batch”; 3 L= flujo laminar; T= flujo

turbulento; C= cavitacién; I= Inyeccién; 4 tamafio de gota promedio; 5 B= baja; M= mediana; A=alta
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La intensidad de agitacién mecanica se atribuye a la densidad de energia en
el liquido (€), la cual es la cantidad de energia mecanica disipada por unidad de
volumen y por unidad de tiempo (o la potencia por unidad de volumen). La
cantidad total de energia mecanica suministrada debe ser extremadamente
grande, debido a la oposicién de la presion de Laplace (Walstra, 1983; Ford y col.,
1997). La mayoria de la energia suministrada acttia en un tiempo muy corto y
localmente, disipandose como calor. Por tal motivo, la temperatura del sistema
debe controlarse, especialmente en los dispositivos de alta densidad de energia.

Los sistemas mas utilizados en la obtencion de emulsiones alimentarias son
el rotor-estator, los sistemas de alta presion, ultrasonicos y de membrana (Schultz
y col., 2004; McClements, 2005; Urban y col., 2006; Jafari y col., 2008b).

Los homogeneizadores de alta velocidad son sistemas utilizados para la
homogeneizacion directa de las fases oleosa y acuosa (Urban y col, 2006; Hall y
col, 2011; Singh y Heldman, 2013). La rapida rotacion del cabezal mezclador
genera una combinacién de los gradientes de velocidad longitudinal, rotacional y
radial en los fluidos, lo que hace que los liquidos se entremezclen y rompan las
mayores gotas en otras mas pequefias (Figura 1.12). Por lo general, estos

mezcladores producen tamafios de gotas entre ~2-10 pm.

L@t Mezclador de alto
Off cizallamiento

Eje de
rotacic')n

C J)

Figura 1.12 Homogeneizador de alta velocidad (sistema cuchilla y rotor/estator)

(McClements, 2016)

Los molinos coloidales estan basados en la formacién de un flujo laminar de

alta tension de cizalladura entre los discos del rotor y estator, lo que permite la
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reduccion del tamano de las gotas de emulsiones preexistentes (homogeneizacion
secundaria) o de media y alta viscosidad (Walstra, 1983; Schubert, 1997; Urban y
col,, 2006). El tamafio de las gotas de aceite obtenidas con estos mezcladores varia
entre 1-5 pm.

Los homogeneizadores a vdlvulas de alta presién son mas eficaces en la
reduccidn del tamafio de la gota en una emulsién preexistente, que en la formacién
de una emulsién a partir de dos liquidos separados. Una emulsién pre-existente es
forzada desde una camara de presiéon a pasar a través de una valvula por una
bomba de alta presién. Una combinacién de intensas fuerzas disruptivas de cizalla,
cavitacion y condiciones de flujo turbulento descomponen las gotas grandes en
otras mas pequefias (Walstra y Smulder, 1988; Stang y col., 2001). El tamafio de las
gotas producido esta comprendido entre 0,1-2 pm. Algunos homogeneizadores
comerciales utilizan un proceso de "dos etapas”, en el que la emulsion es forzada a
través de dos valvulas consecutivas. Si se requieren gotas muy finas usando este
tipo de homogeneizador, la emulsiéon se hace circular a través del dispositivo

varias veces (Figura 1.13).

Emulsiéon il Emulsion
Primaria Am 0 de Secundaria
impacto
‘- Entrada \ 1- Salida
u“g N IR
e ", fanteuld
o O \\_
o Qg i o e
L] '_ﬂ_ LY o |
— Dﬂon o opDoo -
o o O e .ol | Valvula
ajustable
Asiento de
valvula

Figura 1.13. Homogeneizador a valvula de altas presiones para la obtencién de

emulsiones (McClements, 2016)

El aumento de temperatura en un homogeneizador a valvula de alta presion
es a menudo bastante pequefio, pero puede ser apreciable si la emulsién se

recircula varias veces o si se producen altas presiones de homogeneizacion. En

50



Capitulo 1

estos casos, puede ser necesario mantener la emulsion enfriada usando una
homogeneizacién con camisa de agua en la caAmara (Schubert y col., 2003).

Los homogeneizadores ultrasénicos son adecuados para la preparacién de
pequeiios volimenes de emulsiones y se utilizan principalmente en laboratorios
de investigacion. Este tipo de homogeneizador emplea ondas ultrasénicas de alta
intensidad que generan intensos gradientes de presion y de cizallamiento
provocando la disrupcién de las gotas hasta tamafios de ~0,1 pm (Leong y col,,
2011).

Los homogeneizadores de membrana son utilizados principalmente en
laboratorios de investigacion para la obtencion de particulas con dimensiones y
estructuras bien definidas (Vladisavljevic y Williams, 2005; Nisisako, 2008; Nazir y
col, 2010). Este sistema esta basado en el pasaje forzado de una fase a otra a
través de una membrana soélida de tamano de poro definido. Pueden obtenerse
tamafios de gotas entre 0,5y 10 um, dependiendo del tamafio de los poros de la
membrana y los flujos de fase oleosa y acuosa.

La microfluidizacién es un método eficiente para lograr emulsiones con
tamafios de gota muy pequefios (~ <100 nm) (Jafari y col, 2007; Qian y
McClements, 2011). En este tipo de homogeneizador el fluido ingresa al equipo
donde un dispositivo de bombeo lo hace circular a una alta velocidad a través de
canales, y luego chocar simultaneamente entre si sobre una superficie sélida. Asi,
se generan intensas fuerzas disruptivas provocando que los fluidos se

entremezclen y cualquier gota mayor sea reducida (Jacobsen y col., 2013).

3.5. Caracteristicas de gota

Las propiedades fisicoquimicas de las emulsiones (propiedades reolégicas,
Opticas, estabilidad y caracteristicas de liberaciéon) son altamente dependientes de
las propiedades de las gotas que contienen. Algunas de las principales

caracteristicas de gota se mencionan a continuacion.

Distribucion de tamaiio de particula
El tamafio de gotas de una emulsion tiene gran influencia sobre muchas
propiedades fisicoquimicas y sensoriales de estos sistemas, por ejemplo su vida

util, apariencia, textura y sabor. A su vez, este parametro se ve fuertemente
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influenciado por el tipo y concentracién de emulsificante, las propiedades
fisicoquimicas de sus fases y las condiciones de homogeneizaciéon empleados.

Una emulsiéon cuyas gotas de aceite poseen el mismo tamafo es
denominada “monodispersa”, mientras que cuando dichas gotas se presentan en
un amplio rango de tamafios se denomina “polidispersa”. Las emulsiones
monodispersas son muy dificiles de obtener, por ello generalmente son preparadas
y utilizadas en estudios modelo. Las emulsiones reales, sin embargo, siempre
poseen una fase dispersa con distintos tamafios de gota. Las emulsiones
polidispersas, seglin el numero de poblaciones que poseen (picos presentes en su
distribucién), pueden caracterizarse como monomodales, bimodales o
multimodales (uno, dos o mas de dos picos) (McClements, 2005b).

Como el niimero de gotas en la mayoria de las emulsiones es muy grande, su
tamafio puede variar de forma aproximadamente continua desde un valor minimo
a otro maximo. Usualmente se divide el intervalo total en una serie de rangos
discretos y se informa el nimero de gotas que pertenece a cada categoria. Los
datos resultantes se presentan en una tabla de datos, un histograma o una curva
continua. En este ultimo caso, puede plantearse una funcién de distribucién o una
funcién acumulativa (McClements y Weiss, 2005).

El tamafio de gotas de una emulsion polidispersa suele completarse por
algunos parametros adicionales, ademas de la distribucion de tamafos. El mas
importante es el diametro medio (D), que constituye una medida de la tendencia
central de la distribucién. La determinacién de los didmetros promedio D1, D20y
D3orequieren el conocimiento del nimero total de gotas. El conteo de gotas en una
emulsién es un proceso extremadamente tedioso y complejo, de manera que se
utilizan los didmetros promedio de Sauter D [3, 2] y de De Brouker D [4, 3], cuyas
formulas no contienen el nimero total de gotas. Estos didmetros se conocen como
“moment diameters” e introducen otro término lineal en el didAmetro, de manera
que en el numerador el término superficial tiene una dependencia con D3 y el
volumen con D4 (Walstra, 1999; McClements, 2007). Los diametros D [3, 2] y D [4,

3] se calculan empleando las siguientes formulas (Ec. 1.11y 1.12):

_ Znj«D}

= T2 Ec.1.11

D [3,2]
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_ ¥n=D}

D[4,3] =313

Ec.1.12

Otros parametros que se emplean para cuantificar emulsiones polidispersas
son W, que es una medida del ancho de la distribucion, y %Vd>1, el porcentaje de
particulas con didmetros mayores a 1 um. W se calcula con los percentilos 90 (D x
09) y 10 (D x 0,1) y da idea de la polidispersidad (P) de la emulsién que se calcula de
la siguiente forma (Ec. 1.13):

P = (Dx,0,9—Dx01) W Ec.1.13

Dx,o,s Dx,O,S

con D x o5, percentilo 50.

El D [4, 3] posee mayor sensibilidad a la presencia de particulas de gran
tamafio en una emulsiéon que el D [3, 2], por lo que el primero constituye un
parametro preferencial al estudiar fenémenos de agregacién (Relkin y Sourdet,

2005).

Carga eléctrica superficial de las gotas

Usualmente la carga eléctrica superficial de las gotas en una emulsion es el
resultado de la adsorcion de las moléculas del agente emulsificante que contienen
grupos ionizados o ionizables (surfactantes i6nicos, fosfolipidos, proteinas y
polisacaridos) (McClements y Weiss, 2005). La magnitud y el signo de la carga
eléctrica en la superficie de las gotas dependen del tipo y concentracion de las
moléculas superficialmente activas presentes en la interface, asi como del pH y la
composicion idnica de la fase acuosa. La carga de la gota en una emulsion es un
parametro clave que no sdlo determina como una gota interactia con otras
especies cargadas (ej. gotas de otra emulsion, polimeros, iones minerales) sino
también como éstas se comportan en presencia de un campo eléctrico (el cual es la
base de las mediciones experimentales de la carga eléctrica). Especies cargadas
con signo opuesto son atraidas entre si, mientras aquellas con signo similar se
repelen. Las emulsiones que contienen gotas fuertemente cargadas son menos
propensas a la agregaciéon debido a la repulsién electrostatica entre ellas. Las
propiedades de emulsiones estabilizadas por emulsificantes ionizados son

particularmente sensibles al pH y la fuerza i6nica de la fase acuosa.
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3.6. Agentes emulsificantes

Las emulsiones son sistemas termodinamicamente inestables. No obstante,
en la interfase agua/aceite pueden estar presentes uno o varios agentes
emulsificantes que permiten mantenerlas estables desde el punto de vista cinético
mediante dos mecanismos: disminucidn de la tensién interfacial y otorgamiento de
rigidez a la pelicula (“film” interfacial) que rodea a las gotas (Florence y Rieg, 1983;
Taupin, 1983; Lucassen-Reynders, 1993; McClements, 1999). Los agentes
emulsificantes tienen la propiedad de ser anfifilicos, es decir, son afines tanto al
agua como al aceite. Estas moléculas tienen regiones polares que interaccionan con
la fase acuosa y regiones no polares que se orientan hacia la fase lipidica. De esta
manera, los emulsificantes conforman la pelicula interfacial, interactuando con
ambas fases y haciendo posible la formacién de la emulsién.

Los emulsificantes pueden clasificarse, segin su naturaleza quimica, en dos
grupos: emulsificantes proteicos, los cuales poseen distintos grados de polaridad y
carga, por lo tanto, una afinidad variable por las fases oleosa y acuosa (Damodaran,
1997) y emulsificantes no proteicos, grupo dentro del cual se encuentran los

fosfolipidos (Dickinson y McClements, 1995).

3.7. Balance Hidrofilico-Lipofilico (HLB)

El concepto del balance hidrofilico-lipofilico (HLB) se basa en un método
semiempirico ampliamente usado en la clasificacién de surfactantes (Davis, 1994).
El HLB se asocia a un valor numérico que brinda informacion sobre la afinidad
relativa de la molécula del surfactante por las fases acuosa y oleosa. A cada
surfactante se le asigna un valor en relacién con su estructura quimica.

Una molécula con un alto HLB, presenta una mayor concentraciéon de
grupos hidrofilicos que lipofilicos y viceversa. El HLB puede calcularse conociendo
el tipo y numero de los grupos hidrofilicos y lipofilicos presentes en la molécula o
puede estimarse experimentalmente a partir de su “cloud point” (McClements,

1999). La forma semiempirica de calcular el HLB se presenta en la Ecuacién 1.11:

HLB=7+ X (Numero grupos hidrofilicos) - ¥ (Numero grupos lipofilicos) Ec. 1.11.
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Los numeros de los diferentes grupos se encuentran tabulados, algunos de

los cuales se muestran en la Tabla 1.14.

Tabla 1.14. Nimero de grupos para el calculo de HBL (Davis, 1994)

Grupo hidrofilico Numero Grupo lipofilico Numero
-SO4Na* 37,7 -CH- 0,475
- COO-H* 21,2 -CH,- 0,475
Amina terciaria 9,4 -CHs- 0,475
Anillo Sorbitan 6,8
-COOH 2,1
-0- 1,3

Asi, un emulsificante con un bajo HLB (3-6) es predominantemente
hidrofébico, se disuelve preferentemente en la fase oleosa, estabiliza emulsiones
W/0O y forma micelas reversas en aceite. En contraste, un emulsificante con un
elevado HLB (8-18) es predominantemente hidrofilico, se disuelve
preferentemente en agua formando micelas y estabiliza emulsiones O/W. Las
moléculas que posean HLB intermedios (6-8) no poseen una afinidad preferencial
hacia ninguna de las dos fases y aquéllas con un HLB inferior a 3 6 superior a 18 no
presentan actividad emulsificante ya que se disuelven totalmente en alguna de las

fases y no migran hacia la interfase agua-aceite (McClements, 1999).

3.8. Procesos de desestabilizacion de emulsiones

Las emulsiones, si bien son termodinamicamente inestables desde un punto
de vista fisicoquimico, son sistemas que pueden adquirir cierta estabilidad cinética
cuando se controlan los procesos de desestabilizacion fisica. Dichos procesos,
pueden ser: separacién gravitacional, floculacién, coalescencia, coalescencia
parcial, desproporcidn e inversion de fases, los cuales se describen seguidamente

(Marquez, 2009).

- Separacioén gravitacional (cremado/sedimentacion). Es la separacion causada

por el movimiento ascendente (cremado, en emulsiones O/W); (Figura 1.14) o
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descendente (sedimentacion, en emulsiones W/0) de las gotas debido a su menor
o mayor densidad que la fase continua, respectivamente (Walstra, 1996). De
acuerdo a la ley de Stokes, la velocidad de cremado en una emulsiéon es
directamente proporcional al tamafio de la gota de la fase dispersa y a la diferencia
de densidades de las fases dispersa y continua, e inversamente proporcional a la

viscosidad de la fase continua (McClements, 1999).

- Floculacion. Las gotas en las emulsiones estdn en movimiento continuo por
efecto de la energia térmica, la gravedad y las fuerzas mecanicas aplicadas, lo que
favorece la colision entre las gotas, las cuales pueden apartarse o quedar
agregadas, dependiendo de la magnitud relativa de las fuerzas repulsivas y
atractivas entre ellas. La floculacion es el proceso en el cual dos o mas gotas se
unen para formar un agregado (floculo) en el cual cada gota retiene su identidad,
sin fusionarse, llevando a una disminucion en el nimero de particulas presentes en
la emulsién (Figura 1.14). La floculacién puede ser reversible o irreversible, de
acuerdo a las fuerzas que mantienen unidas a las gotas. El proceso esta controlado
por un equilibrio global entre las fuerzas de atraccion (electrostaticas, de van der
Waals, hidrofébicas y por deplecion) y de repulsion (electrostaticas, estéricas y de
hidratacion). El grado de floculacion alcanzado depende de dos factores: la
frecuencia de las colisiones (numero de encuentros entre gotas por unidad de
tiempo y por unidad de volumen de emulsion) y la eficiencia de las colisiones

(fraccion efectiva de colisiones que llevan a la agregacion) (McClements, 1999).

- Coalescencia. Es un proceso que genera un aumento del tamafio de las gotas y
que conduce a la reduccion del area interfacial. Se produce por aproximacion,
choque, deformacidén y ruptura de la pelicula interfacial; las gotas individuales se
unen perdiendo su identidad y formando gotas mas grandes (Figura 1.14). Este
proceso depende de la frecuencia, energia y eficiencia de colisién entre gotas asi
como también de la resistencia y viscoelasticidad de la pelicula que rodea a las
gotas. La coalescencia causa el cremado o la sedimentacion mas rapida de la
emulsion debido al aumento en el tamafo de las gotas. En emulsiones O/W la

coalescencia conduce al “oiling off” (formacién de una capa de aceite en la parte
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superior de la emulsion; Figura 1.14), mientras que en emulsiones W/O lleva a la

acumulacién de agua en la parte inferior del sistema (McClements, 1999).
- Inversion de fases. Cambio de una emulsiéon O/W a una W/0 o viceversa. Puede

producirse por una elevada fraccién volumétrica de fase dispersa, por efecto de

trabajo mecanico o de la temperatura (Campbell y col., 1996; McClements, 1999).

Emulsion Inicial

) . Separacién
e C C

Figura 1.14. Mecanismos de desestabilizacion mas importantes de una emulsidn aceite en

agua (0O/W) (Wagner, 2000)

3.9. Oxidacion lipidica en emulsiones

La oxidaciéon de lipidos en una emulsion es un fenémeno interfacial
inducido por metales de transicién, la luz, la temperatura y el oxigeno, pudiendo
verse también afectada por el pH, el tamafio de las gotas y otros factores
relacionados con la composicién de las fases que la constituyen (Nielsen y col,,
2013). A su vez, la estabilidad oxidativa de las emulsiones alimentarias depende en
gran medida de la composiciéon quimica de la fase lipidica. Asi, un mayor nivel de
insaturacién de los componentes lipidicos puede tener asociado una mayor

susceptibilidad a la oxidacion. Asi, ademas de alterar la calidad sensorial (rancidez)
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y nutricional (pérdida de vitaminas y acidos grasos esenciales) de los alimentos, la
oxidacion lipidica puede generar compuestos altamente reactivos y de implicancia
toxicolégica (ej. malondialdehido, 4-hidroxinonenal) para la salud de los
consumidores. Por lo tanto, diversos estudios se enfocan en la prevencion de la
oxidacion de lipidos en emulsiones alimentarias.

Cabe sefialar ademads, que la oxidaciéon de lipidos en emulsiones es un
proceso complejo ya que puede incluir eventos de oxidacién o transferencia de
electrones en las diferentes fases de dichos sistemas. En las emulsiones, la
oxidacion lipidica esta influenciada por diversos factores tales como el tamafio de
las gotas, la composicidon de la capa interfacial incluyendo su carga eléctrica, las
estructuras coloidales en la fase acuosa, el pH, la composicion de otros
ingredientes ademas el aceite y agua, etc. En la Figura 1.15, se resumen los
factores mas importantes que ejercen influencia en la oxidacién de lipidos en

emulsiones O/W.

Ingredientes
(Tipo, concentracion y calidad)

pH
(Carga superficial)

M Fe 3+

Iones de metales de transicion

Agua

Emulsificante en la interface
(Estructura/espesor)

Emulsificante en la fase acuosa

(Propiedades antioxidantes) . /
Condiciones de procesamiento
@J (Tipo de equipo, temperatura, presion)
O Tamafio de gota

(Area superficial total)

Figura 1.15. Factores que influyen en la oxidacién de los lipidos en las emulsiones

alimentarias. (Horn, 2012)
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4. Microencapsulacion

La fortificaciéon de alimentos con acidos grasos w-3 a partir de la inclusiéon
de aceites con un elevado contenido en estos compuestos puede realizarse a través
de su incorporacion de forma directa; sin embargo, este método tiene algunas
limitaciones. La oxidacién de los aceites ricos en acidos grasos w-3 puede ocurrir
en las distintas etapas de la cadena de suministro, por la manipulaciéon de las
materias primas hasta el procesamiento y el posterior almacenamiento (ej. la
manipulaciéon del aceite durante el proceso de fabricacion de alimentos,
almacenamiento de los productos alimenticios enriquecidos). La alta
susceptibilidad a sufrir deterioro oxidativo, con la posible generacién de colores y
sabores desagradables, por parte de este tipo de aceites comestibles hace que la
incorporacién de los acidos grasos w-3 en los alimentos sea un reto muy
importante y de cierta complejidad. Dicha problematica ha sido abordada, en parte,
mediante la adiciéon de antioxidantes y la emulsificacion del aceite. Un enfoque
alternativo a lo comentado previamente implica la microencapsulacién de estos
aceites ricos en w-3. El empleo de la tecnologia de microencapsulaciéon podria
constituir una alternativa valida que brinde protecciéon al aceite durante el
procesamiento y almacenamiento del alimento funcional, sin afectar su sabor y
vida util. La microencapsulaciéon ha demostrado ser una estrategia exitosa para la
proteccion de ingredientes sensibles, permitiendo su liberacién controlada en
sistemas especificos. Esta tecnologia tiene el potencial de ofrecer nuevas
soluciones para la estabilizaciéon y mejora de la administracién de acidos grasos w-
3 en los alimentos (Sanguansri y Augustin, 2007).

La microencapsulacion es la ciencia de empaquetamiento de componentes
(nticleo o principio activo) dentro de un material secundario (material
encapsulante o cobertura) y su entrega en pequefias particulas (microcapsulas)
(Desai y Park, 2005; Anal y Singh, 2007; Kralovec y col., 2012; Alvarez Cerimedo,
2013; Sanguansri y Augustin, 2007). Esta metodologia se usa como un medio para
aislar un ingrediente de las reacciones que puede sufrir frente a otros materiales
circundantes o el medio ambiente. EI componente ocluido en las microcapsulas
puede ser liberado en respuesta a un disparador como fuerzas de cizalladura, pH o

accion enzimatica, permitiendo su liberacion de manera controlada. Esta
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tecnologia tiene aplicaciones en la industria médica, farmacéutica, cosmética,
quimica, agricola y alimentaria (Augustin y Hemar, 2008; Alvarez Cerimedo, 2013).

Dicho proceso se puede utilizar para lograr la estabilizacién de un
ingrediente sensible, enmascarar sabores y liberar componentes bioactivos de
forma controlada. Un beneficio asociado a dicha tecnologia es la mayor facilidad de
manejo cuando los ingredientes microencapsulados se presentan en forma de
polvo (Sanguansri y Augustin, 2007).

La principal ventaja de la microencapsulaciéon de aceites con alto tenor de
acidos grasos w-3 es la proteccion frente a la oxidacién lipidica durante el
procesamiento y almacenamiento, debido a una barrera incorporada (material
encapsulante) la cual aisla el aceite del medio ambiente circundante. Por lo tanto,
la oxidacion de los aceites ricos en acidos grasos poliinsaturados es reducida y la
vida util de estos productos durante el procesamiento y el almacenamiento puede
verse mejorada. Dicho nivel de proteccion depende del material encapsulante
utilizado y de la integridad del microencapsulado. El aceite puede ser protegido de
la exposicion directa a la luz y el oxigeno durante el almacenamiento y de los otros
componentes en la matriz del alimento durante el procesamiento vy
almacenamiento de alimentos, reduciendo asi potencialmente las reacciones
indeseables con otros ingredientes de alimentos en un sistema de alimentacidn

complejo (Sanguansri y Augustin, 2007).

4.1. El proceso de microencapsulacion

La obtencion de un producto microencapsulado con acidos grasos w-3
implica la seleccion adecuada del aceite (nucleo), de los ingredientes a ser
utilizados como material encapsulante, el desarrollo de la formulacién -comprende
la relacion entre la cantidad necesaria de aceite con w-3 a encapsular y el material
encapsulante- y la aplicacién de un proceso apropiado para su produccion (Figura
1.16).

A fin de lograr una aplicacion efectiva en la fortificacion de alimentos, el
producto microencapsulado debe poseer propiedades compatibles con las
caracteristicas de la matriz alimentaria a la que sera incorporado. Por ello, es
importante garantizar que tanto el procesamiento y el almacenamiento del aceite,

asi como su liberacion, se realicen de forma adecuada. Para lograr un material
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microencapsulado con determinadas propiedades pueden emplearse
combinaciones de diferentes materiales encapsulantes y diversas tecnologias de
proceso. Sin embargo, todavia existen limitaciones en el uso de ingredientes
microencapsulados lo cual requiere un enfoque integrado para la produccion de
microcapsulas y su aplicacién en el producto final (Sanguansri y Augustin, 2007).
Seguidamente, se describen aspectos relacionados con el nudcleo y el material

encapsulante.

Nucleo

El aceite rico en acidos grasos w-3 debe poseer una alta calidad global. El
proceso de refinacion y desodorizaciéon especifico aplicado en el procesamiento de
aceite comercial rico en w-3, la fuente de la materia prima (aceite de pescado,
aceite de algas, aceites vegetales, etc.), la composicion de acidos grasos, y la adicién
de antioxidantes tienen influencia sobre la estabilidad y las propiedades finales del

producto microencapsulado (Sanguansri y Augustin, 2007).

Material encapsulante

El material encapsulante puede seleccionarse a partir de una amplia
variedad de polimeros naturales o sintéticos, dependiendo de las caracteristicas
deseadas en las microcapsulas. Tanto la composicién como las propiedades fisicas
y quimicas del material encapsulante pueden afectar las propiedades funcionales
de las microcapsulas a ser obtenidas. Asi, para la encapsulacion de acidos grasos
w-3 es conveniente elegir materiales provenientes de fuentes naturales que
exhiban buenas propiedades de barrera al oxigeno a fin de ofrecer una proteccion

del nucleo frente a la oxidacion (Sanguansri y Augustin, 2007).
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Figura 1.16. Enfoque integrado sobre el desarrollo de ingredientes microencapsulados (Sanguansri y Augustin, 2007)
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Formulacion de las microcdpsulas

El disefio de las formulaciones para la encapsulacién de acidos grasos w-3
requiere una comprension de las propiedades del aceite y de la funcién requerida
de los materiales encapsulantes, asi como de otros ingredientes o aditivos elegidos
para la misma.

El objetivo experimental conlleva posibilitar la seleccién de formulaciones
con una alta eficiencia de encapsulaciéon y de microcapsulas que confieran una alta
estabilidad oxidativa al nucleo de aceite (Velasco y col., 2003). Ademas, es deseable
lograr una alta carga de aceite en la microcapsula la cual debe obtenerse sin que

ello comprometa la calidad final de la misma.

Proceso

La seleccibn de los procesos y condiciones operativas para la
microencapsulacion de aceites ricos en acidos grasos w-3 requieren ciertas
consideraciones. Los procesos unitarios estandar (ej. mezcla, homogeneizacion, y
secado) se han utilizado tradicionalmente para la producciéon de ingredientes
microencapsulados, ya que generalmente implican la preparacién de una emulsion
aceite en agua con los componentes de la matriz que luego se somete a técnicas de
secado por aspersidn o liofilizacién (Velasco y col., 2003).

Si bien existen muchas técnicas disponibles para la encapsulaciéon de aceites
en la industria alimentaria, tales como el secado por aspersion (“spray drying”), la
refrigeracion por aspersion (“spray cooling”), el revestimiento por aspersion
(“spray coating”), la extrusidn, la liofilizacion, la coacervacidn y la cocristalizacidn,
entre otras, los mas empleados son el secado por aspersion y la liofilizacién
(Velasco y col., 2003).

Asimismo, es posible, la aplicacion de operaciones emergentes de
procesamiento de alimentos (ej. microfluidizacién, ultrasonido, procesamiento de
alta presidn) para la obtencién de ingredientes microencapsulados. El empleo de
estas tecnologias en las distintas etapas del proceso de microencapsulacion, en
lugar de los procesos unitarios estandar, permite la obtenciéon de microcapsulas
con propiedades mas especificas.

La eleccion de los procesos a emplear para la microencapsulacion

dependera de las propiedades requeridas y del costo de produccion de las
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microcapsulas, el cual puede variar significativamente dependiendo de la
tecnologia de microencapsulacién empleada (Sanguansri y Augustin, 2007). Es
importante tener en cuenta los requisitos esenciales del ingrediente
microencapsulado en el producto final, asi como considerar si el producto puede
tener asociado un mayor valor agregado y por ende, un costo adicional. El éxito de
esta técnica debe dar lugar a un polvo con una minima cantidad de aceite a nivel

superficial y un maximo de retencion del material activo (Carneiro y col., 2013).

4.2. Materiales de encapsulacion

Proteinas, carbohidratos, lipidos, gomas, polisacaridos, y materiales de
celulosa se utilizan cominmente para la microencapsulaciéon de aceites con alto
contenido de acidos grasos w-3 (Tabla 1.15). Estos materiales se pueden utilizar
solos o en diversas combinaciones para lograr determinadas caracteristicas, ya sea

durante la produccién o en el producto final.

Tabla 1.15. Materiales de pared usados como agentes encapsulantes de aceites ricos en

acidos grasos w-3 (Sanguansri y Augustin, 2007)

Clase de material Tipo de materiales

Albumina, caseinato, gelatina, gluten, péptidos,
Proteinas proteinas de soja, proteinas de suero, otras proteinas
vegetales

Fructosa, galactosa, glucosa, maltosa, sacarosa,
Azucares y productos de azicar  oligosacaridos, s6lidos de jarabe de maiz, jarabe de
glucosa deshidratado

Maltodextrinas, dextrinas, almidones, almidones

Almidoén y sus productos modificados

Agar, alginatos, carragenano, goma de acacia, goma

Gomas g .
arabica, pectinas

Acetil celulosa, carboximetil celulosa, acetato ftalato de

Material lul ) , )
sl eehlose celulosa, etil celulosa, metil celulosa, nitrocelulosa

Otros carbohidratos Quitosano, ciclodextrinas

Acetoglicéridos, cera de abejas, diglicéridos, grasas y
aceites naturales, grasas fraccionadas, grasas
endurecidas, lecitina, liposomas, monoglicéridos,
parafina, 4cido triestearico, ceras

Lipidos
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Un buen agente encapsulante para aceites ricos en acidos grasos w-3 es
aquel que protege a la microcapsula de la degradacién durante el procesamiento y
el almacenamiento, asi como también enmascara el sabor indeseable y el olor
asociado al ingrediente oleoso microencapsulado al ser afiadido en un producto
alimenticio. El material encapsulante debe ser apto para ser incorporado en
alimentos. Ademas, los materiales encapsulantes pueden usarse en combinacién
con otros componentes de la formulacién, tales como sustancias que captan
oxigeno, antioxidantes, agentes quelantes y tensioactivos. El costo es también un
aspecto a considerar para la seleccion del agente encapsulante (Sanguansri y

Augustin, 2007).

4.3. Propiedades de las microcapsulas

En general las microcapsulas de aceite rico en acidos grasos w-3 en polvo
son particulas pequefas, que presentan un contenido de aceite entre 20-60%
rodeada de una matriz o material encapsulante. Las propiedades finales del polvo
necesitan ser adaptadas para satisfacer las necesidades en el producto final
(Sanguansri y Augustin, 2007).

La mayoria de los aceites con acidos grasos w-3 microencapsulados se
suministran como polvos los cuales son reconstituidos. Por ello, 1a capacidad del
polvo para formar una dispersion estable o emulsidon después de la reconstitucién
es un atributo deseable. El tamafio de particula del polvo, la eficiencia de
encapsulacidn, la solubilidad y dispersabilidad pueden variar dependiendo de las
propiedades de la emulsiéon o dispersién de partida, las condiciones de proceso
utilizadas durante el secado y el método de secado empleado.

Las condiciones de almacenamiento tales como la temperatura, la humedad,
la disponibilidad de oxigeno, luz y el tipo de envase pueden también tener impacto
en gran medida sobre la estabilidad de las microcapsulas, dependiendo de las
propiedades del nucleo y del material encapsulante, asi como en la estructura y la

morfologia de las microcapsulas (Sanguansri y Augustin, 2007).
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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 la incorporacion de subproductos (aceite, mucilago, proteinas) de la chia
(Salvia hispanica L.) en alimentos funcionales (emulsiones alimentarias

funcionales y/o aceite microencapsulado)

Objetivos especificos

- Obtener emulsiones (aceite-agua, O/W) con las caracteristicas de un alimento
funcional (emulsiones funcionales), estudiando los factores que determinan su
formacién y estabilizacion con distintos agentes emulsificantes proteicos
(caseinato de sodio, proteinas de chia), no proteicos (lecitinas modificadas de

girasol), presencia de lactosa (fase acuosa) y aceite de chia (fase oleosa)

- Evaluar la aplicacion potencial del mucilago de chia como agente espesante y de
las proteinas de chia como agente emulsificante en la preparacion de emulsiones

o/W

- Obtener y estudiar la estabilidad fisicoquimica de emulsiones funcionales
multicapa a partir de la técnica de deposicion electrostatica (“layer-by-layer” LBL)
y distinta composiciéon de la fase acuosa (lecitinas modificadas de girasol,

quitosano)

- Obtener microcdpsulas de aceite de chia mediante secado (por aspersion o
liofilizacion) de emulsiones O/W mono y multicapa, evaluando la influencia de
distintas formulaciones y las condiciones operativas sobre la eficiencia del proceso

e incidencia en la calidad del material encapsulado
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1. Introduccion

En la actualidad existe un creciente interés en la incorporacién de
ingredientes ricos en acidos grasos omega 3 (w-3), nutrientes esenciales para el
organismo, a través del desarrollo de alimentos funcionales. A su vez, en estos
ultimos afios la semilla de chia (Salvia hispanica L.) ha incrementado su
importancia a nivel nutricional debido a su alto contenido de acidos grasos
poliinsaturados (PUFAs) (~60% es acido a-linolénico) del aceite extraido de la
semilla (Ayerza, 1995). De esta manera, la chia proporciona una alternativa a las
fuentes de acidos grasos w-3 de origen marino como las algas y el aceite de
pescado, teniendo como ventaja no poseer cantidades significativas de colesterol.
Sin embargo, su incorporacién puede verse limitada debido a su alta
susceptibilidad frente al deterioro oxidativo (Ixtaina y col.,, 2012). En este sentido,
las emulsiones aceite en agua (O/W) constituyen una estrategia dado que
mediante este sistema alternativo puede vehiculizar su inclusiéon en diversas
matrices alimentarias y a su vez, incidir favorablemente sobre su estabilidad
oxidativa.

En general, las emulsiones O/W convencionales estan constituidas por una
distribucién de gotas de aceite dispersas en un medio acuoso, las cuales estan
cubiertas por una capa simple de agente emulsificante que las estabiliza frente a la
agregacion, con tamanos de gota comprendidos en un rango de 100 nm a 100 um.

El tipo de agente emulsificante empleado para estabilizar una emulsion
O/W es un factor determinante de su estabilidad fisicoquimica en funcion del
tiempo. Asi, existe una amplia gama de agentes emulsificantes disponibles tales
como ingredientes alimentarios entre los cuales, las proteinas resultan
particularmente atractivas dado que muchas de ellas ademas de ser moléculas
activas a nivel superficial son de origen natural, no téxicas, no tienen sabor y se
hallan ampliamente distribuidas en la naturaleza (Harnsilawat y col., 2006).

Las proteinas y los carbohidratos se encuentran en forma conjunta en
diversos productos alimenticios, contribuyendo ambos a la estabilidad, la textura y
la vida util de los mismos. En las emulsiones alimentarias, los carbohidratos suelen
ser afiadidos para conferir mayor viscosidad (agentes espesantes), obtener un

producto tipo gel (agentes gelificantes) a fin de retardar los procesos de
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desestabilizacion o bien, como materiales de pared de microcapsulas a ser
obtenidas posteriormente mediante el secado de la emulsion.

Las propiedades fisicoquimicas de una emulsion O/W tales como su
reologia, estabilidad global son fuertemente dependientes de las caracteristicas de
las gotas de la fase dispersa. A su vez, estas caracteristicas estan determinadas por
diversos factores tales como las condiciones de homogeneizacion (intensidad y
duracion del proceso), la composicion del sistema (el tipo y concentracion de
agente emulsificante, adicion de algun agente estabilizante o la relaciéon de
viscosidad entre las fases dispersa y continua) (McClements, 2005). La estabilidad
oxidativa de los aceites con un alto tenor de acidos grasos w-3 puede verse
afectada por su calidad inicial, asi como por el tipo, localizacién y concentracién de
proteinas en las emulsiones (Faraji y col., 2004). A continuacién, se detalla el efecto

de diversos factores sobre las emulsiones O/W.

1.1. Factores que determinan las caracteristicas y estabilidad de las

emulsiones O/W

Propiedades de las fases lipidica y acuosa

La composicién y propiedades fisicoquimicas de ambas fases, lipidica y
acuosa, afectan el tamafio de particula de una emulsién O/W producido durante la
homogeneizacion. Cambios en el tipo de aceite y/o fase acuosa empleados definen
la relacion de viscosidad, 1ni/na (viscosidad de la fase lipidica/viscosidad de la fase
acuosa), la cual determina el tamafio minimo de particula que puede ser producido
en condiciones de estado estacionario (McClements y Weiss, 2005).

La tension interfacial de la interfase aceite-agua en una emulsion puede
verse afectada por las caracteristicas quimicas de la fase lipidica, por ejemplo, su
estructura molecular o la presencia de impurezas activas a nivel superficial como
acidos grasos libres, mono o diacilgliceroles. A su vez, la estabilidad frente a la
oxidacion depende -en gran medida- del tipo y concentracion de la fase lipidica, asi
como de la presencia de agentes antioxidantes (ej. tocoferoles) (Kamal-Eldin,
2006). Asi, un aceite en cuya composicion predomine un alto tenor de lipidos
insaturados serd mas susceptible a registrar deterioro por oxidacién lipidica

(Frankel, 1993; Kamal-Eldin, 2006). Ademas, la calidad del aceite puede tener una
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gran influencia en la estabilidad oxidativa de estos sistemas, de esta forma un
aceite que presente un alto contenido inicial de hidroperéxidos sera propenso a
registrar el deterioro comentado que otro de mayor calidad.

Ademas, la region interfacial y la fase acuosa en general, estan constituidas
por una amplia variedad de componentes, incluyendo proteinas, polisacaridos,
fosfolipidos, surfactantes, alcoholes y complejos moleculares; pudiendo su
composicion evolucionar en funcién del tiempo. El tipo, la concentracién y las
propiedades interfaciales de un agente emulsificante tienen influencia sobre las
caracteristicas finales de las emulsiones a las cuales estabilizan. En cuanto a la
estabilidad oxidativa de una emulsion, el tipo de emulsificante puede influir de dos
maneras. En primer lugar, a través de su capacidad de crear una membrana
interfacial alrededor de las gotas de aceite que protege a las mismas frente a los
agentes prooxidantes presentes en la fase acuosa y ademdas porque los agentes
emulsificantes pueden presentar en su estructura diferentes grupos reactivos con
propiedades antioxidantes (Horn, 2012).

Las proteinas son muy usadas como agentes emulsificantes en emulsiones
alimentarias. Entre ellas, las proteinas lacteas constituyen componentes
funcionales claves en muchos alimentos siendo ampliamente consumidos debido a
su importancia nutricional y a sus buenas propiedades fisicoquimicas, tales como
su capacidad de retencién de agua, poder emulsificante, capacidad espumante,
buenas caracteristicas de flavor y alta solubilidad en medios neutros y alcalinos
(Srinivasan, 1998). Dentro de las proteinas lacteas, el caseinato de sodio es uno
de los mas utilizado en la industria alimentaria, siendo obtenido a partir de una
suspension viscosa de caseina acida (20% de proteinas) por neutralizacién con
NaOH, pasteurizacion y posterior secado por aspersion (Kinsella, 1984). El
producto obtenido es un polvo blanco amarillento, con un contenido de proteinas
promedio de ~90%, con alta solubilidad en un rango de pH entre 5,5-7,5. Esta alta
solubilidad le otorga excelentes propiedades espumantes y emulsificantes, por lo
cual tiene gran aplicacion industrial en la formulacién de alimentos (Ye y Singh,
2001; Dickinson y col., 2003). Este agente emulsificante estd compuesto por cuatro
proteinas principales, as1, as2, B y k caseinas, en proporciones 4:1:4:1 aproximadas
en peso. Segiin Creamer y Berry (1975), el caseinato de sodio esta formado por

particulas coloidales similares a las sub-micelas de caseina con didmetro y peso
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molecular de ~10 nm y 250 kDa, respectivamente. La mayor parte de las
investigaciones referidas a las propiedades emulsificantes y la actividad superficial
del caseinato de sodio involucran soluciones diluidas de proteinas y altas
relaciones de aceite/proteina. No obstante, el uso de caseinato de sodio como
agente emulsificante y a su vez encapsulante implica el secado de emulsiones con
niveles de concentracién de proteinas mayores y volumenes de fase oleosa
menores que los empleados habitualmente en el campo de las emulsiones (Hogan
y col,, 2001).

La estabilidad de las emulsiones formuladas con proteinas puede
incrementarse a través de la adicion de otros componentes que interactien con
ellas, retardando asi los procesos de desestabilizacién como el cremado y la
floculacién (Huck-Iriart y col., 2014). Los carbohidratos pueden aumentar la
viscosidad de la fase continua en las emulsiones, por lo que influyen en la
estabilidad de estos sistemas alimentarios.

La lactosa es un disacarido (4-0-B-D-galactopiranosil-D-glucopiranosa,
C12H22011) ampliamente aplicado en la industria alimentaria. Se trata de un
disacarido reductor constituido por una molécula de D-glucosa y una de D-
galactosa unidas mediante un enlace (3-1,4-glicosidico (Fox y McSweeney, 1998).
Es el azicar mas abundante en la leche de la mayoria de los mamiferos, también se
encuentra en algunas otras fuentes, tales como las especies vegetales Forsythia y
Sapotacea (Holsinger, 1988). La lactosa deriva casi exclusivamente del suero, un
subproducto de muchas lineas de procesos en la industria lechera y se utiliza
tipicamente en las industrias alimentaria y farmacéutica en una amplia gama de
productos, desde la estandarizacion interna de la leche en quesos hasta las
aplicaciones farmacéuticas, como produccién de inhaladores de polvo seco (Lifran
y col, 2000; Raghavan y col, 2000). La lactosa posee varias propiedades
funcionales favorables, tales como una dulzura relativamente baja, es potenciador
del sabor y las capacidades estabilizadoras de proteinas, que a su vez hace que este
azucar sea un ingrediente importante para diversas aplicaciones (Chandrapala y
col, 2016). Por otra parte, estas propiedades estdn compensadas por diversas
caracteristicas fisicoquimicas de la lactosa, tales como mutarotacién, solubilidad y
cristalizacion, todas ellas impulsadas por la composiciéon y caracteristicas del

medio circundante (Roos, 1993).
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Por otra parte, otros polisacaridos tales como la maltodextrina se utilizan
frecuentemente en emulsiones para inhibir la formacién de crema y/o separacion
de fases (Liang y col, 2014). La maltodextrina es un producto derivado de la
hidroélisis del almidon, constituida por una mezcla de oligdmeros y/o polimeros de
D-glucosa unidos mediante enlaces a-1,4. Comercialmente se clasifican de acuerdo
al perfil de carbohidratos que la constituyen y a su contenido de azucares
reductores expresados como equivalentes de dextrosa (ED). El ED es una medida
del poder reductor de los polisacaridos/oligosacaridos derivados del almidon en
comparacién a la D-glucosa en base seca (Wang y Wang, 2000). Maltodextrinas
con diferentes valores de ED poseen caracteristicas fisicoquimicas distintas,

incluyendo solubilidad, temperatura de congelacion, viscosidad, etc.

Proceso de homogeneizacion

En una emulsién O/W, el tamafio de particula puede reducirse mediante el
aumento de la cantidad de energia suministrada durante el proceso de
homogeneizacion, siempre que haya suficiente cantidad de emulsificante en el
medio para cubrir las superficies de las gotas formadas. La entrega de energia al
sistema depende de la naturaleza del homogeneizador. Por lo tanto, la eleccion del
dispositivo de homogeneizacién podria afectar indirectamente a la oxidacién de
lipidos a través de los tamanos de las gotas de aceite producidas. Ademas, los
diferentes equipos de homogeneizacion de alta presion difieren con respecto a su
generacion de calor (Mao y col, 2010), que es otro factor que puede
potencialmente influir en la oxidacion de lipidos. Diversos estudios en la leche han
demostrado que la estructura de la proteina en la interface varia en funciéon del
tipo de homogeneizador de alta presion utilizado, debido a diferencias en las
geometrias de las camaras de trabajo (Dalgleish y col, 1996). Ademas de las
caracteristicas del equipo empleado en la homogeneizacion, las condiciones del
proceso podrian también influir sobre la estabilidad de las emulsiones O/W. En los
dispositivos de homogeneizacién mecanica, el pardmetro que puede variarse es la
velocidad de rotacién, lo que finalmente influye en el tamafio de las gotas de aceite
resultante. En homogeneizadores de alta presiéon el parametro principal a
controlar es el nivel de presién aplicada. El aumento de la presién o el niimero de

ciclos en los que la muestra pasa a través de la cAmara de trabajo reduce el tamafio
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de las gotas de aceite obtenidas (Qian y McClements, 2011). Sin embargo, los
estudios de oxidacidn lipidica en emulsiones preparadas con caseinato de sodio,
Tween 20 o un concentrado de proteinas de suero no han podido establecer una
relacidn clara entre la estabilidad oxidativa, la presién aplicada y el tamafio de las

gotas (Dimakou y col., 2007; Kiokias y col., 2007).

1.2. Subproductos de chia (Salvia hispanica L.)

Actualmente, la industria alimentaria tiene un creciente interés en la
sustitucién de agentes emulsificantes y estabilizantes sintéticos por otros de
origen natural, tales como polisacaridos y proteinas. Asi, la industria aceitera
genera subproductos (harinas residuales), constituidos por un alto contenido de
fibra y proteinas luego de la obtencion del aceite a partir de la semilla de chia.
Estos subproductos se destinan principalmente a la alimentacién animal, con un
impacto econémico y social muy reducido. Una alternativa para la revalorizacién
de estos recursos es la aplicacion de tecnologias modernas que afiaden valor
mediante la trasformacién de dichos subproductos con caracteristicas y
propiedades compatibles con la alimentacién humana (Julio y col., 2014).

El contenido proteico de la chia es mayor en comparacion al de trigo, maiz,
arroz, avena, cebada y granos de amaranto y su perfil de aminoacidos no presenta
factores limitantes en una dieta para adultos (Bushway y col., 1981; Ayerza y
Coates, 2005). El aislamiento y caracterizacién de una fraccién rica en proteina de
la semilla de chia ha sido estudiada por algunos autores (Olivos-Lugo y col., 2010;
Vazquez-Ovando y col., 2012), mientras que las propiedades funcionales de estas
fracciones estan comenzando a ser investigadas. Olivos-Lugo y col. (2010) y
Sandoval-Oliveros y Paredes-Lopez (2012) investigaron la obtenciéon y
caracterizaron una fraccion rica en proteinas de chia constituida por globulinas
(64.9%), glutelinas (20,2%), albuminas (10,9%) y prolaminas (4,0%) con un alto
porcentaje de acido glutamico, arginina y acido aspartico. Estos aminoacidos son
importantes para el sistema inmunolégico y la prevencién de enfermedades
cardiovasculares. Adicionalmente, la fraccién rica en proteinas de chia ha
presentado buena capacidad de retencién de agua (WHC “water-holding capacity”)
(4,06 p/p) y de aceite (OHC “oil-holding capacity”) (4,04 p/p) (Olivos-Lugo y col.,,
2010).
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Ademas, la semilla de chia contiene entre un 5-6% de mucilago, un
polisacarido complejo de alto peso molecular compuesto principalmente por D-
xilosa, D-manosa, D-arabinosa, D-glucosa, acido galacturénico y glucuroénico,
estable a altas temperaturas (hasta ~244 °C) (Lin y col., 1994; Reyes-Caudillo y
col., 2008; Timilsena y col, 2016). El mucilago exuda cuando la semilla de chia
entra en contacto con agua, siendo capaz de generar soluciones de alta viscosidad a
bajas concentraciones y ser utilizado como fuente de fibra dietética soluble. En este
sentido, numerosos beneficios para la salud han sido asociados a una mayor
ingesta de fibra dietética, incluyendo la reduccién del riesgo de enfermedades
coronarias, diabetes, obesidad, y diferentes tipos de cancer (Mann y Cummings,
2009). En este contexto, el mucilago de chia podria ser empleado como un nuevo
agente espesante en la industria alimentaria y de cosméticos, asi como contribuir a
la salud del consumidor como fuente de fibra dietética (Capitani y col., 2013;
Timilsena y col., 2016).

En virtud de lo expuesto, en el presente capitulo se describe la
investigacion llevada a cabo relacionada con la obtencién y caracterizacion de
emulsiones O/W con aceite de chia, evaluando el efecto de diferentes contenidos
de caseinato de sodio, la adicién de lactosa y la incidencia de variables operativas
tales como la presion de homogeneizacién. Ademas, se estudié la influencia de
distintas combinaciones proteinas-carbohidratos y la presencia de subproductos
de chia (mucilago, fraccidn rica en proteinas) sobre las propiedades fisicoquimicas

de emulsiones O/W.
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2. Materiales y Métodos

2.1. Materiales y reactivos

El aceite de chia empleado en el presente trabajo fue provisto por SDA S.A.
(Argentina) a partir de su obtencion por primera prensada en frio. La composicion
de acidos grasos, el contenido de tocoferoles, los valores iniciales de peréxidos, el
indice de lodo y de acidos grasos libres del aceite de chia fueron determinados
segun lo descripto en las normas IUPAC 2.302 (IUPAC, 1992). El caseinato de sodio
(CS), obtenido a partir de leche bovina, fue suministrado por Sigma Chemical
Company (St. Louis. MO). Maltodextrina (M) con un equivalente de dextrosa (ED)
13-17% y D-lactosa monohidratada (L) fueron provistas por Productos de Maiz
S.A. (Argentina) y Anedra (Argentina), respectivamente. Todos los reactivos
utilizados fueron de grado analitico.

Una fracciéon rica en proteinas de chia (FRP) fue obtenida mediante
procesamiento por via seca de harina desgrasada de chia molida a 0,5 mm de
acuerdo a la metodologia informada por Vazquez-Ovando y col. (2012). La harina
fue fraccionada usando un tamiz tipo Tyler de malla 100 (140 pum) para la
separacion de dos fracciones, de las cuales, la fraccion cribada fue considerada rica
en proteina de chia (FRP). Los contenidos obtenidos de proteinas, lipidos,
humedad, fibra dietética total, cenizas y extracto libre de nitrégeno fueron 43,0;
0,7; 8,4; 14,1; 8,4y 25,4%, respectivamente.

El mucilago de chia (Mg) fue obtenido a partir de la semilla entera de chia
segun la metodologia descripta por Segura-Campos y col. (2014) con algunas
modificaciones. Las semillas fueron remojadas en agua en una proporciéon 1:20 p/v
a 50°C bajo agitacién constante durante 30 min a fin de inducir la exudaciéon del
mucilago. La mezcla conteniendo agua, mucilago y semillas fue congelada a -20°C
durante 12 h y posteriormente secada por liofilizacién (-40°C, 0,133 bar, 72 h)
(Labconco, Freezone 18, EEUU). El material seco fue pulverizado y separado en un
tamiz utilizando mallas No. 20 ASTM (0,849mm) y No. 25 ASTM (0,710 mm). La
composicion proximal del mucilago resulté: 10,7; 8,9; 9,1; 3,9; 13,6 y 53,8% de
humedad, cenizas, proteinas, lipidos, fibra dietética total y extracto libre de

nitrégeno, respectivamente.
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2.2. Preparacion de las emulsiones O/W

Se prepararon emulsiones aceite en agua (O/W) a partir de 10% p/p de
aceite de chia constituyendo la fase oleosa y 90 % p/p de fase acuosa con
diferentes concentraciones (2, 5y 10 % p/p) de caseinato de sodio como agente
emulsificante, en ausencia y presencia de 10 % p/p de lactosa. En determinados
sistemas, la lactosa se afiadio a la disolucién de caseinato de sodio bajo agitacién a
25 % 1°C. Se realiz6 una homogeneizacion primaria empleando un homogeneizador
Ultraturrax T-25 (IKA-Labortechnik, GmbH & Co., Staufen, Alemania) a una
velocidad de rotor de 9.500 rpm durante 1 min. A continuacién, en una segunda
etapa de homogeneizacion, la pre-emulsién obtenida se hizo recircular a través de
un homogeneizador a valvula de alta presién de dos etapas (Panda 2K, GEA, Niro
Soavi, Parma, Italia). Se emplearon dos condiciones de homogeneizacién diferentes
regulando la presién de homogeneizaciéon a 400 y 600 bar, manteniendo en ambos
casos el 10 % de la presion total sobre la segunda valvula. El tiempo de
homogeneizacion fue el suficiente para que la pre-emulsion circulara 4 veces a
través de las dos valvulas del equipo. Este procedimiento de recirculacién tuvo por
objeto favorecer la obtenciéon de emulsiones con distribuciones de tamafio de
particula monomodal.

Las emulsiones fueron preparadas y codificadas de acuerdo a las distintas
formulaciones y condiciones operativas expuestas en la Tabla 2.1. Se utilizé6 un
disefio factorial completo 3x2x2, replicado dos veces, para estudiar los efectos de
la concentracion de caseinato de sodio (2, 5y 10 % p/p), presencia de lactosa (0 y
10% p/p) y presion de homogeneizacion (400 y 600 bar) sobre cada variable
estudiada (distribucion de tamafio de particulas, diametro medio, {-potencial,
propiedades reoldgicas, perfiles de “Back Scattering”, indice de peroxido y valores

de p-anisidina).
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Tabla 2.1 Emulsiones O/W con aceite de chia basadas en un disefio factorial completo

3x2x2. Parametros experimentales y c6digos de muestras

Concentracion de L% p/p

0 10

Concentracion Presion de homogeneizacion (bar) Presion de homogeneizacion (bar)

de CS% p/p 400 600 400 600
2 2 CS_400 2 CS_600 2 CS_L_400 2 CS_L_600
5 5 CS_400 5 CS_600 5 CS_L_400 2 CS_L_600
10 10 CS_400 10 CS_600 10 CS_L_400 2 CS_L_600

Analogamente, otra serie de emulsiones O/W (30 % de s6lidos totales) con
diferente combinacién proteinas-carbohidratos y presencia o ausencia de mucilago
de chia en su fase acuosa fue preparada tal como se detalla en la Tabla 2.2. Todas
las emulsiones se obtuvieron de forma analoga a lo descripto previamente
homogeneizando 10% p/p de aceite de chia y 90% p/p de cada fase acuosa en dos
etapas, utilizando un Ultraturrax T-25 (Janke & Kunkel GmbH, Staufen, Alemania) a
una velocidad de rotor de 9500rpm, 1min y un homogeneizador a valvula de alta
presion (Panda 2K, GEA NiroSoavi, Parma, Italia) regulando a 600 y 60 bar la
primera y segunda valvula, respectivamente.

Las emulsiones fueron preparadas y codificadas de acuerdo a las distintas
combinaciones de proteinas-carbohidratos y presencia o ausencia de mucilago de
chia en la fase acuosa como se expone en la Tabla 2.2. Se utilizé un disefio factorial
completo de 3x2, replicado dos veces, para estudiar el efecto de diferentes
combinaciones de proteinas-carbohidratos (caseinato de sodio y lactosa, caseinato
de sodio y maltodextrina, fraccion rica en proteinas chia y maltodextrina) y la
presencia de mucilago de chia (0 y 0,2 % p/p) en la fase acuosa de emulsiones O/W
con aceite de chia sobre cada variable estudiada (distribucién de tamafio de
particulas, diametro medio, {-potencial, propiedades reoldgicas, perfiles de “Back
Scattering”, indice de peréxido y valores de p-anisidina).

En todas las emulsiones se adicionaron 12 ppm de nisina y 1000 ppm de
sorbato de potasio, ambos aditivos alimentarios GRAS, para evitar el crecimiento

microbiano.
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Tabla 2.2. Composicién y cédigos de las emulsiones O/W de aceite de chia con diferentes
combinaciones de proteinas-carbohidratos y presencia o ausencia de mucilago de chia en

la fase acuosa

Composicion de la fase acuosa % p/p

Codigo de muestra  Aceite de chia % p/p

FRP CS L M Mg
CL 10 = 10 10 = =
CM 10 = 10 = 10 =
PM 10 10 = = 10 =
CL+Mg 10 = 10 9,8 = 0,2
CM+Mg 10 = 10 = 9,8 0,2
PM+Mg 10 10 = = 9,8 0,2

2.3. Almacenamiento de las emulsiones O/W

Las emulsiones obtenidas se almacenaron durante 30 dias a 4 + 1°C en
frascos de vidrio ambar de 10 mL para protegerlas de la luz, sin cAmara de aire
para evitar la oxidacién lipidica. Un frasco conteniendo aceite de chia fue
almacenado en las mismas condiciones para ser evaluado durante el
almacenamiento de forma similar a las emulsiones. La estabilidad fisicoquimica fue
evaluada periédicamente durante el almacenamiento a partir de la determinacién
de los diametros medios de particula, los perfiles de “Back Scattering” (BS), indice

de peroxidos y p-anisidina, como se describe a continuacion.

2.4. Caracterizacion y tratamiento de las emulsiones O/W
2.4.1. Distribucion de tamaiio de particulas y diAmetros medios De Sauter
y/o De Brouker

La distribucion de tamafio de particulas y los diametros D [4,3] (De
Broucker) y/o D [3,2] (De Sauter) de las distintas emulsiones O/W se
determinaron mediante la técnica de dispersion estatica de luz, también conocida
como técnica de difraccion laser. Las determinaciones se realizaron en un
analizador de particulas Malvern Mastersizer 2000E con un sistema de dispersion
Hydro 2000MU (Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, Reino Unido) y un
laser He-Ne (633 nm), en un rango de medicion entre 0,1 y 1000 um (Figura 2.1).
Esta técnica mide las distribuciones de tamafio de particulas a partir de la
variacién angular de la intensidad de la luz dispersada cuando un rayo laser pasa a

través de una muestra con particulas dispersas. Las particulas dispersan la luz en
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todas las direcciones con un patrdén de intensidad, el cual es dependiente de su
tamafio. En general, el angulo de dispersion se relaciona inversamente con el
tamafio de particula. La luz dispersada en distintos angulos por las particulas de
diferentes tamafios pasa por un sistema éptico complejo e incide posteriormente
sobre los detectores, obteniéndose un patréon angular de luz dispersada. El
“software” incorporado al equipo permite traducir este patron con la
correspondiente distribucién de tamafio de particulas (McClements, 1999). Este
calculo requiere el conocimiento del indice de refraccién tanto de las particulas
como del liquido circundante a la longitud de onda del laser utilizado.

Las mediciones se realizaron por duplicado, colocando alicuotas de cada
emulsion O/W en la unidad de dispersiéon con agua destilada hasta alcanzar el
grado de oscurecimiento adecuado (10-20 %). La velocidad de la bomba fue de
2000 rpm y se utilizaron 1,33 y 1,47 como indice de refraccién de la fase continua

y dispersa, respectivamente.

Figura 2.1. Analizador de tamafio de particulas Malvern Mastersizer (Malvern

Instruments Ltd., Reino Unido)

2.4.2. pHy (-potencial

El pH fue medido con un pH-metro (Hanna Instrument, Woonsocket, EEUU),
sobre mezclas de cada emulsién y agua destilada en una proporcién 1:1 bajo
agitacion constante y a temperatura ambiente.

El potencial zeta ((-potencial) fue determinado mediante un equipo
Analizador de Potencial Zeta (Brookhaven 90Plus/Bi-MAS, EEUU) en la funcién de
movilidad electroforética a temperatura ambiente (Figura 2.2). La dispersion de
luz electroforética (ELS, “Electrophoretic Light Scattering”) es una técnica

empleada para medir la movilidad electroforética de las particulas en dispersiéon o
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moléculas en solucidn. El principio fisico fundamental es el de la electroforesis. Se
introduce una dispersion en una celda que contiene dos electrodos y se aplica un
campo eléctrico a los electrodos. Las particulas o moléculas que tienen una carga
neta, o mas estrictamente un {-potencial neto, migraran hacia el electrodo con
carga opuesta con una velocidad, conocida como movilidad, que esta relacionada
con su (-potencial (Hunter, 1986).

Para cada determinacion 0,05 g de emulsidn se dispersaron en 100 mL de
agua mili-Q antes de cada medicion. El rango de {-potencial se establecié a partir
de -100 a +50 mV y la movilidad electroforética (x) se convirtié en valores de (-

potencial utilizando la ecuacién de Smoluchowski (Ec. 2.1.).

{-potencial = % Ec. 2.1.

donde, n es la viscosidad del fluido y ¢ la constante dieléctrica.

——

T—
T ——
——
——

g——

2 —

Figura 2.2. Analizador de Potencial Zeta (Brookhaven 90Plus/Bi-MAS, EEUU)

2.4.3. Propiedades reoldgicas

Las medidas reologicas se llevaron a cabo en un redmetro oscilatorio de
esfuerzo controlado Haake RS600 (ThermoElectron, Alemania) (Figura 2.3). Las
muestras fueron evaluadas a una temperatura constante de 25 *+ 0,3 °C estabilizada
mediante un bafio termostatico adaptado al equipo. El comportamiento de flujo en
estado estacionario (viscosidad n versus esfuerzo de deformacién t) se determiné
utilizando un sistema sensor de platos paralelos rugosos (35 mm de diametro) con
una separaciéon entre platos (“gap”) de 1,0 mm. Las muestras se dejaron reposar

durante 180 s en la posicion de medida antes de cada ensayo y seguidamente se
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sometieron a aumentos de la velocidad de deformacién (y) de 1 a 500 s-1 durante
120 s. Las determinaciones se realizaron por triplicado. Los datos experimentales

se ajustaron al modelo de la Ley de la Potencia segin la ecuacion Ec. 2.2:

T=K* (y)" Ec. 2.2.

donde 7 es el esfuerzo de corte o de deformaciodn, y la velocidad de deformacion y

los parametros k y n se refieren al indice de comportamiento de flujo y el indice de

consistencia, respectivamente.

Figura 2.3. Redmetro oscilatorio Haake RS600 de esfuerzo controlado (ThermoElectron,

Alemania)

2.4.4. Estabilidad global

La estabilidad global de las emulsiones O/W se determin6 a través de
medidas de dispersion de luz en un analizador éptico vertical Quickscan (Beckman
Coulter, Fullerton, EEUU) el cual posee una cabeza lectora compuesta por una
fuente de luz IR-cercano (A = 850 nm) y dos detectores sincrénicos (Figura 2.4).
Este equipo permite analizar la estabilidad de sistemas coloidales y dispersiones
concentradas mediante la medicidn de la transmitancia (“Transmission”, T) y la luz
dispersada (“Back Scattering”, BS) de un sistema opaco atravesado por un pulso de
luz a lo largo del tubo de medida. El detector de “Transmission” recibe la luz que
atraviesa la muestra (con un angulo de 0°), mientras que el detector de “Back

Scattering” recibe la luz dispersada por la misma (a 135°). La cabeza lectora movil
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del Quickscan realiza un barrido a lo largo de toda la altura del tubo de muestra
(aproximadamente 65 mm), adquiriendo los datos de “Back Scattering” o luz
dispersada cada 40 pm. De esta manera, es posible obtener curvas con los
porcentajes de luz dispersada (%BS) en funcién de la altura de la muestra (en
mm). A partir de la observacion de los cambios que presentan los perfiles de BS en
funcién del tiempo de almacenamiento es posible identificar los mecanismos de
desestabilizacion que tiene lugar en una emulsion. El principio de medicién del
analizador O6ptico vertical de barrido ha sido exhaustivamente estudiado por
Mengual y col. (1999). Los perfiles de BS registrados a distintos tiempos de
almacenamiento de cada muestra se analizaron y se determiné la diferencia del

indice de cremado (ACI) de acuerdo con la Ec. 2.3 y 2.4:

ACI (%) =Clt- Clo Ec. 2.3.
donde CI; es el indice de formaciéon de la fase crema a diferentes tiempos de
almacenamiento (t = 10, 20 y 30 d) y Clo es el indice de formacidn de la fase crema
en el momento inicial,

CI (%) = (H / Ho) * 100 Ec. 2.4.

H es la altura de la capa de suero formado en el fondo de tubos de vidrio, Ho

representa la altura inicial de la emulsién.

Figura 2.4. Analizador vertical de barrido Quickscan (Beckman Coulter, Fullerton, EEUU)
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2.4.5. Oxidacion de lipidos en emulsiones O/W
2.4.5.1. Determinacion de productos primarios de oxidaciéon (PV)

Los productos de primarios de oxidacion se determinaron a través de la
cuantificacion de los hidroperoéxidos lipidicos (PV, “peroxide value”) por deteccién
colorimétrica de tiocianato férrico (Shantha y Decker, 1994). Este ensayo permite
determinar espectrofotométricamente la capacidad de los hidroperéxidos lipidicos
(ROOH) para oxidar los iones ferrosos (Fe2*) a iones férricos (Fe3*) en un medio
acido y la consecuente formacién de complejos de hierro y tiocianato (SCN-). El
tiocianato férrico que se forma es un complejo rojo-violeta que muestra una fuerte
absorciéon a 510 nm. Los hidroperéxidos se extrajeron mezclando 0,3 mL de
emulsion con 1,5 mL de la mezcla iso-octano/iso-propanol (3:1) agitando con
vortex tres veces durante 15 s cada vez, seguido por centrifugacion a 3400 g
durante 2 min. A 0,2 mL de la fase organica obtenida se le afiadieron 2,8 mL de la
mezcla metanol/butanol (2:1) seguido de 30 pL de una solucién de tiocianato
ferroso (-SCN/Fe2+, reactivo de ensayo). Cabe sefialar que el reactivo se prepara el
mismo dia del ensayo, mediante la mezcla de volumenes iguales de 0,144 M FeSO4
y 0,132 M BaCly, centrifugaciéon durante 3 min y luego se mezclaron volimenes
iguales de la solucidn ferrosa y tiocianato de amonio (NH4SCN 3,94 M) en tubos de
ensayo cubiertos para evitar exposicion a la luz. Luego de 20 min de incubacién de
la fase organica con los reactivos incorporados se midié la absorbancia a 510 nm.
El indice de hidropero6xidos (PV) se determind a partir de una curva de calibracion
utilizando hidroperéxido de cumeno, y se expresé en términos de meq de

hidropero6xido/kg de aceite.

2.4.5.2. Determinacion de productos secundarios de oxidacion (p-AV)

La determinacion de productos secundarios de oxidacién se realizo
mediante el ensayo de p-anisidina (p-AV) adaptado a emulsiones (adaptacion del
Método N°2.504 de la IUPAC) (Buck y Lindner, 1994). El método permite
determinar el contenido de aldehidos (principalmente 2-alquenales y 2,4-
alcadienal) generados a partir de la descomposicidn de los hidroperoéxidos. Se basa
en la reaccion de color de la p-metoxianilina (p-anisidina) y los compuestos
aldehidicos. La reaccién del reactivo de p-anisidina con aldehidos en condiciones

acidas proporciona productos amarillentos que absorben a 350 nm. El color se
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cuantifica y se convierte en p-AV. Se evaluaron las emulsiones O/W y se
expresaron los resultados en términos de p-AV. Una alicuota de 1 mL de emulsién
se afladié a un tubo falcon de 25 mL y se completd hasta la marca con iso-octano.
Los tubos se agitaron en vortex dos veces durante 20 s cada vez. Después de
centrifugacion durante 10 min a 5000 rpm, se midié la absorbancia (A1) de las
muestras a 350 nm frente a un blanco de iso-octano puro. Alicuotas de 5 mL de la
solucién restante de la centrifugacion, se transfirieron a tubos de ensayo de 10 mL
y se anadié 1 ml de solucién de p-anisidina (solucion al 0,25% p/v en acido acético
glacial). Después de su agitacion con vortex 10 s y de reposo durante 10 min, se
midié su absorbancia (Az) a 350 nm frente a un blanco de iso-octano con p-

anisidina. El valor p-AV se obtuvo a partir de la siguiente ecuacion Ec. 2.5.
p-AV=25(12*Az2-A1) /m Ec. 2.5.

donde m es la masa de la muestra.

2.5. Analisis estadistico

Los resultados experimentales se analizaron por andlisis de varianza
(ANOVA) (p<0,05) utilizando el programa Statgraphics Centurion XV.II para el
“software” de Windows (StatPoint Technologies, Warrenton, VA, EEUU).
Comparaciones multiples entre medias se llevaron a cabo mediante la prueba de
Tukey (p<0,05). La distribucion normal de las variables y la varianza de
verificacion se realizaron mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov y la prueba

de Cochran, respectivamente.
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3. Resultados y Discusion

Las caracteristicas iniciales del aceite de chia del presente estudio pueden
observarse en la Tabla 2.3. Estos resultados fueron similares a los informados por

otros autores (Ayerza, 1995; Ixtaina y col.,, 2011).

Tabla 2.3. Caracteristicas fisicoquimicas iniciales del aceite de chia

Acidos grasos (%)

Ci6:0 85+09
Cis:0 2,0+0,6
Cis:1 5,2+0,6
Cis:2 19,0+ 0,6
Cis3 65,4+1,4
indice de Iodo (g1;/100 g aceite) 213,0+ 3,4
indice de saponificaciéon (mg KOH/g aceite) 193,5+£0,1
Acidos grasos libres (g acido oleico/100 g aceite) 0,6+0,1
Tocoferoles (mg/kg aceite)

Totales 443 £ 4
o- 6t1
Y- 415+5
8- 22+1
indice de peréxidos (meq peréxido/kg aceite) 2,0£0,1

Valores medios (n=2) + desviacion estandar

3.1. Caracterizacion de emulsiones O/W con aceite de chia. Influencia de la
concentracion de caseinato de sodio, agregado de lactosa y de las variables

operativas del proceso de homogeneizacion

Los resultados del ANOVA multifactorial correspondientes al disefio
factorial completo 3x2x2 se presentan en la Tabla 2.4. Como puede observarse, la
concentracion de caseinato de sodio fue el principal factor que tuvo influencia
sobre la mayoria de las propiedades fisicoquimicas estudiadas -excepto en el valor
de p-AV- seguido de la presion de homogeneizacién y en menor extension, la

adicion de lactosa.
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Tabla 2.4 Anadlisis multifactorial de varianza (ANOVA) del disefio factorial (3x2x2)

correspondiente a las propiedades fisicoquimicas de emulsiones O/W con aceite de chia

Suma de cuadrados

Factor GL
D [4,3] (-potencial n K N100 BSavo PV p-AV
Conc. CS (A) 2 0,0589*** 690,2460*** 0,3080*** 1,1089*** 0,0956*** 184,6960*** 6,1805*** 0,0024
Adicién L (B) 1 0,0062* 403,6780*** 0,0199*** 0,4026*** 0,0287*** 20,7018*** 0,0469 0,0013
Presién H.(C) 1 0,0792*** 225,3120*** 0,0003  0,1145*** 0,0024***  4,4462 0,0826 0,0009
AxB 2 0,0023 50,4981* 0,0086*** 0,7333** 0,0510***  5,2344 0,0592 0,0010
AxC 2 0,0048 166,1050*** 0,0104*** 0,2157*** 0,0047*** 18,3983** 0,0752 0,0004
BxC 1 0,0023 0,8568  0,0126*** 0,1243*** 0,0027***  0,0301 0,0886 0,0006
AxBxC 2 00017 42,4508* 0,0058*** 0,2293*** (0,0051***  3,9491 0,0056 0,0036
Error puro 12 0,0104 269,5150 0,0061 0,0034 0,0003 11,7076 0,7303 0,0070
Total 23 0,1659 1848,6617 0,3715 2,9320 0,1904 249,1635 7,2688 0,0172

A Concentracién de CS; B Adicion de L; C Presion de homogeneizacion; GL Grados de libertad

D [4,3] didmetro medio de las gotas de aceite (pm); n indice de comportamiento de flujo; K
coeficiente de consistencia (Pa.s™); 100 viscosidad aparente a 100s-1; BSavo valor promedio de “Back
Scattering” inicial (%); PV Valor de peréxido (hidroperéxido meq/kg de aceite); p-AV Valor de p-
anisidina

*p<0,05; ** p<0,01y**p=0,001

3.1.1. Distribucion de tamaifio de particulas y diAmetros medios

Las caracteristicas de gota de las emulsiones alimentarias tales como su
tamafio y carga son algunos de los parametros claves que influencian las
propiedades fisicoquimicas y sensoriales de las mismas (McClements, 2010).

Las distribuciones del tamafio de particulas (DTP) de las diferentes emulsiones
0/W estudiadas se presentan en la Figura 2.5. Como puede observarse, todos los
sistemas estudiados exhibieron DTP monomodales, con un leve desplazamiento de
la curva hacia tamafios de particulas mayores en el caso de las emulsiones O/W
con 10% p/p de caseinato de sodio, asi como en sistemas obtenidos con el menor

nivel de presién operativa.
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Figura 2.5 Distribucién de tamafio de particulas (% Volumen) de emulsiones O/W con
aceite de chia y diferentes concentraciones de caseinato de sodio a) 2% b) 5% y c¢) 10%
p/p en presencia o ausencia de 10% p/p de lactosa, homogeneizadas a dos niveles de

presion (400 y 600bar). Valores medios (n=2)
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En la Figura 2.6 se presentan los diametros de particula promedio D [4,3]
correspondientes a las emulsiones O/W estudiadas. A tiempo inicial, tanto la
presion de homogeneizacién como la concentracion de caseinato de sodio
empleada registraron una influencia significativa (p<0,001) sobre este parametro
mientras que la adicion de lactosa fue relevante, pero en menor medida (p<0,05).

No se registraron interacciones entre los factores estudiados (ver Tabla 2.4).

mCS_400 m(CS_L_400 CS_600 CS_L_600

(um)

— 0.3

4,3

—

2 5 10
Concentracion de CS % p/p

Figura 2.6 Didmetro medio De Brouker (D [4,3]) correspondiente a emulsiones O/W con
aceite de chia, diferentes concentraciones de caseinato de sodio (2, 5y 10 % p/p), en
presencia o ausencia de lactosa (10% p/p) homogeneizadas a dos niveles de presion (400

y 600 bar). Valores medios (n=2)

Asimismo, concentraciones constantes de agente emulsificante, evidenciaron
una reduccién (p<0,05) en el tamano de particula obtenido cuando la presién de
homogeneizacion se incrementd de 400 a 600 bar. Esta tendencia es concordante
con lo informado por McClements (2004), quien expresa que el tamafio de
particula de emulsiones O/W, estabilizadas con un exceso de agente emulsificante,
depende principalmente de la energia de homogeneizacién empleada. Resultados
similares fueron alcanzados por otros autores (Lethuaut y col., 2002; Atarés y col,,
2012; Horn y col, 2012; O'Dwyer y col.,, 2013). En cuanto a la incidencia de la
concentracion de agente emulsificante, no se encontraron diferencias significativas
en el tamafio de particula cuando las emulsiones se prepararon con 2y 5% p/p de
caseinato de sodio. Sin embargo, un aumento (p<0,05) en el diAmetro medio de las

particulas fue registrado cuando la concentracién de emulsificante se incrementé
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hasta el 10% p/p. Este hecho puede deberse al aumento de la viscosidad de estos
sistemas, lo cual puede suprimir la formaciéon de movimientos contracorrientes
responsables de la ruptura de las gotas de aceite durante el proceso de
homogeneizacion (McClements y Weiss, 2005; Qian y McClements, 2011). Ademas,
se encontré una correlacion positiva (r=0,47; p=0,0204) entre los valores de D
[4,3] y la viscosidad aparente de las emulsiones estudiadas. Por otra parte, la
adiciéon de lactosa provocd una reduccion en el tamafio de particula de los
sistemas.

Los tamafios de particula de las emulsiones analizadas no presentaron
variaciones significativas (p>0,05) durante el tiempo de almacenamiento

estudiado.

3.1.2. pH y {-potencial

El pH de las emulsiones O/W con aceite de chia fue 6,5+0,2 y sus gotas
presentaron carga negativa con valores entre -35 y -54 mV (Figura 2.7). Dicha
carga neta negativa puede ser debida a los grupos ionizados presentes en la
molécula de caseinato de sodio que rodea las gotas de aceite cuando el pH es

superior al punto isoeléctrico (pl) de la proteina (Hu y col., 2003).

Concentracién de CS (% p/p)
2 5 10

-10

-20

-30

-40

Potencial Zeta (mV)

-50

-60

H 400 bar m 600 bar ™ conlactosa-400 bar ' con lactosa-600 bar

Figura 2.7. (-potencial de emulsiones O/W con aceite de chia, diferentes

formulaciones y condiciones operativas. Valores medios (n=2)
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La concentracion de caseinato de sodio (A), la adiciéon de lactosa (B) y la
presion de homogeneizacion (C) tuvieron un efecto significativo (p<0,05) sobre el
C-potencial, en ese orden relativo de importancia. Las interacciones de segundo
(AxB y AxC) y tercer orden entre los factores estudiados también fueron positivas
(Tabla 2.4). Adicionalmente, se encontré una correlaciéon positiva (r=0,46;
p=0,0226) entre el {-potencial y el diametro D [4,3] posiblemente relacionada con
la cantidad de proteina adsorbida en la interfase. En este sentido, emulsiones con
tamafios de gota pequefios y mayor area superficial presentaron una mayor
cantidad de proteina en la interfase, mientras que las gotas de mayor tamafio y
menor area superficial tuvieron asociado un mayor contenido de proteina no-
adsorbida en la fase acuosa. Este hecho podria relacionarse con asociaciones
electrostaticas entre las cadenas de polipéptidos con la consecuente supresion de

cargas.

3.1.3. Propiedades reoldgicas

Los resultados correspondientes a las curvas de flujo para los diferentes
sistemas estudiados se ajustaron a la ecuacion del modelo de la ley de la Potencia
(coeficientes de correlaciéon (R%) > 0,99) y se calcularon los valores de viscosidad
aparente a una velocidad de cizallamiento de 100 s (n100) (ver Tabla 2.5). Este
parametro fue evaluado a esta velocidad de cizallamiento, debido a que es tipico de
procesos de la industria alimentaria, tales como el flujo a través de cafierias,

agitacion y masticacion (McClements, 2005).
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90



Capitulo 2
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Figura 2.8. Efecto de diferentes formulaciones y presién de homogeneizacién sobre las
propiedades reoldgicas de las emulsiones O/W con aceite de chia. Curvas de flujo
correspondientes emulsiones estabilizadas con a) 2,5y 10% p/p de CS, b) 10% p/p de CS

cony sin lactosa, homogeneizadas a 400 y 600 bar

La concentracién de caseinato de sodio y la adicion de lactosa tuvieron una
influencia muy significativa sobre las propiedades reoldgicas de las emulsiones
0/W con aceite de chia, mientras que el nivel de presién homogeneizacién afectd
en menor medida a K y nioo. Las interacciones de segundo y tercer nivel fueron
significativas para todos los parametros reoldgicos y factores estudiados (ver
Tabla 2.4). En general, se observo un incremento de la viscosidad y cambios en el
comportamiento de flujo en funciéon de la concentracidon creciente del agente
emulsificante (Figura 2.8.a, Tabla 2.5). Este hecho puede atribuirse a un aumento
en el contenido de sé6lidos debido a un mayor contenido de caseinato de sodio no-
adsorbido en la fase acuosa, lo que se traduce en una mayor resistencia a flujo y,
por lo tanto, la viscosidad del sistema promueve la formacién de una estructura
inter-gotas. Por otra parte, la adiciéon de lactosa produjo un aumento de la
viscosidad principalmente en emulsiones O/W con 10% p/p de caseinato de sodio

como puede visualizarse en la Figura 2.8.b.
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Tabla 2.5. Pardmetros reoldgicos (n, indice de comportamiento de flujo; K, coeficiente de
consistencia) obtenidos a partir de la ley de la Potencia y viscosidad aparente 100s-! (1100)

de emulsiones O/W con aceite de chiaa 25+0,3 °C

Muestra n K (Pa.s») N1o0 (Pa.s) * 10-3

2 CS_400 1,01 +0,01cd 0,003 +0,001a 2,8+0,22

2 CS_600 1,01 + 0,02¢cd 0,002 +0,001a 2,6 £0,12

2 CS_L_400 1,01 +0,01cd 0,003 + 0,000 3,3+0,22

2 CS_L_600 1,0 £0,01¢ 0,003 +0,001a 3,3+0,42
5CS_400 0,99 £ 0,04¢ 0,006 + 0,002a 5,5+0,92
5CS_600 1,07 £ 0,014 0,004 + 0,0002 50+0,72

5 CS_L._400 0,97 £0,01¢ 0,009 + 0,001a 7,7 £0,2a

5 CS_L_600 0,96 £ 0,01¢ 0,008 + 0,000 6,8+0,32
10 CS_400 0,82 £0,01b 0,085 + 0,01 37,0 £3,3b
10 CS_600 0,84 + 0,02b 0,073 +0,01p 34,6 £ 2,3b
10 CS_L_400 0,81 £ 0,0° 0,375 +0,021¢ 156,3 + 8,8¢
10 CS_L_600 0,69 £ 0,01a 1,095 + 0,0494 262,7 +11,84d

Diferentes letras indican diferencias significativas (p < 0,05) en la misma columna

CS: caseinato de sodio

Los sistemas con 2 y 5% p/p de caseinato de sodio registraron viscosidades
bajas (2,6-7,7 Pa.s) y se comportaron como fluidos newtonianos, probablemente
debido al menor contenido de proteina no-adsorbida en la fase acuosa. Las
emulsiones con 10% p/p de proteinas presentaron viscosidades mayores, la cual a
su vez aumento significativamente (p<0,05) con la adicion de lactosa en la fase
acuosa. Estos sistemas presentaron diferentes grados de pseudoplasticidad debido
a la formacién gradual de una estructura transitoria, lo cual podria estar
relacionado con el incremento del nivel de proteina no-adsorbida (Figura 2.8.b y
Tabla 2.5). La pseudoplasticidad de las emulsiones O/W con 10% p/p de caseinato
de sodio podria asociarse a la disrupciéon mecanica de la estructura red (fase
acuosa atrapada dentro de la estructura inter-gota) al ser aplicadas grandes
tensiones. Estos resultados son coincidentes con lo sefialado por Dickinson y col.
(1997) y Huck-Iriart y col. (2011); para emulsiones estabilizadas con caseinato de
sodio. Dichas emulsiones evidenciaron una alta dependencia sobre Ia

concentracion de proteinas, con un comportamiento newtoniano en los sistemas
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con baja concentracion de proteina libre y pseudoplasticidad, en sistemas con un

alto contenido de caseinato de sodio.

3.1.4. Estabilidad global

La estabilidad global de las distintas emulsiones ensayadas fue evaluada
mediante la evolucion de sus perfiles de “Back Scattering” (BS) durante el tiempo
de almacenamiento (Figura 2.9). Las emulsiones formuladas con 2 y 10% p/p de
caseinato de sodio registraron una alta estabilidad global, manteniendo sus
perfiles de BS sin cambios importantes durante el periodo estudiado. En contraste,
las emulsiones con 5% p/p de caseinato de sodio presentaron una baja estabilidad
global, observandose desestabilizacion por cremado inmediatamente después de
su preparacion. Los valores medios de BS inicial a lo largo de la celda (BSavo, BS t =
0) fueron 68,77, 61,78 y 64,68% para los sistemas con 2,5y 10% p/p de caseinato
de sodio, respectivamente. Teniendo en cuenta que el BS es un parametro
directamente relacionado con el tamafio de particula de una emulsién (Alvarez
Cerimedo y col, 2010), estos valores fueron consistentes con los de D [4, 3] a
excepcidon de emulsiones con 5% p/p de agente emulsificante. En este ultimo caso
se observé una disminucién del BSaw la cual podria estar vinculada con la
formacién de agregados.

El analisis estadistico de los resultados experimentales obtenidos evidencié
una influencia significativa (p<0,05) de la concentracion de caseinato de sodio y la
adiciéon de lactosa, asi como una interaccion de segundo nivel entre la
concentracion de caseinato de sodio y la presion de homogeneizacion sobre la
estabilidad global de las emulsiones (Tabla 2.4). Asi, cuando las emulsiones fueron
estabilizadas con 2% p/p de proteina, se registraron ligeros signos de
desestabilizacion debido a la formacion de una fase crema con la consecuente
disminucién del %BS en la parte inferior del tubo y el simultdneo aumento del
%BS en la parte superior, por migraciéon de gotas de aceite a la zona superior
(Figura 2.9.a). Si bien estos sistemas registraron tamafnos de particulas menores a
las emulsiones con 10% p/p de caseinato de sodio, estas caracteristicas no
lograron evitar ligeros cambios en los perfiles de BS los que podrian estar

asociados con el inicio del proceso de cremado.
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Figura 2.9. Perfiles de “Back Scattering” (%BS vs. longitud del tubo) correspondientes a
emulsiones O/W con aceite de chia a) 2 b) 5y ¢) 10% p/p de caseinato de sodio en
funcion del tiempo (....... ) 20h, (= = =) 7, (— —) 20 y (—) 30 d a dos niveles de presion
de homogeneizacién (400 y 600 bar). Valores medios (n=2)
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Las emulsiones estabilizadas con un 5% p/p de caseinato de sodio
exhibieron desestabilizaciéon a partir de una combinaciéon de los mecanismos,
floculacion y cremado. En este caso, se observo una disminucién del %BS en la
parte inferior y la parte media del tubo de muestra debido a la formacién de
agregados con un mayor tamafio de particula y un fuerte aumento de este
parametro en la zona superior correspondiente al cremado de estos agregados
(Figura 2.9.b). El proceso de floculacién por agotamiento o “depletion flocculation”
fue probablemente causado por las particulas de biopolimero no adsorbidas en la
fase acuosa, con lo cual la fuerza de atraccion entre las gotas se incrementa hasta
que finalmente logran ser lo suficientemente importante como para superar las
interacciones repulsivas entre ellas y flocular (McClements, 2004). Por ello, el
cremado de estas emulsiones fue rapido y marcado debido al mayor tamaio de
estos agregados.

En el caso de las emulsiones con 10% p/p de caseinato de sodio, estos
sistemas mantuvieron sus perfiles BS sin alteraciones, con una leve disminucién
del BS medio durante el almacenamiento lo que podria estar asociado con el inicio
de una floculacién lenta (Figura 2.9.c). El alto nivel de estabilidad global podria
estar relacionada a una re-estabilizacion de la emulsién a partir de la formacién de
una estructura de red de particulas y a su alta viscosidad, lo que dificulta la
migracion de las gotas a la parte superior del tubo (Huck-Iriart y col.,, 2011).
Tendencias similares fueron reportadas por Dickinson y col. (1997).

El analisis estadistico reveld que la concentracion de caseinato de sodio fue
el factor que presentd el mayor efecto (p<0,01) sobre este indice relacionado con
la estabilidad de las emulsiones (Tabla 2.4). La Figura 2.10 muestra que la
evolucion del AIC% de emulsiones estabilizadas con 5% p/p caseinato de sodio
presentaron el mayor incremento de este parametro en comparacion con los otros
sistemas. En contraste, las emulsiones con 10% p/p de caseinato de sodio se
mantuvieron estables frente a los procesos de desestabilizacion durante el periodo
estudiado (p>0,05). Se encontr6 una correlaciéon negativa (p<0,05) entre AIC% a
diferentes tiempos de almacenamiento y la viscosidad (n1o0) (r=-0,43; -0,45; -0,56
para AlC%10d4, AlC%204 y AIC%304, respectivamente). En este sentido, un
incremento de la viscosidad promovié la disminucién de la movilidad de las

particulas, lo que resulta en una mejora de la estabilidad de la emulsion.
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Figura 2.10. Evolucion de la diferencia del indice de cremado (AIC%) correspondiente a

las emulsiones O/W con aceite de chia en funcién del tiempo de almacenamiento

3.1.5. Oxidacion de lipidos en emulsiones O0/W
3.1.5.1. Productos primarios (PV) y secundarios (p-AV) de oxidacion

En cuanto a la estabilidad oxidativa de las emulsiones O/W con aceite de
chia, se registr6 un efecto significativo (p<0,05) del contenido de caseinato de
sodio sobre los valores de PV (Tabla 2.4). El nivel inicial de hidroperdéxidos en las
emulsiones fue bajo, lo que denota que el proceso de emulsificacidon no contribuyé
a aumentar el contenido de estos productos primarios de oxidacién. Los sistemas
con 10% p/p de caseinato de sodio presentaron niveles de PV significativamente
mayores (p<0,05) que los otros, lo cual podria estar asociado a su tamafio de
particula (Tabla 2.4). Esta tendencia es coincidente con la correlacidn significativa
(r=0,58; p=0,0029) encontrada entre D [4, 3] y PV. Cabe sefialar que, en la
literatura no existe una tendencia clara respecto a la oxidaciéon de lipidos y su
relacion con los tamafios de particula. Estudios previos denotan resultados
similares a los de este trabajo, seflalando que menores tamafios de particula en
emulsiones O/W con aceite de pescado reducen la oxidacién de lipidos (Nakaya y
col, 2005; Let y col, 2007). Sin embargo, otros autores indican un aumento del
nivel de oxidacién cuando el diametro de particula disminuye, explicando esta
tendencia en términos de un aumento de la superficie de la particula y una mayor

posibilidad de ataques de agentes pro-oxidantes, tales como radicales libres o
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iones metalicos (Atarés y col,, 2012). La evolucion de los valores de PV para las
emulsiones O/W con diferente contenido de caseinato de sodio almacenadas a
4+1°C se puede observar en la Figura 2.11. Al final del almacenamiento, los
valores de PV fueron 8,15; 4,50; 2,00 y 1,80 meq de hidroperdxidos/kg de aceite,
para el aceite de chia y las emulsiones con 10, 2 y 5% p/p de caseinato de sodio,
respectivamente. El aceite de chia almacenado en las mismas condiciones que las
emulsiones alcanz valores de PV significativamente mayores (p<0,05) al de las
emulsiones O/W durante la primera semana de almacenamiento refrigerado.
Todos los sistemas exhibieron niveles inferiores de productos de oxidacion
primaria que el limite superior (10 meq de hidroperdéxido/kg de aceite)
establecido por el Codex Alimentarius (Comision del Codex Alimentarius, 2012)
para el consumo humano de aceites no contemplados en las normas estandar. En el
caso de los productos secundarios de oxidaciéon, no se registraron efectos
significativos de los diferentes factores investigados en el disefio experimental,
presentando bajos niveles en todos los casos (p-AV <1). Estos resultados sugieren
que las emulsiones podrian constituir un sistema adecuado, que contribuye a
aumentar la estabilidad oxidativa de los aceites otorgando una proteccién
adicional, como la presencia de una membrana interfacial que cubre las gotas de
aceite, la interaccidn entre los ingredientes y la distribucion de los ingredientes

entre el aceite (O'Dwyery col.,, 2013).

=
(=}

Aceite de chia

o 10%CS

2% CS
5% CS

PV (meq hidroperoxido/kg de aceite)

tiempo de almacenamiento (d)

Figura 2.11. Valores PV correspondientes a aceite de chia y emulsiones O/W con diferente
contenido de caseinato de sodio obtenidas a partir de homogeneizacién a 600 bar a

distintos tiempos de almacenamiento
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En virtud de los resultados obtenidos, seguidamente se continuaron las
investigaciones mediante el estudio de emulsiones O/W con distintos
subproductos de chia tales como proteinas y mucilago de chia con o sin la
presencia de maltodextrina. A tal efecto, se llevé a cabo la respectiva obtencion y
caracterizacidon de las mismas, segliin la metodologia descripta previamente en las

secciones 2.2- 2.4.

3.2. Caracterizacion de emulsiones O/W con subproductos de chia. Influencia

de la composicion de la fase acuosa

Tabla 2.6. Andlisis multifactorial de varianza (ANOVA) del disefio factorial (3x2)

correspondiente a las propiedades fisicoquimicas de emulsiones O/W con aceite de chia

Factor Suma de cuadrados

GL D|[3,2] ¢-potencial n K MN1oo BSavo

Proteina-Carbohidrato(A) 2 92,964** 129,536** 0,1229** 4,8320** 0,072** 350,069 **
Adicién mucilago de chia (B) 1 1,748*  19,152* 0,0439** 4,9227** 0,0722** 10,566*
AxB 2 1,60* 0,467  0,0123** 2,8322** 0,0165** 4,0861
Error puro 6 0,165 1,715 0,0003 10,0145 0,0001 5,721
Total 11

GL grados de libertad; D [3,2] didmetros medios de gotas de aceite (um); {-potencial (mV), n
indice de comportamiento del flujo; K coeficiente de consistencia (Pa.s"); N100 viscosidad aparente a
100 s'1; BSavo valor medio de “Back Scattering” inicial (%)

*p<0,05; % p<0,01

3.2.1. Distribucion de tamaifio de particulas y diAmetros medios

Las curvas de distribucién de tamafio de particulas (DTP) de las emulsiones
0/W conteniendo aceite de chia se muestran en la Figura 2.12. Puede observarse
que las emulsiones estabilizadas con caseinato de sodio presentan curvas de DTP
mono (CL) o bimodal (CM) (Figura 2.12.a y b). Sin embargo, las emulsiones
preparadas usando una fraccién rica en proteina de chia registraron curvas de DTP
trimodales, mas amplias que las anteriores desplazadas hacia tamafios de
particulas mas grandes (Figura 2.12.c). Ademas, en todos los casos, la adicién de
mucilago de chia evidencié DTP similares pero con un desplazamiento (< tamafios
de particulas) especialmente notorio para sistemas con la fraccién rica en

proteinas de chia.
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Figura 2.12. Efecto de diferentes combinaciones de proteinas-carbohidratos y adicion de

mucilago de chia en la distribucién de tamafo de particulas (DTP) de emulsiones O/W con

aceite de chia (t = 0 d). Valores medios (n = 2)
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Los resultados del didmetro de Sauter (D [3,2]) mostraron que la
combinacién proteina-carbohidrato tuvo un efecto muy significativo (p<0,01)
sobre el tamafio de particula de las emulsiones O/W, asi como la adicion de
mucilago de chia también afecté este pardmetro, aunque en menor medida
(p=<0,05). La interaccion de ambos factores también fue significativa (p<0,05)
(Tabla 2.6). Como se puede observar, los sistemas con caseinato de sodio
registraron tamafos de gota mas pequeiios (p<0,05) y un grado menor de
polidispersidad (Span) (p<0,05) correspondiente al tiempo inicial y a 15 dias de
almacenamiento refrigerado que los obtenidos con una fracciéon rica en proteinas
de chia. Inicialmente, los valores de D [3,2] de emulsiones con caseinato de sodio
oscilaron entre 0,22 y 0,27 um y los de Span entre 1,07 a 1,46, lo que denota el alto
grado de uniformidad asociado a estos sistemas (Tabla 2.7). Por otra parte, las
emulsiones con la fraccién rica en proteinas de chia presentaron tamafios de
particulas entre 7,44 a 9,86 um y valores de Span entre 2,23 y 2,65 debido a la
presencia de poblaciones de particulas mas grandes (Tabla 2.7). Ademas, el tipo y
concentracion de agente emulsificante antes de la homogeneizacion tiene una
influencia importante en el tamafio de las gotas producidas (Qian y McClements,
2011). En este caso, el tamafo de particula considerablemente mayor alcanzado en
emulsiones con la fraccion rica en proteinas de chia podria ser debido a su menor
nivel de proteina disponible en las condiciones del medio quimico, el cual no seria
suficiente para cubrir la superficie de gotas de aceite mas pequefias formadas.
Algunos investigadores han indicado que cuando el contenido de proteinas es
limitado, ya no hay suficiente proteina para estabilizar completamente la interfase
de las gotas, y por lo tanto pueden formarse particulas mas grandes durante la
homogeneizacion (Dickinson y col,, 2003; Day y col., 2007). Teniendo en cuenta las
propiedades emulsionantes, es sabido que el caseinato de sodio es una proteina
flexible y eficaz para reducir la tension interfacial, pudiendo desplegarse en la
interfase mas rapidamente que las proteinas globulares (Dickinson y McClements,
1995). Por lo tanto, es esperable que el caseinato de sodio desempefie un rol
importante como agente emulsificante, al presentar una mayor hidrofobicidad, una
menor tension superficial y una mayor flexibilidad estructural que las proteinas de
chia constituidas principalmente por proteinas globulares (Sandoval-Oliveros y

Paredes-Lépez, 2012). Ademads, se obtuvieron tamafios de particulas mas
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pequefios (p<0,05) para emulsiones con PM+Mg que los sistemas PM (Tabla 2.7).
Este hecho podria estar relacionado con la contribucion del mucilago chia a través
del aumento de la viscosidad y la formacion de una red que reduce el movimiento
de las gotas de aceite, su posible colision y coalescencia. Este efecto ha sido mas
importante para este tipo de emulsiones que los sistemas estabilizados con
caseinato de sodio, probablemente debido al menor contenido de proteina de chia
no adsorbida en la fase continua. El tamafio de particula de las emulsiones O/W no
mostré variaciones significativas durante el periodo de almacenamiento, excepto
para las emulsiones con la fraccién rica en proteinas de chia. De manera similar, no
se observaron diferencias significativas (p>0,05) en los niveles de Span en funcién

del tiempo de almacenamiento.

Tabla 2.7. Didmetro medio de superficie D [3,2] e indice de polidispersidad (Span) de

emulsiones O/W de chia a diferentes tiempos de almacenamiento a 4+1 °C

D [3,2] (um) Polidispersidad

Sistemas od 15d 0od 15d
CL 0,253 0,272A 1,32x 1,43xX
CM 0,272A 0,262A 1,46xX 1,43xx
PM 9,868 6,99¢A 2,23% 1,72y%
CL+Mg 0,22aA 0,222A 1,07xX 1,11
CM+Mg 0,23aA 0,24aA 1,2xx 1,24
PM+Mg 7,448 5,99vA 2,65v% 2,082

Stdv 0,01-0,70 0,01-0,13 0,01-0,13 0,01-0,12

Diferentes letras: indican diferencias significativas (p<0,05). Letras pequeiias: diferencias en la
misma columna. Letras mayusculas: diferencias en la misma linea, para los tiempos de
almacenamiento 0 y 15d

Stdv: desviacion estandar

3.2.2. {-potencial

El {-potencial representa la diferencia de potencial entre el medio de
dispersion y la capa estacionaria de fluido unida a la gota dispersada. El valor
numérico del {-potencial se puede relacionar con la estabilidad de las emulsiones.

Asi, las emulsiones con alto {-potencial absoluto (> a +30 mV 6 < a -30 mV) se
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estabilizan electrostaticamente mientras que las emulsiones con bajo {-potencial
absoluto tienden a coagular o flocular (Wang y col., 2011).

La carga de las gotas de emulsiones O/W con aceite de chia a pH 6-6,5 fue
negativa para todos los sistemas. Esta carga ha sido atribuida a los grupos
ionizados de la proteina cuando el pH se encontraba por encima del punto
isoeléctrico (pl). Los resultados obtenidos indicaron que tanto la combinacién
proteina-carbohidrato utilizada como la adiciéon de mucilago de chia tuvieron
efectos significativos (p<0,05) sobre el {-potencial, siendo el primero de ellos, el
factor de mayor influencia (Tabla 2.6). Ahora bien, en ausencia de mucilago de
chia, la carga eléctrica de las gotas de emulsiones estabilizadas con caseinato de
sodio fue de ~ -35 y -31 mV para CL y CM, respectivamente. Por otra parte, se
encontrd una disminucion significativa (p<0,05) en la magnitud de este pardmetro
al sustituir la lactosa por maltodextrina. Este hecho podria atribuirse a las
interacciones entre el agente emulsificante-maltodextrina en la superficie de las
gotas de la emulsion. Asi, las moléculas de maltodextrina podrian unirse a los
grupos activos superficiales anidénicos que originalmente estaban asociados con las
gotas de aceite de chia, reduciendo su carga negativa (Klinkesorn y col,, 2004).
Ademas, las gotas recubiertas por la fraccion rica en proteinas de chia presentaron
una carga negativa de ~ -23 mV, probablemente debida a la presencia de grupos
funcionales anionicos presentes en la estructura proteica, principalmente
relacionados con los acidos glutdmico y aspartico. La carga neta sobre las gotas se
hizo significativamente (p<0,05) menos negativa cuando se incorpordé el mucilago
de chia. Este hecho podria atribuirse a la posible supresion de carga debida a las
asociaciones electrostaticas entre las cadenas polipeptidicas y ciertos grupos

cargados provenientes del mucilago de chia.

3.2.3. Propiedades reoldgicas

Las propiedades reoldgicas de las emulsiones fueron altamente
dependientes (p<0,01) de la combinacion proteina-carbohidrato, la adicién de
mucilago de chia y de la interaccion entre ambos factores, como puede verse en la
Tabla 2.6.

Los resultados experimentales de las curvas de flujo de las emulsiones O/W

de chia se ajustaron al modelo de la ley de la Potencia y se calcularon sus
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parametros (n, indice de comportamiento de flujo y K, coeficiente de consistencia)

(Tabla 2.8).

Tabla 2.8. Parametros de la ley de la Potencia (n, indice de comportamiento del flujo, K,
coeficiente de consistencia) y viscosidad aparente a 100 s (n100) para emulsiones O/W

con aceite de chiaa 25 + 0,3 °C

ley de la Potencia

Sistemas

K (Pa.s») n N100 (Pa.s)

CL 0,234ab 0,866¢ 0,124b

CM 0,537bc 0,760¢ 0,173¢

PM 0,007 1,0004 0,0072

CL+Mg 1,007¢ 0,700¢ 0,2614

CM+Mg 3,905d 0,535 0,464

PM+Mg 0,015 1,0004 0,015
Stdv 0,001 - 0,025 0,001-0,007 0,003-0,030

Diferentes letras indican diferencias significativas (p < 0,05) en la misma columna

Stdv: desviacion estandar

En todos los casos, los valores del coeficiente de determinacién (R2),
utilizados como criterios de la bondad del ajuste del modelo, fueron superiores a
0,98. Diferencias en el comportamiento de flujo de diferentes emulsiones O/W
pudieron ser evidenciadas. De acuerdo a la Tabla 2.8, las emulsiones preparadas
con caseinato de sodio registraron valores de n < 1, denotando un comportamiento
pseudoplastico. La pseudoplasticidad de los sistemas estabilizados con caseinato
de sodio fue asociada a la disrupcién mecanica de la red estructural (fase acuosa
atrapada dentro de la estructura entre gotas) a grandes esfuerzos aplicados.
Ademas, estos sistemas presentaron diferentes grados de pseudoplasticidad
evidenciados por el indice de comportamiento de flujo (n), el cual disminuye
cuando aumenta la pseudoplasticidad. Asi, se encontré que las emulsiones con
maltodextrina presentaron un mayor comportamiento pseudoplastico que los
sistemas con lactosa. Por otra parte, las emulsiones con la fracciéon rica en
proteinas de chia exhibieron un comportamiento newtoniano (n~1) (Tabla 2.8).

En cuanto a la dependencia del comportamiento de flujo de las emulsiones

de chia O/W en funcidn del tiempo de cizallamiento, se registraron diferencias
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significativas (p<0,05) en los parametros reoldgicos entre las curvas de ida y
vuelta de todos los sistemas con la adicion de mucilago de chia (datos no
mostrados).

Las viscosidades aparentes de diferentes sistemas a 100 s-! de velocidad de
cizallamiento (n100), consideradas como un valor tipico de procesos alimenticios
tales como el flujo a través de cafierias, agitaciéon y masticacion (McClements,
2004), se presentan en la Tabla 2.8. Se observo que los sistemas con la fracciéon
rica en proteinas de chia registraron valores muy inferiores (p<0,05) de este
parametro en comparacion con las emulsiones estabilizadas con caseinato de
sodio. Este hecho podria estar relacionado con el nivel de proteina mayor al
requerido para cubrir completamente la superficie de las gotas. Por ello, una gran
cantidad de caseinato de sodio no adsorbido puede permanecer en la fase continua
de estos sistemas. Esta situacién produciria una mejora de la viscosidad de la fase
continua y de la energia de deplecion, lo que también podria conducir a la
formacidon de agregados y una estructura de red de emulsién transitoria (Julio y
col, 2015). Presentaron un aumento de nioo las emulsiones O/W cuando se usé
maltodextrina en lugar de lactosa. Ademas, se evidencié un aumento significativo
(p<0,05) de la viscosidad aparente de las emulsiones con caseinato de sodio al
afiadir mucilago de chia, probablemente relacionado con la composicién y las
propiedades funcionales del mismo (Tabla 2.8). Estos resultados estan de acuerdo
con Timilsena y col. (2016) quienes informaron que la alta viscosidad de la
solucion de goma de semilla de chia puede atribuirse a la presencia de sustituyente
de acido 4-0-metil-glucuronico que forma una red de cadenas intermoleculares en

medio acuoso.

3.2.4. Estabilidad global

La Tabla 2.6 muestra que la combinacién proteina-carbohidrato present6
una influencia muy significativa (p<0,01) seguida de la adicién de mucilago de chia
(p<0,05) en BSavo. Los valores promedio de BS inicial a lo largo del tubo (BSavo, del
perfil de BS, t=0) fueron 63, 59 y 49% para los sistemas CL, CM y PM,
respectivamente. Teniendo en cuenta que a t=0 la distribuciéon de las particulas es
homogénea, el BSavo depende directamente del didmetro medio de las particulas. El

flujo de BS aumento6 con el diametro medio de las particulas, cuando el tamafo de
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las gotas fue menor que la longitud de onda incidente (1) y disminuyé con el
diametro medio de las particulas para tamafios de gotas mas grandes que la
longitud de onda incidente (Mengual y col.,, 1999). En virtud de ello, el valor de
BSavo fue significativamente inferior (p<0,05) en emulsiones estabilizadas con la
fraccion rica en proteinas de chia en contraste con los sistemas de caseinato de
sodio posiblemente debido al tamafio de gotas superior a A (0,8 pm).

La estabilidad global de las emulsiones O/W se examind durante 15 dias de
almacenamiento a través de la caracterizacién oOptica de las mismas con un
analizador vertical de barrido (QuickScan). La evolucion de los perfiles de “Back
Scattering” (BS) en funcién de la altura de la muestra (altura total = 65 mm) para
los diferentes sistemas se presentan en la Figura 2.13. Los patrones de BS
constituyen la huella dactilar macroscopica de la muestra de emulsién (Mengual y
col,, 1999) y permite examinar los fendmenos de migracién de las gotas de aceite.
En este sentido, las emulsiones estabilizadas con caseinato de sodio presentaron
una alta estabilidad global sin cambios significativos en los perfiles de BS durante
todo el periodo de almacenamiento (Figura 2.13.a y b). Este hecho podria estar
asociado al alto nivel de viscosidad y pequefio tamafio de particulas de estos
sistemas, lo que redujo drasticamente la movilidad de las gotas de aceite de chia y
por lo tanto su movimiento ascendente segun la ley de Stokes; lo que concuerda
con la correlacidn significativa encontrada: BSavo vs. nioo (r = 0,67; p = 0,0157) y
BSayo vs. D [3,2] (r =-0,96; p = 0,0000). Por otra parte, se detect6 una clarificaciéon
en el fondo del tubo de muestra al cabo de 5 dias de almacenamiento para sistemas
con la fraccion rica en proteinas de chia, lo que puede visualizarse mejor mediante
un aumento en la relacion de transmision en el fondo del tubo de muestra (Figura
2.13.c y c.1). Este comportamiento podria estar asociado a la libre movilidad de
las gotas y el alto grado de interaccion de las particulas, causado por las débiles
fuerzas viscosas en la fase acuosa con las proteinas de chia y a una carga menor
neta de estas gotas de emulsion. En este sentido, se encontré una correlacion
positiva entre BSavo y {-potencial (r=0,83; p=0,0008).

En cuanto a la adicién de mucilago de chia, las emulsiones presentaron
perfiles de BS similares a los sistemas sin mucilago, registrando un aumento de

~5% en el BSavo en el caso de CM + Mg y PM + Mg (datos no mostrados).
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Figura 2.13. Perfiles de “Back Scattering” (% BS vs. la longitud del tubo) correspondientes
a emulsiones 0/W a) CL, b) CM y ¢) PM con aceite de chia y perfil de transmitancia de la
parte inferior del tubo (area sombreada) para PM (c.1) en funcién del almacenamiento:

(—) tiempo inicial, (- - ) 5d, (----) 10d y (-------) 15 d. Valores medios (n = 2).
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4. Conclusiones parciales

Caracterizacion de emulsiones O/W con aceite de chia. Influencia de la
concentracion de caseinato de sodio, las variables operativas del proceso de

homogeneizacion y el agregado de lactosa

e Seestudiaron emulsiones O/W con aceite de chia evaluando la influencia de la
concentracion de caseinato de sodio, el nivel de presion de
homogeneizacion y la presencia de lactosa sobre sus propiedades
fisicoquimicas. Estos factores fueron relevantes en el orden mencionado al
exhibir efectos significativos sobre la mayoria de las caracteristicas de los

sistemas investigados.

e Las emulsiones O/W con aceite de chia presentaron gotas cargadas
negativamente (pH ~6,4), una distribucion de tamafio de particulas
monomodal y un didmetro medio dependiente en gran medida de la presién de
homogeneizaciéon y del contenido del agente emulsificante y en menor

extension de la adicion de lactosa.

e Las propiedades reoldgicas y la estabilidad global de las distintas
emulsiones O/W fueron influenciadas por el contenido de caseinato de sodio y
la adicién de lactosa. Los sistemas con 2% p/p de agente emulsificante
exhibieron una estabilidad moderada y un comportamiento newtoniano.
Cuando la concentracién de caseinato de sodio se incrementé a 5% p/p se
evidencio una baja estabilidad por la formacion de agregados, floculacion por
deplecion, como consecuencia del aumento de la proteina no adsorbida. Las
emulsiones formuladas con 10% p/p de caseinato de sodio exhibieron un
comportamiento pseudoplastico y una alta estabilidad global asociados al

reordenamiento de los agregados formando una red de gel firme.

e Las emulsiones O/W con aceite de chia registraron bajos niveles de productos

primarios y secundarios de oxidacién durante el periodo de 30 dias a
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4+0,5°C. El aceite de chia sin emulsificar exhibié niveles superiores de PV y p-

AV.

Caracterizacion de emulsiones O/W con subproductos de la semilla de chia.

Influencia de la composicion de la fase acuosa

o Se obtuvieron y caracterizaron emulsiones O/W con ingredientes funcionales
(aceite con un alto contenido de &cidos grasos w-3, fraccién rica en proteinas
y/o mucilago) de semillas de chia, investigando la influencia de la

composicion de la fase acuosa sobre sus propiedades fisicoquimicas.

o Se logré una alta estabilidad fisica para las emulsiones de chia O/W con
caseinato de sodio-lactosa o caseinato de sodio-maltodextrina con un
pequefio tamano de particula, una polidispersidad baja, gotas cargadas
negativamente (pH ~6,5) y un comportamiento pseudoplastico. Se observo
una disminucién de la carga neta de {-potencial y un aumento de 1100 cuando

se emple6 maltodextrina en lugar de lactosa.

° En contraste, los sistemas con la fraccion rica en proteinas de chia
presentaron mayores distribuciones de tamafio de gotas y un mayor
didmetro medio de Sauter que las emulsiones con caseinato de sodio,
registrando un comportamiento newtoniano. En estos sistemas se detecto
una estabilidad limitada después de 5 dias de almacenamiento mediante un

proceso de clarificacion.

o El impacto de la adiciéon del mucilago de chia - fibra dietética soluble- se
reflejo principalmente en las caracteristicas reologicas de las emulsiones. Por
ello, su inclusion aumentd la viscosidad de la fase acuosa disminuyendo el
movimiento de las gotas de aceite con la consecuente mejora en la estabilidad
de la emulsion, lo que evidencia un rol interesante del mucilago de chia como

agente espesante.
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Los resultados obtenidos sugieren que las emulsiones O/W constituyen
sistemas alternativos que permiten mejorar la estabilidad del aceite de chia frente
a la oxidacion lipidica. Esta informacion es particularmente util para el disefio y
produccion de emulsiones O/W como sistemas de suministro de acidos grasos w-3
y de otros subproductos provenientes de la semilla de chia, lo cual permite la
revalorizacion y aplicaciéon de estos nuevos ingredientes en el desarrollo de

diversos alimentos funcionales.
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1. Introduccion

La industria alimentaria emplea en gran medida tecnologias de
emulsificaciéon para obtener productos tales como refrescos, cremas, aderezos para
ensaladas, mayonesa, salsas, sopas, manteca y margarina. Durante el proceso de
homogeneizacion, las moléculas de un agente emulsificante se adsorben sobre la
superficie de las gotas de aceite recién formadas, reduciendo la tension interfacial
y formando una capa protectora alrededor de las mismas que previene su
agregacion. Entre los agentes emulsificantes mas comtinmente empleados pueden
mencionarse las proteinas anfifilicas, polisacaridos, fosfolipidos, agentes
tensioactivos (McClements, 2005). Estos emulsificantes pueden variar
significativamente en su eficiencia para producir gotas de aceite pequefias durante
la homogeneizacion y en su capacidad para prevenir la agregacion de las mismas
bajo diferentes condiciones del medio tales como, pH, fuerza idnica, calentamiento
y congelacion (McClements, 2005; Garti y col., 1993). Ademas, pueden diferir en su
costo, disponibilidad, facilidad de manipulacién, compatibilidad con otros
ingredientes (Stauffer, 1999). Asi, es limitado el nimero de agentes emulsificantes
que pueden emplearse para formar capas interfaciales de sistemas de provision de
ingredientes funcionales con diversas caracteristicas de proteccién y liberacidn.
Ademas, existen ciertas restricciones en cuanto a las propiedades funcionales que
pueden obtenerse a partir del uso de los emulsificantes de grado alimentario
existentes, asi como de las metodologias convencionales de emulsificacion, por
ejemplo, baja estabilidad de las emulsiones a determinados niveles de pH,
presencia de sales, oxidacion de lipidos o bien estabilidad frente a procesos como
calentamiento, deshidratacién, congelacion y enfriamiento. Estas limitaciones han
impulsado la investigacidn para el desarrollo de nuevos métodos alternativos que
permitan mejorar la estabilidad de las emulsiones mediante estrategias
innovadoras basadas en las propiedades fisicoquimicas de los agentes
emulsificantes. Una de esas estrategias ha sido la generacion de complejos
covalentes proteina-polisacarido los cuales presentan una buena actividad
superficial y pueden ofrecer una mejor protecciéon frente a determinadas
condiciones del entorno quimico (Dickinson y col., 2003; Schmitt y col., 1998). Por
ello, se ha intensificado la busqueda y caracterizacién de nuevos agentes

emulsificantes a fin de profundizar en este nuevo enfoque o bien en el desarrollo y
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optimizacién del empleo de agentes emulsificantes ya existentes para facilitar la
formacién de emulsiones y mejorar su estabilidad (Benichou y col., 2002; Drusch y
Schwarz, 2006; Drusch, 2007).

Las emulsiones convencionales son a menudo propensas a sufrir procesos
de desestabilizacion fisica al ser expuestas a ciertas condiciones ambientales tales
como tratamientos térmicos (calentamiento, refrigeracion, congelacién), secado,
pH extremos y altas concentraciones de minerales. Ademads, a menudo tienen una
efectividad limitada en la capacidad de protecciéon y liberacién controlada de
componentes funcionales.

En este sentido, una estrategia es la creacién de una interfase alrededor de
las gotas de aceite constituida por varias capas de agentes emulsificantes y/o
polielectrolitos mediante la aplicaciéon de la técnica de deposicion electrostatica
“layer-by-layer” (LBL) (Faldt y col,, 1993; Calvo y col., 1997; Magdassi y col., 1997;
Dickinson y James, 2000; Moreau y col,, 2003; Ogawa y col, 2003; Guzey y col,,
2004; Ogawa y col., 2004).

1.1. Principios y aplicaciones de la técnica “layer-by-layer” (LBL)

Decher y col, (1991; 1992) han demostrado la adsorcién electrostatica
multicapa de polimeros cargados sobre superficies planas (Decher y Hong, 1991;
Decher y col,, 1992). Desde entonces, el método LBL se ha utilizado en una amplia
gama de aplicaciones tales como la formacidn de peliculas de multiples capas en
las superficies planas, células biologicas y particulas coloidales (Donath y col,
1998; Caruso y Mohwald, 1999 a, b; Caruso y col, 1999 a, b; Schuler y Caruso,
2001; Ai y col., 2002; Georgieva y col.,, 2002; Ai y col,, 2003). A finales de los afios
1990s Caruso y col, (1999 a, b) investigaron extensamente la adsorciéon de
polielectrolitos sobre particulas coloidales utilizando dicha técnica, lo cual
posibilité nuevas aplicaciones de la misma incluyendo la encapsulacién de enzimas
(Caruso y col.,, 2000; Trau y Renneberg, 2003) y la producciéon de nanoparticulas
huecas (Donath y col.,, 1998; Caruso y col., 1999b).

En la técnica de deposicidn electrostatica LBL se forma una capa de un
polielectrolito sobre una superficie cargada debido a la fuerte atraccién
electrostatica existente entre la superficie y las moléculas de polielectrolito de

carga opuesta. El hecho que el numero total de cargas de las moléculas de
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polielectrolito adsorbido sea mayor que el requerido para neutralizar las cargas
opuestas en la superficie, significa que se produce la inversion de carga. Este exceso
de compensacion de la carga superficial tiene dos consecuencias importantes. En
primer lugar, significa que los polielectrolitos adsorbentes tienden a formar
monocapas ya que una vez que la superficie ha sido saturada con polielectrolitos
hay una repulsion electrostatica entre ella y las moléculas no adsorbidas, lo que
impide mas adsorcion. En segundo lugar, significa que otras capas pueden
formarse por adsorcién de polielectrolitos con carga opuesta en la parte superior
de la primera capa. El polielectrolito que forma la capa externa por lo general
determina la carga neta de la interfase.

Es posible adaptar la tecnologia LBL para producir emulsiones alimentarias
de multiples capas usando un método sencillo, rapido y econémico denominado
“step-by-step” (Figura 3.1). En este método, un emulsificante iénico que se adsorbe
rapidamente sobre la superficie de las gotas de aceite durante el proceso de
homogeneizacion se utiliza para obtener una emulsién "primaria" a continuacion,
se afiade al sistema un polielectrolito de carga opuesta y se adsorbe a la superficie
de las gotas obteniendo una emulsién "secundaria”, que contiene gotas recubiertas
con una interfase de dos capas (Guzey y McClements, 2006). Este procedimiento
puede repetirse para obtener emulsiones “multicapa”, las cuales pueden contener
gotas de aceite revestidas por tres o mas capas. Puede ser necesario eliminar
cualquier exceso de biopolimero entre cada etapa de adsorcion, aunque esto a
menudo puede evitarse a partir de la adecuada selecciéon de la concentracion
inicial del mismo. Bajo ciertas condiciones, las emulsiones que contienen gotas de
aceite rodeadas por interfases de multiples capas presentaron una mayor
estabilidad en comparacién a las emulsiones O/W convencionales con una sola
capa interfacial (Ogawa y col., 2003; Surh y col., 2005; Klinkesorn y col., 2005; Aoki
y col., 2005; Gu y col., 2005; Guzey y McClements, 2006).

Varios autores han estudiado emulsiones O/W preparadas con agentes
tensioactivos de bajo peso molecular, proteinas, polisacaridos y fosfolipidos
utilizando la técnica de LBL (Moreau y col,, 2003; Guzey y col., 2004; Aoki y col,,
2005; Guy col., 2004; Guy col., 2005).
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Emulsién Emulsién Emulsién
Primaria Secundaria Terciaria
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Figura 3.1. Obtencién de emulsiones multicapa por adsorcién secuencial de multiples
capas de biopolimeros de carga opuesta sobre las superficies de las gotas de aceite (Guzey

y McClements, 2006)

Cabe considerar el costo adicional de produccién de emulsiones mediante la
técnica LBL asociado a ciertos ingredientes (usualmente proteinas y/o
polisacaridos) y operaciones de procesamiento extra (mezcla, homogeneizacidn,
centrifugacion y/o filtracion) que sean requeridos. Por ello, es probable que esta
técnica pueda ser aplicada en la produccion de alimentos de mayor valor agregado.
A su vez, puede ser factible lograr la reduccion de pérdidas de producto - debidas
al menor rendimiento obtenido a partir de agentes emulsificantes existentes - asi
como la comercializacidon de un producto de un costo mayor asociado a una mejor
funcionalidad y vida util.

Ademas de lo comentado, las emulsiones con interfases de multiples capas
podrian registrar en menor medida deterioro por oxidacién lipidica debido a un
mayor espesor del “film” interfacial, el cual limita las interacciones entre el aceite y
los componentes de la fase acuosa y la carga positiva de las gotas que puede
repeler metales de transicién (agentes prooxidantes). En este sentido, Klinkesorn y
col. (2005 a, b); Djordjevic y col. (2007) y Shaw y col. (2007) han demostrado que
la oxidacidn lipidica puede reducirse cuando la capa exterior de las gotas de aceite

es de naturaleza catidnica. El conocimiento de los principios fisicoquimicos que
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intervienen en la formacion y las propiedades de estas interfases de multiples
capas es muy importante a fin de establecer las condiciones 6ptimas requeridas

para la produccidn de este tipo de emulsiones con las caracteristicas deseables.

1.2. Factores que afectan las propiedades de las emulsiones multicapa

El pH de la soluciéon es uno de los factores mas relevantes que tienen
influencia sobre la formacion y las propiedades de las multicapas interfaciales de la
emulsion. Este parametro determina la ionizacién de los grupos funcionales
superficiales y por lo tanto, la densidad de carga superficial de los componentes del
sistema (Israelachvili, 1992). Usualmente en la técnica LBL, el pH de la solucién se
define de forma tal que el signo y la magnitud de las cargas eléctricas sobre la
superficie de la gota y el biopolimero a incorporar sean opuestas y lo
suficientemente altas (Ai y col, 2003). Una gran parte de los biopolimeros
empleados en la industria alimentaria posee grupos ionizables por lo cual, a partir
del ajuste del pH es posible controlar el grado de adsorcién del biopolimero sobre
la superficie de la gota. El nivel de pH a partir del cual comienza a observarse la
adsorcion del biopolimero -pH critico- depende de la magnitud relativa y el signo
de las cargas superficiales de las gotas y del biopolimero. Adicionalmente, el pH
puede afectar el espesor del “film” interfacial y como consecuencia, tener
influencia sobre la agregacion de las gotas a partir de la alteracion de la magnitud y

el rango de las fuerzas repulsivas.

Presencia de sales

La fuerza i6nica de la fase acuosa determina la magnitud y el alcance de las
interacciones electrostaticas intra e intermoleculares y por lo tanto, la formacion,
estructura y espesor de la capa interfacial (Decher y col., 1992; Poptoshev y col,,
2004). La magnitud y extension de las interacciones electrostaticas biopolimero-
gota decrecen a medida que la fuerza iénica del medio se incrementa debido a una
acumulacion de contraiones a nivel superficial, lo cual es usualmente referido
como apantallamiento electrostatico (McClements, 2004). El efecto del
apantallamiento electrostatico es mayor al aumentar la concentracion y la valencia

de los iones en solucion.
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La presencia de sales durante la conformaciéon de multicapas interfaciales
puede afectar la estructura y el espesor de la capa de biopolimero adsorbido
(Decher y col.,, 1992). De esta forma, en ausencia de sales los biopolimeros tienden
a formar capas interfaciales delgadas con cadenas dispuestas contra la superficie
de la gota, lo cual es atribuido a la conformacién extendida de las moléculas de
biopolimero en solucién y a la restricciéon de reordenamientos moleculares debido
a una atraccién electrostatica extremadamente fuerte entre los grupos del
biopolimero y la superficie cargada. En cambio, en presencia de sales los
biopolimeros pueden formar capas interfaciales de mayor espesor, lo que resulta
en una conformacién de cadena mas compacta en soluciéon (por repulsiones
intramoleculares débiles) y en fuerzas de atraccién electrostaticas débiles entre los
grupos del biopolimero y la superficie cargada, lo que permite reordenamientos
moleculares post-adsorcién (Steitz y col., 2000). Por lo tanto, la cantidad total de
biopolimero adsorbido en la superficie tiende a ser mayor en presencia de sales

que en su ausencia.

Caracteristicas del agente emulsificante

Las propiedades eléctricas de la primera capa interfacial de una emulsién
multicapa estan determinadas por el tipo de agente emulsificante empleado y por
ello, pueden ser controladas a partir de su adecuada selecciéon. En la industria
alimentaria, una amplia variedad de diversos agentes emulsificantes puede ser
empleada incluyendo tensioactivos, fosfolipidos, proteinas y polisacaridos. Cada
uno de ellos tiene diferentes caracteristicas eléctricas, las cuales pueden influir en
la formacion y las propiedades interfaciales de las emulsiones multicapa. En
principio, seria esperable que los agentes tensioactivos no i6nicos formaran gotas
sin carga. Sin embargo, las gotas usualmente presentan carga eléctrica atribuida a
la presencia de impurezas del aceite empleado para la obtencién de la emulsién
(fosfolipidos, acidos grasos libres) o bien a la adsorcién de iones provenientes de la
fase acuosa (OH- 6 H30*). Asi, se encuentran disponibles diferentes surfactantes
aniénicos de grado alimentario para la preparacién de emulsiones primarias con
gotas cargadas negativamente incluyendo lecitinas, sales de acidos grasos, DATEM,
etc. Las proteinas son particularmente ttiles para controlar la carga de las gotas en

una emulsion primaria ya que el signo y magnitud de la misma pueden ser
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modificados variando el pH de la solucién. Estos compuestos presentan carga
positiva a niveles de pH inferiores a su punto isoeléctrico (pI) y negativa a niveles
superiores.

Cabe senalar que la seleccién del agente emulsificante apropiado para la
formacién de la primera capa interfacial no sélo depende de sus caracteristicas
eléctricas, sino también de su influencia sobre el espesor, estructura y sensibilidad
frente a las condiciones del medio de la capa interfacial formada.

Los fosfolipidos presentan una estructura molecular anfifilica compuesta
por una region lipofilica constituida por dos restos de acidos grasos y una regién
hidrofilica formada por un acido fosférico esterificado con las sustituciones sobre
el mismo. Debido a este caracter anfifilico, los fosfolipidos presentan una tendencia
a organizarse en estructuras ordenadas como la bicapa lipidica o las micelas. Esta
caracteristica permite su aplicaciéon como ingrediente multifuncional en alimentos,
cosméticos y productos farmacéuticos y ademas le otorga la capacidad de
encapsular diversas sustancias dentro de estructuras mas complejas denominadas
liposomas (van Nieuwenhuyzen, 1981; Wendel, 2000). Es comtn su empleo como
agentes emulsificantes, estabilizantes, antisalpicantes, controladores de la
cristalizacion, modificadores de la viscosidad, antioxidantes o sustituyentes de la
materia grasa (Prosise, 1985). Las lecitinas de origen vegetal (subproducto del
proceso de refinacion de aceites vegetales) se encuentran constituidas
principalmente  por fosfatidilcolina  (PC), fosfatidiletanolamina (PE),
fosfatidilinositol (PI) y en menor proporcidon por acido fosfatidico (PA) y otras
sustancias (triglicéridos, carbohidratos, etc.). Las especificaciones que deben
cumplir para ser consideradas de grado alimentario se encuentran reguladas por el
Codex Alimentarius de la FAO/WHO, la Unién Europea bajo el codigo E322 y el
Food Chemical Codex de la FDA, estando enmarcada en la lista de sustancias
generalmente reconocidas como seguras (GRAS) (van Nieuwenhuyzen y Tomas,
2008).

Entre los procesos de modificacién de las lecitinas pueden mencionarse la
introduccién de cambios en la concentracién original relativa de sus componentes
o las modificaciones producidas en su estructura quimica las que pueden dar lugar
a la obtencion de fracciones enriquecidas en un determinado fosfolipido o bien

lisoderivados (mezcla de lisofosfolipidos y fosfolipidos), es decir lecitinas con
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distintas propiedades fisicoquimicas y funcionales, respecto a la lecitina nativa,
aplicables al desarrollo de diversos productos (margarinas, chocolates, productos
de panaderia) (Schneider, 1989; van Nieuwenhuyzen, 1999; van Nieuwenhuyzen y
Tomas, 2008).

Los procesos de modificacion de lecitinas mas utilizados son: a) separacion
de los fosfolipidos y el aceite por métodos fisicos (“deoiling”), b) fraccionamiento
con solventes para la producciéon de fracciones enriquecidas en determinados
fosfolipidos, ¢) modificacion enzimatica o quimica de los fosfolipidos (van

Nieuwenhuyzen y Tomas, 2008).

Caracteristicas de los biopolimeros

La formacién, estabilidad y propiedades de las emulsiones multicapas
dependen también de la naturaleza del biopolimero usado a ser adsorbido sobre la
superficie de las gotas cargadas. La longitud de cadena, densidad y distribucion de
la carga, rigidez y grado de ramificacion del biopolimero influyen sobre su
tendencia para adsorberse sobre las superficies y las caracteristicas de las capas
adsorbidas tales como, espesor, estructura, porosidad y sensibilidad frente a las
condiciones del medio (McClements, 2005).

El espesor de la capa interfacial es a veces gobernado por la densidad de
carga de la cadena del biopolimero. A concentraciones suficientemente bajas de
sal, los biopolimeros altamente cargados tienden a formar capas interfaciales
delgadas debido a la presencia de fuertes interacciones electrostaticas entre ellos y
los grupos con carga opuesta de las gotas (Schonhoff, 2003). Este efecto puede
verse reducido debido al apantallamiento electrostatico en presencia de altas
concentraciones salinas (Figura 3.2).

La conformaciéon del biopolimero en solucion tiene influencia sobre el
espesor de las multicapas interfaciales. En este sentido, los biopolimeros que
presentan una conformacién muy extendida en solucion tienden a adsorberse de
forma plana en contra de la superficie de la gota, por lo cual la longitud de cadena
tiene un impacto menor sobre el espesor del film interfacial (Figura 3.2.A). Por
otra parte, cuando el biopolimero tiene una conformacién espiral en solucion,

tiende a adsorberse en la superficie de la gota en una conformacion mas globular y
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de este modo, el espesor del film interfacial se incrementa en funcién de una mayor

longitud de cadena del polielectrolito (Figura 3.2.B).

(A) Bajo | (elevada densidad de carga) (B) Alta | (baja densidad de carga)

Figura 3.2. Efecto de la fuerza i6nica sobre el espesor de la capa y la orientaciéon del
biopolimero a la superficie del sustrato; (A) a baja fuerza idnica, y (B) a alta fuerza i6nica

(Guzey y McClements, 2006)

La cantidad de biopolimero a ser adsorbida sobre la superficie de la gota asi
como el espesor, estructura y porosidad de la interfase formada son fuertemente
afectadas por la susceptibilidad del biopolimero en las condiciones del entorno
quimico (pH, fuerza iodnica, temperatura). Diferentes biopolimeros pueden
presentar distinta sensibilidad, por lo cual es posible crear multicapas interfaciales
con diferentes caracteristicas a partir de su adecuada selecciéon o bien de la
combinacion de los mismos.

La mayoria de los polisacaridos naturales, por ejemplo, celulosa, dextrina,
pectina, acido alginico, agar, agarosa, carragenanos son productos naturales de
caracter acido, mientras que la quitina y el quitosano son ejemplos de
polisacaridos altamente basicos.

La quitina es el segundo polimero natural mas importante a nivel mundial,
siendo las principales fuentes de obtencién las asociadas a crustdceos marinos
(camarones, cangrejos). Cuando el grado de deacetilacion de la quitina es de
~50%, la misma es soluble en medios acuosos de pH &cido, denominandose
quitosano, el cual constituye el derivado mas importante de la quitina. El quitosano
es el dnico polimero pseudonatural de caracter catidnico y presenta muchas
aplicaciones a nivel industrial (alimentos, cosméticos, biomedicina, productos

farmacéuticos) (Rinaudo, 2006).
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1.3. Factores que afectan la estabilidad de las emulsiones multicapa

Uno de los principales problemas en el empleo de la técnica LBL para la
obtencion de emulsiones multicapas es la tendencia a la agregacion de las gotas, lo
que puede ocurrir durante su preparacién. Una forma de minimizar o evitar la
agregacion cuando se aplica este método consiste en controlar cuidadosamente la
composicion de la solucién y las condiciones de preparaciéon es decir, que haya
suficiente biopolimero presente para saturar totalmente las superficies de las
gotas, que la velocidad de adsorcion del biopolimero sobre la superficie de las
gotas sea mayor que la velocidad de colisién entre las mismas y que las
concentraciones de biopolimero no sean demasiado elevadas como para promover
la ocurrencia de floculacion por agotamiento “depletion flocculation”. Asimismo, las
fuerzas repulsivas entre las gotas recubiertas deberian ser lo suficientemente
fuertes para evitar la agregacion. Estos fendémenos fisicoquimicos dependen del
tamafio y concentracion de las moléculas de biopolimero y de las gotas de la
emulsion, asi como de las condiciones de la fase acuosa. Si se produce agregacion
de las gotas durante la preparacion de los sistemas multicapa, algunas veces es
posible lograr la disrupcion de los fléculos formados por la inclusién de una etapa
adicional de agitaciéon mecanica (homogeneizacién, mezclado o ultrasonido de alta

intensidad).

1.4. Aplicaciones

Las emulsiones multicapa pueden tener un nudmero de aplicaciones
potenciales en la industria alimentaria. Por ejemplo, las interfases altamente
cargadas de mayor espesor pueden ser utiles en la proteccion de las gotas frente a
la agregacion o en la prevencion de la oxidacidn lipidica. Por otra parte, las
interfases multicapa que cambian sus propiedades de manera controlada en
respuesta a alguna condicion del entorno pueden ser utilizadas para la liberacién
controlada de compuestos bioactivos.

Cabe sefialar que las emulsiones alimentarias pueden experimentar una
variedad de tensiones ambientales durante su produccién, almacenamiento,
transporte y utilizacidn, incluidos valores extremos de pH, altas fuerzas idnicas,
procesamiento térmico, ciclos de congelacion-descongelacion, secado y agitacion

mecanica. En la actualidad, es importante tener en cuenta que muchos de los
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agentes emulsificantes disponibles para la utilizacién en la industria alimentaria
s6lo pueden proporcionar una proteccion limitada frente a dichas tensiones
ambientales.

La tecnologia LBL -a través del disefio interfacial de multiples capas- puede
proporcionar a la industria alimentaria una importante herramienta para la
alteracion de la carga eléctrica y el espesor de la capa interfacial que rodea al
material lipidico, mejorando asi la estabilidad de los aceites emulsificados frente a
la oxidacion.

En este capitulo se exponen los resultados relacionados con la obtencién y
caracterizacién de emulsiones O/W mediante la técnica de deposicién
electrostatica “layer-by-layer” (LBL) con aceite de chia, evaluandose la influencia
del tipo de lecitina modificada de girasol, la adiciéon de quitosano y de

maltodextrina.
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2. Materiales y métodos
2.1. Materiales

El aceite de chia, obtenido por primera prensada en frio, fue provisto por
Nutracéutica Sturla S.R.L. (Argentina) (C16:0 10,5%; C18:0 2,5%; C18:1 6,1%j;
C€18:2 19,5%; C18:3 61,3%) y almacenado hasta su uso a 4+1°C protegido de la luz.
El quitosano empleado fue suministrado por Sigma Chemical Company (St. Louis,
MO), la maltodextrina (DE 13-17%) por Productos de Maiz S.A. (Argentina) y la
lecitina nativa de girasol por la industria aceitera local Vicentin S.A.L.C. (Argentina).

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico.

2.2. Obtencion de lecitinas modificadas de girasol (LGD, FPC)

Las lecitinas modificadas de girasol, fraccion enriquecida en fosfatidilcolina
(FPC) y lecitina de girasol “deoiled” (LGD), fueron obtenidas de acuerdo a la
metodologia descripta por Cabezas (2010). El proceso de fraccionamiento se llevd
a cabo mezclando etanol absoluto con la lecitina nativa en una relacién etanol:
lecitina 3:1 v/p en un bafio con agitacién a 65°C, 60 min. Posteriormente, se realiz6
una centrifugacion a 1880 g, 10 min, 10°C. Este proceso fue llevado a cabo por
duplicado hasta obtener un extracto etandlico (fase de interés) y un residuo. A fin
de eliminar el solvente, la fraccién soluble en etanol fue sometida a evaporacion a
presion reducida mediante un rotavapor y a continuacidn, el aceite residual de la
muestra se elimin6 mediante un proceso de “deoiling”.

La eliminacion del aceite residual se llevo a cabo mediante un tratamiento
con acetona. Este procedimiento se basa en el detallado por la AOCS Official
Method Ja 4-46, procedimientos 1-5 (AOCS, 1995). Mediante la aplicaciéon del
mismo, se obtuvo la fracciéon enriquecida en fosfatidilcolina (FPC) a partir del
extracto etandlico.

El tratamiento con acetona también se realizé sobre la lecitina cruda de

girasol, obteniéndose asi una lecitina de girasol sin aceite (lecitina “deoiled”, LGD).
2.2.1. Composicion de fosfolipidos de las lecitinas modificadas de girasol
Las determinaciones de la composicién fosfolipidica de las lecitinas de

girasol modificadas mediante 3P NMR se llevaron a cabo en colaboracion con
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investigadores de Spectral Service (Colonia, Alemania). Las muestras fueron
analizadas en un espectrometro automatico Bruker Avance 300 MHz (UK)
utilizando trifenilfosfato como estandar interno (Diehl, 1997, 2001). Para este
propésito, se diluyeron 100 mg de cada muestra en 1 mL de cloroformo deuterado,
1 mL de metanol y 1 mL Cs-EDTA 0,2 M (pH 8,0). Luego de 15 min de
centrifugacion se separ6 la fase organica, la cual fue utilizada para el respectivo
andlisis. El andlisis cuantitativo es registrado en cantidades molares, por lo que
para obtener los porcentajes en peso de cada compuesto es necesario aplicar a

dichos resultados el peso molecular de cada especie (Diehl, 1997).

2.3. Preparacion de dispersiones “stock”

Una dispersién “stock” de buffer 100 mM fue preparada a partir de acetato de
sodio 2 mM y acido acético 98 mM en agua. Las dispersiones “stock” de
emulsificante fueron obtenidas a partir de la dispersién de 2,2% p/p de las lecitinas
modificadas de girasol (LGD y FPC) en la solucién buffer y simultanea agitacion.
Posteriormente, dichas dispersiones fueron sonicadas (1 min, 20 kHz, 70% de
amplitud) usando una punta sonicadora (Sonics and Materials, Inc., EEUU) a fin de
asegurar una dispersion completa del agente emulsificante. Finalmente, una
dispersion “stock” de biopolimero se prepar6 disolviendo 1,5% p/p de quitosano
(Ch) en solucion de buffer bajo agitacion. El pH de estas soluciones se ajustd con

HCI hasta pH 3.

2.4. Preparacion de emulsiones O/W multicapa

Se prepararon emulsiones O/W multicapa 5:95 (% p/p) con aceite de chia
(fase oleosa), tal como se detalla en la Figura 3.3.

Se obtuvieron emulsiones primarias (L y PC) a partir de la homogeneizacion
del aceite de chia y de las dispersiones “stock” del agente emulsificante, empleando
un Ultraturrax T-25 (IKA-Labortechnik, GmbH & Co., Staufen, Alemania) a una
velocidad de rotor de 10.000 rpm durante 1min y posterior homogeneizacién a
través de un homogeneizador a valvula Panda 2 K, GEA Niro Soavi (Panda 2K, GEA,
NiroSoavi, Parma, Italia) 4 ciclos, 600 bar.

Las emulsiones bicapas se prepararon mediante la dilucién de la emulsion

monocapa con la dispersion de quitosano y solucién buffer, usando un agitador
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mecanico durante 1 h, hasta alcanzar las concentraciones finales de 5% p/p de
aceite de chia; 0,2% de quitosano, 20% de maltodextrina y 1% p/p de lecitina de
girasol “deoiled” o FPC (Figura 3.3). En ambos tipos de emulsiones - mono y
bicapa - se adicion6 20% p/p de maltodextrina. Ademas, las formulaciones
contaron con el agregado de 12 ppm y 1000 ppm de nisina y sorbato de potasio
(conservantes de grado alimentario) a fin de evitar el crecimiento microbiano,

ajustando a pH 3 las emulsiones obtenidas.

126



Capitulo 3

Figura 3.3. Esquema de la preparaciéon de emulsiones O/W multicapa (LBL) con aceite de chia
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2.5. Caracterizacion de las emulsiones O /W multicapa
2.5.1. Distribucion de tamaiio de particulas y diametro medio

La distribuciéon de tamafio de particulas y el didmetro medio de Sauter
D[3,2] de las emulsiones fueron determinados mediante un equipo de dispersion
estatica de luz Malvern Mastersizer 2000E (Malvern Instruments Ltd.,
Worcestershire, UK) con un sistema de dispersion Hydro 2000MU, segun lo

descripto previamente en la seccion 2.4.1 del Capitulo 2.

2.5.2. (-potencial
El {-potencial fue determinado mediante un equipo Zeta Potential Analyzer
(Brookhaven 90Plus/Bi-MAS, USA) en la funcién de movilidad electroforética a

temperatura ambiente, segin lo descripto en la seccion 2.4.2 del Capitulo 2.

2.5.3. Propiedades reoldgicas

Las medidas reoldgicas se llevaron a cabo con un reémetro oscilatorio
Haake RS600 de esfuerzo controlado (ThermoElectron, Alemania) a 25+0,3 °C
usando un sistema de sensor de platos paralelos rugosos con una separacién de 1,0
mm entre platos. Las muestras se sometieron a aumento de la velocidad de
deformacion (y) de 1-500 st durante 120 s, se mantuvo constante a 500 s
durante 60 s y luego se disminuyé la velocidad de 500-1 s-1 durante 120 s. Las
determinaciones se realizaron por triplicado. Los datos experimentales se

ajustaron al modelo de la Ley de la Potencia segun la siguiente ecuacion:

T=K* ()

donde T es el esfuerzo de corte o de deformacidn, y la velocidad de deformacion y
los parametros Ky n se refieren al indice de comportamiento de flujo y el indice de

consistencia, respectivamente.
2.5.4. Perfiles de “Back Scattering” (%BS) o luz dispersada

La estabilidad global de las emulsiones se determin6 a través de medidas de

dispersion de luz en un analizador éptico vertical Quickscan (Beckman Coulter,
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Fullerton, USA) en funcién del tiempo de almacenamiento, de acuerdo a lo

descripto previamente en la seccion 2.4.4 del Capitulo 2.

2.5.5. Analisis por microscopia confocal laser de barrido (CSLM)

La microscopia confocal laser de barrido (CSLM) es una técnica que permite
obtener imagenes de la microestructura de la muestra minimizando la alteracién
de la misma durante su preparacion. El principio de confocalidad permite eliminar
la luz fluorescente proveniente de puntos que se encuentran fuera de foco
mediante la utilizaciéon de diafragmas, logrando asi mejorar la resolucién y
generando imagenes de muy buena calidad. Se realiz6 la tincién de las emulsiones
0/W a partir del agregado directo de Rodamina B (Biopack) y Rojo Nilo (Sigma),
dejando reposar en la oscuridad. Luego de 24 h de reposo, las muestras se
observaron con un microscopio confocal invertido LEICA TCS SP5 equipado con
laseres de Ar y HeNe. Se tomaron micrografias de las emulsiones a 63 X (inmersion
con aceite) con una resolucién de 1024 x 1024 pixeles. Las longitudes de onda de
excitacion y emision empleadas fueron 488 y 518 nm (para Rojo Nilo) y 568 y 625
nm (para Rodamina B). El analisis de las imagenes se realizé mediante el empleo

del programa LAS AF versién 2.2.1. build 4842 y con el programa Image] 1.43u.

2.5.6. Oxidacion lipidica de emulsiones multicapa O/W
2.5.6.1. Determinacion de productos de oxidacion

Para la determinacion del contenido de hidroper6xidos o productos
primarios de oxidacién se empleé el método de Shantha y Decker (Shantha y

Decker, 1994), segtn lo descripto en la seccion 2.4.5.1 del Capitulo 2.

2.5.6.2. Determinacion de productos secundarios de oxidacion

La cuantificacion de productos secundarios de oxidacién se realiz6
mediante el ensayo de sustancias reactivas al acido 2-tiobarbiturico (TBARs)
aplicando la metodologia descripta por Hu y Zhong (2010) con algunas
modificaciones. Previo al ensayo se prepar6 la solucion de TBA a partir de la
dilucién de 15 g acido tricloroacético (TCA), 0,75 g de acido 2-tiobarbittrico (TBA)
y 0,8 g 2,6-di-tertbutil-4-metilfenol (BHT) en 100 mL de una mezcla ternaria de
solventes (1-butanol, isopropanol y 0,5 M HCl 2:2:1 v/v/v). Para el ensayo se
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pesaron 150 mg de cada emulsidn en tubos de centrifuga con tapa y se adiciono la
solucién de TBA hasta un volumen total de 5 mL. La mezcla fue agitada hasta la
obtencidn de una solucion transparente. Los tubos se incubaron durante 2 h en un
bafio de agua a 95 °C, luego de lo cual se enfriaron inmediatamente en un bafio de
agua. Finalmente, se midi6 la absorbancia a 532 nm usando cubetas de vidrio y la
mezcla ternaria de solventes como blanco de reaccion. El valor de TBARs se
determiné a partir de una curva de calibracién utilizando 1,1,3,3-
tetraetoxipropano (TEP), y se expres6é en términos de mmol de equivalente de

malonaldehido/kg de aceite, simplificado como mmol / kg de aceite.

2.6. Analisis estadistico

Los resultados experimentales se analizaron por ANOVA (p<0,05)
utilizando el programa Statgraphics Centurion XV.II para el software de Windows
(StatPoint Technologies, Warrenton, VA, EEUU). Comparaciones multiples entre
medias se llevaron a cabo mediante la prueba de Tukey (p<0,05). La distribucién
normal de las variables y la varianza de verificacion se realizaron mediante la

prueba de Kolmogorov-Smirnov y la prueba de Cochran, respectivamente.
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3. Resultados y discusion
3.1. Composicion de fosfolipidos de las lecitinas modificadas de girasol
La composiciéon de fosfolipidos -obtenida mediante 3P NMR asi como la
relacion entre los fosfolipidos mayoritarios presentes en la lecitina de girasol
cruda (LGC), la lecitina de girasol “deoiled” (LGD) y la fraccién enriquecida en
fosfatidilcolina (FPC) pueden observarse en las Tablas 3.1. y 3.2, respectivamente.
Los resultados obtenidos muestran que la FPC exhibe una elevada
concentracion de PC (45,71%) y un bajo tenor de PI (1,92%) - acorde con el
proceso de fraccionamiento - en comparacion con LGC y LGD, siendo estas
diferencias significativas (p < 0,05). Por otra parte, se observa que la eliminacién
del aceite residual (“deoiling“) no tuvo influencia sobre las relaciones de los

fosfolipidos mayoritarios en LGC y LGD.

Tabla 3.1. Composicion de fosfolipidos (PL%) correspondiente a lecitinas de girasol

obtenida mediante 31P NMR

PL LGC (%, p/p) LGD (%, p/p) FPC (%, p/p)

PC 15,91a 20,83b 45,71c¢

PI 15,39b 20,48¢ 1,92a

PE 4,992 6,67P 4,91a

PA 1,90p 2,55b 0,602
Otros 4,754 6,70b 6,05b
Total 42,942 57,23b 59, 18b

Para cada fila, valores promedio seguidos de letras idénticas no difieren significativamente

entre si (p >0,05)

Cabe sefialar que los fosfolipidos PC y PE pueden presentar distintos
arreglos a nivel interfacial. Esta caracteristica le otorga a la relacion PC/PE, ser un
parametro relacionado en forma directa con la potencial actividad como agente
emulsificante en diversos tipos de emulsiones, tanto en el caso de las lecitinas
nativas como en el de las modificadas (van Nieuwenhuyzen y Szuhaj, 1998). En
este sentido, la relaciéon PC/PE correspondiente a FPC sugiere una aplicacién mas
eficiente de la misma como agente emulsificante en emulsiones O/W respecto de

LGC y LGD.
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Tabla 3.2. Relacion entre los principales fosfolipidos presentes en las lecitinas de girasol

PC/PE PC/PI PI/PE
FPC 9,33 23,81 0,39
LGC 3,19 1,03 3,09
LGD 3,12 1,02 3,07

3.2. Caracterizacion de emulsiones O/W mono y multicapa de aceite de chia
con lecitinas de girasol modificadas y maltodextrina

Los resultados del ANOVA multifactorial correspondiente al disefio
factorial completo 2x2x2 se presentan en la Tabla 3.3. Como puede observarse, los
principales factores que tuvieron una influencia significativa en la mayoria de las
propiedades fisicoquimicas estudiadas fueron la adicién de quitosano seguida en
menor medida por la adicién de maltodextrina y luego por el tipo de lecitina de

girasol modificada.

Tabla 3.3. Analisis multifactorial de varianza (ANOVA) del disefio factorial (2x2x2)
correspondiente a las propiedades fisicoquimicas de emulsiones O/W mono y multicapa

de aceite de chia con lecitinas modificadas de girasol y maltodextrina

Factor Suma de cuadrados
GL D|[3,2] Span {-potencial n K*103 m100* 103

Lecitina mod. (A) 1 0,001 82.1833*** 67,174*** 0,003** 0,018 0,005
Adicion de Ch (B) 1 0,066*** 375.546*** 30007,900*** (,013*** 4,983*** 1,387***
Adicion de M (C) 1 0,037*** 28.7135% 0,747 0,003*** 0,997*** 0,586***
AxB 1 00180 99.89***  50,057*** 0,003** 0,019 0,005
AxC 1 0,057*** 0,216225 2,320 0,000*** 0,000  0,012*
BxC 1 0,000 20.8621* 0,239 0,003* 0,465%** 0,192%**
AxBxC 1 0,008* 0,036864 0,007 0,002*** 0,000  0,007*
Error puro 8 0,009 24,0915 7,365 0,002 0,154 0,039
Total 15 1,179 631,539 30135,800 0,143 6,639 0,002

(A) Lecitina de girasol modificada; (B) Adicién de quitosano; (C) Adicién de maltodextrina
GL Grados de libertad, D [3,2] didmetro medio de las gotas de aceite (um); n indice de
comportamiento de flujo; K coeficiente de consistencia (Pa.s"); N0 Viscosidad aparente a 100s1,

*p< 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001
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Distribucion de tamafio de particulas y diametro medio

La distribucién de tamano de particulas de las emulsiones mono y bicapa
con lecitinas de girasol modificadas y adicion de maltodextrina se presentan en la

Figura 3.4.
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Figura 3.4. Distribucién de tamafio de particulas correspondientes a emulsiones O/W

mono y bicapa con lecitinas de girasol modificadas y adicién de maltodextrina
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Las curvas de distribucion de tamafio de particulas correspondientes a
emulsiones estabilizadas con LGD presentaron un caracter monomodal (L, L+M) y
en el caso de las respectivas emulsiones secundarias (LQ, LQ+M), bimodal. Cuando
el tipo de agente emulsificante fue FPC pudo observarse un comportamiento
monomodal para PC, PCQ; bimodal, en el caso de PC+M; trimodal para PCQ+M.

El didmetro medio de las particulas fue dependiente (p<0,05) de la adicién
de quitosano y de maltodextrina. En ambos casos, la adicién de estos ingredientes
caus6 el incremento del tamano de las particulas. Asimismo, resulté ser
significativa la interacciéon doble A x C (tipo de lecitina modificada de girasol-
maltodextrina) (Tabla 3.3, Tabla 3.4). Estos resultados podrian relacionarse con
la formacién de floculos debida a un menor nivel de concentraciéon de quitosano en
la formulacién de las emulsiones que el requerido para lograr el recubrimiento
global de la lecitina a nivel interfacial, pudiendo originarse atracciones
electrostaticas entre las gotas y por ende, inducir la floculacién previamente
mencionada. En ese sentido, una tendencia similar fue observada por Hou y col.

(2010).

Tabla 3.4. Didmetro medio D [3, 2], polidispersidad (Span) y {-potencial

Emulsion D [3, 2] (nm) Polidispersidad (Span) ¢-potencial (mV)
L 0,332+0,0012b 1,312+0,001a - 35,9+0,2a
L+M 0,239+0,014> 1,448+0,001a -36,0+£0,92
LQ 0,514+0,001cd 13,619+0,014¢d +47,4+0,3b
LQ+M 0,335+0,110°® 3,953+0,011d +46,8+0,8v
PC 0,364+0,0052 1,379+0,0052 -36,1+0,22
PC+M 0,420+0,0370¢ 2,172+0,0362 - 34,7+0,1a
PCQ 0,366+0,0362 18,446+0,037 +54,2+0,1¢c
PCQ+M 0,606+0,0624 9,052+0,062bc +55,241,2¢

Valores medios (n=2) # desviacién estandar. Diferentes letras en la misma columna indican

diferencias significativas (p<0,05)

La adicién de quitosano y el tipo de lecitina de girasol modificada empleado
seguido del agregado de maltodextrina, asi como sus interacciones (A x B; B x (),
evidenciaron una influencia significativa de estos factores sobre la polidispersidad

(Tabla 3.3). Un menor nivel de polidispersidad fue registrado para emulsiones
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monocapa respecto de las emulsiones secundarias (bicapa). En éstas ultimas, la
polidispersidad fue afectada significativamente (p<0,05) por el tipo de lecitina de
girasol modificada, siendo mayor en el caso de FPC (PCQ y PCQ+M) (Tabla 3.4).
No se evidenciaron cambios significativos en el tamafio de particulas de la mayoria

de las emulsiones durante el tiempo de almacenamiento (datos no mostrados).

{-Potencial

Se realiz6 la determinacion de (-Potencial para evaluar la deposicidon
electrostatica de quitosano sobre la pelicula interfacial de LGD o FPC que rodea las
gotas de aceite de chia. El tipo de lecitina modificada de girasol, la adiciéon de
quitosano y la interaccién entre ambos factores (A x B), incidieron de manera
significativa sobre la carga superficial (Tabla 3.3). En ausencia de quitosano, la
carga neta de las gotas de aceite en las emulsiones fue ~ - 35-36 mV, ya que las
lecitinas de girasol empleadas para estabilizar estos sistemas primarios presentan
una carga negativa a pH 3. Asimismo, la carga neta de las gotas de aceite luego de la
adicion de quitosano registr6 valores del orden de ~ + 47-55 mV, lo que indicaria
la saturacién de la superficie de las gotas con quitosano. Esta inversidon de carga
sugiere que las moléculas catiénicas de quitosano se adsorbieron sobre la
superficie aniénica de la membrana interfacial lecitina de girasol modificada-
aceite, lo cual fue mas importante en los sistemas formulados con FPC (Tabla 3.4).

En la Figura 3.5 se presentan las micrografias (CLSM) correspondientes a
las emulsiones O/W con aceite de chia monocapa (L, L+M, PC, PC+M) y bicapa (LQ,
LQ+M, PCQ, PCQ+M) obtenidas mediante un microscopio confocal Leica TCS SP5
con laser Ar y HeNe. A partir de las micrografias de las emulsiones monocapa
puede visualizarse una distribucién de gotas de aceite con una cierta
polidispersidad (Figura 3.5. L, PC, L+M, PC+M). Los sistemas estabilizados por
bicapas interfaciales presentaron una microestructura mas compacta, lo que
podria asociarse a una menor libertad de movimiento de las gotas de aceite debido
al aumento de la viscosidad de la fase acuosa por la adicion de quitosano,

especialmente en LQ+M y PCQ+M (Figura 3.5. LQ, PCQ, LQ+M, PCQ+M).
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Figura 3.5. Micrografias CLSM correspondientes a emulsiones O/W con aceite de chia
primarias (L, PC, L+M, PC+M) y secundarias (LQ, PCQ, LQ+M, PCQ+M) obtenidas mediante

tincion con Rojo Nilo (fase oleosa) y Rodamina B, 63X

Propiedades reoldgicas

Los resultados experimentales obtenidos a partir de los ensayos reolégicos
presentaron un muy buen ajuste al modelo de la ley de la Potencia (coeficientes de
determinacion R% > 0,98). Los valores de viscosidad aparente a 100 s1 (n100) -
caracteristica de procesos como agitacién o masticacion (McClements, 2004) - y los
pardmetros reolégicos (n, indice de comportamiento de flujo; K, coeficiente de
consistencia) de los sistemas estudiados se exponen en la Tabla 3.5. Asimismo, la
informacioén obtenida a partir del andlisis estadistico indica que la incorporacién
de quitosano y la de maltodextrina tuvieron un efecto significativo (p<0,05) sobre
todos los pardmetros reolégicos analizados, mientras que el tipo de lecitina de
girasol modificada empleada solo afect6 al factor exponencial n (indice de
comportamiento de flujo). A su vez, las interacciones de segundo y tercer orden
resultaron significativas, siendo la interaccién B x C (adicién de quitosano x adicién
de maltodextrina) significativa en todos los casos. El agregado de maltodextrina
produjo un incremento de la n100 de las emulsiones, especialmente notorio en las
emulsiones secundarias (Tabla 3.5 y Figura 3.6), lo cual podria estar asociado a
un incremento del contenido de soélidos en la fase continua. Asimismo, las

emulsiones bicapa -especialmente las emulsiones con maltodextrina (LQ+M,

137



Capitulo 3

PCQ+M) - presentaron niveles de mioo significativamente mayores (p<0,05)

respecto a los sistemas monocapa (Tabla 3.5 y Figura 3.6).

Tabla 3.5. Parametros reolégicos (n, indice de comportamiento de flujo; K, coeficiente de
consistencia) obtenidos a partir de aplicar la ley de la potencia y viscosidad aparente 100
st (M1oo) de las emulsiones O/W con aceite de chia mono y bicapa, con o sin el agregado de

maltodextrina, medidas a 25 + 0,2°C

Emulsion n K (Pa.s).10-3 N1oo (Pa.s).10-3
L 0,999+0,001d 1,54+0,01a 1,54+0,182
L+M 1,000+0,0014 4,95+0,13a 4,94+0,14b>
LQ 0,837+0,009 20,2+£1,29> 9,97+0,81¢
LQ+M 0,866+0,005P 39,0+£1,63¢ 21,24+0,394
PC 0,999+0,001d 1,51+0,062 1,26+0,102
PC+M 0,998+0,001d 5,10+0,572 5,15+0,66b
PCQ 0,866+0,022b 17,6£0,59b 9,36%0,234¢
PCQ+M 0,923+0,003¢ 35,5+3,78¢ 25,02+2,50¢

Valores medios (n=3) * desviacién estandar. Diferentes letras en la misma columna indican

diferencias significativas (p<0,05)

De acuerdo a lo expuesto en la Tabla 3.5 y la Figura 3.6, las emulsiones
bicapa (LQ, LQM, PCQ, PCQ+M) registraron valores de n<1l denotando un
comportamiento pseudoplastico asociado al agregado de quitosano a la fase acuosa
de estos sistemas. Por otra parte, los sistemas monocapa (L, L+M, PC, PC+M)

presentaron un comportamiento newtoniano con valores de n~1.
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Figura 3.6. Efecto de la adicién de maltodextrina y la formacién de una bicapa interfacial
sobre las propiedades reolégicas de emulsiones O/W con aceite de chia y lecitinas de

girasol modificadas (LGD, FPPC) (n=3)

Estabilidad global

La estabilidad global de los sistemas estudiados fue evaluada en funcion del
almacenamiento refrigerado durante 60 d a través de la respectiva caracterizacién
Optica de los mismos. La evolucidon de los perfiles de “Back Scattering” (BS) en
funcion de la longitud del tubo de muestra se observa en la Figura 3.7. Dichos
perfiles constituyen la huella digital macroscopica de la emulsiéon en un momento
dado (Mengual y col.,, 1999) y posibilitan la obtencién de informaciéon objetiva
sobre el/los procesos de desestabilizacién de la misma.

El cremado fue detectado en virtud de la variacidn de la concentracion de
las gotas entre las zonas superior e inferior de la celda de medida. Las gotas de la
fase dispersa (aceite) registraron un movimiento ascendente dada su menor
densidad respecto del liquido circundante lo cual se visualizé a través de una zona
de %BS inferior al %BS inicial (~0-3 cm del tubo). Luego se registré una zona de
%BS superior al %BS inicial (~5,5-6 cm del tubo) correspondiente a la aparicion
de una fase crema con una alta concentracion de gotas de aceite (Figura 3.7.a).
Asi, las emulsiones monocapa (L, L+M, PC, PC+M) presentaron signos de
inestabilidad al cabo de 5 d en la base del tubo (se observd clarificacion) debido a
cremado y posterior formacion de la fase crema. (Figura 3.7.a, b, ¢, d). El cremado

podria estar asociado a un mayor movimiento de las gotas de aceite de estos
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sistemas causado por fuerzas viscosas débiles. Con respecto a la adiciéon de
maltodextrina, los sistemas L+M, PC+M, presentaron perfiles de BS similares a los
de las emulsiones obtenidas en su ausencia.

Las emulsiones O/W bicapa (Figura 3.7.e, f) registraron perfiles de BS sin
alteraciones significativas como las anteriormente descriptas durante el periodo
de almacenamiento, lo que denota una buena estabilidad fisica asociada a estos
sistemas. Este hecho podria estar relacionado con el mayor nivel de viscosidad
aportado por la adiciéon de quitosano en estos casos, lo que reduce la movilidad
ascendente de las gotas de aceite de chia de acuerdo a la ley de Stokes. Asi, el
quitosano puede actuar como un buen agente estabilizante de emulsiones 0/W al
tener la capacidad de adsorberse en la interfase aceite-lecitina modificada de
girasol-agua protegiendo al sistema frente al cremado y la coalescencia, ademas de
contribuir a la estabilidad electrostatica mediante fuerzas de repulsién de las gotas
de aceite. Estos resultados estan de acuerdo con los informados por Guzey y
McClements (2006). En el caso de las emulsiones secundarias, la presencia de
maltodextrina (M) registré leves indicios de coalescencia, especialmente en

PCQ+M.
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En cuanto al proceso de desestabilizacion por cremado, en la Figura 3.8

también puede visualizarse su incidencia en términos del respectivo indice.
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Figura 3.8. Evolucién del Indice de cremado (%) en funcién del almacenamiento a 4 + 1 °C

de emulsiones O/W mono y multicapa con aceite de chia

Determinacion de productos primarios y secundarios de oxidacion

La Figura 3.9 muestra la evolucion de los valores de PV correspondientes a
las emulsiones monocapa, bicapa y aceite de chia (sin emulsionar) en funcién del
almacenamiento a 4+1 °C sin exposicion a la luz. El nivel inicial de hidroperdéxidos
en las emulsiones fue bajo (0,8 -1,7 meq hidroperdxidos/kg de aceite) indicando
que el proceso de emulsificacion no causd incrementos significativos en el
contenido de productos primarios de oxidacién. La estabilidad oxidativa de las
emulsiones bicapa fue significativamente (p<0,05) mayor a la registrada para los
sistemas monocapa y el aceite de chia sin emulsionar al cabo de 80 dias de
almacenamiento. Asi, los mayores valores de PV registrados en el caso de las
emulsiones monocapa estudiadas, cargadas negativamante (-36 mV), podrian estar
asociados a fuerzas de atracciéon relacionadas con un incremento de la
concentracion de metales de transicion a nivel interfacial -en particular el hierro
(Fe2*, Fe3+*)- ya que constituyen agentes prooxidantes de emulsiones O/W
(Klinkesorn y col,, 2005b). En contraste, los menores valores de PV obtenidos para

los sistemas bicapa podrian sugerir que las gotas cargadas positivamente (+47-55
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mV) posibilitan la disminuciéon de las interacciones aceite-agente prooxidante,
debido a la existencia de fuerzas repulsion debidas a cargas de igual signo.
Asimismo, la mayor estabilidad exhibida por estos sistemas podria estar vinculada
al mayor espesor del “film” interfacial de los mismos, lo cual puede contribuir
ademas a la reduccién de las interacciones previamente comentadas.
Adicionalmente, los productos secundarios de oxidacién monitoreados a
partir de los valores de TBARs registraron bajos niveles para todos los sistemas
estudiados, sin cambios significativos durante el periodo de almacenamiento
(datos no mostrados). Por otra parte, la adicion de maltodextrina no registrd
efectos significativos sobre la generacion de productos primarios y secundarios de

oxidacion lipidica en ambos tipos de sistemas (monocapa, bicapa).

9 -

g oL —e—L+M ——1.Q
—a—LQ+M  —%—A -0-PC

7 -®-PC+M  --a-PCQ - -& - PCQ+M

tiempo de almacenamiento (dias)

Figura 3.9. Evolucién de productos primarios de oxidaciéon de emulsiones O/W monocapa
(L, L+M, PC, PC+M), bicapa (LQ, LQ+M, PCQ, PCQ+M) y aceite de chia sin emulsionar (A) en

funcion del almacenamiento a 4+1 °C
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4. Conclusiones parciales

Obtencion y caracterizacion de emulsiones O/W mediante la técnica de
deposicion electrostatica “layer-by-layer” (LBL) con aceite de chia. Influencia
del tipo de lecitina de girasol modificada, la adicion de quitosano y

maltodextrina

e Se obtuvieron y caracterizaron emulsiones O/W de aceite de chia con interfases
monocapa - mediante la adicién de lecitinas modificadas de girasol por
“deoiling” (LGD) y por fraccionamiento de la lecitina nativa (FPC) - y bicapa a
través de la técnica de LBL (“layer-by-layer”) con el agregado de quitosano, en

presencia o ausencia de maltodextrina.

e La deposicion electrostdtica de quitosano sobre las membranas interfaciales
constituidas por lecitina de girasol “deoiled” (LGD) o bien por la fraccion
enriquecida en fosfatidilcolina (FPC) pudo ser evidenciada mediante la
inversion de carga eléctrica superficial de las gotas de aceite, la cual varié desde

~ -36 a ~+47mV o bien desde ~ -37 a ~+55mV, respectivamente.

e Las emulsiones estabilizadas con LGD presentaron distribuciones mono y
bimodales para las emulsiones O/W primarias (L, L+M) y secundarias (LQ,
LQ+M), respectivamente. El empleo de FPC registr6 un comportamiento
monomodal para los sistemas PC, PCQ; bimodal en el caso de PC+M y trimodal

para PCQ+M.

e El didmetro medio de las particulas fue dependiente (p<0,05) de la adicién de
quitosano y de maltodextrina. En ambos casos, la adicion de estos ingredientes
produjo un incremento del tamafio de las particulas, siendo significativa la
interaccion entre los factores tipo de lecitina modificada de girasol-adicion de
maltodextrina. La adicion de quitosano y el tipo de lecitina de girasol

modificada empleado asi como su interaccién, tuvo una influencia significativa

144



Capitulo 3

en la polidispersidad. Un menor nivel de este parametro se registr6 en

emulsiones monocapa respecto de las emulsiones bicapa.

Los sistemas estabilizados por bicapas interfaciales presentaron una
microestructura mas compacta, relacionada con un menor movimiento de las
gotas de aceite por el aumento de la viscosidad de la fase acuosa (adicién de

quitosano), especialmente en los sistemas LQ+M y PCQ+M.

La incorporacion de quitosano y de maltodextrina tuvieron un efecto
significativo (p<0,05) sobre los parametros reologicos analizados. El tipo de
lecitina de girasol modificada empleada solo afect6 el indice de
comportamiento de flujo. La interaccién entre la adicién de quitosano y de
maltodextrina fue significativa en todos los sistemas estudiados. El agregado
de maltodextrina produjo un incremento de la nioo de las emulsiones,
especialmente notorio en las emulsiones secundarias. Asimismo, las
emulsiones bicapa -especialmente las emulsiones con maltodextrina (LQ+M,
PCQ+M) - presentaron niveles de nioo significativamente mayores (p<0,05)

respecto a los sistemas monocapa.

Las emulsiones bicapa (LQ, LQM, PCQ, PCQ+M) registraron valores de n<1
denotando un comportamiento pseudoplastico asociado al agregado de
quitosano a la fase acuosa de estos sistemas. Por otra parte, los sistemas
monocapa (L, L+M, PC, PC+M) presentaron un comportamiento newtoniano

con valores de n~1.

En cuanto a la estabilidad global, las emulsiones O/W bicapa registraron
perfiles de BS sin alteraciones significativas durante el periodo de
almacenamiento, exhibiendo una mejor estabilidad fisica respecto de las
emulsiones monocapa. Este hecho podria estar relacionado con el mayor nivel
de viscosidad aportado por la adicién de quitosano en estos casos. En términos
de estabilidad oxidativa, las emulsiones bicapa presentaron un mayor nivel de
este parametro que los sistemas monocapa y el aceite de chia sin emulsionar.

La bicapa interfacial ofrecié proteccion frente a la oxidacién lipidica actuando
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como barrera ante la penetracion y difusion de agentes prooxidantes (metales
de transicion) debido a su mayor espesor y la naturaleza catiénica de las gotas

de aceite generando fuerzas de repulsion.

Estos resultados sugieren que las emulsiones O/W con aceite de chia
estabilizadas por membranas interfaciales lecitinas de girasol modificadas-
quitosano pueden ser empleadas para producir emulsiones de buena estabilidad

fisica y oxidativa a ser aplicadas en el desarrollo de alimentos funcionales.
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5. Difusion de Resultados

Presentaciones en congresos y/o jornadas

. Physicochemical Stability of Chia Seed Oil Bi-layer Emulsions. Luciana
M. Julio, Vanesa Y. Ixtaina, Susana M. Nolasco, Mabel C. Tomas. 107th AOCS
Annual Meeting and Expo, 1 al 4 de Mayo de 2016, Salt Lake City, Utah, USA.

o Chia Seed Oil Bi-layer emulsions with modified sunflower lecithin.
Luciana M. Julio, Claudia N. Copado, Susana M. Nolasco, Vanesa Y. Ixtaina,
Mabel C. Tomdas. AOCS 2017 Annual Meeting and Industry Showcases, 30 de
Abril al 3 de Mayo de 2017, Orlando, USA.
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1. Introduccion

En la actualidad, debido a sus efectos benéficos para la salud, los aceites con
altos tenores de acidos grasos w-3 son empleados como ingredientes funcionales
en un numero cada vez mayor de productos. Si bien el alto grado de insaturacién
de estos aceites le confiere un gran valor nutricional y nutracéutico, los hace
susceptibles a la oxidacion lipidica (Drusch y col, 2007). Tal como se ha
desarrollado previamente en los Capitulos 2 y 3, las emulsiones O/W mono y/o
multicapa constituyen una alternativa valida para la proteccién de estos aceites, asi
como para su inclusién en diversas matrices alimentarias. Ahora bien, otro sistema
de vehiculizaciéon de estos compuestos - obtenido a partir dichas emulsiones -
puede estar constituido por un polvo sélido en el cual los aceites estén
microencapsulados.

Cabe sefalar que si bien las emulsiones O/W pueden dispersarse con
facilidad en alimentos hidrofilicos, su almacenamiento puede requerir ciertas
condiciones para evitar la posible ocurrencia de mecanismos de desestabilizacién
fisicoquimica y/o deterioro de tipo microbiano. Ademas, su manejo y
almacenamiento puede tener aparejado un incremento en el costo asociado al
producto final. A fin de superar tales dificultades, las emulsiones O/W pueden ser
deshidratadas mediante diversas metodologias (Taneja y Singh, 2012). De esta
manera, el aceite microencapsulado en polvo producido adecuadamente a partir de
emulsiones O/W estabilizadas por una membrana interfacial monocapa o
multicapa, puede extender su estabilidad fisica y oxidativa de forma adicional.
Asimismo, el proceso de microencapsulacién posibilita su incorporacion en
distintas matrices alimentarias mediante la adiciéon de polvos de buena calidad,
baja actividad de agua, mayor facilidad de manipulacion y almacenamiento
(Matsuno y Adachi, 1993; Carneiro y col., 2013).

Para ello, en principio se preparan emulsiones O/W las cuales
posteriormente son secadas por aspersion (“spray-drying”) o liofilizacién a fin de
obtener polvos del aceite microencapsulado en los cuales las gotas de aceite se
encuentran rodeadas por una matriz deshidratada de proteinas y/o carbohidratos
(Marquez-Ruiz y col,, 2003). Asi, debe obtenerse una emulsién O/W la cual debe
ser fisicamente estable empleando diversos dispositivos de homogeneizacién

(homogeneizador de alta presion, microfluidizador, Ultraturrax), siendo la misma
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subsiguientemente deshidratada por secado por aspersién o liofilizacion. En otros
casos, puede obtenerse una pre-emulsién mediante un mezclador de alta velocidad
(Ultraturrax) y posterior secado. La obtenciéon de un polvo de aceite
microencapsulado homogéneo y fisicamente estable es mas factible mediante la
aplicacion del primer método (Jacobsen y col., 2013).

La aplicaciéon de la formulacién y el proceso apropiado para obtener
emulsiones estables antes de su conversion a polvo es esencial en la preparacion
de aceites microencapsulados. Las caracteristicas de la emulsién O/W tales como
el contenido de sélidos totales, el tipo de material de pared y del nucleo, asi como
las condiciones de procesamiento (temperatura, pH, velocidad de secado)
empleados en la obtencién de aceite rico en acidos grasos w-3 en polvo, pueden
tener influencia sobre las propiedades de las microcapsulas y su estabilidad.
Ademas, aunque la etapa de secado es s6lo uno de los pasos involucrados en el
proceso de microencapsulacion, el control de los parametros operativos durante la
misma también puede registrar un impacto significativo sobre las propiedades
fisicas de las microcapsulas obtenidas (Sanguansri y Augustin, 2007).

En los ultimos afios, el énfasis principal de la microencapsulacién de
agentes saborizantes y de aceites a ser incorporados en alimentos, se ha focalizado
en mejorar la eficiencia del proceso (reduccién de la cantidad de aceite no
encapsulado dispuesto sobre la superficie de las particulas de polvo), a fin de
extender la vida util de los productos. En este sentido, la emulsificaciéon juega un
papel clave en la optimizacion de la eficiencia de encapsulacién de los ingredientes
funcionales mencionados (Jafari y col., 2008 a).

Las proteinas y carbohidratos son materiales utilizados frecuentemente en
la microencapsulacidon de aceites con acidos grasos w-3. Los mismos, pueden ser
empleados en forma individual o combinados con otros componentes tales como
antioxidantes, agentes quelantes y surfactantes, para ofrecer ciertas funciones ya
sea durante la produccion de las microcapsulas o en el producto final (Sanguansri
y Augustin, 2007). Recientemente la tecnologia de deposicion electrostatica “layer-
by-layer” ha sido aplicada en la formacion de diversas membranas interfaciales
multicapa, a fin de estabilizar emulsiones O/W e incrementar su proteccién frente
a la oxidacién lipidica asi como microencapsular agentes saborizantes o aceites

sensibles mediante el secado de las mismas (Jacobsen y col., 2013).
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La mayor parte de los trabajos de investigacion en la literatura vinculados a
la microencapsulaciéon de aceites ricos en acidos grasos poliinsaturados utilizan
aceites de pescado o de lino como material del ntcleo (Jafari y col., 2008a; Carneiro
y col,, 2013). Sin embargo, la informacién disponible sobre microencapsulacién de
aceite de semilla de chia aun es escasa. Rodea-Gonzalez y col., (2012) estudiaron la
microencapsulacidn de aceite de chia utilizando mezclas binarias de biopolimeros
de concentrado de proteina de suero con goma arabiga o goma mezquita. Dichos
autores encontraron que la eficiencia de microencapsulaciéon fue superior al 70%
para todas las microcapsulas y tanto la matriz binaria de los biopolimeros como las
emulsiones reconstituidas fueron estables frente a la coalescencia de las gotas.
Noello y col. (2016) obtuvieron microcapsulas con aceite de chia mediante el
secado “spray” de emulsiones O/W multicapas estabilizadas mediante
concentrados de proteinas de suero y de proteinas-pectina, usando ademas
maltodextrina (10 DE) y almidén modificado. La eficiencia de microencapsulacién
fue de aproximadamente 99% y la estabilidad oxidativa de todos los polvos mayor

a la del aceite sin microencapsular.

1.1. Técnicas de microencapsulacion

Existen numerosas técnicas de microencapsulacion de aceites omega-3, las
cuales pueden clasificarse a partir del material de partida previo a la
microencapsulacion. Asi, los métodos pueden clasificarse en técnicas de
microencapsulacion a base de una emulsién (por ej. secado por aspersion o “spray
drying”, liofilizacién, secado por enfriamiento o “spray cooling”, atrapamiento en
liposomas y coacervacion) y microencapsulacion no basada en una emulsion

(extrusién, técnicas de fluidos supercriticos).

1.1.1. Secado por aspersion

El secado por aspersion es una de las técnicas de microencapsulaciéon mas
antiguas y ampliamente utilizadas en la industria alimentaria. Alrededor del 80-
90% de los ingredientes microencapsulados en la industria alimentaria moderna
son obtenidos mediante secado por aspersion (Porzio, 2007). El polvo resultante

posee particulas de tamanos entre 10-50 um (Gharsallaoui y col., 2007; Nedovic y
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col, 2011), por lo cual podria ser anadido a matrices alimentarias sin influir
significativamente sobre la sensacién bucal.

La aplicacién del secado por aspersion en la microencapsulacién a base de
una emulsién consta de tres pasos basicos (Dziezak, 1988): la preparacion de la
dispersion o emulsion a procesar, la homogeneizacion de la dispersion y la
atomizacion de la emulsion en la camara de secado. Adicionalmente, Shahidi y Han
(1993) sugirieron de forma mas detallada que la microencapsulacién mediante
secado por aspersion involucra cuatro etapas: la preparaciéon de la dispersion, la
homogeneizacion de la misma, la atomizacion de la emulsion y la deshidratacion de
las particulas atomizadas. En la primera etapa se emulsifica el ingrediente del
nucleo con una dispersiéon de los materiales de pared. Se han empleado diferentes
sistemas, tales como emulsiones O/W de una o varias capas, para microencapsular
aceites con w-3.

Previo a la etapa de secado, es conveniente que la emulsién formada sea
estable durante un cierto periodo de tiempo (Liu y col, 2001), que las gotas de
aceite sean pequefias con una distribucién monomodal y que la viscosidad sea lo
suficientemente baja para evitar la inclusién de aire (Drusch, 2006). La viscosidad
y la distribucion de tamafio de particulas de las emulsiones previo secado tienen
efectos significativos sobre la microencapsulacién mediante “spray drying”. Altas
viscosidades interfieren con el proceso de atomizacion y conducen a la formacién
de gotas grandes y alargadas, las que afectan negativamente la velocidad de secado
(Rosenberg, y col., 1990).

La etapa de secado de las emulsiones es particularmente importante dado
que las particulas de polvo se forman en la cdmara de secado por lo tanto, alli se
controla el tamafo de particula. La emulsion O/W se atomiza en una corriente de
aire caliente suministrado a la camara de secado y la evaporacion del disolvente,
usualmente agua, conduce a la formacion de las microcapsulas. Debido a que las
particulas pulverizadas caen a través de un medio gaseoso, adoptan una forma
aproximadamente esférica (Dziezak, 1988). El corto tiempo de exposicion y la
rapida evaporacion del agua mantienen la temperatura del ntcleo por debajo de
40 °C, a pesar de las altas temperaturas aplicadas en el proceso general (Dubernet

y Benoit, 1986).
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A fin de obtener una buena eficiencia de microencapsulacién, aun habiendo
seleccionando un adecuado material de pared, deben utilizarse condiciones
6ptimas de secado por aspersion. En este sentido, los factores mas importantes a
ser optimizados son la temperatura de alimentacidn y las temperaturas de entrada
y salida del aire (Liu y col., 2004). La temperatura de alimentacién modifica la
viscosidad de la emulsién, su fluidez y por lo tanto, su capacidad para ser
pulverizada de forma homogénea. Asi, un aumento de esta temperatura, podria
causar la reduccién de la viscosidad y el tamafio de gotas; sin embargo,
temperaturas muy elevadas podrian causar la volatilizacion o degradacion de los
ingredientes sensibles al calor. La velocidad de alimentaciéon es controlada de
forma tal que asegure que cada gota pulverizada alcance el nivel de secado
deseado antes que entre en contacto con la superficie de la cAmara de secado.

La eleccién apropiada de la temperatura de entrada del aire es importante
ya que la misma es directamente proporcional a la velocidad de secado y al
contenido de agua final de la microcdpsula (Zbicinski y col., 2002). Cuando la
temperatura de entrada del aire es baja, puede traducirse en una baja velocidad de
evaporaciéon, lo cual puede provocar la formacién de microcapsulas con
membranas de alta densidad, alto contenido de agua, baja fluidez y una mayor
facilidad de aglomeracion. Por otra parte, altas temperaturas de entrada de aire
pueden causar una evaporacion excesiva y grietas de la membrana, induciendo
como consecuencia la liberaciéon anticipada del ingrediente microencapsulado y
también la pérdida de volatiles (Zakarian y King, 1982). Asi, la temperatura de
entrada del aire es usualmente determinada considerando la temperatura a la cual
pueden ser sometidos los ingredientes sin ser dafiados y el costo comparativo de
las fuentes de calor (Fogler y Kleinschmidt, 1938).

La temperatura al final de la zona de secado, también llamada en la
literatura como temperatura de escape o temperatura de salida del aire, obtenida
bajo condiciones dadas, puede ser considerada como el indice de control del
secador. De forma contrapuesta a la temperatura de entrada del aire, este
parametro no puede ser controlado directamente ya que depende de las
caracteristicas de secado de los ingredientes y de la temperatura de entrada del
aire. La temperatura de salida del aire adecuada para la microencapsulacién de

ingredientes alimentarios tales como agentes saborizantes se ha informado entre
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50-80 °C. Las mejores condiciones de secado por aspersion estdn relacionadas con
una adecuada temperatura del aire, elevadas concentraciones de sélidos en la
emulsién y facil pulverizaciéon y secado, para obtener particulas finales sin
expansion ni grietas (Bimbenet y col., 2002).

El proceso de “spray drying” aplicado en la obtenciéon de ingredientes
microencapsulados es economico, flexible y requiere de equipos disponibles en la
industria alimentaria. Ademas, pueden emplearse como materiales de pared una
amplia variedad de proteinas y carbohidratos. Sin embargo, el proceso puede no
ser reproducible al emplear diferentes equipos. Asimismo, pueden registrarse
dificultades en el control del tamafio de particulas obtenido debido a la falta de
uniformidad de las condiciones en la cAmara de secado (Nedovic y col., 2011). La
carga del ingrediente encapsulado (carga util) usualmente ronda el 20-30 % y en
algunos casos, el contenido de aceite superficial puede ser relativamente alto con

impacto negativo a nivel sensorial (Jacobsen y col., 2013).

1.1.2. Secado por liofilizacion

El proceso de liofilizaciéon puede emplearse para el secado de ingredientes
sensibles ya que es un método de secado suave a baja temperatura. Por lo tanto,
constituye un método util para la preparacién de productos que contienen aceites
ricos en acidos grasos w-3 (Heinzelmann y col., 2000).

La liofilizacién es un proceso utilizado para la microencapsulaciéon de un
gran numero de materiales sensibles al calor. Se ha aplicado en la
microencapsulacion de esencias solubles en agua, aromas naturales e incluso
ciertos farmacos (Desai y Park, 2005). En la actualidad, en la industria de
alimentos es empleada en productos de alto valor agregado tales como el café,
sopas instantaneas y rellenos para bombones (Alvarez Cerimedo, 2013).

En una primera etapa, la emulsion O/W de partida se congela a
temperaturas entre -90 y -40° C. La congelacion de los productos debe realizarse
de manera tal que garantice alteraciones minimas en el proceso posterior de
sublimacion. En una segunda etapa, el material congelado es colocado en bandejas
para luego ser deshidratado por sublimacién del hielo a bajas presiones y
temperaturas (entre -90 y -40°C). El flujo de vapor formado pasa de la caAmara de

liofilizacion al condensador y el agua resultante se retira del equipo. Durante la
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sublimacién, la velocidad maxima de remocion del hielo tiene lugar al principio del
proceso. Luego, se forma una capa porosa de material seco que opone resistencia
al flujo de calor y vapor. La velocidad de sublimacién disminuye hasta hacerse cero
y en la etapa final el agua se pierde por desorcion. Después del secado, se obtiene
un solido fragil que puede romperse en particulas mas pequefias, por ejemplo,
mediante trituracion. La liofilizacién ocurre a bajas temperaturas (con el sistema
congelado), lo que enlentece cualquier proceso quimico de deterioro y entre ellos
la mayoria de las reacciones de oxidacion (Cerdeiray col., 2007).

Si bien el costo y el tiempo de procesamiento de la liofilizaciéon son mayores
que el secado por aspersion, esta técnica no genera condiciones oxidativas lo cual
la hace adecuada para el tratamiento de ingredientes sensibles de alto valor. De
esta manera, el aumento en el costo del proceso puede compensarse con un mejor
perfil organoléptico del producto y la obtencién de un polvo de mejor calidad

(Zuidam y Shimoni, 2010; Jacobsen y col., 2013).

1.2. Materiales de pared

La obtencion de microcapsulas con buena estabilidad oxidativa a partir de
un proceso con alta eficiencia de microencapsulacién, estan estrechamente
relacionados con la composicion del material de pared (Gharsallaoui y col.,, 2007).
Este proceso a menudo se realiza usando biopolimeros de diferentes fuentes, como
gomas naturales, proteinas, maltodextrinas con diferente equivalente de dextrosa
(DE), ceras y sus mezclas.

Los carbohidratos son buenos agentes encapsulantes, ya que poseen buena
solubilidad y baja viscosidad a elevados contenidos de sdlidos. Sin embargo,
exhiben bajas propiedades interfaciales las cuales son importantes para obtener
una alta eficiencia de microencapsulaciéon. Por esta razén, los carbohidratos en
general se utilizan en combinacidén con otros materiales tales como proteinas o
gomas. El caracter anfifilico y las propiedades emulsificantes de las proteinas
ofrecen las caracteristicas necesarias para encapsular aceites con alto contenido de
acidos grasos w-3. Por ello, la aplicacion de mezclas proteinas-carbohidratos como
materiales de pared pueden ser una excelente opcién (Gharsallaoui y col., 2007).

Los criterios para la seleccion de un material de pared se basan

principalmente en las propiedades fisico-quimicas tales como la solubilidad, peso
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molecular, transicion vitrea, cristalinidad, capacidad de difusion, formacién de
peliculas y propiedades emulsificantes, debiéndose considerar también los costos.
En los ultimos afios, se han desarrollado novedosos métodos de
microencapsulacion basados en la tecnologia de ingenieria interfacial con el fin de
mejorar la calidad de los polvos. Entre ellos, la técnica de deposicion electrostatica
“layer-by-layer” se ha implementado de manera efectiva para lograr emulsiones
O/W estables desde el punto de vista fisicoquimico e ingredientes
microencapsulados mediante membranas interfaciales multicapa (Gharsallaoui y

col,, 2012).

1.3. Oxidacion de lipidos en aceites microencapsulados

La oxidacidn lipidica de aceites microencapsulados es un proceso complejo
que puede presentar diferencias respecto del aceite a granel. La ocurrencia del
mismo depende de ciertos factores tales como los materiales constituyentes de la
microcapsula, la presencia de antioxidantes, el contenido de humedad. Asi, la
oxidacion de lipidos provenientes de leche microencapsulados en una matriz de
maltodextrina y caseinato de sodio ocurrié de forma mas lenta que la registrada en
los lipidos como tales, ya sea en presencia de luz o de oscuridad (Hardas y col,,
2002). Ahora bien, la diferenciacion entre el aceite libre y el aceite encapsulado, asi
como el control de la estabilidad oxidativa de ambos, son datos utiles para
comprender la oxidacidn lipidica en aceite microencapsulado en polvo y extender
su vida util.

En comparacién con las emulsiones O/W, los aceites microencapsulados
pueden presentar una mayor estabilidad oxidativa. Sin embargo, estos sistemas
pueden ser propensos a registrar oxidacion lipidica debido a la imposibilidad de
obtener un 100% de eficiencia de microencapsulacidn, una relacion grande de area
superficial/volumen de aceite y un tamafio variable de vacuolas en las particulas
de polvo. Por ello, los polvos de aceite microencapsulados producidos a partir de
emulsiones O/W estabilizadas por una membrana interfacial monocapa o
multicapa han sido desarrollados para aumentar adicionalmente la estabilidad
fisica y oxidativa de polvos de aceite microencapsulados.

En este Capitulo se investiga la aplicacion del proceso de

microencapsulacion mediante el secado por aspersion de emulsiones O/W
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convencionales analizando el efecto de las condiciones del proceso y del empleo de
distintos materiales de pared sobre las propiedades fisicoquimicas del material
encapsulado. Asimismo, se describe la microencapsulaciéon del aceite de chia
mediante el secado por liofilizaciéon de emulsiones O/W multicapa, realizando su

respectiva caracterizacion.
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2. Materiales y Métodos
2.1. Materiales y reactivos

El aceite de chia empleado en el presente trabajo fue provisto por
Nutracéutica Sturla S.R.L. (Argentina). El aceite fue obtenido por prensado en frio y
almacenado a 4+1°C en botellas de vidrio de color ambar sin camara de aire. La
composicion de acidos grasos del aceite determinada por anadlisis GC fue la
siguiente: 16:0 7,2 %, 18:0 3,8 %, 18:1 5,2 %, 18:2 19,1 % y 18:3 64,7 %. El
caseinato de sodio y la D-lactosa monohidratada fueron adquiridos a Sigma
Chemical Company (St. Louis, MO) y Anedra (Argentina), respectivamente. El
quitosano (Ch) fue suministrado por Sigma Chemical Company (St. Louis, MO), la
maltodextrina DE 13-17% (M) por Productos de Maiz S.A. (Argentina) y la lecitina
nativa de girasol de la industria aceitera local Vicentin S.A.I.C. (Argentina). Todos
los reactivos utilizados fueron de grado analitico.

El mucilago (Mg) y una fraccién rica en proteinas (PRF) de chia fueron
obtenidos mediante las metodologias propuestas por Segura-Campos y col. (2014)
y Vazquez-Ovando y col. (2012), respectivamente. La composicion proximal del Mg
y de la PRF se determinaron de acuerdo con los procedimientos estandar de la
AOAC (AOAC, 1995) previamente descriptos en el Capitulo 2, seccién 2.1.

Las lecitinas modificadas de girasol (fraccién enriquecida en fosfatidilcolina
(FPC) y la lecitina de girasol “deoiled” LGD), fueron obtenidas de acuerdo a la
metodologia descripta por Cabezas (2010) como se detall6 en el Capitulo 3,
seccion 2.2. La composicion de fosfolipidos de las lecitinas de girasol modificadas
fue determinada mediante 31P NMR y expresadas en términos de concentracion
molar (mol/100 mol de lecitina), las mismas se presentaron en el Capitulo 3,

seccion 2.2.1.

2.2. Obtencion de microcapsulas de aceite de chia
2.2.1. Microencapsulacion de aceite de chia mediante secado por
aspersion de emulsiones O/W convencionales

A fin de evaluar la influencia de las condiciones operativas involucradas en
la obtencién de microcapsulas de aceite de chia, se prepararon emulsiones 0/W
convencionales que posteriormente fueron deshidratadas mediante secado “spray”

aplicando las condiciones de homogeneizacion y secado que se detallan en la

158



Capitulo 4

Tabla 4.1. Se obtuvieron emulsiones O/W con 10% p/p de aceite de chia, 10% p/p
de caseinato de sodio y 10% de lactosa tal como se describié previamente en el
Capitulo 2, seccion 2.2. Se aplicaron dos etapas de homogeneizaciéon usando un
Ultraturrax T25 (Janke & Kunkel GmbH, Staufen, Alemania) (10.000 rpm, 60 s) y
un homogeneizador a valvula de alta presion (Panda 2K, GEA Niro Soavi, Parma,
I[talia) a dos niveles de presion de homogeneizacion (400 6 600 bar).
Seguidamente, las emulsiones O/W fueron secadas por aspersion en un secador
“spray” Buchi Mini B-191 (Buchi Labortechnik, Flawil, Suiza) equipado con una
boquilla de 0,5 mm de diametro. La velocidad de alimentacion fue de 0,6 L/h y se
emplearon dos combinaciones de temperaturas de entrada/salida del aire
135/70°Cy 170/90 °C.

Tabla 4.1. Codificacién de las muestras y condiciones operativas empleadas en las etapas
de homogeneizacion y secado por aspersion durante la obtencién de microcapsulas con

aceite de chia (CS, caseinato de sodio; L, lactosa)

Condiciones de emulsificacion Condiciones de secado Concentracion % p/p
Presion de homogeneizacion T entrada/salida cs L Aceite de
(bar) de aire (°C) chia
400 135/70 10 10 10
400 170/90 10 10 10
600 135/70 10 10 10
600 170/90 10 10 10

Analogamente, se obtuvo una nueva serie de microcapsulas con aceite de
chia mediante el empleo de diferentes materiales de pared, evaluando el efecto de
los mismos sobre las propiedades fisicoquimicas de los polvos.

A tal fin, se prepararon emulsiones O/W con aceite de chia utilizando
diferentes composiciones de la fase acuosa (Tabla 4.2) mediante homogeneizacion
en dos etapas como se detallé en el Capitulo 2, seccion 2.2. Se empled un equipo
Ultraturrax (9.500 rpm, 1 min) y posteriormente un equipo Panda 2K-GEA Niro
Soavi con valvula de alta presién (4 ciclos, 600 bar). Las emulsiones fueron secadas
por aspersion empleando un equipo Buchi (Mini Spray drier B-191) con una
boquilla de 0,5 mm de didmetro. Las temperaturas del aire de entrada y salida

fueron 170 £ 5y 90 £ 5 °C, respectivamente.
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Tabla 4.2. Disefio experimental correspondiente a las diferentes formulaciones
empleadas para la obtencién de microcapsulas a partir del secado por aspersion de

emulsiones O/W con aceite de chia

) 0 Sistemas
Ingredientes %p/p 5 3 4 - p
Aceite de chia 10 10 10 10 10 10
Agua 70 70 70 70 70 70
FRP de chia - - 10 - - 10
Caseinato de sodio 10 10 - 10 10 -
Maltodextrina - 10 10 - 9,8 9,8
Lactosa 10 - - 9,8 - -
Mucilago de chia - - - 0,2 0,2 0,2
Cadigo CL CM PM CL+M CM+Mg PM+Mg

2.2.2. Microencapsulacion de aceite de chia mediante secado por
liofilizacion de emulsiones O/W multicapa

La obtenciéon de microcdpsulas con aceite de chia y lecitinas de girasol
modificadas, aplicando la técnica de deposicidn electrostatica “layer-by-layer”, se
llevé a cabo a través de la liofilizacién de emulsiones O/W mono y multicapa
(Figura 4.1). Inicialmente, se prepararon emulsiones O/W 95:5% p/p con aceite
de chia (30% sélidos totales) y membranas interfaciales mono y bicapa, tal como
se detall6 en la seccion 2.3 del Capitulo 3. Se obtuvieron emulsiones primarias
(L+M y PC+M) y secundarias (LQ+M y PCQ+M) con una concentracion final de 5%
p/p de aceite de chia, 1% p/p de LGD o FPC, 20% de maltodextrina y 0,2% de
quitosano (en emulsiones secundarias) a partir de la homogeneizacion en un
Ultraturrax T-25 (IKA-Labortechnik, GmbH & Co., Staufen, Alemania) (10.000 rpm,
1 min) y un homogeneizador a valvula Panda 2K (GEA Niro Soavi, Parma, Italia) (4
ciclos, 600 bar). Las emulsiones O/W primarias y secundarias se dispusieron en
bandejas de 300 x 20 mm y se congelaron a -80 * 1 °C durante 24 h. Un liofilizador
escala piloto (L-A-B4-C, Rificor, Buenos Aires, Argentina) fue empleado para
deshidratar las emulsiones congeladas usando 1 atm de presién de vacio durante
48 h. Finalmente, los polvos obtenidos se trituraron y tamizaron (mediante malla
plastica equivalente a tamiz ASTM No. 7) a fin de estandarizar el tamafio de las

particulas.
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Figura 4.1. Esquema de la obtencién de microcipsulas de aceite chia mediante el secado de emulsiones O/W multicapa

Lecitina deoiled (LGD) < ‘Deoiling’— Lecitina de girasol — Fraccionamiento 5 I O G TIEE (G

+ “Deoiling” fosfatidilcolina (FPC)
90% de dispersion LGD 2,2 %p/p 90% de dispersion FPC 2,2 %p/p
+10% de Aceite de chia (AC) +10% de Aceite de chia (AC)
\ |
Homogeneizacion Homogeneizacion
Ultraturrax 10.000rpm, 1 min Ultraturrax 10.000rpm, 1 min
Vélvula de alta presion: 3 ciclos, 600 bar Valvula de alta presion: 3 ciclos, 600 bar
v
Emulsién Base Emulsién Base
l (LGD + AC) l (FPC + AC)
0 i6 » 0 -z 0 -z
50 goo(i/e gméllfl(];n fl;ase 50% de Emulsién base 50% %e Emulsion base 050 % Qe Eml-ﬂ'SIOILbaseo +
+ . =7
% de Sol. Buffer +50% de dispersién Ch 0,8% p/p +50% de Sol. Buffer 50% de dispersiéon Ch 0,8% p/p
1 { !
Homogelleizaci()n Homogeneizacion _ Homogeneizacion . Homogeneizaciéon .
. Ultraturrax 10.000rpm, 1 min Ultraturrax 10.000rpm, 1 min Ultraturrax 10.000rpm, 1 min
Ultraturrax 10.000rpm, 1 min Vélvula de al i6n: 1 ciclo. 600 b . A . e
Valvula de alta Dresvién: 1 ciclo, 600 bar alvula de alta presion: 1 ciclo, ar Valvula de alta pre:on. 1 ciclo, 600 bar Valvula de alta presion: 1 ciclo, 600 bar

Emulsién Primaria L+M Emulsién Secundaria LQ+M Emulsién Primaria PC+M Emulsion Secundaria PCQ+M
(5% AC, 1%LGD, 20%M) (5% AC, 1%LGD, 0,2% Ch, (5% AC, 1%FPC, 20%M) (5% AC, 1%FPC, 0,2%Ch,
| ZO%M] : ZO%M)
Liofilizacion Liofilizacion Liofilizacion Liofilizacion
v v v
Microcapsulas Microcapsulas Microcapsulas Microcapsulas

(19,2% AC, 3,8%LGD, 77%M)  (19,1% AC, 3,8%LGD, 0,8% Ch, 76,3%M) (19,2% AC, 3,8%LGD, 77%M) (19,1% AC, 3,8 %LGD, 0,8% Ch, 76,3%M)

161



Capitulo 4

2.3. Caracterizacion de las emulsiones O /W previo secado

2.3.1. Distribucion de tamaiio de particula y diametro medio

La distribucion de tamafio de particula y el diametro medio de las
emulsiones O/W de partida fueron determinados mediante la técnica de
dispersion estatica de luz usando un equipo Malvern Mastersizer 2000E (Malvern
Instruments Ltd., Worcestershire, Reino Unido) como se describié previamente en

la seccion 2.4.1 del Capitulo 2.

2.3.2. Propiedades reoldgicas

Las propiedades reoldgicas de las emulsiones O/W de partida fueron
determinadas a 25 * 0,2 °C en un redmetro oscilatorio Haake RS600 de esfuerzo
controlado (ThermoElectron, Alemania) usando un sistema de sensor de platos
paralelos con 1 mm de gap entre platos y velocidades de deformacién entre 1-
500s-L. Los datos obtenidos fueron ajustados a la ley de la Potencia, tal como se

describié anteriormente en la seccion 2.4.3 del Capitulo 2.

2.3.3. Estabilidad global

La estabilidad global de las emulsiones O/W previa al secado se determind
mediante la caracterizacion dptica de las mismas en un analizador éptico vertical
QuickScan (Beckman Coulter, Fullerton, EEUU), tal como se detall6 previamente en

la seccion 2.4.4 del Capitulo 2.

2.4. Almacenamiento de las microcapsulas de aceite de chia

La estabilidad de las microcapsulas de aceite de chia en funcién del
almacenamiento fue determinada de la siguiente manera: ~ 10 g de microcapsulas
de aceite de chia y 10 g de aceite de chia a granel se colocaron en placas de Petri de
vidrio (95 mm x 15 mm). Las muestras se mantuvieron abiertas para permitir el
contacto con el aire y se almacenaron en una camara con solucién saturada de
MgClz (humedad relativa, HR=33%) a 20 * 2 °C en oscuridad. El ensayo se llev a

cabo por duplicado, extrayendo muestras periédicamente para su analisis.
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2.5. Caracterizacion fisicoquimica de las microcapsulas de aceite de chia

2.5.1. Contenido de humedad

El contenido de humedad de las microcapsulas de aceite de chia (2 g) se
determin6 gravimétricamente en una estufa de vacio (Instrumentacion Cientifica
S.A,, Buenos Aires, Argentina) a 70 °C y 29 mm de Hg durante 24 h (Baik y col,,
2004).

2.5.2. Actividad de agua (aw)

La awde los polvos fue determinada por duplicado a 25,0 + 0,5 °C utilizando
un equipo Aqua-Lab (Aqua-Lab Activity Meter, Serie 3, Decagono Devices Inc.,
EEUU).

2.5.3. Analisis por calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La temperatura de transicién vitrea (Tg) se determind por calorimetria
diferencial de barrido usando un calorimetro diferencial de barrido Qioo (TA
Instruments, Newcastle, EEUU). Se tomaron 10 mg de cada microcapsula por
duplicado, las cuales fueron colocadas y selladas en capsulas de aluminio y
medidas un intervalo de 2-100 °C a una velocidad de calentamiento § = 10 °C/min
en modo modulado. El cambio en la capacidad calorifica de las muestras fue
registrado y los resultados fueron analizados mediante el programa TA 2000

(v.4.2E) (TA Instruments, New Castle, EEUU) (Gilles y col., 2012).

2.5.4. Eficiencia de la microencapsulacion (EM %)

La fraccion de aceite no encapsulado se evalu6 de acuerdo al método
propuesto por Augustin y col. (2015), el cual consistié en la extraccion del aceite
superficial (AS), considerando para el calculo al aceite total (AT) incorporado al
inicio del proceso. Para la determinacion del AS se pes6 1g de cada polvo en un
papel de filtro n°® 4 (Whatman, Maidstone, Kent, Reino Unido) y seguidamente se
lavé con 5 mL de hexano a través de un embudo. El solvente que pasé sobre la
muestra se recogié en un vaso de precipitado previamente pesado, se evaporo a
vacio (Buchi Rotavapor R-124, Essen, Alemania) y seguidamente se sec6 a 102 °C

durante 1 h en estufa. El pesé final del residuo se registré e informé como el
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%aceite libre superficial del polvo. Teniendo en cuenta que el aceite de chia no es
volatil, se asumid que el contenido de aceite total fue igual al del aceite inicial. La

eficiencia de microencapsulacion (%EM) se obtuvo a partir de la Ec. 4.1.
EM (%) = (AT - AS)/AT x 100 Ec. 4.1.

donde:
EM-= Eficiencia de microencapsulacién
AT = Aceite total

AS = Aceite superficial

2.5.5. Microscopia electrdonica de barrido (SEM)

La morfologia de las microcapsulas se estudi6 mediante microscopia
electronica de barrido (SEM). Los polvos se adhirieron a un portaobjeto cubiertos
por una fina pelicula de Au/Pd y se examinaron en condiciones de alto vacio a 5 kV
en un microscopio electronico de barrido modelo MA10 (Carl Zeiss SMT Ltd.,,

Cambridge, Reino Unido).

2.5.6. Color

Las muestras se distribuyeron homogéneamente en una placa de Petri de
vidrio (didmetro 95 mm) y el color de la microcapsula se midi6 usando un
colorimetro Minolta (CR-400, Konica Minolta Sensing Inc., Japon). El color se
registro a través de los parametros L* (luminosidad), a* (componente rojo-verde)

y b * (componente amarillo-azul) de las muestras.

2.5.7. Indice de estabilidad oxidativa acelerada

La estabilidad oxidativa del aceite de chia a granel y de las diferentes
microcapsulas fueron evaluadas mediante ensayos acelerados de estabilidad
oxidativa determinando los respectivos tiempos de induccién (ti). Las
determinaciones se realizaron en un equipo Rancimat modelo 743 (Metrohm AG,
Herisau, Suiza). En forma resumida, 3 g de aceite 6 1,5 g de microcapsulas de chia
fueron calentadas a 98 °C bajo un caudal de aire de 20 L/h (Wangy col., 2014). Los
productos de oxidacion de naturaleza volatil fueron transportados por dicha

corriente de aire a una celda de medicion donde se dispersaron en una solucién de
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muy baja conductividad (agua mili-Q). De esta manera, mediante el registro de la
conductividad de esta soluciéon en funcién del tiempo, se obtuvieron las curvas de
oxidacion, cuyo punto de inflexiéon se designa como t; y representa una magnitud
caracteristica que permite evaluar la correspondiente estabilidad oxidativa de la

muestra en cuestion (Figura 4.2).

Recipiente de
medicién

Célula registradora
| de la conductividad

Solucién de
"~ medicion

Recipiente de
reaccién

4 Muestra

|- Bloque calefactor

Figura 4.2. Esquema del equipo Rancimat 743 (Metrohm lon Analytik, 2001)

2.5.8. Dispersabilidad

La dispersabilidad de los polvos se determiné mediante difracciéon laser
aplicando la metodologia propuesta por Klinkesorn y col. (2005). Para ello, 150 mg
de microcapsulas se dispersaron en 500 mL de agua dentro de la unidad de
dispersion del analizador Malvern Mastersizer (Modelo 2000 E, Malvern
Instruments, Worcestershire, Reino Unido) bajo agitaciéon constante a 2000 rpm.
Se registro la evolucion del porcentaje de oscurecimiento a partir de mediciones de

este parametro cada 10 s durante 5 min.

2.5.9. Distribucion de tamaiio de particulas, diAmetro medio, {-potencial y
estabilidad fisica de las emulsiones reconstituidas a partir de las
microcapsulas

La reconstitucion de las emulsiones se realizé a partir de la dispersion de
los diversos polvos en agua destilada hasta alcanzar un contenido de 10 g
s6lidos/100 g emulsion a temperatura ambiente (25 * 1 °C) bajo agitacion

magnética constante durante 30 min (Klinkesorn y col., 2005).
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Las emulsiones reconstituidas se analizaron tal como se describi6

previamente en el Capitulo 2, secciones 2.4.1y 2.4.3.

2.6. Analisis estadistico

Los resultados experimentales fueron analizados mediante analisis ANOVA
(p<0,05) utilizando el programa Statgraphics Centurion XV.II para el software de
Windows (StatPoint Technologies, Warrenton, VA, EEUU). Las comparaciones
multiples entre medias se llevaron a cabo aplicando la prueba de Tukey (p<0.05).
La distribucion normal de las variables y la varianza de verificacién fueron
obtenidas mediante las pruebas de Kolmogorov-Smirnov y Cochran,

respectivamente.
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3. Resultados y Discusion

3.1. Microencapsulacion de aceite de chia mediante secado por aspersion de

emulsiones O/W convencionales

3.1.1. Efecto de las condiciones de homogeneizacion y secado sobre las

propiedades fisicoquimicas de microcapsulas con aceite de chia

Caracterizacion de las emulsiones O/W previo al secado

Polavarapu y col. (2011) han sefialado que la preparaciéon de una emulsion
estable previo al secado es un punto clave para alcanzar un alto nivel de eficiencia
en el proceso de microencapsulacién. Asi, pequefias gotas de aceite podrian ser
ocluidas e incorporadas mas eficientemente dentro de la matriz de material de
pared de las microcapsulas y ademas, la emulsién presentaria una mayor
estabilidad durante el proceso de “spray drying” (Jafari y col, 2008a). Los
diametros medios D [4,3] y D [3,2] de las emulsiones O/W homogeneizadas a 400
bar resultaron 0,38 * 0,02 um y 0,29 * 0,01 um, respectivamente. Los mismos,
disminuyeron significativamente (p < 0,05) cuando la presiéon de homogeneizacién
se incrementé hasta 600 bar (D [4,3] = 0,23 + 0,01 um; D [3,2] = 0,21 um = 0,01
um). Las curvas de distribucién de tamafo de particulas fueron monomodales en
ambos casos (ver Figura 2.5, Capitulo 2). De esta manera, los resultados
experimentales sugieren que bajo las condiciones aplicadas pueden obtenerse
emulsiones O/W con caracteristicas adecuadas para la microencapsulacién por
“spray drying”. El tamafio de particula es un parametro importante para
determinar la estabilidad de una emulsion previo al secado, el cual puede afectar
ademas las caracteristicas del polvo microencapsulado (Re, 1998).

Las emulsiones O/W obtenidas a 400 y 600 bar exhibieron un
comportamiento pseudoplastico (ver Figura 2.8, Capitulo 2), caracteristico de la
mayor parte de las emulsiones O/W (Polavarapu y col, 2011). Los resultados
experimentales correspondientes al andlisis reologico se ajustaron al modelo de la
ley de la Potencia. Asi, los coeficientes de consistencia (K) y los indices de
comportamiento de flujo (n) para un intervalo de velocidad de cizallamiento de 1 -

500 s1 fueron los siguientes, K = 0,4837 Pa.s®, n = 0,78 para emulsiones O/W
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obtenidas a 400 bar (R? = 0,9989) y K= 0,8516 Pa.s?, n = 0,72 para aquéllas a 600
bar (R? = 0,9990). Los valores de viscosidad a una velocidad de cizallamiento de
100 s1 fueron 0,164 y 0,217 Pa.s para las emulsiones preparadas a 400 y 600 bar,
respectivamente (ver Tabla 2.5, Capitulo 2).

En cuanto a la estabilidad global, los perfiles de “Back Scattering” de todas
las emulsiones O/W se mantuvieron constantes hasta alrededor de 25 dias luego
de su preparacion, denotando una alta estabilidad frente al cremado (ver Figura

2.9.c, Capitulo 2).

Caracterizacion de las microcdapsulas y emulsiones reconstituidas

En la Tabla 4.3 se exponen las propiedades fisicoquimicas de los polvos
deshidratados con aceite de chia obtenidos a distintas condiciones operativas.

El contenido de humedad y el nivel de aw de todas las microcapsulas
oscilaron entre 1,48-3,52 g/100 g (b.s.) y 0,20-0,32, respectivamente. Estos
parametros fueron afectados significativamente (p<0,05) por la presién de
homogeneizacion, no asi por las temperaturas de entrada/salida del aire de
secado. La principal contribucién del aumento de la presion de homogeneizaciéon
podria ser atribuido a la estrecha distribucién de tamafios de particulas que
presentaron las emulsiones, lo que podria incrementar la velocidad de
transferencia de masa y la evaporacién del agua durante la atomizacién, lo que
concuerda con lo informado por Elversson y col., (2003). Otros autores (Hogan y
col,, 2001), no registraron un efecto de la presion de homogeneizacion o la relacion
aceite/proteina de suero sobre el contenido de humedad de microcapsulas de
aceite de soja secadas por aspersion. En cuanto al contenido de humedad de los
polvos estudiados en el presente trabajo de Tesis, su nivel se encontr6 por debajo
de la especificacion minima de humedad prevista para estos sistemas en la
industria alimentaria (3-4 g/100 g) (Klinkesorn y col., 2006).

El contenido de aceite encapsulado, expresado como eficiencia de
microencapsulacién (EM) oscilé entre 92,1-97,4% respecto al aceite total (Tabla
4.3.). Estos valores fueron superiores a los informados por Rodea-Gonzalez y col.
(2012) para aceite de semilla de chia encapsulado con una mezcla binaria de
biopolimeros (concentrado de proteinas de suero (WPC) con goma arabiga (GA) o

goma mezquita MG). Estos autores lograron la maxima eficiencia de encapsulacién
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(80,7%) partiendo de emulsiones O/W con aceite de chia formuladas con un
contenido de solidos totales de 40% y una relaciéon material de nucleo/pared 1:3.
Los mejores niveles de EM alcanzados en los sistemas estudiados en este trabajo
de Tesis podrian estar asociados a un menor tamafio de particula de las
emulsiones de partida, las cuales fueron mas pequefias en las emulsiones
formuladas con caseinato de sodio y lactosa (0,33-0,40 um) que en los sistemas
WPC/GA y WPC/MG (2,3-3,3 um). En este sentido, se encuentra bien documentado
que el tamafio de gota de una emulsion tiene un efecto sustancial sobre la EM de
polvos con diferentes materiales de ntucleo durante el secado por aspersiéon
(Soottitantawat y col., 2003; 2005). Estos trabajos de investigacion dan cuenta que
material encapsulado en polvo con una alta retenciéon de compuestos volatiles y un
bajo contenido de aceite no encapsulado a nivel superficial puede obtenerse a
partir de la reduccién de los tamafios de gota en la emulsion inicial. A su vez, los
diferentes materiales de pared empleados -en cada caso- podrian haber influido en
la EM. La eleccion del material de pared es muy importante para la eficiencia de la
encapsulacion y la estabilidad de las microcapsulas (Gharsallaoui y col.,, 2007).
Seglin estos investigadores, el uso de ciertos compuestos especificos puede
modificar las propiedades de secado de las microcapsulas. Asi, la combinacién de
proteinas-carbohidratos como agentes microencapsulantes se presenta como una
excelente opcién para la microencapsulacién (Young y col., 1993). Rosenberg y
Sheu (1996) estudiaron la adicion de lactosa a un sistema formulado con proteinas
de suero de leche, registrando la efectividad de este azucar sobre la formacion de
la pared mejorando las propiedades de secado. El efecto positivo de la lactosa fue
atribuido a la formacion de una fase vitrea continua de lactosa sobre la cual se
dispersan las cadenas de proteinas. Por lo expuesto, los mayores valores de
eficiencia de microencapsulacién, alcanzados en el presente trabajo, podrian
ademas estar relacionados a la inclusion de lactosa como material constituyente de
la pared.

Por otra parte, no se encontraron diferencias significativas (p>0,05) entre la
EM de los polvos obtenidos bajo las cuatro condiciones operativas estudiadas. Esta
tendencia fue coincidente con la informada por Hogan y col. (2001) para la EM de
aceite de soja con caseinato de sodio, donde presiones de homogeneizacién >100

bar no presentaron un efecto significativo. Estos autores sugieren que por encima
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de este nivel de presion pueden obtenerse emulsiones estables con tamafios de
particulas lo suficientemente pequenas (< 1,45 um). Respecto a la temperatura de
entrada de aire, Klinkesorn y col. (2006) obtuvieron resultados similares a los
encontrados en este trabajo de Tesis estudiando las caracteristicas de aceite de
atun microencapsulado mediante secado “spray” (T de entrada 165, 180, 195 °C)
de emulsiones O/W conteniendo jarabe de maiz y aceite, estabilizadas por

multiples membranas interfaciales (lecitina-quitosano).

Tabla 4.3. Propiedades fisicoquimicas de las microcapsulas de aceite de chia

Propiedad? Condiciones operativas

400 bar-135/70°C 400 bar-170/90°C 600 bar-135/70°C 600 bar-170/90°C

Humedad (% b.s.) 3,32+0,17b 3,52+0,18b 1,480, 442 2,14+0, 272
aw (25 °C) 0,31+0,01P 0,32+0,01b 0,20+0,022 0,21+0,022
EM (%) 95,0+2, 1a 92,10, 7 97,4+1, 2a 94,50, 52

aValores medios (n=2) * desviacion estandar. Valores medios en una fila seguidos de letras

diferentes son significativamente diferentes (p < 0,05)

La forma, tamafo y morfologia de las microcapsulas secadas por aspersiéon
fueron estudiados mediante SEM. El andlisis de la topologia superficial revelé que
todas las microcapsulas exhibieron una morfologia similar, no siendo afectadas por
las condiciones de procesamiento (Figura 4.2.). A su vez, las microcapsulas
tuvieron una forma aproximadamente esférica, con la presencia de algunos
pequefios poros y con diametros medios en el rango de 3-12 pum. Segin Polavarapu
y col. (2011), estos poros pueden ser originados ya sea por la aireaciéon de las
emulsiones previo al secado por aspersion y/o por la contraccidn irregular del

material durante el periodo final de secado.
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Figura 4.2. Micrografias SEM correspondientes a microcapsulas de aceite de chia

obtenidas mediante secado por aspersién

Seguidamente, se estudi6 una propiedad funcional relevante de las
microcapsulas en aplicaciones practicas como es su capacidad para formar
emulsiones estables cuando son reconstituidas en agua. La velocidad y la eficiencia
de la dispersién son caracteristicas importantes vinculadas a la aplicacién de los
ingredientes alimentarios en polvo (Klinkesorn y col., 2005). En virtud de ello, la
técnica de difraccion laser fue empleada a fin de obtener informacién sobre estos
parametros. La dispersabilidad de las emulsiones O/W en polvo se evalud
mediante la evolucién del didmetro medio de las particulas y del oscurecimiento
en funcién del tiempo (Figura 4.3). El oscurecimiento es un parametro sensible a
la cantidad total de material dispersado en el fluido, mientras que el valor del

D[4,3] es particularmente sensible a la presencia de particulas de mayor tamafio
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en una emulsion (Klinkesorn y col., 2005). Los polvos recién obtenidos exhibieron
un fuerte incremento en el oscurecimiento en funcion del tiempo de agitacién
hasta ~ 1,5 min, a partir del cual este parametro se mantuvo constante (~ 10 y
15% para 600 y 400 bar, respectivamente) (Figura 4.3.a). Ademas, el D [4, 3]
luego de 1 min de agitacion disminuyé de 0,60 a 0,46 um y de 0,66 a 0,53 pm en los
polvos obtenidos a 400 bar - 135/70 °C y a 400 bar - 170/90 °C, respectivamente.
La disminucién registrada entre el principio y el final de la agitacién fue menor en
las particulas constituidas por microcapsulas obtenidas a 600 bar (Figura 4.3.b). A
tiempos de agitacion superiores a 1,5 min, tanto el oscurecimiento como el tamafio
medio de particula permanecieron relativamente constantes. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos por Klinkesorn y col. (2005) quienes registraron que
la rdpida disminucién del tamano de particulas y el aumento del oscurecimiento
denotan una rapida dispersién de la gran parte de los polvos dando como
resultado una suspension. Ahora bien, luego de 30 dias de almacenamiento a 20+2
°C en HR 33%, los polvos alcanzaron niveles de oscurecimiento constantes luego
de ~2,3min y la dispersion de las particulas de mayor tamafio requirié6 un mayor
tiempo que las microcapsulas correspondientes al estadio inicial (Figura 4.3.c, d).
Este hecho, podria estar asociado al colapso de la estructura de las particulas
durante el almacenamiento (Klinkesorn y col, 2005). En este sentido, la
disminucién del area superficial de las particulas de polvo expuesta a la fase
acuosa circundante podria estar relacionada con la velocidad de dispersién. Luego
de 180 dias de almacenamiento, s6lo las microcapsulas obtenidas a 400 bar
alcanzaron un valor de oscurecimiento constante (~18 %), mientras que el D [4,3]
disminuyo6 constantemente de 8-15 pm a 2-6 um durante los primeros 5 min de
agitacion en todos los casos. El incremento de los tiempos de dispersion -en este
caso- podria deberse a la formacion de agregados en el polvo, los cuales no

permitieron una dispersion eficiente del mismo en la fase acuosa (Figura 4.3.e, f).
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medio de aceite microencapsulado de chia (polvo) secado por aspersion y almacenado a

20 +2°Cy 33% de HR durante 180 dias
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El tamafno de particula de los polvos fue determinado a partir de las
respectivas emulsiones reconstituidas (ER) en agua (10 g de s6lido/100 g de
emulsion) a distintos tiempos de almacenamiento. Inmediatamente luego de su
obtencion (t=0), los sistemas procesados a 400 bar (135/70 6 170/90 °C)
registraron tamafos de particula mayores (D [4,3] 0,48-0,54 um; D [3,2] 0,31-0,33
um) a los homogeneizados a 600 bar (D [4,3] 0,33 - 0,35 um, D [3,2] 0,24 - 0,25
um) (Tabla 4.4). El tamafio de particula de las muestras obtenidas bajo las
diferentes condiciones de procesamiento no presenté cambios significativos
(p>0,05) entre 0 y 30 dias de almacenamiento. Sin embargo, luego de 180 dias de
almacenamiento este parametro registré un incremento (p<0,05) en todos los

casos estudiados.

Tabla 4.4. Tamafio de particulas (D [4, 3] y D [3, 2]) de emulsiones O/W con aceite de chia

reconstituidas durante el almacenamiento a 20 £ 2 °Cy 33 % HR

. D [4,3] (um) D [3,2] (um)
Condiciones
tiempo de almacenamiento (d) tiempo de almacenamiento (d)
operativas
0 30 180 0 30 180

400bar-135/70°C 0,48+0,03b4 0,57+0,02¢<4 1,12+0,1928 0,31+0,01bA 0,32+0,01>4 0,42+0,012B
400bar-170/90°C 0,54+0,04>4 0,53+0,01<4 3,00+0,872»8 0,33+0,00°A 0,33+0,01>A 0,98+0,1428
600bar-135/70°C 0,33+0,0224 0,46+0,01>4 6,02£2,10208 0,24+0,0024 0,23+0,002 4 0,84+0,232B
600bar-170/90°C 0,35+0,0424 0,33+0,0124 18,04+7,47b8 0,25+0,0124 0,26+0,0124 2,64+0,60b8

ab Valores medios (n=2) * desviaciéon estandar seguido de diferentes letras minusculas en cada
columna difieren en p < 0,05 entre la condicién operativa para cada tiempo de almacenamiento, de
acuerdo con la prueba de Tukey (HSD)

AB Valores medios (n=2) * desviacién estandar seguido de diferentes letras mayusculas en cada fila
difieren en p < 0,05 entre el tiempo de almacenamiento para cada condicién operativa, de acuerdo

con la prueba de Tukey (HSD)

La distribucién de tamafio de particulas de las emulsiones reconstituidas al
inicio del almacenamiento (t=0) (Figura 4.4.a) fue similar a las de las
correspondientes emulsiones de partida (ver Figura 2.12). S6lo una pequeiia
poblacion de gotas mayores a 1 pum fue observada en la emulsidon reconstituida
obtenida a 600 bar con respecto a su respectiva emulsion de partida. Después de
30 dias de almacenamiento, la distribucién del tamafio de particula de las

emulsiones reconstituidas se presenté como bi y multimodal (Figura 4.4.b). Estos
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cambios fueron mas evidentes en las emulsiones reconstituidas a partir de polvos

obtenidos a 400 bar, mostrando un amplio rango de tamafios de gotas, lo que

sugiere la formacion de algunas particulas mas grandes (formacion de fléculos o de

agregados).
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Figura 4.4. Curvas de distribuciéon de tamafio de particulas correspondientes a las

emulsiones reconstituidas (RE) a partir de microcapsulas de aceite de chia obtenidos a

400 y 600 bar, deshidratadas a temperaturas de entrada/salida 135/70 °Cy 170/90 °C en

funcién del almacenamiento a) inicio, b) 30 d
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La estabilidad fisica de las emulsiones reconstituidas a partir de los
diferentes polvos se estudi6 mediante el analisis de los perfiles de “Back
Scattering” en funcidn de la longitud del tubo y del tiempo mediante un analizador
optico vertical de barrido (QuickScan). La Figura 4.5 muestra los perfiles
obtenidos para las emulsiones reconstituidas a partir de las microcapsulas
obtenidas en las diferentes condiciones operativas, almacenadas a 20 + 2 °C, 33 %
HR durante 1 semana.

Los valores medios iniciales de “Back Scattering” en funcién de la longitud
de la celda de medida (BSavo del perfil BS a t = 0) correspondiente a los polvos
obtenidos a 400 bar-135/70 °C, 400 bar-170/90 °C, 600 bar-135/70 °C y 600 bar-
170/90 °C fueron 57,07 %, 60,43 %, 58,42 % y 58,15 %, respectivamente. En
cuanto a la distribucién de las particulas fue homogénea a lo largo del tubo. Las
emulsiones reconstituidas a partir de microcapsulas de 400 bar registraron una
desestabilizacién por cremado y floculacién, la cual fue mas pronunciada en el caso
de las microcapsulas obtenidas a 135/70 °C (Figuras 4.5. a, b). Los perfiles en el
modo de referencia (Transmitancia y “Back Scattering”) presentaron un pico en la
parte inferior del tubo, tipico de la migracién de particulas pequenas (datos no
mostrados). Luego se registré un gran aumento en el %BS hacia la parte superior
del tubo lo que sugiere la migracion de agregados/fléculos. En el caso de la
emulsion reconstituida a partir de microcapsula obtenidas a 400 bar - 135/70 °C
(Figura 4.5.a), la misma exhibié una disminucién de los valores medios de BS
(BSav), lo cual puede relacionarse con un incremento del diametro medio de las
particulas. Este comportamiento puede estar asociado al proceso de floculacion
(Alvarez Cerimedo y col., 2010). Con respecto al BS, se trata de un parametro
directamente relacionado con el diametro medio de las particulas. Asi, el valor de
BS puede presentar cambios con el tamafio de las particulas. Generalmente, el BS
aumenta con el didmetro medio de las particulas cuando las mismas son mas
pequeiias que la longitud de onda incidente (A) y disminuye con el didmetro medio
de las particulas mas grandes que la longitud de onda incidente. Por ello, los
agregados/fléculos formados durante la desestabilizacion de las emulsiones
reconstituidas podrian tener asociado un tamafio mayor a A (0, 8 um), lo que

causaria la disminucion del BS.s.
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Figura 4.5. Perfiles de “Back Scattering” en funcidn del tiempo de almacenamiento a 20 *

2 °C, 33 % HR y de la longitud del tubo (~ 0-65 mm) correspondientes a emulsiones O/W

con aceite de chia reconstituidas obtenidas previamente a: a) 400 bar - 135/ 70 °C; b)

400 bar - 170/ 90 °C; c) 600 bar - 135/ 70 °C; d) 600 bar - 170/ 90 °C

Los perfiles de BS de las emulsiones reconstituidas a partir de

microcapsulas obtenidas a 600 bar (Figura 4.5. ¢, d) evidenciaron un leve grado

de cremado. La parte superior del perfil del tubo registr6 un aumento del BS, el

cual puede relacionarse con la migraciéon de particulas individuales. El analisis

comparativo de las diversas emulsiones reconstituidas indic6 que los sistemas

obtenidos a 600 bar resultaron ser los mas estables. Estos resultados estan

relacionados con el menor tamafo de particulas correspondiente a emulsiones

reconstituidas a t = 0 al aplicar una presion de homogeneizacion de 600 bar (Tabla

4.4 y Figura 4.4). Cabe sefialar que una alta concentracion de particulas pequefias

produce un lento proceso de cremado, de acuerdo con la ley de Stokes

(McClements, 1999).

La Figura 4.6 muestra la evolucion de PV para el aceite de chia a granel y

los distintos polvos de aceite de chia secados por aspersion durante el
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almacenamiento a 20 = 2 °Cy 33 % de HR. Los valores de PV oscilaron entre 2,1y
2,7 meq hidroperoxidos/kg de aceite a t = 0, sin registrarse diferencias
significativas (p >0,05) entre las muestras estudiadas. El relativamente bajo nivel
de hidroperdxidos de los polvos a tiempo inicial sugiere que el aceite de chia se
mantuvo estable - en cada caso - frente a la oxidacién lipidica durante el proceso
de secado por aspersion. Estos resultados son similares a los informados por
Klinkesorn y col., (2005b) en aceite de atin microencapsulado. El aceite de chia a
granel mostré un PV significativamente superior al del aceite microencapsulado
durante el periodo de almacenamiento estudiado. Las diferencias significativas
entre los diversos tratamientos ensayados se observaron luego de 60 dias. Asi, las
microcapsulas obtenidas a 600 bar-170/90 °C presentaron el valor de PV mas alto,
(11,7 + 0,8 meq hidroperoxidos/kg de aceite). Después de 100 dias de
almacenamiento, los niveles de PV de los diversos polvos presentaron el siguiente
orden: 600 bar-170/90 °C > 600 bar-135/70 °C > 400 bar-170 /90 °C ~ 400 bar-
135/70 °C; las microcapsulas obtenidas a 400 bar registraron PV < 10 meq
hidroperdxidos/kg de aceite. Este nivel de PV fue establecido por el Codex
Alimentarius (1999) como el limite superior de aceptabilidad para los aceites
vegetales ricos en acidos grasos poliinsaturados (PUFAs) para el consumo humano
no incluidos en las normas estandar (Frankel, 2005).

Por otra parte, Reineccius (2004) indicé que las reacciones de oxidacion
pueden ser inducidas durante el secado por aspersion. En esta etapa, los productos
de oxidacidn generados se encuentran en la etapa inicial y pueden estar presentes
aun en forma de precursores de oxidacion o radicales libres. Este hecho se basa en
que la exposicion de las particulas al calor tiene lugar en un intervalo de pocos
segundos. Ademas, el tamafio de particula de la emulsion original puede influir en
la cantidad de precursores de oxidacién formados durante el proceso de secado
por aspersion y por lo tanto, en la formacidon subsiguiente de hidroperdxidos
durante el almacenamiento. En virtud de las consideraciones mencionadas, el
tamafio de particula mas pequeiio asociado a emulsiones obtenidas a 600 bar se
traduce en una mayor superficie de contacto a altas temperaturas que aquéllas
homogeneizadas a 400 bar. Asimismo, gotas mas pequefias tienen una mayor area
de interaccion entre iones de metales de transicion pro-oxidantes e hidroperéxidos

de lipidos presentes en la interfase aceite-agua (Jacobsen y col., 2000; Kargar y col.,
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2011). Cuando el proceso de secado ha finalizado, el producto esta en estado solido
y la velocidad de reaccion de oxidacion es lenta. A medida que transcurre el
almacenamiento, los radicales pre-formados pueden transformarse
progresivamente en hidroperoéxidos, como puede verse por los cambios en PV
durante el tiempo de almacenamiento estudiado. En el caso de las microcapsulas
obtenidas a partir de las emulsiones a 600 bar, se registr6 a su vez un efecto de la
temperatura del aire de entrada. Asi, un incremento en este parametro tuvo
asociado un mayor nivel en el contenido de hidroperoéxidos. Segin Tonon y col.
(2011), el uso de altas temperaturas en el aire de entrada proporciona mas energia
disponible para el proceso de oxidacién de lipidos, el cual se produce mas
intensamente, favoreciendo la formacion de hidroperéxidos. Estos autores
observaron que el contenido de hidroperéxidos de aceite de lino
microencapsulado fue mayor cuando la temperatura de entrada se increment6 de

138a 202 °C.

90 -

-+-1++- 400 bar 135/70°C
— = - 400 bar 170/90°C
——— 600 bar 135/70°C
--A-- 600 bar 170/90°C

—=&— Aceite de chia

PV (meqg/Kg aceite)

tiempo de almacenamiento (dias)

Figura 4.6. Evolucion del valor de peréxidos de aceite de chia a granel y
microencapsulado mediante secado por aspersion bajo distintas condiciones operativas en
funcion del tiempo de almacenamiento a 20 = 2°C, 33% de HR

Valores medios (n = 2) + desviacién estandar
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3.1.2. Efecto de distintos materiales de pared sobre las propiedades

fisicoquimicas de microcapsulas con aceite de chia

Caracterizacion de las emulsiones O/W previo al secado

Muchos autores han sefialado la importancia de las caracteristicas de la
emulsion de partida y su incidencia sobre la eficiencia de microencapsulaciéon
(%EM) asi como sobre las propiedades fisicoquimicas de los polvos obtenidos.
(Sanguansri y Augustin, 2007; Jafari y col., 2008; Jacobsen y col., 2013). Tal como
puede visualizarse en la Tabla 2.2 (Capitulo 2), se realiz6 el estudio
correspondiente empleando diversos materiales de pared.

Los resultados experimentales para el didmetro medio de particula D [3,2]
oscilaron entre 0,215 y 0,267 um en emulsiones estabilizadas con caseinato de
sodio, mientras que los correspondientes a los sistemas con PRF fueron
significativamente mayores (p<0,05) (ver Tabla 2.7, Capitulo 2).

Las curvas de distribucién de tamafio de particulas fueron monomodales
para las emulsiones CL y CL+Mg; bimodales para CM y CM+Mg y trimodales con un
desplazamiento hacia tamafios de particulas mas grandes al utilizarse PRF (ver
Figura 2.12, Capitulo 2).

En lo que respecta a la determinacién de las propiedades reolégicas, los
resultados experimentales fueron ajustados al modelo de la ley de la Potencia,
obteniéndose valores de coeficiente de determinacién (R?) superiores a 0,98. Las
emulsiones con caseinato de sodio previo al secado registraron valores de n<1,
denotando un comportamiento pseudoplastico para estos sistemas. Los
coeficientes de consistencia (K) para el rango de velocidad de deformacion 1 - 500
sl resultaron 0,234 Pa.s” (CL), 0,537 Pa.s (CM), 1,007 Pa.s” (CL+Mg) y 3,905 Pa.s»
(CM+Mg). Por otra parte, las emulsiones con PRF exhibieron un comportamiento
newtoniano (n~1). Adicionalmente, los valores de viscosidad a 100 s-1 (n100), nivel
de velocidad de deformaciéon tipico de diversos procesos alimentarios fueron
0,124; 0,173; 0,007; 0,261; 0,464 y 0,015 Pa.s para las emulsiones CL, CM, PM,
CL+Mg, CM+Mg y PM+Mg, respectivamente. De esta manera, puede observarse que
los sistemas constituidos por PRF presentaron valores muy inferiores (p<0,05) de
este parametro en comparacién con las emulsiones estabilizadas con caseinato de

sodio. Ademads, se observé un aumento de mioo cuando la combinaciéon de
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materiales de pared fue CM en lugar de CL y también cuando se adicion6é mucilago

de chia a los diferentes sistemas.

Caracterizacion de las microcdpsulas y emulsiones reconstituidas

En la Tabla 4.5 se exponen las propiedades fisicoquimicas de las
microcapsulas de aceite de chia obtenidas a partir de distintos materiales de pared.
El contenido de humedad y de aw de todas las microcapsulas evaluadas se localizé
en un rango de 2,72 a 4,40 g/100g (b.s) y de 0,334 a 0,478, respectivamente. Como
puede observarse, estos parametros no fueron afectados (p>0,05) por los
tratamientos estudiados. Los resultados obtenidos fueron consistentes con los
informados previamente por Dian y col. (1996); Hogan y col. (2001). Cabe
destacar que los contenidos de humedad registrados se encuentran en el rango

deseable para polvos en alimentos (3-5%) (Bhandari y Adhikari, 2008).

Tabla 4.5. Propiedades fisicoquimicas de microcapsulas de aceite de chia con diferentes

materiales de pared

Matriz encapsulante

CL CcM PM CL+Mg CM+Mg PM+Mg

Propiedad

CH (% b.s.) 4,400,422 4,040,642  3,66+0.102=  2,72+0,08=  3,92+0,582  3,50+0,692
aw (25°C) 0,412+0,01320,383+£0,01020,478 + 0,02720,334 + 0,00120,367 * 0,08220,370 + 0,012
Tg (°C) 40,828,272  40,56%0,542 47,39+5,642 45,84+0,282 50,19+1,622 46,44+0,48
EM (%) 95,20 +0,42d 71,26 £ 0,06> 57,74 £ 3,492 96,23 + 0,404 86,65 +0,27¢ 53,37 + 0,992

ti (h) 5,01+0,082 13,75+0,03¢ 7,51+0,11> 6,51+0,18%» 13,90+1,11¢ 7,66+ 0,11b

CH: contenido de humedad % b.s.
Valores medios (n=2) * desviacién estandar. Letras diferentes en cada fila indican diferencias a

p<0,05 entre materiales de pared de acuerdo a la prueba de Tukey (HSD).

La temperatura de transicion vitrea (Tg) de los sistemas estudiados
present6 valores entre 40,56 y 50,19 °C, sin diferencias significativas (p>0,05) para
los distintos materiales de pared (Tabla 4.5). El contenido de humedad, aw y Tg
son factores importantes a ser considerados ya que estan asociados con cambios

estructurales de la matriz de las microcapsulas. Después del secado se obtiene una
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matriz soélida altamente viscosa en estado amorfo; cuando el contenido de
humedad o la temperatura aumenta también lo hace la movilidad de las moléculas
debido a que el sélido varia desde el estado vitreo amorfo al gomoso. El limite
informado para el apelmazamiento, el punto pegajoso y el colapso de las
microcapsulas es aw> 0,6 (Escalona-Garcia y col,, 2016). En este sentido, los niveles
de aw encontrados en todos los sistemas estudiados en este trabajo de Tesis fueron
inferiores a este valor critico.

La eficiencia de encapsulacién (%EM) refleja la cantidad de aceite libre
sobre la superficie de las particulas. Las microcipsulas de aceite de chia
formuladas con CL (con o sin adiciéon de mucilago) exhibieron los mayores %ME
(95,20-96,23%), seguido por los sistemas CM+Mg > CM > PM ~ PM+Mg (Tabla
4.5). Diferencias de %EM entre las microcapsulas obtenidas a partir de las
combinaciones de materiales de pared CL y CM también fueron evidenciadas por
Calvo y col. (2010). El efecto positivo de la lactosa podria estar relacionado con la
formacién de una fase cristalina continua del disacarido en el que las cadenas de
proteina se dispersan, resultando asi en altos valores de %EM (Ixtaina y col,
2015). Ademas, el efecto del material de pared sobre la %EM podria estar asociado
al tamafio y distribucién de las gotas y a la estabilidad fisica de las emulsiones
madre. El analisis de los resultados obtenidos evidenci6é una correlaciéon
significativa inversa entre el tamafo de gota de las emulsiones previo al secado y la
%EM (D [3, 2] vs. %EM r=-0,86; p=0,0003). De acuerdo con Jafari y col. (2008), el
mayor contenido de aceite libre sobre las microcapsulas provenientes de
emulsiones con gotas de mayor tamafo podria atribuirse a la ruptura de estas
gotas durante la etapa de atomizacidn. Ciertos autores han sugerido que la %EM de
aceites y agentes saborizantes puede ser mejorada a través de la disminucidn del
tamarfo de las gotas de la emulsion madre y del incremento de su estabilidad fisica
(Jafari y col., 2008; Liu y col,, 2001; Tonon y col, 2011). En este sentido, los bajos
%EM (53,37 a 57,74%) obtenidos para las formulaciones PM y PM+Mg podrian
estar relacionados con el mayor tamafio de gota y la menor estabilidad fisica
registrados para estos sistemas en comparacién con aquéllos que contenian
caseinato de sodio.

En el caso de CM, la eficiencia de encapsulaciéon fue mayor cuando se

adicion6 el mucilago de chia. Este hecho puede estar asociado con un aumento de
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la viscosidad producido por la adicion del mucilago de chia como un agente
espesante en este sistema, lo que contribuiria a una mayor estabilidad fisica de las
emulsiones durante el proceso de secado por pulverizacion, mejorando asi la %EM.
Por otra parte, un aumento en la viscosidad de la emulsién de partida hasta un
punto 6ptimo esta relacionado con una reduccion de la circulaciéon interna de las
gotas y la rapida formacion de la membrana interfacial, lo que resulta en una mejor
ME% (Jafari y col., 2008).

En la Figura 4.7 se presentan las micrografias SEM de los polvos obtenidos
mediante el empleo de diferentes materiales de pared. Los polvos presentaron
particulas de diversos tamafios, en un rango comprendido entre 2-14 pum. El
andlisis de las micrografias revel6 que la mayoria de las microcapsulas fueron
aproximadamente esféricas con paredes continuas, sin fisuras o grietas aparentes.
Por otra parte, algunas de las particulas presentaron superficies concavas y
arrugadas, lo cual es comin en microcdpsulas producidas mediante secado por
aspersion (Tonon y col., 2011). Sin embargo, se encontraron diferencias entre las
morfologias de las microcapsulas formuladas con caseinato de sodio y las
preparadas con PRF. Las micrografias de polvos con PM y PM+Mg como materiales
de pared presentan aglomerados, posiblemente debidos a la presencia de aceite
libre en la superficie las particulas (Figuras 4.7.c y f). En contraste, los polvos
obtenidos con CL, CL+Mg, CM y CM+Mg (Figuras 4.7 a-b y d-e) se caracterizaron
por la presencia de particulas discretas con ambos tipos de superficies, lisas y

rugosas.
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Figura 4.7. Micrografias SEM correspondientes a microcapsulas de aceite de chia
obtenidas con diferentes materiales de pared a) CL, b) CM, c) PM, d) CL+Mg, e) CM+Mg, f)
PM+Mg
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El efecto de los diferentes materiales de pared empleados sobre la
estabilidad oxidativa del aceite de chia microencapsulado fue investigado
mediante ensayos de Rancimat. Asi, pudo observarse que todos los sistemas
microencapsulados presentaron tiempos de induccion (t;) mas prolongados que el
correspondiente al aceite de chia sin encapsular (ti = 2,46 + 0,07 h) por lo cual,
puede inferirse un incremento de la estabilidad oxidativa del mismo debido a su
microencapsulacion a partir del secado por aspersion (Tabla 4.5). A partir de los
resultados obtenidos se evidenci6 ademdas que la estabilidad oxidativa no se
encontro relacionada con la %EM de las microcapsulas. Por ejemplo, los sistemas
CL y CL+Mg presentaron las mayores %EM pero a su vez registraron la menor
estabilidad oxidativa. Diversos autores han informado que el deterioro oxidativo
del aceite de chia microencapsulado no puede ser totalmente descripto
considerando sélo la %EM (Carneiro y col, 2013; Chung y col.,, 2010; Drusch y
Berg, 2008; Hogan y col., 2003). Otra posible explicacion para las diferencias de la
estabilidad oxidativa de los aceites encapsulados puede relacionarse con la
variacion del peso molecular de los materiales de pared utilizados. Chung y col.
(2010) encontraron una correlacion entre la disminucién de la cristalinidad, el
bajo peso molecular y una menor estabilidad oxidativa de microcapsulas de aceite
de pescado a base de caseinato de sodio con almidén modificado empleado como
material co-encapsulante. De este modo, la menor estabilidad oxidativa de los
sistemas con CL en comparaciéon con los de CM puede deberse a una menor
estabilidad estructural de las microcapsulas con lactosa - menor estructura
cristalina y peso molecular mas bajo - lo que podria permitir un mayor contacto
del aceite con el oxigeno, dando lugar a una menor proteccion contra la oxidacidn.
Cuando se utiliz6 PM (con o sin Mg) como material de pared, los valores de t; (7,51
0 7,66 h) fueron inferiores a los correspondientes a CM y CM+Mg, pero superiores
a los de CL y CL+Mg (Tabla 4.5). En este sentido, cierto grado de actividad
antioxidante podria estar asociado a la presencia de antioxidantes naturales
(acidos cafeico y clorogénico, otros compuestos fendlicos de las semillas de chia)
(Capitani y col.,, 2012; Ixtaina y col,, 2011; Taga y col., 1984), los cuales podrian
contribuir a proteger el aceite de chia microencapsulado.

Seguidamente, la técnica de difraccién laser fue empleada a fin de obtener

informacién sobre la capacidad de redispersion de las microcapsulas de aceite de
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chia en agua, importante propiedad funcional para aplicaciones practicas. La
dispersabilidad de los polvos se estudié evaluando la evolucion del oscurecimiento
en funcién del tiempo, por ser este parametro sensible a la cantidad total de
material disperso en el fluido (Klinkesorn y col.,, 2005). Luego de 15d (Figura 4.8.),
se registro un abrupto incremento del oscurecimiento en funcién del tiempo de
agitacion hasta ~1,5-2,0 min, después de lo cual este pardmetro alcanzé un valor
constante. Para todos los sistemas estudiados, el aumento rapido del
oscurecimiento fue indicativo de una relativamente rapida dispersién de la mayor
parte de las particulas del polvo (<2 min). El tiempo requerido para alcanzar el
valor de oscurecimiento constante resulté en el siguiente orden CL+Mg > CL >
CM+Mg > CM > PM+Mg > PM. Como puede verse, los sistemas con adicién de
mucilago requirieron un tiempo mayor para ser dispersados respecto de los
sistemas sin este ingrediente. Este comportamiento podria atribuirse a una menor
solubilidad de las microcapsulas de aceite de chia cuando el mucilago esta presente
como un componente del material de la pared. La evolucion del oscurecimiento en
funcion del tiempo de agitacion para microcapsulas almacenadas durante 30 d
presenté un comportamiento similar que a 15 d de almacenamiento (datos no
mostrados). Este hecho sugiere que la estructura de las microcapsulas no presenta
alteraciones importantes después de este periodo de almacenamiento a 20 + 2°Cy
HR 33%.
OCL ¢ CM xPM ECL+Mg ®CM+Mg x PM+Mg
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Figura 4.8. Influencia del tiempo de agitacion sobre el porcentaje de oscurecimiento de

microcapsulas de aceite de chia almacenadas 15da 20 + 2°Cy 33% HR
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Los resultados experimentales correspondientes al didmetro medio D [3,2]
de las particulas de la emulsion secada por aspersion (microcapsulas),
almacenadas a 20 * 2 °C, RH=33% después de su reconstituciéon en agua a una
concentracion de 10g so6lido /100g pueden verse en la Tabla 4.6. Las diferencias
encontradas entre los tamafios de particulas al emplear distintos materiales de
pared, fueron también detectadas en las emulsiones reconstituidas (ER),
observandose mayores valores de D [3,2] en las microcapsulas preparadas con
PRF. No se encontraron diferencias significativas (p> 0,05) entre los tamafios de
particulas de las ER y las emulsiones previo al secado en los sistemas obtenidos
con caseinato de sodio sin la adicién de mucilago de chia. Los sistemas CM+Mg
registraron tamafios de particula significativamente mayores (p<0,05) en las ER
después de 30 y 45 dias de almacenamiento del polvo. Este hecho podria estar
relacionado con una menor solubilidad de las microcdpsulas con mucilago de chia.
No obstante, los valores del D [3,2] se mantuvieron en un bajo nivel durante el

almacenamiento (D [3,2] <0,5 pm).

Tabla 4.6. D [3,2] correspondiente a emulsiones O/W de aceite de chia reconstituidas

durante el almacenamiento a 20 + 2 °C, HR 33 %

D [3,2] (um)

Emulsion tiempo de almacenamiento (d)

reconstituida 15 30 45

CL 0,252+0,00324 0,257+0,00124 0,272+0,0072bA
CM 0,312+0,04124 0,321+£0,1152A 0,361+0,0312bA
PM 9,721+0,262¢B 6,569+0,037<A 6,103+0,003<A
CL +Mg 0,221+0,003248 0,225+0,005248 0,241+0,01128
CM +Mg 0,261+0,00128 0,292+0,04028 0,442+0,169"C
PM +Mg 7,725%0,311bA 6,090+0,019b4 6,949+0,0014d2

Valor medio (n=2) * desviacién estandar. Diferentes letras mintsculas en cada columna indican
diferencias a p<0,05 entre los materiales de la pared para cada tiempo de almacenamiento, segtin la
prueba de Tukey (HSD). Diferentes letras mayusculas en cada fila indican diferencias a p<0,05 entre

los tiempos de almacenamiento para cada material de la pared, segtin la prueba de Tukey (HSD).

La comparacion entre la distribucién del tamafio de particulas de las ER y
las correspondientes a las emulsiones previo al secado, puede proporcionar

informacion sobre la estabilidad de las gotas de aceite durante el proceso de
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Volumen (%)

secado (Hogan y col, 2001). En el presente trabajo, la distribucion del tamafio de
particulas de las ER después de 15 d de almacenamiento (Figura 4.9.a) fue similar
al de las emulsiones de partida, presentando curvas mono o bimodales para los
sistemas con caseinato de sodio y trimodales para emulsiones con PRF. Luego de
45 d de almacenamiento, las ER con caseinato de sodio presentaron gotas en un
amplio rango de tamafios, lo que sugiere la formacién de particulas de mayor

tamafio (gotas floculadas y/o agregadas) (Figura 4.9. b).
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Figura 4.9. Distribucion de tamafio de particulas correspondiente a emulsiones
reconstituidas (ER) a partir de microcapsulas de aceite de chia almacenadas a 20 * 2 °C,

HR 33%a) 15 d, b) 45 d
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La estabilidad global de las ER fue monitoreada durante ~30 d después de
su reconstitucion mediante su respectiva caracterizaciéon 6ptica con un Analizador
Vertical de barrido (QuickScan). Los perfiles de “Back Scattering” (BS) de las ER a
partir de las microcapsulas CL, CM y PM se presentan en la Figura 4.10.a, b y c,
respectivamente. Inmediatamente después de la reconstitucion (t=0), todos las ER
fueron estables, con una distribucién de particulas homogénea a lo largo del tubo.
En cuanto a la estabilidad durante el almacenamiento, las ER a partir de las
microcapsulas con caseinato de sodio mostraron una alta estabilidad global sin
cambios significativos en los perfiles de BS en funciéon del tiempo de
almacenamiento estudiado (Figura 4.10. a, b). Este hecho podria estar asociado al
menor tamafo de gotas que presentaron estos sistemas. Por otra parte, se detectd
un proceso de clarificacién en la parte inferior de los tubos de las ER con PRF
después de 15 d de almacenamiento (Figura 4.10.c). Este comportamiento podria
relacionarse con los mayores valores de D [3,2] asociados a estos sistemas y a la
libre movilidad de las gotas de aceite debido a las débiles fuerzas viscosas de las
fases acuosas de estos sistemas. El mayor tamafio de particulas de los sistemas con
PRF puede asociarse al valor medio de “Back Scattering” (BSav) a lo largo del tubo.
En virtud de las consideraciones previamente comentadas, cuando el tamafio de
particula es mayor que la longitud de onda incidente (A), el BS disminuye con el
didmetro medio de las particulas (Mengual y col., 1999). Por lo tanto, los valores
inferiores de BSav de las ER con PRF podrian estar relacionados con la presencia de
tamafos de particulas (6,090-6,949 pm, Tabla 4.6) mayores que A (0,8um) en
contraste con los sistemas con caseinato de sodio. Las ER obtenidas a partir de
microcapsulas con mucilago de chia presentaron perfiles de BS similares a los

sistemas sin mucilago (datos no mostrados).
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Figura 4.10. Perfiles de “Back Scattering” de emulsiones reconstituidas (ER) (10g
s6lidos/100g) a partir de microcapsulas de aceite de chia en funcion del tiempo de

almacenamiento (~0,05-29 d) y de la longitud del tubo a) CL; b) CM; c) PM
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3.2. Microencapsulacion de aceite de chia mediante secado por liofilizacion

de emulsiones O/W multicapa (LBL)

Caracterizacion de emulsiones previo secado

Las caracteristicas asociadas a este tipo de emulsiones no convencionales
evidenciaron valores del D [3, 2] comprendidos en un rango de 0,365 a 0,607 pm
correspondientes a los sistemas L+M y PCQ+M, respectivamente. En cuanto a la
polidispersidad (Span), la misma vari6 entre 1,380 y 9,052 como se observa en la
Tabla 3.3 (Capitulo 3). Cabe destacar desde el punto de vista estadistico el efecto
significativo asociado al tipo de lecitina modificada de girasol empleado (LGD o
FPC), la adicién de quitosano (Ch) y a su vez, la interaccién entre ambos factores.

Las curvas de distribucion de tamafio de particulas correspondientes a
emulsiones estabilizadas con LGD presentaron un caracter monomodal (L+M) y
bimodal, en el caso de las respectivas emulsiones secundarias (LQ+M). Cuando el
tipo de agente emulsificante fue FPC pudo observarse un comportamiento bimodal
tanto en las emulsiones primarias (PC+M) como en las secundarias (PCQ+M) (ver
Figura 3.4, Capitulo 3).

La caracterizacidn reoldgica y el ajuste de los resultados experimentales
seglin la ley de la Potencia también posibilité la obtencién de coeficientes de
determinacion R2? >0,98. Tanto las emulsiones primarias como las secundarias
obtenidas con la presencia de ambos tipos de lecitinas modificadas de girasol
exhibieron un comportamiento newtoniano (n~1). Por otra parte, es de destacar el
efecto significativo sobre la viscosidad (n100) registrado en el caso de la adicion de
quitosano empleado en la obtencion de las emulsiones secundarias (LQ+M,
PCQ+M) (ver Tabla 3.4, Capitulo 3).

En lo que se refiere a la estabilidad global, las emulsiones primarias
presentaron una desestabilizacion por cremado, la cual fue mas evidente en el caso
de los sistemas constituidos por FPC y M (PC+M). En contraste, pudo visualizarse
una mayor estabilidad asociada a las emulsiones secundarias (PCQ+M, LQ+M)
respecto de las primarias, especialmente a través de la evolucién del indice de

cremado (ver Figura 3.8, Capitulo 3).
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Caracterizacion de las microcdpsulas y emulsiones reconstituidas

La Tabla 4.7 resume las propiedades fisicoquimicas correspondientes a las
diversas microcapsulas de aceite de chia obtenidas por liofilizaciéon. Como puede
observarse, el contenido de humedad de las microcapsulas se vio afectado
(p<0,05) por el tipo de lecitina de girasol modificada y la formacion de una bicapa
interfacial mediante la adicion de quitosano, siendo también significativa la
interaccidn entre ambos factores. Los valores de humedad (% b.s.) se encontraron
comprendidos en un rango de 0,016-0,092, los cuales resultan ser inferiores a los
requeridos para obtener microcapsulas de aceite de chia con una buena estabilidad
durante el almacenamiento (3-4% b.s.) (Klaypradit y Huang, 2008). Las
microcapsulas formuladas con LGD registraron niveles de aw inferiores (p<0,05) a
los sistemas con FPC. En ambos casos, se evidencié un nivel de aw adecuado al
proceso de liofilizacién aplicado para la microencapsulacién. Asi, tanto el nivel de
aw como el contenido de humedad alcanzados podrian ser compatibles con su
potencial incorporacién en matrices alimentarias deshidratadas (Tabla 4.7).

La eficiencia de la microencapsulacion (%EM) del aceite de chia fue
determinada a través de la cuantificacion del aceite extraido por lavado con hexano
luego de la liofilizacion, en cada caso. El aceite liberado brinda informacién acerca
del grado en el que la fase dispersa ha sido encapsulada. Los niveles de %EM
obtenidos en todos los sistemas fueron altos, lo cual indica que las emulsiones de
partida fueron efectivas en lo que se refiere a la retencion de aceite de chia dentro
de las microparticulas durante el proceso de microencapsulacidn, no registrandose
pérdidas significativas de aceite a nivel superficial. Como puede ser observado en
la Tabla 4.7, el tipo de lecitina de girasol modificada empleado tuvo un efecto
significativo (p<0,05) sobre la %EM. Asi, las microcapsulas formuladas con lecitina
“deoiled” presentaron una mayor eficiencia de microencapsulacion o retencion del
aceite de chia (~97%) que las preparadas con FPC (~85-89%), si bien en ambos
casos los niveles de este parametros pueden considerarse aceptables. Entre los
principales factores que determinan la eficiencia del proceso de
microencapsulacién pueden mencionarse las propiedades de los materiales de
pared y del ntcleo asi como también, las caracteristicas de la emulsién de partida y
los pardmetros del proceso de secado (de Vos y col., 2010). La menor %EM de los

sistemas con FPC podria estar vinculada con el proceso de liofilizacién, debido a
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posibles dafios de la estructura de la microcapsula causados por la
desestabilizacion de la emulsion durante la congelacion y el secado (Klinkesorn y

col,, 2005).

Tabla 4.7. Propiedades fisicoquimicas de microcapsulas de aceite de chia obtenidas a

partir de emulsiones mono (L+M, PC+M) y multicapa (LBL) (LQ+M, PCQ+M)

Polidispersidad
Humedad (%b.s.) aw (25°C) EM (%) D [3,2] (um)

Microcapsula (Span)
L+M 0,016+0,001- 0,0651+0,0012 97,683+0,745> 2,392+0,2592  2,368+0,156P
LQ+M 0,048 £0,003> 0,069£0,0072 97,570+1,204> 0,823+0,0192  3,064+0,547"
PC+M 0,092£0,003¢ 0,168+0,003> 85,846+4,7562 10,823+0,231> 1,985+0,0332
PCQ+M 0,089£0,002¢ 0,144+0,011> 89,283+1,3982 10,420+2,544> 1,949+0,0962

Valores medios (n = 2) + desviacién estandar. Diferentes letras en cada columna indican diferencias

p < 0,05 entre las microcapsulas, de acuerdo con la prueba de Tukey (HSD)

La microestructura de las microcdpsulas de aceite de chia obtenidas a partir
de emulsiones mono (L+M, PC+M) y multicapa (LBL) (LQ+M, PCQ+M) fue
investigada mediante microscopia electronica de barrido (SEM), cuyos resultados
se muestran en la Figura 4.11. En general, las particulas correspondientes a los
diferentes polvos constituidos por aceite microencapsulado de chia exhibieron
forma de laminas con una geometria irregular. La topografia externa evidencié un
aspecto rugoso, asi como la presencia de ciertas protuberancias, especialmente
esto dltimo para los sistemas PC+M y PCQ+M. Asimismo, pudo observarse la
formacidn de poros, los cuales podrian estar asociados a la generacion de cristales
de hielo o burbujas de aire retenidos durante la congelaciéon. Este tipo de
estructuras es habitual en el caso de microcapsulas obtenidas por liofilizacién

(Laine y col., 2008; Sousdaleff y col., 2013).

193



Capitulo 4

L+M

LQ+M

PC+M

400 um

PCQ+M

Figura 4.11. Micrografias SEM de microcapsulas de aceite de chia obtenidas mediante
liofilizacién a partir de emulsiones mono (L+M, PC+M) y multicapa (LQ+M, PCQ+M) con
una magnificacién de 400x (izquierda) y 1600x (derecha)
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Si bien la oxidacién lipidica estd asociada a la modificacién del color de las
microcapsulas, la caracterizacion y la evolucién de este parametro durante el
almacenamiento es importante considerando su potencial aplicacién como
ingredientes para obtener productos ricos en acidos grasos w-3. El color se
determind a través de los parametros L (blanco y luminoso), a* (enrojecimiento) y
b* (amarillento). Los polvos con aceite de chia a tiempo inicial (t = 0) exhibieron
elevados valores de L y en menor medida de b*, los cuales no se vieron afectados
(p>0,05) por el tipo de lecitina modificada de girasol empleada ni por la adicién de
quitosano, siendo los valores de a* bajos en todos los casos (Tabla 4.8). Luego de
60 dias de almacenamiento a 20+2 °C, HR 33%, los polvos registraron un
incremento (p<0,05) del parametro b* y una leve disminucién de L. La evolucién
de los parametros de color evidencié una apariencia ligeramente mas oscura y
amarillenta de las microcapsulas de aceite de chia al final del almacenamiento

(Tabla 4.8).

Tabla 4.8. Parametros de color de microcapsulas de aceite de chia obtenidas a partir de
emulsiones mono (L+M, PC+M) y multicapa (LBL) (LQ+M, PCQ+M) en funcién del

almacenamiento a 20+2 °C, HR 33%

t=0d t=60d
Microcapsula
L* a* b* L* a* b*
L+M 91,840+1,1172 0,365+0,290> 10,19+0,8772 89,045+0,615 0,485+0,007> 13,595+0,0922
LQ+M 91,480+0,6932 0,485+0,064> 10,09+1,0182 89,370+1,1032 0,455+0,134> 14,795+0,8702
PC+M 91,300+2,8432 -1,335+0,3042 11,275+0,332291,555+0,007> -1,77+0,113a 15,205+0,078
PCQ+M  89,790+0,6792-0,785+1,3792 11,26+0,2972 85,150+0,4242 0,615+0,120> 21,44+0,099>

Valores medios (n = 2) + desviacion estandar. Diferentes letras minusculas en cada columna indican

diferencias p < 0,05 entre las microcapsulas, de acuerdo con la prueba de Tukey (HSD).

La dispersabilidad de los diferentes sistemas fue determinada mediante la
técnica de difraccion laser. En cada medicion se registro la fraccion de luz perdida
del haz del laser principal (oscurecimiento) en funciéon del tiempo de agitaciéon
luego de la incorporacion de cada muestra a 500 mL de solucién buffer acetato de
sodio-acido acético pH 3. Asi, a partir de este ensayo fue posible examinar la
velocidad y eficiencia de dispersién de cada polvo en agua (Klinkesorn y col,,

2005). Al inicio del almacenamiento todos los polvos registraron un incremento
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casi inmediato del oscurecimiento (<1 min) en funcién del tiempo de agitacion,

alcanzando un valor maximo continuo (Figura 4.12).

——L+Mt0 ——L+Mtf ——LQ+Mt0 —o—LQ+M tf
25 -

20 A
15

10

% Oscurecimiento

2
tiempo (min)

—0—PC+Mt0 —0—PC+M tf
—e—PCQ+M t0 —0—PCQ+M tf

% Oscurecimiento

tiempo (min)

Figura 4.12. Influencia del tiempo de agitacion sobre el porcentaje de oscurecimiento de
microcapsulas de aceite de chia almacenadas a 2042 °C y 33% HR evaluada a tiempos

inicial (t0) y final (tf 60 d) (n=2)

Las microcapsulas obtenidas a partir de la liofilizacién de emulsiones
secundarias (LQ+M, PCQ+M) presentaron valores de oscurecimiento mayores que
los sistemas obtenidos a partir de emulsiones primarias o monocapa (L+M, PC+M).
Asimismo, luego de 60 dias de almacenamiento a 20+2 °C, HR 33% los polvos
registraron un incremento abrupto en el oscurecimiento aunque con niveles
significativamente menores a los correspondientes al tiempo inicial. De esta
manera, el aumento del oscurecimiento observado en los primeros segundos de

agitacion en todos los polvos estaria vinculado a la disminucién del tamano de
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particula y sugieren que gran porcentaje de los polvos pudo dispersarse de forma
rapida dando lugar a una suspension (Klinkesorn y col., 2005). Por otra parte, la
reduccidon del nivel de oscurecimiento con respecto al tiempo inicial estaria
relacionada con la disminucién en la capacidad de rehidratacién de los polvos, la
cual podria deberse a la formacidon de agregados. En sintesis, la dispersabilidad
podria denotar una rehidrataciéon aceptable de los polvos, siendo este hecho
favorable para su posible aplicacion en alimentos instantaneos.

Las diferentes emulsiones O/W deshidratadas fueron reconstituidas en
forma analoga a lo descripto previamente dispersandolas en soluciéon de buffer
acetato de sodio-acido acético pH 3. Luego, sobre estas emulsiones reconstituidas
(ER) se determinaron la distribuciéon de tamafio de particula, el didmetro medio y
el (-potencial. En la Tabla 4.7 pueden verse los valores del didametro medio D [3,2]
y la polidispersidad (Span) correspondientes a las microcapsulas de aceite de chia.
Pudo observarse que tanto los tamanos de particulas como los valores de
polidispersidad fueron afectados (p<0,05) por el tipo de lecitina modificada de
girasol empleada en la preparacién de las microcapsulas, no asi por el agregado de
quitosano. Las microcapsulas formuladas con LGD exhibieron diametros medios
menores y valores de polidispersidad (Span) mayores a los obtenidos con PC.

Con respecto al D [3,2], el mismo registr6 un aumento significativo en todas
las emulsiones reconstituidas con una tendencia similar a la informada por
Klinkesorn y col. (2005). Estos autores sugieren que este aumento se debe a la
floculacién y/o la coalescencia producida en las emulsiones después de su
reconstitucidon. En los sistemas con LGD, el agregado de quitosano (emulsiones
secundarias) disminuyo la agregacion de las gotas. Diversos autores han sefialado
que la agregacion de las gotas de las emulsiones puede ocurrir durante la etapa de
congelacion y/o el secado. Los posibles mecanismos fisicoquimicos involucrados
durante el secado incluyen lo siguiente: (i) cuando el agua se retira, las gotas se
acercan mas entre si facilitando la coalescencia; (ii) la deshidratacion de las
moléculas del agente emulsificante puede promover interacciones entre las
mismas adsorbidas sobre diferentes gotas. Ademas, la estabilidad frente a la
coalescencia puede mejorarse mediante la adiciéon de altas concentraciones de
carbohidratos previo al secado. Estas sustancias pueden formar una fase vitrea

alrededor de las gotas lo que impide su aproximacion o bien, establecer enlaces de
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hidrégeno con las moléculas del agente emulsificante adsorbidas, evitando asi las
interacciones entre diferentes membranas (Allison y col., 1998; 1999).

La Figura 4.13 muestra la distribuciéon de tamafio de particulas de las
microcapsulas obtenidas a partir de emulsiones O/W mono y multicapa. Los
sistemas en polvo obtenidos a partir de emulsiones primarias (L+M) y/o
secundarias con LGD (LQ+M) presentaron una distribucion bimodal. En L+M se
observé un pico mayoritario y un hombro correspondiente a una poblacién
particulas de menor tamafio. En contraste, las ER provenientes de microcapsulas
con adicién de quitosano evidenciaron de forma mas neta la presencia de dos

poblaciones de particulas de distinto tamafio.
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Figura 4.13. Distribucion de tamafio de particulas correspondiente a ER provenientes de

sistemas en polvo (aceite microencapsulado de chia) obtenidos por liofilizaciéon
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En cuanto a las emulsiones primarias (PC+M), las mismas exhibieron un
pico mayoritario y dos hombros (particulas de menor tamafio) y en el caso de las
secundarias (PCQ+M) se registré un pico y un hombro con un desplazamiento
hacia un menor tamafio de particulas.

A fin de determinar la capacidad de las membranas interfaciales de las gotas
de las emulsiones primarias y secundarias para permanecer intactas tras la
reconstitucion de las microcapsulas, se realizaron mediciones del {-potencial
durante el almacenamiento. Las gotas correspondientes a las emulsiones primarias
reconstituidas (L+M y PC+M) presentaron una carga superficial de -38 y -33 mV,
sin registrar cambios significativos (p>0,05) durante el almacenamiento. La
emulsién recubierta con el sistema multicapa (LQ+M, PCQ+M) (emulsiones
secundarias) presentaron valores de (- potencial de +46 mV durante el periodo
estudiado. La carga neta de las gotas correspondientes a las emulsiones primarias
fue negativa, lo que indica que ambas lecitinas modificadas de girasol —de caracter
anionico- permanecieron adsorbidas sobre la superficie de las gotas luego de la
reconstitucion y el almacenamiento. Analogamente, el quitosano -de caracter
cationico- permanecié adherido a la capa de lecitina ani6nica, tal como pudo
observarse mediante la inversion de carga (valor de {-potencial positivo) de las

gotas de la emulsion (Figura 4.14).
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Figura 4.14. {-Potencial correspondiente a microcapsulas de aceite de chia obtenidas a

partir de emulsiones O/W mono y multicapa reconstituidas
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La estabilidad oxidativa del aceite de chia microencapsulado fue evaluada
mediante un ensayo acelerado (Rancimat) inmediatamente después del secado (t =
0 d) y al cabo de 60 dias de almacenamiento. El analisis estadistico brindé6 como
informacion que el tipo de lecitina de girasol modificada, la adicién de quitosano y
la interaccion de ambos factores afectaron significativamente el tiempo de
induccién (t;) de los sistemas estudiados (Tabla 4.9). Los resultados obtenidos
evidenciaron una importante incidencia del proceso de microencapsulacion
aplicado (emulsificacién convencional o por la técnica LBL seguida de liofilizacion)
en virtud del importante aumento registrado en los respectivos tiempos de
induccién respecto del aceite de chia sin microencapsular (ti= 2,62+0,07 h). Cabe
sefialar ademas, el efecto protector relacionado con la deposiciéon del quitosano
para formar la bicapa, lo cual se traduce en un mayor incremento del tiempo de
induccién que la contribucion registrada en los sistemas monocapa (Tabla 4.9).
Por otra parte, la influencia del tiempo de almacenamiento se tradujo en una
disminucion significativa (p<0,05) de la estabilidad oxidativa en todos los sistemas
estudiados. Estos resultados presentaron una tendencia similar a la informada por

Carvalho y col. (2014); Noello y col. (2016).

Tabla 4.9. Tiempos de induccion (t;) correspondientes a microcapsulas de aceite de chia
obtenidas a partir de emulsiones mono y multicapa con lecitinas de girasol modificadas

(LGD, FPC)

tiempo de almacenamiento (dias)

0 60
control tiempo de induccion (h)
Aceite de chia 2,62+0,07 0,03+0,08
Microcapsulas de aceite de chia

monocapa L+M 16,56+0,13P 7,64+0,03 2
PC+M 12,57+0,04 2 7,130,792
multicapa LQ+M 27,930,654 13,09+3,35°b
PCQ+M 22,1740,23 ¢ 11,76%1,60 b

Valores medios (n = 2) + desviacion estandar. Diferentes letras minusculas en cada columna indican

diferencias p<0,05 entre las microcapsulas, de acuerdo con la prueba de Tukey (HSD)

En la Figura 4.15 puede visualizarse la evolucién del valor de perdxidos de

aceite de chia a granel y microencapsulado mediante liofilizacion de emulsiones
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primarias (L+M, PC+M) y secundarias (LQ+M, PCQ+M) en funcién del tiempo de
almacenamiento a 20+2°C, HR 33%. Los resultados obtenidos indicaron una
importante proteccion del aceite de chia debida a la aplicacién del proceso de
microencapsulacion respecto del aceite sin encapsular (Figura 4.15). Todos los
sistemas microencapsulados no se diferenciaron entre si (p>0,05), registrando

valores inferiores a 10 meq hidroperéxidos/kg de aceite durante un periodo de

alrededor de 40-45 dias de almacenamiento en las condiciones ensayadas.
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Figura 4.15. Evolucion del valor de peroxidos de aceite de chia a granel y
microencapsulado mediante liofilizacion de emulsiones primarias (L+M, PC+M) y
secundarias (LQ+M, PCQ+M) en funcién del tiempo de almacenamiento a 20+2 °C, HR

33%. Valores medios * desviacion estandar (n = 2)
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4. Conclusiones Parciales

Microencapsulacion de aceite de chia mediante el secado por aspersion de

emulsiones O/W convencionales

Efecto de las condiciones de homogeneizacion y secado sobre las propiedades

fisicoquimicas de microcdpsulas con aceite de chia

e Los resultados indican que el procedimiento de microencapsulaciéon
consistente en emulsificacion usando homogeneizador a vdlvula de alta
presion y posterior secado por aspersion es adecuado para la preparacién de
microcapsulas de caseinato de sodio-lactosa que contienen aceite de chia. Los
resultados muestran que el proceso de microencapsulacion es eficiente

(%EM>90) y permite alcanzar un alto nivel de retencién del aceite.

e La presion de homogeneizacion durante la emulsificacién tuvo una mayor
influencia en las propiedades fisicoquimicas de las microcapsulas y las
emulsiones reconstituidas respecto de las temperaturas de entrada/salida
en el secado por aspersion. El contenido de humedad y de aw de las
microcapsulas fueron menores para niveles de 600 bar de presiéon durante la
emulsificacion previo al secado respecto de 400 bar. La estabilidad fisica de las

emulsiones reconstituidas fue mayor a 600 bar.

e Con respecto a la estabilidad oxidativa, la microencapsulacién ofrecio
protecciéon frente a la oxidaciéon lipidica del aceite de chia durante el
almacenamiento. A 400 bar, fue posible obtener aceite de chia
microencapsulado con PV <10 meq de hidroperoéxidos/ kg de aceite al cabo de

150 dias de almacenamiento a 20+2 ° C, RH 33%.
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Efecto de distintos materiales de pared sobre las propiedades fisicoquimicas de

microcdpsulas con aceite de chia

e El aceite de chia (Salvia hispanica L.) fue microencapsulado mediante secado
por aspersion utilizando diversos materiales de pared (mezclas de proteinas
e hidratos de carbono) incluyendo subproductos funcionales de la semilla de

chia (fraccidn rica en proteinas y mucilago fibra dietaria soluble).

e Los sistemas en polvo obtenidos exhibieron un bajo contenido de humedad y
aw, particulas de forma esférica sin grietas o fisuras y una rapida dispersion en
agua (~1,5-2,0 min). En todos los casos, la estabilidad oxidativa del aceite de
chia microencapsulado fue significativamente mayor que la del aceite de chia

sin encapsular.

e Los sistemas obtenidos a partir de la combinacién CL (con o sin mucilago chia)
registraron la mayor eficiencia de microencapsulacién del aceite secado por
aspersion (> %EM). Si bien los sistemas CM y CM+Mg presentaron una menor
%EM, los mismos exhibieron la mayor estabilidad oxidativa en el ensayo de
Rancimat. La adicidon de mucilago de chia mejoro6 significativamente la %EM en

los sistemas CM, alcanzando valores > 85%.

e En comparacién a los sistemas con caseinato de sodio, las microcapsulas con
PRF mostraron la menor %EM y el mayor contenido de aceite libre a nivel
superficial. Sin embargo, el ti registrado para estos sistemas fue tres veces
mayor que el correspondiente al del aceite de chia sin encapsular, lo cual
podria indicar que este material de pared es eficiente para evitar la oxidacién
del aceite de semilla de chia. Una investigacion complementaria seria
necesaria para estudiar la potencial aplicacion de PRF mediante otra
combinacion de materiales de pared y diferentes técnicas de

microencapsulacion a fin de obtener mayores %EM.
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Microencapsulacion de aceite de chia mediante el secado por liofilizacion de

emulsiones O/W multicapa

e Se obtuvieron y caracterizaron microcdpsulas de aceite de chia a partir de
emulsiones con interfases mono y bicapa. La técnica de deposicion
electrostatica “layer-by-layer” (LBL) de quitosano sobre la membrana
interfacial de emulsiones constituidas por lecitinas de girasol modificadas
(LGD, FPC) pudo ser evidenciada mediante la inversion de carga eléctrica

superficial de las gotas desde ~-33 y -38 a ~+46mV.

e (Cabe sefialar que el contenido de humedad de las microcapsulas se vio
afectado (p<0,05) por el tipo de lecitina de girasol modificada y la formacién
de una bicapa interfacial debida a la adicion de quitosano, siendo también

significativa la interaccién entre ambos factores.

e Losvalores de humedad (% b.s.) se encontraron comprendidos en un rango de
0,016 - 0,092, siendo inferiores a los requeridos para obtener microcapsulas
de aceite de chia con una buena estabilidad durante las condiciones de
almacenamiento estudiadas. Asimismo, se evidencié un nivel de aw compatible

con el proceso de liofilizacién aplicado durante la microencapsulacién.

e El tipo de lecitina de girasol modificada empleado tuvo un efecto
significativo (p<0,05) sobre la %EM. Asi, las microcapsulas formuladas con
lecitina “deoiled” presentaron una mayor eficiencia de microencapsulaciéon o
retencion del aceite de chia (~97 %) que las preparadas con FPC (~85-89 %),
si bien en ambos casos los niveles de este parametro pueden considerarse

aceptables.

e La microestructura correspondiente a los diferentes polvos constituidos por
aceite microencapsulado de chia exhibieron forma de ldminas con una
geometria irregular. La topografia externa evidencié un aspecto rugoso, asi
como la presencia de ciertas protuberancias, especialmente para los sistemas

PC+M y PCQ+M.
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e Las microcapsulas obtenidas a partir de la liofilizacion de emulsiones
secundarias (LQ+M, PCQ+M) presentaron valores de oscurecimiento mayores
que los sistemas obtenidos a partir de emulsiones primarias o monocapa
(L+M, PC+M). Asimismo, luego de 60 dias de almacenamiento a 20+2 °C, HR
33% los polvos registraron un incremento abrupto en el oscurecimiento
aunque con niveles significativamente menores a los correspondientes al
tiempo inicial. La dispersabilidad podria denotar una rehidrataciéon aceptable
de los polvos, siendo este hecho favorable para su posible aplicacién en

alimentos instantaneos.

e Los resultados obtenidos evidenciaron una importante incidencia del proceso
de microencapsulacion aplicado (emulsificacion por la técnica LBL seguida de
liofilizacién) en virtud del importante aumento registrado en los respectivos
tiempos de induccién (ti) y un menor aumento del contenido de

hidroperoéxidos (PV) respecto del aceite de chia sin microencapsular.

En sintesis, el aceite de chia microencapsulado podria utilizarse como agente

fortificante en el desarrollo de alimentos funcionales.
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El presente trabajo de Tesis Doctoral permitié realizar el estudio de la
incorporaciéon de subproductos de la semilla de chia (Salvia hispanica L.) en
alimentos mediante la obtenciéon y caracterizacion de distintos sistemas de
provision de compuestos funcionales tales como emulsiones O/W y microcapsulas.
Dichos sistemas constituyen estrategias innovadoras de inclusion de acidos grasos
omega 3, proteinas, fibra dietética, antioxidantes naturales, lo cual representa un
aporte significativo tendiente a la revalorizacion y adecuada aplicaciéon de esta
especie vegetal 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:

Emulsiones alimentarias funcionales

Emulsiones O/W con aceite de chia obtenidas mediante técnicas de

emulsificacion convencionales

e Se obtuvieron y caracterizaron emulsiones O/W con aceite de chia
investigando la influencia de la concentracién de un agente emulsificante
protéico (caseinato de sodio) y la adicién de lactosa. Asimismo, se evalu6 la
incidencia del nivel de la presiéon como condicién operativa del proceso de
homogeneizacion. Estos factores fueron muy relevantes (concentracion de
caseinato de sodio > presion de homogeneizacion > adicion de lactosa) dado
que afectaron la mayoria de las caracteristicas estudiadas, tales como el
diametro medio de las particulas, las propiedades reologicas, la estabilidad

fisicoquimica.

e El estudio llevado a cabo sobre la influencia de la composiciéon de la fase
acuosa en las propiedades fisicoquimicas de emulsiones O/W con la
incorporacién de distintos subproductos de la semilla de chia (aceite con un
alto contenido de &cidos grasos w-3, fracciéon protéica y/o mucilago)

evidencié un comportamiento diferencial de las mismas.
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Se obtuvieron emulsiones de chia O/W con una alta estabilidad fisica en el
caso de caseinato de sodio-lactosa o caseinato de sodio-maltodextrina, un
pequefio tamafio de particulas, baja polidispersidad, gotas cargadas

negativamente (pH ~6,5) y un comportamiento pseudoplastico.

Los sistemas formulados con la fraccién rica en proteinas de chia
presentaron una mayor distribucion del tamafio de particulas y diametro
medio que las emulsiones con caseinato de sodio, registrando un
comportamiento newtoniano, con una estabilidad limitada al cabo de un
corto periodo de almacenamiento debido a un proceso de desestabilizacion

por cremado.

La adicién del mucilago de chia -fibra dietética soluble- tuvo un impacto
significativo, especialmente sobre las caracteristicas reoldgicas de las
emulsiones. Asi, su incorporaciéon fue relevante en el aumento de la
viscosidad de la fase acuosa, lo que pudo relacionarse con la disminucién
del movimiento de las gotas de aceite y consecuentemente, con la mayor
estabilidad de las respectivas emulsiones, lo que sugiere que tiene asociado
un interesante rol como agente espesante ademas de considerar su aporte a

nivel nutricional.

Emulsiones O/W obtenidas mediante la técnica de deposicion electrostatica

“layer-by-layer” (LBL) bicapa con aceite de chia

Se obtuvieron y caracterizaron emulsiones O/W con aceite de chia
presentando interfases monocapa estabilizadas con lecitinas modificadas
de girasol por “deoiling” (LGD) o fraccionamiento (FPC) y bicapa mediante

el agregado de quitosano y la presencia o ausencia de maltodextrina.
La deposicion electrostatica de quitosano sobre las membranas interfaciales

constituidas por lecitina de girasol “deoiled” (LGD) o la fraccién enriquecida

en fosfatidilcolina (FPC) pudo ser evidenciada mediante la inversién de
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carga eléctrica superficial de las gotas de aceite, la cual varié desde ~-36 a

~+47 mV 6 bien desde ~-37 a ~+55 mV, respectivamente.

Las emulsiones O/W primarias estabilizadas con LGD (L, L+M) y las
secundarias (LQ, LQ+M) presentaron distribuciones mono y bimodales,
respectivamente. El empleo de FPC registr6 un comportamiento
monomodal para los sistemas PC, PCQ; bimodal en el caso de PC+M y

trimodal para PCQ+M.

El diAmetro medio de las particulas fue dependiente (p<0,05) de la adicion
de quitosano y de maltodextrina, lo cual produjo un incremento del tamafio
de las particulas siendo también significativa la interacciéon entre los
factores tipo de lecitina de girasol modificada - adicién de maltodextrina. El
agregado de quitosano y el tipo de lecitina de girasol modificada empleado,
asi como su interaccién, tuvieron un efecto significativo sobre Ila
polidispersidad. Un menor nivel de este parametro se registré en

emulsiones monocapa respecto de las emulsiones bicapa.

Los sistemas estabilizados por bicapas interfaciales presentaron una
microestructura mas compacta, relacionada con un menor movimiento de
las gotas de aceite debida al aumento de la viscosidad de la fase acuosa

(adicién de quitosano), especialmente en los sistemas LQ+M y PCQ+M.

La incorporacion de quitosano y de maltodextrina tuvieron un efecto
significativo (p<0,05) sobre todos los parametros reologicos, mientras que
el tipo de lecitina de girasol modificada empleada sdlo afect6 el indice de
comportamiento de flujo. La interaccion entre la adicion de quitosano y de
maltodextrina fue significativa en todos los sistemas estudiados. El
agregado de maltodextrina produjo un incremento de la mioo de las
emulsiones, especialmente notorio en las emulsiones secundarias.
Asimismo, las emulsiones bicapa -especialmente las emulsiones con
maltodextrina  (LQ+M, PCQ+M)- presentaron niveles de mioo

significativamente mayores (p<0,05) respecto a los sistemas monocapa.
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Las emulsiones bicapa (LQ, LQM, PCQ, PCQ+M) registraron valores de n<1
denotando un comportamiento pseudoplastico asociado al agregado de
quitosano a la fase acuosa de estos sistemas. Por otra parte, los sistemas
monocapa (L, L+M, PC, PC+M) presentaron un comportamiento newtoniano

con valores de n~1.

Las emulsiones O/W bicapa registraron una mayor estabilidad global
respecto de las monocapa, lo cual podria estar relacionado con el mayor
nivel de viscosidad aportado por la adicién de quitosano. En términos de
estabilidad oxidativa, las emulsiones bicapa presentaron un mayor nivel de
este parametro que los sistemas monocapa y el aceite de chia sin
emulsionar. La bicapa interfacial ofrecié proteccion frente a la oxidacion
lipidica actuando como barrera ante la penetracion y difusiéon de agentes
prooxidantes (metales de transiciéon) debido a su mayor espesor y la

naturaleza cationica de las gotas de aceite, generando fuerzas de repulsion.

Las emulsiones O/W con aceite de chia estabilizadas por membranas
interfaciales lecitinas de girasol modificadas-quitosano pueden ser

empleadas para producir emulsiones de buena estabilidad fisica y oxidativa.

Aceite de chia microencapsulado

Aceite microencapsulado de chia obtenido mediante secado por aspersion de

emulsiones O/W convencionales

El estudio del efecto de las condiciones de homogeneizacion y el secado sobre
las propiedades fisicoquimicas de microcapsulas de caseinato de sodio-
lactosa con aceite de chia evidenciaron que la microencapsulacion
(emulsificacion con homogeneizador a valvula de alta presion - secado por

aspersion) resulté adecuada (%EM >90).
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La presion de homogeneizacion durante la emulsificacion fue el factor de
mayor influencia sobre las propiedades fisicoquimicas de las microcapsulas
respecto de las temperaturas de entrada/salida del secado por aspersion
estudiadas. A 600 bar de presion el contenido de humedad y de aw de las
microcapsulas fue menor que para los menores niveles de presion
ensayados (400 bar). Ademads, la estabilidad fisica de las emulsiones

reconstituidas fue mayor a 600 bar.

La microencapsulacién ofrecié proteccion frente a la oxidacién del aceite
durante el almacenamiento. A 400 bar, fue posible obtener aceite de chia
microencapsulado con PV <10 meq/kg de aceite al cabo de 150 dias de

almacenamiento a 20+2 ° Cy RH 33%.

La investigacion del efecto de distintos materiales de pared sobre las
propiedades fisicoquimicas de microcapsulas con aceite de chia obtenido
mediante secado por aspersiéon involucré diversas mezclas de proteinas e
hidratos de carbono, incluyendo subproductos funcionales de la semilla de

chia (fraccidn rica en proteinas y mucilago, fibra dietaria soluble).

Los sistemas en polvo obtenidos exhibieron un bajo contenido de humedad
y aw, particulas de forma esférica sin grietas o fisuras y una rapida
dispersion en agua (~1,5-2,0 min). La estabilidad oxidativa del aceite de
chia microencapsulado fue significativamente mayor que la del aceite de

chia libre.

Los sistemas obtenidos a partir de la combinaciéon CL (con y sin mucilago
chia) registraron la mayor eficiencia de microencapsulacion del aceite
secado por aspersion, en términos de %EM. Si bien los sistemas CM y
CM+Mg presentaron una menor %EM, los mismos exhibieron la mayor
estabilidad oxidativa en el ensayo de Rancimat. La adiciéon de mucilago de
chia mejoro significativamente la %EM en los sistemas CM, alcanzando

valores > 85%.
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Las microcapsulas con PRF mostraron la menor %EM. Sin embargo, el t;
registrado para estos sistemas fue tres veces superior al del aceite de chia
sin encapsular, lo que sugiere que una investigacion complementaria seria
necesaria para estudiar su potencial aplicacién mediante otra combinacion

de materiales de pared y/o diferentes técnicas de microencapsulacion

Microencapsulacion de aceite de chia mediante secado por liofilizacion de

emulsiones O/W multicapa

Se obtuvieron y caracterizaron microcapsulas de aceite de chia a partir de
emulsiones con interfases mono y bicapa mediante la técnica de deposicion
electrostatica “layer-by-layer” (LBL) de quitosano sobre membranas
interfaciales de lecitinas de girasol modificadas (LGD o FPC) vy

maltodextrina (M), seguido de secado por liofilizacidn.

El contenido de humedad y el nivel de aw de las microcapsulas de aceite de
chia fue compatible con los asociados para lograr una buena estabilidad
durante las condiciones de almacenamiento estudiadas. Ambos factores
fueron afectados (p<0,05) por el tipo de lecitina de girasol modificada, la

adicién de quitosano y la interaccion entre ellos.

El tipo de lecitina de girasol modificada empleado tuvo un efecto
significativo (p<0,05) sobre la %EM; los niveles de este parametro pueden
considerarse aceptables en ambos casos. Asi, las microcapsulas formuladas
a partir de lecitina “deoiled” o de FPC presentaron una retencion de aceite

de chia de ~97 y de ~85-89 %, respectivamente.

La microestructura de los diferentes sistemas constituidos por aceite
microencapsulado de chia exhibieron forma de laminas con una geometria

irregular y un aspecto rugoso.
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e La dispersabilidad de los sistemas en polvo denoté una rehidratacion
aceptable de los mismos, siendo este hecho favorable para su posible

aplicacién en alimentos instantaneos.

e El proceso de microencapsulacién aplicado (emulsificaciéon por la técnica
LBL seguida de liofilizacién) registr6 un importante aumento de los
respectivos tiempos de induccién (ti) y un menor aumento del contenido de
hidroperdxidos (PV) respecto del aceite de chia sin microencapsular en

funcién del almacenamiento.

En sintesis, los resultados obtenidos sugieren que tanto las emulsiones O/W
convencionales como las bicapa y el aceite microencapsulado constituyen sistemas
alternativos “delivery systems” para la vehiculizaciéon de acidos grasos w-3 y otros
subproductos de la semilla de chia, permiten mejorar la estabilidad del aceite de
chia frente a la oxidacién lipidica y en ambos casos, brindan una potencial

aplicacion en el desarrollo de alimentos funcionales.
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Cabe senalar que uno de los desafios asociados al desarrollo de alimentos
funcionales a partir del sustrato que nos ocupa esta relacionado con la adecuada
preservacion del alto tenor de acidos grasos poliinsaturados w-3 PUFAs presentes
en el aceite de chia debido a su alta susceptibilidad de registrar rancidez oxidativa.
Asi, las formulaciones conteniendo este tipo de aceites deben alcanzar niveles de
calidad, aspectos tecnoldgicos y sensoriales (apariencia, textura, flavor) que
aseguren la aceptacion de los consumidores con un conocimiento mas profundo de
su estabilidad fisicoquimica.

En funcién de los resultados obtenidos, se propone continuar con el
desarrollo de sistemas de provisiéon o vehiculizacién de compuestos esenciales y
sensibles provenientes de la semilla de chia a fin de lograr el enriquecimiento de
alimentos. A tal efecto, se plantea la aplicacion de tecnologias innovadoras
(nanotecnologia) para desarrollar alimentos de un valor agregado adn superior,
que satisfagan la demanda local y mundial, segiin las recomendaciones aceptadas a
nivel nutricional.

Para ello, se propone la obtencién y caracterizacién de nanoemulsiones
0/W funcionales con aceite de chia monocapa y multicapa (técnica LBL), a partir
de diversas formulaciones, condiciones del entorno quimico (pH, fuerza iénica),
evaluando la incidencia de las variables operativas del proceso de
homogeneizacion (microfluidizacién) sobre su estabilidad fisicoquimica.
Asimismo, se estudiara la aplicacion potencial de las proteinas y del mucilago de
chia como agentes emulsificantes y espesantes en la preparacion de las
nanoemulsiones mencionadas.

Paralelamente, se estudiaran alternativas de preservacion de las emulsiones
O/W con aceite de chia previamente mencionadas, del deterioro oxidativo
mediante la adicion de antioxidantes naturales (extractos de romero-manzanilla,
aceites esenciales).

Seguidamente, se propone aplicar micro/nanoemulsiones mono o
multicapa en un producto lacteo funcional (simil queso crema) como sistemas de
provision de compuestos funcionales y bioactivos de chia evaluando su calidad y

atributos sensoriales.
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Ademas, se proseguira investigando la capacidad del mucilago (fibra
dietaria soluble) como material con propiedades encapsulantes -simulando una
estructura analoga a la de la semilla- que permita ocluir al aceite de chia.

En virtud de lo expuesto, las investigaciones planteadas contemplan el
empleo de una materia prima de disponibilidad regional -que permite la
diversificacion de la produccién agropecuaria principalmente de la regiéon noroeste
de nuestro pais- para el desarrollo de alimentos con un mejor perfil nutricional,
funcional y de mayor valor agregado implementando técnicas innovadoras, todo lo

cual puede ademas ser transferido al sector socio-productivo.
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